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1 Kivonat

A baktériumok kimutatasa kiilonb6zé oldatokban, folyadékokban fontos mind az
¢lelmiszeripar, mind az egészségiligy szempontjabol. Erre az optikai hullamvezeté fénymodus
spektroszkopia, avagy angolul Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy (OWLS) egy
elterjedt jelolésmentes modszer, amely a fehérjék feliileti kitapaddsanak valos idejii mérésére
hasznalhato6. Az érzékelés, a feliilet sikjaban terjed6 fény fazisanak eltolédasan alapul. Elonye,
hogy segitségével a kitapadt réteg harom tulajdonsaga, a feliiletaranyos tomeg, a vastagsag és

a torésmutato is egyszerre hatarozhaté meg. [1]

Az OWLS technika kiaknazhaté baktériumok feliilethez torténé kitapadasainak
tanulmanyozasaban, viszont a baktériumok szelektiv méréséhez megfelelé feliiletkémia
l1étrehozasa sziikséges a chip feliiletén (pl.: polimerrel), amelyhez a baktérium specifikus
antitestek rogzithet6ek. Az antitestek szempontjabol kritikus az antitest adott baktérium torzsre
mutatott érzékenysége és szelektivitasa. Nagyon fontos szempont tovabba, hogy minimalisan
még mekkora baktérium koncentracional kapunk detektalhato jelet (a detektalasi limit). A
polimer réteg felvitele soran kritikus a megfelel6 feliileti vastagsag, illetve az alacsony feliileti

érdesség elérése.

Kutatomunkam f6 célja, hogy baktérium oldatokkal végzett kisérletekkel megtalaljam
az OWLS mérésekben legjobban teljesitd E. coli specifikus antitestet. Fontos cél volt tovabba
meghatarozni azt a minimalis baktérium koncentraciot, amelynél még detektalhat6 az E. Coli
jelenléte a vizsgalt mintakban. Célkitiizés volt még hatékony blokkol6 anyagok kivalasztasa a
nem specifikus kotések kikiiszobolésére. Tovabba, a fejlesztett miiszer mitkoddképességének
modellezéséhez egy polimer nanoréteg felviteli eljardsanak optimalizalasat is elvégeztem,
amivel biztositani lehet 20-30 nm rétegvastagsagot, és maximum par tiz nanométeres feliileti

érdességet.



1 Abstract

Bacteria detection in various solutions and liquids is important in healthcare and also in the
food industry. Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy (OWLS) is a sensitive label-
free method, which enables real-time detection of proteins. Its sensing principle is based on
the change of the phase of the transmitted light in a waveguide forming the sensing surface.
The main benefit of the method is that it can simultaneously measure the deposited mass
density, thickness and refractive index of the adsorbed layer. [1]

Using the OWLS technique, measurement of bacterial adsorption is possible, but to
measure bacteria with high specificity, the preparation of a specific surface chemistry (e.g.
using polymers) on the chip surface is necessary to effectively capture the bacteria specific
antibodies. Regarding the antibodies, sensitivity and selectivity for the monitored bacterial
strain are crucial. The minimal concentration of bacteria giving a detectable signal (the
detection limit) is also a major aspect. Moreover, during the polymer layer preparation, it is
critical to create the required thickness with minimal surface roughness.

The main goal of my work was to find the E. coli specific antibody giving best
performance in OWLS measurements. The the detection limit was also determined using the
above antibody. Another goal was to choose a suitable blocking agent to prevent nonspecific
binding. Furthermore, optimizing the deposition protocol of the polymer layer, to obtain a
20-30 nm layer thickness and a few tens of nanometers of surface roughness was also

performed.



2 Bevezetés

A baktériumok kimutatdsa nagy szerepet jatszik az élelmiszeriparban és az egészégiigyben
egyarant, mivel a korhazi fertézések szamat csokkenteni és az élelmiszer biztonsagot pedig
novelni szeretnénk, illetve a gyogyszerfejlesztésben is komoly szerepe van az ilyen jellegli
kutatasoknak. Azonban ez kiiloénb6z0 nehézségekbe litkdzik, mivel nem steril kornyezetbol,
hanem vér-, vizelet- vagy mas potencialisan szennyezett mintabol kell kiindulni és méréseket
végezni. Igy természetes, hogy minél gyorsabb, hatékonyabb és pontosabb modszereket
sziikséges Kidolgozni a szenzorika teriiletén. Mivel mar molekularis mérésekhez régota
hasznalatban vannak a bioszenzorok, ezért a technika és miiszerek fejlodésével kézenfekvo lett,
hogy a koltséghatékonysag, gyorsasdg és megfeleld pontossdg miatt ezeket alkalmazzak
baktériumok detektalasara is. Az ilyen szenzorok érzékelési folyamata tobbségében, feliileti
adszorpcion alapul, amely molekulak, sejtek, vagy jelen esetben baktériumok szilard feliiletre
torténd kitapadasat jelenti. Azért is hatékonyak ezek a modszerek, mert a feliiletre kitapadt
baktérium mennyiségének fiiggvényében bizonyos fizikai jellemzOk valtozasa (pl.:,
torésmutato, impedancia, hdmérséklet) jol megfigyelhetd és pontosan mérhetd. Tébb modszert
is kidolgoztak a hordozon megtapadt anyagok mennyiségének meghatarozasara (1.dbra). Ezen
modszerek koziil az optikai bioszenzorok, jelentds részét adjak a bakterialis adszorpcid témaja
kutatasoknak és megjelent publikacioknak. Az optikai bioszenzorokon beliil, az az optikai
hullamvezetd fénymodus spektroszkopia egyik elénye, hogy jelolésmentes és nagy
érzékenységgel (akar 50 CFU/ml *) rendelkezik, igy kis mennyiségben jelenlévé anyagokat is
ki tud mutatni egy oldatbo6l, valamint valos idejii kinetika mérést is lehetévé tesz. [1] [2] (* CFU
nem mas, mint a colony forming unit, vagyis egy adott minta hany foltban jelenik meg
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1.abra Publikaciok a bioszenzorokrol (A) dsszevetve a teljes baktériumok detektalasrol szolokkal(B). A

korék mérete aranyos az adott modszerrel elvégzett kisérletek szamdval 2014-ben [1]



2.1 Célkitiizés

Dolgozatomban szeretném bemutatni az optikai hullamvezeté fénymodus spektroszkdopia
(OWLS) technologiajat részletesebben is. Osszefoglalom, hogy milyen fizikai jelenség 4ll a
mérések mogott, €s milyen kihivasokat kell megoldani a megfeleld pontossag, illetve a
baktériumok hatékony érzékelésének érdekében. Bemutatom tovabbd a mérésekhez
alkalmazott muszereket. Szot ejtek az antitestek és baktériumok altalanos tulajdonsdgair6l,
valamint az altalunk hasznalt E. coli baktérium és IgG tipusu antitest jellemz6ir6l is. Valamint

szeretném bemutatni eddig milyen eredményeket értek el a teriileten.

3 Elméleti hattér

3.1 Bioszenzorok

A biszeonzorok olyan analitikai miszerek, amik bioldgiai valaszt képesek mérhetd ¢és
feldolgozhato jellé alakitani. A két {6 eleme egy bioérzékeldnek a bioreceptor, €s az atalakito,
ami segitségével a bioldgiai, kémiai, fizikai valtozas konvertalhato altaldban elektromos jellé.
Az atalakitds modszerétdl fiiggden megkiilonboztethetd tobb fajta bioszenezor (pl.:

elektrokémiai, optikai, kalorimetrias). [3]

3.1.1 Optikai bioszenzorok

Az optikai bioszenzorok szerepe és elterjedése jelentds a bioszenzorok korében, mert a
bevezetésben emlitett eldnyok mellett valos-idejli és jelolés-mentes detektalast is lehetdvé
tesznek. Optikai érzékelés a fény €s a biofelismerd elem interakcidjanak kihasznaldséval
torténik (2.dbra). Az optikai érzékelés alapvetden jelolt és jelolés-mentes modszerrel torténhet.
A f6 kiilonbség a kettd kozott, hogy a jelolésintenziv modszerek alkalmaznak egy plusz
fluoreszcens vagy lumineszcens anyagot ¢s a jelet azok segitségével allitjak elé mig a masik
modszer kozvetleniil érzékeli a kimutatni kivant anyagot. Egy fontosabb jelolésmentes modszer
az OWLS, amit bovebben is szeretnék kifejteni. Az optikai bioszenzor egy olyan kompakt
analitikai eszkoz, ami bioérzékeld komponensbdl és egy az optikai jelet atalakito részbdl all.
Ilyen bioérzékeldk Ilehetnek tobbek kozott: enzimek, antitestek vagy akar sejtek és

egysejtrétegek. Az optikai bioszenzor {6 feladata, hogy olyan jelet allitson eld, ami aranyos a

crer
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2. dbra Az optikai bioszenzorok miikodésének illusztrdacioja [4]

3.2 Optikai Hullamvezeté Fénymédus Spektroszkdopia

Az optikai hullamvezet6 fénymodus spektroszkopia, avagy angolul optical waveguide
lightmode spectroscopy (OWLS) egy optikai elven miikodo, jelolésmentes modszer a feliileti
kitapadas valds idejii mérésére. Elonye, hogy egyszerre a kitapadt réteg harom tulajdonsaga, a
felilletegységre es6 kitapadt tomeg, a kitapadt réteg vastagsaga és torésmutatdja is

meghatarozhato a segitségével. [3]

3.2.1 OWLS miikédésének elmélete

A mérések alapja, hogy a szenzor chip feliiletén kialakitott hullamvezet6 rétegbe becsatoljuk a
gerjesztd He-Ne lézer sugarat egy, a hullamvezetd felszinén létrehozott diffrakcios racs
segitségével. A becsatolas eredményeképp sorozatos teljes visszaverddésekkel terjed a
hullamvezet6ben a fény. Ennek hatasara két megvilagitasi szognél (are, atm), ahol az egy teljes
belsé visszaverddési ciklus alatt a teljesfaziseltolédas nulla, rezonancia jelenség figyelhetd
meg, ami egy evaneszcens elektromagneses teret hoz 1étre a hullamvezetd réteg feliiletén. Ez a
tér a hullamvezeté felillet folott nagyjabol 100-200 nm mélységig hatol be a kodzegbe,
exponencidlis térerdsség lecsengeéssel. A kialakuld rezonancidk esetén mérhetdé a maximalis
intenzitas a lapka széleinél a hullamvezetd réteghez beallitott fotddidodak segitségével. Az
emlitett két szog az effektiv torésmutatokkal nte és ntm (tranzverzélis elektromos ¢és
tranzverzalis magneses modus) jellemezheté, amelyek (1) szerint meghatarozhatoak. Mivel az
evaneszcens térben kitapadt anyag mennyisége megvaltoztatja a torésmutatét a feliilet hataran
igy valtozik az ntg, az ntm és a hozzajuk tartozo are, illetve arm szog is, amit lehetséges
kvantitativan mérni. Folyamatosan mérve ezeket a szogeket, valds-idejii értékek hatdrozhatok

meg a feliileti rétegekkel kapcsolatban, ami lehetévé teszi a kitapadasi kinetika monitorozasat
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is. A rezonancia szogekbdl, illetve a segitségiikkel az (1) alapjan szamitott effektiv
torésmutatok, és az oldat (puffer) torésmutatdja (nc) hasznalataval (2) egyenlet alapjan lehet
kiszamolni a kitapadt réteg vastagsagat és torésmutatojat (daill. na) (5.dbra). A kitapadt anyag
feliileti tomegstirtisége (M) az (1) és (2) eredményét felhasznalva a (3) egyenlet alapjan
szamithato, feltételezve, hogy a kitapadt anyag egybefliggd réteget alkot. Az érzékenység
nagyon jonak mondhaté (<1 ng/cm?), azonban a baktériumok mérete altaldban minimum egy
nagysagrenddel nagyobb, mint a Iétrejové evaneszcens tér hullamvezetére merdleges
kiterjedése, ezért az érzékenység ilyen alkalmazasra nem mindig megfeleld, mert a sejtek csak

egy része esik a mért térrészbe. [5] [6] [7] [8] [9]

: 1A
n = NgirSina + X (1)

ahol n az effektiv torésmutato, ny;, a levegd térésmutatdja, o a rezonancia szog, | diffrakcio

rendje, A a lézer hullamhossza, A pedig a racsallando

n\2  [n\2 P
0=k [z —n2|q, + AT (”_5) +(E) ! d
= F F nlzr_ncz n 2 n 2 A
(o) + &) -1
—tan™? [(nF/nc ZP = nc] n~! [(np/ns ZP = ni] 2)
nF—n

,ahol k=2xr/), dg, N a hullamvezetd vastagsdga, illetve torésmutatoja, Ns a hordozo
torésmutatoja, Nc pedig a mérési kozeg torésmutatoja, p=0 elektromos modus esetén, p=1

mdgneses modus esetén

m = d, * G~ 3
dcp

ahol, m a feliileti tomegsiiriiség, da a kitapadt réteg vastagsaga, na és Na a kitapadt réteg és

a puffer torésmutatoja, dnpldcp pedig a torésmutato novekedés (ami minden esetben mérheté

fiiggetleniil)
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3.dbra Az OWLS szenzor miikddése és felépitése [5]

3.2.2 OWLS miiszer felépitése

Az elébbiekben megismert elvek fizikai megvaldsitasa és egy kompakt miiszerben torténd
implementalasa fontos a mérések egyszerti elvégzéséhez, ezért ismertetném az altalunk hasznalt
MicroVacuum Ltd. altal fejlesztett OWLS 210 tipusu miszer felépitését. Ez a miiszer képes az
evaneszcens térbeli érzékeléssel egyiitt elektrokémiai mérésre is (EC-OWLS) is, de ezt a
lehet6séget mi nem alkalmaztuk. A baktériumok kitapadasa egy fluidikai cellaban (kiivetta)
zajlik (4.abra), mivel az adszorpcid folyékony baktérium szuszpenziokbol torténik. A kiivetta
rendelkezik egy befolyo-, illetve kifolyonyilassal, hogy aramoltatni lehessen a folyadékokat a
mérés kdzben egy perisztaltikus pumpa segitségével. Tovabba a cella egyik oldalat maga az
OWLS chip zarja le, a hullamvezet6 rétegével a cella felé forditva, igy a feliiletére tapadt réteg
mérhetd. A kiivetta és a lapka kozott az oldat szivargédsat egy O-gytirti elézi meg, biztositva a
fluidika szigeteltségét. Maga a cella egy fém tartdegységen helyezkedik el, amit rogziteni lehet
a gépen egy kézicsavar segitségével. A gép ezen részét a beépitett 1éptetdmotor mozgatja
egyenletesen +7° és -7° kozott. Tovabba a miszer képes a hdmérséklet szabalyozasara 20°C-
80°C tartomanyban kisebb, mint 0,1°C pontossaggal, illetve nagyjabol 8°C/min hutési, illetve
fiitési sebességgel. [10] [11]

11
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5.abra Az OWLS chip strukturdja [13]

3.2.3 A mérés menete

A mérések harom f6 részbdl allnak (5.dbra), amik ismétlédhetnek egy hosszabb mérés soran.
Az els6 egy alapvonal felvétele pufferben, aminek ideje alatt meg lehet hatarozni a tiszta chip,
vagyis a hullamvezetd réteg torésmutatojat (nF) és vastagsagat (dr), igy kikiiszobolhetd a chipek
kozotti eltérés a mérésbol. A masodik 1épés, az ugyanebben a pufferben oldott anyag
Kitapadasanak vizsgalata, ami szintén a torésmutatot (na) és rétegvastagsagot vizsgalja (da), de
a hullamvezet6 feliiletén 1évo rétegét (5.dbra). A harmadik 1épés pedig mosas, ismét puffer
felhasznalasaval, amivel nem stabil rétegek eltavolithatoak, igy a ténylegesen a feliilethez

tapadt réteg na és da értéke is mérhetd. [5]

12



puffer

3001 feheérje

Fehérék kitapadt tomege (ng/cm2)

2001 -
i |
2
] 'S | TM csucs TE csucs
N - - g !
1004 ’ - 3 ;
s = N S
o \
s ] ° o |
4 ey - r i A !
//// ¥ . -
= Lézer beesési szoge (°)
0 30 a0 80
Id6 (perc)

6.abra OWLS mérés idébeni lezajldsa és a rezonanciaszog eltolodasa [11]

3.3 Antitestek

Az antitestek, mas néven immunglobulinok (lIg) az immunrendszer fontos fehérjéi, szerepet
jatszanak az antigének (olyan anyagok, melyek immunvalaszt valtanak ki pl.: baktériumok,
virusok, allati mérgek, toxinok) hatastalanitasaban, amit azok megkotésével érnek el. Az *Y’
alaku antitestek végén 1év6 kotohelyek tokéletesen felismerik és kapcsolddnak az antigének
egy jellemzo részletéhez, az epitopjukhoz. Ez a kapcsolodas reverzibilis, melyet nem kovalens
kotések hoznak 1étre, hanem az elektrosztatikus vonzas, hidrogénhid-kotések, Van der Waals-
kotderdk és hidrofob kolesonhatasok. Felépitésiiket tekintve az antitesteknek két {6 részbol
allnak, nehéz- és konnytilanc (7.dbra). Nagyrészt, a nehéz lanc hatarozza meg az antitest tipusat
a konnytlanc pedig azt, hogy milyen antigént ismeri fel. Vagyis az "Y’ két felsé csucsan
talalhato szupervariabilis régid koti meg az antigéneket. Ezen kiviil enzimes emésztéssel az
antitesteket Fap (fragment antigen binding) és Fc (fragment crystallizable) régiokra tudjuk

bontani. Fa» régid az antitest kotésért és Fc régio effektor funkciokért és az antitest

rrrrr

Az antitesteket besorolhatjuk monoklonalis és poliklonalis antitestekként, attol fiiggden, hogy
milyen B-sejt termelte. Az ugyanazon B-sejt és klonjai altal termelt azonos specificitasu

antitestek kotédnek a felismert antigén egyfajta epitopjahoz, az ilyen antitestet nevezziik
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moniklonalisnak. Poliklonalisnak pedig az olyan antitesteket nevezziik, amelyek tobbféle B-
sejtbdl szarmaznak, eltér specificitasuak és egy antigén tobb fajta epitopjat tudjak felismerni.
(Ilyen az emberi antitest termelés is, hiszen egy egészséges felndtt szervezet nagyjabol 107-10°

antigén felismerésére képes)

Az antitesteknek 6t tipusat kiilonboztetjiik meg a nehéz lanc, vagyis konstans régio alapjan.
Ezek az IgA, IgD, IgE, IgG és IgM amik kiilonboznek formajukban, funkcidikban és abban is,
hogy a szervezetben hol vannak leginkabb jelen. [14] [15] [16] [17]

Szupervariabilis régio

/I’ —th" /’,..-"—"'Tl'\\
/ NH;' . ) \ N.‘i‘
’ \ \
| |

’ \ Frégié

Kapocs régio

Nehézlanc:

konstansregio, :
Fcrégio

7.abra 19G antitest dltaldnos szemléltetd képe [18]

331 119G

Ez az antitest a leginkabb jelenlévd a vérben és az extracellularis térben, vagyis a vérben 1évo
antitestek 80-85 szazaléka IgG tipust. Ennek oka, hogy a felezési ideje ennek az antitestnek a
legnagyobb, ami nagyjabodl 21-23 nap. Ebbdl kovetkezik az is, hogy Az IgG antitestek hozzak
létre a tartés immunitast kiilonb6zo antigének ellen, vagyis ebbe az osztalyba tartozik a legtobb
antibakterialis, szamos virusellenes és az Rh-vércsoportfaktorral reagald antitestek. Az 1gG
antitest két darab kotOhellyel rendelkezik, tovabba klasszikus uton képes beinditani a

komplement rendszert, ami az immunrendszer szélesebb korli bevonasat jelenti, példaul
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gyulladascsokkenté molekulak felszabaditasat, 1az vagy 6démak kialakulasahoz is vezethet. Ez
az egyetlen antitest tipus, ami képes a méhlepényen atjutni, igy az anya immunitasait atadni a

magzatnak. [14] [19] [17]

8.abra Az IgG antigénkdtése [17]

3.4 Baktériumok

A baktériumok egysejtii mikroorganizmusok, a F6ldon megjelend els6 életformak egyikei.
Méretiik par mikrométerben mérhetd, formajuk lehet palcika-, spiral- vagy gomb alaka. A
kozvetlen kornyezetiinkben nagy mennyiségben megtalalhatoak, foldben, vizben és a
szervezetiinkben is, foleg a boron és a bélrendszerben. Ebbdl kdvetkezik, hogy nagy résziik
nem okoz megbetegedést, mégis vannak életveszélyes bakterialis fertézések, mint példaul a
TBC, E. coli vagy Salmonella. Eppen ezért fontos kimutatisuk, diagnosztikai és fert6zés

megeldzési szempontbdl is. [20] [21]

3.4.1 Escherichia coli

Az els6 feljegyzés az E. coli baktériumrol 1885-ben tortént, amikor egészséges emberek
uriilékében mutatta ki egy német-osztrak orvos. Azoéta kidertilt, hogy gyakori baktérium mind
emberek mind allatok bélrendszerében. Legtobb fajtaja artalmatlan, viszont néhany szerotipus
komoly ételmérgezést okozhat, amihez akar 10 db baktérium is elég lehet, tovabba az E. coli a

leggyakoribb hugyuti fert6zést okozd patogén. Jellemzobit tekintve, Gram-negativ, palcika
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alaku, fakultativ anareob baktérium, vagyis képes oxigén jelenlétében €és hianyban is ATP
eldallitasara. A sejt hossza nagyjabdl 2 um, atmerdje pedig 0.25-1 um kozotti. Bizonyos tipusai
ostorral (flagella) rendelkeznek, amik képessé teszik a mozgasra. Korai felfedezése,
elterjedtsége és konnyli manipuldlhatosaga miatt egy sokat kutatott baktérium torzs, igy
genomja és DNS szekvenciaja is teljesen feltérképezett, hiszen mar tobb évtizede intenziven
vizsgaljak. Példaul az E. coli volt az egyik elsd baktérium, ami segitségével emberi inzulint
allitottak elo, illetve a léteznek mar a labor koriilményeket jol viseld, gyenge fertdzoképességii
fajtai, valamint idedlis koriilmények kozott akar 20 perc alatt képes osztodni, igy idedlis
kisérletek lefolytatasara. Ebbdl kifolyolag az E. coli, egy gyakran hasznalt, elterjedt modell
organizmus, az ¢lelmiszerbiztonsag, a gyogyszer ellenérzés és viztisztitasi ellendrzések

teriiletén. [22] [23] [24] [25]

[——————— 1lpm NDSU_EM 7/8/2011
2.00kV SEI SEM WD 4.5mm 11:13:37

9.abra E. coli baktérium elektronmikroszkoppal késziilt képe [26]

3.5 Feliileti adszorpcio

A baktériumok szenzorra valo kitapadasat eld lehet segiteni ugynevezett bioreceptorokkal,
amelyek lehetévé teszik, hogy ligandum-receptor kdlcsonhatasokon keresztiil a baktériumok
konnyebben megtapadjanak a feliileten igy felersitve a mérhetd jelet (10.dbra). Ezek a
receptorok a baktériumok estében a legtobbszor antigén specifikus antitestek. Ezek alkalmazasa
azért indokolt, mert az adott baktériumokra érzékeny antitestek megnovelhetik a rendszer
szelektivitasat, specifikussagat. A feliiletre kikotott antitestek €s a hozzdjuk kapcsolddo

baktériumok feliileti adszorpcidja valtoztatja meg esetiinkben a torésmutatot, de mas fizikai
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tulajdonsagokat is (pl.: ellenallast, a mérdeszkoz tomegét), amibdl a mintaban 1évo baktériumok

cres

kitapadt minta feliiletaranyos tomegére lehet kovetkeztetéseket levonni. [1]

Xr¥ris Xrris

10.abra A feliileti adszorpcio szemléltetése [27]

3.6 Eddigi eredmények szakirodalom alapjan

4 Anyagok és protokollok

A kisérletekkel egy olyan polimer bevonatt OWLS chip létrehozasa a cél, amelyen a polimer

réteg 1-5 nm kozotti feliileti érdességgel, és 10-50 nm rétegvastagsaggal rendelkezik, hogy

vizsgalni lehessen baktériumok adszorpcios képességét az adott polimereken. Az ehhez

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

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

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

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

4.1 Alkalmazott oldatok

Polikarbonat gyongyok (77elektronika Kft.), amik xilolban (VWR), illetve
tetrahidrofuranban (THF) oldva

Ciklikus olefin polimer (COP, Zeonor 1060 R) el6szor xilolban, majd késdbbi mérés
soran ciklo-hexanban (VWR) oldottuk fel.

Mivizelet (77 elektronika)

MQ viz

2% APTES (Sigma-Aldrich), pH 7,0-ra allitva ecetsavval

Metanol (VWR)

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

Az antitestek rogzitésére Mix&Go Biosensor (Anteo technologies Pty Ltd., Australia)

nevil immobilizalo reagens. Ez az anyag a bioszenzor chipre torténd felvitele utan (30
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perc) képes a biomolekulakat fixalni a feliileten, raadasul az antitesteket orientalva tudja
megkotni. [33]

e Ezenkivill egy masik antitest rogzitési modszert is kiprobaltunk, ahol gliciloxipropil-
trimetoxiszilannal (GOPS; Sigma-Aldrich) kotottiik a PoteinA fehérjét (Sigma-Aldrich)
a feliilethez. A ProteinA orientalva tudja megkotni az antitesteket. A méréseinkben 0,5
mg/ml ProteinA fehérje oldatot hasznaltunk, amelyet MES pufferben oldottunk.

e A 25 mM MES (2-(N-morfolino)-etanszulfonsav) puffert MES hidratbol (Sigma-
Aldrich) és MES sobdl (Sigma-Aldrich) allitottuk 6ssze és 6,00 pH-ra allitottuk.

e Antitestek: Szabd Dora (SOTE) altal kivalasztott DH50 E. coli baktérium torzsre
tesztelt antitesteket hasznéaltuk (ELISA teszt). Az egyik ilyen poliklonalis antitest
(ThermoFischer, 7213) és a masik (BioRad, nyul, 4329-4906). A monoklonalis antitest
pedig (BioRad, egér, OBT0749). Mind a harom antitestet MES pufferben oldottuk és
150 pg/ml koncentraciot hasznaltunk a méréseinkhez.

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

e PBS-Tween 0,05%(m/m) oldata

4.2 Feliiletkezelés

4.2.1 Tisztitas

Mivel a legkisebb feliileti szennyezddés is befolyasolhatja a kialakult réteget és az OWLS
mérés hitelességét, igy a chipeket fontos a rétegfelvitel el6tt megtisztitani minden nemi
szennyez0déstol, ezért erre egy kromkénsavat alkalmazo protokollt hasznaltunk. Az els6 1épés
a lapkak tomény kromkénsavban aztatasa volt 3 percig, majd Milli-Q (MQ) vizes o6blités 20
masodpercig, majd 5 ml kalium-hidroxidot oldottunk 100 ml MQ-ba, amelyben 3 percig voltak
a lapkak, hogy semlegesitsilk a kromkénsavat. Ezutan a MQ vizzel leodblitett chipeket
szonikaltuk 10 alkalommal 1 percig MQ vizben ¢s a szonikalasok k6zott MQ vizzel oblitettiink,

végiil az OWLS chipeket nitrogéngazzal szaritottuk.

4.2.2 Szilanizalas GOPS hasznalataval

Az els6 lépésben 150°C-on vakuum alatt, 1 o6ran keresztiill szaritjuk a tisztitott szubsztratot
vakuumos szaritd szekrényben. Ezutan kovetkezik a gdzfazist szilanizacid, ami soran 100 ml
xilolt toltiink a reaktoredénybe, és a fiitést a xilol forrasahoz allitjuk be. A xilol forrasa utan,
5 ml GOPS-t 6vatosan az edénybe pipettazunk, majd 5 o6rat varunk, hogy a reakcid végbe

menjen. Mivel a xilol egy illékony oldoszer, ezért ez 1d6 alatt potolni kell az oldathoz. Moséssal
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tavolitjuk el a nem specifikusan adszorbealddott szildn molekuldkat a felszinrdl. Intenziven
mossuk (xilol, metanol, xilol) és végiil metanolban 5 percig szonikaljuk. A szubsztratot 110°C-
on vakuum alatt 1 6ran keresztiil vakuumszaritoszekrényben szaritjuk. Végiil, ha nem

hasznaljuk fel azonnal a kezelt lapkat, exikatorban taroljuk maximum 1 hétig.

4.2.3 Szilanizalas APTES hasznalataval

A kromkénsavval tisztitott OWLS chipeket feliilletét hidrofobba tettiik APTES-sel, annak
érdekében, hogy a PC és COP réteg homogénen és nem tul vastag régben boritsa a felszint.
Ehhez 3-aminopropil-trictoxiszilan (APTES) 2%-os oldatat készitettiik el MQ vizben, majd
ecetsav segitségével a pH értéket, titralassal 6,8-7,2 tartomanyba allitottuk. Ezutdn az APTES
oldatot pipettaval felvittiik a lapkakra igy, hogy teljesen fedje a feliiletet €s egy oran at allni
hagytuk, majd lemostuk a feliiletr6l t6bbszoros mosassal, metanol-MQ viz-metanol-MQ viz
sorrendben €s nitrogéngazzal megszaritjuk. Végiil vakuumkemencében 120°C-on hdkezeltiik a

réteget két Oran at. Iddig a 1épések a két bevonat esetén megegyeznek.

4.2.4 Oldatkészités

A PC és a COP polimereket szilard gyongyok formajaban bocsatotta rendelkezésre a
77Elektronika Kft., ezért elsd 1épésként a polimerekbdl felvihetd, folyékony oldatot kellet
készitenilink. Ehhez eldszor a gyongydket vakuumkemencében szaritottuk 40°C-on harom 6ran
at. A PC gyodngyoket ezutan tetrahidrofuranban (THF) oldottuk 0,36 mg/ml toménységben. A
teljes oldodashoz egy napra volt sziikség. A COP gyongyoket ugyanilyen szaritas utan, xilolban
oldottuk fel 5; 7, illetve 10 mg/ml toménységben. Az oldodas ebben az esetben tobb mint egy
napig tartott, de ennyi id6 utan sem oldodott fel teljesen az anyag, mivel ez id6 elteltével is

csapadékot lehetett megfigyelni szabad szemmel az oldatban.

4.2.5 Polimer rétegek levalasztasa

A COP esetében a felvitel el6tt szonikalasra volt sziikség, hogy a csapadékot feloldjuk az
oldatban. Az elkészitett oldatok felvitelét forgotarcsas réteglevalasztas (angolul spin coating)
segitségeével végeztiik, mely soran a késziilék vakuummal tartja helyén a kezelni kivant mintat,
majd a bedllitott fordulatszam szerint a tengelye koriil porgeti. Két fordulatszdmot és
id6tartamot kell meghatdrozni a rétegfelvitelhez, egy eloporgetést, amely azért sziikséges, hogy
a felesleges anyagot lelokje a felszinrdl. Ez 500 RPM ¢és 5 masodperc volt minden lapka esetén.
A masik a felporgetési fordulatszam és idotartam, amely a rétegvastagsagot allitja be. Ezek az
értekek 2000RPM 20 masodperc volt a kisérletek soran. Az értékek beallitasa utan, pipetta

segitségével csepegtettiik fel az oldatot ugy, hogy az oldat teljesen fedje a feliiletet, majd
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elinditottuk a felporgetést. A réteg tulajdonsagainak valtoztatasahoz a felcsepegtetések

(felporgetések) szamat valtoztattuk, és ellendriztiikk milyen hatassal van a kialakult feliiletre.

4.3 Meérési protokollok
Ebben a fejezetben azt szeretném ismertetni, milyen beallitasokkal, illetve 1épésekkel végeztiik

a méréseket.

4.3.1 Atomeré mikroszkép

A mérésekhez puMasch szilicium tiit hasznéltunk, aminek a paraméterei a kdvetkezok: a hegy
sugara 8 nm, rezonancia frekvenciaja 325 kHz, rugoéallanddja pedig 40 N/m. A miszert a
mérésekhez az 50 x 50 pm-es képek készitéséhez 512 x 512 pixel felbontasra allitottuk, 0,2 Hz
timozgatasi frekvencia mellet. A 15 um x 15 um méretii képekhez szintén 512 x 512 pixeles
felbontast alkalmaztunk, 0,3 Hz frekvencia mellett. Az 1 um x 1 pm teriileten is 512 x 512

pixel felbontast, és 1,5 Hz frekvenciat allitottunk be.

4.3.2 E. coli adszorpcio PC rétegen

Az alapvonal felvétele fiziologias sooldattal tortént 1 ul/s sebességli aramlas mellett (O-
175 min). Ezutan a baktérium injektalasa kovetkezett (175-235 min). Végil pedig ismét
fiziologias s6oldatos mosas 1 pl/s sebeséggel (235-310min).

4.3.3 E. coli adszorpcio COP rétegre

Els6é 1épés a MES puffer alapvonal felvétele volt, hogy meg tudjuk hatirozni az iires, de
beaztatott chip tulajdonsagait (0-28 min). Ez utan kovetkezett a M&G injektalasa, 400 pl
mennyiségben (28-62 min). A kovetkez6 1épés a nem stabilan kikotott M&G eltavolitasara a
felszinr6l MES pufferes mosassal (62-100 min). A negyedik Iépésben injektaltunk a rendszerbe
400 pl MES pufferben oldott 7213 nyul antitestet (100-131 min). Ezt a 1épést is MES pufferes
kovette a nem kikotott antitestek eltavolitasa érdekében (131-189 min). Ezutan puffer csere
kovetkezett MES-181 fiziologias sooldatra, hogy fel tudjuk venni a baktérium kitapadashoz
méréséhez sziikséges alapvonalat (189-230 min). Az utolso el6tti 1épés a 4 McFarland E. coli
baktérium oldat aramoltatasa volt 1 ul/s sebeséggel (230-245 min). Végil a nem

adszorbealodott baktériumok lemosasa kovetkezet fiziologias soval (245-300 min).

4.3.4 E. coli adszorpcioja monoklonalis antitetsten
A mérést megel6zéen a lapkat szilanizaltuk GOPS hasznalataval, majd ProteinA oldatban

hagytuk allni 9 6ran at.

Az els6 1épés MES pufferes alapvonal felvétele (0-60min) pumpaval aramoltatva az oldatot. A
masodik 1épésben 400 ul 33 pg/ml MES pufferben oldott antitestet injektaltunk a rendszerbe
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(60-90 min). A kovetkez6 1épés a mosas volt MES puffer segitségével, hogy eltavolitsuk a nem
kikotott antitesteket pumpaval aramoltatva (90-120 min). Ezutan a puffert PBS oldatra
cseréltiik, hogy meg tudjuk hatarozni az 0j alapvonalat, szintén aramoltatva (120-210 min). Az
0todik 1épésben PBS-Tween oldatot aramoltattunk, hiszen a baktériumok ebben oldva alltak
rendelkezésre (210-300 min). A hatodik 1épésben kezdtiik meg a 108 sejt/ml E. coli baktérium
aramoltatasat (300-330 min). Végiil pedig a fiziologias sooldattal torténé mosas kovetkezett,

hogy csak a stabilan adszorbealddott baktériumok maradjanak a felszinen (330-400 min).

4.3.5 E. coli adszorpcioja poliklonalis antitesten
A mérést megelézden a lapkat szilanizaltuk GOPS hasznalataval, majd ProteinA oldatban

hagytuk allni 9 6ran at.

Elészor MES puffer hasznalataval az alapvonal felvétele tortént (0-50 min) perisztaltikus
pumpaval aramoltatva. A masodik 1épésben 400 pl 150 pg/ml strtiségiit MES pufferben oldott
antitestet injektaltunk a rendszerbe (50-80 min). Ezutan pedig ismét MES puffer hasznalataval
mosas kovetkezett (80-115 min). Negyedik 1épésként a pufferoldatot fiziologias sdoldatra
valtottuk, hogy azzal is meg tudjuk hatarozni az alapvonalat a baktérium kitapadashoz (115-
230 min). A 108 sejt/ml tdménységii baktérium oldat hozzaadasa kovetkezett 6todik 1épésben
aramlas mellett (230-260 min). Utols6 1épésként pedig fiziologias sooldattal mostuk le a nem
kitapadt baktériumokat a feliiletr6l (260-290 min).

4.3.6 S.epidermidis adszorpciéja poliklonalis antitesten

Az els6 1épés az alapvonal MES pufferrel torténé felvétele volt (0-60 min). Masodik 1épésben
400 pl poliklonalis antitest injektalasa kovetkezett, 150 pg/ml striiségben (60-90 min). A
kovetkezd 1épés a nem kitapadt antitest lemosasa MES puffer hasznalataval aramlas mellett
(90-120 min). Negyedik lépéskeént puffercsere tortént, fiziologias sooldatra, amiben a
baktériumok is oldva vannak (120-240 min). Az 6todik 1épésben keriilt a rendszerhez a
108 sejt/ml toménységii, S. epidermidis baktérium 1 pl/s sebeséggel aramoltatva (240-270 min).
Utolso6 lépésként pedig a fizioldgids sdoldattal torténd mosas kovetkezett, hogy a nem kitapadt

baktériumok lemossuk a felszinrél (270-300 min).

5 Eredmények

5.1 Avrétegek karakterizalasa
Az ellen6rzés soran az elézoekben ismertetett 1épéseket figyeltik meg kiilonbozd
modszerekkel. Arra voltunk kivancsiak, hogy a felpdrgetés paramétereinek, mint a

fordulatszam, oldat-toménység, illetve a felpdrgetésszam modositasa, hogyan befolydsoljak a
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kialakult réteg vastagsagat és feliileti érdességét. Az ellendrzé mérések egy részét tiveglapon
végeztikk, hiszen igy is ugyanolyan informaciot kapunk a feliileti topografiarol és

rétegvastagsagrol, de nem kellett hasznalnunk értékes OWLS chipeket.

5.1.1 Atomeré mikroszkopos ellenérzés

A lapkak feliileti topografidjarol részletesebb informdaciora van sziikség, mint amit az
ellipszométer szolgaltatni tud, ezért AFM segitségével készitettiink képeket nem kontakt
modban. Ezzel a modszerrel, mar a feliileti struktarakrél tudunk informaciot szerezni mind
magassagban, mind pedig elhelyezkedésben, illetve a feliileti érdességet is ki lehetett szamolni

a mérések alapjan.

51.1.1 PC réteg

Minden felporgetésszam mellett készitett mintardl 3-3 képet készitettiink, a PC esetében 50%50
um, 15x15 pum és 1x1 pum teriileteket pasztazva, hogy mikroszkopikusan is meg tudjuk
vizsgalni a feliiletet. A mérésekhez ugyanazokat az iiveglapkakat hasznaltunk, hiszen a lapkan
kialakult réteg feliilete ebben az esetben sem lesz mads, viszont igy nem kellett draga OWLS

chipet hasznalni.

0 pm5 10 15 20 25 30 35 40 45

73 nm

17.abra Egyszeres PC felporgetés 50x50um-es AFM kép
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18.abra Egyszeres PC felporgetés 50x50um-es topografidja
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19.abra Ketszeres PC felporgetés 50x50um-es AFM képe
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20.abra Kétszeres PC felporgetés 50x50um-es topografidaja
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21.abra Haromszoros PC felporgetés 50x50um-es AFM képe
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22.abra Haromszoros PC felporgetés 50x50um-es topogrdfiaja

Egyszeres Kétszeres Haromszoros
felporgetés felporgetés felporgetés
50x50 pm 10,6 nm 7,0 nm 6,7 nm
15x15 um 10,4 nm 6,5 nm 7,5 nm
1x1 um 2,0 nm 5,3nm 6,5 nm

2.tablazat A feliileti érdesség RMS értékei felporgetésszam és a vizsgalt teriilet szerint PC esetén

A mérések alapjan lathatd, hogy a PC rétegnél hegyes struktarak alakulnak ki. A felporgetés
szammal lathatoan egyre striibben helyezkednek el, amivel a réteg is egyre inkabb Osszefiiggd
lesz. A PC felszinek egyenletesnek mondhatok a kisebb és nagyobb feliiletek vizsgalata esetén
is. Elmondhato az is, hogy a PC-bdl kisebb szemcsék keletkeznek a harmadik felporgetés soran.
A felporgetések szama befolyasolja a réteg érdességét (2.tabldzat) és a maximalis struktira
magassagat, vagyis a masodik €s harmadik réteg felporgetése simabb és jobban fedd réteget
produkal, mint egyszeres felporgetésnél, de a feliileten kialakult struktarak elhelyezkedésének

stirlisége is no a felpdrgetés szam novelésével.

5.1.1.2 COP réteg

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

tizemmodjaban késziiltek.
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23.abra COP 7mg/ml, egyszeres felporgetés iiveglapra

1.0 um

24.abra COP 5mg/ml, egyszeres felporgetés iiveglapra

64.2 nm

0.14 pm
0.00 pm

25.abra COP 7mg/ml egyszeres felporgetés OWLS chipre
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Egyszeres felporgetés Haromszoros | Egyszeres Haromszoros
iivegen felporgetés felporgetés felporgetés
iivegen OWLS chipen OWLS chipen
5 mg/mi 7mg/ml | 5 mg/ml 7 mg/ml 5mg/ml | 5 mg/ml
50x50 um | 49,5 nm 859nN$m | 45,4 nm 2,2 nm 43nm |4,2nm
10x10 um | 26,4 nm 39,7 nm

3.tablazat COP oldattal kezelt lapkak feliileti érdességének RMS értékei

felporgetések szama és az oldat toménysége szerint

Az eredmények alapjan jol lathatd, hogy COP oldat is rogoket képez a feliileten, viszont azok

egymastol tavolabb helyezkednek el és nagyobb méretiick is, mint a PC esetében. Tovabba

megfigyelhetd volt, hogy a felporgetések szdma és a tdménység nem befolyasolja érdemben

sem a rétegen kialakult struktirdk magassagat, sem a feliilet érdességét olyan egyértelmiien,

mint a PC-nél. Erdekes viszont, hogy az OWLS chip feliiletén simabb réteget képzett az oldat,

mint az tivegen. Késébbi ellendrzések soran kideriilt, hogy a nagyobb rogok oka lehet a nem

megfeleld olddszer hasznalta, amire a felvitel el6tti szonikalés sziikségessége is utalt mar.

Ezért ciklohexanban valo oldassal is kisérleteztiink. Ami soran azt tapasztaltuk, hogy a COP jol

oldodik ebben az olddszerben, és 5-10 mg/ml koncentracidban jol boritja a felszint, illetve sima

rétegeket tud 1étrehozni mind tiveg mind APTES-sel kezelt feliileten.

N W A 0 O N o ©

o

26.abra 5Smg/ml Ciklohednban oldott COP egyszeres felporgetés iiveglapra
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5.1.2 A karakterizalt rétegek modellje
Az ellipszometriaval a rétegvastagsargol kapott informaciok alapjan, olyan polimer réteget
sikertilt 1étrehozni, ami egybefiiggden fedi a feliiletet PC esetén 50-60 nm vastagsagban, COP
esetén viszont 1-50 nm kozott alakulhat a rétegvastagsag a felviteli paraméterektdl fiiggden.
Tovabba atomerémikroszkopos mérések alapjan megjelennek a felszinen kiilonb6z6é formaja
¢s méretl strukturdk, amik hatdsara a feliileti érdesség RMS értéke PC esetén 2-11 nm kdzott

alakult, COP hasznalataval pedig 2-86 nm tartomanyban a felviteli paraméterek fiiggvényében.

COP/PC

réteg I' |.||.|I| ‘|'|'|||

Hullamvezetd réteg

Uveg hordozo

217.abra Az elkeészitett PC/COP réteg sematikus abraja

5.2 OWLS mérések

Az eddigi 1épések és eredmények hitelesitésére, adszorpcidos méréseket végeztiink OWLS
miiszer hasznalataval, hogy lassuk valdban sikeriilt-e olyan réteget létrehozni a feliileten,
amivel mérheté a kitapadas. Tovabba a megfeleld antitest kivalasztasahoz is végeztiink
méréseket, hogy megtudjuk melyik tipusu antitesttel lehet a legnagyobb mennyiségii
baktériumot megkotni a feliilleten. A szenzor chipet is a leirtak szerint kezeltiik, viszont az

ellendrzési 1épéseket nem végeztiik el a mérés elott.

5.2.1 E. coli aspecifikus kimutatasa

A mérés soran azt vizsgaltuk, milyen baktérium koncentracional kapunk jol mérhetden kitapadt
baktérium mennyiséget 10*-10° sejt/ml koncentraciok kozott, az oldatokat egymast kdvetden a
felszinre juttatva. Fél o6ra baktérium aramlas, majd fél ora pufferes mosas kovette egymast
minden koncentracié estén, a mérést ismételtiilk, hogy 0Ossze tudjuk hasonlitani az

eredményeket.
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28.abra Aspecifikus E. coli adszorpcié tiszta OWLS chipen
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29.dbra 28.abra Aspecifikus E. coli adszorpcio tiszta OWLS chipen ismétlés
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Felhasznalt | Feliiletre Feliiletre | Feliiletre | Feliiletre | Feliiletre | Feliiletre
anyagok kitapadt kitapadt | kitapadt | kitapadt | kitapadt | kitapadt
tomeg tomeg tomeg tomeg tomeg tomeg
(104 (10° (108 (107 (108 (10°
sejt/ml) sejt/ml) sejt/ml) | sejt/ml) | sejt/ml) | sejt/ml)

E.coli 0 0 0 0 5 77
Maximalis
jelnél 6 0 3 6 24 111
E.coli 0 0 0 0 4 64
Lemosas
végén 9 0 4 6 24 102

.tablazat A kitapadt tomegek dsszehasonlitasa (Feliil az elsd, alul pedig a masidik méréshez

tartozo értékek olvashatok)

A mérések alapjan elmondhatd, hogy 108-10° sejt/ml koncentracioknal mérhetd jol
karakterizalhato jel, kisebb koncentracioknal a jel Osszemérhetd a zajjal, illetve mérési
hibakkal, hdmérsékleti eltéréssel. A két mérés kozotti eltérést, a kapott baktérium oldatok, és

a chipek kozotti kiilonbségek okozhattak.

5.2.2 E. coli adszorpcidja PC rétegen

A méréshez egyszer felporgetett 0.36 mg/ml toménységli THF-ben feloldott PC oldattal késziilt
OWLS chipet hasznaltunk. Az alapvonalat fizioldgias sooldat segitségével vettiik fel, majd a
108 sejt/ml toménységre higitott E. coli baktérium oldatot fecskendével juttattuk a fluidikéba,

majd egy Ora varakozas utan elinditottuk a fiziologias sdoldattal torténd mosast.
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31.abra A mérés soran a chipre kitapadt baktériumok feliileti tomegstiriisége

32.abra A baktériumok mikroszkopos képe a kiomlo csonél (40% nagyitas)

A mérés soran a feliileten maximalisan megjelent baktérium mennyisége 276 ng/cm? volt,
aminek egy része lemosddott, de igy is nagy mennyiségben (120 ng/cm?) maradtak baktériumok
a felszinen, amit a mikroszkoppal késziilt képek is igazoltak. A mérés alapjan jol lathato, hogy

az elkészittet, PC réteggel bevont szenzor chip alkalmas E. coli baktériumok megkotésére.
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5.2.3 E. coli adszorpcioja COP rétegen

A méréshez az 5 mg/ml toménység, Xilolban oldott COP-t hasznaltuk, haromszor felporgetve
az OWLS chipre, mivel itt 4,2 nm feliileti érdesség RMS értéket és 16-29 nm rétegvastagsagot
mértiink. A baktérium hozzaadasa elétt a chipre, a kitapadast segit6é anyagokat vittiink fel. Az
elsé a Mix&Go (M&G) nevi feliilet aktivalo reagens, ami az antitestek orientalt, és jobb
kitapadasat segiti el6 a feliileten, valamint a mérési id6t is jelentdsen roviditi. [33] A baktérium
esetén azért fiziologias sdoldat a hordozd kozeg, mert ez tudja biztositani az 0zmotikus

egyensulyt a sejtfal két oldala kozatt.
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33.abra E. coli baktérium kitapadasanak mérése COP-n poliklondalis antitesttel

A mérés soran a M&G 135 ng/cm? és az antitest (ThermoFischer, 7213) 281 ng/cm? nagy
mennyiségben kitapadt a felszinre. A baktérium is lathatéan megjelent a felszinen (88 ng/cm?),
viszont a mosast kovetden mar csak nagyjabol 1-2 ng/cm? maradt a felszinen E. coli
baktériumbol. Mivel ez a miiszer érzékenységének a hatara igy a kitapadas igazolasara tovabbi

mérések sziikségesek.

5.2.4 E. coli adszorpciéja monoklonalis antitesten
Mivel a COP réteg is legalabb 20 nm vastag a felszinen, és erre vissziik fel a nagyjabol 10 nm
vastag antitest immobilizalo réteg (M&G, ProteinA), majd az antitest réteget, igy mar az

evaneszcens tér hatdrdra tudnak csak tapadni a baktériumok, ami befolyasolhatja az
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érzékenységet, ezért COP réteg nélkiil is végeztiink méréseket a megfeleld antitestek

kivalasztasara.

A mérés elotti éjszakan a chip ProteinA oldatban 4zott, hogy segitse az antitestek kitapadast. A
MES puffreben felvettiikk az alapvonalat, majd monoklonalis antitestet (BioRad, egér,
OBTO0749) injektaltunk a rendszerbe. Az antitestek OWLS chipre kitapadt feliileti
tomegsiiriisége 93 ng/cm? volt. Ezutan puffercsere kdvetkezett, PBS oldatra, majd PBS-Tween
oldatra, mivel ebben az eseteben, a baktériumok ilyen pufferben oldva alltak rendelkezésre. E.
coli baktérium feliiletre kitapadt tomege a maximalis jelnél 28 ng/cm?, és lemosas utan is 27

ng/cm?.

3% ——m——¥—————¥————1————————————
300 -
250 -
200-

150 -

M (ng/cm?)

100 -

| \Antitest
I ! I 4 I 4 I ! I ! I ! I !

50 100 150 200 250 300 350 400

Id6 (perc)

34. abra E. coli adszorpcios mérés monoklondlis antitesten

Lathato, hogy az antitest jelentds mennyiségben kitapadt a feliiletre (93 ng/cm). A PBS és PBS-
Tween oldattal felvett alapvonal utan, az E. coli baktérium feliiletre kitapadt tomege a
maximalis jelnél 28 ng/cm?, és lemosas utan is 27 ng/cm?. Jol lathatd, hogy az antitestek a

feliileten megjelent baktériumokat gyakorlatilag teljes egészében megkototték.

34



5.2.5 E. coli adszorpcioja Bio-Rad poliklonalis antitesten
Mivel a monoklonalis antitest kitapadasa esetén a kitapadt feliileti tomegsiiriiség nem tlint nagy
értéknek, illetve szokatlan volt, hogy nem tortén baktérium lemosddas. Ezért, ugyanilyen

mérést elvégeztiink poliklonalis antitest (nyul 4329-4906 Bio-Rad) hasznalataval is.

A mérés elotti €jszakan a chip ProteinA oldatban azott, hogy segitse az antitestek kitapadast. A
MES puffreben felvettiik az alapvonalat, majd poliklonalis antitestet injektaltunk a rendszerbe.
Ezutan puffercsere kovetkezett, fiziologias séoldatra, majd a 10® sejt/ml tdménységii E. coli

baktérium oldat hozzaadasa végiil pedig mosas fiziologias soval.
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35.dbra E. coli baktérium feliileti adszorpcidja poliklonalis antitesten (A mérést

konzulensem Farkas Eniko végezte)

Az antitest injektalasa és lemosas utan 297 ng/cm? mennyiségben kotott ki a felszinre. Majd az
aramlas mellett hozzaadott baktérium maximalisan mért feliileti tomegsiirtisége 62 ng/cm? volt,
amibd]l mosas utan 28 ng/cm? kotott a felszinhez. Vagyis elmondhatd, hogy a poliklonalis
antitest valamivel jobban koti meg az E. coli baktériumot, tovabba nagyobb mennyiségben kot

a feliiletre, mint az el6z6 fejezetben ismertetett monoklonalis antitest.
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5.2.6 E. coli adszorpcioja Thermofischer poliklonalis antitesten

5.2.7 S. epidermidis adszorpcidja poliklonalis antitesten
A poliklonalis antitest szelektivitasanak vizsgalatdhoz, egy olyan baktériummal is végeztiink

mérést amire az antitest nem specifikus.

Az antitestek rogzitéséhez a chipet ProteinA oldatban aztattuk egy éjszakan at. A MES pufferrel
felvett alapvonal utan injektaltuk antitestet (nyul 4329-4906 Bio-Rad), amibél 228 ng/cm?
tapadt ki a felszinre, MES pufferes mosas utan. Ezutan fiziologias sdoldatra cseréltiik a puffert,
majd hozzaadtuk az S. epidermidis baktériumot aramlas mellett. A maximalisan mért feliileti
tomegsiirtiség 94 ng/cm?volt, mig fél 6ra mosas utan 26 ng/cm? feliiletre kotdddtt mennyiséget

mértiink (A mosast az 6sszehasonlithatosag miatt allitottuk le fél o6ra utan).
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36.abra S. epidermidis baktérium adszorpcioja E. coli specifikus polkilonalis antitesten
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37.abra Baktériumok a kiivetta kézepénél (40x nagyitas)

Az adszorbedlodott feliileti tomegsiliriiséget, illetve az optikai mikroszkdpos képeket is
figyelembe véve elmondhatd, hogy a poliklonialis antitest hasonldéan jol koti meg az S.
epidermidis baktériumot, mint az E. coli-t, illetve a kitapadt mennyiség a monoklonalis E. coli
antitesttel is hasonld értéket mutat. Vagyis megallapithato, hogy a poliklonalis antitest és a ra

nem specifikus baktérium kozott van keresztreakcio.
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