Vilasz Prof. Dr. Kellermayer Miklos az WInterferometrikus optikai l ulldmvezetd bioszenzor
jelilésmentes érzékeléshez” cimii doktori értekezésre adott birdlatdara

1. Szabatossdga ¢s alapossdga ellenére u hevezeld fejezeteket olvasva olyan impresszio
alakulhat ki az olvasoban, hogy a bivszenzorika kimertil biomolekuldk nagy érzékenységii
(alacsony  koncentraciok mennyiségek) detekialasaban  Mindazondltal — feltédendl  ide
tartoznak azon torekvések, amelvek a mind pontosabb és nagyobb idofelbontasi in vivo
lokalizdcior célozzdk. és azok is, amelyek nem anvagmennyiségel mérnek, hanem eratercket
(pl. elekiromos ererdt. mechanikai erdt) detektdalnak.

A biralonak teljes mértékben igaza van akkor. amikor kifogasolja, hogy a dolgozat a
bioérzékelés tudomanyteriiletének csupan egyetlen szeletére tér ki. Ennek oka egyfeldl az.
hogy a dolgozat terjedelme korlatozotl. masfelol, hogy a disszertacio megérteschez és a
tézispontban megjeldlt eredmények  status artis-ban  6rténd elhelyezéséhez czek nem
feltétleniil sziikségesek. A korrektség megorzese érdekében igyekeztem a ../, Bevezerds™ cimi
fejezet elsd mondatiban ugy fogalmazni. hogy az ..clmult évtizedek egyik 16 kutatdsi irdnya”
kapott hangsulyt a dolgozatban. Azonban mindenképpen ki kellett volna térnem valoban
legaldbb a példak szintjén azokra a torekvésekre is. melveket a birdlo hianyolt a bevezetésbol.
Sajnalom. hogy ezek kimaradtak a vegleges valtozatbol.

2. Ellipszometrids mérések:

232, oldal: A pszi és delta vdltozok definicidju u szoveghdl nem, csak a ldabjegyzethdil deriil ki,
A labjegyzetbeli egyenletben, har négyzetes kozéphiba. nincs neégvzeles lug.

Mindkét észrevétel jogos kritika. A definicio eredetileg megeldzte a pszi €s delta valtozok elso
haszndlatat. azonban ..Az ellipszometria”™ cimii  alfejezet fiiggelékbe emelése utan,
elmulasztottam elhelyezni a szdvegben a megfeleld helyre mutato hivatkozést. A négyzetes
kozéphiba labjegyzetbeli definiciojaban a bels6 zardjelrdl pedig lemaradt a négvzetjel.
Sajnalattal vettem tudomast e hibakrol.

33 oldal: a torésmutaté mérés pontossaga a harmadik tizedesig terjed. Ez ellentmonddasban
all a 27, oldalon szerepld érzékenység adatoknak. Mi a magvarazat?

Az ellentmondas feloldhaté. ha figyelembe vesszik azt a tenyt. hogy — még az ember
ténvezOk kizdrdsa esetén is — egy eszkoz meérési pontossagal — az optimalistol elterd iranyban —
jelentosen  befolyasolhatjak — a vizsgalt minta tulajdonsagai (példaul a hordozo. a
vékonvrétegek ¢és a kdrnyezet rendszerének optikai jellemz0i. a vékonyrétegek homogenitasa.
a hatarfeliiletek mindsége) is. A kozelitésekre éptilo. igy nem tokéletes optikai modellek csak
tovabb novelik az ellipszometriai gorbék kiértékelese soran kapott paraméterértékek
bizonytalansagat. Mindezek természetes kovetkezményeként a mérés hibaja a gyakorlatban
mindig rosszabb az eszkozre optimalizalt etalon mintakon mérhetd adatoknal. A dolgozatban
ezt elmulasztottam  kifejteni. azonban a hibdk értéket figyelembe véve, fizikailag
indokoltabbnak lattam a paraméter-¢rtékeket csupan harom tizedes jegy pontossagig megadni.



-34. oldal: Erdemes lett volna néhany mondatban értelmezni a spektrumokat és azt, hogy
hogyan jutott a jelolt a leirt kovetkeztetésre (i.e., tallium-oxid amorf).

Az ellipszometriai gorbék klasszikus értelemben vett kiértékelése gyakran nem megoldhato
feladat. mert jellegiiket rendkiviil dsszetett modon. optikai paraméterek sora befolyasolja.
Ennek kdvetkezménye, hogy bar Paul Drude mar 1889-ben javasolta mérési modszernek. az
ellipszometria csupan a szamitastechnika fejlodésével. a nagy szamitasi kapacitasi személvi
szamitogépek megjelenésével terjedhetett el. A _spektrumok értelmezése™ tehat a
dolgozatban, mint a .spektrumok szamitogépes kiértékelése és az igy kapott paraméter-
értékekbol torténd kovetkeztetések levonasa™ kapott helvet. Ilven nézdpontbol szemlélve
igyekeztem alapos magyarazatot adni a disszertacioban felvetett kérdésekre.

-33-36. oldal: Meg lehei-¢ becsiilni az APTES illetve « GA feliileti stirtiségér? Tortént-¢
feliileti szaturdacio ezen vegyiiletekre nézve?

Legjobb tudomasom szerint, Snmagdiban spektroszkopiai ellipszométerrel még nem végeztek
olyan mérést. mellyel kézvetleniil meghatarozhato lett volna az APTES és GA rétegek feliileti
stirsége. Mas modszerekkel, pl.: kvare kristaly mikromérleg - spektroszkopiai ellipszometria
kombindlt berendezéssel, ahol a levalasztott anyag térfogata mellett egyben annak tdmege is
meghatarozhatd, a striség adatok mérhetéek lennének. A dolgozatban bemutatott
ellipszometrids ¢s rdcscsatolt interferométeres mérések alapjan e mennyiségeket csupian akkor
becstilhetjiik meg, ha az APTES és GA rétegek effektiv torésmutatojat. illetve a hozzijuk
tartozé dn/de értékeket ismertnek feltételezziik.

A WS A Nugy felbontasit kisérletek racsesatolt interferométerrel”™ cimii alfejezet 8.4.2.-1.-es
abrdja igazolja. hogy GA esetén a telitodés 10 percen beliil bekovetkezik. Az APTES rétegek
esetére hasonloan egyértelml mérést mi magunk nem végeztiink, azonban a szaturiciora a
0.1.2.-4-es  abrabol indirekt modon kovetkeztethetiink, vagy szakirodalmi adatokra
tamaszkodhatunk (tekintsiik példanak a disszertacio 65. és a benne felsorolt hivatkozasok
tartalmat).

-38. oldal: Az wredval torténd kezelés utan valtozatlan flagellaris filamentum rétegvastagsdag
miért bizonyitja a kovalens feliileti kétddést? Nem az lett volna a vart eredmény, hogy a
flagellinek jelentds része disszocial a feliiletrdl, hiszen maga a flagellum nem kovalens
polimer? Kiilondsen azon flagellumok eseién kifejezett ez a hatdas. amelvek nem az oldalukra
fekve kitddtek a feliiletre.

Bér a biralo felvetése teljesen jogos. hiszen oldatban a kezelés valoban okozhatja a flagelldris
filamentumok depolimerizacidjat. a hordozéra levalasztott fehérjék esetére a dolgozatban
megjegyzésként hivatkozott vizsgalatok mégis nagyvfoka ellenallosagot mutattak ki. Fontos
megjegyezni. hogy e kisérletek elvégzésiik idején — technikai okokbol = még nem épiilhettek
a finom részleteket feltarni képes folyadékeellas mérésekre. igy a jelenséy magyarazatat nem
adhattak meg. A fehérje vékonyrétegek stabilitasanak mélyrehatobb vizsgalatat példaul in siru
ellipszometrias mérések teszik lehetoveé. mert ezekkel a réteg valtozdsai nagy pontossaggal és
nagy mintavételezési frekvencidval kovethetok nyomon. A kérdést részleteiben vizsgdlni
probalo elso kiséreltek koziil egyet a disszertaciohoz szorosan nem kapesolodo. benne [T14]-
es sorszammal hivatkozott kézirat mutat be. E folydiratcikk hetedik abrdja alapjan. a
fehérjerétegen mért. detergenses mosds hatdsara bekdvetkezo delta ellipszometriai paraméter
ertek mérési hibaba olvadd valtozasabol a réteg ellenallosagara kovetkeztethetiink.

Bizunk benne, hogy jol megtervezett. szisztematikus folyadékcellds mérésekkel a
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késobbiekben vilagos magyarazatot adhatunk majd a megtigyeltekre.

-39, oldal: A nagyfelbontasi Woollum ellipszométer beszerzésénck hosszas - fél oldulnyi -
részletezése csokkenti a tudomdnyos szinvonalat, ugyanis az eszkozbeszerzés nem tudomanyos
eredmény.

Koszonom a kritikdt. A jovoben igyekezni fogok majd az ilyen és hasonlé hibakat elkeriilni.

-41. oldal: Csupan itt valt vilagossd az olvaso szamdra, hogy a flugellin mérések levegdben
torténtek. A szaritas hogyan befolvasolja a flugellumok szerkezetét?

Ahogy arra a biralo kérdésével ratapintott. a szaritds valoban nem tartozik az olyan
beavatkozasok korébe. melyek nem modositjak a minta felszinét. a vizsgalt parameterek
értékét. A szaritas nagyfoku koriiltekintést és szakértelmet kivan. hogy a fehérje szerkezetenek
modosuldsa. depolimerizicioja. mechanikai hatasok okozta toredezése. levilasa. a feliilet
szennyezddése. stb. ne. vagy csak elhanyagolhatéo mértékben kvetkezzen be. Ha technikailag
megoldhatd, hogy ilyen és hasonld kisérelteket cellaban végezziink. ki tudjuk vedeni a
szaritds gvakran durva mellékhatdsait. Ennek megfeleléen a disszerticio az elsé érdemi
fejezet masodik felétél mar cellaban végzett mérési eredményeket ismertet.

-45. oldal: A 6.2.2.-2/b dbrabol leginkdbb az tiinik ki. hogy uz EMA alrétegek szamanak 3 folé
is, ahol a negyvedik alrétegre vonatkozo fiiggvény ulig mutat valtozdast. Ezen az dbrdan az
exponencidlisnak tind fiiggvények sebességi dllanddjaban van-e kiilonbség? Nem leheine

ebbdl a szerkezeti homogenitdasra kovetkezietni?

Bar valdban nem eredményezi a hiromnal t6bb EMA alréteg alkalmazisa az MSE jelentos
javulast. két fontos tényez6 mégis indokolja a nagyobb alrétegszamot: 1.) a megteleld

jellemzés érdekében négy vagy tobb alréteget érdemes haszndlnunk. mert az alretegek
szamanak novelésével a mért rétegvastagsag egy hatdarozott értékhez konvergal. 2.) a

kiértékelést kovetd matematikai vizsgalat alapjat mind az ot plusz egy alrétegb0l szarmazo hat
tomegsiriség  érték képzi. Amennyiben kevesebb alréteget alkalmaznink, a modell
egyenletrendszere alulhatarozotta vilna, nem lenne elegendd ismert paraméterérickiink az
egyértelmli megoldds megadasahoz. Megjegyzendd. hogy amennyiben még t6bb alréteggel
tudnank jellemezni a rendszert, még bonyolultabb modelleket is alkalmazhatnank a flagellaris
filamentumokbol felépiilo rétegszerkezetek in situ vizsgalatara.

A gorbékre illesztett exponencidlis fuggvények idoallandoi kozdtt szamottevod elteres
tapasztalhatd. Ezek a feliilett6! tavolodva, azaz az alacsonyabb szamu rétegektdl a nagyobbak
felé haladva egyre csokkennek (= 79. = 47. = 54. és = 30 perc).

Homogén fehérjerétegre akkor kovetkeztethetnénk a kiértékelésbdl nyert adatok alapjan, ha az
alrétegek (Omegstriiség ¢értékei egymassal hibahatdron beliil rendre egyeznének. Jelen
kisérletben ez nem teljesiil: novekvd alrétegszam sorrendben jellegzetes cstkkenést
figyvelhetiink meg a tomegstriség értekekben. Ennek alapjan az inhomogén rétegszerkezetet
tartanam valosziniibbnek.

-6.2.1. egvenlel: A dnide valoban dallundo mennyiségként kezelendd?
De Peijter és munkatarsai az 1978-ban kozzétett cikkiikben arrdl szamolnak be. hogy Abbe

refraktométeres méréseikkel a foszfat pufferben oldott lizozim (= 15 kDa). bovin szérum
albumin (= 67 kDa), B-laktoglobulin (= 18 kDa) és ovalbumin (= 43 kDa) fehérjék esetén is a
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dn/dc aranyszamra rendre = 0.18 ¢m’/g-os értéket kaptak.

Bar egzaktnak semmiképp sem tekinthetd, ha ezen mérési eredmenyt altalanositani probaljuk.
a gvakorlatban azonban szamos cikkben alkalmazzik ezt az ¢érteket a kisérletek elemzése
soran. Ennek oka foként az. hogy segitségével a vastagsag és torésmutato cértekek
ismeretében. a De Feijter formuldt alkalmazva a fehérjelevalasztas folyamatanak egyik
legfontosabb jellemzdjére. a feliileti tomegstirisegre masok meérésevel is Osszevetheto
becslést kapunk.

Kifejezetten flagellaris filamentumokra vonatkozo eredmeny a szakirodalomban legjobb
tudomasom szerint mindmaig nem ismert. Munkatirsaim elinditottak ¢ kérdéskor
ellipszometrids vizsgalatat. azonban az els6 eredményekre még varnunk kell.

Mindazonéltal. a birald kérdése lénveglatdé modon ramutat a dolgozat egyik hidnyossagara.
mely szerint a dn/de mennyiség alkalmazasat nem készitettem el6 megteleloen.

6.2.2.-4 dbra: Az AFM képek uaz idGfiiggd mérések mely szakaszaban késziltek? A nem
aktivalt feliiletre vald levdlasztds Jiiggvénye érdekes eltérést mutat az aktivall feliiletéhez
képest: szigmoid gorbét lathatunk. Fellép-¢ kooperativitdas ehben a kotGdési folvamatban? A
feliilet Gblitése még a telitddés eldn megtortént. Lehet-c¢ teliteni akar az aktivalt. akar a
nemaktivall feliletet? Hasonlo dssztomeg-stirtiség adodik-¢ ezekben az eseiekben?

Elmulasztottam jelezni a dolgozatban, hogy az AFM képek a levilasztast kovetoen késziiltek.

A biralo dltal felvetett kérdések nagyon fontosak és érdekesek, azonban ezekre a vilaszokat
sajnalatos modon t&bbnyire még nem tudom. Bir a doktori iskola ¢és az MFA
kutatocsoportjaiban e jelenségek vizsgalatat mar megkezdtik, kutatasaink még nem jutottak el
odaig. hogy egyértelmli magyarazatokkal szolgilhassunk. Bizunk benne. hogy Osszehangolt
és fokuszalt munkaval miel6bb vélaszt adhatunk a fenti kérdésekre.

48-33. oldal: Vitathaté a flagellumok hossz-eloszldasdanak monodiszperz Gauss jellege. mert
azt a polimerizdcié-depolimerizdcié folvamatai mellett a ldnctirések ¢és a nem-random
konformdcios dllapotok (pl. helix) is befolydasoljak. A modell-gorbék (6.2.3.-1. dabra)
dsszességében nem reprodukdljak a szaturdcios kisérleti gorbéket. Az lett volna a természetes.
ha ekkor a jelolt elveti a modellt. Egyvaltuldn. a flugellum-hossz és felileti eloszlas
kisérletesen (elsdsoran morfoldgiai modszerekkel) mérhetd paraméterek. A flagelluni-hoss:z
eloszidsra vonatkozé bonvolult elméleti modellek helvett talan egyvszeriibb lett volna it a
kisérlet.

A flagelléris filamentumok hossz-eloszlasanak monodiszperz Gauss jellege valoban vitathato,
s még indirekt modon sem tekinthetd bizonyitottnak. A biralonak ebben teljes meértékben
igaza is van. Mivel azonban olyan kozvetlen (in situ) mérési eljardst. mellyel az ostorok
hossz-eloszldsa hitelt érdemléen meghatarozhatd, az altalunk elérhetd méroberendezések
kozott még nem talaltunk, csupan érveket hozhattam fel amellett, hogy miért ¢ppen ezen
eloszlast tartom valoszinlinek.

A megoldas azonban matematikai értelemben visszaadja a mért értékeket. A kiserleti gbrbek

¢s a szimulacio eltérése mindvégig igen csekély. A beléliik levonhato kovetkeztetések tehat.
ha a kezdeti feltevések helyesek., meg kell alljak a helyiiket.
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3. Racscesatolt interferometria — refraktometria

ST -1 dbra: Az dbrabol nem vildgos. hogy az optikai dtha helvezett utolso tiikor miért
feligatereszio.

A Mach-Zender interferométerekben altalaban a masosodik féligateresztd tiikor szerepe az.
hogy az eszkozbdl kiléps nyaldbok intenzitdsa azonos legyen. Mivel a racscsatolt
interferométer esetén erre valoban nem lenne sziikség. sot az egyenldtlen intenzitascloszlast
még elényiinkre is tudnank forditani. a kérdés mindenképpen jogos. A valaszt azonban nem az
elvi sikon. sokkal inkabb a gyakorlati megvalositas korlatozo tényezoi kozott kell keresntink.
A 7.1.-1.-es abra, hogy az érzékelés mechanizmusat kivehetéen bemutathassa. enyhén torzit.
A valésagban a két nyalab tavolsaga, a hullamvezetd film minéségét6l fliggben. csupan
néhany milliméter, igy ahhoz, hogy egyik sugarmenetet se akadalyozzik az alkatrészek
peremei. befogoi, finomszabalyzoi, kénytelenek voltunk féligateresztd tiikrot alkalmazni.

-60. oldal: Mi volt uz oka annak, hogy fazismoduldaciora folvadékkristalvt alkalmaztak? Mi
magvardzza a négyszogimpulzusok haszndlatdt folyamatos szinuszos modulacio helyett?

Olvan miszert kivantunk létrehozni. mely egyszerii és kis koltségigényli alkatrészekbol ¢piil
fel. emellett a nagyobb mérési pontossig. tovabba a miszer méreteinek kesobbi
csokkenthetosége érdekében fontosnak tartottuk. hogy kizarolag statikus alkatrészekbol
hozzuk létre az érzékelot. Mindezek szellemében. lehetdségeinket is figyelembe véve. a
folyadékkristaly modulatorok mellett dontottiink.

A folyadékkristaly moduldtorok nemlinedris optikai elemek. igy vezerléstik soran szamos
nehézségbe iitkoziink: Allandé elektromos tér hatdsdra a folyadékkristdlyok exponencidlisan
csokkend sebességgel rendezédnek az 0j egyensulyi helyzetiikbe. A gerjesztés ¢és a relaxacio
folyamatai dinamikajukat tekintve eltérnek. Tovibbd. nem megfeleld vezérlés hatasara a
modulator kérosodik. fgy tetszdleges. példaul szinuszos fazismodulaciot csak nagy
nehézségek dran ¢és csupan megkozelitoleg tudnank megvalositani. Kovetkezésképpen a
legegyszeriibb vezérlést tartottuk a leghatékonyabbnak. A vezérl6 elektromégneses mezo
periodikus ki- és bekapcsoldsa esetén a mért fazistolds egy rendkiviil jol reprodukalhato
telitddési folyamat kovetkezménye. melynek dinamikdja mdr egy néhany paraméteres
egvenlettel is kivaloan kozelitheto.

263, oldul, 7.6.-1. abra: Az abrabdl az tinik ki, hogy nem cxsupdn faziseltolodas (ép fel. hanem
a lecsengési iddallandoban is bekovetkezik valtozas. Ez mivel magyardazhato?

Az exponencialis valtozasok az emberi szem szamdra szokatlanok, igy a gorbek ranczésre
félrevezetdek lehetnek. A modellegvenletet az emlitett abra mérési eredményeire illesztve. a
lecsengési idokben csupdn a rendszer bizonytalansaganak megfeleld kiilonbséget kapjuk
vissza.

4. Racscsatolt interferometria - bioszenzorikai alkalmazas

-81-83. oldal: A biotin kimosdsdr kovetden érdekes jelesokkenés 1ép fel. Bdr a jelolt elzdarkozik
a magvardzattol, a jel alakjabdl bizonyos feltételezéseket lehet tenni, ugyanis a biotin-kimoscs
wiani jel az avidin-jel szintje ald csokken. Lehetséges ezért példdul, hogy amint a 8.4.2.-2/b
betétdabra sugallja, maga az avidin is részleges kimosdsra keriil?



Az emlitett folvamat megalapozott magyarazatdhoz szamos ¢s igen Kkoriiltekinto merésre
lenne még sziikségiink. Ezek hidnyaban. ahogy a birdld is irja. csupan feltételezéseket
tehetiink. Ezek koziil az egyik lehetséges ok valoban az. hogy még az avidin molekulak
immobilizacioja ellenére is vannak olyan gyengébben kotdttek. melyek az érkezo biotinek
hatasara levalnak a feliiletrél. Ugyvanakkor egy masik lchetséges interpretacio lehet az is.
melvet Dr. Vonderviszt Ference professzor Gr vetett fel. hogy az avidin molekulak — a
biotinbektodés hatasara — konformacio-valtozast szenvednek. mely egyebként okozhatja a
mért jel ilyen iranyu megvaltozasat is.

3. Raesesatolt interferométer - ellipszométer kombindcio

-89, oldal: A két modszer kombindcioja legfeljebb kiegészitd jellegii, és uz érzékenység nem
novekedett (9.2.-1. abra). Mik a kombindlt modszer igazi eldnyei ennek tiitkrében?

A kombindlt modszer eldnyei kozé valoban nem sorolhatd, hogy a rdcscsatolt
interferométerrel. illetve a spektroszkopiai ellipszométerrel kiilon-kiilon elérhetd mérési
érzékenység a kombindcio sordn javul. Az elrendezés olvan kisérletekben mutathat uj
eredményekre, melyek esetén a két miszer dltal egyetlen mintan, egy idoben ¢s azonos
pontban mért, egymast kiegészitd informaciok osszességére van sziikségiink a biztos labakon
allo interpretacidhoz. Az ellipszometria a spektralis informaciora épitve bonyolult optikai
modellek alkalmazasaval informacioban gazdag kiértékelést tesz lehetdvé. mig az
interferometria a nagyobb érzékenysége miatt a finom jelenségek Kimutatasat biztosiga.
Mindezek mellett fontos elonynek tekinthetd a mért adatok jobb ¢rtelmezhetoscége. a
szélesebb kort alkalmazhatosag és az is, hogy a két modszer egyiittesével clkiilonithetoek a
feliilethez kozeli és feliilettdl tavolabb bekovetkezo valtozasok. Tovabbi elony, hogy a Két
modszer kombindldsa egymas ellendrzésére, kalibraciojara is hasznalhato.

Koszonettel és tisztelettel:

— L =

Kozma Péter

doktorjeldlt

Budapest, 2011. november 4.
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