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1. Bevezetés

A kozelmultban a bioszenzorok meghatarozd részei lettek az orvosi diagnosztika
eszkoztaranak. Igy példaul mindennapos hasznalati targyaknak tekinthet6k a terhességi tesztek,
vagy akar a vércukorszint-mér6 eszkozok is. A bioszenzorok feladata az adott analit — pl.
fehérje, virus, baktérium stb. — gyors, specifikus, érzékeny, megbizhat6 detektalasa valamilyen
fizikai jel — pl. elektromos, optikai, tomeg stb. — megvaltozasa altal biologiai mintabdl, igy
példaul testfolyadékbol. Egyes bioszenzorok esetében az érzékeléshez jelolket hasznalnak (pl.
fluoreszcens festéket, a nagy érzékenység eléréséhez). Mindazonaltal a jelolésmentes
kialakitasok a kell6 érzékenység mellett koltséghatékony modon, esetenként egyszeriibb
technikaval képesek milkddni, ami alkalmazasuk szempontjabol teszi ket igéretessé.
Ilyeténképpen az orvosi diagnosztikdban potencidlisan felhasznalhatok gyorstesztekként, a
hagyomanyos laboratoriumi tesztek megfelel6 alternativajat nydjtva. Igy adott korokozo vagy
patologias allapot kimutathato lehet gyorsan, felhasznalobarat modon, hordozhatd formaban.
Ennek jelentOsége lehet egyrészt a betegagy mellett (,,point-0f-care”, POC) a diagnodzis gyors
felallitasaban és a megfelelé kezelés elinditasaban. Masrészt, mind helyszini, "on-site",
tesztelésre is felhasznalhatok lehetnek, amely éltal akar haztartasokban is elvégezhet6 az adott
diagnosztikai teszt. Ezen felhasznalasok jelentésége az elmult, koronavirus (,,severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2”. SARS-CoV-2) okozta pandémias idészakban (COVID-
19) is megmutatkozott, ahol mind a jarvanyterjedés kontrollja, mind a gyors diagnodzis
felallitasaban kulcsszerep jutott a gyorsteszteknek, amely esetenként életmentd lehetett.
Megvalositasukhoz megoldast kindl chiplaboratoriumi (,,lab-on-a-chip”, LOC) eszkdzokbe
tortend integralasuk, ahol mikrofluidikai csatorna-rendszerrel egésziilhetnek ki. Ezaltal kis
mennyiségll biologiai folyadékminta kezelése, szenzorhoz juttatdsa, valamint a mintaban 1évo
patogének gyors, specifikus és érzékeny detektalasa elvégezheté ugyanazon chipen.

A fent emlitett alkalmazasokhoz a jelolésmentes optikai bioszenzorok nyujtanak igéretes
alternativat. Ezek integralt optikai (10) megvalositasai lehetdvé teszik a korokozok kimutatasat
a kivant miniatiirizalt, hordozhat6 és érzékeny modon. Az ilyen rendszerekben a fény
hullamvezetd struktardban terjed teljes visszaverddésekkel, az érzékelés pedig a
tulajdonsagaiban bekovetkezd valtozasok alapjan valosul meg. A terjedés soran a fény a
hullamvezetd kornyezetébe is bejut, ez az evaneszcens tér. A feliiletre anyag kotédhet ki, ennek
eredményeképp a hullamvezetében terjedd fény fazisa megvaltozhat, illetve az ki is szérodhat

a kornyezo kozegbe. Ezek a kolcsonhatasok kihasznalhatok biokémiai reakciok specifikus



kimutatasara a hullamvezet6 feliiletének biologiai felismeré elemekkel valé bevonasaval,
tigynevezett funkcionalizalassal. Igy lehetdvé valik a reakcid érzékelésén keresztiil az adott
analit gyors, érzé¢keny ¢és specifikus kimutatasa. Ezen sajatsagot alkalmazza kiilonb6z6
modokon az integralt optikai bioszenzorok tobbsége. Ezek kozott talalhatok interferometrikus
kialakitasok, pl. az egyik legérzékenyebb, in. Mach-Zehnder interferométer (MZI) elrendezés.
Ebben a fény egyetlen bevezeté szakaszban halad, majd két egyenlé hosszisaghi karban —
referencia- és mérdkar — terjed tovabb, amelyek késébb csatlakoznak, egyetlen kivezetd
szakaszban végzOodve. A patogének mérdkar feliiletére kotddése a benne terjedd fény
fazisvaltozasat okozza. A két karban terjedd fényhullamok taldlkozasaval interferencia
keletkezik, amely a strukturabol kijutd fény intenzitas-valtozasaként adja a vizsgalt jelet. A
mikddési elvbdl fakadoan az eszkozzel torténd mérések soran a kdrnyezeti paraméterekben —
pl. hémérséklet, paratartalom — bekovetkezé valtozasok is képesek hatdssal lenni a mérés
érzékenységére ¢és stabilitasdra. Ezen hatdsok kompenzalhatok az interferométer
munkapontjdnak hangolasaval. Ide vonatkozoan az egyik alkalmazott technika lehet a
referencia-ag kornyezetében a torésmutatd termo-optikai Gton torténé megvaltoztatasa.

A bioszenzorok alkalmazhatosaganak egyik kulcseleme az érzékenységiik, amit meghataroz
az érzékeld térrészbe kertiilt analitok szama. Ennek megfeleléen az emlitett integralt optikai
bioszenzorok is érzékenyebbé tehetok a hullamvezetd feliiletére, az evaneszcens-térbe, juto
patogének mennyiségének novelésével. A célsejtek polarizalhatosagat alapul véve ez elérhetd
a dielektroforézis (DEP) jelenségének felhasznalasaval. Ezt a technikat impedancia-mérésen
alapuld bioszenzorok esetén széleskorben alkalmazzak folyadékmintaban 1évo biologiai
gyljtésével. Kisérleteink soran ezt a technikdt kivantuk felhasznalni evaneszcens-tér

érzékelésen alapul6 bioszenzor-rendszerbe integralva.
Célkitiizések

Munkam fokuszéban integralt optikai struktirak tervezése, elkészitése allt, ezek potencialis
orvosi diagnosztikai felhasznalasa céljabol. Ennek megvalositasara integralt optikai,
evaneszcenstér-érzékelést végzé bioszenzorokat kivantam  kifejleszteni, korokozok
folyadékmintabol torténd kimutatasara. Ezek alapul szolgalhatnak betegdgy melletti,
koltséghatékony klinikai gyorstesztekhez. Igy az eszkozoket iiveghordozon létrehozott,

mikrofluidikai csatornaba integralt hullamvezetok formajaban terveztem meg ([T1, T2]).



1. Els6 alkalmazasként, munkam soran egy olyan integralt optikai bioszenzort kivantam
elkésziteni, amelynek evaneszcens tér alapu detektalasi koncepcidja alkalmas baktériumok
testfolyadékokbol valo jeldlésmentes, gyors, szelektiv €s érzékeny kimutatasara.

e A mérési elv alkalmazhatosagat Escherichia coli (E. coli) baktériumsejtek
szuszpenzidbol torténd kvantitativ kimutatasaval kivantam demonstralni.

e A kimutatas alapja a lathatd vorGs fény evaneszcens hullamainak szorodasa a
célsejteken. Az igy kialakult szorddasi mintdzatanak elemzése lehetévé teszi a

o A késziilék érzékenységének novelése érdekében alkalmazhato a valtakozo elektromos
térrel létrehozott dielektroforézis a célsejtek Osszegylijtésére a hullamvezetd csikok
kozelében elhelyezett elektrodak feliiletén.

e A dielektroforézis részecskékre gyakorolt hatasanak méretfliiggése lehetGséget ad
patogének szelektiv gyljtésre és detektalasara. Ennek tesztelésére a baktériumok
Kimutatasat gyulladasos allapotban 1évo vizeletet imitald, szomatikus sejteket — ez
esetben endotélsejteket — is tartalmazd mesterséges vizeletmintaban kivantam
megvalositani.

2. Masodik alkalmazasként egy miniatiir Mach-Zehnder-interferométer alapu bioszenzor
kifejlesztését céloztam meg, virusfehérjék specifikus, mennyiségi kimutatasara. Az
interferometrikus mérési elvnek kdszonhetéen a célfehérjék gyors, pontos detektalasa
végezhetd el. Az eszkozzel a koronavirus (SARS-CoV-2) fertézés potencialis neuroinvaziv
jellegét kivantam vizsgalni. A virus és alegységeinek bioldgiai gatakon valo athaladasa
nagyon aktudlis és intenziven kutatott t¢éma. Nemrégiben megallapitottak, hogy a SARS-
CoV-2 transzcellularisan atjut egér és horcsdg primer agyi endotél sejtkultira-modelleken
anélkiil, hogy megvaltoztatna a szoros kotések expresszidjat. Azt feltételezték, hogy az S1
alegység egerekben adszorpcidval kozvetitett transzcitdzis révén jut at a BBB-n. Biologus
kollégaink korabban tobb in vitro rendszert is kidolgoztak a human vér-agy-gat, illetve
egyéb biologiai gatrendszerek modellezésére. Mivel a COVID-19 gasztrointesztinalis
tiinetekkel is jarhat, a kisérleti elrendezést a bélepitélium vizsgalatara is ki akartuk
terjeszteni, amihez a Caco-2 sejtek tenyészete szolgaltatta a megfelel6 sejtmodellt.

e Konkrét célkeént azt tliztem ki, hogy olyan integralt optikai bioszenzort hozzak létre,
amely alkalmas a koronavirus feliileti S1 tiiskefehérjéjének az in vitro human vér-agy
gat, illetve bélham biologiai gatrendszer modelleken valo atjutasi képességének

jellemzésére. Ezért kisérleteket terveztiink a bioszenzorral a - kooperacios partnereink



altal készitett biologiai gatrendszer-modelleken elvégzett permeabilitasvizsgalatok
soran esetlegesen atjutott - tiiskefehérjék specifikus, mennyiségi kimutatasara.

o A specifikus detektaléas elérésére az interferométer méréaganak hullimvezetd-feliiletét
specifikus S1 fehérje antitesttel kivanjuk funkcionalizalni.

e Az ilyen interferometrikus mérések érzékenységének beallitasa érdekében az
interferométer szinuszos atviteli fliggvényének munkapont-beallitasa alkalmazhato. E
célbol a hullamvezetdt koriilvevé kozeg torésmutatdjat kivantam termo-optikailag
modulélni a kornyezé hdmérséklet valtoztatasaval. Ez megvalosithato az interferométer
referenciakarja kozelébe helyezett arany fiitGszalra adott egyenarammal (DC) a

detektalas soran.
2. Anyagok és modszerek

2.1. Bioszenzorok tervezése és elkészitése

A doktori értekezésemben bemutatott mindkét bioszenzor-konstrukcidé ugyanazokbdl a
komponensekbdl épiil fel. Mikroszkopos fed6lemezen arany feliileti mikrostruktardkat és
polimer hullamvezet6ket alakitottam ki, azokat egy sziliciumalapi polimer mikrofluidikai
csatornaval egyesitve. Az eszkdzok tervezése és elkészitése - alkalmazasuktol fliiggden kisebb
eltérésekkel ugyan, de - ugyanazon folyamatot kovették. Igy el8szor felilleti arany
mikrostruktirékat, illetve polimer hullamvezetoket hoztam létre az iiveghordoz¢ feliiletén.
Ezek mintazatait a hordozdra spincoatoldsos technikdval felvitt ultraibolya fény érzékeny,
epoxialaptl fotopolimerek - un. fotorezisztek - rétegeiben alakitottam ki maszknélkiili, direkt
1ézerirasos fotolitografias technikaval (uWPG-101 eszkoz, A = 375 nm, Heidelberg Instruments
GmbH). A strukturakészités soran mind Un. pozitiv, mind pedig negativ fotoreziszteket
felhasznaltam, a gyartok protokolljait kdvetve. (Elébbiben a keresztkotéseket a megvilagitas
bontja meg a rétegben, utdbbiban viszont ugyannnek hatasara keresztkotések keletkeznek.)
Eldszor a feliileti arany mikrostruktarak mintdzatait tartalmazo maszkokat alakitottam ki
pozitiv fotorezisztben. (Ez az elektro-optikai bioszenzorban elektréda-parokbal allo elektroda-
rendszert, mig az integralt optikai interferométer esetén, egy referenciadghoz helyezett
flitdszalstrukturat jelentette). Ezt kovetden az tiveghordozot katédporlasztassal homogén krom-
, majd aranyréteggel vontam be a maszk mintdzatdban. Az elkésziilt, arany mikrostruktarakat
tartalmazo iiveglemezen alakitottam ki a hulldmvezetd-struktirdkat. Lathatdo vords fényre
vonatkoztatva, az elektro-optikai bioszenzornal az elektrodaparok kozotti résben egy tobb

fénymodus vezetésére képes csikot, a masodik alkalmazasnal pedig egymddusu, Mach-Zehnder



interferométer mintazatot hoztam létre, szintén direkt 1ézerirasos technikaval. Mindkét esetben
hullamvezetd-készitésre fejlesztett fotopolimerekbdl készitettem el a struktarakat, az elébbi
esetén EpoCore, a masiknal SU-8 negativ fotopolimer anyagbdl (micro resist technology
GmbH). Ezutan a bioszenzor-komponenseket tartalmazé fedélemezre sziliciumalapu, poly-
dimethyl-siloxane (PDMS) mikrofluidikai csatornat illesztettem, igy a csatornakba keriiltek a
detektalas alapjaul szolgdlé hulldmvezetd-struktirdk. Az un. ,soft-litografids” technikéval
készitett mikrofluidikai csatornat oxigénplazmés kezelés segitségével rogzitettem az
iiveghordozéra. A mérések soran a csatorndk be- ¢és kivezetd nyilasaiba illesztett
pipettacsucsokon, illetve gumicséveken keresztiil csatlakoztattam a fecskendOkbe feltoltott

folyadékmintat.

2.2. Hullimvezet6 bionfunkcionalizalasa specifikus detektalashoz

Az 10 MZI bioszenzorral torténd detektalas soran a tiiskefehérje S1 alegységének specifikus
felismerése a fehérjespecifikus antitestekkel bevont mérékar hullamvezetd-feliiletén lejatszodo
mmunoldgiai antigén-antitest kolcsonhatassal tortént. Ehhez — etanolos atmosast kovetden —
antitest-aktivalo reagenssel (Mix&Go oldat 1:20 aranyban MilliQ deionizalt vizzel higitva,
AnteoTech Ltd.) toltéttem fel a csatornakat. Ezt kovetéen — szobahémérsékleten tortént 30
perces inkubalas utan — foszfatpufferes sooldattal (PBS) (1x, pH=7,4), majd SARS-CoV-2 -
specifikus antitest-oldattal (MonoRab™, BS-R2B2, GenScript, 1xPBS-sel higitva 5 pg/ml
végkoncentracioban) kezeltem a MZI karjait. A mintakat egy ¢éjszakan at inkubaltam 4 °C-on.
Meérések el6tt, a nem kotott antitesteket mosassal eltdvolitottam, ami egyuttal az MZI karjainak
kornyezeti torésmutatd-illesztését is jelentetette. Ehhez a permeabilitasvizsgalatok soran
alkalmazott puffert hasznaltam fel (0.1%-0s szarvasmarha-szérumalbumin (BSA)-Ringer-
HEPES (RH) puffer).

2.3. Baktériumokat tartalmazé folyadékmintak készitése

Az elektro-optikai bioszenzor detektalas koncepciojat, optimalizalasat és teljesitményét é16
E. coli baktériumsejteket (nem-virulens, Dh5a torzs) kiilonboz6 koncentracidoban tartalmazo
szuszpenziokkal teszteltem. Ehhez baktériumtenyésztést kovetéen a médiumban (,,lysogeny
broth”, LB) 1év6 sejtek szuszpenzioit készitettem el kiilonboz6 sejt-koncentracidju
higitasokban (milliliterenkénti 10?-10° koloniaformalé egység (,,colony forming unit”, CFU).

crer

technikdval hatdroztam meg. A mérésekhez hasznalt szuszpenziok higitasi torzsoldata LB és



ionmentes MilliQ vizet tartalmazott 1:9 aranyban. Ez biztositotta a feltételeit a DEP alapu
sejtgyiijtésnek a sejtek életképességének megtartasa mellett.

A DEP-alapt sejtgyiijtési technika szelektivitasanak és az elektro-optikai bioszenzor
gyakorlati alkalmazasanak tesztelését szomatikussejtek— endotél (hCMEC/D3) — és él6
E. coli baktériumsejtek keverékét tartalmazd mesterséges vizeletmintaval végeztem. Itt a

higitasi torzsoldat LB helyett mesterséges negativ vizelet mintat tartalmazott.

2.4. Optikai bioszenzorok mérési elrendezései

Az integralt optikai bioszenzorokkal végzett mérések sordn az adott eszkdzt egy invertalt
mikroszkdp (Zeiss Axiovert 200) mikropozicionaloval (DC-3K, Mérzhduser) ellatott motoros
targyasztalara helyeztem. A mikroszkophoz csatlakoztatott CCD-kameraval figyeltem a
folyamatokat, illetve ezzel rogzitettem baktérium detektalds alapjaul szolgald képeket is. A
folyadékok aramoltatdsat a mikrofluidikai apparatus biztositotta. Ebbe beletartozott egy
fecskendépumpa (SP210IWZ, World Precision Instruments), a folyadékmintat tartalmazé
fecskenddvel, amihez szilikoncsovekkel csatlakoztak a csatornak nyilasai. Mindkét szenzor
esetében elektromos vezetékek voltak kotve a feliileti arany strukturdk (fiitdszal vagy elektroda-
rendszer) ¢érintkez0 pontjaihoz. Az elektro-optikai bioszenzor esetén a DEP-alapa
sejtgylijtéshez szinuszos, kiilonbozd frekvenciaji valtakozo (AC) elektromos mezot
alkalmaztam egy fiiggvénygenerator (20 MHz 8020-as modell, Tabor Electronics) jelével. Ezt
egy 1d6zitd (Uniblitz VS14S2ZM1R1-21, Vincent Associates) négyszogjelével (1,4 s ,,ON” és
3,0 s ,,OFF”) triggereltem. Az interferométer alapu bioszenzor munkapontjat egy egyenarami
tapegység (VLP 2403pro, Conrad Electronic) 0-4,6 V fesziiltségének hatasara, a feliileti arany
flitdszalon keletkez6 hdvel allitottam be, termo-optikai moddszerrel. Az integralt optikai
bioszenzor bemenetéhez egymodust optikai szallal (S630-HP, Thorlabs) csatoltam a 1ézerdioda
vOoros fényét, végcesatolasi technikéval. Az interferométer kimenetén megjelend fényt
hasonloképpen juttattam egy fotoelektron-sokszorozohoz (H5783-01, Hamamatsu). Ennek jelét
ezutan egy oszcilloszkopba (LeCroy 9310-L, LeCroy) tovabbitottam és azzal regisztraltam. Az
egyes bioszenzorokkal végzett méréseket minden esetben legalabb két alkalommal

megismételtem.



3. Eredmények és megvitatas

3.1. Elektro-optikai bioszenzor baktériumok Kimutatasara [T1]

3.1.1. Dielektroforetikus részecskegyiijtés optimalizalasa

Az elektro-optikai bioszenzor érzékenységének novelése érdekében DEP-alapu sejtgyijtés
kozelében. A DEP-alapi részecskegyijtési képesség méretfiiggd szelektivitdsanak
tanulmanyozasara kiilonb6z6 atmérdji (1 um, 9 um), ionmentes vizben szuszpendalt polisztirén
mikrogyongy-keveréket aramoltattam at a csatornan, mikozben valtakozd aramu elektromos
mezOt (30 V csticsértékek kozotti érték - ,,peak-to-peak” -, 5 MHz) kapcsoltam a hullamvezetd
nélkiili mikrofluidikai csatornaban kialakitott vékonyrétegli feliileti elektrodakra. Ilyen
paraméterek mellett sikeriilt elérni a kivant, méret-szelektiv részecskegytijtést. Mikroszkopos
megfigyelés alapjan megallapitottam, hogy a kisebb gyongyok az elektrodak feliiletének
kozelében, az elektrodparok kozotti résekben gytltek Ossze, mig a nagyobb gyongydk
ataramlottak a csatornan. Kovetkezo 1épésként a kisebb atméréji gyongyokkel dsszevethetd
méretlt E. coli baktériumok gytjtése kovetkezett, azok szuszpenzidibol. Tekintettel a
baktériumsejtek és a mikrogyongyok kozotti dielektromos tulajdonsagok, valamint az oldatok
ionerésségei kozotti kiillonbségekre, az alkalmazott elektromos tér paramétereit, valamint a
baktériumszuszpenzio oldoszerének higitdsait valtoztattam a sejtgytijtd elektrodarendszer
teljesitményének vizsgalatahoz.

A valtakozo tér frekvenciajat 100 kHz és 5 MHz kozott, a szuszpenzid olddszerének
desztillalt vizes higitasat pedig 1x és 100x kozott valtoztatva végeztem el a baktériumok 30-
perces gyiijtését, 10* CFU/mI baktériumkoncentracié mellett. A mikroszképos megfigyelések
alapjan az alapesetben hasznalt 5 MHz frekvencia, és az ionerdsség 10x-es higitasa bizonyult
idealisnak, igy a késobbi vizsgalatok soran is ilyen paraméterekkel dolgoztam (30 Vp-p, 5 MHz,

szinuszos jel).

3.1.2. A mérések kiértékelése

Célom az volt, hogy a kiértékelést nagy nagyitasti mikroszkop nélkiil is el lehessen végezni,
amely esetben az egyedi baktériumok mar nem kiilonboztetheték meg. A dielektroforetikusan
befogott baktériumokat ezért a szuszpenziojukbol a rajtuk szérddod evaneszcens hulldmok
alapjan detektaltam, htiszszoros nagyitast objektiv segitségével. Az optimalizalt paraméterek

mellett az elektrodak kozott kialakitott optikai hullamvezetd feliiletére begytijtott



baktériumokon a hullamvezetdben terjedd fény evaneszcens terébdl a fény kiszorodott, és az
igy létrejovo szorasi képet detektaltam. Ekdzben az elektromos mezdt periodikusan, rovid
impulzusokkal kikapcsoltam ("OFF allapot"), majd bekapcsoltam ("ON allapot"), hogy
modositsam a hullamvezet feliilete ¢és a célsejtek kozotti adhézios kapcsolatot. Ez az
evaneszcens hullamok szorasi mintazataban valtozast eredményezett, amelyet a mikroszkopos
elrendezés CCD kamerdja a rendszer ugyanazon keresztmetszetérdl rogzitett. Ez a mérési
koncepcid szolgaltatta az alapot a baktériumsejtek kvantitativ detektalasahoz a rendszer
kiilonbozo allapotaiban (OFF ¢€s ON) készilt felvételei alapjan. Az igy kapott képparok
statisztikai feldolgozasat MATLAB programmal valositottam meg, nevezetesen az atlagos
négyzetes hiba (MSE) ¢és a korrelacié kiszamitasaval, amelyek a szort fény ON- és OFF-
mintdzatai kozotti kiilonbségeket irtdk le kvantitativan. Ezzel a technikaval a teljes detektaldsi
1d6 koriilbeliil 40 perc volt.

Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokat végeztem annak meghatarozasara, hogy mi az az
alkalmazhat6 felbontas, amelynél a rogzitett szortfény-képek mintazatanak kiilonbsége még
jelentdsnek tekinthetd. Ezért 10* CFU/mI koncentraciojii baktériumszuszpenzio mellett a
képeket kiilonboz6é nagyitast objektivekkel (x4,7, x10, x20) rogzitettem és elemeztem. Az
eredmények alapjan a kontroll és a mérési képparok MSE értékei kozott jelentds kiilonbség volt
kisebb nagyitasi objektivekkel (x4,7, x10) készitett képek esetében is. Ennek alapjan
kijelenthetd, hogy a detektalasi technika alkalmazhato lehet olcsd, webkamera-nagyitasu

objektivekkel is, ami a hordozhatdsagot is eldrevetiti.

3.1.3. A kimutatasi hatar meghatarozasa

Az optimalizalt mérési paraméterek ismeretében (x20 objektiv, 30 Vpp, 5 MHz, szinuszos
valtofesziiltség) vizsgalatokat végeztem a detektalasi koncepcid érzékenységére vonatkozodan.
Ehhez az E. coli baktérium-sejtek koncentraciosorat (102-10° CFU/mI) hasznaltam, és a
hullamvezet6 feliiletére gytijtott sejtek szorasi mintazatait detektaltam. Megallapitottam, hogy
a kontrollképek MSE-értékeihez képest a mérési képparok (,,OFF” és ,,ON” allapotnal rogzitett
képek parositasai) értékei szignifikdnsak voltak mar 10-perces sejtgytijtést kovetd detektalas
soran is, tehat jelentdsen sikeriilt csokkenteni a teljes mérés idétartamat. Megmutattam tovabba,
hogy a kontroll-képparok, valamint a mérési képparok elemzésével kapott MSE értékek kozotti

crer

nél ez mar nem volt elmondhatd, a 10> CFU/mI koncentraci6 jelentette az eszkdz kimutatasi



crer

kapott adatokra egy alkalmas kalibracios gorbét (R? = 0,91) illesztettiink.

3.1.4. Vizsgalatok szomatikus sejteket is tartalmaz6 miivizelettel

A DEP-alapu baktériumsejt-gylijtési modszer gyakorlati alkalmazhatosagat a gyulladésos
vizeletet modellezd, baktériumokkal fertdzott és mas szomatikus sejttipusokat is tartalmazé
kozeg esetén is teszteltem. Ezért e probavizsgalat kozéppontjaban a sejtgyiijtési eljaras
szelektivitasa allt, ahol az evaneszcens mezd érzékelését is hullamvezetd-szerkezettel
végeztem. A mérésekhez E. coli (10* CFU/ml) és hCMEC/D3 endotélsejt szuszpenziok
keverékét tartalmazd mesterséges vizeletet dramoltattam at a csatornan, mikozben AC
elektromos mez6t alkalmaztam (30 Vpp, 5 MHz). Megfigyelheté volt, hogy ez - a
dielektroforézis méret- ¢és frekvenciafliggése miatt - a kiilonb6zé méretii sejtekre eltérd hatéast
gyakorolt. A baktériumok (~1-2 um) Kkitapadtak az elektrodfeliiletekre, egytttal a
hullamvezetokre, mig az endotélsejtek (~10 pm) ataramlottak a csatornan. Kovetkezésképpen
e sejtgyljtési technika szelektivitasat sikeriilt igazolni a testfolyadék fiziologiailag relevans

koriilményei esetén.

3.2. Integralt optikai Mach-Zehnder interferométer bioszenzor
koronavirus S1 alegység biologiai gatrendszereken valo atjutasanak

kimutatasara [T2]

3.2.1. Termo-optikai munkapont-beallitas

A Mach-Zehnder interferométer termo-optikai munkapontbeallitasa soran a flitGszalra adott
egyenfesziiltséget folyamatosan ndveltem O V-r6l 4,6 V-ra, mikdzben az interferométer
kimenetének fényintenzitasat mértem (vords majd zold méréfény, 633nm, illetve 532nm). Az
alkalmazott fiitéfesziiltséggel 532 nm-es hulldmhosszon a kimend jel szélsdértékeit sikertilt
meghatarozni. Ennél a technikanal a fiités a hullamvezet6 kornyezetének helyi hdmérsékletében
valtozast okoz, ami az MZI referenciakarjaban terjedd fény fazisanak eltolddasa révén a
a fényintenzitds az atviteli fliggvény inflexids pontjai valamelyikére, ahol a legnagyobb a
detektalasi érzékenység. Ezzel a mddszerrel, 1-1,5 V alkalmazasaval a mérési hullamhosszon
(670 nm) a kornyezeti koriilmények (példaul a hdmérséklet és a paratartalom) lasst valtozasa

okozta jelszint-elhangolodast kompenzalni lehetett a mérés (par perces) idGtartamara.
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3.2.2. Mérési eredmények

A mérdkarokhoz tartozd csatorndkon elészor a tliskefehérje S1 alegységét két kiillonbozo
koncentracioban tartalmazoé kalibraciés mintaoldatokat (2 és 20 pg/ml 0,1%-0s BSA-RH
pufferben) aramoltattam at, mikézben — az interferométer optikai kimenetéhez illesztett
egymodusu optikai szalon keresztiil — regisztraltam a fehérjeadszorpcio hatasara bekovetkezo
fényintenzitas-valtozast. Ezt kdvetden a célfehérjének a két biologiai gatrendszer-modellen
elvégzett permeabilitas-vizsgalataibol szarmazo folyadékmintdkkal végeztem el a fentiekhez
hasonld méréseket. Ezek soran a modellrendszerek tenyészt6betéteinek porézus membranja
membran alatti részbe, a gatrendszereken atjutott tiiskefehérjék szuszpenzioit vizsgaltam.
Ezenkiviil kontrollmintdkkal is végeztem kisérleteket. Igy pl. a tiiskefehérje nélkiili
modellekbdl szarmazott a negativ kontroll, a pozitiv kontrollt pedig sejtmentes modellekben a
fels6 részbe juttatott tiiskefehérje-torzsoldatbol — az elvalasztd pordzus membranon keresztiil —
az also részbe atjutott tiiskefehérjéket tartalmazo minta jelentette.

A fehérjementes, negativ kontroll minta — a vartnak megfeleléen — kozel nulla hattérjelet
eredményezett, mivel nem okozott jelentés valtozast a kimeneti intenzitasban. Ezzel szemben,
a pozitiv kontrollnal magas csucsamplitidok mutatkoztak, amelyek kozel azonosnak
bizonyultak a toményebb (20 pg/ml) kalibracioés minta jelével. A két gatmodellbdl szarmazo
c¢loldatok ennél joval alacsonyabb — €s egymastdl is eltérd — becsiilt fehérjekoncentraciokat
mutattak. A BBB modellen a bioszenzor jele megkdzelitden megegyezett a 2 pg/ml-es kalibrald
oldat jelével. Mindekozben a Caco-2 sejtek esetében ennél alacsonyabb volt a jelszint. A
kalibraciés mintak jelei alapjan az utdbbihoz tartozo koncentracidértéket is sikeriilt
megbecsiilniink, ami koriilbeliil 0,5 ug/ml-nek adodott. Az S1 tiiskefehérje-alegység megfigyelt
csokkent atjutdsa a Caco-2 sejtmodell esetében valdsziniileg eltérd atjutasi utvonalaknak
tulajdonithato az epitélsejtekben.

Ezeket az eredményeket ugyanezen mintakkal végzett ELISA-tesztek is igazoltak, tehat
kijelenthetd, hogy a jelolésmentes, specifikus és érzékeny, mindossze néhany perces mérési
idével megvalosithatd bioszenzoros mérés megbizhatéan kimutatta a tiiskefehérje
gatrendszeren val6 athaladasat. Tovabba, ez az I0 MZI bioszenzor eredendden hordozhatd és
koltséghatékony modon eldallithatd, ami szintén eldsegiti POC vizsgélati eszkdzként vald

alkalmazhatosagat a virus korai, hatékony kimutatasara.
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4. Osszefoglalas

PhD-munkam els6 részében egy integralt elektro-optikai bioszenzort terveztem, készitettem
el, illetve alkalmaztam képanalizis-alapt, jelolésmentes és gyors baktérium-detektalasra. A
szenzor milkodési elvét é16, nem virulens E. coli baktériumok érzékelésével demonstraltam,
azok szuszpenzi6ibol. Az érzékelési koncepcid alapjaul dielektroforetikus sejtgytijtés, majd
hullamvezeto-feliilleten torténd evaneszcens-tér érzékelés szolgalt. A sejtgyljtéshez
alkalmazott valtakozo6 elektromos tér, illetve a mérdoldat paramétereit optimalizaltam. Az
elektromos tér be- illetve Kikapcsolasa mellett rogzitett szorasi mintazatok képfeldolgozasi
elemzése segitségével kvantitativ detektalast sikeriilt megvalositanom. A modszer nem igényli
az egyedi sejtek megfigyeléséhez sziikséges képfelbontdst, 1évén, hogy a hatékony
képfeldolgozashoz a szorasi mintazatok kiilonb6zoségei szolgalnak alapul. Megmutattam, hogy
megbizhat6 képfeldolgozasi eredmények kaphatok egy olcsd webkamerahoz hasonld nagyitasu
objektivvel (x4,7), ami alatamasztja az eszk6z koltséghatékony megvaldsitasat. A kisérleti
modszer érzékenysége 10?2 CFU/ml kimutatasi hatarral jellemezhetd, amely relevans érték
egyes korokozok testfolyadékokban (pl. vizeletben) fellépé koncentracidja szempontjabol.
Ezenkiviil, a 10 percig tartd — sejtgyiijtést is magaban foglalé — mérési idé gyorsnak tekinthetd,
ami rovidebb, mint a hagyomanyos PCR vagy ELISA laboratoriumi technikak elvégzéséhez
sziikséges id6. Jollehet, a bioszenzorral féként a baktériumok nemspecifikus detektalasat
valositottam meg, azonban a dielektroforetikus sejtgylijtés altal, tobb vizsgalattal bizonyitani
tudtam a méretszelektiv érzékelés megvalosithatosagat. A bioszenzor hullamvezet6-feliiletének
funkcionalizalasaval pedig specifikus detektalas is elérhetd lehet, és a képelemzési eljaras is
tovabbi fejlesztési lehetdségeket biztosit.

Az alkalmazott bioszenzor és annak detektalasi modszere tehat igéretesnek mutatkozik az
érz¢kenység, az alacsony eldallitdsi koltség €s a gyors kimutatdsi folyamat tekintetében.
Mindezek pedig hozzajarulhatnak ahhoz, hogy egy hasonlo elven mitk6dé eszkoz a jovében
diagnosztikai tesztként alkalmazhat6 lehessen.

Az integralt optikai struktarak madsik alkalmazéasaként egy Mach-Zehnder interferométer
alapti bioszenzort készitettem, amelyet a SARS-CoV-2 koronavirus feliileti tiiskefehérje S1
alegységének gatrendszereken vald atjutdsi képességének kimutatdsdra hasznaltam fel. A
folyamat modellezéséhez két — a koronavirusfertézésnek erésen kitett — emberi szerv, az agy és
a bél in vitro biolégiai gatrendszerét valasztottam ki. Igy a tiiskefehérje-fragmentum vér-agy
gat, illetve bélepitél sejtkultura-rendszercken keresztiil torténé atjutasa keriilt kisérleteim

fokuszaba. Az alkalmazott permeabilitasvizsgalatok soran a gatrendszer-modelleken atjutd S1
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fehérjét tartalmazo folyadékokkal végeztem el a bioszenzoros méréseket. Az eszkozzel igy a
gatrendszereken atjutott fehérje mennyiségének érzékeny, specifikus és gyors kvantitativ
kimutatasat valositottam meg. Az interferométer optimalis miikdodéséhez, érzékenységének
fenntartasahoz termo-optikai munkapont-beallitast végeztem. A mérésekkel pontosan
meghatarozhaté volt a gatrendszereken atjutott S1 fehérje mennyisége. Tovabba az is
megallapithaté volt, hogy az S1 fehérje a kétféle gaton eltéré mennyiségben tudott atjutni. A
bioszenzorral végzett kisérleteim eredményei Gsszhangban voltak a parhuzamosan elvégzett
hagyomanyos immunologiai tesztek (ELISA) eredményeivel. Az integralt optikai Mach-
Zehnder interferométer bioszenzorral végzett kisérletek alapjan tehat bebizonyosodott, hogy ez
az érzékelési megkozelités alkalmazhatd hasonld orvosi diagnosztikai célokra, igy a SARS-

CoV-2 emberi szervezetre gyakorolt karos hatdsainak vizsgalatdhoz is hozzéjarulhat.



