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Kivonat

A bioszenzorok alkalmazisa egyre fontosabb szerephez jut a gyogyszer- ¢és
anyagtudomanyokban, valamint az iparban is. A Dbonyolultabb problémak
megoldasahoz folyamatosan megbizhatobb és érzékenyebb eszk6zok kifejlesztésére
van szilikség. Tudomanyos diakkori munkank soran két, jelenleg fejlesztés alatt allo
és kilonboz6é elven mikodé bioszenzor segitségével végeztiink méréseket.
Feladatunk a két miiszer tesztelése, érzékenységiik megallapitdsa, valamint a
kisérletek kozben felmeriild problémak felderitése és megoldasa volt. Kutatdsunk
soran megismerkedtiink a berendezések alapvetd elméleti és gyakorlati hatterével,
valamint a kisérletekben hasznalt anyagok tulajdonséagaival, felhasznalasaval. Célunk
eléréséhez kiilon-kiilon, illetve parhuzamosan is végeztiink méréseket a két
eszkozzel.

Az optikai elven miikod6 bioszenzorikai méréseket a svajci Creoptix cég, GCI (ang.
Grating Coupled Interferometry — Raccsatolt interferometria) nevii miiszerével
végeztik. Az eszkdz egy ipari projekt keretében nemrég keriilt telepitésre a
laboratériumunkban, a vilagon az elsék kozott tesztelhettilk ezt az 0j technikat.
Kalibréacios —€s probaméréseink megnyitottak az utat a miiszer jovébeni legfontosabb
alkalmazasi teriilete, az €16 sejtek kitapadasanak vizsgalata felé.

A masik, mechanikai elven miikod6 bioszenzort, a QCM3000-t (ang. Quartz Crystal
Microbalance — Kvarc kristaly mikromérleg) a Microvacuum cég forgalmazza.
Elénye, hogy az altala vizsgalt biologiai vékonyrétegekrdl (fehérjék, kitapadt sejtek)
az optikai szenzorok adatait mintegy kiegészitve mechanikai informaciot is
nyerhetiink. A kisérletek soran nyert adatok feldolgozasdhoz egy MATLAB
algoritmust fejlesztettiink, valamint alapvetd kalibracios méréseket is végeztiink a
miiszeren.

Munkankat a Kozponti Fizikai Kutatointézet Miiszaki Fizikai €s Anyagtudomanyi
Intézet Nanobioszenzorikai Laboratoriumaban végeztiik. Kutatasunk hozzajarult a
késobbi kisérletek megalapozasdhoz, valamint értékes gyakorlati tapasztalatokat is
szereztiink a laboratériumi munkéban.



Célkitiizések

Tudomanyos Diakkori munkank soran az altalunk Kitiizott, megvalositando
célok a kovetkezoek voltak:

A két, jelolésmentes bioszenzor elméleti hatterének megértése, a veliik
végezheto gyakorlati munka elsajatitasa.

Mindkét miiszerhez egy adatkiértékelé algoritmus fejlesztése, mellyel a
bejovo adatokbdl bévebb informacio nyerheté Kki.

Az érzékelo chipekhez koltséghatékony tisztitasi eljaras kidolgozasa,
mellyel a késobbiekben a szenzorok ujbol felhasznalhatoakka tehetok.

Kalibracios mérések  végzése a miiszerekkel, melyekkel
megbizonyosodhatunk az érzékenységiikrol és alkalmazhatésaguk
korlatairdl.

Probamérések végzése BSA fehérjékkel, a kapott adatok kiértékelése,
azokbol kovetkeztetések levonasa.

A Kkisérletek soran megfigyelt hibak felderitése, illetve adott esetben azok
megoldasa.



1. fejezet

Irodalmi attekintés

1.1 Bevezetés

Az emberiség az idok kezdete ota vagyakozik az ismeretlen felfedezése utan. A
tudomany a fejléddése soran mind jabb ¢és Gjabb eszkdzoket adott a keziinkbe, hogy
megismerhessiik a természetet. Ahhoz, hogy megfejthessiik a koriilottiink zajlo
torténések hatterét, mindinkabb az egyre aprobb dolgok kutatisa keriilt az el6térbe.
Ehhez hosszii id6n keresztiil példaul a kiilonb6z6 mikroszképok —voltak
segitségiinkre, 4m ahogy a megismerésre vard jelenségek magyarazatat egyre kisebb
mérettartomanyba kellett keresni, tigy valt sziikségessé ujabb miiszerek kifejlesztése.

Napjaink tudoményos kihivasaihoz az atomok, molekuldk szintjén, valds idében
sziikséges megfigyelniink a jelenségeket. A nanotechnoldgia biologiai alkalmazasi
teriiletén az egyik legkecsegtetobb érzékeld rendszerek a bioszenzorok.

Jelenleg a legtobb miiszerrel ugy végzik a kisérleteket, hogy kozben a vizsgalando
molekulakat valamilyen jel6l6 anyaggal kezelik (radioaktiv, fluoreszcens), és ennek
az anyagnak a jelét keresik a vizsgalt térfogatban vagy feliileten. Sajnos ez a modszer
rengeteg hatrannyal jar. A jel6ld molekuldk, valamint a vizsgilanddé anyagok
kezelése nagyon koltségigényes, ¢és a folyamat soran maga a jelolés is
befolyasolhatja a kisérlet kimenetelét. Ezen hatranyok kikiiszobolésére nytjthatnak
alternativat a jeldlésmentes bioszenzorok.

Ezek segitségével gyorsan, és koltséghatékony modon lehet molekuldk, vagy akar
egyes atomok kiilonb6zd, akar specifikus felismerd elemekhez valo kotddését
Kimutatni.

Az eredményeket tobbek kozott felhasznaljdk a gydgyszerkutatdsban, az
igazsagligyben (drog, dopping vizsgalatok), és az iparban is. [1][2][3][4]

Ezek koziil az egyik legigéretesebb jelatalakitok kozé tartoznak az ugynevezett
optikai hullamvezetd alapt érzékelok. Ezen eszk6zok miikddése kihasznalja azt a
jelenséget, mely soran a fény bizonyos megvilagitasi szog €s torésmutatd esetén a
hatarfeliiletrdl teljesen visszaverddik. A terjedd6 modus ugynevezett evaneszcens
mezejének segitségével letapogathatovd valnak a hullimvezetd réteg kozvetlen
kozelében zajlo folyamatok.



A folyamat soran az oldatok torésmutatdjaban bealld pardnyi valtozasokbol lehet
kovetkeztetni az adott kozeg fizikai tulajdonsdgaira, igy példaul a letapadt
fehérjeréteg vastagsagara. [5]

Ezek utdn rogton latszik, hogy célszerti felismeré molekulakat hullamvezetd
struktardkra, chipekre rogziteni, igy nyitva meg az utat a célmolekulak kvantitativ
analizise eldtt. A szenzorchipet folyadékcellaval felszerelt mérdkésziilékbe helyezve
valos idében mérhetjiik a molekulak kotédését. Az altalunk hasznalt bioszenzor a
GCI (angolul Grating Coupled Interferometry, Racscsatolt Interferometria), melyet
egy nemzetkozi ipari projekt keretében volt alkalmunk tesztelni. [6]

Az elobbi jelatalakitohoz hasonldé moddon alkalmazhato, de teljesen mas elven
miikodé bioszenzorokhoz sorolhatoak a tomegérzékeny jelatalakitok. Ezek
mindegyikében az a k6zos, hogy olyan fizikai mennyiséget mérnek, amely az eszkoz
mérdfeliiletére letapadt molekuldk Ossztomegének a fiiggvénye. A kisérlet sordn
jellemzdéen a rezgésbe hozott rendszer sajatfrekvencidjanak a megvaltozasat mérik
kiilonboz6 modszerekkel.

Az ilyen tipusu eszk6zok koziil kiemelend6 a kvarc-kristaly mikromérleg (angolul
quartz crystal microbalance, QCM), amely kihasznalja a kvarc kristaly azon
tulajdonsagat, hogy bizonyos frekvencidju valtofesziiltségre kapcsolva rezonanciaba
hozhatok, amely fligg a ratapadt tomeg nagysagatol is, igy szolgaltatva informaciot
az érzékeld kozvetlen kdzelében talalhatd bioldgiai vékonyrétegekrdl.[7]

A kovetkezOkben ismertetjiik a fehérjék kitapadasanak elméleti hatterét, majd a két
bioszenzor keriil bemutatésra.



1.2 Fehérjék adszorpcidja

A fehérjék az €16 szervezetek egyik legfontosabb 0sszetevoi, rengeteg folyamatban
részt vesznek, mint:

e Az anyagcsere folyamatokhoz elengedhetetlen reakciok katalizalasa
e A sejtek mechanikai merevitése

e Sejtek kozotti kommunikécio

o Sejtek kitapadasa

A fehérjék felépitésiiket tekintve hatalmas, tobb tizezer dalton tdmegli szerves
makromolekuldk, melyek elemi Osszetevéi a kiilonb6z6 aminosavak. Az €16
szervezetek fehérjéit 20 féle aminosav épiti fel, melyek peptidkotésekkel egymasba
kapcsolodva hatarozzak meg a makromolekula elsédleges szerkezetét.

Az egymas utan, sorban elhelyezkedd aminosavaknak geometriai okokbol
energetikailag célszeribb kiilonb6z0 periodikus strukturdkba rendezddnie, mint
amilyen az alfa hélix és a béta red6. Ezt nevezzik a fehérje masodlagos
szerkezetének.

Az egyes, egymastol tavol elhelyezkedd aminosavak kozott felléphetnek masodlagos
kémiai kotések, mint példaul a hidrogén hid, igy a polipeptidlanc képes komplex, 3
dimenzios térformakat kialakitani, mely a fehérje harmadlagos szerkezete.

Abban az esetben, ha a fehérje gy képes funkcidjat betdlteni, hogy masodlagos
kotésekkel kapcsolodik egy masik polipeptidlanchoz, akkor a negyedleges
szerkezetérdl beszéliink. [8]

1.2.1 A fehérjék és feliiletek interakcidja

Méréseink soran a fehérjék €s bizonyos feliiletek kozotti kdlesonhatasok kinetikajat
vizsgaltuk. Az adatok kiértékelése szempontjabol fontos 1épés a fehérjék feliiletre
val6 kitapadasanak elméleti hatterének megértése. A spontan adszorpcio 1étrejottéhez
elengedhetetlen, hogy a szabadenergia valtozas negativ legyen:

AG=AH-T-AS<0 1.

ahol H az entalpia, T a hdmérseklet és S az entropia.

Az Osszes adszorpcids folyamat sordn 1ényegében a fehérje ugy kapcsolodik az egyes
aminosav-oldallancaival az adott tulajdonsagokkal rendelkezé feliilethez, hogy
ekozben a teljes rendszer szabadenergidja minimalis legyen. A folyamatban
nagyrészt az oridsmolekula felszinén talalhato, polaros és toltott részek vesznek részt
a kolcsonhatasban a feliilettel. Tekintettel arra, hogy az oldallancok tulajdonséagai
nagyon sokfélék lehetnek, a fehérje kitapadasa is egy bonyolult, dinamikus folyamat.



A szabadenergia-minimumra val6 torekvés soran a protein szerkezete folyamatosan
valtozik. Ez egy egyenstlyi folyamathoz vezet, mely sordn folyamatosan torténik
adszorpcid és deszorpcio. [9]

1.2.2 Az adszorpciéban résztvevé kolecsonhatasok

A fehérjék kitapadasuk soran az aldbbi kdlcsonhatasokkal 1éphetnek interakcioba a
feliilettel:

Coulomb-koélesonhatas:

A fehérje izoelektromos pontja szerint vonzd, illetve taszitd kdlcsonhatas is lehet. Az
izoelektromos pont azon a pH értéken van, melyen a protein nem rendelkezik toltott
csoportokkal. Ettdl eltéré pH értéken a feliilettel az interakcid ezeknél a csoportoknal
valdsulhat meg.

Hidroféb kolcsonhatas:

crer

crer

aminosavakbdl épiil fel. Ennek az oka a hidrofob kolcsonhatas, amely eltaszitja az
apolaris csoportokat a vizes kozegtdl a fehérje belsé része felé, ahol mas
oldallancokkal tudnak kapcsolatot kialakitani. Ekkor, a fehérje molekula polaris
oldallanca mar megtalalhato a feliileten, melyek a szabad energiat csokkenteni tudjak
az Oket korilvevd viz és ionok kozti kolcsonhatdsokkal a hidrogénkotések
segitségével.

Van der Waals kolcsonhatas:

Koélcsonhatas dipdlus és indukalt dipdlus molekuldk kozott. A fehérjemolekuldkban
ezt befolyasolja a kornyezé vizes kozeg, amely tartalmazhat ionokat és dipdlus
molekulakat.



1.2.3 Fehérjekitapadas dinamikaja

A fehérjekitapadast nem csak a fehérje ¢és a feliilet kozotti kolcsonhatasok
befolyasoljak, a fehérjék kolcsondsen versenyeznek, hogy kitapadjanak mas szabad
feliileteken. Kezdetben a feliileten talalhatok, mas, kisebb molekulak. igy a kitapadt
molekulak elmozdulhatnak mas, erésebb molekulak altal, vagyis a fehérjeréteg
folyamatosan cserélodik.

A fehérjekitapadés egy komplex folyamat, melyet nem lehet megjosolni minddssze
egy faktor altal, hiszen ahogy lattuk, rengeteg tényezo6tdl fiigg egyszerre. [9]

1.2.4 Fehérje adszorpcio kinetikaja:

1)

1.)

11.)

IV.)

Transzport a szorbens feliilet felé. Eldszor is a fehérje molekulak
véletlenszeri iranyokbol megkozelitik a feliiletet. A fehérje molekula
szabalytalansadgat és heterogenitdsat, valamint a feliilet polaritasat és
toltését figyelembe véve az eloszlas a kiilonbozé irdnyokban kiillonbozo
erdsséggel torténhet.

Kapcsolodas a hatarfeliileten. A kezdeti fehérje-feliilet kolcsonhatas,
mely erésen meghatarozza a kezdeti fehérje kapcsolodas idejét.

A fehérjeszerkezet megvaltozasa a Kkitapadt allapotban. Dinamikus
folyamatok a feliilet kozelében, valamint a fehérjemolekuldk mozgésa és
konformacio valtozasa.

Levalasztas és elszallitas a hatarfeliilettol. A deszorbealt fehérjék
tovabbszallitasa, ha a kotés nem tal erds.

[9] [10][11][12]



1.3 Kvarc kristaly mikromérleg

A kvarc kristdly mikromérleg (QCM) mikddési elve az ugynevezett
piezoelektromossag jelenségén alapszik. Ennek soran bizonyos anyagok esetében
(kvarc, keramia) a deformaldsukkor elektromos tér indukalodik az anyagon beliil. A
deformécié mértékének valtoztatasaval befolyasolhatd az elektromos tér nagysaga. A
jelenség forditva is megfigyelhetd, elektromos tér hatasara a piezoelektromos
tulajdonsaggal rendelkezd anyag szerkezete megvaltozik. Ezt kihaszndlva, a
kristdlyra bizonyos frekvenciaji valtakoz6 -elektromos fesziiltséget kapcsolva
periodikusan rezgésbe hozhato. Ennek frekvencidja fligg az anyag tomegétol. Ha erre
a rendszerre valamilyen forrasbol tobblet tomeg keriil, akkor megvaltozik a rezgés
frekvenciaja. Ez képezi a QCM technoldgia alapjat, mely soran egy vékony kvarc
lapkat hoznak rezgdmozgasba. [13]

A kovetkezd egyenlet megmutatja, hogyan valtozik a kristdly frekvencidja a
rarakodott tomeg hatasara:

—C-A 2.
Am = /

n

ahol n az n-edik felharmonikus szama, C pedig egy, a kristalyra jellemz6 allando.

Az elobbi 0sszefliggés a hires Sauerbrey egyenlet, amely viszont csak korlatozott
koriilmények kozott, vakuumban és merev rétegekre érvényes. Lathato, hogy
bioldgiai alkalmazasokra nem hasznélhat6 fel, mert az eldbbiek koziil egyik sem
fordul el6 a mérések soran.[14] [15][16][17]

Ujabb fejlesztésii mikromérleg miiszerek esetén (QCM-D) lehetSség van az
ugynevezett disszipacido mennyiségének a mérésére is. Ezt ugy valositjdk meg, hogy
frekvencia-mérések kozott rovid iddére kikapcsoljak a rezgdmozgast eldidézo
fesziiltséget, majd rezgés csillapodasanak mértékét megfigyelik. Ha a feliiletre tapadt
réteg merev, akkor a rendszer lecsengési ideje lassu, ellenben, ha a réteg puhabb és
kevésbé siirti, akkor ez az id6 gyors lesz.

A rezgdmozgas amplitidoja a kovetkezOképpen adhatdé meg, miutdn megsziintetjiik a
rezgést 1étrehozo fesziiltséget:

-t
A(t) = AgeT sin(2rtft + @)

ahol t a csillapitasi egyiitthato, A, a rezgés maximalis kitérése, és ¢ az oszcillator
fazisszoge.



A disszipacio tehat annak a mértéke, hogy milyen gyorsan cseng le az amplitido:

1 a.

- nft

A Sauerbrey egyenlet segitségével, amennyiben a letapadt réteg merev és sirli, az
eddigi tapasztalatok alapjan 5 ;1—‘92 pontossaggal megbecsiilhetd a feliileti tomeg.

Puhabb, lazabb szerkezet esetén viszont ez a szdmitdsi mod alulbecsiili a tomeget.
[18]

Parhuzamosan mérve a disszipacido —¢és frekvenciavaltozast kvalitativ és kvantitativ
adatokat nyerhetiink a letapadt réteg szerkezetérdl. Grafikonon &brazolva a
disszipacid6 mennyiségét a frekvenciavaltozads fiiggvényében, kovetkeztethetiink a
réteg azon tulajdonsagara, hogy milyen mértékben valtozik a ,,keménysége”. [19]

Lehetdség van a két mért adatbol az adszorbalodott anyag egyéb tulajdonsagainak
mérésére is, ugymint a réteg vastagsaga, nyirasi viszkoellasztikus modulusa,
valamint a viszkozitasa.

Ezeknek a kiszamitasdhoz az ugynevezett Voigt model lesz segitségiinkre. Ezt egy
parhuzamosan kapcsolt idedlis ellasztikus rugd ¢€s egy idedlis viszkdzus
lengéscsillapito altal lehet reprezentalni.

E =]

1
1. ABRA A VOIGT-FELE VISZKOELLASZTIKUS

MODEL VAZLATOS ABRAZOLASA

A rendszer tulajdonsagaibdl levezethetd az ugynevezett komplex viszkoelasztikus
modulus:

G=G +iG" = ps +i2nfny 5.

ahol u; az elasztikus nyirdsi modulus, 7y a nyirdsi viszkozitds, f a
rezonanciafrekvencia.

-10 -



Ezt a modellt felhasznalva a lerakddott réteget 4 ismeretlennel jellemezziik, ezek a
réteg vastagsaga(dy), stirlisége(py), nyirasi viszkozitasa(ns), és az elasztikus nyirasi

modulus-a(uy). [20]

Folyadék

Py

Letapadt réteg

Pr ey

Kvarckristaly

Pq Hq

2. ABRA A KISERLETEINK SORAN HASZNALT MODEL VAZLATOS RAJZA. AZ ABRAN AZ ALAPMODUS ES A 3.
FELHARMONIKUS TERJEDESE SZEMLELETESEN ABRAZOLVA VAN. MEGFIGYELHET®, AZ EGYES MODUSOK
VISELKEDESE A KOZEGEKBEN

A kvarckristaly tulajdonsagait ismerjiik, a folyadékot pedig idealis newtoni
folyadéknak tekintjiik. A letapadt réteg esetében az ismeretlen tulajdonsagok
kiszamitasahoz sziikségiink van az egyik egylitthatd becslésére, mely az esetek
tobbségében a letapadt réteg siirlisége.

Meérve a disszipacio —€s a frekvenciavaltozast, az alabbi képletekkel kiszamolhatjuk
a hidnyzo6 paramétereket:

UK] 73\? 7110"2 6.
o ~ g (B g 2m () )
/ 2pohy {Ps 1 \ps ui + w?ni
ns 173\? 711002 7.
AD~ ———1B o hipiw—2h (—) —}
tfpohy {Ps 11 ! P3 ui+w21ﬁ
ahol
8.
5u = 213
3= |—
p3w

Po. hy a kvarckristaly siirlisége és vastagsaga, hq, p1, M1, 1 @ kitapadt réteg
vastagsaga, slirisége, viszkozitdsa, €s ellasztikus nyirdsi modulusa, 73, p3 a
folyadékréteg viszkozitasa és stirlisége.
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Az ismeretlen paraméterek meghatirozésdhoz érdemes az alap moduson tal tobb
felharmonikuson is mérni a disszipaci6 —¢€s frekvenciavaltozast, igy elegendd
egyenletiink lesz az ismeretlenek meghatarozasahoz. [21][22]

Az altalunk hasznalt QCM 3000 miiszerrel lehetdség van az alapfrekvencian tal a 3.,
5,7,9., 11, 13., 15. felharmonikust is mérni. Azt tapasztaltuk, hogy egyszerre
mérve mindegyiket a miiszer vezérld szoftvere instabilla valhat, ezért a méréseink
soran csak a 3., 5. és a 7. felharmonikust mértiik.

A kovetkez0 abran lathatdak a kiilonb6z6 felharmonikusok penetraciomélysége:

300

250

E 200 3
%, 5
g 7

g 150 . s
- 3

2 - - g4
o 100

1~ .

@ 3
c a
a — 5
o,

0 T T T T T 1

1.5 -1 0.5 0 25 1 15
Normalize distribution

3. ABRA AZ ABRAN LATHATO AZ EGYES FELHARMONIKUSOK
PENETRACIOMELYSEGE A LETAPADT RETEGBE. BIOLOGIAI MINTAK ESETEN
KORULBELUL ILYEN HATAROKON BELUL VIZSGALODUNK. FORRAS: [9]

Lathatd, hogy minél nagyobb a felharmonikus szama, annal kevésbé hatol be a
letapadt rétegbe. Parhuzamosan mérve 3 felharmonikust €s az alapfrekvenciat
Osszesen 4-4 disszipacio —¢s frekvenciavaltozasi értéket kapunk, melyekkel mar

konnyen kiszdmolhatdéak az ismeretlen paraméterei az adszorbealddott anyagnak.
[23]

_minta felvitele stacionarius allapot
04 -
0,000010 ’
¥ 2 P R
B N
4 S
S a4 T
S b}
> [*]
© ~©
B g
5 09 ‘N 0,000005
g 7
] stacionarius allapot [a}
[rag -
SR, minta felvitele
104 -
! Y 0,000000 =
X T T
0 ,10 20 5 = 23
Time (perc) 146 (perc)

4. ABRA AZ ELMELETI VARAKOZASAINK SZERINT TELITODESI GORBET KAPUNK, MELYNEL A MINTA FELVITELE
UTAN ROHAMOSAN MEGN® A FELULETRE KITAPADT FEHERJEK SZAMA, MiG EL NEM ER EGY EGYENSULY!I
ALLAPOTOT.
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1.3.1 A QCM 3000 miiszer Kisérleti 6sszeallitasa

Kiivetta tarté

Buborékcsapda

5. ABRA A KEPEN A KISERLETEK SORAN HASZNALT OSSZEALLITAST MUTATJUK BE.
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1.3.2 Adatkiértékeld algoritmus a QCM 3000 miiszerhez

A méréseink sordn gyorsan kideriilt, hogy a gyartok altal a miszerhez mellékelt
kiértékeld programok nem elégitik ki teljes kortien az igényeinket, igy sziikségessé
valt 4j, a kimend adatok kiértékelését végzd algoritmus fejlesztése. Ehhez a
legmegfeleldbb keretrendszernek a MATLAB nyilvanult. A kdvetkezékben réviden
bemutatésra keriilnek az altalunk fejlesztett algoritmusok.

Adatok kiértékelése a VVoigt-féle viszkoellasztikus modell alapjan
A QCM 3000 bioszenzorhoz mellékelt feldolgozé program csak a Sauerbrey-féle
modell szerint szamolja feliileti tomegstriséget, igy biologiai alkalmazasai nagyon
szilkek. Az altalunk fejlesztett algoritmus ellenben egyszerre tudja mérni az
adszorbedlodott réteg tomegét, viszkozitasat és a nyirasi modulusat is.

Az algoritmus el6szor bekéri a miiszer altal szolgéltatott frekvencia- és disszipacio
valtozasok értékeit, melyet a MATLAB két kiilon sorvektorként kezel. Ezutdn a
QCM bevezetdjében targyalt két fliggvény Osszegén a program lefuttat egy
minimumkeresd fliggvényt (fminsearch), mellyel meghatarozzuk, hogy a keresett
paraméterek milyen értékeinél lesz minimadlis a modell altal szamolt, illetve a mért
adat kiilonbsége. Ezutan abrdzolja a paraméterek értékét az id6 fliggvényében.

A Voigt-féle viszkoellasztikus modell segitségével ugyan konnyen meghatarozhatjuk
a keresett paramétereket, de ehhez néhany feltevéssel kell élniink a kezdeti értékeket
illetden. A kovetkezd tdblazatokban Gsszefoglaltuk a programhoz hasznalt értékeket.

Paraméter Minimum becslés Maximum becslés
Réteg viszkozitas 0.001 0.01
(Pa-s)
Réteg nyirasi 100000 1000000000
modulus (Pa)
Réteg vastagsag (m) 0.0000000001 0.000001

Fix paraméterek Erték

Folyadék stirdisége () 1000

Folyadék viszkozitasa (Pa - s) 0.001

Réteg slirlisége (%) 1200
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Fix paraméterek

Rétegvastagsag

Mért adatok

Nyirasi modulus

6. ABRA AZ ALGORITMUS MUKODESE

Itt pg, 74, M, P1, pprendre a kvarckristaly stirlisége €s vastagsaga, a szenzoron 1€v
folyadék viszkozitasa €s slirisége, valamint a vizsgalt anyag slirlisége. A legtdbb
y sy p k . nor .. r s .
fehérjénél ez a paraméter 1200 m—i-nek tekinthetd, igy mi is ezt az értéket hasznaltuk.

A mért adatok a disszipacid valtozads ¢és a frekvenciavéltozas. A szamolt
mennyiségek pedig a vizsgalt, letapadt réteg viszkozitdsa, vastagsdga és nyirasi
modulusa.

Az fminsearch fliggvény a MATLAB programba be van ¢épitve, ¢és egy
figgvényminimum-keresd algoritmust takar. A bejové adatokat az alapfrekvencian
tal a 3. és az 5. felharmonikuson is vizsgalva megoldhatjuk az egyenletrendszert,
megkapva a kérdéses paramétereket.

Az fminsearch parancs a kovetkez6 fliggvényt minimalizalja:

2

A mért __ A szamolt ADmért _ ADszémolt 2 9.
Q(n,u,n‘p‘t)zz< fn fn > +< n n )

O-Af n OaD n

n
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1.4  Grating Coupled Interferometry (GCI — Racscsatolt Interferometria)

A récscsatolt interferometria elvén mikodo jelolésmentes bioszenzor kifejlesztése
csupan par éve valdsult meg, igy viszonylag Ujnak szamit ez a technologia a
teriileten. Legfébb elonyiikk a tobbi bioszenzorhoz képest, hogy nagyon Kkis
koncentracioju mintat is képes kimutatni.

A Nanobioszenzorikai Laboratériumba fél éve, egy nemzetkdzi ipari projekt
keretében a Creoptix svajci székhelyli cégtdl beszerzésre keriilt egy automatikus
mintaadagoloval ellatott, ujfejlesztésit GCI bioszenzor. A késébb bemutatdsra keriilo
kisérleteinkben ezt a miiszert hasznaltuk.

1.4.1 A GCI miikodésének elméleti hattere

A fény homogén kozegben két pont kozott egyenes vonalban terjed. Amennyiben
kozeghatarhoz érkezik, a fény egy része behatol a kozegbe a beesési merdlegessel
egy bizonyos szoget bezardan, a masik pedig a beesési szoggel megegyezd szoggel
visszaverddik. A fény torésének leirasa a Snellius-Descartes torvény alapjan:

sinan,; =sinfin, 10.

ahol nt (k=1,2) nevezzik az adott kozeg vakuumra vonatkoztatott
torésmutatojanak, értéke megmutatja, hdnyad részére csokken a fény sebessége a
vakuumbeli fény sebességehez képest.

Beesd fénysugar ' Visszavert
; fénysugar
)
1
1
!
:
1
1. kozeg |
@ ! (44

i
I
1
]
:
1

Kozeghatar |
|
P8
I
:
:
! ~w

2. kozeg : Megtort

: fénysugar
1
L}
1
i
!

7. ABRA A FENY EGY RESZE A SNELLIUS-DESCARTES OSSZEFUGGES SZERINT B SZOG ALATT BEHATOL
A 2. KOZEGBE, A MASIK RESZE UGYANAKKORA a SZOGBEN VISSZAVERGDIK



Amennyiben sinaz—l <1, a fény teljesen visszaverddik, az o szdget nevezziik
2

hatarszognek. Ez a jelenség csak optikailag slriibb kozegbdl ritkdbba valo
terjedésénél figyelhetd meg.

Beesd fénysugar | Visszavert
: fénysugar
:
]
]
]
I
[
1. kozeg :
ay : ah
1
[
]
1
i
Kozeghatar :
:
[
1
1
i
[
1
]
[
2.kozeg :
i
[
i
1
1
1

8. ABRA TELJES VISSZAVERODES ESETEN A FENY TELJES MENNYISEGE AZ 1. KOZEGBEN MARAD.

Lehetséges az elobbi Osszefiiggés felhaszndldsaval ugynevezett hullamvezetot
létrehozni, melyben a fény sorozatosan teljes visszaverddéseket szenved, és igy nem
1ép ki a kdzegbdl.[24]

Mar Newton is megfigyelte kisérletei sordn, hogy teljes visszaverddések esetén is a
fényhullam kis mértékben mégis behatol a ritkdbb kozegbe. Ez a jelenség a Maxwell
egyenletekbdl levezethet6. Kidertilt, hogy ez a kilépd, a két kozeg hataran 1étrejovo
hulldm exponencialisan lecseng a hatarfeliilettdl tdvolodva, ezért az elnevezése
evaneszcens hullam. [25]

A GCI miikddésének elve azon alapszik, hogy a hullamvezetd feliiletére kitapadt
anyag lokalisan megvaltoztatja a torésmutatot, amely a hullamvezet6ben terjedd
fénysugar fazisat kismértékben eltolja (A® ). A miszer a szenzor felszinétdl
szamolva koriilbeliill 100-200 nm magassagig képes észlelni ezt a valtozast, am a
bioldgiai alkalmazasokhoz ez az érték kielégitének bizonyult.[26]
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1.4.2 A hullaimvezeto6 réteg

A hulldmvezet6 réteg egy olyan szerkezet, mely 3 rétegbdl all. A kozépso réteget két
— nala kisebb torésmutatdju réteg fogja kdzre. Alulrél a hordozo (szubsztrat), feliilrdl
pedig a feddréteg, amely kisérleteink soran altalaban kitapadt fehérje.

A koz€pso réteg torésmutatdja ugy van megvalasztva, hogy az nagyobb legyen, mint
az Ot kozrefogd rétegek torésmutatdja, hogy a teljes visszaverddés bekovetkezhessen.
A filmben terjed6 sugarak koziil azok terjedhetnek, amelyek interferencia révén
erdsitik egymast.

Z opt. rics

y

9. ABRA A HULLAMVEZETORETEG METSZETE,BENNE A FENY TERJEDESENEK ABRAZOLASA.
FORRAS: [28]

Az abran lathatd, hogy a kétszeres visszaverddés utan a (C) pontnal levé sugar
AC — AB = 2d - cosa hosszal késik. Ezen felill faziseltolds is torténik a
hatarfeliileteknél. A faziseltolasokat a Fresnel-egyenletekkel lehet kiszamolni. Ezek
fliggnek a beesési szogtdl és a kdzegek torésmutatditol. Az erdsités feltétele az, hogy
a két sugar kozotti eltolas 2n-nek egész szamu tobbszordse legyen. (m=0,1,2,3,.....)
A 3 rétegli hullamvezetd mdodusegyenlete a kovetkezo:

2n 11.
TZd FCcosa — @1 — Py =2mm
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ahol 4 = 1'1—0 a hullamhossz a hullamvezet6 filmben és Ay pedig a vakuumban. Mint a
F

9. abrén is lathatd, hogy a hullamvezeton taldlhatdo egy optikai racs. Ennek
segitségével csatoljak be a fényt a hullamvezetdbe.

A becsatolas egy rezonanciajelenség, amely egy meghatarozott szog alatt adott
frekvencian 1étez6 modusnal 1ép fel. Ennek a becsatolasi jelenségnek a feltételét irja
le az alabbi egyenlet:

. Ao 12.
N=n0-sma+l-7

ahol N a hullamvezet6 effektiv torésmutatoja, ng a leveg6 térésmutatoja és A pedig
az optikai racs allandoja, mely a kis osztdsok kozotti tdvolsdg nm-ben mérve. A
becsatolasi szoget mérve tehat kdvetkeztethetiink a kozeg térésmutatojara.

A feliileti tomegstlriiséget az elébbiekbdl levezetett, négyrétegli modusegyenletbol
szarmazatott de-Feijter egyenlet alapjan szamolhatjuk ki.

ng—n 13.
AT = Ad, -—dn/d:

Ahol AT a feliileti tomegsiiriiség és mértékegysége a pg/mmz, n, a kitapadt réteg
folotti folyadék, m,. a fehérje oldoszerének torésmutatdja. dn/dc az adott

fedorétegre jellemz6 allando, fehérjékre ez univerzalisan 0.182 CT;;.[Z?] [28]

A  GCI miszerrel mérve a fazis eltolodasat a kovetkezd egyenletbdl
meghatdrozhatjuk a feliiletre kitapadt réteg vastagsagat:

Ad = KL aN Ad 14,

. .y . . aN
ahol A¢ a faziseltolodas, k a hullamszam, L a szenzor hossza, 5. & szenzor
A

érzékenységét kifejezo érték, Ad, a kitapadt réteg vastagsaga.
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1.4.3 A szenzor felépitése:

Samipley T

| Evanescent
- field "

1st ....................... ) 2nd 3rd gl‘atiﬂg

'
\ o
N

Mérdnyalab Referencianyalab
Optikai kabel

10. ABRA A GCI MUSZER SZENZORANAK VAZLATOS ABRAZOLASA. FORRAS: [26]

Az altalunk hasznalt chip 3 racscsatolobol, egy szubsztratbdl, egy Ta,Os és SiO;
rétegbdl épiil fel. A mérés soran két 1ézernyaldbot hasznalunk. Egy nem modulalt
mér0 nyaldbot ¢és egy modulalt referencianyaldbot. A referencianyalabot
folyadékkristaly modulator segitségével modulaljuk, vagyis a fazisat idében
folytonosan véltoztatjuk. Az elsd ¢és masodik racscsatold a két nyaldbot a
hulldmvezetdbe csatolja és a 3. racscsatold pedig a detektorba. A mérés soran a
vizsgaland6 anyag a hullamvezet6 két (1-2.) becsatolasi pontja kozotti (kb. Smm-es)
részén 1ép interakcidba. A hullamvezetd feliilete (a két becsatolasi pont kozotti
feltilet kivételével) SiO; réteggel van boritva. A SiO; filmréteg vastagsaga ugy lett
megvalasztva, hogy nagyobb legyen, mint a modus behatolasi mélysége a SiO;
rétegbe. fgy a becsatolasi és kicsatolasi szogeket nem befolyasolja a vizsgalando
anyag tipusa.
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A hullamvezetdé két (1-2.) becsatolasi pont kozotti részének evaneszcens tere
interakcidba 1ép a vizsgalandé anyagunkkal és igy megvaltozo torésmutatd érték a
SiO; filmrétegben az elsé becsatolasi pontba érkezé nyalab (mérényalab) fazisat
eltolja a referencia nyalab fazisahoz képest.

fgy a mérényalab és a referencia nyalab a masodik becsatolasi pont utdn
Osszetalalkoznak, és interferencia jelet hoznak létre. Ez az interferencia jel a 3.
racscsatolo segitségével egy optikai kabelen kivezetve egy detektor segitségével
mérésre keriil. [29][30]

1.4.4 Alkalmazasa a kisérleteink soran:

Kisérleteinkben a két becsatolasi (1-2.) pont kozotti teriiletet folyadékcellaval
letakarjak, melynek két nyilasa van, ezt nevezziik kiivettanak. Az egyik csatornan
bearamlik a vizsgaland6 anyag a mintat tartalmazé {ivegbdl egy pumpa segitségével
¢s a masik csatornan keresztiil pedig tavozik egy gytiijtd livegbe. Az dramlas soran
folyamatosan interakcidba 1ép a hullamvezet6 chip feliiletéve a vizsgalt anyag.

Hullamvezetd
Hordozéd
Interferencia \
valaszjel
Modulalt referencia nyalab
Nem modulalt méré
nyalab

11. ABRA A KOVETTA ES A HULLAMVEZETO CHIP FELEPITESE. A ZOLD RETEG A TI,05 RETEGET ES A SARGA
RETEG PEDIG A SIO, RETEGET JELOLI.

Elméleti varakozasaink a 12. dbra mutatja be.

stacionarius allapot
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12. ABRA AZ ELMELETI VARAKOZASAINK SZERINT A MINTA FELVITELE UTAN ROVID IDEIG NAGY

MERTEK( FEHERJEKITAPADAST KELL TAPASZTALNUNK, MAJD EZUTAN BEALL EGY EGYENSULYI
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1.4.5 GCI bioszenzor altal mért rétegek torésmutatojanak
meghatarozasa

A GCI bioszenzorhoz adott program automatikusan kiszamolja a fazistolasbdl a
feliiletre kitapadt tdmeget. Bizonyos méréseknél, mint példaul mikor meghatarozott
torésmutatojanak meghatarozasara. Erre a programon beliil nem volt lehetdség, igy
mi fejlesztettiink az el6z0khoz hasonléan MATLAB keretrendszerben egy egyszerii
tomeg-torésmutatd atvaltd algoritmust.

Bemend adatok Kimend adatok

Fellleti tomeg Torésmutato

13. ABRA AZ ATVALTO ALGORITMUS MUKODESE

A program altal szamitott feliileti tdmeg, és a fazistolas kozotti kapcesolat lineéris, az
alabbi modon:

9 15.
A¢p=—-T
¢ 21
Ahol 9 = 516.708 —%, T a feliileti tomegsfirfiség.
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1.5 Borjuszérum albumin

Fehérjékkel végzett kisérleteink sordn elsérendii szempont volt egy olcson
beszerezhetd, kevés biokémiai reakcioban részt vevo, stabil proteinre. Fontos volt
tovabba, hogy a kapott adatainkat ellendrizni tudjuk, a szakirodalomban gyakran
emlitett, ismert tulajdonsagu legyen a fehérje. A valasztasunk e szempontok alapjan a
Borjuszérum albuminra esett (angolul Bovine serum albumin, réviden BSA).

A BSA fehérjét a marhdk vérplazmdjabol nyerik ki, ipari mennyiségben is
viszonylag olcson, igy a koltséghatékonysagot szem el6tt tartva megfeleld valasztas
szamunkra. Biokémiai kisérletek sordn nagyfoku stabilitasat, ¢és konnyu
kezelhetdségét hasznaljak ki. Jelolésmentes bioszenzorokkal végzett irodalmi adatok
is béven rendelkezésre allnak rola.[31][12]

14. ABRA A BSA FEHERJE RAJZA SZEMLELTETESKEPPEN. FORRAS: HTTP://WWW.RCSB.ORG/
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1.6 Plazmatisztito mikodési elve

Meéréseink befejezése utan sziikség volt egy olyan eszkdzre, amellyel hatékonyan el tudtuk
tavolitani a mérés soran hasznalt chipek feliiletére kitapadt fehérjéket, szennyezddéseket.
Ehhez az SPI Supplies nevii cég Plasma Prep™ II elnevezésii berendezés volt a
segitségiinkre.

Miikddése soran a berendezés belsejében vakuum jon l1étre, majd ebbe egy tartalybol oxigén
molekulakat vezetiink be, majd ebbdl radidfrekvencias gerjesztés hatasara plazma keletkezik,
amely a behelyezett targyak, jelen esetben a chipek felszinérdl a keletkezé szabad gyokok
segitségével mintegy lemarja a letapadt szennyezddéseket. A tipikus id0, amig az eljaras tart,
2-3 perc, e folott stlyosan rongalodhat a chipek felszine. A modszert korabbi kisérletek
soran sikerrel alkalmaztak, am a tapasztalatok szerint ugyanazon a chipen maximum 4-5
alkalommal lehet elvégezni az eljarast, mert utana a keletkez6 sériilések befolyasoljak az
elvégzend¢ kisérletek hitelességét.

15. ABRA A MERESEINK SORAN TISZTITASHOZ HASZNALT PLAZMATISZTITO FOTOJA. FORRAS:
HTTP://WWW.2SPI.COM/CATALOG/INSTRUMENTS/ETCHERS1.PHP
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2. fejezet

Kalibracios és fehérjeinjektalasos kisérletek
a QCM 3000 bioszenzorral

A QCM 3000-rel végzett kalibraciés mérések célja a miiszer stabilitasdnak és
érzékenységének megallapitdsa volt. A miiszerhez korlatozott mennyiségli chipet
kaptunk, igy a mi feladatunk volt kidolgozni egy tisztitasi eljarast, amely lehetévé
tette a hasznalt chipekkel valo 4jboli méréseket.

2.1 Harom darab, arany bevonatu chip tesztelése levego
aramoltatasaval

2.1.1 A mérés menete

A legtobb jelolésmentes bioszenzor tulajdonsaga, hogy a velik végzett kisérlet
megkezdése elétt egy bizonyos ideig varni kell, hogy az altaluk szolgaltatott jel
bealljon egy nem ingadozo, konstansnak tekinthetd értékre. Ez a miiszert6l fiiggden
akar 20-30 perc is lehet. A kisérletiink sordn azt vizsgéltuk, hogy a QCM 3000
esetében ez az 1d0 milyen hosszu. A méréseket 3 kiilonb6zd, Au bevonatu chippel
végeztik, feltételezve, hogy a kiilonallo chipek egyedileg rendelkezhetnek egymastol
kis eltérésekkel, melyek a feliiletiikon talalhatdo aprd hibdknak koszonhetdek. A
kisérlet soran levegdt aramoltattunk at a kiivettan.
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2.1.2 Eredmények

Frekvenciavaltozas (Hz)

16. ABRA A HAROM CHIPEN MERT FREKVENCIAVALTOZASOK AZ IDO FUGGVENYEBEN ABRAZOLVA

A mérésiink soran a harom chipre mas-mas értéket kaptunk a frekvenciavaltozas
nagysagara, am ezek az értékek kozelitéleg 20 perc alatt bedlltak egy elfogadhatoan
stabil értékre. A frekvenciavaltozasban tapasztalt eltérésekre tobb magyarazat is
adodik. Az ok lehet a miszer kis mértékben megvaltozott hdémérséklete, aprod
szennyezOdések a kiivettaban, vagy a bearamoltatott levegdben, esetleg a szoftverben
talalhat6 hiba. Ennek kideritéséhez tovabbi kisérletek sziikségesek.

Az eredmények alapjan levontuk a kovetkeztetést, hogy az egyes mérések

N
o
1

o
!

Id&(min)

megkezdése elbtt legalabb 20 percet érdemes varni.
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2.2 Glicerin viszkozitasanak mérése

A QCM elméleti hatterét targyald részben lathatd, hogy a miszerrel lehetdségiink
van mérni a chip feliiletére aramoltatott folyadékok viszkozitasat. Az elmélet
ellendrzésére elvégeztiink dsszeallitottunk egy kisérletet, melynek soran 1%(V/V)-0s
glicerin-viz oldatot aramoltattunk a chip feliiletére.

2.2.1 Eredmények

A miszer altal szolgaltatott frekvenciavaltozas segitségével a Sauerbrey egyenlet
folyadékokra is Kiterjesztett képletének felhasznalasaval meghatarozhattuk a vizsgalt
oldat viszkozitasat.

\ 1% Glicerin\

0,002 -
N
E
[%2)
= 0,001
(7]
©
N
o
X
N
K%
>

0,000 -

T T T T T T
10 15 20 25

Idd (perc)

17. ABRA A MATLAB ALGORITMUSUNK ALTAL SZAMOLT VISZKOZITAS AZ IDG FUGGVENYEBEN.

Az eredményeket Osszehasonlitottuk a szakirodalomban taldlhatd értékekkel és
meggy6zOodhettiink a QCM miiszer pontossagarol. [32]

ror , " ror r pg . © e o o oo
A mérés soran a miiszer érzékenysége 10 — feliileti tomegsiirliség koriil mozgott,

mm
mely vetekszik az optikai bioszenzorok teljesitményével.
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2.3 Fehérje adszorpcio valds idejii mérése QCM 3000
bioszenzorral

A kalibracios-és prébamérések megnyitottdk az utat a célunk, meghatdrozott tipusu fehérje
kitapadasanak vizsgalata felé. A mérés soran 0.5 mg/ml toménységli BSA fehérjeoldatot

vizsgaltunk. Puffernek PBS oldatot hasznaltunk. A chipet a mérés el6tt az el6z6ekben
emlitett, altalunk kidolgozott tisztitdsi eljarasnak vetettik ala.

A kisérlet sordn a miszerrel egyszerre mértiik az alapfrekvenciatésa3.,5.,ésa 7.
felharmonikust, valamint a hozzajuk tartozdé AD disszipdacio értékét is.

100 —f
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/ |

B \/w\/\\/"“/ e "

T T T T T T T T N T T 1
200 250 300 350 400 450 500
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18. ABRA A FREKVENCIAVALTOZAS AZ IDO FUGGVENYEBEN ABRAZOLVA
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19. ABRA A DISSZIPACIOVALTOZAS AZ IDO FUGGVENYEBEN ABRAZOLVA
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2.3.1 Eredmények

A mérés soran a Dq disszipdcid értéke valtozott a legkisebb szdrdssal, igy a kiértékelés soran
is probaltuk ezt figyelembe venni. A nagyobb modusokon végzett mérések eredményei
nagyon zajosnak adddtak, ennek a csokkentésére a jov6ben Uj modszereket kivanunk
alkalmazni.

A bejové adatokat az altalunk fejlesztett MATLAB algoritmussal értékeltiik ki. Az egyes
paraméterek id6beli valtozasai az aldbbiakban lathatdak.

1,00E-008
T
7,50E-009 4 =)
-
= g
2 =
U 4 Ll
% 500E-009 B
I o
% EREEEEE
@ =
> =
2,50E-009 4 ;
0,00E+000 T ) o - - .
200 400 600 == = - ==
5
1dd (s) -
600000 -
0,010 4
)
o —
= L
[%2]
©
=}
S 400000 S
B z
E 5
@ 0,005 4
£ b
= 2
Z 200000 >
0 : : : 0,000 T : :
200 300 400 500 200 300 400 500
1d3 (s) 1d3 (s)

20. dbra Az egyes paraméterek értékei kilonboz6 grafikonokon dbrdzolva. JéI megfigyelhet6, hogy a
varakozasok szerint a Voigt modell ltal szamolt fellleti tdmegs(irliség tobbszorésen meghaladja a Sauerbrey

formula (piros szinnel jelolve) altal szamoltat.

A kisérlet soran kiértékelt paraméterek értékei a szakirodalommal, illetve mas, hasonld
kisérletek eredményeivel j6 egyezést mutatnak. Megbizonyosodhattunk az algoritmusunk
mikod6képességérdl, illetve nyilvanvaldva valt, hogy a késébbi mérések soran a Sauerbrey

formula nem alkalmazhaté megbizhatdan. [9]
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3. fejezet

Kalibracios és fehérjeinjektalasos
kisérletek a GCI miiszerrel

Bevezetd méréseink soran egyszeri kisérleteket végeztink a GCI miszerrel,
pontossaganak és hatékonysdganak megallapitasara. Az adatok kiértékeléséhez az
altalunk fejlesztett MATLAB atvalto-algoritmus volt a segitségiinkre, mellyel a
miszer altal kiszamolt feliiletre letapadt tomeg mennyiségébdl tudtuk visszaszamolni
a torésmutatot.

3.1  Glicerin oldat torésmutatéjanak mérése

Bevezetd kisérletiink soran meg szerettlink volna gy6zO6dni a miiszer 4altal
szolgéltatott adatok hitelességérél. Mas optikai elven miik6dd jelolésmentes
bioszenzorok esetében altalanos kalibracios mérés egy ismert torésmutatdju és
majd az eredményeket Osszehasonlitani a szakirodalmi és a tobbi miszer altal
szolgéaltatott adatokkal.

A méréslink soran 4 kiilonb6zé koncentracioju glicerin-viz oldat torésmutatojat
mértiik valos idében.

0,00015 H

0,00010 H

0,00005 H

Torésmutatd valtozas ()

0,00000 : :
0 200

Idd (=)

21. ABRA TORESMUTATO VALTOZAS AZ IDO FUGGVENYEBEN. AZ ABRAN MEGFIGYELHETO A
GLICERIN OLDATOK BEJUTTATASA UTANI FOLYAMATOS JELEROSODES, EZ VELEMENYUNK SZERINT
AZ OLDAT PAROLGASA MIATT JON LETRE. A KONCENTRACIOK %(V/V)-BEN ERTENDOK.
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(pE/mm"2)

urliség

a

Feliileti témegs

A kisérlet soran a legkisebb, 1/500 %(V/V) koncentracioju glicerin oldat térésmutatd
valtozasat is sikeresen kimutattuk, amely wjabb bizonyitékul szolgdl a miszer
rendkiviili pontossagara. A mérés kozbeni parolgas orvoslasara a jovOben zarhatd
fedelii, 2000ul-es tivegeséket kivanunk beszerezni.

3.2  Kapecsolat a két csatorna kozott

A mérés soran arra kerestiilk a valaszt, hogy megfeleléen el vannak-e szigetelve
egymastol a hullamvezetében 1€év0 csatorndk. A tovabbi kisérletek szempontjabol
fontos err6l meggy6zddni, hiszen 4altaldban az egyik csatornat hasznaljuk
referenciaképpen.

A kisérletben 1 %(V/V) toménységli glicerin oldatot aramoltattunk keresztiil az 1.
csatornan.

3.2.1 Eredmények
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22.ABRA A FELULETI TOMEGSURUSEG AZ ID6 FUGGVENYEBEN. A K{SERLET SORAN PUSZTAN KVALITATIV MODON
VIZSGALTUK A CSATORNAK KOZTI KAPCSOLATOT, iGY NEM TARTOTTUK FONTOSNAK ATVALTANI AZ ERTEKEKET
TORESMUTATORA.

A kisérlet soran az 1. csatornaval ellentétben a 2. csatorndn nem észleltiink jelet, igy
megbizonyosodhattunk a ketté egymastol fliggetlenségérdl.
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3.3 BSA fehérjék adszorpcidjanak vizsgalata Ta,Os-al bevont feliiletii
chippel

A kalibracios mérések elvégzése utan egy egyszerli fehérje adszorpcids kisérlet

crer

TayOs bevonatt chipre. A kisérlet soran arrol szerettiink volna megbizonyosodni,
hogy a GCI miiszer alkalmas-e makromolekuldk altal Iétrehozott kodlcsonhatasok
valés idejii megfigyelésére. A mérést referenciaképpen elvégeztik a QCM 3000

c ey

3.3.1 A mérés menete

A kisérlet soran a GCI szoftverében a kovetkezo beallitasokkal inditottuk el a mérést:

Folyadék Puffer Minta Minta Puffer
sebessége idotartam idotartam idotartam
[uL/perc] [s] [s] [s]

10 600 Img/ml BSA 1200 600

A méréshez a chipen 1év6 1-es csatornat hasznaltuk, a masik csatorna referenciaként
szolgalt.

Puffernek PBS-t (Phosphate buffered saline) hasznaltunk.
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3.3.2 Eredmények
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23. ABRA MEGFIGYELHETO A FEHERJE ADSZORPCIORA JELLEMZO TELITESI GORBE AZ 1-ES
CSATORNAN, AM A 2-ES CSATORNAN A VARAKOZASOKKAL ELLENTETBEN UGYANUGY JELENTOS
JELET FIGYELHETUNK MEG

A mérés soran sikeresen figyelhettiik meg a vizsgalt fehérje valos idObeni kitapadésat
a célfeliiletre. A letapadt tomeg ~1300 % -nek adodott. Ez az eredmény jo

egyezést mutat mas szakirodalmi adatokkal.

A 2-es csatornan is megfigyelhetiink egy nagyjabol konstans emelkedd jelet, pedig a
mérés soran a BSA fehérjeoldatot csak az 1-es csatornara alkalmaztuk. Ennek oka
egyeldre ismeretlen, és kideritése tovabbi méréseket igényel. Kiilondsen furcsanak
tapasztaltuk a jelet annak fényében, hogy el6z6 kisérleteink soran
megbizonyosodhattunk a két csatorna egymadstol valo fiiggetlenségérol.

Tovabbi észrevételiink volt, hogy ugyan a szoftverben a mérés elétt 600 masodperces
elémosast allitottunk be, am ebbdl csak 23 masodperc valdsult meg. Nagy
valdszinliséggel ennek az oka a GCI programjaban keresendd, igy a problémara
felhivtuk a fejlesztdk figyelmét. Ugy gondoljuk, hogy ez a probléma nem
befolyésolta a kisérlet kimenetelét.
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24. ABRA A BEALLITOTT 600 MASODPERCES ELOMOSAS ELLENERE A MERES SORAN CSAK
KORULBELUL 23 MASODPERC VALOSULT MEG.

A hiba korrigalasa érdekében felvettiik a miiszer gyartojaval a kapcsolatot.
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3.4 Fehérjeréteggel bevont chip feliiletének tisztitasa a gyartok
altal ajanlott protokollal

A fehérje adszorpcio sikeres megfigyelése utdn a kovetkezd feladatunk egy
chiptisztitdsi eljards kidolgozasa volt. A GCl-hez beszerezheté chipek
ujrafelhasznéldsa a tovabbi méréseket koltséghatékonyabba teheti, igy egy hatékony
és gyors moddszer a letapadt anyagok megszabaduldsatol kritikus a GCI jovobeni
felhasznalasat illeten.

A miiszer gyartdi mellékeltek egy ajanlott tisztitasi protokollt a szennyezd anyagok
eltavolitasara. ElsO feladatunk ennek tesztelése volt egy elézdleg, BSA adszorpcio
megfigyeléséhez hasznalt chipen.

Célunk annak megallapitasa volt, hogy a tisztitasi protokoll le tudja-e szedni a
letapadt BSA fehérjéket a chip feliiletérdl, illetve ezt mekkora hatasfokkal tudja
megtenni.

3.4.1 A mérés menete

A kisérlet az alabbi ciklusokbol tevodott Gssze:

Folyadék Puffer Minta Minta Puffer
sebessége idotartam idotartam idotartam
[uL/perc] [s] [s] [s]

100 45 NaOH 20 60

100 45 HCI 20 60

100 45 SDS 20 60

100 45 PBS 20 60

A minték koncentracidja:

50 mM NaOH

100 mM HCI

0.5 %(V/V) sodium dodecyl sulfate (SDS)
phosphate buffered saline (PBS)

Lathato, hogy itt a feliilet tisztitdsat a lagos €s savas pH-val rendelkezé oldatok
valtogatasaval valdsitjadk meg. A ciklusok végén pedig PBS-es mosas kovetkezik.

-35-



—— BSA
359000 - NaOH
—— HCI
sSDs
- PES
358500 - e a
2 P
) 1
E - J
El / - e e
& 358000 - /
3 { Y
5 ,' ~
Bl .'
E |
= |
5 3575004 |
=
&
357000 T T v 1 T T T T T 1
0 S0 100 150 200 250

Idé (=)

25. ABRA AZ OSSZES MERESI CIKLUS EGY GRAFIKONON ABRAZOLVA. ATOMEG EZUTTAL NINCSEN
NULLAHOZ IGAZITVA, iGY KONNYEBBEN MEGFIGYELHET®, HOGY AZ EGYES ANYAGOK MENNYIRE
HATEKONYAN TISZTITJAK MEG A FELULETET. A BSA AZ ELOZOLEG FELVITT RETEG FEHERJET
MUTATIA.

3.4.2 Eredmények

A mérés soran az adatokat kiértékelve megallapitottuk, hogy a tisztitds soran a
letapadt fehérjeréteg koriilbeliil 40%-a keriilt eltdvolitisra. Ez joval elmarad a
kitlizott célunktol, igy sziikségessé valik egy Gjfajta, bovitett eljaras kidolgozasa.

A 25. 4brardl megallapithatd tovabba az is, hogy a BSA esetében a NaOH oldat
bizonyult a legeredményesebb tisztitdszernek.
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3.5 Plazmatisztitassal kiegészitett tisztitasi eljaras

Az el6z6 kisérletbdl kideriilt, hogy a gyartd altal ajanlott tisztitasi protokoll nem
tavolitja el a letapadt fehérjeréteg jelentds részét, igy rank harult a feladat egy
hatékonyabb eljards kidolgozésara. A terviink az volt, hogy kiegészitjik a mar
meglévé modszert a laboratoriumban megtalalhatd, mas miiszerekhez hasznalt
eljarasokkal. A kovetkezékben a STANDARD tisztitas a gyarto altal ajanlott, az
elobbiekben ismertetett protokollt jelenti.

A chip tisztitasa soran a kovetkezok szerint jartunk el:

10 perc MILLIQ ultra tiszta viz

STANDARD tisztitas

10 perc Roche ,,COMPLETE HIS-TAG PURIFICATION RESIN” oldoszer
10 perc MILLIQ ultra tiszta viz

3 perc plazmatisztitas a miiszerbdl eltavolitott és leszaritott chipen
STANDARD tisztitas

MILLIQ ultra tiszta viz

NoogkowdpE

A Roche cég altal gyartott feliilettisztito oldatra azért esett a valasztasunk, mert
rendkiviil erés detergens, €s a feliileten megtapadt fehérjéket nagy hatékonysaggal ki
tudja szoritani. Hatranya, hogy utana sok ideig kell vizzel atmosni.

A kisérlet soran az el6zé kisérletben hasznalt chipet hasznaltuk, d&m a tisztitas
tesztelése eldtt lefuttattunk rajta egy BSA adszorpcidés mérést, hogy tudjunk
viszonyitani a tisztitds utan. Ett6l a méréstdl azt vartuk, hogy szignifikansan
kevesebb feliileti tomegértéket kapjunk, hiszen az el6zdleg hasznalt chip feliiletén
mar jelentds mennyiségii fehérje van letapadva.
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3.5.1 Eredmények
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26. ABRA A GRAFIKONON LATHATO, HOGY A MERES ELEJEN (BSA1) ES A TISZTITAS UTAN (BSA2)
VEGZETT BSA KITAPADAS KOZOTT JELENTOS KULONBSEG TAPASZTALHATO, ILLETVE AZ UJONNAN
HASZNALT CHIPEN VEGZETT MERES (REF BSA) EREDMENYET IS FELOLMULIJA.

Az adatok kiértékelése utan latszik, hogy az ujonnan kidolgozott tisztitasi eljarés
sikeres volt. Szembetlind viszont, hogy az ujonnan hasznalt, nem szennyezett chipen
végzett kisérlet eredményénél is nagyobb tomeget észleltiink. Annak fényében, hogy
az O0sszes mérésnél ugyanazzal a fehérjekoncentracioval dolgoztunk, ez az eltérés
csak azzal magyarazhatd, hogy a BSA oldat eléallitasa soran par mikroliterrel
tévedtiink, és emiatt nagyobb koncentracioval dolgoztunk a harmadik mérésnél. Ett6l
az anomaliatdl eltekintve az A&ltalunk kidolgozott eljaras sikeresnek tekinthetd,
elértiik vele a kitlizott célunkat. A tovabbi mérések soran ezt a protokollt kivanjuk
alkalmazni.
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4. fejezet

Hibaelharitas a Kisérletek soran

4.1 GCI bioszenzorral végzett kisérletek soran észlelt problémak
és megoldasaik

4.1.1 Pumpak leallasa kisérlet kozben

Kiilondsen hosszu mérések alkalmaval (egy- masfél ora) észleltik ezt a hibat. A
kisérlet kozben a GCI pumpait vezérld szoftver hibat észlelt és leallt. Emiatt a mérést
1d6 eldtt meg kellett szakitanunk.

A hibardl tajékoztattuk a miiszer gyartoit, akik a jovében kijavitjak a problémat.

4.2 QCM 3000 bioszenzorral végzett kisérletek soran észlelt
problémak és megoldasaik

4.2.1 Légbuborék bejutasa a kiivettaba

Az elso kisérleteknél komoly problémat jelentettek az apro, gazzal t61tott buborékok, melyek
a mikrofluidikan keresztiil be tudtak jutni a kiivettaba. Ezek a szenzorfeliilettel kdlcson hatva
teljesen tonkretették a mérési eredményeinket.

A problémat egy ,,buborékcsapda” nevezetli eszkdzzel oldottuk meg, mely a kiivettaba
jutatott oldatot eldszor egy membranon ereszti at, amely légteleniti a folyadékot. A késébbi
mérések soran ez az eszkdz megoldotta a problémat.

4.2.2 Kiivettatarto beazasa

Gyakori problémat jelentett méréseink soran, hogy a kiivettabol a tartojaba folyadék
szivargott. Ezutdn tovabbi méréseket csak a rendszer teljes tisztitdsa utan tudtunk végezni,
ami adott esetben id6- és anyagkoltségesnek adodott.

Megfigyeléseink szerint a kiivettatartd feddje ilyenkor nem fogja elég szorosan Ossze a
szenzor chipet, igy a keletkezd résen szivarog ki a folyadék.

A problémat ugy sikeriilt elharitanunk, hogy a kisérletek megkezdése eldtt tobbszor

rrrrr

rendszerben nagy tisztasagu vizet (MilliQ) aramoltattunk, meggy6zédve arrél, hogy nem
keletkezett rés a kiivettaban.
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5. fejezet

Parhuzamos mérés a GCI és a QCM 3000
miuszerekkel

A kovetkezOkben a két, jelolésmentes bioszenzoral végzett parhuzamos mérés
bemutatdsara keriil sor. A méréseket ugyanolyan koncentracidju BSA oldattal,
hasonl6o kémiai tulajdonsagokkal rendelkezd chipfeliiletekken végeztiik. Az eljaras
elénye, hogy a vizsgalt fehérjérdl tobbrétegli adatokat tudhatunk meg, mikézben egy
nagy pontossagu miiszer szolgaltat referencia értékeket.

5.1 A mérés menete
Mindkét bioszenzorral végzett mérést az alabbiak alapjan allitottuk dssze:

Folyadék Puffer Minta Minta Puffer
sebessége idotartam idotartam idotartam
[uL/perc] [s] [s] [s]

10 600 Img/ml BSA 1200 600

5.2  Eredmények

Sauerbrey model

BSA 1600 - Voigt model
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27. ABRA A KET MERES ALTAL SZOLGALTATOTT FELULETI TOMEGSURUSEGEK KET GRAFIKONON ABRAZOLVA. A JOBB
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Az eredményekbdl kitiinik, hogy a véarakozasoknak megfelelden a GCI és a Voigt-
model altal kalkuldlt eredmények nagyjabol megegyeznek, a jel alakjdban és
nagysagaban érzékelhetd kisebb eltérés a két chipfeliilet anyagi kiilonbozdségének
tudhaté be. Az is megfigyelhetd, hogy a Sauerbrey-model szerint szamolt tdmeg a
valos értékek mintegy negyede. Ezzel bizonyitast nyert a feltételezés, miszerint a
Sauerbrey-model alulbecsiili a viszkoellasztikus tulajdonsagokkal rendelkezé
vékonyrétegek tomegét. Emiatt a késobbi kisérletek soran ragaszkodunk a Voigt-
model hasznalatahoz.
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6. fejezet

Osszefoglalas

e Tudomanyos Didkkori munkdnkban sikeresen elsajatitottuk a két bioszenzor
elméleti- €s gyakorlati hatterét, a veliik végzett kalibracios- és probamérések
eredményei hozzéjarulnak a jovoben tervezett, osszetettebb kisérletekhez. A
mérések soran felmertiilt hibak egy részét sikeriilt megoldanunk, a miiszerek
miikodését mélyebben érintd problémakat pedig jeleztiik a gyartok felé.

e Mindkét bioszenzorhoz kidolgoztunk egy chiptisztitasi eljarast, amellyel a
jovobeni kisérletek koltséghatékonyabba tehetdk.

e A Kkisérleteink soran vizsgéaltuk a BSA fehérjék adszorpcigjat mindkét
miszerrel. A parhuzamosan  végzett, ugyanolyan koncentracioju
fehérjeoldattal végzett mérés sordn meggydzOdhettink a két bioszenzor

pontossagarol.

e Az altalunk fejlesztett MATLAB algoritmusok segithetnek a jovOben a
miiszerek altal szolgaltatott adatok konnyebb €s gyorsabb kiértékelésében. Az
elkovetkezOkben tervezziik mindkét szoftvert fejleszteni, felhasznalo-
baratabba tenni.

e A jovében terveziink nagyobb felkésziiltséget igénylé, bonyolultabb
kisérleteket is végezni a két, jeldlésmentes bioszenzorral. Célunk mindkét
esetben €16, emldssejtek vizsgalata, kdlcsonhatasaik megfigyelése kiillonb6zo
anyagokkal. Tervezziik tovabba a fehérje adszorpcio kvantitativ kinetikai
elemzését is elvégezni.

-42 -



Koszonetnyilvanitas

Szeretnénk megkoszonni témavezetdnknek, Dr. Horvath Robertnek, hogy dolgozat
elkészitése soran szakmai tuddsaval, utmutatasaval, és kitartd batoritasaval végig
mellettiink allt.

Szeretnénk kiilon megkdszonni Kovacs Boglarkanak és Patkdé Dénielnek, hogy
munkank elejétol fogva segitették szakmai tapasztalatukkal a kezdeti nehézségeken
val6 atlendiilést, valamint késdbb a komplexebb kisérletek megtervezését.

Koszonetet szeretnénk mondani a Nanobioszenzorika laborban dolgozé Nador
Jutkanak, Péter Beatrixnak, Farkas Enikének, Orgovan Norbertnek, és Székacs
Innanak, akik segitettek az eszk6zok megismerésében, hasznalataban, az eredmények
rogzitésében.

Kiilon koszonjiik csaladunknak €s baratainknak, hogy a kutatdémunkam soran végig
tiirelmesen biztattak, s beszdmoloinkat végighallgattak, dicséreteikkel erdt adtak.

-43-



Irodalomjegyzék

[1]

(2]

3]

[4]

5]

(6]

[7]

(8]
(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

S. P. Mohanty and E. Kougianos, “Biosensors: a tutorial review,” Potentials, IEEE,
vol. 25, no. 2. pp. 3540, 2006.

E. C. Alocilja and S. M. Radke, “Market analysis of biosensors for food safety,”
Biosens. Bioelectron., vol. 18, no. 5-6, pp. 841-846, May 2003.

M. a Cooper, “Optical biosensors in drug discovery.,” Nat. Rev. Drug Discov., vol. 1,
no. 7, pp. 515-28, Jul. 2002.

Y. Fang, “Label-Free Receptor Assays.,” Drug Discov. Today. Technol., vol. 7, no. 1,
pp. e5-ell, Jan. 2011.

X. Fan, I. M. White, S. I. Shopova, H. Zhu, J. D. Suter, and Y. Sun, “Sensitive optical
biosensors for unlabeled targets: a review.,” Anal. Chim. Acta, vol. 620, no. 1-2, pp.
8-26, Jul. 2008.

H. Yu, C. M. Eggleston, J. Chen, W. Wang, Q. Dai, and J. Tang, “Optical waveguide
lightmode spectroscopy (OWLS) as a sensor for thin film and quantum dot
corrosion.,” Sensors (Basel)., vol. 12, no. 12, pp. 1733042, Jan. 2012,

K. A. Marx, “Quartz Crystal Microbalance: A Useful Tool for Studying Thin
Polymer Films and Complex Biomolecular Systems at the Solution - Surface
Interface,” vol. 4, no. 5, 2003.

L. Sarkadi, “Biokémia mérnok szemmel.” Typotex, Budapest, p. 32, 2007.

M. P. Neyra, F. Javier, and G. Mur, “Interactions between titanium surfaces and
biological components PhD thesis Dissertation 3 . Kinetics and two-step competitive
protein adsorption characterization on TiO 2 crystals using QCM-D,” no. July, 2009.

C.J. Beverung, C. J. Radke, and H. W. Blanch, “Protein adsorption at the oil/water
interface: characterization of adsorption kinetics by dynamic interfacial tension
measurements,” Biophys. Chem., vol. 81, no. 1, pp. 59-80, Sep. 1999.

N. Orgovan, D. Patko, C. Hos, S. Kurunczi, B. Szabo, J. J. Ramsden, and R. Horvath,
“Sample handling in surface sensitive chemical and biological sensing: a practical
review of basic fluidics and analyte transport.,” Adv. Colloid Interface Sci., vol. 211,
pp. 1-16, Sep. 2014.

N. Aggarwal, K. Lawson, M. Kershaw, R. Horvath, and J. Ramsden, “Protein
adsorption on heterogeneous surfaces,” Appl. Phys. Lett., vol. 94, no. 8, p. 083110,
2009.

P. Kozma, “Kozma Péter Interferometrikus optikai hullamvezet6 bioszenzor
jeldlésmentes érzékeléshez,” Doktori értekezés, pp. 1-130.

B. Kobzi, “Hordozora felvitt lipid kettosréteg vizsgalata OWLS modszerrel,” TDK
Dolg., pp. 6-7, 2011.

-44 -



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

M. Rodahl, F. H606k, A. Krozer, P. Brzezinski, and B. Kasemo, “Quartz crystal
microbalance setup for frequency and Q-factor measurements in gaseous and liquid
environments,” Rev. Sci. Instrum., vol. 66, no. 7, p. 3924, 1995.

V. M. Mecea, “Is quartz crystal microbalance really a mass sensor?,” Sensors
Actuators A Phys., vol. 128, no. 2, pp. 270-277, Apr. 2006.

M. V Voino, M. Jonson, and B. Kasemo, “‘ Missing mass ’ effect in biosensor ’ s
QCM applications,” vol. 17, pp. 835-841, 2002.

M. C. Dixon, “Quartz Crystal Microbalance with Dissipation Monitoring : Enabling
Real-Time Characterization of Biological Materials and Their Interactions,” pp. 151—
158, 2008.

M. Rodahl and B. Kasemo, “A simple setup to simultaneously measure the resonant
frequency and the absolute dissipation factor of a quartz crystal microbalance,” Rev.
Sci. Instrum., vol. 67, no. December 1995, pp. 3238-3241, 1996.

M. V Voinova, M. Rodahl, M. Jonson, and B. Kasemo, “Viscoelastic Acoustic
Response of Layered Polymer Films at Fluid-Solid Interfaces: Continuum Mechanics
Approach,” Phys. Scr., vol. 59, no. 5, pp. 391-396, May 1999.

B. Kasemo, C. Fant, K. Sott, H. Elwing, and T. Qcm-d, “Variations in Coupled Water
, Viscoelastic Properties , and Film Thickness of a Mefp-1 Protein Film during
Adsorption and Cross-Linking : A Quartz Crystal Microbalance with Dissipation
Monitoring , Ellipsometry , and Surface Plasmon,” vol. 73, no. 24, pp. 57965804,
2001.

S. X. Liu and J.-T. Kim, “Application of Kevin—Voigt Model in Quantifying Whey
Protein Adsorption on Polyethersulfone Using QCM-D,” J. Assoc. Lab. Autom., vol.
14, no. 4, pp. 213-220, Aug. 2009.

K. Laos, R. Parker, J. Moffat, N. Wellner, and S. G. Ring, “The adsorption of
globular proteins, bovine serum albumin and [beta]-lactoglobulin, on poly-I-lysine-
furcellaran multilayers,” Carbohydr. Polym., vol. 65, no. 3, pp. 235-242, Aug. 2006.

A. Budo, “Kisérleti Fizika, 3. kotet, 4. kiadas.” Tankonyvkiadé, Budapest, 1989, 525
p.

R. Horvath, “Evanescent optical waves for label-free monitoring of live cell status
and behavior,” in Photonics Society Summer Topical Meeting Series, 2011 IEEE,
2011, pp. 73-74.

N. Orgovan, B. Kovacs, E. Farkas, B. Szabd, N. Zaytseva, Y. Fang, and R. Horvath,
“Bulk and surface sensitivity of a resonant waveguide grating imager,” Appl. Phys.
Lett., vol. 104, no. 8, p. 083506, Feb. 2014.

E. Papp, “Optikai hullamvezetdk biologiai alkalmazasai.”
http://virag.elte.hu/kurti/owgm2.html.

J. Voros, “Integralt optikai hulldmvezetd szenzor alkalmazésa a bioanyagkutatasban,”
1999, pp. 4-11.

-45 -



[29]

[30]

[31]

[32]

D. Patko, B. Gyorgy, a. Nemeth, K. E. Szabo-Taylor, a. Kittel, E. I. Buzas, and R.
Horvath, “Label-free optical monitoring of surface adhesion of extracellular vesicles
by grating coupled interferometry,” Sensors Actuators B Chem., vol. 188, pp. 697—
701, Nov. 2013.

P. Kozma, A. Hamori, K. Cottier, S. Kurunczi, and R. Horvath, “Grating coupled
interferometry for optical sensing,” Appl. Phys. B, vol. 97, no. 1, pp. 5-8, Aug. 2009.

B. X. Huang, H.-Y. Kim, and C. Dass, “Probing three-dimensional structure of
bovine serum albumin by chemical cross-linking and mass spectrometry.,” J. Am.
Soc. Mass Spectrom., vol. 15, no. 8, pp. 1237-47, Aug. 2004.

N.-S. Cheng, “Formula for the Viscosity of a Glycerol-Water Mixture,” Ind. Eng.
Chem. Res., vol. 47, no. 9, pp. 3285-3288, May 2008.

-46 -



L. Fiiggelék

Tudomadnyos didkkori munkank sordn a feladatunk a Nanobioszenzorikai
Laboratériumba frissen beszerzésre kerilt, két, eltéré elven m(ikodé jelolésmentes
bioszenzor tesztelése, préobamérések végzése, egyszer(ibb fehérjeadszorpcios
mérések megtervezése és kivitelezése volt.

Munkdank soran elsajatitottuk a mliszerek elméleti hatterét, majd a megszerzett
tuddst felhasznalva olyan adatkiértékel6 algoritmust fejlesztettiink, mellyel a
mechanikai elven m(ikédé bioszenzor felhasznalhatdsagat bévithettik.

Méréseink elsé felében a két, jeldlésmentes bioszenzorral kalibracids- és
probaméréseket végeztiink, ennek sordn megbizonyosodtunk a miszerek
pontossagardl és hibdirdl. A késébbi mérések eredményessége érdekében hatékony
chiptisztitasi eljarasokat dolgoztunk ki.

Kisérleteink masodik felében meghatarozott fellleten fehérjék adszorpcidjat
vizsgdltuk valds id6ben. Ennek sordn parhuzamos méréseket is végeztiink, mellyel a
vilagon elséként egyesitettiik a két, kiilonb6z6 elven mikodd, jeldlésmentes
bioszenzor el6nyeit, kihaszndlva az altalunk fejlesztett adatkiértékels algoritmus
altal szolgaltatott informacidkat.

A mérések el6készitése soran mi készitettiik el6 a bioldgiai mintdkat, valamint a
bioszenzorok vezérlése is a mi feladatunk volt. Kutatasunk soran igy értékes
gyakorlati tapasztalatot szereztilink a laboratériumi munkaban is.

Tudomanyos diakkori munkank soran elvégzett kisérleteinkkel és az adatkiértékel6
algoritmusunkkal megnyitottuk az utat a késébb elvégzendd, komplexebb
rendszerek (él6 eukariota sejtek, baktériumok) valds idejli vizsgalata felé.
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