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A palyazat elsédleges célkitiizése a szilardtest nanoporusok 0j analitikai alkalmazasainak vizsgalata
volt, amely a kovetkez6 1ényegi elemekbdl allt:

az egy- és tobbcsatornas nanoporusos membranok eldallitasa kiilonbdzé modszerekkel,

Uj szintetikus receptorok fejlesztése,

nanoporusok kémiai modositasa receptor molekulakkal,

kémialag modositott nanoporusok analitikai alkalmazasa,

kiilonbozo elektrokémiai €s optikai detektorok fejlesztése, amelyek alkalmasak a poruson
keresztiili ionfluxusok mérésére,

o (j érzékelési modok felfedezése és ezek elméleti értelmezése.

Emellett, célkitiizés volt, az NF OTKA palyazatok elvarasainak megfeleléen, egy tudomanyos
kutatocsoport, szellemi miihely kialakitasa a nanopdrusos érzékelés és tagabb értelemben a kémiai és
bioszenzorok teriiletén, amely nemzetkdzi szinten verseny- és palyazatképes. A zardjelentésben a
tudomanyos eredmények mellett ezeket az aspektusokat is roviden ismertetjiik.

A kutatasi stratégiank kovette a kutatasi tervet. A kutatasi tervnek megfeleléen feltérképeztiik a
nanoporusos érzékelés biztositotta lehetGségeket és ezek alapjan olyan érdekes felfedezéseket is
tettiink, amelyek elére nem voltak lathatok. Ezeket a felfedezéseket igyekeztiink értelemszertien
kiaknazni és igy a futamidd hosszabbitasokkal egyiitt a lezart kutatas nagyobb teriiletet fed le, mint
ahogy az eredetileg tervezve volt. A kutatas soran figyelembe vettiik ezen a rendkiviil kompetitiv
tertileten mas csoportok altal elért eredményeket és ez alapjan hangoltuk a prioritasi sorrendet.

Nem tortént eltérés a tervezettdl a résztvevo szeniorkutatok (Dr. Fiirjes Péter, Dr. Mészaros
Tamas) és a doktorandusz hallgatok személyében. Nagy hangsulyt fektettiink viszont tovabbi BSc,
MSec, illetve tovabbi doktorandusz hallgatok bevonasara a kutatisba. A palyazat idotartama alatt
kozvetlen témavezetésemmel 18 szakdolgozat, diplomamunka és TDK dolgozat, illetve 1 PhD
értékezés sziiletett. Tovabbi 3 doktori eljaras van jelenleg elinditva.

A beszerzett eszkozok esetében voltak eltérések a tervezetthez képest, ami az elézetesen tervezett
miiszerek mellett tovabbi miiszerek beszerzését jelentette. Ezekre minden esetben alapos indoklas
utan, a rendelkezésre allo kereten beliil, atcsoportositasi engedélyt kértiink és kaptunk a Kollégiumtol.
Az eltéréseket a kutatasi munka hatékonysaganak novelése indokolta, igy a tervezett egy
nagyérzékenységii elektrokémiai munkaallomas helyett Csoportunk jelentds béviilése két ilyen miiszer
beszerzését indokolta. Emellett a korabban nem betervezett mikrocseppentd rendszer segitségével a
bioreceptorok kdtddési tulajdonsagainak meghatarozasaban rendkiviili hatékonysag ndovekedést.

A tudomanymetrikus mutatokat tekintve az OTKA NF palyazat tamogatasaval az elmult 6t év
alatt 1 konyvfejezet és 28 cikk sziiletett, amelyek Osszesitett impakt faktorja 134,3. A palyazat
témakorében 20 elGadast tartottunk és 21 posztert mutattunk be nemzetkozi konferenciakon.
Legjelentdsebb eredményeinket a nanotudomany, anyagtudomany ¢és analitikai kémia legrangosabb
folyoirataiban kozoltik (Nano Letters (13,198"), Angewante Chemie (13,455), Advanced Materials
(13,877), Advanced Functional Materials (10,179), Chemical Communications (6,169), Analytical
Chemistry (5,856), FASEB J (5,712), stb.).

A kutatasi eredmények kedvezo fogadtatasat bizonyitja, hogy a peptid-nukleinsavakkal modositott
nanoporusok kvantitativ DNS meghatarozasara kidolgozott modszeriinkrdl a Nature Nanotechnology a
Research Highlights® rovatdban kozolt recenziot. Emellett tobb cikkiinkrdl sziiletett recenzio,
valasztottak VIP cikknek vagy keriilt a folyoirat feddlapjara.
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1. Nanopoérusok eldallitasa

A nanoporusos érzékelés 1ényege, hogy a nanoporusoknak rendkiviil kicsi a belso térfogatuk és ezért a
nanoporusokba bejutd komponensek, altaldban makromolekuldk hatékonyan megvaltoztathatjdk a
nanoporus belsejének fizikai-kémiai tulajdonsagat, pl. a torésmutatdjat vagy vezetOképességet. Ennek
alapfeltétele, hogy a detektdlandd komponens €s a nanopdrus hasonld mérettartomanyban legyen €s a
célvegylilet bejusson a porus érzékelési terébe. Az érzékelés soran legtobb esetben a nanoporusos
membran két oldatot valaszt el egymastol és altalanossagban megfeleld marker ionok atjarhatosaganak
valtozasan keresztiil detektaljuk a porusba tartozkod6 célkomponenst. A jelvaltozas mindenképpen
fligg a célkomponens tulajdonsagaitol, pl. méret, toltés, polaritas, de a szelektivitas biztositasanak
leghatékonyabb modja a porus szelektiv receptorokkal valdo modositasa. A detektalas érzékenysége
funkcionalitasatol is nagymértékben fiigg. Ennek megfeleléen a nanoporusok eléallitdsakor a porus
geometridjat és méretét az adott célvegyiiletre optimalni kell, illetve olyan eljarasok kidolgozasa
szlikséges, amely az 6sszes érdemi variaciot biztositani tudja.

Harom kiilonb6zé nanopodrusos platformot allitottunk eld és alkalmaztunk érzékelésre: véletlen
elrendezésti, nagy porus siiriiségli arany nanoporusos membranokat, kvarc nanopipettakat, illetve
fokuszalt ionnyalab marassal késziilt egy- ¢és tobb porusu membranokat (1. abra). Az utdbbi
nanoporusokat a Természettudomanyi Kutatokozpont Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetével
(MTA TTK MFA) szoros egyiittmiikodésben fejlesztettik ki Dr. Fiirjes Péterrel, a palyazatban
résztvevd szenior kutatoval. A kiilonb6z6 platformok alkalmazasaval biztositani tudtuk kb. 5 nm és 2
mikrométer kozott gyakorlatilag barmilyen atmér6jii nanoporust eléallitasat, valtozatos geometria és
porusstiriség mellett.

A kvarc nanopipettdkat mikroprocesszor kontrollalt l1ézeres kapillaris huzdval készitettiik,
amely modszer lehetéséget nyujtott egy-nanoporusos platformok rendkiviil koltséghatékony és gyors
eléallitasara. A nanopipettak gyakorlati alkalmazasa torékenységiik miatt nehézkes és ez vonatkozik
tovabbi kémiai modositasukra is. Ezért volt sziikség a nagy porussiiriiségli arany nanopdrusos
membranok eldallitasara és a végalkalmazast szemeldtt tartva, a konvencionalis szilicium alapt 3D
MEMS (mikro-elektromechanikai rendszerek) technologia, illetve nanofabrikacids eljarasok
otvozésével kontrollalt geometriajii nanopoérusok kialakitasara. Ugyanakkor a nanopipettak kivald
eszkdznek bizonyultak rektifikalasi és szamlalasi jelenségek értelmezésére. **

Az arany nanoporusos membranokat kereskedelmi forgalomba talalhatdé nyommaratott
polikarbonat membranok elektrodnélkiili arannyal vald bevonasaval allitottuk el6. A nyommaratott
membranok monodiszperz poérusai jo megkozelitéssel szabalyos henger alaktiak. Ezek a membranok
az eredeti ultrafiltraciés alkalmazasukbol kifolyolag nagy, akar 6 x 10° porus/em® pérussiiriiséggel
rendelkeznek. Az aranyréteget egy tobblépéses, altalunk optimalt eljarassal, nagyon kis sebességgel
(tipikusan kb. 10 nm/ 6ra) valasztottuk le. A nyommaratott nanopoérusok nominalis kiinduldsi
atméréjének (10, 30, 50, 80, 100 és 200 nm) és az arany levalasztasi idétartamanak megvalasztasaval a
porusok effektiv atmérdjét gyakorlatilag tetszOleges értékre tudtuk beallitani, amit gaz permeacios
eljarassal a Knudsen Osszefiiggés alapjan hataroztunk meg. Az arany bevonat sziikségességét az
indokolta, hogy a vastagsagaval pontosan be tudtuk allitani az effektiv porusatmérét masrészt az arany
kivalo lehetdséget ad a poérusok kémiai modositasara tiol ¢és diszulfid funkciods csoportokkal
rendelkez6 szarmazékokkal.

3 Varga Tamas: Nanopipettak gyartasa és feliileti modositasa (2009, Diplomamunka)
* Fazekas Lilla: Nanopérusok fejlesztése biomolekularis kolcsénhatasok vizsgalatara (2010, Diplomamunka)
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1. 4bra Téremisszios pasztazo elektronmikroszkopias felvételek: (A) nyommaratott polikarbonat
membranok feliiletére elektrodnélkiili arany levalasztassal eldallitott arany nanopdrus membran. Az
abra felsd részén a kiils6 arany membrant eltavolitottuk, hogy jobban latszoédjanak a nyommaratott
membran poérusaiba levalasztott arany nanopdrusok/nancsdvek (beillesztve egy arany nanocso
felnagyitott képe), (B) kvarc nanopipetta hegye és ennek nagyitott képe, (C) 3D MEMS technologia és
a fokuszalt ionsugar marassal késziilt arany nanoporus (¢=30 nm)

A 3D MEMS technologia és a fokuszalt ionnyalab maras (FIB- Focused lon Beam)
otvozésével keésziilt porusok esetében az eldallitast a szilicium tombi megmunkalasaval kezdtik az
MFA MEMS laboratoriumdban. A FIB mardshoz eldszor egy oOntartd, kis mechanikai fesziiltségii
membrant kellett eléallitani, figyelemmel tartva a hosszl tav stabilitas érdekében a rétegszerkezetben
kialakulé deformdcio, illetve maximalis marad6 fesziiltség csokkentését. Ennek érdekében a
rétegszerkezetet LP-CVD (alacsony nyomasu kémiai gbzfazisu levalasztas) technikaval levalasztott
nem-sztochiometrikus szilicium-nitrid (SiNy) réteg alkotta. A pérusok biokémiai méodosithatosaganak
biztositdsa érdekében a tartdbmembranok egy kiegészitd (vakuumg6zoléssel kialakitott) arany
bevonatot kaptak. Az alap membran kialakitasat a szilicium hordozé egyoldali anizotrop marasaval
oldhattuk meg, amelyre sikeresen alkalmaztuk az alkali lugos marast, illetve a Mély Reaktiv
Tonmarast (DRIE — Deep Reactive lon Etching). A kialakitott néhany szdz nanométer vastagsagu
membranban a nanopdrusokat fokuszalt ionsugar (FIB) segitségével martuk ki, amelynek soran
gyorsitott és fokuszalt gallium ionok porlasztjadk a membranszerkezetet alkotd atomokat. Megbizhato
technolédgiat dolgoztunk ki a szigorGian kontrolalt porusgeometria kialakitasa érdekében. Ennek
megfeleléen vizsgaltuk az adott ionaram esetén kialakuld id6fliggd porusatmérét, illetve modszert
dolgoztunk ki a marasi folyamat in-situ kovetésére és kontrolalasara. A technologiai megvalositast, a
fabrikalt nanoporusos érzékeldket, illetve a poérusatmérd adott porlasztdaramnal tapasztal idébeli
valtozasat a 2. abra szemlélteti.
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2. 4bra (a) 3D MEMS technoldgiaval kialakitott hordozo membran fokuszalt ionsugar marasanak
sematikus abraja, (b) az adott ionaramnal tapasztalt id6fiiggd porusatmérok, illetve (c) a fabrikalt
nanoporusos érzékeldk fényképe.



A nandporusok biokémiai érzékelésre torténd alkalmazasa esetén kritikus jelentséggel bir az
adott molekulara vonatkoz6 kimutatasi érzékenység. Tapasztalataink szerint ez mind a pdrusszamtol,
mind az elektrokémiai jellemzoket is molekularis szinten befolyasold poérusgeometriatol fiigg. A
kontrolalt poérusszam, elhelyezkedés ¢és geometria érdekében dolgoztunk ki automatizalt —
gyakorlatilag CNC (Computer Numerical Control) — vezérelt ,,nanoftrasi” technologiat. Az igy
kialakitott nanoporus haldzatot és a keresztmetszeti geometriat szemlélteti a 3. abra.

3. abra A kialakitott nanoporus membran keresztmetszeti szerkezete (fokuszalt ionnyalabbal atvagva
— a Pt réteg ebben az esetben csak a vagas miatt keriil a feliiletre)

2. Uj szintetikus receptorok eléallitasa

2.1 Aptamerek fejlesztése

A palyazat egyik lényeges célkitlizését az originalis aptamerekkel modositott nanoporusok fejlesztése
képezte. Az aptamerek olyan rovid DNS vagy RNS szalak, amelyek térbeli szerkezetiiknek
koszonhetéen, nem kovalens jellegli kolcsonhatasokon keresztiil egy adott célvegylilet szelektiv
felismerésére, megkotésére alkalmasak. Egy adott molekuldt nagy affinitassal kotd aptamer
azonositasa in vitro szelekcidval torténik (SELEX- Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) tipikusan 10™-10" véletlenszerii szekvenciaji oligonukleotid kényvtarbol. Az aptamerek
kiaknazatlan analitikai potencialja miatt dontottiink agy, hogy a palyazat részét fogja képezni az
originalis aptamerek szelekcioja és analitikai jellemzése. Ezt a munkat Dr. Mészaros Tamassal
(Semmelweis Egyetem) szoros egyiittmiikodésben végeztik. Az O csoportja szelektalta az
aptamereket és a mi feladatunk volt ezek kot6dési tulajdonsagainak meghatarozasa, illetve analitikai
alkalmazasuk. Az aptamer fejlesztés teriiletén az alapoktol kellett elinduljunk (az orszagban ennek
legjobb tudomasunk szerint semmi elézménye nem volt) és kdzel harom éves munka utan jelent meg
az elso kozleményiink. Ehhez hozzéjarult, hogy kivalo szelektivitast csak rendkiviil tiszta célvegyiilet
készitményekkel lehet elérni és ez a fehérjék esetében sziikségessé tette ezek szintézisét, amit szintén
meg kellett oldani. Kisérleteink kideritették, hogy DNS aptamereket nem annyira a kis
molekulatomegii Ochratoxin A-ra érdemes eldallitani, amint azt terveztiik, hanem makromolekulakra.
Mig az els6 esetben a megfeleld szelektivitas biztositasa nehézkes, addig a proteinek esetében akar az
antitesteknél is jobb teljesitményparaméterrel rendelkez6 aptamereket sikeriilt eléallitani.

2.1.1. Aptamerek noévényi virusok meghatdrozasdra

Modellként egy novényi patogén virust, az alma térzsgondorodés virust (Apple Stem Pitting
Virus — ASPV) valasztottuk, amely detektalasanak gyakorlati jelentésége van. (Lautner et al., 2010)
Ennek megfeleléen DNS kdnyvtarbol in-vitro szelekcioval olyan aptamereket sikeriilt kinyerni, amely
novényi virusok (almavirus) burokfehérjéinek akar kozeli homologjait (PSA-H, MT32) is szelektiven
fel tudjak ismerni. Ez annak is kdszonhetd, hogy az antitestek elallitasatol eltéréen az aptamereknél
elézetes kontra-szelekcioval ki lehet zarni azokat a szekvencidkat, amelyek a mar ismert
interferensekhez kotédnek. Az OTKA tamogatasaval beszerzett mikrocseppentd rendszer €s a



rendelkezésiinkre alld6 nagy ateresztoképességii képalkotdé SPR segitségével sikeriilt a kiilonb6zo
aptamer szdlak kotddési kinetikdjanak meghatdrozésat, illetve feliileti immobilizalasanak atfogd
vizsgalatat elvégezni. A szelektalt originalis aptamerek érdekessége, hogy a burokfehérjét minden
formajaban felismerik (,,szabad”, virusban integralt és denaturalt fehérje), illetve kiilonbdz6 aptamer
szalak hasznalataval meg lehet kiilonbdztetni a virus fragmenseket a ,,szabad” burokfehérjétol.
Ugyancsak meglepé tapasztalat volt, hogy az aptamerek szelektivitasat az altalunk alkalmazott
immobilizacios eljarasok esetében az is befolyasolta, hogy csak a 40 bazisos véletlen szekvencia részét
alkalmazzuk vagy a szelekcid soran hasznalt primerekkel kozrefogott 80 bazisos szekvenciat. Hasonld
jelenségre eddig még nem tortént utalas. Kidolgoztunk egy belsé referencian alapuld differencialis
detektalasi modszert, amelynek segitségével a ndvényi virust valdos névényi mintakbol ki tudtuk
mutatni (4. abra). A specifikus aptamerrel modositott felilleten megfelelé preparalas utan
elektronmikroszkoppal is sikeriilt a bekdtddott virus fragmensek kimutatni, mig a referencia
feliileteken hasonld kotodést nem tapasztaltunk. Eredményeinket az Analyst folyoiratba
publikaltuk.(1) Cikkiinket az Analyst cimoldalara valasztottdk és az RSC Highlights in Chemical
Technology recenziot kozolt réla (Biochip detects apple virus, 2010.02.18).°
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4. abra Fert6zott és a nem fert6zott novényi kivonatokban kapott valaszjelek kiilonbozé aptamerek
esetében: (8) MT32, (b) HS-PSA-H, (c) HS-PSA-H-Flank aptamerek. (A) Aptamer nélkiili referencia
feliilet és (B) HS-MT32 aptamer moédositott feliilet pasztazo elektronmikroszkopias felvétele ASPV
fert6zott novényi kivonattal torténé inkubalast kovetéen (a méretvonalak 500 nm-esek). (C)
Kalibracios gorbék MT32 burokfehérjére harom kiilonboz6 aptamer esetében.

Tovabbi 0sszehasonlitd vizsgalatok kideritették, hogy az altalunk bevezetett aptamerek
jelentésen érzékenyebb detektalast tettek lehetové, mint kereskedelembe talalhato ASPV fehérje és jo
szelektivitdssal rendelkeztek egyéb almat fert6zé virusokkal szemben. Eredményeinket FASEB J
folyoiratba kozoltiik. (2)

Az aptamer-protein kolcsonhatasok meghatarozasara bevezettik az ALPHA (Amplified
Luminescent Proximity Homogeneous Assay) modszert (3). Az eljaras soran egy 250 nm atmérdj,
reagenssel bevont polisztirol donor- és akceptor mikrogyongy parost alkalmazunk, amelyek a
feliiletiikre immobilizalt biomolekuldk (aptamer és célfehérje) kolcsonhatasa kovetkeztében
egymashoz kozel keriilnek. Nagy intenzitasi, 680 nm hullamhosszisagu 1ézerfény hatasara a donor
gyongy feliiletén talalhatdo fényérzékenyitd ftalocianin szarmazék kozremikodésével a kornyezeti
oxigén molekulakbol gerjesztett allapotu, szingulett oxigén molekulak jonnek 1étre. Ezek a szingulett
oxigén molekulak élettartamuk alatt akar 200 nm-t is megtehetnek diffuzioval az oldatban. Ha ezalatt
az id6 alatt taldlkoznak egy akceptor gyonggyel, reagalnak az abban talalhaté oxatiin szarmazékkal,

> http://www.rsc.org/Publishing/ChemTech/Volume/2010/03/biochip_detects.asp



mikozben 370 nm-es kemilumineszcencia jon 1étre, ami aktivalja a szintén az akceptor gyongyben
talalhat6 fluorofort (antracén szdrmazékok) 520-620 nm hulldmhosszusagi fény kibocsatasaval. A
modszer tobb lényeges elénnyel rendelkezik: egyrészt homogén modszer, azaz nincs sziikség
elvalasztasi/mosasi lépésekre, rendkiviil érzékeny az idéfelbontasos jellegébdl eredendden és azaltal
hogy a detektalasi hullamhossz kisebb, mint a gerjeszté komplex mintdkban biztositja a hattér
fluoreszcencia minimalizalasat. Ezzel a moddszerrel sikeriilt visszaigazolni a korabban feliileti
plazmonrezonanciaval meghatarozott aptamer-MT 32 fehérje komplex disszociacios allandojat
(5,3+3,9 nM (ALPHA) és 8 nM (SPR)) és bevezetésével varhatéan nagy mértékben fog néni az
aptamerek szelekcidjanak hatékonysaga. Eredményeinket az Analyst folyoiratba kozoltiik (3).

2.1.2. Aptamerek Troponin I szelektiv meghatdrozasara

A palyazat célkitlizésének megfelelden (troponin aptamerek eldallitasa), a vazizom specifikus
troponin 11 és a szivizom specifikus troponin 13 fehérjéket a megfelel6 human ¢cDNS koényvtarakbol
amplifikaltuk, és az ily mddon nyert DNS fragmenseket ligalas fliggetlen klonozassal a transzlacios
vektorunkba inszertaltuk. Ezt kovetden, a specifikus aptamerek szelekcidjahoz sziikséges troponin
fehérjéket in vitro transzlacioval allitottuk eld. A szelekcid soran kontraszelektaltunk a vazizom
specifikus troponin I1 fehérjére. A Szelekcid soran kapott aptamerek az elvarasnak megfeleléen
kotddtek a Troponin I fehérjéhez, de nem mutattak megfeleld szelektivitast a szivizom specifikus
troponin 13 fehérjére a vazizom specifikus troponin 11 ellenében.

2.2. Porusok alkalmazasa mikro- és nanoreaktorként szelektiv molekularis felismerésre
alkalmas polimerek eldallitasara

Kémialag moédositott porusok egy 0j alkalmazasat vezettiik be, amelynek soran a porusokat kémiai
reaktorként hasznalva feliileti molekularis lenyomatti polimer mikro- és nanorudakat allitottunk eld. A
pérusok belsé falanak fehérje molekulakkal valé modositasa lehetdséget nyujtott fehérjék szelektiv
felismerésére alkalmas kotohelyek kialakitasara a porusokban novesztett polimerek feliletén (4). Ezek
a kotéhelyek molekularis lenyomat képzéssel késziiltek, amely soran leggyakrabban a funkcionalis
monomereket egy sablon (templat) molekula jelenlétében polimerizaljak. A monomerek nem-kovalens
kolcsonhatasok kialakulasaval elérendezédnek a templat molekula koriil, amely rendezddést a
polimerizacié rogziti. igy a templat eltavolitisa utin a polimerbdl, térben és funkcionalitisban
komplementer molekularis lenyomatok maradnak a polimerben, amelyek képesek a templat molekulat
szelektiven kotni. Ez az altalanos modszer, amely kis molekula tomegli komponensek esetén rendkiviil
sikeresnek bizonyult a makromolekuldk esetében nem alkalmazhatd, mert a polimerizacié soran a
méretiikbdl kifolydlag a makromolekuldk bezarodnak a keresztkotott polimer szerkezetében és
csereegyensulyuk a mintaoldattal gatolt. Ezt a problémat oldottuk meg az altalunk bevezetett
eljarassal, amely lehet6séget adott szabalyos henger alaki mikro- és nanopérusos reaktorok
segitségével a fehérjék lenyomatanak kizarolag a polimer mikro és nanoszerkezetek feliiletén vald
kialakitasara (5. abra). Az eljaras soran a nyommaratott polikarbonat nanoporusos membran felszinére
fizikai adszorpcioval rogzitettiik a meghatarozand6 proteint. Modellfehérjeként avidint hasznaltunk,
amely kvarckristaly mikromérleges vizsgélataink alapjan 8,8 pmol/cm? feliileti boritottsagot biztosit a
polikarbonaton, ami gyakorlatilag a kompakt monomolekularis rétegnek felel meg. Ezutan egy
elektrodfeliiletre csatlakoztatva a nyommaratott membrant, elektroszintézissel PEDOT/PSS polimer
rudakat novesztettiink a porusokba. A PEDOT/PSS vezet6 polimer, igy a polimer rudakat a membran
6 um vastagsagaig lehetett novelni, hogy a porusokat kitdltsék (6. abra). Hasonlo vezetd polimereket
korabban sikeresen alkalmaztunk aminosavak enantioszelektiv felismerésére is (5). Mikroporusok
esetében a membran feloldasa utan a visszamaradt polimer rudak a feliileten maradtak, nanoporusok
esetében viszont oldatfazisba kertiltek.
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5. abra Feliileti lenyomatt polimerek el6allitasa proteinek szelektiv felismerésére fehérje modositott
mikro- és nanoporusok alkalmazasaval
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A fehérje visszakotodést fluoreszcens jelolésti avidinnal (Avidin-FITC) ellendriztiik. A
kidolgozott eljaras rendkiviil sikeresnek bizonyult mert a feliileti lenyomati mikrorudak jo affinitassal
kototték a lenyomatnak alkalmazott modell proteint (avidint) (6. abra). Molekularis lenyomat nélkdil,
az alkalmazott polimer anyagan (PEDOT/PSS) a protein adszorpcid rendkiviil kismértékii.

A

6. abra (A) Felileti lenyomatd polimer mikrorudak eldallitasi Iépéseinek megjelenitése
epifluoreszcencids (a, e),, illetve pasztdzo elektronmikroszképias (b,c,d) felvételekkel: a) a
fluoreszcens jeloléshi protein adszorpcidja a nyommaratott polimer membran falan; b) a PEDOT/PSS
polimer ndvesztése a poérusba; c,d) a membran feloldasa utan az elektrod feliiletén maradt
mikrorudak; e) a fluoreszcens jelolésii protein kotodése kizardlag a rudak palastfeliiletére. (B)
PEDOT/PSS nanorudak elektromikroszkopias felvétele

Az eredményekrdl beszamolo kozlemény az Advanced Materials (ADMA) folyoéiratban jelent
meg (4) rendkiviil pozitiv visszajelzéssel. A folyoirat VIP cikknek valasztotta és kiilon recenziot
jelentetett meg a Material Views kiadvanyban®, amely a legfontosabb anyagtudoméanyi eredményeket
megjelentetd forum.

A tovabbiakban az elvet megtartva olyan eldallitasi modszert dolgoztunk ki, amely integralt aramkor
gyartasi technologiakkal kompatibilis és lehetdévé teszi ezen polimerek nagy sorozati gyartasat
kozvetleniil egy feliileti plazmonrezonancias chip feliilletére (6). Az eldallitas folyamatat a 7 abra
szemlélteti.

®http://www.materialsviews.com/details/news/567373/Selective Protein Recognition by Polymer Microrod
s.html



http://www.materialsviews.com/details/news/567373/Selective_Protein_Recognition_by_Polymer_Microrods.html
http://www.materialsviews.com/details/news/567373/Selective_Protein_Recognition_by_Polymer_Microrods.html

vezetd polimer

polikarbonit (PC) AZ-fotoreziszt protein elektrokémiai
spin-coating eltdvolitas adSZO(PCIO levalasztasa PCkioldasa

Molekularis feluleti

proteinnel : S
AZ-fotoreziszt médositott PC PEDOT:PSS lenyomatu

PEDOT:PSS

7. abra A molekularis lenyomatu polimer mikrobarazdak létrehozasa soran a feliileti lenyomatképzés
folyamatanak sematikus abraja (a-f, feliil), és a megfeleld mikrostruktirak optikai mikroszkdpos képei
(a-c, e,f, alul). A (d) abran a PC mikrobarazdakon a protein abszorpciot fluoreszcensen jelolt
proteinnel (avidin-fluoreszcein izotiocianat — Av-FITC) és epifluoreszcens képalkotassal jelenitettiik
meg.

A fotolitografias eljaras tovabbi elénye, hogy lehetdséget ad az eldallitott feliileti lenyomatu polimerek
kotddési tulajdonsagainak gyors jeldlés nélkiili vizsgalatara (8. abra)
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8. abra (A) A feliileti lenyomata polimer réteg SPR valaszjele kiilonb6z6 avidin koncentraciok esetén,
az egyes koncentraciok kozott regeneralva a feliiletet és (B) a valaszgorbébdl szerkesztett kalibracios
gorbe

Eredményeinket az Advanced Functional Materials folyoiratban kozoltiik (6).

Jelenleg folyamatban van a nanogémb lenyomati nanokavitasok kialakitasa protein felismerésre.
Az elézetes eredményeinkrél nemzetkozi konferencian szamoltunk be.” Kidolgoztuk a feliileti
lenyomatt polimer nanorudak szintézisét is, amely lehetdvé tenné a szintetikus receptorok oldatban
vald alkalmazasat (6. B abra). Ezek a nanorudak méretiikbol eredend6en nehezen kezelhetdk, mert a
nanop6rus membran felolddsa utan a nanorészecskéket az oldatbol kell kinyerni, azaz nem maradnak
az elektrod felilletén mint a mikrorudak. Ennek a problémanak a megoldasara olyan specialis
magneses nanorészecskékkel adalékoltuk a polimer rudakat, amelyek feliiletén negativ toltésti PSS
bevonat talalhat6. A nanorészecskéket a monomer oldathoz adtuk és a polimerizalas soran a PEDOT
pozitiv toltését kompenzalva keriilnek a nanorudak belsejébe. igy a nanorudak magneses térben
manipulalhatoak, elvalaszthatéak az oldattol.

" Jilia Bognar J, Gergely Lautner, Giorgio Ceolin, Vitali Syritski, Viola Horvath, Robert E. Gyurcsanyi:
Towards Surface-Imprinted Nanostructures for Selective Protein Recognition Matrafiired11 International
Conference on Electrochemical Sensors, June 19-24, 2011, Dobogokd, Hungary



3. Nanopoérusos érzékelok és alkalmazasuk

3.1. Peptid-nukleinsavval médositott arany nanopérusok és alkalmazasuk DNS
meghatarozasra

DNS meghatarozas céljabol olyan nanoporusos érzékelésen alapul6 eljarast dolgoztunk ki (7), amely
arra a hipotézisre épiilt, hogy amennyiben egy toltéssel nem rendelkezd receptort immobilizalunk a
nanoporus belsejében akkor a DNS szelektiv bekotodése negativ toltést general a nanoporusban és ez
hatékonyan modulalja a porus permeabilitasat. A szelektiv meghatarozasra peptid-nukleinsavat (PNS)
alkalmaztunk, amelynél a dezoxiribézfoszfat vaz helyett a nukleotidok ,,semleges toltési” poli[N-(2-
aminoetil)glicin] peptid lancon helyezkednek el. A PNS-ek a DNS-ekkel gyakorlatilag azonos médon
hibridizalédnak komplementer szekvenciajt DNS szalakkal. Emellett jelentds elonyokkel
rendelkeznek, pl. a keletkezett duplex mar joval révidebb (akar 10 bazist)) PNS lancok esetében is
stabil szobahémérsékleten, illetve a PNS-DNS kozotti kolesonhatast gyakorlatilag nem befolyasolja az
ionerésség. A PNS szintézis soran egy terminalis cisztein aminosav beiktatdsaval tiol funkcios
csoportot generalhatunk, amely Au-S kotés kialakitasan keresztiil lehet6éséget ad PNS lancok orientalt
immobiliziciojara az arany nanopdrusokban. Ennek megfelelden valositottuk meg a tobbcesatornas
arany nanopérusos membranok belsé falanak modositasat peptid-nukleinsavakkal. Elsé 1épésként a
kiils6 membran feliiletet mikrokontakt nyomtatassal biokompatibilis tiolszarmazékkal modositottuk,
hogy a meghatarozandd6 DNS ne ko6tédjon a nanopdrusos membran kiilsé feliiletére. Ez a kotodés
csOkkentené a mintaoldatban a DNS mennyiségét anélkiil, hogy barmilyen jelvaltozast okozna.
Eredményeink alapjan a kiils feliilet ,,passzivalasaval” kb. 2 nagysagrenddel csokkenthetd a
kimutatasi hatar. Ezt kovet6en a porusok belsé falat modositottuk két egymast kovetd 1épésben PNS-el
¢s merkaptohexanollal. A nanoporusban immobilizalt PNS és a mintaoldatbdl szarmazé DNS
hibridizaciojat a nanoporuson keresztiil beallitott optikai marker anion fluxusanak valtozasa alapjan
bovin szérum albumin nem adtak valaszt. Kiilonb6zé ionerdsségek mellett végzett meérések
egyértelmlien kimutattak, hogy az érzékenység rendkiviill megnovelheté kis ionerdsségii hattér
esetében ¢és, hogy az iontranszport moduléaciot elsdédlegesen a bekotddott DNS szal negativ toltése
okozza. Planaris feliileteken végzett feliileti plazmon rezonancias (SPR) vizsgalatainkkal
Osszehasonlitva a PNS-el modositott nanoporusok valaszideje hosszabb (20-30 perc vs. 1 perc) viszont
az érzekenysége a kisérleti koriilményektdl fiiggden legalabb két nagysagrenddel jobb (100 pM). Ez az
altalunk alkalmazott mintatérfogatok esetében kb. 30 molekula/p6rus kimutatasanak felel meg.

Osszefoglalva, a PNS modositott nanopérusok a komplementer DNS szalak (30 bézis hosszig
bizonyitottan) jelolés nélkiili, szelektiv és kvantitativ meghatarozasara alkalmasak. Eredményeinket
2007-ben a Nano Letters folyoiratba kozoltiik (8). Tovabbi részletek a TrAC Trends in Analytical
Chemistry folyoiratban jelentek meg egy 6sszefoglalé cikk keretében (9).

3.2. Szelektiv szilardtest ioncsatornak és analitikai alkalmazasuk

Szilardtest nanoporusok szelektiv ion felismerésre vald alkalmazasara a biologiai ioncsatornak
csatornafehérjék szerkezete a szelektiv transzportnak megfeleld elrendezésben biztositja a funkcids
csoportok jelenlétét a csatornaban, amelynek szintetikus kémiai iton tortén6 megvalositasat szilardtest
nanopoérusokban a megkivant molekularis szintti kontrollal eddig lehetetlennek tartottak. Ennek a
megoldasara az egyedi funkcionalitasok kialakitdsa helyett a nanoporusok szelektiv



ionoforokkal/komplexképzokkel valé modositasat javasoltuk. A polimer alapu ionszelektiv
immobilizaltunk 6 mikrométer hosszusag és kb. 4 nm atmér6jii arany nanopérusok belsé falara (9.
abra). lonoforként ditiolan funkcionalitdssal rendelkez6 eziistion tiakalixarén ionofort,
kationcseréloként pedig merkaptodecilszulfonsavat alkalmaztunk. A hidrofob jelleget perfluorotiol
szarmazékokkal biztositottuk (10).

Anionok, viz

9. abra Szelektiv szilardtest ioncsatorndk sematikus abraja amely az arany nanoporusok
permszelektivitast, hidrofobicitast és ionszelektivitast biztosité szarmazékokkal valé modositasaval
allitottunk eld

Els6 1épésben a ditiolan ionofor szelektivitdsat és a monomolekularis 6nrendezddd rétegek
kialakulasat Au nanorészecskék modositasan keresztiil bizonyitottuk (11). A nanoporust modositd
rétegek optimalasa utan sikeriilt a csatorna eziistion szelektivitdsat potenciometrias uton igazolni,
amely a legtobb tanulmanyozott ionra tobb mint hat nagysdgendnyinek adddott. A moédositott arany
nanoporusokbdl eldallitott potenciometrias eziistion érzékel6k nanomoélos kimutatasi hatarral
rendelkeztek (10. abra). A nanoporusos ionszenzor egyértelmii elénye a hosszii élettartam ¢és
robusztussag, hiszen a kovalens immobilizalassal elkeriilheté a konvencionalis elektrodoknal
tapasztalt ionofor, lagyitd és lipofil ioncseréld kioldodasa. Emellett 1ényeges, hogy a teljesitményiik
nem csokken lipofil komponensek jelenlétében, amelyek a polimer alapi membranok gyakorlati
alkalmazhatosaganak egyik legfobb korlatozo tényezdje. Az eredményeinket az Angewandte Chemie
folyobiratba kozoltiik (12).
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10. abra (A) Tonofor moédositott nanopdrusokon alapuld érzékel6k potenciometrias valasza és
kalibracios gobéje. (B) Osszehasonlitd mérések hagyomanyos PVC alaput ionszelektiv elektrodokkal.
A kezdeti valaszok meghatarozasa utan a két elektrodot 4 orara metanolba helyeztik. A PVC




membranon alapuld ionszelektiv membran eziistion valasza megsziint, ugyanakkor a nanoporusos
érzékeloké valtozatlan maradt.

Az érzékelési elv kiterjesztését vizsgaltuk biologiai eredetii komplexképzok igy Cu®* felismerd
peptidek alkalmazasaval (11. abra), illetve a nanoporusok egyéb szintetikus ionoforokkal klikk
kémidval valé modositasan keresztiil. Az utobbi ionoforok esetében azokat az ionokat céloztuk meg,
amelyek a vér elektrolit analizis szempontjabol jelentéséggel birnak (pl. Na*). Ugy véljiik, hogy
sikeres végkifejlet esetében, az ionérzékelésen tilmenden, az ionszelektiv szilardtest nanoporusok mas
tertileten is jelents eldrelépést jelenthetnek, igy akar szelektiv ipari méreti elvalasztasok (radioaktiv
ionoktdl vald mentesités, dusitas) esetében is.
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11. abra Cu“*-szelektiv peptidekkel modositott nanoporusok sematikus 4braja és az igy készitett
nanoporusok szelektiv potenciometrias vélasza az elsédleges ionra (Cu®).

3.3. Aptamer mddositott nanoporusos érzékelok

Az ASPV novényi virus felismerésére alkalmas szenzor fejlesztéséhez az arany nanopdrusost a virus
burokfehérjére specifikus aptamert immobilizaltunk. Ennek érdekében 3° végén tiol funkcids
csoporttal jelolt aptamer szalat alkalmaztunk (5’-ggg gtg gtg ggt tct ttt tgt ggt att ggt gtg ggg ggc a-tttt-
C6-SH-3"), amely lehetdséget adott az aranyfeliiletre valo kdzvetlen rogzitésre. Azt talaltuk, hogy az
aptamer moddositott nanoporus bizonyos koriilmények kozott képes volt specifikusan kimutatni, hogy
az adott novényi minta a virussal fertdzott volt vagy sem. A kutatds egy diplomamunka alapjat
képezte, de tovabbi kisérletek sziikségesek az eredmények publikalasdhoz.® Vizsgélatot végeztiink
irodalmi adatok alapjan eldallitott IgE aptamerrel is, amelynek megfeleld miikodését dot-blot
mérésekkel igazoltuk (13). Az IgE-re szelektiv aptamerre vald6 modositas utan (5’-GGGG ACGT
TTAT CCGT CCCT CCTA GTGG CGTG CCCC TTTT TTT-C6-SH-3’) vizsgaltuk az IgE
bekotodésére bekovetkezd fluxus csokkenést. Az eredmények alapjan 64 nm atmérdjii poérusok
esetében szignifikans jelcsokkenést tapasztaltunk, de hasonléan tovabbi mérések sziikségesek még az
eredmények kozléséhez. °

3.4. Nanopérusok alkalmazasa nanorészecskék szamlalasara

Kutatasaink soran kideriilt, hogy a nanoporus érzékelés talan egyik legigéretesebb alkalmazasi
teriiletét a jovOben a virusszamlalas/virus meghatarozas fogja képezni. Ez irdnyban tettiikk meg az elsd
1épéseket a nanorészecske szamlalasi kisérletekkel, amelynek soran egy nanoporusos membranokon

® Terstyanszki Anna: Aptamerekkel modositott nanoporusos érzékeld fejlesztése (2011, MSc dolgozat)
® Szabé Zsofia: Biomolekularis érzékelés kémiailag modositott mesterséges ioncsatornakkal (2011, BSc
szakdolgozat)




keresztiilmend nanorészecskék szamlalasa és méret szelektiv elkiilonitése volt a célunk.’® A kiilonboz6
platformok koziill a nanopipettakat taldltuk a legmegfelelobbnek az adott fejlesztési szinten a
nanorészecskék szamlalasara. Hosszas optimalas utan sikeriilt azt a mérési elrendezést és kisérleti
kortilményeket megtalalni, amely mellett latex nanorészecskék szamléalasa lehetévé valt.

A 13. abra szemlélteti a szamlalasi kisérlet soran kapott jelet, amikor is a nanopipetakra alkalmazott
negativ nyomds hatasara az oldat a pipettdba dramlik és kdzben a nanopipettira fesziiltséget adva
mérjiikk az aramjelet. A nanorészecskék bekeriilése a porusba megnoveli a porus ellenallasat, amely
negativ aramimpulzusok formajaban jelentkezik (12 &bra). Az aramimpulzusok amplituddja és
id6tartama (a részecske athaladasi ideje) a részecskeméret fliggvénye és ezaltal a kiillonb6zé méretii
részecskék kiilon szamlalhatok. Az impulzusok atlagos gyakorisaga lehetséget ad a részecskeszam
meghatarozasara.
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12. abra Nanorészecskék szamlalasa nanopipettaval. (A) tipikus aramtranziensek egy 67 és 110 nm
atmér6ji latex részecskekeverék esetében kb. 300 nm atmérdjii nanoporus alkalmazasaval, (B) a
kiilonb6z6 méretli nanorészecskék azonositasa az aramimpulzus amplitidoja és id6étartama alapjan,
(C) 300 nm atmér6jii nanorészecskék darabszamanak meghatarozasara alkalmas kalibracios gorbe.

4. Nanoporusos érzékel6k/szamlalok valaszanak elméleti leirasa

4.1. Nanopérusos érzékeldk elvi kimutatasi hatara

Egy-nanopérusos membranok esetében mar egy molekula is modulalni tudja a nanoporus
atjarhatosagat, azaz ezek az érzékelok akar egy-molekula detektalasara alkalmasak. A meghatdrozando
komponens detektalasanak sziikséges (de nem elégséges) feltétele, hogy a komponens ,.talalkozzon”
az érzékeld feliilettel. Ugyanakkor a nanopoérusok, és altalanossagban a nanoszenzorok, egyik
sajatossaga, hogy az érzékeld résziik infinitezimalisnak tekinthetd a vizsgalt oldat térfogatahoz képest.
Ezért ennek a taladlkozasnak a valdszinlisége adott idé alatt a meghatarozandd komponens
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crer

talalkozasi id6t nyilvan lehet csokkenteni a mintaoldat térfogatanak csokkentésével, de nagyon hig
oldatok esetében a mintaoldat térfogatanak csokkentése oda vezethet, hogy egy meghatarozando
molekula sem lesz a vizsgalt térfogatban. Ennek megfelelGen, a talalkozasi id6 az egyik legfontosabb
tényez0, amely a nanopérusos érzékelok kimutatasi hatardt meghatdrozza. A taldlkozasi id6
meghatarozasahoz véletlen bolyongas (random walk) szimulaciokat végeztiink egy kocka alakl
szimulacios térben, amelynek egyik oldalan helyeztiik el a nanopdrust. Ebbe a térbe mindossze egy

% Bakk Teodéra Didna: Nanopérusok fejlesztése nanoméretii részecskék szamlalasara- Utban a virus szamlalas
felé (2012, MSc dolgozat)



molekulat helyeztiink el, amely a kocka térfogatabdl szamolva egy adott oldatkoncentraciot
eredményezett. Véletlen bolyongés szimulaciokkal sikeriilt egy egyszerii dsszefiiggésben megadni az
atlagos talalkozasi id6 koncentracio és a porusatmérd fiiggését. Kidolgoztunk egy torzitott véletlen
bolyongas szimulacios eljarast, amely alkalmazisaval lehetdség nyilt kiils6 erdterek hatdsdnak
figyelembe vételével a talalkozasi id6 meghatarozasara. Szimulaciokkal bizonyitottuk a
transzmembran fesziiltség gyorsitd hatasat negativ toltésti célvegyliletek esetében (egyszalu DNS
oligonukleotid) (13. abra) ¢és szemi-empirikus Osszefliggést vezettink be a talalkozasi id6
meghatarozasara, amely a koncentracid és porusatméré mellett a célvegyiilet mobilitasanak és az
alkalmazott transzmembran fesziiltség fliggvénye. Eredményeinket az Analytica Chimica Acta
folyoiratba kozoltik. (14)
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13. abra 30 bazisu DNS szal mozgasi palyaja egy 1000 nm élhossziisagi kockaban, amelynek egyik

oldalan egy 10 nm sugart és 8° nyilasszogli csonka kup alaka porus bemeneti nyilasa talalhato: (A)
kiils6 erdtér hianyaban és (B) 0,5 V transzmembran fesziiltség alkalmazasaval. (C) a 30 bazisa DNS
szal 10 nm sugart pérussal vald talalkozasahoz sziikséges atlagos id6 fiiggése a DNS koncentraciotol:
kiils6 er6tér hianyaban (folytonos vonal) és 0,5 V transzmembran fesziiltség mellett.

4.2.Durva szemcsézettségii molekulamodellezés

A bioérzékelésre hasznalt nanoporusok mérete legtobb esetben til nagy ahhoz, hogy leirdsukra atomi
szinti molekuladinamikat lehessen alkalmazni, viszont a makroszkopikus fizikai térvények nehezen
alkalmazhatoak egyedi molekulak és molekularészek vizsgalatara. Az altalunk kidolgozott nanopérus
reprezentacié durva szemcsézettségli molekulamodellezés alkalmazasaval athidalast képez e két
elméleti modszer kozott. Durva szemcsézettségii molekulamodellezéssel lehetséges viszonylag nagy
rendszerek viselkedésének (20 nm) megfeleléen hosszu idejii (50 ns) vizsgalata. A modell esetében 4-
5 atom (a H atomot nem szamitva) képez egy szemcsét. A szemcséknek 4 fGtipusa van
polarizalhatdsag szerint, €s tovabbi 4 altipus van a H-kotés kialakitasi képessége szerint. Egy molekula
A szamitasokat a GROMACS molekuladinamikai software-csomaggal végeztik. A kiindulési
rendszerek elkészitéséhez egy kiilon szoftvert fejlesztettiink, amely képes létrehozni a GROMACS
altal értelmezhet allomanyokat. A modell alkalmasnak bizonyult csonka kip nanopoérusokban és azok
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lehet6séget adott korabbi irodalmi eredmények helyes értelmezésére. Kideriilt, hogy gyakorlatilag
csak a cstcsnyilas kozvetlen kornyezetében immobilizalt DNS szalak befolyasoljak az ionaramot.
Eredményeinket az Electroanalysis folyodiratban kozoltiik (15).



4.3. Multifizikai szimulaciok

Multifizikai szimulaciokat végeztiink (csatolt Poisson-Nernst-Planck Navier-Stokes egyenletek
numerikus megoldasaval) egy-nanopdérusos molekuldris szamlalok valaszdnak optimalasara.
Vizsgaltuk a nanoporusok geometridgjanak és feliileti toltésének hatasat a mért aramjelre és a
blokkolasi események amplitadojara. Mélységében tanulmanyoztuk a porusatméré meghatarozasanak
lehetéségét az aram-fesziiltség gorbe alapjan.™ Eredményeink azt mutatjak, hogy amennyiben a pérus
feliiletén 1évo toltések szama elhanyagolhato a porust kitolto térfogatban talalhato toltések mellett (pl.
tomény oldatok esetén), tgy a fenti Osszefiiggések jelentdsen egyszertisodnek. Ekkor a blokkolasi
események amplitidojara érvényes marad a mikrométeres tartomanyban alkalmazott Coulter-
szamlaloknal alkalmazott Gsszefiiggés és a porus elektromos valasza jol kozelithetd egy valtozo
keresztmetszetli de homogén fajlagos vezetdképességli vezetdével. Higabb oldatok hasznalatakor
(vagy nagy toltésstirliségli porusoknal) az ionoknak egyre jelentdsebb része azért tartdzkodik a
porusban, mert annak feliileti toltését arnyékolja le. Ekkor a porust kitoltd térfogat mar nem tekinthetd
homogénnek és semleges toltéstinek, ami eltérd elektromos valaszt eredményez és eldjeltdl fiiggden
vonzza/taszitja a poérus kozelében tartdozkodo, toltéssel rendelkezé vegyiileteket/részecskéket. Ennek
kovetkezménye lehet, hogy egy vegyiilet bar méretét tekintve athaladhat a poruson, azonban a pérus
elektromos tere €s/vagy az elektroozmozis ezt megakadalyozza (14. abra).
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14. abra Az r;=25 nm sugarl és o, feliileti toltésstirliségli részecske r=50 nm sugaru, o feliileti
toltéssiiriségl €s 1=355 nm hosszl, hengeres poruson vald athaladasa alatt mérhetd aram szazalékos
eltérése a részecskét nem tartalmazd poruson keresztiil folyd aramtol. A membranra kapcsolt
fesziiltség 1V, az elektrolit 0,01 M (bal) vagy 1 M (jobb) KCI oldat. A piros kiemelés jeldli azt a
toltéskonfiguraciot, amelynél a részecske nem volt képes bejutni a porusba.

A Nernst-Planck/Poisson egyenlet numerikus megoldasa adott geometriaja és feliileti toltésstirtiségli
nanoporusos membranokra rendkiviil jol korrelalt a kisérletileg meghatarozott potencial valaszokkal.
Nagy ioner6sségek esetében Donnan hibat tapasztaltunk a permszelektiv nanoporusok esetében, amely
annak tulajdonithatd, hogy az ioner6sség novekedése csokkenti a Debye hosszt a porusban. Ennek
eredményeképpen a nanoporusok permszelektivitisa részben vagy teljesen megsziinik és a

! Makra Istvan: Nanoporus alapt bioszenzorok valaszmechanizmusanak vizsgalata (2011, MSc dolgozat)



valaszgoOrbe eltérést mutat a nernsti potencial valasztdl. Ezt a jelenséget hasznaltuk ki a pdrusok
feliileti toltésstirliségének meghatarozasara. Ennek érdekében a kisérleti gorbékre a Nernst-
Planck/Poisson egyenlet numerikus megoldasaval kapott gorbéket illesztettik. Ismerve a porusok
atmérdjét, a feliileti toltésstirliséget meg tudtuk hatarozni az illesztésb6l. A belsd fal kémiai
moédositasanak fliggvényében a feliileti toltéssiirliség 5 és -40 mC/m?kozott valtozott. Eredményeinket
az Electrochimica Acta folyoiratban kozoltiik (16).

5. Potenciometrias detektorok fejlesztése

A kutatasi terv szerint a nanoporukon keresztiili iontranszport detektalasanak egyik lehetdségeként
rendkiviil kis kimutatdsi hatara anyagtranszport kontrollalt ionszelektiv elektrodokat kivantunk
alkalmazni. Ezeknek az elektrodoknak a robusztussaga azonban még nem megfeleld a gyakorlati célra
valé alkalmazasra és ezért vizsgaltuk az anyagtranszportot meghatarozd tényezOk hatasat.
Elektrokémiai eljarast dolgoztunk ki az ionofor és az ion-ionofor komplex diffuzio egyiitthatojanak
mérésére ¢s megfeleld mindségbiztositasi paramétereket allitottunk fel. Eredményeink az Analyst (17),
Electroanalysis (18,19) és J. Solid State Electrochemistry (20) folydiratokban jelentek meg. Vizsgaltuk
az ionszelektiv elektrodok kimutatasi hataranak csokkentésének lehetségeit (21,22), illetve
szisztematikusan tanulmanyoztuk az altalanosan hasznalt —membrandsszetételek és  Uj
membrananyagok vizfelvételét, amely a potencidl valasz stabilitasanak egyik legfontosabb tényezdje a
szilard belsd elvezetésii elektrodok esetében (23-26). Uj -az ioncserélé alapu potenciometrids
alapérzékeldkel kompatibilis -biomolekularis felismerési sémat dolgoztunk ki és alkalmaztunk PSA
szérumbol vald meghatarozasara (27). A kozleményt Hot Article-nek valasztottak az Analyst
folyoiratba.
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