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Bevezetés

Napjainkban egyre nagyobb igény mutatkozik komplex, mikrométer alatti részletekkel biro
3D funkcionalizalt mikroeszk6zOkre szamos bioldgiai mikro- ¢és nanotechnoldogids
alkalmazasban. Ezek anyagi mindségétdl fiiggden kiilonb6zé mddszerek 1éteznek arra, hogy
feliiletiilket egyszerli kémiai csoportokbol, bioldgiai makromolekuldkbol vagy szervetlen
nanorészecskékbdl (NanoParticle, NP) 4all6 funkciondlis réteggel bevonjunk. A
legmodernebb mikrotechnolégiai eljarasokkal mikrométeres szerkezetek mar viszonylag
egyszerlien készithetok. A fényérzékeny anyagok litografids eljarassal valé megmunkaélasa
intenziven kutatott teriilet, 1évén a megvilagitas a viszonylag egyszerlien -elérhetd
elektroméagneses sugarzassal torténik. A kétfotonos polimerizacié (Two-Photon
Polymerization, TPP) is ezek koz¢é sorolhatdé modszer, ahol a fény-anyag kdlcsonhatas
nemlinedris jellege miatt a szerkezetek alkotdelemeinek mérete joval a mikrométer ald
csOkkenthetd. Munkdm sordn kétfotonos polimerizacidval készitett 3D mikroszerkezetek
funkcionalizalasat és biologiai alkalmazasuk lehetdségeit tanulmanyozom.

TPP-vel készitett 3D mikroeszkdozok optikai csipeszt alkalmazod rendszerekben is
hasznalhatok biologiai kisérletekhez, pl. fehérjék, DNS vagy egyedi sejtek nagy pontossagu,
lokalizalt manipulacidjara, vizsgalatara. A  szerkezetek hatékony hasznalatdhoz
elengedhetetlen azonban azok feliiletének funkcionalizdlasa. Dolgozatomban TPP
mikroeszkdzoknek fehérjével és fém nanorészecskékkel torténd, amin csoportokkal
rendelkez6 kotdmolekuldkon alapuld bevondsat mutatom be. A szerkezetek fehérjével valo
alkalmazasuk volt, mig a nanorészecskékkel vald bevonassal fém-erdsitett fluoreszcencia

megfigyelést valositottunk meg. Dolgozatomban mindkét alkalmazasra mutatok példékat.

Az értekezés célkituzeései

Munkdm célja az volt, hogy az SU-8 fotopolimerbdl, TPP-vel készitett mikroszerkezeteket,
feliiletiik funkcionalizaldsdval alkalmassa tegyem olyan biologiai mérésekben valo
hasznalatra, mint pl. fém-erdsitett fluoreszcencia vagy kozvetett sejtmanipulacié. Ehhez a

kovetkezo célokat tiiztem ki:



a)

TPP-vel készitett 3D mikroszerkezetek szildn-alapti funkcionalizaldsa sztreptavidin

fehérjével és arany nanorészecskékkel.

e A bevondsi eljards egyes paraméterei hatdsdnak vizsgéalata az SU-8 szerkezetek

b)

mindségére, geometridjara ¢és feliileti morfologiajara.

Biotinnak az SU-8 feliiletekhez valdo kovalens rogzitésével hatékony biotin-
sztreptavidin kotéseket hozni 1étre a mikroszerkezetek feliiletén.

Arany nanorészecskékkel bevonni a polimer szerkezetek feliiletét kontrollalhatod
feliileti stiriség mellett.

Arany nanorészecskékkel funkcionalizalt, polimerizalt 3D mikroszerkezetekkel elért

fluoreszcencia erosités.

c)

Annak meghatarozdsa, hogy a bevont polimer szerkezetekkel milyen mértéki
lokalizacioval valosithaté meg fluoreszcencia erdsités.

A nanorészecskék feliileti slirlisége hatasdinak meghatdrozasa az erdsités mértékére.
Az erbsités megvaldsithatdsaga egy altalanosabb, dontott geometriai elrendezésben.
Az erdsités mértékének meghatarozasa kiilonb6z6 gerjeszté hulldimhosszak mellett.

Az erdsités eredetének vizsgalata.

El3 egyedi sejtek indirekt optikai manipulacidja fehérjével bevont, polimerizalt 3D

mikroszerkezetekkel.

Egyedi sejtek hatékony rogzitése komplex 3D mikroszerkezeteken biotin-sztreptavidin
kotés segitségével.
Egyszeri manipulacids miiveletek demonstraldsa a bevont mikroeszkozzel, pl. egyedi

sejt transzlacidja a mintatérben.

Anyagok és modszerek

. SU-8 rétegek készitése UV litografiaval és mikroszerkezetek készitése kétfotonos

polimerizacioval

2-3 um vastag SU-8 rétegeket készitettem UV litografias levilagitd késziilekkel (365 nm-es

vonal). A rétegeket vagy maszk nélkiil, vagy 1, vagy 4 mm atmérdjii maszkon keresztiil

vilagitottam meg. A TPP szerkezetek egy Zeiss Axiovert 40 CFL mikroszkdp koré épitett
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polimerizalo rendszerrel késziiltek, a fényforrds egy 100 fs impulzushosszl szallézer volt
(A=785 nm, Menlo C-Fiber A). Valamennyi kisérlethez olyan szerkezeteket készitettiink,
melyek mérete minden iranyban 20 pm-nél kisebb volt. A fehérje bevondsos kisérletekhez
téglatesteket, spiralokat és optikai csipeszhez haszndlhatdé komplex mikroeszkozoket (OT
mikroeszkdz) polimerizaltunk. A fém-erdsitett fluoreszcencia mérésekhez erdsitd
szerkezeteket készitettiink: egyenes ¢és gorbiilt sima lapokbdl allokat és olyanokat,
melyeknek 2 vagy 4 tiiskéje volt. A sejtek indirekt csapdézéasadhoz ellipszoidokat, kereszteket
¢s OT mikroeszkozoket készitettiink.

2. SU-8 funkcionalizalasa fehérjével
Célom fehérjék specifikus (biotinnal) és nem specifikus (glutdraldehiddel) hozzakotése volt a
polimer szerkezetekhez. Az eljaras sordn eldszor a feliileti epoxi gytiriik felnyitasaval -OH
csoportokat hoztam Iétre, majd megfeleld6 molekula hozzakdtésével -NH, csoportokat
alakitottam ki, ezutdn pedig a mintat biotinal6 reagensben vagy glutaraldehiddel inkubaltam.
Minden egyes 1€pés utdn megvizsgaltam a létrejott feliilet sztreptavidin kotd képességét.
Szilan-alapu kotomolekulaval létrehozott sztreptavidin (STA) réteg
A polimerizalt SU-8 szerkezeteket el6szor 1 M salétromsav és 0.1 M CAN (cérium
ammonium nitrat) keverékével kezeltem. Ezutdn 2% APTES (3-Aminopropil trietoxiszilan)
alkoholos oldatdban inkubéltam, mely sordn feliileti amin csoportok jottek l1étre, melyekhez
aztan biotint kotdttem sulfo-NHS Biotin vizes oldataban (1 mg/mL) vald inkubaldssal. A
sztreptavidint annak 10-100 nM-os vizes oldataban val6 kezeléssel kotottem a feliilethez.
PEG-alapu kotomolekulaval létrehozott fehérje réteg
Az eljaras az el6zéekhez hasonloan a minta savas kezelésével kezdddik. Ezutan PEG-diamin
15 mM metanolos oldatabol 10 pL-t cseppentettem a mintara majd hagytam az oldoszert
elparologni. A mintat tovabbi 20 percig inkubdaltam szobahdmérsékleten, majd desztillalt
vizzel lemostam ¢és megszaritottam. A specifikus fehérje kotés kialakitdsdhoz biotint
kotottem a feliiletre sulfo-NHS Biotin vizes oldatdban (1 mg/mL) valdé inkubélassal. Végiil
desztillalt vizzel lemostam, a sztreptavidint annak 10 vagy 100 nM-os vizes oldataban valo
kezeléssel kotottem a feliilethez, ismét lemostam ¢és PBS-ben taroltam tovabbi

felhasznalashoz. A nem-specifikus bevonashoz a PEG-gel kezelt mintat 2.5%-o0s
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glutaraldehidben inkubaltam, majd pedig vagy sztreptavidin (10 nM) vagy IgG antitest (7
nM) vizes oldataban.

Szilan és PEG-alapu kotomolekulaval létrehozott arany nanorészecske réteg

Arany nanorészecskéket készitettem citrat redukcidé modszerével. Az elkésziilt
nanorészecskék atmérdje 80 nm, 41 nm, 24 nm és 16 nm volt, amit transzmisszios
elektronmikroszkopidval ellendriztiink; az szuszpenzidk abszorpciés maximumai 545 nm,
530 nm, 525 nm és 519 nm-nél voltak.

Amikor szilan-alapti kotdmolekuldkat hasznaltunk, az APTES kezelés a fentiekhez
hasonldan tortént, de a szilannal kezelt réteget 120°C-on tartottuk 10 percig. A mintat ezutan
inkubaltuk az nanorészecske szuszpenzidban szobahdmérsékleten 5, 20 vagy 60 percig, majd
vizzel lemostuk. A NP réteg meglétét és allapotat péasztazd elektronmikroszkdpiaval és
lathatd hulldmhossza spektroszkopidval ellendriztiik.

A fém-erdsitett fluoreszcencia mérésekhez az erdsité szerkezeteket a nanorészecske
inkubacio elott APTES és PEG-diamin kotomolekulakkal kezeltem, a fent bemutatottak
szerint. A tiiskékkel rendelkezd erdsitd szerkezeteket mindig PEG-diaminnal kezeltem és 60
percig inkubaltam a 80 nm-es nanorészecskéket tartalmazo szuszpenzidban. A sima felszinii
er6sitd szerkezeteket vagy APTES-sel kezeltem ¢és 80 nm-es aranyat tartalmazo
szuszpenzidban inkubdltam 10 és 30 percig, vagy PEG-diaminnal kezeltem, miutan 5, 10, 20
vagy 30 percig vagy 6 oran keresztiil inkubaltam a 80 nm-es szuszpenzidban. Készitettem
sima feliiletli erdsitd szerkezeteket 16 nm és 41 nm atmérdjii nanorészecske bevonattal is. A
bevont erdsitd szerkezeteket végiil egy mikrofluidikai csatornaba helyeztiik, melynek alsé

feliilete fluoreszcens sztreptavidinnel bevont liveglemez volt.

3. Az SU-8 feliiletek jellemzése
Az SU-8 szerkezetek mindségét, geometridjat és feliileti morfologiajat kontaktszog méréssel,
FTIR-rel, AFM-mel, SEM-mel és optikai mikroszkopiaval vizsgaltam. A polimerizalds utan
megmaradt epoxi csoportok relativ mennyiségét IR spektroszkdpidval vizsgaltam; ehhez az
UV polimerizalt rétegek és a TPP-vel készitett szerkezetek spektrumaiban a 914 cm™-es
savokat hasonlitottam Gssze, miutan a spektrumokat az 1608 cm™ sav segitségével

normaltam.



Az SU-8 rétegek savas kezelésének hatdsait két szempont alapjan tanulmanyoztam: elészor,
a feliileti —OH csoportok jelenlétét kontakt sz6g méréssel vizsgaltam, azok feliileti stirliségét
pedig a toluidin-kék modszerrel mértem. Masodszor, a savas kezelésnek a TPP szerkezetek
mikrométer alatti részleteire kifejtett roncsold hatasat vékony teszt-oszlopokon vizsgaltam.
Ennek soran ugyanazokat az oszlopokat figyeltem meg 30 perces, 2 0rds €s 4 Ords savas
kezelés elott és azt kdvetden.

atomeréd mikroszkopiaval vizsgaltam (AFM, Asylum MFP-3D); a mintdkat feliileti
érdességiik (roughness) alapjan hasonlitottam Ossze.

Az SU-8 bevonatat képezd fehérjeréteg feliileti siiriségét egy, az egylittmiikodo partner 4ltal
kifejlesztett, epi-fluoreszcens mikroszkopra épitett egymolekula szkenner berendezéssel
vizsgaltam. A feliileten 1év6, DyLight650 és Alexa 568 festékekkel konjugélt sztreptavidint
Kr'" 1ézerrel (647 nm) és Ar' lézerrel (514 nm) vilgitottam meg; az emittalt fluoreszcenciat
egy 100x-as olaj immerzios objektiv segitségével egy CCD kamerdval figyeltem meg

(NTE/CCD-1340/100-EMB, Roper Scientific).

4. Fluoreszcencia erosités mérése
A nanorészecskékkel bevont, sik erdsitd szerkezetek extinkcios spektrumat az egyiittmiik6do
partneriink 4ltal fejlesztett, Olympus BX43 mikroszkdpra épitett mikrospektroszkdpias
elrendezéssel mértem, melyen a detektor egy QE6500 (Ocean Optics) spektrométer volt.
A fluoreszcencia erdsités €s reflektancia méréseket egy invertalt 1ézeres konfokalis pasztazo
mikroszkdpon végeztem (Olympus Fluoview FV 1000), amelyen egy Olympus LUMPLFL
60X W (NA=0.9) és egy 10x (NA=0.4) objektivet hasznaltam.

5. Sejtek indirekt optikai csapdazasa
Ezekben a kisérletekben a TPP mikroeszkozoket PEG-diamin kotdmolekuldval és biotinnal
rogzitett sztreptavidinnel vontam be, ahogy azt kordbban leirtam. K562 sejtvonalat
hasznéaltam, a sejtek membranjat pedig a kisérletek el6tt biotindltam (1 mg/mL sulfo-NHS
biotin HEPES oldata, 20 perc inkubalas). Egy holografikus optikai csipesz elrendezéssel

végeztem a kisérleteket, amit egy Zeiss Axio Observer Al invertalt mikroszkodpra épitettiink,



aminek a fényforrasa egy folytonos lizemi szallézer volt (IPG-YLM-10, IPG Photonics), a
nyaldbosztast pedig egy SLM végezte (PLUTO NIR, Holoeye). A sejtek és a
mikroszerkezetek kozotti  kapcsolat hatékonysdganak vizsgalatdhoz tesztméréseket
végeztem, melynek soran a csapdazott kereszt vagy ellipszoid alakl szerkezeteket legfeljebb
2 masodpercig a sejtekhez érintettilk, majd feljegyeztiik, hogy Osszetapadtak-e. Tovabba
négy gombszerli fogantytival ellatott komplex szerkezetekkel is manipuldltunk egyedi
sejteket. A szerkezetek sik részéhez kotottik a sejteket €s ily mdédon mozgattuk azokat a
mintatérben mindhdrom tengely mentén. Ismereteink szerint ez az els6 demonstracioja
annak, hogy egy kétfotonos polimerizacioval készitett, specifikus bevonattal ellatott komplex

3D objektummal, optikai csipesz segitségével €16 sejtet mozgattak volna.

Eredmények és targyalas

1. SU-8 feliileti funkcionalizalas jellemzése

Az SU-8 rétegben maradt epoxi csoportok mennyiségének osszehasonlitasa

Az UV fénnyel és a TPP-vel polimerizalt SU-8 szerkezetekben maradt epoxi csoportok
mennyiségét FTIR spektroszkdpia segitségével hasonlitottuk Ossze; ahhoz, hogy az UV-
polimerizalt rétegeket megbizhatd modellként tudjuk hasznélni, a két rendszerben ennek
hasonlonak kell lennie. Az UV-polimerizalt rétegekben az UV dozist 170 és 16320 mJ/cm®
kozott valtoztattam. A polimerizalt mintdkon mért spektrumok 914 cm'—es savjanak
integraljat hasonlitottam 0ssze a meg nem vilagitott SU-8 réteg azonos savjaval. A kapott
arany érték a TPP szerkezetekre 0.446 volt, a 170 mJ/cm® dozissal UV-polimerizalt mintaé
0.464, az 510 mJ/cm® dozisu mintaé pedig 0.318. A 170 mJ/ecm® dozissal kezelt mintak
meglehetsen sériilékenyek voltak, ezért a TPP feliiletek modelljeként a 340 mJ/cm® dézissal

készitett rétegeket hasznaltam.

2. A savas kezelés hatasai
Az SU-8 feliiletén megjelend —OH csoportok azt az eredetinél hidrofilabba teszik, amit
kontakt szog méréssel ellendriztiink: az eredetileg 82°—o0s kontakt sz6g 42°-ra csokkent 2 6ra

savas kezelés utdn. A feliileti hidroxil csoportok mennyiségét toluidin kék reakcioval
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vizsgaltam, és azt lattam, hogy tobb mint 10-szeresére, 0.39x107-r61 3.89x107
molekula/cm®—re emelkedett a savas kezelés hatasara.

mikroszerkezetek geometriai egységére pedig optikai mikroszkopiaval vizsgaltuk az erre a
célra készitett mikrométernél vékonyabb oszlopokon. Az AFM gyakorlatilag valtozatlan
morfologiat regisztralt: a kezeletlen SU-8 durvasdga 2.6 nm, a 30 percig savval kezelté 1.8
nm, a sztreptavidinnel bevonté pedig 2.5 nm. Ez azt jelenti, hogy a savas kezelés utdni
fehérje vagy nanorészecske kezelést az eredetivel gyakorlatilag megegyezd simasagu
feliileten lehet elvégezni. Az optikai mikroszkdpia szerint a 30 perces savas kezelés a
mikrométernél vékonyabb szerkezeti elemeket véltozatlanul hagyta, 2 6ras kezelés utdn mar

elvéltozéasokat lehet rajtuk latni, 4 6ras kezelés pedig eltavolitja ket a szubsztratrol.

3. Az SU-8 rétegen lévo fehérje mennyiségének meghatarozasa
Szilan kotomolekulaval elért sztreptavidin bevonds
Az egyes bevonasi 1épések utan elvégzett fehérjebevonas az 6sszes 1€pés elvégzésével kapott
feliileten eredményezte a legnagyobb fehérje stiriséget: ekkor 4544 + 520 fehérje/um?
stiriiséget kapunk az UV polimerizalt rétegeken és 8156 + 1496 fehérje/um? stiriiséget a TPP
szerkezeteken; ez 1-2.5 nagysagrenddel nagyobb, mint azokban az esetekben, amikor
valamelyik 1épést kihagyom. Ezek a szdmok kb. 20%-os feliileti boritottsagot jelentenek az
UV polimerizalt rétegeken és kb. 35%-ot a TPP szerkezeteken. Az UV polimerizalt
rétegeken ¢és a TPP szerkezeteken mért viszonylag kis eltérés utdlag igazolja a modell
rendszer helyes megvalasztasat. Az eljarast sikeresen demonstraltuk mikroméretii spirdl és
optikai csipesz szerkezetek bevonasaval.
PEG-alapu kotomolekulaval elért sztreptavidin bevonds
A PEG kotémolekulan alapuld eljardsok Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a legnagyobb
feliileti fehérjestirliség a biotinnal specifikusan 1étrehozott sztreptavidin bevonassal érhetd el,
ami kb. 1.6x10° fehérje/um® volt. Ez nagysagrendekkel nagyobb, mint a tdbbi, biotint
hasznal6 bevonat, és kb. 20-szor nagyobb, mint a glutdraldehiden alapul6 bevonds. A biotint

hasznaldé bevonas esetében nem volt szdmottevd kiilonbség az UV-vel és a TPP-vel



polimerizalt rétegek kozott, de a glutdraldehiden alapuld bevonds esetében a TPP-vel
készitett szerkezetekre kb. 5-szor tobb sztreptavidin tapadt ki.
A glutaraldehiden alapuld bevondst Alexa 568 fluoroférral konjugalt IgG antitesttel is
elvégeztiik a sztreptavidin mellett. Azt figyeltilk meg, hogy a teljesen kezelt feliiletekre tobb,
mint 20-szot tobb fehérje tapad ki, mint a nem kezelt SU-8-ra.

4. Nanorészecskékkel bevont SU-8 rétegek és mikroszerkezetek jellemzése
Atlagosan 24 nm &tmérdjii arany nanorészecskéket kotottink APTES kotémolekuldval SU-8
feliiletére. A SEM felvételek szerint a kezelés nélkiil atlagosan 4 NP jelent meg 1 pum?®
teriileten, de azt elvégezve 446+25 NP/um” feliileti stirliséget értiink el. A nanorészecskék
mennyisége novekedett az inkubdcids idével, ami megmutatkozott a szaraz, bevont
rétegeken mért abszorpcids spektrum 530 nm-nél latott sdvja amplitiddjanak
novekedésében. A spektrumban 600 nm felett nem volt lathatd sdv, ami az aggregalt
nanorészecskék hianyara utal.

Nagyobb feliileti stirtiségii részecske bevonathoz PEG-diamin kétdmolekulat hasznaltunk. A
nanorészecske rétegek lathatdé extinkcidos spektruménak, feliileti slrtiségének ¢és
reflektancidjanak méréséhez kiilonbozéképpen bevont TPP mikroszerkezeteket hasznaltunk.
A 80 nm-es nanorészecskékkel bevont feliiltek extinkcids spektruma erdteljes sdvot mutatott
550 nm koriil, a részecskék plazmonikus frekvencidjanal, valamint egy szélesebb savot 650
nm felett. A nanorészecskék sirtisége kb. 47 NP/um? értéktd] ndvekedett kb.120 NP/um*ig.
A megfeleld erdstd szerkezetek tiiske része is nagy stirliséggel volt nanorészecskével
bevonva, €és a cstics gorbiileti sugara igy kb. 350 nm lett. A szerkezetek reflektancidja a

nanorészecskék siirliségével novekedett: 6.6%-161 26.7%-ra valtozott.

5. Funkcionalizalt TPP szerkezetek alkalmazasa
Fluoreszcencia erosités
Fluoreszcens sztreptavidin rétegeken, arany nanorészecskékkel bevont TPP szerkezetek
tiiskéje altal megvaldsitott fluoreszcencia erdsités egyértelmiien csak azokra a teriiletekre
korlatozddott, ahol a szerkezetek hegye a réteghez ér. Az erdsités mértéke 2.5 és 4 kozott

valtozott, atlagosan 3.16 + 0.46 volt, és 1 pm*-nél kisebb teriileteken jelentkezett.



Az erdsitést lapos erdsitd eszkozokkel nagy feliileteken is megfigyeltiik. Az erdsités mértéke
5.05+0.58 volt a legnagyobb feliileti stirliségli szerkezetekkel és 2.3+0.2 a legkisebbekkel. A
megvalositott teljes nanorészecske siirliség tartomanyt tekintve az erdsités mértéke a
nanorészecske extinkcids spektruménak 633 nm-nél (a fluoreszcencia gerjesztés
hullamhossza) kapott amplitidojaval novekedett, egy telitési gorbét adva ki. A megfigyelt
fluoreszcencia minden esetben egy erds inteznitds mintdzatot mutatott. Ezt a jelenséget a
fluoreszcens fehérje és a nanorészecske réteg kozti tavolsadg valtozasanak tulajdonitottuk.
Tanulmanyoztuk tovabba a fluoreszcencia erdsitést a legnagyobb feliileti siirliséggel bevont
erdsitd szerkezetekkel két olyan esetben is, amikor a minta meg volt dontve. Az elsében a
fluoreszcens réteg merdleges volt az optikai tengelyre, és olyan szerkezetet hasznaltunk, ami
15°-0s szoget zar be vele. Ekkor minden szerkezet oly modon erdsitette a fluoreszcenciat,
ami egy intenziv, parhuzamos csikrendszert eredményezett, ahol a csikok atlagos tavolsaga
990+67 nm volt. A masodik esetben a fluoreszcens réteg €s az erdsitdk felillete parhuzamos
volt, egymassal érintkeztek, de mindketté meg volt dontve az eredeti helyzethez képest 30°-
kal. Ebben az esetben nem figyeltem meg csikrendszert és az erdsités az eredeti szogben
megfigyelthez képest valamelyest kisebb volt. Az erdsitést kisebb atmérdji
nanorészecskékkel is megvalositottam: az intenzitds eloszlas a nagy részecskékkel elérthez
hasonlo6 periodikus jelleget mutat, az értéke pedig a 16 nm-es részecskéknél 3.23+0.38, a 41
nm-eseknél pedig 4+0.46.

A fluoreszcencia erosités eredete

A megfigyelt fluoreszcencia erdsités térbeli mintdzatot mutatott. A gorbiilt feliiletli erdsitd
szerkezeteknél a maximum a szerkezet kozepe alatt volt megfigyelhetd, a masodik maximum
pedig lateralis irdnyban kb. 5 pm-re helyezkedett el. A nanorészecske ¢és fluorofor rétegek
tavolsaga itt kb. 250 nm az erdsités pedig kb. 3-4-szeres. A megdontitt erdsitdk esetében a
periodikus intenzitds vonalak ott is megfigyelhetdk, ahol ez a tavolsdg tobb mikrométer.
Réaadésul a mintizat s6tétebb tartomanyaiban az intenzitds sok esetben a hattérénél kisebb.
Ezért véleményem szerint az erdsités elsésorban allohullamok kialakuldsdval magyardzhato.
Az elrendezésiinkben az allohullamok az erdsito szerkezetek also, reflektald feliiletérol vald
visszaverddés miatt jonnek 1étre. A 633 nm-nél mért reflektancia értékekbdl (6.6% ¢és 26.7%

kozott) kiszamolhatd, hogy az interferencia maximumokban a gerjesztd nyaldb intenzitas



novekedése varhatéan 1.58-2.3-szoros. A megfigyelt 2.3-5-sz0rds erdsités azonban nem
magyarazhatd csak a gerjesztd nyaldb visszaverddése 4altali intenzitas-novekedéssel.
Feltehetd, és ez egybevag a szakirodalommal, hogy az emittdlt fény is visszaverddik és
interferencia maximumokat hoz létre. Ez azt jelenti, hogy a megfigyelt erdsités a gerjesztd
nyaldb és az emittalt fény onmagukkal 1étrejovo interferencidja éltal 4ll eld. Nem zarhatjuk ki
azonban a plazmonikus erdsités meglétét azokban a régidokban, ahol a nanorészecske réteg

megfeleld kozelségbe (10-30 nm) kertil a feliileti fluoroférokkal.

6. Indirekt sejtmanipulacio
Sejtek és TPP szerkezetek kotésének hatékonysdaga
Ahhoz, hogy a TPP szerkezetekkel hatékonyan megvalosithassuk az egyedi sejtek indirekt
manipuldalasat, kozottiikk erds kotések gyors €s reprodukalhatod 1étrejotte sziikséges. Ennek
ellendrzéséhez végeztliink kapcsolodasi teszteket biotinnal bevont K562 sejtekkel és
sztreptavidinnel bevont mikroszerkezetekkel. A célsejtek vagy szabadon lebegtek vagy a
feliilethez voltak kotve. A 1étrejové kapcsolat sikerességét kiilonbozé bevonat-
kombinéaciokkal ellendriztiik. A biotinalt sejtek a sztreptavidinnel bevont kereszt alaka
szerkezetekhez az esetek 88.4%-dban, mig az ellipszoidokhoz az esetek 97.5%-4ban
kapcsolodtak sikeresen; amikor a sejtek nem voltak biotindlva, ez a szam 30%-ra esett,
mutatva a sztreptavidin nem elhanyagolhat6 kotddési képességét a sejtmembranhoz. A mikor
a TPP szerkezeteket nem vontam be sztreptavidinnel, a kapcsolodas valdszintisége 10% ala
esett.
Sejtek indirekt manipuldcioja
A TPP szerkezeteknek egyedi sejtek indirekt manipulacidjaban vald sikeres
alkalmazhat6saganak bemutatdsdhoz olyan komplex szerkezetet készitettiink, amit egy
tobbcsapdas optikai csipesz rendszerben lehet hasznélni. Az ilyen szerkezetek két {6 elénye
az, hogy a sejt és az intenziv csapdazd nyaldb kozotti tdvolsadg tobb mikrométer is lehet,
valamint lehetdséget nyujt hat szabadsidgi fokii mozgatdsra. Bemutattam, hogy ilyen
szerkezettel sikeresen lehet a hozzé rogzitett sejtet mozgatni a mintatérben a tér mindharom
iranyaba akar 10-20 um/s sebességgel anélkiil, hogy barmelyiket elveszitenénk. Ismereteink

szerint ez az elsd alkalom, hogy kétfotonos polimerizacioval készitett, specifikusan bevont,
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optikai csipesszel mozgatott komplex mikroszerkezetet hasznalnak egyedi €16 sejtek

mozgatasara.

Osszefoglalas

Munkdm betekintést enged SU-8-bol késziilt 3D mikrostruktardk kiillonbozo feliiletkezelési
modszereibe és az ilyen struktirdk lehetséges biologiai alkalmazasaiba.

Eldszor olyan, sztreptavidinnel és arany nanorészecskékkel vald bevonast mutattam be, ami
a feliilet savas, és az ezt kovetd aminoszilan kezelésén alapszik. A modszer biztonsagosan
alkalmazhatd barmely, tetszéleges alakil mikroszerkezeten, mivel a savas kezelés idejének
helyes megvalasztasa esetén nem sériil sem a szerkezetek mikrométer alatti részletekkel bird
geometrigja sem feliileti morfologiaja. A fehérjék feliileti stirliségének vizsgélataval kideriilt,
hogy a szerkezeteket 20-35%-os boritottsaggal lehet fehérjével bevonni, ami olyan optikai
csipesz kisérletekben valo alkalmazhatosagukat teszi lehetdvé, ahol a biotin-sztreptavidin
kotést sziikséges kihasznalni. Egyenletes eloszlasti arany nanorészecske réteget is el lehet
allitani a szerkezetek feliiletén a mddszerrel, ahol a feliileti stirliséget egyetlen paraméterrel,
az inkubécido idejével lehet valtoztatni. A nanorészecskék siirliségének kontrollalasa
kulcsfontossagu a szerkezetek olyan alkalmazéisaiban, mint pl. az optikai csipesz vagy a
feliilet-erdsitett Raman spektroszkdpia.

Maisodszor, demonstraltam, hogy a TPP mddszerével sikeresen lehet olyan mikroméreti,
tetszOleges alakt platformot eldallitani, amelyek fém nanorészecskékkel bevonva
fluoreszcencia erdsitésre haszndlhatok. Megmutattam, hogy az ilyen nanorészecskékkel
bevont mikroszerkezetekkel valoban lehetséges erdsitett fluoreszcencia detektalds. Az
erdsitést 1 pm>—nél kisebb teriiletre lehetett lokalizalni, és a mértéke nagyobb volt, mint 3. A
mikroszerkezetekkel nagy feliileteket alkalmazva akdr 6-szoros erdsitést is el lehet érni. Az
erésités a nagyobb feliileti silirliséggel bevont szerkezetek esetében volt a nagyobb.
Véleményem szerint az erdsités oka allohullamok 1étrejotte, ami akkor kdvetkezik be,
amikor a gerjesztett és az emittdlt fény a bevont szerkezetek reflektiv feliiletérdl
visszaverddik; a fluoroférhoz nagyon kozel 1évé nanorészecske rétegek esetében
plazmonikus erdsités is létrejohet. Polimer mikroszerkezeteknek erdsitd eszkozként vald

hasznalata lehetdvé teheti a jovOben az optikai csipesz altal segitett fluoreszcencia erdsitést.
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mikrogyongyokkel elérhetdé mozgatasoknal bonyolultabb manipuldciokat végre lehessen
hajtani, specialis alaka testeket kell polimerizélni. Tovdbba ahhoz, hogy a sejteket és a
szerkezeteket gyorsan ¢és stabilan Ossze lehessen kapcsolni, az utobbiak feliiletét
funkcionalizalni kell. Megmutattam, hogy PEG-diamin koétémolekulan alapul6 eljarassal az
aminoszildnos eljarashoz képest tizszer tobb fehérjét lehet a 3D mikroszerkezetekhez kotni.
Az igy bevont mikroszerkezetekhez kb. 90%-os hatékonysaggal kotottem a sejteket; az igy

bevont, optikailag csapdédzott szerkezetekkel azutdn sikeresen demonstraltam egyedi €16

s
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Jelen doktori értekezés nem jOhetett volna 1étre tobbek segitd kozremiikodése, igy
kiilonosen a Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kutatokdzpont Biofizikai
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végezzem a PhD kutatéi munkat. Halds vagyok a mindig iddszeri tamogatésaért és
utmutatasaért. Az ¢ segitsége, €s irdnyitasa nélkiil jelen doktori értekezés nem késziilhetett
volna el.

Szintén szeretném kifejezni mély haldmat kollégdim Vizsnyiczai Gaszton, Dr. Valkai
Sandor, Buzas Andrés és Dr. Szegletes Zsolt felé a felbecsiilhetetlen értékii egyeztetésekért
¢s tamogatasért. Haldval tartozom a technikai stab tagjainak is, igy Kissné Domonkos
Mirianak, Egri Izabelldnak és az adminisztrativ stab tagjainak, igy Hrk Anikonak, Verebes
Beatanak és Melczer Zs6fianak.

Elismeréssel tartozom a Bécsi Miiszaki Egyetem, Bécs, Alkalmazott Fizikai Intézetének, és
a Johannes Kepler Egyetem, Linz, Biofizikai Intézetének munkatarsai Prof. Schiitz GJ és Dr.
Jacak J felé az altaluk a protein slirliség szamszeriisités¢hez nyujtott segitségért. Szintén

halds vagyok a Szegedi Tudomanyegyetem, Asvanytani, Geokémiai és Kézettani
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Tanszékének, Szeged, munkatdrsanak, Dr. Schuber Félixnek a mikrospektroszkopidhoz

nyujtott segitségéért.

Szintén koszonom tagabb gyiilekezeti csalddomnak (Golgota), unokatestvéreimnek, ITC
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Jelen értekezést nem tudtam volna befejezni sziileim alland6 tdmogatdsa és a téliikk érkezd
egész ¢letemre, ¢s PhD munkdmra sz616 biztatds nélkiil. Jelen értekezést szivbdl ajanlom
nekik, és az én gondoskodo, szeretd, és tamogatd feleségemnek Dr. Joseph Mary Prathiba-
nak, akinek napi batoritdsa ¢és imai nélkiil nem tudtam volna a munkat befejezni. S végiil
ajanlom leanyomnak Nivedya Badri Aekbote-nak aki ) reményt és az 6romot hozott az

értekezés befejezéséhez.
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