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BEVEZETES

Az 1d0 az élet szamos terliletén meghatdrozd tényezd, jelentdsége talan mégis az
orvostudomany teriiletén érzékelhetd a leginkabb. Itt elég egy idejében felallitott diagnozis
akar életmentd szerepére gondolni. Eppen ezért egyre tobb kutatocsoport foglalkozik olyan
bioszenzorok fejlesztésével, amelyek megbizhatdan, megfeleld érzékenységgel, rovid id6 alatt
képesek eredményt szolgaltatni, ugyanakkor eldallitasuk olcsd és akar orvosi kozremiikddés
nélkiil, a beteg otthonaban is hasznalhatéak. Jelenleg a legérzékenyebb bioszenzorok tobbsége
jelolésen (példaul fluoreszcens, radioaktiv vagy magneses jelolésen) alapul, a jelolé anyagot
kovetve akar egy molekuldt is képesek kimutatni a vizsgélt térfogatban vagy feliileten.
Elvitathatatlan el6nyeiken tul azonban ezek a vizsgélati modok tobb hatrannyal is
rendelkeznek a jeldlésmentes technikékkal szemben. A jeldléshez sziikséges kémiai eljarasok
novelik a vizsgalat bonyolultsagat, idejét és koltségeit, tovabba a jel6l6 anyagok nem
elhanyagolhato6 hatast gyakorolhatnak a jelolt molekuldkra. Tobbek kozott e hatranyok miatt a
figyelem egyre inkabb a jelolésmentes technologidkra, foként az optikai eljarasokra iranyul.
Fontos irdnyvonalat képviselnek ezen a teriileten az integralt optikai bioszenzorok, azon beliil
pedig az interferometrikus elven miikodé megoldasok. Az interferencia jelenségén alapulod
szenzorok egyik nagy eldnye, hogy rendkiviil érzékenyek a feliiletikon bekdvetkezd
torésmutato-valtozasokra, azonban ez a nagyfoku érzékenység nem csak a vizsgalni kivant
bioldgiai anyag jelenlétébdl, hanem a kornyezeti hatdsokbol (hdmérséklet, paratartalom, stb.)
eredd torésmutato-valtozasokra is igaz. A paratartalom, illetve hdmérséklet inhomogén
valtozasa a kilépd intenzitas ingadozasat eredményezheti, ezaltal akadalyozva a bioszenzor

pontos ¢s stabil miikodését.



Doktori munkdm egyik célkitlizése egy olyan integralt optikai Mach-Zehnder
interferométeren alapuld bioszenzor 1étrehozéasa volt, melynek hasznélata soran a kdrnyezet
zavaro hatdsa minimalizalhat6, igy megbizhatobb miikodés valosithatdé meg.

Az integralt optika egy masik teriileten, az informaciotechnolédgia vilagaban is fontos
szerepet jatszik. Az elmult évtizedekben megndvekedett az igény az informécid egyre
gyorsabb elérése és feldolgozasa irant, ez pedig egyre gyorsabb szamitdogépeket és adatatvitelt
kovetel. Az 1960-as évektdl kezddédden robbanasszertien fejlédik az integralt elektronika,
illetve a szamitastechnika. Ezt a fejlodést irja le az Intel tarsalapitdja, Gordon E. Moore altal
megfogalmazott hires Moore-térvény, amely szerint a szamitastechnikai hardver elemek
térfogategységre  vonatkoztatott szamitdsi teljesitménye mintegy masfél évente
megdupldzodik. Az integralt aramkorok gyartdi arra torekszenek, hogy a legujabb
nanotechnoldgiai eljarasok alkalmazasdval az alkotoelemek méretét a lehetd legkisebbre
csokkentsék, ezaltal novelve egy adott méretli eszkoz teljesitményét. Azzal azonban a kutatok
tobbsége, koztiik a torvény megalkotoja is egyetért, hogy a miniatiirizalas hamarosan elérheti
korlatait, ezért hosszitavon a szdmitasi sebesség tovabbi ndvekedéséhez az eddigiektdl eltérd
megoldasok sziikségesek. Az egyik lehetséges alternativat az integralt optika szolgéltathatja.

A szamitogépekben a logikai miveleteket végzd é4ramkorok épitékockai a
tranzisztorokkal megvalositott logikai kapuk. Az optikai adatfeldolgozd rendszerek
kutatasanak egyik feladata, az integralt elektronikdban hasznalt logikai kapuk szerepét
betoltd, az optika eldnyeit (nagy savszélesség, nagy kapcsoldsi sebesség, kis atviteli
veszteség) kihasznaldo kapuk létrehozdsa, melyekben a logikai értékeket fényintenzitassal
reprezentaljak. Altaldban elektro-optikai megvalésitasokkal talalkozhatunk, ezekben az
eszkozokben azonban nagymértékben korlatozo tényezd az elektro-optikai atalakitas, ezért az
elmult évtizedben a figyelem egyre inkabb a teljesen optikai elven miikdé logikai kapuk felé

fordult. Az optikai logikai kapuk megvaldsitasara tobbféle elképzelés 1étezik, koziiliik néhany



klasszikus optikai rendszeren alapul, tilnyomoérészt azonban integralt optikai elgondolasokkal
talalkozhatunk, melyek nagy része még kisérleti megvaldsitasra var. Habar az optikai logikai
rendszerek kutatasa ,,gyerekcipdben jar”, a téma iranti fokozott figyelmet jol mutatja a
tudomanyos publikacidk szamanak rohamos ndvekedése az utdbbi évtizedben.

Céljaim kozott szerepelt olyan teljesen optikai elven miikodé logikai kapu
megvalositasa, amelynek passziv része egy integralt optikai Mach-Zehnder interferométer, a

vezérlést pedig a bakteriorodopszin, mint nemlinedris optikai anyag biztositja.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Integralt optikai Mach-Zehnder interferométer

A doktori értekezésemben bemutatott eszkozok (bioszenzor, logikai kapuk) alapja egy
integralt optikai Mach-Zehnder interferométer, amelynek mikodési elve megegyezik a
klasszikus valtozat elvével, azonban az eszkozt ebben az esetben optikai hullamvezetd
struktiraként alakitjuk ki. A hullimvezetbe belépd fény két részre oszlik, melyek egymastol
fiiggetlentil terjednek az interferométer két karjaban (referencia- és mérdkar), majd egy adott
uthossz megtétele utan ujra egyesiilnek. Amennyiben a két kar optikai uthossza eltér,
faziskiilonbség 1ép fel az egyesiild fénynyalabok kozott, amit a kimeneti intenzitds
megvaltozasaként detektdlhatunk. Azonos hosszusdgu és anyagi mindségii karok esetén a
faziskiilonbség a torésmutatok eltérésébdl adodhat: Mivel az optikai hullamvezetdben teljes
visszaverddéssel terjedd fény behatol az interferométert koriilvevd kozegbe (ez az
ugynevezett evaneszcens tér), ezért nemcsak a hulldimvezetdben, hanem az azon kiviili
térrészben, a feliillet kozelében bekovetkezd torésmutatd-valtozassal jard folyamatok is

nyomon kovethetdk.



A kisérletek soran haszndlt interferométer direkt lézernyaldbos rajzolassal, {liveg
mikroszkop fed6lemezre felvitt NOA 81 fotopolimerb6l (Norland Product Inc.) késziilt. A
fény be- és kicsatolasdhoz megfeleléen pozicionalt (az alkalmazott fény hulldmhosszan
egymodusu) optikai szalat rogzitettiink kozvetleniil az interferométer bemenetéhez, illetve

kimenetéhez.

A bakteriorodopszin
A bakteriorodopszin a Halobacterium salinarum membranjaban talalhaté fehérje, mely
fénnyel torténd gerjesztés hatdsara protont pumpal a citoplazmabol az extracellularis
térrészbe. A transzportfolyamat végén a bakteriorodopszin felvesz egy protont a
citoplazmabol, majd visszatér az alapallapotba. A kialakulé protongradienst a szintén a
membranban elhelyezked6 ATP-szintetdz ATP termelésre haszndlja fel, biztositva a
Halobacterium energiasziikségletét oxigén- és tapanyagszegény kornyezetben. A gerjesztés és
a relaxacid soran lejatszodd folyamatok Osszességét nevezziik a bakteriorodopszin
fotociklusanak.

A fotociklus soran a fehérje kiillonbozé konformaciés allapotokon megy keresztiil:
BRses (alapallapot), Jeas, Keio, Lsao, Maia, Nsso, Os30, ahol az alsé indexben szerepld szamok
az egyes allapotok (intermedierek) abszorpciés maximumainak hullamhosszat jelolik
nanométerben. Az atmenetek soran fellépd abszorpcidvaltozasok, a Kramers-Kronig
Osszefiiggés alapjan, a torésmutatd megvaltozasat is jelentik, melynek mértéke a BR-M
atmenet esetén a legnagyobb, koriilbeliil 4107, Az egyes atmenetek kiillonb6z6 idéallanddval
mennek végbe, a milliszekundumtdl (pl. N-O atmenet) egészen a pikoszekundumig (BR-I
atmenet). A bakteriorodopszin alapallapota mellett a koztes allapotok is fényérzékenyek:
Adott intermedier abszorpciés maximumahoz kozeli hullamhosszusagu gerjesztd fényt

alkalmazva a fehérje tovabbi intermedierek kihagyasaval térhet vissza az alapéllapotba,



mialtal felgyorsithaté a relaxaci6 folyamata. A bakteriorodopszin tovabbi, integralt optikai
felhasznalds szempontjabol eldnyos tulajdonsaga, hogy gélbe agyazva, illetve feliiletre
szaritott formaban évtizedekig megdrzi aktivitasat.

Az elézéekben leirt reverzibilis fényindukalt torésmutatd-valtozas tette lehetdvé, hogy
a bakteriorodopszin aktiv, vezérld szerepet jatsszon a doktori értekezésben ismertetett
integralt optikai eszkozokben. A fehérjét bibormembran fragmentumokat tartalmazé
szuszpenzio formdjaban vittem fel az interferométer karjainak feliiletére, amelybdl néhany

oOras szobahdmérsékleten torténd szaritast kovetden vékony (30-35 pm-es) réteg alakult ki.

Kisérleti elrendezés

A mérések soran az interferométerbe csatolt, valamint a bakteriorodopszin gerjesztésére
szolgald fényt tobbféle forras szolgaltatta. Az elvégzett kisérletek tobbségében diodalézer
(A=674 nm, P=10 mW) folytonos fénye haladt keresztiil az eszk6zo6n. A bakteriorodopszin
réteg gerjesztését valtoztathatd intenzitdsu fényforrdssal - a bioszenzorral végzett mérések
esetén Zeiss Axiovert 200 mikroszkop lampajaval, az optikai logikai kapuk esetében
diddalézerrel (A=532 nm) - végeztem.

Az integralt optikai logikai kapu impulzusiizemii mikodésének bemutatasara végzett
pumpa-proba kisérletekben az eszkdzbe csatolt probaimpulzust (t =3.4 ns, A=671 nm) egy
Nd:YAG lézer (Continuum, Surelite I1-10) harmadik harmonikusa (A=355 nm) altal pumpalt
optikai parametrikus oszcilldtor szolgaltatta. A bR réteg gerjesztésére hasznalt
pumpaimpulzusokat pedig a Nd:YAG lézer masodik felharmonikusa (t =5 ns, A=532 nm)
biztositotta. A Mach-Zehnder interferométer kimeneti fényintenzitasat fotoelektron-
sokszorozé (Hamamatsu H5784), a bakteriorodopszint gerjeszt fény intenzitasat fotodioda
detektalta, a kapott jeleket négycsatornds digitélis oszcilloszkop (LeCroy Waverunner 6100A)

rogzitette.



A bioszenzorral végzett kisérletek soran hasznalt mikrofluidikai csatorndk szilicium
alapu szerves polimerb6l, PDMS-bdl (dimetil-polisziloxan) késziiltek, ugynevezett ,,szoft
litografias” eljarassal. A folyamat els6 1épését, a csatorndk SU-8 fotorezisztbdl torténd
kialakitasat az elkészitett ontéforma buborékmentesitett PDMS folyadékkal vald feltoltése
kovette. A megszilardult, Ontéformardl eltavolitott PDMS-t, a bementek és kimenetek
kialakitasat kovetden, oxigén plazma modszerrel a Mach-Zehnder interferométert tartalmazo
fed6lemezhez illesztettem ugy, hogy a mikrofluidikai csatorndk az interferométer karjai felett
helyezkedjenek el. A mérések soran a csatornak feltoltését, illetve a folyadék dramoltatasat a

be- ¢és kimenethez csatlakoztatott szilikon cséveken keresztiil, fecskend6 pumpaval végeztem.

TUDOMANYOS EREDMENYEK

BIOSZENZOR

1. Integralt optikai Mach-Zehnder interferométer alapu bioszenzor [T1]

1.1. A bioszenzor munkapontjanak hangolasa bakteriorodopszin réteg segitségével

Kisérletileg bemutattam, hogy integralt optikai Mach-Zehnder interferométer alapt
bioszenzor egyik karjara felvitt bakteriorodopszin réteg megfeleld gerjesztésével hangolhato
az eszk6z munkapontja. A munkapont hangolasa az interferométer karjaiban terjedé moédusok
faziskiilonbségének alkalmas bedllitasaval tortént, amit a bakteriorodopszin fényindukalt
torésmutatd valtozasat felhasznalva valositottam meg a kovetkezOképpen: A gerjesztés

intenzitasatol és iddtartamatol fiiggden eltolodik a bR rétegben az alap- €s koztes allapotok



aranya, ami a korabbiakban leirtak szerint a réteg torésmutatdjanak, ezaltal az adott kar
optikai uthosszanak megvaltozasat eredményezi. Ezt kihasznalva az aszimmetrikusan
elhelyezett fehérje réteg gerjesztésével valtoztathatd a karok kozott fellépd faziskiilonbség.

A szenzor érzékenységének vizsgdlatara iranyuld kisérletek soran az interferométer
munkapontjanak kiilonféle bedllitisai mellett a bakteriorodopszin réteget négyszog
fényimpulzussal (diddalézer, A=532 nm) gerjesztve tanulmanyoztam a kimeneti intenzitas
idébeli valtozasat. A mérési eredmények igazoltak, hogy a szenzor érzékenysége
nagymértékben fligg a munkapont bedllitdsatél. Ennek koszonhetéen a munkapont
hangoléasaval lehetdség adodik a maximalis érzékenység bedllitdsara a szenzor hasznélata
soran. Emellett a munkapont hangolhatésdga lehetové teszi a Mach-Zehnder interferométer
kornyezeti hatasokkal szembeni instabilitdsdnak csokkentését, ami rendkiviil fontos a

bioszenzorikai alkalmazasokban.

1.2. Antitestek kimutatasa az integralt optikai bioszenzorral

Kozremikodtem a bioszenzor mikodésének demonstralasara végzett immunoldgiai
tesztkisérletekben. A monoklonalis egér antitestekkel (IgG2a) funkcionalizalt mérdkar
felszinén a mintaoldatbol egér anti-immunoglobulin réteg alakult ki, ez a karok optikai
uthosszanak eltérését okozta, amit a kimeneti intenzitas megvaltozasaként detektaltunk. A
kisérletek soran az oldatok cseréje az interferométer karjain elhelyezett PDMS kiivettdkban
tortént. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy az eszk6z megfelelden érzékeny specialis

antigén-antitest reakcio hatasara 1étrejové monomolekularis antitest réteg detektalasara.

2. Az integralt optikai bioszenzor 6sszekapcsolasa mikrofluidikai rendszerrel [T2]
Megvalositottam az integralt optikai Mach-Zehnder interferométer alapti bioszenzor

mikrofluidikai rendszerrel 6sszekapcsolt valtozatat. Az interferométer karjai felett kialakitott



mikrofluidikai csatorndk lehetové tették a szenzor feliiletének precizebb, egyszeriibb,
automatizalhato funkcionalizalasat. A bioszenzor feliiletének a detektdlandd baktériumra
specifikus antitestekkel torténd funkcionalizalasat kovetéen 6.4-10° cfu/ml koncentracioj
Escherichia coli szuszpenziobol sikeriilt kimutatnom a baktérium jelenlétét. Mivel e
koncentracid dsszemérhetd a nyalban, illetve vizeletben koéros esetben mérhetd értékkel, a

kisérletek igazoltdk, hogy a szenzor alkalmas ilyen testfolyadékok fertézottségének

megallapitasara.

OPTIKAI ELVEN MUKODO LOGIKAI KAPU

3. Kétértéki integralt optikai logikai kapu (binaris méd) [T3, T4]

Integralt optikai Mach-Zehnder interferométer és bakteriorodopszin kombindlasaval optikai
elven miikodd logikai kaput valdsitottam meg. Az eszkéz miikodése a bakteriorodopszin
fényindukalt torésmutato-valtozasat felhasznald fénymodulécion alapul. Méréseim soran
demonstraltam, hogy a logikai eszkdz - munkapontjdnak beallitasatol fliggden - kétértéki
(binaris) illetve haromértékii (ternaris) rendszerként is miikodtethetd. A logikai eszkoz
munkapontjanak bedllitisa a bioszenzornal leirt mdédon tortént. A logikai bemenetet az
interferométer karjaira felvitt fehérjét gerjesztd fény, a kimenetet pedig az interferométerbdl
kilépd l1ézerfény reprezentalja. A bakteriorodopszin réteg gerjesztése jelenti a logikai 1, annak
hianya a logikai 0 bemeneti értéket, hasonloképpen a maximalis kilépd fényintenzitds a
logikai 1 (a minimdlis intenzitds a logikai 0) kimeneti értéknek felel meg bindris lizemmod

esetén.



3.1. Inverter

Az optikai logikai kapu binaris miikddésének bemutatdsara elséként a legalapvetobb logikai
miiveletet, a tagadast (invertalast) valositottam meg. A kisérleti elrendezésnél leirtak szerint a
logikai kapu bemenetét a bakteriorodopszin réteget gerjesztd A=532 nm hullamhosszisagu, a
kimenetét pedig az interferométerbdl kilépd A=674 nm hulldmhosszisagh fény jelentette. Az
eszkdéz munkapontjanak alkalmas beallitdsaval elértem, hogy a bakteriorodopszin réteg
gerjesztésének esetén (X=1) az interferométer kilépd intenzitdsa minimalisra csokken (Y=0),
gerjesztés hianyaban (X=0) pedig az eredeti értékre all vissza (Y=1). Ezéltal igazoltam, hogy

az eszkOz inverterként mikddtethetd.

3.2. XOR kapu

Binaris modban az inverter mellett a XOR (kizaré vagy) logikai kaput is megvaldsitottam az
integralt optikai interferométerrel. A XOR az OR (megengedd vagy) miivelettol eltéréen
kizarolag a bemeneti értékek kiillonbozosége esetén ad Y=1 logikai értéket. Ennek
megvalositasa érdekében az interferométer munkapontjat ugy allitottam be, hogy gerjesztés
hianydban a kimeneti fényintenzitds minimalis legyen. Az interferométer két agan a
bakteriorodopszin rétegeket kiilon-kiilon és egyszerre is gerjesztve eldallitottam a bemeneti
értekek minden lehetséges kombinacidjat. A kisérletek megmutattak, hogy a létrehozott

integralt optikai eszkdz — a fenti bedllitdsok esetén — XOR kapuként miikodik.

4. Haromértéki logikai kapu (ternaris mod) [T3, T4]

Megmutattam, hogy az el6zéekben részletezett integralt optikai logikai rendszerrel a binaris
mod mellett ternaris modban is végezhetdk logikai miiveletek. Ennek demonstraldsara az
eszkdz munkapontjat tigy allitottam be, hogy a kimeneti fényintenzitas a két extrémum kozotti

értéket vegyen fel, igy az intenzitds novekedni és csokkenni is tud a kezdeti, alapszintnek



valasztott értékhez képest. A binaris moédhoz hasonldan az interferométer karjain elhelyezett
bakteriorodopszin réteg gerjesztése felelt meg az 1, hianya pedig a 0 logikai bemeneti
értéknek, ternaris esetben azonban - a binaris mitkodéstdl eltérden - a logikai kimenet harom

értéket vehetett fel (Y=-1, Y=0, Y=1).

4.1 Komparator

A rendszer haromértékii miikodésének bemutatasara integralt optikai komparatort hoztam
létre. Az elektronikaban alkalmazott komparatorhoz hasonldan ez az eszkoz is két bemeneti
érték kozotti relacio (kisebb, nagyobb, egyenld) kimutatasara alkalmas. A kisérletek soran a
bakteriorodopszin rétegek megfeleld gerjesztésével minden lehetséges bemeneti érték
kombinéaciot megvalositva vizsgaltam a kimeneti fényintenzitast. A kimeneti értékekbdl
megallapithatd volt, hogy melyik karon tortént gerjesztés, azaz melyik bemenet logikai értéke

volt nagyobb, tehat az eszkdz komparatorként miikddatt.

4.2. A komparator impulzus iizemii miikddése, gyors logikai kapcsolas
A logikai kapu impulzus tizemti miikodésének demonstralasa ternaris modban, pumpa-proba
modszerrel végzett kisérletekkel tortént. Ebben az esetben a folytonos fény helyett
nanoszekundumos 1ézerimpulzusok jelentették a bemeneti és kimeneti logikai értékeket.
Méréseimben a folytonos modhoz hasonldéan vizsgaltam a bemeneti értékek kiilonbozo
kombinacioira adott kimeneti logikai vélaszt. Az eredmények igazoltdk, hogy az eszkoz
impulzus lizemben — a folytonos méddal megegyezden — komparatorként alkalmazhato.

A nanoszekundumos gerjeszt-impulzusok idéskalajan a bakteriorodopszin rétegben a
pikoszekundum alatt kialakul6é K intermedier koncentracioja a dominans, mivel a késébbi (L
¢s M) intermedierek mikroszekundumos iddallandoval alakulnak ki. A pumpa-proba

kisérletek szerint a logikai eszkdz kapcsolési ideje 8 nanoszekundumnak adddott, ami alapjan
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elmondhat6, hogy a doktori értekezésemben targyalt logikai kapu az eddigi leggyorsabb,

teljesen optikai elven miikodo fehérje alapu logikai eszkoz.
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