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1. BEVEZETES

Napjainkban az érdeklddés kozéppontjdba keriilt az élelmiszer-mindség és
-biztonsag kérdése. Az orvostudomany, a biologia, a kémia és fizika ) eredményei
alapjan lehetdség nyilik arra, hogy a taplalkozds sordn az emberi szervezetbe juto
anyagok pozitiv és negativ hatdsait mind jobban megismerjiikk. A globalizaci6, az
¢lelmiszerek szabad kereskedelme a vilagban sziikségessé teszi az élelmiszer-biztonsag
feltételeinek megteremtését, a kockazatelemzés megvalositasat az emberi egészség
védelme érdekében. Az élelmiszerekbdl szdrmazd egészségveszélyeztetés megitélése
kockézatbecsléssel lehetséges. A kockazatbecslés nem nélkiilozheti olyan analitikai
modszerek alkalmazasat, amelyek biztositjak a vizsgalando anyagok/komponensek nagy
érzékenységli (ug/kg vagy ng/kg), szelektiv mérését, kimutatasat, valamint a gyors
eredményszolgaltatast.

A gyogyszer-, ¢lelmiszer- és vegyipari-technologia és biotechnologia egyre
sz¢lesebb korben alkalmaz bioszenzorokat az ipari miiveletekben (folyamatszabalyozas,
fermentdcid nyomon kovetése, szubsztratanalizis), valamint az ¢élelmiszerek és
gyogyszerek vizsgalatdnal, kornyezetvédelmi monitorozasnal. Ezzel parhuzamosan
novekszik a gyors, valds idoben miikodo, kinetikai méréseket lehetdveé tevo szenzorok
iranti igény.

A teljesitményre ¢és az €érzékenységre vonatkozo megnovekedett igények ¢€s a
felmeriilé hatalmas koltségek miatt a hagyomanyos analitikai modszerek sok esetben
nem alkalmazhatok a mindségbiztositasi rendszerek kiépitésénél. A modern élelmiszer-
vizsgélati moddszerek — mint a nagyhatékonysagli folyadékkromatografia (HPLC),
gazkromatografia (GC), tomegspektrometria (MS), HPLC-MS, GC-MS, atom- ¢s
molekulaspektroszkopia, magneses magrezonancia (NMR) — mellett egyre inkabb
elétérbe keriilnek a kiilonb6zé biologiai és molekularis bioldgiai modszerek. Az
immunanalitikai mddszerek koziil emlitést érdemel az enzimjelzéses immunanalitika
(ELISA, EIA), a molekularis bioldgiai eljarasok koziil a polimerdz lancreakcion (PCR)
alapulé moédszerek, igy a valos idejiit PCR (RT-PCR) és a véletlenszerlien felszaporitott
polimorfikus DNS PCR (RAPD PCR) mddszer. Egyre gyakrabban alkalmazzak a
kiilonbozé  tipustt  bioszenzorokat, kozottiik az enzimalapti szenzorokat, az
immunszenzorokat, az affinitdsszenzorokat. Ugyancsak az ¢élelmiszer-biztonsagot
szolgéljak az egyre tobb célra alkalmazhatd gyorstesztek, ezek azonban csak helyszini
ellendrzésre alkalmasak. E modszerek érzékenysége €s a detektalas also hatara lehetévé
teszi az ételek mikrobiologiai fertdzottségének gyors kimutatdsat, a jarvanyszerii
megbetegedések kialakuldsanak megeldzését.

Az ¢élelmiszerek és a kornyezeti mintdk szennyezésének forrasa alapvetden
kémiai ¢és biologiai eredetli lehet. A kémiai szennyezOk kimutatasa soran a
legszertedgazobb feladat a szermaradvanyok vizsgalata, itt a kutatok a gyors modszerek
adta lehetéségekkel élve bizonyos vegyiiletcsoportok, példaul kiilonbozé tipusu
novényvédd szerek, allatgydgyszerek egyiittes meghatdrozasara fejlesztettek ki
eljarasokat. Szintén a kémiai szennyezOk kozé tartoznak a — gombak altal termelt —
mikotoxinok, melyeknek megjelenése biologiai szennyezésre, patogén gombak
jelenlétére utal. A mikotoxinok kdzvetleniil a foldimogyoro, did, gabonafélék, babfélék,
olajos magvak fogyasztasdval jutnak az emberi szervezetbe, mig kozvetve, a
szennyezett takarmanyt fogyasztd allatok révén, elsésorban a tej, tojas €s belsdségek
kozvetitésével. Figyelembe véve a legfontosabb penészgombafajokat és toxinjaikat, a
hazankban termesztett gazdasagi novények koziil a gabonafélék, kiilonosen a kukorica,
valamint a fliszerpaprika, az egyes gylimolcsok (alma, sz610), illetve az ezekbdl késziilt
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termékek lehetnek fertézottek. Az importtermékek koziil az EU tagorszdgokban
mikddd, az élelmiszerekre és a takarmanyokra vonatkozd gyors riasztasi rendszer
(RASFF) szerint az egyes mogyorofélék (pisztacia, foldimogyoro), illetve a kavé- és
kakadbab jelentik a mikotoxin-kitettség fo forrdsat.

Az ¢élelmiszerek természetes toxikus vegyiiletei koziil figyelmet kell forditani a
biogén aminok jelenlétére, amelyek az ¢élelmiszerek egy részének természetes
alkotéelemei, fontos szerepet jatszanak az aroma- és izanyagok kialakuldsaban. A
biogén aminok mennyisége azonban husok, halak frissességét, higiéniai allapotat,
gyartasi és tarolasi koriilményeit is jelezheti. Kiemelt szerepe van a hisztaminnak,
amely az arra érzékeny népességben allergias reakciokat okozhat.

Az élelmiszer-eléallitas globalizacioja, a higiéniai szabalyok be nem tartdsa, a
nem megfeleld hokezelés vagy hiités, illetve egyéb technoldgiai hibdk miatt az
¢lelmiszer-eredetii  megbetegedések hatterében az esetek jelentdés részében
mikrobiologiai szennyezddés 4all. Az ¢élelmiszer-biztonsdgi szempontbol jelentds
koérokozd baktériumok koziil a Campylobacter-fajok éltal okozott megbetegedések
szdma igen jelentds. Az Escherichia coli torzseinek élelmiszer-higiéniai szempontbol
nagy a jelentdségiik, mivel élelmiszerek esetén a fekalids szennyezettség indikatorai. A
koérokozok kimutatdsa €s vizsgalata hagyomanyos modszerekkel id6- és munkaigényes,
igy szamos olyan 1) eljarast fejlesztettek ki, amelyek rutinszeri vizsgalatok soran
alkalmazhatdak. A gyors vizsgélati mdodszerek koziil ezen a teriileten is egyre nagyobb
teret hoditanak a molekularis bioldgiai modszerek (PCR, RAPD technikak),
gyorstesztek, bioszenzorok.

Az elmult harom évtizedben eld6térbe keriilt a hagyomanyos mikrobiologiai €s
kémiai analitikai modszerek mellett a sorozatvizsgélatokra alkalmas, gyors, nagy
érzékenységli automatizalhatd modszerek fejlesztése. Ezzel parhuzamosan, a ’60-as
években indultak meg a bioszenzor-kutatdsok, és dinamikusan fejlddnek vildgszerte
mind a meghatarozandé szubsztratok korét, mind pedig a technikai eszkoztarat tekintve.
A KEKI-ben a *90-es években kezdédtek meg a bioszenzor-kutatisok, amit hazai és
nemzetkozi egylittmiikodések, palyazatok keretében két f6 iranyban folytattunk. Az elsé
Iépésként enzim alapi amperometrids szenzorokat fejlesztettiink, amelyek vizes
kozegben miikodtek kiilonbdzo szubsztratok meghatarozasara (gliikdz, maltdz, galaktoz,
laktéz, - és D-aminosavak stb.). Ezen munka eredményeként kaptam meg a BME dr.
univ. cimét a ,,Szelektiv biokatalitikus érzékelok és analitikai reaktorok fejlesztése
¢lelmiszeripari és biotechnoldgiai alkalmazasra” cimii disszertaciora. Késébb az enzim
alapi  bioszenzorok alkalmazhatosagat vizsgaltuk szerves fazisu kozegben
(glikozoxidaz, katalaz és koleszterinoxidaz enzimek alkalmazasaval), ami ,,Szerves
fazisban mikddo enzim alapt bioszenzorok fejlesztése €s alkalmazésa élelmiszermintak
vizsgalatara” cimii PhD dolgozatom témadja lett.

A bioszenzor-kutatasok folytan keriiltiink kapcsolatba a MikroVakuum Kft.-vel,
majd kozos projektek keretében meginditottuk szenzorkutatdsaink madsik iranyat. E
munkaban az optikai hullamvezetd fénymodus-spektroszkopia (OWLS) alkalmazéasanak
lehetdségeit kivantuk kibdviteni, immunszenzorok €s bakteridlis szenzorok fejlesztését
kezdtik meg. Egyiittmiikodésiink célja els6sorban alkalmazastechnikai fejlesztés volt,
kiilonds tekintettel az €élelmiszer- és kornyezeti mintdk vizsgalatanak elémozditdsara. A
kutatas-fejlesztési palyazatok keretében e teriileten kidolgozott szenzoros mérési
eljarasokat, 1j alkalmazasi irdnyokat, eredményeket foglaltam 0&ssze a jelen
dolgozatban.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Bioszenzorok

Az TUPAC (Thévenot et al. 1999) éltal ajanlott meghatarozas szerint a
bioszenzor olyan 0nallé integralt eszkdz, amely kvantitativ vagy szemikvantitativ
analitikai informacidkat szolgaltat egy biologiai felismerd rendszer segitségével, amely
kozvetlen térbeli érintkezésbe 1ép a jelatalakitoval. Felépitése alapjan meg kell
kiilonboztetni az analitikai méromuszerektol, és tobbszori hasznalata miatt
elkiilonitendd az egyszer hasznalatos tesztektdl, eszkozoktdl. A bioszenzorral torténd
mérés folyamataban eldszor kapcsolatba hozzuk a mintat az érzékeld receptorfeliilettel,
a mérendd anyag ¢€s a receptor kolcsonhatasakor bekovetkezd valamely fizikai vagy
fizikai-kémiai valtozast regisztralja az érzékeld, a kapott jelet atalakitjuk, és azt
elektronikusan taroljuk ¢és értékeljiik (Scheller, 2001).

A szenzor miikodését és hatékonysagat két f6 Osszetevd hatdrozza meg, a
specifikus felismerd rész, valamint a jelatalakito egység. E kettd egylittesen felelds a
szenzor mindségéért. Szamtalan kombinacido képzelhetd el, amelyeknek kiilonbozd
kimutatasi hatar, specifikussdg, reprodukalhatdsdg, robusztussdg — csak néhany a
bioszenzoroktdl elvart tulajdonsagok koziil.

A detektalas als6 hatara jelenleg néhany ng/ml nagysdgrendnél tart biologiai
markerekre (Tothill, 2009), és ez a hatdr még csokkenhet a megfeleld eljarasok tovabbi
Lyons készitette 1962-ben gliikozoxidazt immobilizalva, és az enzimes reakcioban az
oxigén fogyasat oxigénelektrod segitségével detektalva. Mig kezdetben csak enzimeket
hasznaltak bioldgiailag érzékeny anyagként, késobb antitesteket, organellumokat és
egész sejteket is alkalmaztak. Divies (1975) baktériumokat rogzitett alkoholszenzorban,
Guilbault (1976) pedig mitokondriumokat alkalmazott NADH-szenzorban. Napjainkban
szamos kutatd szamol be nukleinsavak, aptamerek és molekularis lenyomatu polimerek
(MIP) segitségével készitett szenzorok muikodésérdl. Az allatgyogyaszatban hasznalt
oxitetraciklin antibiotikum meghatdrozasara oxitetraciklin-kot6 aptamereket rogzitettek
bioszenzorban hus, tej vagy egyéb élelmiszeripari termékek ellenérzésére (Niazi et al.
2008). Piacham és mtsai (2005) jol kontrollalhato, reprodukalhato eljarast dolgoztak ki
vékony (50 nm) MIP-film kialakitdsara arannyal fedett kvarckristalyszenzor feliiletén
karboxilcsoportot tartalmazé alkantiol-vegyiilet fotopolimerizacidjaval.

2.1.1. Immunszenzorok

Az immunszenzorok a bioszenzorok olyan specialis csoportjat képezik, amelyek
kialakitasa esetében az immobilizdldsra keriild biologiailag érzékeny anyag az adott
vizsgélathoz sziikséges antigén vagy antitest. Az immunvélaszt kivaltd antigén
(immunogén) lehet maga a koérokozd, annak toxinja, esetleg mas testidegen
makromolekula. Az immunreakcid, az antigén—ellenanyag-kotédés nagyfoka
szelektivitasanak koszonhetden analitikai mddszerek alapjat képezheti, amely lehetévé
teszi az antigén vagy az ellenanyag meghatarozasat. Az immunanalitikai vizsgalatokhoz
a gerinces dallatok vérszérumabol kinyert szelektiv antitesteket hasznaljak. Az
ellenanyag (antitest) molekula sajatos felépitésti, multifunkcionalis fehérje, amely
specifikusan koti meg az antigént. Az immunrendszer azonban csak 5 kDa
molekulatdmegnél nagyobb immunogénekre ad immunvalaszt. A kisebb molekuldju
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vegyiiletek (haptének) onmagukban nem valtjdk ki az antitest termelését. Nagy
molekulahordozohoz  kapcsolva azonban komplett antigénné (immunogénné)
alakithatok. Hordoz6 anyagként altaldban nagyméretti fehérjemolekuldk hasznalhatok,
¢s az igy kapott fehérjekonjugatumokkal végezhetd el az immunizalas (Gergely, 1979).

Az immunszenzorokat az immunreakcid soran kialakult komplex detektalasara
alkalmazott modszer szerint csoportosithatjuk (Patel, 2002). Mivel a komplex
kialakulasdnak rendszerint nincs konnyen mérheté terméke, altaldban valamilyen
mesterségesen bevitt jelolést, pl. radioaktiv izotopot, enzimet, fluoreszcens vagy
kemilumineszcens molekulat, az utobbi idoben pedig magneses nanorészecskéket
alkalmaznak a meghatdrozashoz. A jelolés jellegétdl fiiggéen nagy érzékenységli és
szelektivitasu vizsgalatok — egyebek kozott — a fluoreszcens immunassay (FIA), a
radioimmunassay (RIA) és az enzimjelzéses immunassay (EIA) terjedtek el. A mérési
modszertél fiiggden jelolhetik az antitestet (immobilizalt antigén alapt versengd
modszerek és az Un. szendvics eljards) vagy az antigént (immobilizalt antitest alapa
versengd modszerek). Az enzimjeldléses eljardsokban elsGsorban torma peroxidaz vagy
alkalikus foszfataz jelz6enzimet alkalmaznak. A jel6ld enzim reakcidja soran képzddott
fotometria, elektrokémia). Silva és mtsai (2007) poliklorozott bifenilek (PCB)
meghatarozasara alkalmas versengo immunszenzort fejlesztettek ki
szénpasztaelektrodon rogzitett antitesttel boritott magneses mikrorészecskékkel. A
tejmintaban 1évé szermaradvany alkalikus foszfatazzal jeldlt antigénnel versenyez az
antitesten val6 kapcsolodéshoz.

A technika fejlédése és az immunszenzorok fejlesztése soran eldtérbe keriiltek
azok a detektalasi lehetdségek, ahol az immunreakciét nem tovabbi kémiai, biokémiai
reakciok segitségével detektaljuk, hanem a folyamat soran bekovetkezd fizikai
valtozasokat jelolésmentesen mérjiik igen érzékeny mérési technikak alkalmazésaval
(Hock, 1997). Baktériumok szelektiv felismerésére €¢s mennyiségi meghatarozasara is
szamos immunszenzort fejlesztettek ki kiilonboz6 kutatocsoportok (Serra et al. 2008,
Yang et al. 2008) felszini antigének alkalmazasaval. Ezt a soksziniiséget, szertedgazo
fejlesztési iranyt szdmos 0sszefoglald cikkben ismertették (Bange et al. 2005; Holford et
al. 2012).

2.1.2. Mikrobialis szenzorok

A mikrobak biofilmképzd tulajdonsaga és a biofilmben kialakulo fizioldgiai
tulajdonsagaik (pl. fertdtlenitdszerekkel szembeni rezisztencia, jobb tulélési stratégia) az
utobbi évtizedben a kutatdsok kozéppontjaba keriiltek. Az E. coli igen alkalmas modell
organizmus biofilmképzédési tulajdonsaganak vizsgalatdra (Corona-Izquierdo and
Membrillo-Hernandez 2002). Kimutattak, hogy a mikrobidlis kozosségek stabilabbak,
ha feliilethez kapcsolodnak vagy aggregatumokat képeznek (Peitzsch ef al. 2008). A
biofilmek képzddését akadalyozd vegyliletek kivalasztasara, a felszin kezelésének, és a
kiilonbozd fizikai-kémiai paraméterek hatasanak valds idejii tanulmanyozasara a
kiilonbozé szenzorok jo lehetdséget biztositanak. Az OWLS rendszert Ramsden és
mtsai (1995) alkalmaztdk osztodo sejtek szdmanak és méretének meghatarozasara.
Megallapitottak, hogy a rovid idon beliil mért jelvaltozast a sejtek morfoldgiai valtozasa
okozza, nem pedig a sejtosztodas. Telegdi és mtsai (1998) kvarckristaly-mikromérleget
alkalmaztak a biofilmképz6dés mechanizmusanak megismerésére és a biocidok gatld
hatdsanak kimutatdsdra. A novekedést gatld bakteridlis tesztek igen alkalmasak a
vizoldhat6 szerek, pl. antibiotikumok gyors kimutatasara (Spiller et al. 2006). Kim ¢és
Gu (2003) biolumineszcencids szenzort fejlesztettek E. coli torzsek rogzitésével
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hidrogén-peroxid, fenol és mitimicin C kimutatasara. Jelolésmentes szenzor fejlesztése
soran szintetikus oligopeptiddel immobilizaltak az E. coli O157:H7 torzset aranyszenzor
felszinén. Choi és mtsai (2005) feliileti plazmon rezonancia (SPR) szenzorral
fenolszennyezést mutattak ki, del Busto-Ramos és mtsai (2008) fertétlenitdszerek
hatdsat tanulmanyoztdk, mig mas kutatocsoportok kiilonb6z6 xenobiotikumok
¢lelmiszerekbdl ¢és kornyezeti mintakbol vald kimutatdsara (Pellegrini et al. 2004;
Melamed et al. 2012) dolgoztak ki eljarast.

2.2. Detektalasi eljarasok

A biologiai, biokémiai vagy kémiai reakcid soran keletkezd jelek nagysagat
kiilonb6zo detektorokkal mérik. A detektorok széles kore hasznalatos a
bioszenzorokban és az immunszenzorokban, amelyek ismertetésével,
Osszehasonlitasaval szamos Osszefoglald tudomanyos cikk foglalkozik. A detektorok
kozott a legelterjedtebbek az optikai (Yakovleva et al. 2002; Jie et al. 2008; Tibazarwa
et al. 2001, Rasmussen et al. 2000; Tom-Petersen ef al. 2001), elektrokémiai, azon beliil
potenciometrids (Saurina et al. 1999; Yulaev et al. 2001; Pellegrini et al. 2004; Ercole
et al. 2003; Rotariu et al. 2002; Rotariu et al. 2004), voltammetrias (Liu ef al. 2004 a,b;
Rastogi et al. 2003; Lei et al. 2006; Liu et al. 2007; Vianello et al. 1998; Gyss and
Bourdillon 1987; Timur et al. 2003; Timur et al. 2007; Liang et al. 2012) ¢és a
vezetoképességi (Moore et al. 2011; Radi et al. 2009; Chowdhury et al. 2012; Kim et
al. 2009) érzékelok.

2.2.1. Jelolésmentes detektalasi modszerek

A molekuléris felismerés nagy szerepet jatszik a biologiai folyamatokban.
Antigén ¢és antitest, enzim és szubsztrat kolcsonhatasa, a receptorok és jelzéanyagok
kozott lejatszodd folyamatok mind meghatdrozd szerepet tdltenek be a biologiai
szabalyozasban. Ezek a biokémiai reakciok, felismerési folyamatok a természetben
kiilonb6z6é hatarfeliileteken jatszodnak le (pl. a hormonok sejtmembranba agyazott
hormonreceptorokon, a fehérjék lipidmembranokon adszorbealédnak). Az j
méréstechnikai fejlesztések lehetévé tették, hogy ezeket a biologiai, biokémiai
folyamatokat ne a korabban alkalmazott homogén oldatban, hanem bioldgiailag
alkalmasabb hatarfeliileten tanulményozzuk. Erre elsOsorban a bioanalitika teriiletén
egyre kedveltebb jelolésmentes detektalasi eljarasok adnak lehet6séget. Segitségiikkel
valos 1idOben meghatarozhato a biomolekularis kolcsonhatasok kinetikdja, a
biomolekuldk kotddése nyomonkdvetheté a kiilonféle optikai tulajdonsdgokkal
rendelkezd szenzorok hatarfeliilletén, a kozvetlen optikai adatok valtozasanak
fiiggvényében (Vords 1999). Ennek alapjat — egyebek kozott — az integrélt optikai
hullamvezetd szenzorok biztositjak, amelyek feliiletén a molekulak kozott lejatszodo
erés, affinitason alapuld kotddési reakcid révén a mérni kivant anyag jelenléte,
koncentracioja a vizsgalt oldatbol kozvetleniil meghatarozhato6.

A jelolésmentes szenzorok alkalmazasa — a biospecifikus kotddés iddbeli
vizsgalata jelold molekuldk nélkiil — 1) lehetdségeket tart fel a biomolekulak
tanulmanyozasara az immunszenzorok fejlesztésétél a  receptor-ligandum-
kolcsonhatasok tudomanyos vizsgalataig. A fent emlitett szenzorok kialakitasa soran a
jeleket optikai és piezoelektromos detektorokkal mérhet;jiik.

e Optikai raccsal torténd becsatolds. Ez esetben a hulldmvezetd feliiletén
kialakitott optikai rdcs szérja a rdesd fényt. Megfeleld beesési szogeknél
becsatolodik a hullamvezetdbe (OWLS).

10
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e Prizmaban terjedd fény a feliileten teljes visszaverddést szenved. A feliiletet 50
nm aranyfilmmel vonjék be. Ez a filmréteg helyezkedik el a vezetd evaneszcens
rétegében, vagyis adott kritikus beesési szognél a fémfilm plazmonjai
gerjesztodnek (SPR).

o Az ellipszometria sikfeliiletre vetitett fény polarizacidjanak megvaltozasat méri
a feliileten végbemend kolcsonhatasok alapjan, ebbdl szdmolhatdé a kozeg
torésmutatoja, €s a kivalt film vastagsaga.

e A kiilonbozd felépitésii optikai szenzorok mellett a piezoelektromos
kvarckristaly-mikromérleg (QCM) elterjedten alkalmazott tdmegmérd eljaras.
Az oszcillacios frekvencia a kristdlyra adszorbedldddé molekuldk hatésara
valtozik meg, a rezonancia frekvencidja csokken.

2.2.2. Optikai hullamvezet6 fénymaddus-spektroszkopia (OWLS)

A technika alapja az integralt optikai hullamvezetd szenzor, amely két rétegbdl
all: az also tiveghordozé feliiletén vékony, nagy torésmutatdji szilicium-oxid — titan-
oxid (STO) réteget alakitanak ki (2.1. abra). Ebben a rétegben taldlhatdo az aktiv
becsatold racs. A mérdmiiszer a He-Ne fényforras 4ltal kibocsatott 1ézersugarat (A =
632,8 nm) prizma ¢és tiikrok segitségével s és p sikban polarizalt transzverz elektromos
(TE) és magneses (TM) modusra bontja, alulrdl felfelé az itiveghordozo iranyabol a
rdcsra iranyitja, és méri a becsatoldsi szoget a becsatolt fény intenzitdsdnak
fliggvényében. Az tiveghordozé ¢és a hullamvezetd réteg hatarfeliiletére adott szogben
bees6 fény teljes visszaverddések sorozataval iranyitott fényterjedéssel, azaz
hullamvezetéssel terjed. A fény hullamvezetdébe torténd becsatoldsa fiigg a szenzor
felett elhelyezkedd anyag torésmutatdjatdl, a szenzor a jellemzd becsatolasi szog
megvaltozasaval érzékenyen reagdl a hatérfeliileten torténd valtozasokra (Bernard and
Bosshard 1995; Piehler ef al. 1997; Ramsden ef al. 1997; Tiefenthaler 1992).
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2.1. abra Az optikai hulldmvezetd fénymodus-spektroszkopia (OWLS) mérési elve

2.2.3. Feliileti plazmon rezonancia (SPR)

A feliileti plazmonok egy fém (az esetek tobbségében arany)-dielektrikum
hatarfeliileten a vezetési elektronok mozgasdhoz kapcsolddo elektronsiiriséghullamok
(Kroo, 2003). A feliileti plazmonok kialakitasahoz a fényt egy nagy torésmutatdju
dielektrikus prizma (Kretschmann-elrendezés) segitségével csatoljak be a tipikusan 50
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nm vastag fémrétegbe (2.2. abra). A plazmongerjesztés a fény egy adott beesési
sz0génél torténik meg, ekkor a fémfeliiletrdl visszavert fény intenzitdsa minimumértéket
mutat. A rezonancidnak megfeleld beesési szog értéke fligg a megvilagitott fémréteg
masik oldaldval ¢érintkez6 kozeg torésmutatdjatol. A fém feliiletén rogzitett
biomolekulakhoz valo bekotddés megvaltoztatja a feliilettel kdzvetleniil érintkez6 réteg
torésmutatojat, amit a késziilék a rezonanciaszog eltolddasa alapjan érzékenyen
detektal. Az analitikai ¢s kinetikai informaciét a rezonanciaszog idébeli valtozasanak
nyomonkdvetése szolgaltatja (Gyurcsanyi 2005; Brecht and Gauglitz 1997; Geddes et
al. 1994).
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2.2. abra Feliileti plazmon rezonancia mérési elve (TOzsér et al. 2011)

Az SPR technika alapjait és bioszenzorként vald széleskorii felhasznalasat
szamos 0sszefoglald tudomanyos cikk ismerteti (Wijaya et al. 2011; Safina 2012; Hoa
et al. 2007; Sipova and Homola 2013; Petryayeva and Krull 2011). Az SPR technikét a
bioanalitikaban az 1980-as évek elején Liedberg és mitsai (1983, 1995) alkalmaztak
el6észor, immunglobulint adszorbeéltatva az eziistréteget hordozo szenzorra, majd az
immunglobulin ellen termeltetett antitest kotddését vizsgaltak. Oh és mtsai (2003, 2004)
SPR szenzort fejlesztettek Legionella pneumonia kimutatdsara. A szenzor felszinén G-
fehérje Onszervezddd monorétegén (SAM) rogzitették a monoklonalis antitestet, a
modszerrel elért detektalds alsd hatira 10° telepképzé-egység/ml (TKE/ml) volt.
Ugyanezen kutatdcsoport 11-merkapto-undekdnsavval képezett SAM-réteghez kapcsolt
G-fehérje segitségével kapcsolta az SPR szenzor felszinéhez a Salmonella typhimurium
meghatarozasat lehetévé tev antitestet, a linearis méréstartomany 10°-10° TKE/ml
értektinek adodott.

2.2.4. Ellipszometria

Az ellipszometria mikddésének lényege, hogy eltérd hatarfeliileteken a
kiilonb6z6 polarizacidju (beesési sikkal parhuzamos vagy arra merdleges rezgési sik)
fény visszaverddése soran a térerdvektor amplitidoja és fazisa is megvaltozik. Ez a
valtozas eltér a beesési sikkal parhuzamosan ¢és arra merdlegesen polarizalt
komponensekre, amelyek kozott faziskiilonbség 1ép fel (2.3. dbra). A faziskiilonbség
fiigg a feliileten 1évd réteg vastagsagatol és torésmutatdjatol (Garipcan et al. 2011).
Tsargorodskaya és mtsai. (2004) ellipszometrids méréssel vizsgaltdk marhaszérum-
albumin (BSA) adszorpcigjat porozus szilicium-oxidon.

12
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Elliplikusan polarizall

Minta

2.3. abra Az ellipszometria mérési elve (Petrik, 2011; @, — beesési szo0g, p — a
beesési sikkal parhuzamos polarizacios irany; s — p-re merdleges irany; a beeso
linedrisan polarizalt fény reflexid utan altalanos esetben elliptikusan polarizalt lesz)

2.2.5. Kvarckristaly-mikromérleg (QCM)

A kvarckristaly-mikromérleg a piezoelektromos hatas alapjan mikodo rendkiviil
érzé¢keny tomegmérd rendszer. Az arannyal bevont kvarckristaly-érzékeld valtéarammal
magas frekvencidju rezgésbe hozhato (2.4. abra). Ez a stabil oszcillacios frekvencia a
kristdlyra rakod6 molekuldk hatasara megvaltozik, és ezt a frekvenciavaltozast
detektaljak. Ha a kristaly feliiletére molekulak kotddnek, né a tomege, s a rezonancia
frekvenciaja csokken. A mérések soran mar 0,1 ng/cm®-nél kisebb tomegvaltozasnak
megfeleld frekvenciavaltozas is mérhetd (Sauerbrey, 1959; Tuantranont et al. 2011).

KoBlinger és mtsai (1992) az emberi immunhidnyt okozé virus (HIV) antitestek
mérésére készitett bioszenzorukban szintetikus HIV peptideket immobilizaltak
piezoelektromos kvarckristaly feliiletén. Az immunreakcid hatasara 1étrejott
tomegvaltozast az oszcillalo frekvencia mérésén keresztiil, oszcillator segitségével
hatdroztdk meg. Park és mtsai (2000) a kvarckristaly feliiletén Salmonella feliileti
antigénje ellen termel6ddtt antitestet rogzitve, igen érzékenyen (3,2x10°—4,8x10
TKE/ml koncentraciotartomanyban) tudtak kimutatni Salmonella thyphimurium-ot.
Yakovleva és mtsai (2011) QCM szenzorok arany felszinén kiilonboz6 eredetii lektint
rogzitve vizsgaltdk a kiilonbozé Campylobacter jejuni torzsek kotddését. A
baktériumtdrzsek a disszipacios jelek eltolédasa alapjan megkiilonboztethetéek voltak
egymastol.

2.4. dbra A kvarckristaly-mikromérleg mérési elve (Kim et al. 2008)
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2.3. Az optikai hullamvezeté fénymodus-spektroszkopia elvi alapjai

Az 10j vizsgélati modszerek akkor johettek 1étre, amikor a fény
visszaverddésének torvényszeriiségeit nemcsak felismerték, de mérni is tudtak. Isaac
Newton a XVII. szazadban végzett kisérletei sordan felfedezte, hogy a fény teljes
visszaverddésének fazisvaltozasa az iliveg / levegd hatarandl 1évoé vékony réteg
jelenlététdl fiigg (Newton, 1704). Az 1950-es években terjesztették ki a Fresnel-féle
visszaverddési torvényeket olyan hatarfeliiletekre, ahol kiilonb6zé anyagokbol valo
vékony réteg van jelen. A 70-es években jott 1étre az integralt optika. Fejloddését két
irany fémjelzi, egyrészt a telekommunikéacidban az egész vildgot behdlozo optikai
szalak alkalmazasa, amelyek a kornyezettl elszigetelt integralt hullamvezetdk,
masrészt pedig az egyre inkabb eldtérbe keriild sik hullamvezetdszenzoroké (Voros,
1999).

Hazankban is szdmos tudomanyos miihelyben kezdték meg a hulldmvezetdk
kutatasat, igy Toth és mtsai (1997) sik hulldmvezetot alkalmaztak teljes belso reflexios
(TIR) méréseknél, amelyet K-ionszelektiv optéd membrannal egészitettek ki. A
mikroszkdplemezbdl kialakitott hullimvezetd felszinén rogzitették a K-szelektiv
komplexet tartalmazo karboxilalt PVC-alapu optodmembrant, amellyel 20 s valaszidot
¢s 0,05 mmol/l kimutatdsi hatart értek el. Kovacs és mitsai (2003) hasonld kisérleti
elrendezéssel karbamid mérésére alkalmas bioszenzort fejlesztettek ki, ammonium
meghatdrozasara alkalmas PVC-membrant és uredz enzimet tartalmazé hidrogélt
rogzitve a hullamvezeton.

Egy EUREKA MEMOCS (Membrane —coated optical grating coupler sensors)
ipari egylttmiikodés keretében 1994-ben a KFKI (ATKI) és a MikroVakuum Kft.
részvételével kezdodott a raccsal csatolt hullamvezetd bioszenzorok kutatdsa
Magyarorszagon. Ekkor kezdte meg a MikroVakuum Kft. az Artificial Sensing
Instruments (ASI) AG (Zurich, Svdjc) szabadalma alapjan sajat fejlesztésben a raccsal
csatolt hullamvezetd szenzorstruktarat gyartani ¢és kereskedelmi forgalomban
értékesiteni. A szenzorgyartas stabilizalodasat kovetden kezdddtek a szenzor-kiértékeld
miuszerfejlesztések, amelyek eredményeképpen a 90-es évek végére megjelentek a
kereskedelemben az ugynevezett OWLS tipusi mérdberendezések (www.owls-
sensors.com).

A fény hullamtermészetébdl kovetkezéen az optikai racson illetve a
hullamvezeté kozeg hatararol visszaverddé fény optikai tulajdonsagai (diffrakcio)
fiiggnek a hullamvezet6t koriilvevd kdzeg optikai adataitol, paramétereitdl. Az optikai
hullamvezetokre es6 fény kolcsonhatasba keriil az evaneszcens mez6ben a
kornyezetével. Az evaneszcens mezd egy alacsony és egy nagy torésmutatdju kozeg
hataran jon létre az alacsony torésmutatdju kdzegben akkor, ha a nagy torésmutatoju
kozegbdl érkezd fény teljes visszaverddést szenved a kozeghataron. Az evaneszcens
mezd vastagsaga néhany szaz nanométer, és intenzitdsa exponencialisan csokken a
kozeghatartol tavolodva (Horvath 2011). Ez a fizikai jelenség teszi lehetévé a
hullamvezetok alkalmazasat a hatarfelilleten végbemend folyamatok vizsgalatara,
detektaldsara tobbféle technika megoldas alkalmazhat6 (pl. raccsal torténd ki-becsatolas
esetén a ki-, illetve becsatolasi szogek mérése, Mach-Zehnder interferométer). Az
evaneszcens mezOben végbemend valtozasokat kiilonboz6 folyamatok okozhatjék, pl.:

o az evaneszcens térben 1év6 anyagok optikai siirlisége (denzitasa) valtozhat,
o réteg képzodhet a feliileten (adlayer), amelynek a polarizalhatésaga kiilonbozik
az Ot koriilvevo egyéb kozegtol,
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o az oldatok Osszetételének valtozasa miatt a torésmutatdé modosul (Erdélyi et al.

2008).

A raccsal csatolt hullamvezetd felépitése tobbféle lehet, a legelterjedtebb a
Balzers-féle félvezeto technikaval késziilo struktira, valamint az ASI — MikroVakuum
Kft. altal szol-gél technologiaval készitett szenzorstruktira. Az OWLS technikanal
alkalmazott szenzor két 0 részbdl all: egy kisebb torésmutatoju (1,5) tiveghordozobol,
¢s az arra felvitt vékony (160-220 nm), nagy torésmutatdju (1,8) hullamvezetd rétegbdl.
A hullamvezetd rétegen van az optikai racs, aminek a segitségével fény becsatol a
hullamvezetdbe (2.5. dbra). A mérésnél a racsot alulrdl polarizalt He-Ne 1ézer (632,8
nm) fénnyel vilagitjuk meg. A chipet tengelye mentén kis szdgtartomanyban (£10°)
forgatva a lézernyaldb felett, a fény a rdcson megtorik, illetve szorodik, és
meghatarozott szogértékeknél — az un. becsatoldsi szognél — belép a hullamvezetdbe,
ahol teljes visszaverddések sorozataval terjed. A bevezetett fénymennyiség detektaldsa a
chip két végén elhelyezett fotodidodaval torténik. A becsatolds a polarizalt fény két
modusnak (transzverzalis elektromos, TE és transzverzalis magneses, TM) megfelelden,
két jol meghatarozott beesési szog esetén jon létre.

Optikai racs

2400 vonal/mm

Uveg hordozé Hullimvezeté réteg
vastagsag 0,5 mm vastagsag 160-220 nm
torésmutato ~ 1,5 torésmutatd ~ 1,8

2.5. 4bra Integralt optikai hullamvezetd szenzor felépitése
(OW2400, MikroVakuum Kft.)

A TM ¢és TE fénymodusok segitségével mérhetd a hullamvezeté mindségi
paramétereinek  valtozdsa (pl. vastagsag és/vagy torésmutatd), tovabba a
modusegyenletek segitségével kozvetlen kapcsolatot lehet teremteni a hullamvezetd
paraméterei és az evaneszcens térben 1év0 mérendd anyagok tulajdonsagai kozott. A
feliileti plazmon rezonancia (SPR) technikdval a TM mddus mérhetd, a hullamvezetd
interferométer kiilonb6z6 formdinal is egy moddus mérésére van lehetdség. Az
ellipszometria esetében a megfelelé modus egyenletek alakja miatt a mért paraméterek
kevésbé érzékenyek a mérendd réteg vastagsagara €s torésmutatdjara, mint az OWLS
esetében. A raccsal csatolt optikai hullamvezetd érzékenysége meghaladja az SPR
szenzorét (Lukosz 1991). A becsatolasi szogeket mechanikus goniométerrel lehet
meghatarozni, a szogmérés elérhetd pontossiga Osszemérhetd a fényforras
monokromatikussaganak mértékével, a hulldmvezetd anyagénak hdstabilitasaval. Ha a
hullamvezetdk becsatolasi szogét prad felbontassal mérjiik, elegendé néhany tized °C
pontossaggal termosztalni az OWLS berendezést. Lukosz (1995) valamint Ramsden és
mtsai  (1997)  Osszehasonlitotta a  kiilonb6zé  hullimvezetésen  alapuld
szenzortechnikakat. Kiemelték a hullamvezetd alapu szenzorok eldnyeit (beleértve,
hogy az OWLS technika elméletileg egy nagysagrenddel érzékenyebb, mint az SPR), és
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kiemelték, hogy a TE ¢s TM modushoz tartozo két fiiggetlen becsatolasi sz6g mérésével
a szenzor feliiletén 1évd adszorbealt réteg két fliggetlen paramétere hatarozhatd6 meg.
Ugyanakkor a becsatolason alapuld technika hatranya, hogy a forgo alkatrészek miatt
nem miniatilirizalhato, és nem lehet sokcsatornas array-rendszert kialakitani. Az OWLS
eljaras a flexibilitdsa, valamint az alapinformacidk mindsége ¢és mennyisége alapjan
azonban nagyon alkalmas kutatéas-fejlesztési feladatok elvégzésére.

2.3.1. Elméleti hattér — elektromagneses hullam terjedése hullimvezetoben

Két dielektrikum (F és S, torésmutatojuk np és ns) hatarfeliiletére o szogben
beeso fénysugar megtorik, és a jol ismert Snellius-Descartes-torvénynek megfelelden f
szOgben halad tovabb (1).

ngsina =ngsinf (1)

Ha np > ng, akkor arcsin(ngnp) < f < m/2 beesési szOg esetén teljes
visszaverddés torténik a hatarfeliileten. Ha az F kozeg vékony, nagy torésmutatoji
dielektrikum, akkor benne a teljes visszaverddések sorozatabdl irdnyitott fényterjedés,
azaz hullamvezetés johet létre.

racsallando, D

.-'I b.-

. visszaverddé fény

b/ - i

A —  térerdvektor
{ beesd fény
f

2.6. abra A hullamvezetd sugaroptikai szemléltetése (19 — a 1ézer hullamhossza,
D — aracséllandd, a — beesési szog, f — haladasi szog az livegrétegben, y —
visszaverddési sz0g, k — térerdvektor)

A fényt az optikai racs csatolja be a hullamvezetdbe (2.6. abra). Az x irdnyban a

fény terjedését a térerdvektor k. komponense szabja meg, aminek segitségével
meghatarozhaté a hullimvezetére jellemz6 N effektiv torésmutato (2).

k. =kyn,siny =k,N (2)
ahol k=2n/Ah a vakuumbeli hullamszam, ny a levegd torésmutatdja, y a visszaverddés

szoge.
A filmbe a fény f szdgben 1ép be, a térerdvektor (k) vizszintes komponense (3):

k, =kyn, sin B 3)
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A feliileten 1év0 optikai racs altal visszavert fény elindul a hullamvezetdben, és a
sorozatos visszaverddés soran Onmagaval interferal. Hulldmvezetés csak abban az
esetben jon létre, ha a becsatolt fény onmagéval fazisban van, azaz egy ,,cikk-cakk*
soran 2ztm (m=0,1,...) faziseltolast szenved (4).

n, D(sin y —sin #) = mA, 4)
ahol 4 a 1ézer hullamhossza, D a racsallando.

A visszavert fény hulldmvezetésének meghatdrozdsara a hullamvektor x iranya
komponensét a (2) egyenletbe behelyettesitve megkapjuk a becsatolasi feltétel
egyenletét (5):

N-n,sinf=ml,/D (5)

A fény a leveg6bdl az iivegszubsztraton keresztiil jut a hullamvezetére oy beesési
szogben, amit mériink. A Snellius-Descartes-torvény alapjan f meghatarozhat6 (6):

ny,sina, = n,sin (6)
Az egyenlet alapjan akkor jon létre a hullamvezetés, ha (7)
nysina, = N —mA,/ D (7)

Mivel az elektromagneses teret két fiiggetlen modussal jellemezhetjiik (TE és
TM), a hullamvezetdt két torésmutatd jellemzi, Ntg €s Npv. Ennek megfeleléen az arg
¢és arm becsatolasi szogekbdl mindkét modusnal meghatarozhatd a térésmutatd, az Nrg
¢s az Ntv. Ha feltételezziik, hogy m=0, akkor (8)

N, =n,sina,, €s Np, =n,sina,, (8)

Abban az esetben, amikor a térésmutatd csak a z iranyban valtozik és nincs
adszorbealddott anyag a feliileten, a Maxwell egyenleteket megoldva kiszamolhatjuk a
faziseltolddast a transzverz elektromos (TE) és a transzverz méagneses (TM) hullamokra.
fgy kapjuk meg a haromrétegii hullamvezetd egyenleteit (Voros et al. 2002). Ezeket az
adatokat alkalmazhatjuk a négyrétegli hullamvezetd egyenleteinek megoldasdhoz is,
amikor a feliileten adszorbedlt réteg is jelen van (a levezetés tovabbi részleteirdl 1d.
Lukosz, 1995; Hild 2011; Tiefenthaler 1992).

A levezetésben szerepld ng, ne, ns torésmutatok és a hullaimvezetd dr vastagsaga
ismert (azaz mérhetd) mennyiségek, N az effektiv torésmutato, n, és d4 pedig a
hullamvezetdre adszorbealodott réteg torésmutatdja illetve vastagsaga, amit mériink. Ha
a két kiilonb6z6 modusra megmérjiik az N effektiv torésmutatot, akkor az igy kapott két
egyenletbdl ny és dy kiszamithato. Ezt a két paramétert a Feijter-egyenletbe (Malmsten
1994) behelyettesitve, meghatarozhatd az egységnyi feliiletre adszorbealddott tomeg (9):
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n,—nc

M=d,
dn/dc

©)

A dn/dc értéke a feliiletre adszorbedlodott anyag torésmutatdjanak a
koncentraciotol vald fliggésére jellemzd, ¢€s precizios torésmutato-méréssel (pl.
interferométerrel) mérhetd. Ertéke a fehérjék tobbségére egységes és gyakorlatilag
alland6: 0,182 ml/g. Ennek az allandoénak ismeretében kalibraci6 nélkiil tudjuk a
szenzor feliiletén kotott fehérjék, kiilonbozé biomolekulak tomegét meghatarozni.

A tomegszamitas harom- ¢és négyrétegli modellekkel torténd levezetése
els@sorban a feliileten adszorbealdodott molekuldk tdmegének meghatdrozasara alkalmas,
munkank sordn azonban tobbrétegli modellekkel dolgoztunk. Az immunreakcidban a
meghatdrozand6 fehérje mar az 6todik vagy hatodik réteg volt az alkalmazott rogzitési
modtodl fliggden, ezért nem bizonyitott, hogy a mért (latszolagos) tomegvaltozas tényleg
megfelel a szenzor feliiletén kotédé molekuldk tomegének. Ennek megfelelden az
abrakon nem a ng/cm’ mértékegységet tintettiik fel, hanem az ,,egység”-et (arbitrary
unit, a.u.), ez azonban nem befolyédsolta az eredményeinket, mert minden esetben
alkalmaztunk standard oldatokat a kalibraciohoz, illetve mintak értékeléséhez.

A hullamvezetdk tehat alkalmasak a feliileten végbemend folyamatok
vizsgalatara, ugyanakkor kinetikai mérések is kozvetleniil végezhetéek a szenzor gyors
valaszanak koszonhetéen. Ezek alapjan lehetdség kinalkozik az adszorpcids réteg
(adlayer) képzddésének, mechanizmusanak vagy ¢€l0 sejtek fizioldgiai valaszanak
magyarazatara.

2.3.2. Elektrokémiai-OWLS technika

Az  optikai  hullimvezetd  fénymoddus-spektroszképiat — voltammetrids
elektrodokkal kiegészitve lehetdvé valt a szenzor feliiletén végbemend folyamatok
egyidejii elektrokémiai vizsgalata is (EC-OWLS). A szenzor felszinét boritod
hullamvezet6 réteget a kordbban alkalmazott szilicium-oxid — titan-oxid helyett indium-
oxid — on-oxid keverékébdl készitve (ITO) az optikai szenzornak megfelelden nagy a
torésmutatoja, ugyanakkor mivel elektromosan vezetd réteg keletkezik, a feliilet
munkaelektrodként is kivaléan alkalmazhatd. A méréeellat elektrokémiai atfolyd
cellaval kiegészitetve az ITO-mérdelektrod mellett a Pt referencia- és az Ag
segédelektrod is helyet kapott. Az optikai vizsgalatokat elektrokémiai mérésekkel
kiegészitve, az EC-OWLS technika 0j lehetdségeket teremt a szenzor feliiletén adott
potencidlon végbemend molekuléris adszorpcios folyamatok vagy egy adszorbealt réteg
vastagsagaban bekovetkezd valtozasok in situ tanulméanyozasara (Vords et al. 2002;
Brusatori and Van Tassel 2003). Loaiza és mtsai (2007) munkajuk soran a rogzitett
proba és a target DNS elektrodfeliileten torténd hibridizacidjat metilénkék, mint
elektrokémiai indikator alkalmazasdval mérték. Berganza és mtsai (2007) altal
kifejlesztett DNS-bioszenzor esetében az elektrokémiai jelatalakito feliileten rogzitett
egyszalut DNS-prébahoz kapcsolodd Escherichia coli 0157:H7 komplement target
DNS-szekvencidit ciklikus voltammetrids méréssel detektaltdk. A polarizalo fesziiltség
alkalmazasa elOsegitheti a nativ biomolekuldk, illetve sejtek rogzitését.

2.3.3. Integralt optikai hullimvezeté szenzorok

A szenzor iiveglapon kialakitott specialis livegréteg, amelynek torésmutatdja
(np~1,6-2,2) nagyobb, mint az alkalmazott iivegé (1,45-1,51), homogén anyagu,
egyenletes vastagsagl. A kialakitani kivant hullamvezetd torésmutatdjat a SiO, (n~1,45)
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esetében kiilonbozo atlatszé fémoxidok, esetiinkben TiO, (n~2,0-2,4) adagolasaval lehet
novelni. A SiO,-TiO, feliiletén a Si és a Ti atomokhoz kapcsoltan hidroxilcsoportok,
azaz szilanol, illetve titanolcsoportok taldlhatok. Ezek szama fligg a Si0,/Ti0,-aranytol,
valamint a szenzor készitésénél alkalmazott hdokezelés mértékétdl. A TiO;
mennyiségének novelése javitja a feliilet vizmegkotd képességét. Azonos koriilmények
kozott, nagyobb TiOz-ardnynéal a hulldmvezetd porusaiban, valamint annak feliiletén
megkotott viz mennyisége is nagyobb (Perry and Li 1992). Mas anyagt hullamvezetok
is hasznalatosak, pl. tantal-pentoxid (Ta,Os, Optics Balzers) titdn-dioxid (Ti0,), ittrium-
oxid (Y,03, Corning), sziliclum-nitrid (Si3Ny).

Az liveghordozon a megfeleld Si0,-TiO, dsszetételli réteg eldallitasa kiilonb6zo
technologiaval torténhet, pl. vakuumtechnikai modszerekkel (elektronsugaras
parologtatéssal, illetve vakuumporlasztassal), szol-gél oldatbol centrifugalassal (spin
coating) vagy az adott oldatba martott hordoz6 lassu kihuzasaval (dip coating). A
hullamvezetd rétegben alakitjdk ki a nagy periodicitdsu (frekvencidji) réacsot
(rendszerint 2000-3000 vonal/mm), amely gyartasi technologidja a rétegkészités
modszeréhez igazodik.

Az emlitett vakuumtechnikai eljarasok alkalmazasanal az érzékeld aktiv részét, a
1ézer becsatoldsara szolgald optikai racsot fotolitografiai vagy kémiai maratassal, illetve
ionos (plazma) maratassal lehet kialakitani. A szenzorok gyartdsara alkalmas
berendezések ugyan nagyon fejlettek, azonban igen dragdk kozepes mennyiségii
hulldmvezetd eldallitasara.

A fenti nanostruktardk nagy tomegli, olcso eldallitasara gazdasagos eljarast
biztosit a szol-gél technika alkalmazéasa. Ennek soran Si-alkoxid (Si(OR)y) és Ti-alkoxid
(Ti(OR)4) oldatoknak az adott torésmutato biztositasahoz megfeleld aranyt keverékébol
homogenizalt kolloidot allitunk el6. A kezelést kovetd szaritds és hdkezelés utan
képzddott veékony rétegben az eldre tervezett Si-Ti-ardny alakul ki, biztositva a
megfeleld torésmutato-értéket. Nagy fordulatszamu (1000-10000 fordulat/perc) és
rendkiviil gyorsan (a masodperc tort része alatt) felporgd centrifugat alkalmazva
lehetdség van a vakuummal vagy mechanikailag rogzitett tiveglapon homogén Ti-Si-
tartalma, egyenletes vastagsagi szol-gél réteg kialakitdsdra. A hullamvezetd réteg
kialakitasa torténhet az iiveglemez lassu (kb. 1,5 mm/s) egyenletes sebességi
kihuzasdval a kolloid oldatbol, vagy a szol-gél oldat turbulencidtdl mentes
leeresztésével. A kordbban emlitett rétegkészitési eljaradssal szemben ez utdbbi
modszerrel az liveglemez mindkét oldalan kialakul a hulldmvezetd livegréteg (Lukosz
and Tiefenthaler 1985). A racs kialakitasa a még képlékeny, frissen képz0dott szol-gél
rétegben ,,formazéssal”, azaz mesterraccsal valdo nyomassal torténik. Az ezt kovetd
hokezeléssel véglegesithetd, stabilizalhatd a kialakitott racs, amely 5-20 nm mély és 2
mm széles. A racssiirliség rendszerint 2400 vonal/mm (Yoldas 1980; Szendrd 2001).

Az optikai hullamvezetd fénymoddus-spektroszkopiat 1j szenzorral bdvitve
lehetévé valt a szenzor feliiletén végbemend folyamatok elektrokémiai vizsgélata is
(EC-OWLS). A szenzor felszinét boritd indium-oxid — 6n-oxid (ITO) egyarant megfelel
nagy refraktiv indexli hullamvezetének és elektromosan vezetd elektrodnak. Az ITO
atlatszo, jo elektromos vezetd képességli vékony réteg, melyet foként a szerves
fénykibocsatdé dioddkhoz (OLED technoldgia), a folyadékkristalyos képernydkhoz,
monitorokhoz (LCD) és napelemekhez haszndlnak. Az ITO-bevonat e két elényds
tulajdonsaga ellenére nem idedlis katdd, mivel elektrondtadasi képessége a feliiletén
heterogén (Liau et al. 2001). Az ITO vezetoképességének megdrzésére jo eredményt
szolgéltat az oxigénplazméas kezelés, amely maradéktalanul eltavolitla a
szennyezddéseket.
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2.4. Bioszenzorok kialakitasa a hullamvezeto szenzor felszinén

Az integralt optikai hulldimvezetd szenzorokat eltérd feladatok megoldasara,
kiilonb6zd vizsgalatokra hasznalhatjuk. Alkalmazhatjuk Oket kémiai szenzorként,
biomolekulak adszorpcids tulajdonsdgainak vizsgalatara vagy bioszenzorként.

2.4.1. A hullamvezet6 feliilet tisztitasa, hidratalasa

A Si0,-TiO; hullamvezetd a levegdben talalhatd szerves szennyezddéseket
képes adszorbedlni. Ennek kovetkeztében feliilete hidrofobba valik a tarolds soran. Ezért
hasznalat eldtt a szenzort tisztitani és hidratalni kell. A feliilet tisztitasanal tekintettel
kell lenni a hullimvezet6é anyaganak oldhatéséagi tulajdonsagaira. Mig a TiO, savas és
lugos kozegben megdrzi stabilitasat, addig a SiO, oldhatosadga pH-fiiggd, erdsen savas
kozegben igen stabil, ligos kozegben (pH>8) torténd hosszu, dinamikus hasznalatot
kovetden viszont kismértékll oldodas tapasztalhatdé (Kennedy and Cabral 1987; Weetall
and Filbert 1974).

A hullamvezetd tisztitdsara, hidratalasara tobbféle fizikai és/vagy kémiai
moddszer hasznalatos. Fizikai moédszerként hokezelést, ultrahangos vagy oxigénplazma-
kezelést hasznalnak. A  legtisztdbb, ,leghidrofilebb” feliilet oxigénplazma
alkalmazasaval érhetd el (Xiao ef al. 1998). Kémiai tisztitasra kiilonbozo savakat (pl.
kénsav: Matveev 1994, perkénsav: Ramsden and, Schneider 1993, kromkénsav: Charles
et al. 1993; Maupas et al. 1996; Brecht et al. 1993; Bier and Schmid 1994, sésav: Suri
et al. 1994, salétromsav: Williamson et al. 1989; Weetall 1993; Williams and Blanch
1994), ritkabban lagokat (pl. natrium-hidroxid, ammoénium-hidroxid), oxidalészereket
(hidrogén-peroxid) vagy detergenseket (pl. Deconex: Buckle et al. 1993; Clerc and
Lukosz 1997) alkalmaznak a szerzok, kiilonbozé hdmérsékleteken.

A tisztitott szenzor a nagyméretli biomolekuldk (fehérjék) vagy sejtek feliileti
adszorpcidjanak vizsgalatara kozvetleniil alkalmas. Ekkor a vizsgalt molekulak, sejtek a
szenzor feliilet¢éhez masodlagos kotderdkkel, fizikai adszorpcioval kapcsolédnak. A
kotédés reverzibilis, az alkalmazott kdzeg pH-janak, ionerdsségének valtozasaval a
vizsgalt biomolekuldk, sejtek lemosodhatnak a feliiletrdl. Scott et al. (2008) munkéja
soran bioaktiv mikrogélek fibrinogén-kitapadast csokkentd hatdsat vizsgalta, Hug és
mtsai (2001) pedig fehérjék és sejtek felillethez kotddését tanulméanyozta OWLS
méréssel.

A biomolekuldknak a hullamvezet6, mint hordozo6 feliiletén torténd kovalens
rogzitése azonban bonyolultabb, tobblépéses folyamat. Mivel a hulldmvezetd feliiletén
talalhatdé hidroxilcsopotok nem alkalmasak fehérjek rogzitésére, ezért a Si0,-TiO;
szenzor feliiletén kiilonbozd felilletmodositd eljardsokkal kiilonbozd aktiv rétegek,
reaktiv csoportok alakithatok ki.

2.4.2. Hullamvezeton alkalmazhato feliiletmodositasi eljarasok

Az utobbi években, évtizedekben a bioszenzor-technika robbanasszer
fejlodésének koszonhetden nagyon sok felilletmodositod eljarast fejlesztettek ki. Most
csak néhany, a hullamvezetd szenzorok alkalmazasanal jellemzd eljarast mutatok be,
nem torekedve a rogzitési technikak teljeskorti ismertetésére.

A Langmuir-Blodgett-technikaval kiilonb6z6 filmbevonatok készithetdek
(Blodgett and Langmuir 1937). Az eljaras soran, a viz felszinén 1évé amfipatikus
molekulak monomolekularis rétege fiiggdleges kihtizassal Aattelepithetd a szilard
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hordozéra. A Langmuir-Blodgett-filmlevalasztasi modszerrel a feliileten homogén,
nagystiriségli, tetszoleges vastagsdgi molekularéteg alakithato ki (Peterson 1990). A
technikat elsdsorban folyadék—levegd-hatarfeliileten iranyitottan megoszlo vegytiletek
esetén alkalmazzak, pl. membranképzd foszfolipideknél, ahol a molekula polaros része
a viz felé orientalodik, az apolaros zsirsavlanc ugyanakkor a vizbdl kiszorul és a levegd
fel¢ fordul. Langmuir-Blodgett-film szdmos hordozon kialakithato, leggyakrabban az
iiveget hasznaljdk hordozoként. A kialakitott filmréteg optikai moddszerekkel
vizsgalhato. A Langmuir-Blodgett-technikat napjainkban eldszeretettel alkalmazzak
nanorészecskéken vald filmképzésre. A Langmuir-Blodgett-filmek segitségével
leggyakrabban antitesteket (Ahluwalia ef al. 1992, Dubrovsky et al. 1993) és lipideket
rogzitenek a szenzor feliiletére. Ramsden és Schneider (1993) SiO,-TiO, optikai
hullamvezeté  felilletén = Langmuir-Blodgett-technikdval —alakitottak ki  kettds
glikolipidmembrant, amellyel feliileti proteaz enzim membranrétegbe torténd beépiilését
vizsgaltak. A film kialakitdsa torténhet az eredeti, tisztitott szenzorfeliileten vagy a mar
modositott (szilanizalt) feliileten is.

A lipidkettésrétegek a természetben nem folytonosak, hanem azt a feliilethez
kotédé vagy azon athatold, egyediil vagy csoportosan elhelyezkedd fehérjemolekulak
szakitjdk meg. Ez a szerkezet dinamikus, mozgékony, de termodinamikailag stabil.
Ezért jol alkalmazhatok a szenzorfeliileten kialakitott transzmembran fehérjéket
magukban foglalo lipidkettdsrétegek a vizoldhaté molekulak transzportfolyamatainak
tanulmanyozasara. A lipidkettdsrétegben kotott fehérjék ugyanakkor megfeleld
koriilmények kozott elég stabilak, immunszenzorok kialakitdsdra hasznalhatok.
Ramsden (2000) lipidkettosréteg alkalmazasaval tanulméanyozta a perforin
kovették nyomon. Csucs és Ramsden (1998) a detergensek hatasat tanulmanyoztak a
lipidkettdsrétegekre, Stadler és mtsai (2010) pedig a lipidkettdsrétegben rogzitett DNS-
szalak hibridizaciojat vizsgaltak reaktiv oxigéngyokok jelenlétében.

Az avidin—biotin-komplexet a bioanalitika szamos teriiletén alkalmazzak, mivel
a biotin és az avidin vagy a sztreptavidin kozott kialakulé mdasodlagos kotés a
természetben eldforduld legnagyobb affinitdst kotés. A komplexképzddés rendkiviil
gyors, a reakcido rendkiviil specifikus (Wilchek and Bayer 1988). A biomolekuldk
szenzorfeliileten torténd rogzitésének legegyszeriibb mddja, amikor a feliileten eldszor
az avidinmolekulat adszorbealtatjak, majd ehhez kotddik a rogziteni kivant molekula
biotinilalt szdrmazéka (Polzius et al. 1996; Borchers et al. 1997, Wood 1993). Az
avidint vagy sztreptavidint gyakran nem az eredeti szenzorfeliileten, hanem
szilanvegyiiletekkel vagy dextranmatrix-szal modositott feliileten kovalensen rogzitik,
majd ehhez kotik a szenzorfeliilet érzékenyitésére szolgdld biotinilalt biomolekulat
(Polzius et al. 1996; Watts et al. 1995).

Borchers és mtsai (1997) 10-800 bp hosszisagu PCR-termékek detektalasara
alkalmas, regenerdlhatd OWLS szenzorukban a proba DNS-t avidin—biotin-hidon
keresztiil rogzitették oly modon, hogy a Ta,Os hullamvezetd feliiletén az avidin
adszorbealddott, majd ehhez rogzitették a biotinilalt probaszekvencidt. A szenzort az
40-mer oligonukleotid szakasz kimutatasara karboxi-metil-dextran-feliileten ugyancsak
avidin—biotin-komplex-szel rogzitett 20-mer DNS-probat, majd a proba ¢és cél DNS
kozotti hibridizacidt SPR  technikdval kovette nyomon. A mérés soran a DNS
denaturalasat 56 °C-on, a hibridizalast 51 °C-on végezte. Ouerghi és mtsai (2002)
vezetOképességi mérésen alapuldé immunszenzort fejlesztettek gy, hogy a szenzor
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feltiletére elektrokémiai uton biotinilalt polipirrolréteget valasztottak le, majd avidinnel
rogzitették a biotinilalt antitestet (anti-human IgG).

2.4.3. Szilanizalas

A fémoxid alapu tiveghordozdkon, mint az OWLS technikanal hasznalt
hullamvezetd szenzor SiO,-TiO, feliiletén taldlhatd kevés hidroxilcsoport korlatozott
lehetdséget biztosit a biomolekuldk kdzvetlen kovalens kotéssel valo rogzitéséhez. A
fém-oxidok feliiletének modositadsara az egyik leggyakrabban alkalmazott eljarassal, a
szilanizalassal a feliileten kiilonb6zd funkcios csoportok alakithatok ki, amelyeken a
molekuldk méretiikknek, szerkezetilknek megfeleléen kozvetleniil vagy tovabbi
modositast kovetden kovalens kotéssel, illetve a kordbban emlitett eljarasokkal
rogzithetéek. A szilanizalas tovabbi eldnye, hogy a feliiletet a kiils6 behatasokkal
szemben is ellendllobba teszi. A szilanizalt tivegfeliilet pl. lugra kevésbé érzékeny.

A szilanok altalanos képlete:  RpSi X(4-n), ahol n=1, 2, 3,

X olyan hidrolizalhat6 csoport, amely a szilan és a hordoz6 kozotti sziloxankotés
kialakitasaban vesz részt (pl. alkoxi-, amino- vagy klorcsoport). Leggyakrabban alkoxi-
szilanokat alkalmaznak, ahol az alkoxicsoport metoxi- (X=OCH;) vagy etoxi-
(X=0OCH,CHj3) csoport.

R olyan nem hidrolizalhatd funkcidés csoport, amely a szilanizalt feliileten
rogziteni kivant molekula megfelelé csoportjahoz kozvetleniil, vagy koézvetett modon,
keresztkotd vegyiiletek segitségével kapcsolodik. A funkcids csoportok sokfélék
lehetnek (pl. amino-, epoxi-, ciano-, vinil-, szulfhidril-, fenilcsoportok).

A hosszu alkillanct, egy hidrolizalhatd csoportot tartalmaz6 (mono)szildnok a
hordoz6 feliiletén monomolekularis réteget képeznek. Ezek a vegyiiletek erds hidrofob
feliiletet biztositanak, hidrolitikus stabilitasuk azonban kicsi, idovel lemosodnak a
feltiletrél. A rovid szénlancu, két hidrolizalhatd csoportot tartalmaz6 szilanvegyiiletek a
funkcids csoportok hidrolizisével, vizvesztéssel linedrisan polimerizalodnak, ezt
kovetden kotodnek a hordozo feliilethez. A rovid szénlancu, harom hidrolizalhatd
csoportot  tartalmazé  szildnok a  csoportok  hidrolizisekor = tobbszordsen
Osszekapcsolodnak, ezaltal egy haromdimenzios, erdsen keresztkotott halozat jon 1étre
(Wang et al. 1994). A rovid szénlancu di- és trialkoxi-szildnok tehat a feliileten
multimolekuléris réteget alkothatnak. A szilanizélast kovetd hokezelés soran a
megkotott rétegben a szomszédos molekuldk még szabad reaktiv csoportjaik révén
kapcsolodnak, horizontalisan is polimerizalodnak. A trifunkcids szildnok kissé rideg,
merev feliiletet biztositanak, de maximalis hidrolitikus stabilitast adnak a szilanizalt
anyagnak. A rétegvastagsagot elsOsorban az alkalmazott szilanvegyiilet (szénlanc
hossza, hidrolizalhat6 csoportok szdma) és az olddszer tipusa, az oldat koncentracioja,
viztartalma befolyasolja, de fontos tényezé az oldat pH-ja, a kezelés homérséklete és
idGtartama is. A szilanizalas torténhet oldatban, mind vizes mind pedig szerves fazisban,
illetve gb6zologtetéssel, a kezelést minden esetben hdkezelés koveti (Bier and Schmid
1994; Suri et al. 1994). A kialakitott réteg vastagsagat a szilanizalast kovetd hokezelés
is befolyasolja, a kialakithatdo szilanréteg vastagsaga altaldban néhany nanométer
(Spinke et al. 1997; Jonsson et al. 1985; Xiao et al. 1997).

2.4.4. Biomolekulak rogzitése szilanizalt szenzorokon

A feliiletre szilanizalassal felvitt funkcios csoportok — leggyakrabban
aminocsoportok — kdzvetleniil vagy szdrmazékképzes utan alkalmasak a biomolekuldk
rogzitésére (2.7. abra). A 3-amino-propil-trietoxi-szilan (APTS) reagenssel szilanizalt,
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aminocsoportokat hordoz¢ feliilet tobb mas feliiletmodositd eljaras alapjat képezi. A
biomolekuldk hullamvezetén torténd kovalens rdgzitéséhez a szenzor feliiletét a
rogzitést megeldzden egy vagy tobb 1épésben aktivalni kell, azaz rajta olyan reaktiv
funkcids csoportokat kell kialakitani, amelyekhez a fehérjék mar kozvetleniil, egy
1épésben kothetok. Maguk a rogzitendd molekulak is aktivalhatok, de mivel a
molekuldk fehérje természetiiknél fogva érzékenyek a kémiai kezelésekre, az
aktivalasnak ezt a modjat csak ritkdn alkalmazzak. Az aktivalas torténhet rovid
bifunkcids keresztkotd vegyiilettel (pl. glutaraldehid) vagy mads, reaktiv csoport
kialakitasara alkalmas vegyliletekkel (pl. karbodiimidek, 1-etil-3-(3-dimetil-amino-
propil)-karbodiimid (EDC) / N-hidroxi-szukcinimid (NHS), Hunt et al. 2010). A
keresztkotd vegyliletek a hordozo és a fehérje megfeleld csoportjait ,,hidként” kotik
Ossze, mig mas aktivald szerek az aktivalast kovetden, a rogzités sordn lehasadnak a
hordoz¢ feliiletérdl, igy a fehérje kdzvetleniil a hordozéhoz kapcsolodik.

NH: COOH

borostyankdsav
TVWLW

anhidrid
APTS amino \ karboxil

o (@]
OI H glutdraldehid ll\l
EDC/NHS (I)
SiO?‘-TiOZ CcC=0
feliilet /
Gops © HCN oMD CooH szukcinimid
HC/O —_— COOH észter
_’7777L77777'
epoxi karboxil

ligos kozeg  cMp matrixban

2.7. 4bra Kiilonbozo feliiletmoddositasi eljarasok alkalmazasaval kapott feliileti
rétegek funkciods csoportjai
(APTS — 3-amino-propil-trietoxi-szilan, GOPS — 3-glicidoxi-propil-trimetoxi-
szilan, EDC — 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)karbodiimid-hidroklorid,
NHS — N-hidroxi-szukcinimid, CMD — karboximetil-dextran)

Az aminocsoportok aktivaldsara leggyakrabban a glutdraldehidet hasznaljak,
mivel a molekula két végén taldlhaté aldehidcsoport alkalmas két aminocsoport
Osszekapcsolasara. Az aktivalashoz rendszerint 1-2,5%-os frissen higitott vizes
glutdraldehidoldatot haszndlnak (Watts et al. 1994; Ye et al. 1997; Williamson et al.
1989; Bier and Schmid 1994). Ye és mtsai (1997) a patogén Salmonella typhimurium
kimutatasara dolgoztak ki QCM szenzort, a mikrobara specifikus antitestet rogzitve a
szenzor arannyal bevont feliiletén. A rogzitést polietilén-iminnel modositott,
glutaraldehiddel aktivalt feliileten végezték. Az aminocsoport borostyankdsav-
anhidrides kezeléssel egy lépésben karboxilcsoporttd alakithatd, ezen a feliileten
alkalmazhat6 az EDC/NHS rogzitési eljaras a hordozofeliilet aktivalasara. Az EDC
amino- ¢és karboxilcsoport 0sszekapcsoldsara alkalmas karbodiimid, amely az aktivalas
soran az NHS karboxilcsoporthoz vald kotddését teszi lehetévé. Az NHS kotodésével a
fehérje aminocsoportjai szamara konnyen tamadhatd szukcinimid-észter alakul ki,
amely a rogzités sordn lehasad a hordozordl, és a fehérje kozvetleniil a
karboxilcsoporthoz kapcsolodik (Watts et al. 1994; Johnsson ef al. 1991).
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A y-glicidoxi-propil-trimetoxi-szilannal (GOPS) kezelt, epoxicsoportokat
tartalmaz6 feliiletek nem igényelnek kiilon aktivalast, rajtuk a fehérjék lugos kdzegben
kozvetleniil rogzithetdk, vagy karboxi-metil-dextrant (CMD) rogzitve a szenzoron, a
kialakitott dextranmatrixban az EDC/NHS eljarassal rogzithetdek a biomolekulak.
Johnsson és mtsai (1991) SPR szenzoron protein-A-receptort (antigént) rogzitettek
karboxi-metil-dextrannal boritott, CMS5 tipusu chip feliiletén EDC/NHS kémiaval, majd
a receptor ¢s kiilonb6z6 ellenanyagok kotddesét vizsgaltak. Watts és mtsai (1995) 40 bp
hosszusagu cél-DNS-szakasz mérésére fejlesztettek ki regeneralhatd rezonanciatiikor-
szenzort, melynek feliiletét 20-mer DNS-probaval érzékenyitették. A rogzités soran a
CMD reagenssel boritott kiivetta feliiletét el6szor EDC/NHS technikéval aktivaltak,
kovalensen rogzitettek rajta sztreptavidint, majd az igy kialakitott feliilethez kototték a
biotinilalt DNS-probat. A szenzorfeliiletet az egyes mérések kozott 1 mmol/l

c sy

2.5. Immunszenzorok az élelmiszer-biztonsag és a kornyezetanalitika
teriiletén

Az ipari és kornyezeti szennyezd anyagok a mezdgazdasag, az ipar, a banyaszat,
a kozlekedés, a hulladéklerakohelyek ¢és -égetdk, az atomreaktorok mitkddése
kovetkeztében jutnak kozvetleniil a kornyezetbe vagy kozvetve az élelmiszerekbe.
Kémiai ¢és toxikologiai tulajdonsdgaikat tekintve igen sokfélék, szdmos rendkiviil
veszélyes ¢és igen perzisztens, a taplaléklancon 4t feldasulé anyag van kozottiik,
amelyeknek mindségi €s mennyiségi kimutatisara az analitika széles tarhazat
alkalmazzak, jabb és wjabb technikai, metodikai fejlesztésekrdl beszamolva. Jelen
dolgozatban csak azokra a szennyez0 anyagokra térek ki, amelyeknek meghatarozasara
munkankban sikeresen dolgoztunk ki gyors, jelolésmentes eljarast. Kutatasaink soran
trifluralin  szermaradvany, kiilonb6zd, novénypatogén gombak altal termelt
mikotoxinok, allergids reakcidt okozd biogén amin, a hisztamin, valamint az endokrin
zavard vegyiiletek hatdsara képzddo vitellogenin gyors monitorozdsara, kimutatasara
fejlesztettiink immunszenzorokat. Bakteridlis szenzorokat alakitottunk ki vizsgalva a
kiilonb6zé kémiai szerek mikroorganizmusokra gyakorolt hatasat. A bakterialis
szenzorok kifejlesztéséhez az EC-OWLS technika adta lehetdségeket is bemutattuk,
mivel a jol megvalasztott allandd polarizacios fesziiltség hatasara a sejteket nem kellett
kovalens kotéssel rogziteni, ami a tulélésiiket jelentdsen befolyésolta. Kidolgoztunk
egy, a rekombindns E. coli BL21Al-sejtek rogzitésére alkalmas bioszilika alapa
rogzitési eljarast, ami fizioldgias koriilmények kozott végbemend immobilizéalast tette
lehetdve.

2.5.1. Trifluralin szermaradvany kornyezeti- és élelmiszermintakban

A trifluralin (CAS No 1582098) dinitro-anilin-szarmazék novényvéddszer-
hatéanyag, amelyet az 1960-as évek oOta alkalmaztak a mezdgazdasdgban szelektiv,
vetés illetve palantazas el6tt alkalmazhato herbicidként. Elsésorban gabonak, zoldségek,
gytimolcsok és didfélek termesztésénél alkalmaztak, azonban az utobbi évtized intenziv
vizsgalata soran kimutattak, hogy talajbeli perzisztencidt mutat, maj- és vesekarosito,
valamint immunszupressziv hatdsu (Francis et al. 1991; Moody et al. 1991; Byrd et al.
1995). Az eredmények alapjan a trifluralint az EU endokrin zavard vegyiiletnek
mindsitette (Commission of the European Communities, 2001), s6t késébbi kutatasok
alapjan a trifluralint is azon szerek kozé soroltdk, amelyek esetében Osszefliggést
talaltak a gyermekkori daganatos megbetegedések €s a ndvényvéddszeres szennyezés
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hatarértéke az ivovizben 0,1 pg/l, élelmiszerekben, elsésorban zdldségekben 0,05-0,1
ng/kg az EU eldirasai szerint.

A trifluralin meghatarozasara UV spektrofotometrids (Traore and Aaron 1989),
folyadékkromatografias eljarasokat alkalmaztak (Fang et al. 1998; Garimella et al.
2000), majd a tomegspektrometrias detektalas keriilt elétérbe (Asperger et al. 2001).
Szamos gazkromatografidss modszerr6l is beszamoltak kutatok, pl. egy tobb
novényvédodszer egylittes meghatarozasara alkalmas eljarasrol, amely kimutatasi hatara
megfelel a nemzetkozi eldirdsoknak (Karasali et al. 2006). A trifluralin elektroaktiv
tulajdonsagat kihaszndlva szénnanocsdvekkel érzékenyitett {liveges szénelektrodot
készitettek, a detektalas alsd hatdra ennek alkalmazasakor 2,0x10” mol/l értékiinek
adodott (Wen ef al. 2008). Mirabi-Semnakolaii és mtsai (2011) szénpasztaba adgyazott
réznanocsd® kompozit elektroddal 0,02-100 nmol/l méréstartomanyt értek el. Az
enzimhez kapcsolt immunszorbens eljaras (ELISA) kifejlesztése (Hegediis ef al. 2000)
nyoman kertilt sor a trifluralin-immunszenzor kialakitasara.

2.5.2. Mikotoxinok megjelenése az élelmiszerlancban

A gombadk jelenléte az ¢lelmiszerek, illetve €élelmiszer-nyersanyagok mindségét
hatranyosan befolyasolja, hiszen jelentds szerepiik van az élelmiszerek érzékszervi
tulajdonsagainak romlédsaban, tapértékének csokkenésében ¢€s az altaluk termelt
mikotoxinok egészségkarositd hatdsaban. A mikotoxinok koziil a legfontosabbak a
zearalenon (ZON, F-2 toxin), az aflatoxin €s az ochratoxin valamint ezek szarmazékai
(Sohar és Varga 2003).

A Fusarium gombatorzsek altal termelt zearalenon (ZON)-szarmazékok koziil a
ZON a legjelentésebb, mint a novényi termékek természetes szennyezdje, kémiai
szerkezetét tekintve rezorcilakton (2.8. abra). A Fusarium a gabonaféléket mar a
foldeken megtdmadja. A gomba novekedése ¢és kiilonosen a toxin képzddése a
betakaritas utan is folytatodik, ha a termény kezelése és szaritdsa nem megfeleld. A
zearalenon a gabonaféléken feliileti szennyezOdésként jelenik meg, a malomipari
feldolgozas utan a korpéaba keriil (Pleadin ef al. 2012). Osztrogénhatasu anyag, a méh és
a tejmirigyek megnagyobbodasat, fokozott valadékozast, rendszertelen ivarzast,
vetélést, a spermatermelés zavarat mutattdk ki sertéseken (Modrd, Svobodova 2009).
Rakkelté hatasa nem bizonyitott.
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2.8. abra A zearalenon szerkezeti képlete

Az aflatoxinokat els6sorban az Aspergillus flavus és az A. parasiticus termeli. A
természetben eléforduld legfontosabb aflatoxinok a B1, B2, Gl és G2, amelyek
kémiailag benzpirén szerkezetii, tobbszordsen konjugalt, policiklusos vegyiiletek, mig a
tejben az aflatoxin M; és M, hidroxiladlt metabolitok valasztddnak ki (2.9. abra). Az
aflatoxinok majkarosodast okoznak, genotoxikus és immunszupressziv hatasuak, egyes
szarmazékainak toxicitasi sorrendje a kovetkezd: B1>G1>B2>G2. Leggyakrabban a
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foldimogyordn talaljuk meg, de eléfordul mas élelmiszerekben (pl. szdja, rizs, koles,
kukorica, zab, bab, kavé, paprika) és takarmanyféleségeken is. Els6sorban meleg égovi
orszagokban, csapadékos, magas paratartalmua idoben gyakoriak; bar az utobbi idében a
kornyezd orszagokban is megjelent az éghajlatvaltozas hatasara (Tirado et al. 2010).
Dobolyi és mtsai (2011, 2013) bizonyitottak, hogy az aflatoxin-termelésre képes
Aspergillus flavus — hasonldéan a szomszédos orszagokhoz — hazai kukoricatermd
teriileteken is megjelent.
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2.9. abra Az aflatoxinszarmazékok képlete

Ochratoxinokat az Aspergillus- ¢és Penicillium-fajok termelnek, ¢és
leggyakrabban a gabonafélékben, hiivelyesekben (kakad-, kavé- és szojababban)
rizsben, borban, aszalt gyltimdlcsokben, fliszerekben fordulnak eld (2.10. dbra). Kémiai
szerkezetiik szerint dihidro-kumarinhoz kapcsolédd B-fenilalanin-szarmazékok,
amelyeknek két alapvaltozata ismert, A és B toxin, illetve ezek etil- és metil-észter-
szarmazékai. Az ochratoxin A toxinok klorszarmazékok, ezért erdsen toxikusak:
vesekarosito, rakkeltd, immunszupressziv hatastiak, idegrendszeri problémakat, 1égzési
nehézséget okoznak, teratogén vegyiiletek, felezési idejliik hosszu, lassan iirtilnek ki a
szervezetbdl. Hazai éghajlati koriilmények kozott is képzddhetnek, mivel a raktari
penészgombdk termelhetik a takarmdnyokban a rossz tdrolas kovetkeztében, a
toxinképzOdés széles homérséklet tartomanyban felléphet (4-30 °C kozott),
koncentraciojuk egyes gocokban igen nagy lehet (Ramos et al. 1998).
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2.10. abra Az ochratoxin A szerkezeti képlete

A deoxinivalenol (DON), mas néven vomitoxin B-tipust trichotecénvazas
vegyiilet, epoxi-terpenoid-szarmazék (2.11. abra). A DON elsésorban gabonakban
fordul eld, (buza, arpa, zab, rozs, kukorica), buzan a szemek iiszkdsddését, kukoricaban
a kalasz rothadéasat okozza, elsésorban a Fusarium graminearum és a F. culmorum
gombak termelik (Schollenberger et al. 2005; Papadopoulou-Bouraoui et al. 2004;
Speijers and Speijers 2004; Pleadin ef al. 2012). A DON akut hatasai kdz¢ az émelygés,
hanyas, hasmenés, has- és fejfajas, 14z tartozik, sertéseken is megfigyelhetéek a DON
toxin okozta emésztési problémak, hanyas, csokkend sulygyarapodas (D’Mello et al.
1999; Modra and Svobodova 2009).
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2.11. abra A deoxinivalenol szerkezeti képlete

Az Europai Bizottsag az ¢élelmiszerekben eléfordulé mikotoxinok megengedett
hatarértékét mar évtizedekkel ezeldtt meghatarozta. A kdzvetlen emberi fogyasztasra
vagy felhasznéalasra szolgdlo 4aruk aflatoxin Bl tartalma 2 pupg/kg, 0Osszes
aflatoxinszennyezettsége 4 pg/kg, az ochratoxin maximalis mennyisége 5-50 pg/kg, mig
ZON-tartalma 30-1000 pg/kg lehet (Stroka and Anklam 2002). A Codex Committee on
Food Additives and Contaminants (2006) ajanlata alapjan az étkezési gabonakban a
ZON megengedett hatarértékét 5 ng/kg értékre kell csokkenteni. Magyarorszdgon az
étkezési korpaban a DON megengedett hatarértéke 1200 pg/kg, mig egyéb cerealidkban
1000 pg/kg.

A fenti elvarasoknak megfeleléen a mikotoxinok azonositasara és mennyiségi
meghatarozasara mind pontosabb, egyre kisebb kimutatasi hatarral rendelkez6 analitikai
modszerekre van sziikség (Monaci and Palmisano 2004). A mikotoxinok vizsgélata
soran mar szamos analitikai eljaras kidolgozéasara kertilt sor (Turner et al. 2009). A
vizsgélatok koziil a vékonyréteg-kromatografia (TLC, Whitaker 2003), tilnyomdasos
rétegkromatografia (OPLC; Moricz et al. 2007), kapillaris elektroforézis (Pena et al.
2002) ¢és a nagyhatékonysadgu folyadékkromatografias (HPLC) eljarasok a
legelterjedtebbek. Napjainkban szamos kutatd alkalmaz tomegspektroszkopias
detektorral csatolt kromatografias eljarasokat, mint pl. a LC-MS-MS (Sherma 2000;
Sulyok et al. 2010). Az utdbbi idében szdmos erdfeszités tortént immunanalitikai
eljarasok bevezetésére ¢és nagyérzékenységli, gyors analitikai méréstechnikdk
kifejlesztésére. Az immunreakciot Nabok és misai. (2013) zearalenon ¢€s aflatoxin
kivondasara is alkalmaztdk, natrium-polisztirol-szulfonattal és poli(allil-amin klorid)-dal
boritott MnCOs; mikrorészecskéken a megfeleld antitestet rogzitve. A kiilonb6zo
mikotoxinok meghatarozasara antigén—antitest-reakcion alapulé modszerek koziil
immunassay (ELISA tesztcsomagok, Clarke et al. 1994; Rousseau ef al. 1987; Xiao et
al. 1995; Gathumbi et al. 2003; Korde et al. 2003; Lipigorngoson et al. 2003), valamint
fluoreszcens immunassay (Nasir et al. 2003; Carlson et al. 2000) terjedt el.
Monitorozésra antitest alapu immunaffinitdson alapuld kolonnak (Gathumbi et al. 2003;
Carlson, et al. 2000; Aydin, et al. 2007; Chun, et al. 2007; Stroka et al. 2003; Huebner
and Phillips 2003) ¢és liposzomak rogzitésével készitett nitrocelluldz-tesztesik (Ho and
Wauchope 2002) kifejlesztésére keriilt sor. Tobb szerz6 szamolt be jeldlésmentes
immunanalitikai eljaras kidolgozasardl tomegszelektiv SPR (Gaag ef al. 2003; Yuan et
al. 2009; Kadota et al. 2010), valamint QCM detektor (Prieto-Simon et al. 2007)
alkalmazéséaval aflatoxin és ochratoxin gyors meghatarozasara.

2.5.3. Hisztamin el6forduldsa élelmiszerekben, szelektiv meghatarozasa

A biogén aminok jelen vannak az ¢l6 szervezetekben, €s részt vesznek
kiilonb6z6 nélkiilozhetetlen €lettani folyamatokban, ugyanakkor nagy koncentracioban
felelosek az élelmiszer-mérgezésekért (Zaman et al. 2009; Schwelberger 2009). Kisebb
mennyiségben élelmiszer-intoleranciat valthatnak ki (Bodmer et al. 1999; Jansen et al.
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2003; Maintz and Novak 2007), elsdsorban a hisztaminlebontds genetikai zavara miatt
(Maintz et al. 2011). Az ¢lelmiszerekben leggyakrabban eléfordulé biogén aminok a
hisztamin, a putreszcin, a kadaverin, a tiramin, a triptamin, a p-fenil-etilamin, a spermin,
a spermidin ¢és az agmatin. A biogén aminok elsdsorban halakban és
halkészitményekben,  hustermékekben, sajtokban, fermentalt  zoldségekben,
szojatermékekben, borokban és sorokben fordulhatnak el (Shalaby 1996). Hisztamin
(2.12. abra) sokféle élelmiszerben jelen lehet, de a nagy hisztidin-dekarboxiléz-
aktivitassal rendelkezé mikroorganizmusok is termelik (Suzzi and Gardini 2003; Carsol

and Mascini 1999).
Q|
N NH,
2.12. dbra A hisztamin szerkezeti képlete

crer

¢lelmiszerekben, pl. savanyu kaposztaban ellendrizték (Kalac et al. 1999; Tsai et al.
2005), a hisztamin vagy a hisztamintermeld baktériumok jelenléte alapjdn pedig a
mustok és borok eredetét igazoltak (Herbert et al. 2005; Kiss és Sass-Kiss 2005). A
biogén aminok vizsgdlatinak madasik igen fontos teriilete a halak és a tenger
gylimolcseinek vizsgalata, a hisztamin, a kadaverin és az agmatin koncentracidja jelzi
pl. a tonhalak frissességét (Ruiz-Capillas and Moral 2005). Elelmiszerekben a hisztamin
koncentracidja a biogén aminok kumulativ szennyezésének indikatora lehet,
felhalmozdodasa megeldzi az érzékszervileg felismerhetd ,,romléast”, ezért a mennyisége
az ¢lelmiszer frissességét, higiéniai mindségét, gyartasi és tarolasi koriillményeit jelzi. A
Codex Alimentarius (1995) hatarértéke alapjan a hisztamin koncentraci6ja nem
haladhatja meg a 100 mg/kg hatarértéket.

koztik vékonyréteg-kromatografiaval gyors, félkvantitativ modszert fejlesztettek ki
(Lieber and Taylor 1978), majd OPLC eljarassal novelték az elvalasztas hatékonysagat,
csokkentették az idejét (Simon-Sarkadi ef al. 1997). HPLC moddszert kolonna eldtti
vagy utani derivatizalassal alkalmaztdk (o-ftalaldehiddel vagy danzil-kloriddal), az
eljarassal ugyan péarhuzamosan meghatarozhaté tobb biogén amin koncentracidja,
azonban a modszer hosszadalmas minta-elokészités igényel (Meitz and Karmas 1978;
Hui and Taylor 1983; Veciana-Nogues ef al. 1995; Saito et al. 1992; Moret et al. 2005).
Az ELISA eljarasok szelektiv és kellden érzékeny (1-500 mg/kg) moddszernek
bizonyultak, de bonyolult minta-elokészités €és hosszii inkubacids id6 sziikséges
meghatarozasukhoz (Serrar et al. 1995, Simon-Sarkadi et al. 2003).

Hisztamin gyors meghatarozasara tesztcsikot készitettek, ez azonban csak sziik
koncentraciotartomanyban alkalmazhatd (Hall et al. 1995). Li és mtsai (2006) SPR
alapu indirekt versengd immunszenzort fejlesztettek ki, amelynek gatlasi kozépértéke
(ICsp) 7 ng/ml és a LOD 3 ng/ml hisztamin. Az utébbi években is tobb kutatocsoport
foglalkozott a hisztamin szelektiv meghatarozasara alkalmas szenzorok fejlesztésével,
koztiik biomimetikus rétegekkel, MIP-pel és kiilonb6z6 detektorokkal, pl. impedancia-
spektroszkopiaval (Bongaers et al. 2010; Broeders et al. 2011), mikrogravimetriaval
(Horemans et al. 2010) vagy piezoelektromos szenzorral (Pietrzyk et al.2009) torténtek
probalkozasok.
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Munkénk sordn hisztamin kimutatisara alkalmas immunszenzort fejlesztettiink
ki, amit fermentalt zoldséglevek vizsgalatara alkalmaztunk.

2.5.4. Vitellogenin koncentracigjanak meghatarozasa

A mezOgazdasagban a termés védelme érdekében szamos, az emberi szervezetre
karos novényvédd szert alkalmaznak viladgszerte. Ezek koziill is kiemelkedden
veszélyesek azok a hatdéanyagok, amelyek a nem célszervezetek szervezetébe jutva, ott
kiilonb6zé mértékii karosodast okoznak. Ezek legtobbszor kis koncentracidban vannak
jelen, igy kozvetlen toxikus hatast nem valtanak ki, jelenlétiik azonban folyamatos, igy
hosszu tava hatdsaikkal szamolnunk kell. Ezen anyagok egyik csoportjat alkotjak az
¢lélények hormonalis rendszerét karositdé Un. endokrin zavar6 (ED) vegyiiletek,
amelyek kiilonb6z0 mechanizmusokon keresztiil megzavarjdk a hormonhaztartast,
gatoljak bizonyos enzimek miikodését, az ivarszervek normalis fejlodését, ezaltal
szaporodasi zavarokat okoznak.

Halakban, kétéltliekben a maj altal eldallitott vitellogenin a legfontosabb
alkotéeleme a  szikfehérjéknek (Tyler et al. 1991). A  vérplazma
vitellogeninkoncentracidja a ndstény egyedekben vitellogenezis kezdetén hirtelen
megnd, ¢és a novekedési fazis veégéig azonos szinten marad. A vér magas
vitellogeninkoncentracioja a vitellogenezis alatt az oocyta ndvekedését eredményezi.
Biotesztekkel igazoltak, hogy az 4llati szervezetekben termel6dd, hagyomanyos uton
nehezen meghatarozhatd vitellogenin fehérje vérbeli koncentracidja az ED hatasu
szennyezOk hatasara a himek vérszéruméban is abnormalis szintre emelkedhet (Sumpter
and Jobling 1995; Wheeler et al. 2005). Ezért a vizi és kétéltli him allatok vérében
talalhaté Vtg alkalmas biomarkernek bizonyult a kérnyezetben 1évé endokrin zavaro
anyagok jelenlétnek felismeréséhez. Gyakori el6fordulasa miatt a ponty (Cyprinus
carpio) — mas halakhoz hasonléan — alkalmasnak bizonyult az endokrin zavarok
hatdsanak monitorozasara a vérben taldlhatdé Vtg szintjének meghatarozasaval (Solé et
al. 2000; Bervoets et al. 2009; Tlili et al. 2010). A him pontyok vérében 1évé magas
Vtg-koncentracioért a vizeket szennyezd ndvényvédd szerek (pl. atrazin és alaklor,
Chang et al. 2005; Mikula et al. 2009), mlianyaglagyitd szerek (ftalatok, Barse et al.
2007), egyéb vegyliletek (biszfenol A, Letcher et al. 2005), valamint a szerves
mikroszennyezok (Sumi et al. 2007; Hinck et al. 2008; Falfushynska and Stolyar 2009;
Glingordii and Ozmen 2011) feleldsek.

A Vtg meghatarozasara szamos eljarast fejlesztettek ki. Tobb kutatocsoport
fejlesztett ki ELISA modszert halak, koztik ponty vizsgéalatdra (An et al. 2008; Van
Veld et al. 2005; Barucca et al, 2006; Hennies et al. 2003). Scott és mtsai (2006)
tokehal-lipovitellin (Lpv) rogzitésével vizsgéltdk a Vtg mennyiségét. Parks és mtsai
(1999) amerikai cselle (Pimephales promelas) Vtg fehérjéjének tisztitasardl szamoltak
Brion és mtsai (2002) zebrehalat (Danio rerio) vizsgaltak ELISA eljaras kialakitasaval.

Az elmult idében a Vtg mérésére szolgald bioszenzorok kifejlesztésére is sor
keriilt. Darain és mtsai (2003; 2004) kiilonb6z0 tipusu szenzort készitettek;
vezetoképességi detektoron és amperometrids mérdcellan alapuld immunszenzort
alakitottak ki, vezetd polimerrel modositott szitanyomott szénpasztaelektrodon rogzitve
a ponty-Vtg fehérjét. A szenzor dinamikus méréstartomanya 0,25-7,8 ng/ml, a LOD
pedig 0,09 ng/ml volt. Fukada és mtsai (2003) kemilumineszcencias immunszenzort
dolgoztak ki ponty-Vtg meghatirozdsira, a moddszerrel 1,95-1000 ng/ml

crer
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ismertettek kutatok ppm tartoméanyban alkalmazhaté SPR immunszenzorra (Bulukin et
al. 2007), valamint QCM immunszenzorra (Oshima et al. 2005).

2.6. Mikrobiologiai vizsgalatok

A bioszenzorkutatdsok teriiletén a mikrobiologiai vizsgalatok tobb irdnyban
folynak, egyrészt nagyon fontos feladat egyes mikroorganizmusok jelenlétének
szelektiv meghatarozésa az ¢lelmiszer-alapanyagokban és az ¢lelmiszerekben. Masrészt
pedig kiilonb6zé baktériumok alkalmazasdval mikrobidlis szenzor készithetd pl.
novényvéddszer-maradvanyok, antibiotikumok jelenlétének gyors monitorozasara, vagy
szennyvizek biologiai oxigénigényének meghatarozasara.

2.6.1. Baktériumok kimutatasara alkalmas eljarasok

Az ¢élelmiszeriparban a mikrobdk megitélése igen sokrétli. Egyrészt a
baktériumok felelések az élelmiszerek romlasaért és néhany, élelmiszeren keresztiil
terjedd betegségért. Masrészt az évszazadok oOta fogyasztott fermentalt élelmiszerekben
a feldolgozas sordn sziikséges valtozasokat is mikrobdk hozzadk létre. A probiotikus
baktériumoknak kulcsfontossagi szerepe van az egészségiink védelmében. Az
¢lelmiszereket szennyezd mikrobak koziil az utdbbi idében tobb fertdézést okozott a
Salmonella enteritidis, amely elsésorban szarnyasokban, sertéshisban, tenger
gylimolcseiben mutathatd ki, esetenként a feldolgozd eszk6zok feliiletének rossz
higiéniai allapota miatt. Huskészitményekben, gylimolcslevekben, nyers tejben az
Escherichia coli, tejben, lagy sajtokban, fagylaltban, nyers husokban, nyers, illetve
fiistolt halakban a Listeria monocytogenes, valamint felszini vizekben a Vibrio cholerae
okozhat fertdzést.

A mikroorganizmusok vizsgalatdban illetve, bioszenzorok alkalmazasaban is
megnyilvanul ez a sokszinliség. A hagyomanyos mikrobioldgiai eljarasok iddigényesek,
ezért egyre fontosabb a gyorstesztek, bioszenzorok, és a rekombinans DNS alapu
eljarasok fejlesztése bizonyos patogén fajok specifikus meghatdrozasahoz. Szamos
torekvés van a mikrobak kimutatasdnak gyors és szelektiv meghatarozasara antitest €s
DNS alapt eljarasokkal. A valds idejli és mennyiségi meghatarozasra alkalmas uj
analitikai eljarasok kidolgozasa soran a legtobb kutatas az E. coli kimutatasara alkalmas
szenzorok kialakitasara iranyult; szelektiv meghatarozasara kiilonbozd felépitésii
immunszenzorokat fejlesztettek ki. Szdmos elektrokémiai detektdldssal parositott
bioszenzort dolgoztak ki az E. coli meghatarozasara, koztiik anti-E. coli antitestet
elektrodon (Sippy et al. 2003) vagy sziir6betéten (Carnes and Wilkins 2005) rogzitve,
majd a HRP enzimreakciot kovetéen amperometrias detektalast, illetve vezetoképesség
mérést alkalmazva (Muhammad-Tahir and Alocilja 2003; 2004). Subramanian (2006)
polietilén-glikol alapu 6nrendez6dé monomolekuléris réteggel (SAM) rogzitette SPR
szenzor felszinén a tisztitott monoklonalis vagy poliklonalis E. coli O157:H7-szelektiv
antitestet, és az igy érzékenyitett szenzorral mérte a mintdban taldlhatd sejtszamot.
Washa és mtsai (2006) ugyancsak SPR alapu bioszenzort fejlesztettek ki tejmintak
vizsgalatara.

Baktériumok szelektiv felismerésére és mennyiségi meghatarozéasara az E-QCM
szenzor feliiletén kiillonbozo lektineket rogzitve készitettek bioszenzort. Serra és mtsai
(2008) concanavalin A (Con A) fehérjét rogzitettek avidin—biotin-kétéssel a QCM
szenzor aranyfeliiletére, ¢és vizsgaltdk az E. coli kotddését polarizalt és nem polarizalt
celldban mérve. Szdmos eljarast ismertettek, ahol a biomolekuldkat nanorészecskéken
rogzitve antigén—antitest-immunreakcid, komplementer DNS-szekvencia meghatarozasa

30



dc_457 12

valt lehetségessé a biofunkcionalizalt nanorészecskék alkalmazasaval (Yang et al.
2008). Tobb kutatocsoport ismertette kiilonb6zé mikrobdk kimutatdsira szolgélo
modszerét, pl. QCM szenzort alkalmazva Listeria monocytogenes vizsgalatara
(Vaughan et al. 2001), mig Wong és mtsai (2002) kiilonb6z6 Salmonella-tdrzsek
szelektiv meghatarozasanak lehetdségét ismertették. Cooper és mtsai (2009) Legionella
pneumophila szelektiv meghatdrozdsara alkalmas modszert mutattak be OWLS
detektalassal.

2.6.2. Mikrobialis szenzorok alkalmazasa kémiai zavaro hatasok, gatlasok
kimutatasara

A mikrobidlis szenzorok kialakitasahoz az €16 sejteket a szenzorok felszinén
kémiai és fizikai modszerekkel rogziteni kell, azonban az alkalmazott rogzitési mod
jelentésen befolyasolja a sejtek életképességét. A kovalens kotések stabil kapcsolatot
teremtenek, azonban ennek érdekében az egész sejtet veszélyes kémiai reagenseknek,
reakciokdzegnek kell kitenni, amely roncsolhatja a sejtfalat, és csokkentheti a biologiai
aktivitast (Lei et al. 2006). A sejteket 1ényegesen enyhébb koriilmények kozott lehet
gélbezarni, pl. Trichosporon cutaneum ¢&s Bacillus subtilis baktériumokat egytitt
rogzitettek sziliciumtartalma szol-gél matrixban (Jia et al. 2003). A baktériumsejteket
grafitelektrod felszinén kitozanmatrixban rogzitettek, és igy készitettek mikrobialis
bioszenzort (Odaci et al. 2008). Biolumineszcencidsan jelzett baktériumot poli-
vinilalkohol-kriogélbdl képzett vékony rétegben rogzitettek Philp és mtsai (2003), mig
Premkumar és mtsai (2002) szilikafilmet alkalmaztak a rogzitéshez. Karasinski és mtsai
(2007) az amperometrias jelek alapjan tanulmanyozta a kiilonboz6é baktériumokra hato
szermaradvanyok jelenlétét, és az oxigén felhasznédldsanak direkt mérése alapjan
vizsgaltak a széles spektrumu antibiotikumok 1égzési aktivitasra gyakorolt gatlo hatasat.
Galindo és mtsai (1998) teljes sejt alapu bioszenzort fejlesztettek ki B-laktamazban
gazdag E. coli-sejtek pH-elektrod felszinén torténd rogzitésével. Odaci és mtsai (2009)
Gluconobacter oxydans sejtjeit szénnanocsoveken kitozannal rogzitve fejlesztettek ki
bioelektrokémiai mérérendszert.

Az E. coli antibiotikumok jelenlétében vald szaporodasanak kimutatsara
bioszenzort készitettek, amely mikromechanikai oszcillator segitségével 2 oran beliil
eredményt szolgaltat (Gfeller et al. 2005). Biolumineszcencias szenzort fejlesztettek E.
coli-torzsek alkalmazasaval hidrogén-peroxid, fenol és mitimicin C (Kim and Gu 2003),
valamint kléramfenikol és ofloxacin (Shapiro and Baneyx 2007) gyors ¢€s érzékeny
kimutataséara. Kiilonbozd tipust antibiotikumokat biolumineszcens baktériumtorzsekkel
kis koncentracidban vizsgalva kimutattdk, hogy a bioaktiv vegyliletek gatlasi
hatdsmechanizmusa szerint a DNS- ¢és a fehérjeszintézis, valamint a sejtfal és a
folsavmetabolizmus gatldsa tapasztalhato (Eltzov ef al. 2008). Pellegrini és mtsai (2004)
elektrokémiai bioszenzort fejlesztettek tejben eléforduld gyogyszerhatdéanyag-
maradvanyok (kinolin, tetraciklin) detektalasara a széndioxid-termelés valtozasanak
mérésével. Choi és mtsai (2005) fenol kimutatidsara alkalmas jeldlésmentes szenzort
fejlesztettek szintetikus oligopeptiddel immobilizélva az E. coli O157:H7-sejteket SPR
szenzor aranyfelszinén. Wex és mtsai (2006) a 3,5-diklor-fenol hatdsara bekdvetkezo
baktériumgatlast vizsgaltak kiilonbozé hdmérsékleten.

A patogén mikrobdk vizsgalatan és a szermaradvanyok baktériumgatlo
hatdsanak meghatirozasan tul a fermentacids technologidk sordn szdmos probiotikus
mikroorganizmus tanulmanyozésa valt sziikségessé. A tejsavbaktériumok jelen vannak
a természetes human bélfloraban, és fontos szerepet jatszanak a kiillonbozo élelmiszerek
(pl. tejtermékek, sajtok, probiotikus zoldséglevek, huskészitmények) fermentalasaban,
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ezek kozill a Lactobacillusok ¢és a Bifidobacteriumok jatszanak kiemelt szerepet
(Fioramonti et al. 2003). A fermentécios folyamatok sordn a tejsavbaktériumok szamos
gatlo anyaggal, kémiai kozeggel taldlkoznak. Ilyen pl. a nagy sokoncentracid, a
hémérséklet valtozadsa, szerves savak jelenléte. A tejsavbaktériumok a fermentaciod
soran tartositd hatasu tejsavat termelnek, amely gatolja szamos baktérium, éleszto- €s
penészgomba szaporodasat az élelmiszerekben. Alacsony pH-n a tejsav jelentds
hanyada disszocidlatlan formaban van jelen, ezéltal passziv transzporttal atjuthat a
sejtek membranjan, megzavarva az elektrokémiai protongradiens kialakuldsat és
befolydsolva a membran atjarhatésagat, ami véglil a szubsztrattranszport
Osszeomlasahoz vezethet (Smulders et al. 1986; Lindgren and Dobrogosz 1990). Az
ecetsav szinergista hatdst mutat a tejsavval, mikor a tejsav hatasara csokken a mintak
pH-ja, né az ecetsav toxicitasa (Adams and Hall 1988). A tejsavbaktériumok oxigén
jelenlétében hidrogén-peroxidot képezhetnek, ami molekularis szinten reagéalhat a
sejtfalalkotokkal, a fehérjékkel ¢és a nukleinsavakkal. A hidrogén-peroxid a
membranlipidek oxidacidjat okozhatja és a sejtfalfehérjékkel vald reakcid soran
valtozhat a sejtfal permeabilitdsa, az ozmoregulacié (Kong and Davison 1980).

2.6.3. Uj, bioszilika alapii immobilizalas bioszenzorok fejlesztésére

Mint mar kordbban elemeztiik, a mikrobidlis szenzorok fejlesztése sordn igen kritikus
feladat az €16 sejtek rogzitése a szenzor feliiletén. Kordbban német kutatok a
sziliciumtartalmti exopolimert képzd szivacsokbdl (Suberites domuncula: Porifera,
Demospongiae, Hadromerida, Lim-csatorna, Isztria, Horvatorszag) enzimatikusan aktiv
fehérjecsoportot, un. szilikateineket izolaltak, amelyek a szilicium-alkoxid (tetraetoxi-
szilikaszalakat képezve kiméletes koriilmények kozott (alacsony homérséklet,
fiziologiai pH, Miiller et al. 2007a,b).

2.13. abra A szilikatein enzim feltételezett szerkezete (Miiller ef al. 2007a)
(Sc — szilikatein enzim, S26 — szerin, N185 — aszparagin, H165 — hisztidin, o, f —
alegység, ac — aktiv kozpont)

A szilikatein enzim szerkezetének felderitése sordan a és b enzimatikusan aktiv
fehérjecsoportot, monomert (=24 kDa) kiilonboztettek meg, a térbeli elrendezddésre
dimer, tetramer és hexamer format feltételezve. Tovabbi szerkezetvizsgalatok szerint az
o ¢és B modosulatok aranya 4:1, az a alegység aktiv kozpontjat (ac) szerin (S26),
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hisztidin (H165) és aszparagin (N185) jelenléte jellemzi, a szerinben gazdag rész a
tetramer kozepe felé helyezkedik el, kozrefogva a szilikatein B egységet (2.13. dbra). A
szilikatein enzim altal katalizalt reakcid mechanizmusa a Ser/His tartalma aktiv
centrumot tartalmazd proteineknek megfeleld séma szerint mehet végbe. A hisztidin
imidazolgytriijének N-csoportja és a szerin aktiv hidroxilcsoportja kozott 1€vo
hidrogénhidas kotés kovetkeztében a szerin nukleofil oxigénatomja a sziliciummal
etanol felszabadulasa mellett protein-O-Si atmeneti terméket képez. Viz hatasara az
atmeneti komplex hidrolizal. A nukleofil Si-O- csoport és a kdvetkezé TEOS-molekula
Si-atomja kozott kondenzacid megy végbe, disziloxan termék képzddik (Cha et al.
1999).

E. coli BL21AI mddositott sejtekben szilikatein rekombinans fehérje képzddik,
amelynek hatisara megfeleld koriilmények kozott poliszilika-hald képzddik, lehetdvé
téve a sejtek fiziologiai koriilmények kozott vald rogzitését STO szenzor feliiletén
(Miiller et al. 2007b).
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3. CELKITUZES

Az OWLS ¢s az EC-OWLS technika fejlesztése €s alkalmazési teriiletének
kibdvitése érdekében végzett sokoldalti hazai (OTKA, NKFP, BIOTECH, GVOP) és
nemzetkozi egyiittmikodés (EUS, EUROSTARS, TéT) keretében a szenzor feliiletének
kémiai moédositasat, immun- €s mikrobidlis szenzorok fejlesztését tliztem ki célul.

e A biomolekuldk immobilizaldsanak eldsegitésére APTS ¢és GOPS reagenssel
modositott szenzorokat készitettiink, kidolgoztuk a rogzitési eljarast.

e Immunszenzorokat fejlesztettiink ki gabona-, élelmiszer- és kdrnyezeti mintak kis
koncentracioban eléforduld szennyezésének szelektiv és érzékeny kimutatasara:

Trifluralin ndévényvéddszer-maradvany kimutatasara felszini vizekbdl és
gytimolcslébdl.

Mikotoxinok kimutatasara, ezen beliil zearalenon kimutatasara kukoricabdl,
aflatoxin meghatarzasara gabonakbol és fliszerpaprikabol, ochratoxin
meghatarozasara gabonakbol és vordsborbodl, deoxinivalenol kimutatisara
buzabol.

Hisztamin szelektiv vizsgalatara fermentalt z6ldséglevekbdl.

Az endokrin zavar6 anyagok biomarkerének, a vitellogenin fehérjének
pontyban és vOordshast unkaban torténd meghatarozasara.

e Mikrobiologiai vizsgalataink soran:

E. coli-sejtek szelektiv vizsgalatdra immunszenzoros eljarast dolgoztunk ki,
vizsgaltuk az ¢€l6 és a hdkezeléssel elpusztitott sejtek jele kozotti
kiilonbséget.

Mikrobidlis szenzorokat fejlesztettink EC-OWLS technikaval Lactobacillus
plantarum 2142 sejtek (LAB) sejtekben kiilonb6zé kémiai stresszhatdsok
vizsgélatara.

Bioszilika keletkezését ¢és kotodését vizsgaltuk az OWLS szenzoron,
meghataroztuk a szilikatein enzim latszélagos Ky értékét.

Anti-szilikatein antitesttel végzett immunvizsgalatokkal igazoltuk a
szilikatein jelenlétét modositott E. coli-sejtek felszinén.

Szilikatein termeld modositott E. coli-sejteket bioszilika segitségével
rogzitve az STO szenzoron mikrobidlis szenzort készitettiink, és kiilonb6zd
gatlo szerek hatasat vizsgaltuk.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Anyagok

A Si0,-TiO;, szenzorok feliilletének modositdsa soran alkalmazott 3-amino-
propil-trietoxi-szilan (APTS) a Fluka (Neu-Ulm, Németorszag) terméke volt. A 3-
glicidoxi-propil-trimetoxi-szilant (GOPS), a glutaraldehidet, a borostyankdsav
anhidridet, az 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid (EDC), valamint az N-
hidroxi-szukcinimidet (NHS) a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-tél (St. Louis, MO, USA)
szereztiik be.

Az immunizalashoz hasznalt komplett és inkomplett Freund adjuvanst a Sigma-
Aldrich Co. Ltd-tdl (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. A konjugatumok készitéséhez
valamint a modellmérésekhez sziikséges marhaszérum-albumin (BSA), ovalbumin
(OVA), anti-BSA IgG (2,6 mg/ml) és a 2-amino-2-hidroxi-metil-propan-1,3-diol (TRIS)
szintén a Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA) terméke volt. Minden tovabbi
altalanos vegyszer alt. mindségli kereskedelmi termék volt.

4.1.1. Trifluralin kimutatasa

A mérések soran alkalmazott trifluralin, benfluralin és ethalfluralin
hatéanyagokat, valamint a 2,6-dinitro-4-trifluorometil-1-klérbenzol intermediert a
Budapesti Vegyimiivek Rt.-t6] szereztiik be. Az isopropalin és pendimethalin
hatéanyagokat az Orszdgos NOvény- ¢és Talajvédelmi Szolgalat (jelenleg
Mezdgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal) biztositotta.

4.1.2. Zearalenon kimutatasa

A zearalenon, o-zearalenol, [-zearalenol, o-zearalanol ¢és [-zearalanol
standardokat a Sigma-Aldrich Ltd.-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztiik be.

4.1.3. Aflatoxin B1 kimutatasa

Az aflatoxin meghatarozasa soran felhasznalt aflatoxin B1 (Aspergillus flavus)
mikotoxint és az aflatoxin B1-BSA konjugatumot (4. flavus) a Sigma-Aldrich Ltd.-tdl
(St. Louis, MO, USA) szereztilk be. Az anti-aflatoxin monoklonalis antitestet (1G7-
1E2A) az Adgen Ltd (UK) biztositotta a kisérletekhez. Az antitest aflatoxinra
specifikus, ugyanakkor nagy a keresztreaktivitdsa a kiilonb6z6 aflatoxinokra (aflatoxin
B1: 100%, B2: 62,5%, G1: 32,7%, G2: 100%, versengd ELISA modszerrel mérve).

4.1.4. Ochratoxin A kimutatasa

Az ochratoxin vizsgélata soran alkalmazott ochratoxin A (A4spergillus oryzae)
mikotoxin €és az ochratoxin A-BSA konjugatum (4. oryzae) a Sigma-Aldrich Co. Ltd.
(St. Louis, MO, USA) terméke volt. Az anti-ochratoxin monoklonalis antitestet (AF-12)
az Adgen Ltd (UK) biztositotta a metodika fejlesztési feladatokhoz. Az antitest
ochratoxin A mikotoxinra szelektiv, (ochratoxin A: 100%, ochratoxin C: 8,24%,
ochratoxin a: 0,6%, 4-OH-kumarin, kumarin ¢és fenil-alanin: <0,01% keresztreaktivitas,
aflatoxin B1: 1,7%, a T-2 toxin: 2,75% ).
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4.1.5. Deoxinivalenol kimutatasa

A deoxinivalenol mikotoxint a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-tél (St. Louis, MO,
USA) szereztiik be.

4.1.6. Hisztamin kimutatasa

A hisztamin, putreszcin, kadaverin, agmatin, spermin, spermidin, triptofan
standardokat, valamint az anti-hisztamin antitestet (nytlban termeltetett hisztamin-KLH
konjugatum ellen, 0sszes fehérje: 23,4 mg/ml) a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-t6l (St. Louis,
MO, USA) rendeltiik meg.

4.1.7. Vitellogenin kimutatasa

A méréshez sziikséges fehérjéket és antitesteket a munka sordn tisztitottuk,
illetve készitettiik.

4.1.8. LAB-sejtek alkalmazasa

Lactobacillus  plantarum 2142 sejteket a University of Perugia, Culture
Collection of the Institute of Dairy Microbiology bocsatotta a KEKI Mikrobiologiai
Osztaly rendelkezésére. A deMan Rogosa Sharpe (MRS) taptalajt a Merck Ltd.-t6l
(Darmstadt, Németorszag) rendeltiik meg.

A természetes taptalajként alkalmazott csicsokaszirupot (Jerusalem artichoke,
Helianthus tuberosus, JA 65,3°Bx 20 °C-on, 65,8% széarazanyag, 121 °C-on 15 percig
sterilezve) a KEKI Technologiai osztaly biztositotta a mérésekhez.

4.1.9. E. coli alkalmazasa

Az anti-E.coli antitestet (,,0” és ,,K” szerotipusra) az Accurate Chemical &
Scientific Corporation-t6l (NY, USA) szereztik be. Az E. coli-torzset (NCAIM
B.00200, http://www.uni-corvinus.hu:8089/NCAIM/frameset.jsp) a KEKI,
Mikrobiologiai Osztaly biztositotta a kisérletekhez. A Luria-Bertani (LB) tapleves a
Merck Ltd. (Darmstadt, Németorszag) terméke volt.

4.1.10. Médositott E. coli BL21Al-sejtek alkalmazasa

A tetraetil-ortoszilikat (TEOS, Si(OC,Hs)s, 4,48 mol/l, 934 g/l, GC-grade) a
Merck Ltd. terméke volt. A rekombinans E. coli BL21Al-sejteket, a rekombindns a-
szilikatein enzimet (24 mg/ml), valamint az anti-szilikatein antitestet a NanotecMARIN
GmbH (Mainz, Germany) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az E. coli B200-torzset
(NCAIM B.00200, http://www.uni-corvinus.hu:8089/NCAIM/frameset.jsp) a KEKI
Mikrobiologiai Osztaly biztositotta a kisérletekhez.

4.2. Modszerek
4.2.1. OWLS méromiiszer

Lukosz és mtsai uttoré munkajanak koszonhetden a becsatoldson alapuld optikai
hullamvezet6 elvén miikodd berendezések kereskedelemben kaphatoak (Nellen, Lukosz
1990, Tiefenthaler and Lukosz 1989). Munkank soran a MikroVakuum Kft. altal
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gyartott berendezéssel (OWLS 120) dolgoztunk, az eredmények kiértékelés¢hez
BioSense 2.6. programot alkalmaztuk.

Feliilet - e — .
mbdositas —— Forgatas
Evaneszcens g
A qﬂ er 4

=l
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4.1. abra Az OWLS berendezés miikddési sémaja

A szenzort a mérOberendezés mintatartd atfolyo cellajaba helyezve hasznaljuk
(4.1. abra). A mérésnél a hullamvezetén 1évo racsot polarizalt He-Ne 1ézer (632,8 nm)
fénnyel alulrdl vilagitjuk meg. A szenzort tengelye mentén kis szogtartomanyban (+10°)
forgatva a 1ézernyalab felett, a fény a rdcson megtorik illetve szorddik, és meghatarozott
szogértékeknél — az un. becsatolasi szognél — belép a hullamvezetdbe, ahol teljes
visszaverddések sorozataval terjed.
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4.2. ébra A hulldmvezetd felszinén a megkotddott réteg vastagsaganak, feliileti
boritottsdganak abrazolésa a 1ézerfény beesési szogének fiiggvényében
(A (inzert) — adott chipre jellemz6 pillanatnyi intenzitdsspektrum, oirg -— transzverz
elektromos fénymodus becsatoléasi szoge, oy — transzverz magneses fénymodus
becsatolasi szoge,
B — a hullamvezet6 felszinén a megkotodott réteg vastagsaganak idobeli alakulasa)

A becsatolt fény intenzitdsat a chip két végén elhelyezett fotodiodakkal

detektaljuk. A pillanatnyi becsatolasi szogeket mechanikus goniométerrel Ilehet
meghatarozni, 10" fok szogfelbontassal mérhetSk. A pillanatnyi becsatolasi szogek
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helyét (értékét) az intenzitdsspektrum mutatja (4.2. A abra). A jel felbontasa az effektiv
torésmutatéra vonatkoztatva AN~10°. A fény mindkét sikban polaros modusanak
szamitott effektiv torésmutatdjabol megkapjuk a hullamvezetd felszinén a folyamatosan
aramlé oldatbol megkotddott molekularéteg (pl. fehérje) vastagsagat, illetve a feliileti
boritottsagot (ng/cm?, 4.2. B 4bra). Az intenzitasspektrumok alapjan mért becsatoldsi
szogek iddbeli valtozasa alapjan kapjuk a mérési gorbét.

4.2.2. EC-OWLS méromiiszer

Az optikai hullamvezetd fénymoddus-spektroszkdpiat 0j szenzorral bdvitve
lehetové valt a szenzor feliiletén végbemend folyamatok elektrokémiai vizsgélata is
(EC-OWLS). A szenzor felszinét boritd hulldmvezetd réteget indium-oxid — On-
oxidbol (ITO) készitve az optikai szenzornak megfelelden nagy a torésmutatdja,
ugyanakkor  elektromosan  vezetdé  réteg  készithetd, ezt  alkalmazzuk
munkaelektrodként. Az elektrokémiai atfolyo celldban az ITO-munkaelektréd mellett
a Pt-referencia- és az Ag-segédelektrod teszi lehetdveé az elektrokémiai vizsgélatokat.

4.2.3. Immunizalas, antitestek eloallitasa

Az adott antigénre specifikus nyulszérumot fejlesztettiink vadas nyulban torténd
immunizalassal, Harboe és Inglid (1973) modszerét adaptalva. Az immunizalast a KEKI
Biolégia Osztilyan miikodd Allathazban végeztik. Az immunizalds kis
molekulatomegii antigén esetén az antigén konjugatumaval tortént. Az alapimmunizalés
soran Freund-komplett adjuvanssal, mig az emlékeztet6 immunizalasok Freund-
inkomplett adjuvanssal torténtek. A tisztitott antigént vagy antigénkonjugatumot 1
mg/ml koncentracioban 0,01 mol/l foszfattal pufferolt soéoldatban (PBS) (pH 7.4)
oldottunk fel. A 0., 14., 28. és 42. napon a kb. 2-2,5 kg testtomegii nyulakat (2
fiziologias sooldat €s 50 pl komplett/inkomplett Freund adjuvdns) immunizaltunk
lapocka kozotti, tobbszori injektalassal. A kontrollszérumot az immunizalas el6tt, illetve
az immunszérumokat a marginalis vénabol, 8-10 nappal az emlékeztetd oltasok utan
vettiik.

4.2.4. Antigénspecifikus, tisztitott IgG eloallitasa

Az immunszérumokat kisdzasos modszerrel IgG-re tisztitottuk (Harbo and Inglid
1973). 10 ml nyers immunszérumhoz lassi kevertetés mellett 10 ml 70%-os
ammonium-szulfat-oldatot adtunk szobahdémérsékleten. A kémhatdst ammoniaval
allitottuk be (pH 7,0). Tovabbi kétoras kevertetés utan a szuszpenziot centrifugaltuk (20
perc, 2500 fordulat/perc). A csapadékot 5 ml 0,01 mol/l PBS pufferben (pH 7,4)
Ujraoldottuk, és 5 ml 70%-0s ammonium-szulfat-oldatot adtunk hozza. A szuszpenziot
ismét 2 oran at kevertettikk, majd centrifugaltuk az eldbbiek szerint. A specifikus
immunglobulinokat is tartalmazé nytl-IgG-frakciobol 4llé csapadékot 5 ml 0,01 mol/l
PBS pufferben (pH 7,4) feloldottuk és 10 mmx21 mm dializalé zsdkba toltottiik (Serva,

Visning). A dializist 4 °C-on 2x12 6raig, kb. 20-szoros térfogatnyi pufferrel szemben
végeztiik. A tisztitott szérum egy részét liofilizaltuk, maésik részét mélyhiitében taroltuk.
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4.2.5. Referenciavizsgalatok ismertetése

4.2.5.1. ELISA eljaras referenciamérésekhez

Az ELISA vizsgalatokat 96-iireges ELISA mikrotidlcan a szildrd fazisa
immunassay elve alapjan végeztiik el (Hegediis et al. 2000). A mikrotiterlemezeket
tiregenként 100 pl antigénnel vagy antigénkonjugatummal (~1 pg/ml, 0,1 mol/l
karbonatpufterban, pH 9,6; ¢éjszakan at 4 °C-on inkubdlva) fedtiik. A lemezeket 0,01
mol/l PBS pufferral (0,8% NaCl, pH 7,4) valé mosas utan blokkoltuk tiregenként 150 pl
blokkolo reagenssel (1% zselatin PBS pufferben, pH=7,4) 38 °C-on 1 h inkubalassal. A
mikrotiterlemezt 0,2% Tween 20 detergenst tartalmaz6 PBS (PBST 0,2) oldattal
mostuk, majd minden iiregbe 50 pl standardot vagy mintat és 50 pul PBST 0,2 oldattal
higitott antiszérumoldatot adtunk, és 38 °C-on 60 percig inkubaltuk. Ujabb mosas utan
(PBST 0,2), 100 pul kecskébdl nyert anti-nyul-IgG-HRP konjugatumot (1:12000
higitasban PBST 0,05; BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) adtunk, és ismét 60
percig inkubaltuk. Mosas utan (PBST 0,2) 200 ul szubsztratoldatot (1,2 mmol/l H,O; és
3 mmol/l 1,2-fenilén-diamin (OPD) 200 mmol/l kalium-dihidrogén-citrat-pufferban,
pH=3,8) adagoltunk. A szin kialakuldsa utan (10 - 60 perc) az enzimreakciot 50 ul 4 N
H,SO,4 reagenssel ledllitottuk. A szinintenzitast az iiregekben 492 nm hulldmhosszon
mértiik. A mért értékekbdl a standard gorbéket 4-paraméteres (szigmoid) egyenlettel
készitettiik. A detektalas alsé hatira (LOD) az a koncentracid, amely a vakminta
szorasanak (3x ismétlés) hdromszorosat adja.

4.2.5.2. GC/MS modszer trifluralin meghatarozasara

Inc.) késziilékkel végeztiik. A vizsgalathoz CP-Sil 8CB kvarckolonnat hasznaltunk
(0,25 um filmvastagsag, 30 m x 0,25 mm 1.D.), 5 ul mintabevitellel (splitless). Az
injektor a hdmérsékletprogram szerint 60 °C-ot tartott 0,5 percig, majd 260 °C-ra fiitott
fel 200 °C/perc sebességgel, a végsd homérsékletet 5 percig tartotta. A kolonna a
hémérsékletprogramja 70 °C-ot tartott 0,5 percig, majd 100°C-ra flittt fel 6 °C/perc
sebességgel, majd ezt kdvetden 240 °C-ra futott fel 10°C/perc sebességgel, a végso
hémérsékletet 20 percig tartotta. Vivogazként héliumot alkalmaztunk, a nyomas 0,097
MPa volt, az ionizaciés aram 350 pA, az elektroniitkdztetés energidja 70 eV. Az
ioncsapdaval elektroniitkozéses (EI) modban 40 és 650 amu kozott mértiink. A
trifluralin vizsgalatdhoz a kivélasztott ionok a 264 ¢és 306 amu voltak.

4.2.5.3. Biogén aminok vizsgalata HPLC mddszerrel

A referenciavizsgalatokat Alliance Waters 2690 HPLC kromatografias
rendszerrel, fluorimetrids detektorral (lx=345 nm; 1., =455 nm) végeztiikk. A biogén
aminokat oktanszulfonsavval torténd ionparképzéssel forditott fazisi kolonnan
(uBondapak C18, 300*3,9 mm 10 um; Waters) gradiens elticioval valasztottuk el, majd
a koncentraciojukat elvalasztas utan o-ftalaldehiddel és 2-merkapto-etanollal torténd
szarmazékképzéssel hataroztuk meg.

4.2.5.4. Lactobacillus plantarum 2142-sejtek vizsgalata referencia eljarassal

A L. plantarum 2142-sejteket MRS taplevesben vald szaporitist kovetden
centrifugaltuk, és a sejteket a feliilusz6 elontése utdn 10 ml steril vizben vettiik fel.
Kilencvenhat tiregli mikrotiterlemez tiregeibe 25 pl baktériumszuszpenziot és 225 ul
100x higitott csicsokaoldatot (JA) adtunk. A 250 ul 100-szorosara higitott JA-oldattal
szemben mértiik a baktériumszuszpenzid — sejtszammal ardnyos — abszorbancigjat (630
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nm). A gatlo hatas vizsgalatdhoz ugyancsak 25 ul LAB-szuszpenzidt adtunk 225 ul 0,09
¢s 9,0 mmol/l hidrogén-peroxidot, 0,1 és 5 mol/l ecetsavat, valamint 0,1 mol/l és 5 mol/l
tejsavat tartalmazd JA-oldathoz. Minden esetben az adott vizsgélatban alkalmazott
oldattal szemben mértiink. Az abszorbancidt MR 7000 Dynatech ELISA Reader
muszerrel mértiik 630 nm hullamhosszon 0, 18, 22 és 24 h inkubalas utan.

4.2.5.5. Referenciamérések az egyes gatlé anyagok kimutatasara E. coli BL21AI és
E. coli B200-torzs o6sszehasonlitasara

Az E. coli BL21AlI és E. coli B200-sejtek biologiai tulajdonsagat, igy kiilonbozo
gatld anyagoknak, kornyezeti szennyezdanyagoknak az élettani folyamatokra gyakorolt
hatasat vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze hagyomanyos mddszerrel mért eredményekkel.
A Kkisérleti elrendezésben 9 ml taptalajhoz 1 ml gatlo anyagot adtunk kiilonb6zo
koncentracioban. A kiilonb6zd gatld szerek, antibiotikum, novényvédd szer hatdsanak
vizsgalatara az egyes szereket kiilonboz6 koncentracioban adagoltuk a kémcsévekbe. A
ferde agaron szaporitott torzsekbdl 10 ml BHI taplevesbe oltottunk. Az E. coli BL21AI-
torzshoz 50 pug/ml ampicillint adtunk, a tenyészeteket 37 °C-on 24 6ran keresztiil
razatott koriilmények kozott inkubaltuk. A szaporitds utn a tenyészet sejtkoncentracidja
5x10° TKE/ml volt. Ezt az oldatot 5x10° TKE/ml sejtkoncentraciéig higitottunk, és
ebbdl a higitott szuszpenzidobodl 0,1-0,1 ml térfogatot mértiink minden, a vizsgalatokba
bevont kémcsdbe. A kiértékelést turbidimetrids modszerrel végeztiik, 37 °C-on 24 h
inkubéciot kovetden.

4.3. Mintak, minta-elokészités
4.3.1. Trifluralin meghatarozasa felszini vizmintiaban és gyiimolcslevekben

A felszini vizmintat a Keleti Fdcsatornabol vettiik 2001. jalius 18-an. A
kisérletekben hasznalt almalé és kivilé kereskedelmi forgalombol szarmazott.

4.3.1.1. Minta-el6készités ELISA és OWLS mérésekhez

A felszinivizmintakat mérés elétt megszirtiik, az ELISA méréshez a kémhatést
pH=7,4 értékre allitottuk be, az OWLS méréshez TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4)
higitottuk.

A gylimdlcsleveket (alma, kivi) ultrasziirén (50.000 NMWL) 3 percig 9000
fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltunk, s a kapott sziirleteket 4 °C-on taroltuk
felhasznalasig. A matrixhatés kikiiszobolésére a trifluralinstandardokat igazoltan tiszta
mintaba adagolva készitettiink kalibracios gorbét (10-100 pg/kg).

4.3.1.2. Minta-elokészités GC/MS méréshez

elokészitést kovetden GC-MS vizsgalattal hatdroztuk meg. A GC-MS vizsgalatokhoz a
vizmintdk egy literét szlirés utan Carboprep-90 kolonnan (500 mg, 6 ml, Restek,
Bellefonte, USA) extrahaltuk, majd a nem savas szennyezdket diklor-metan:metanol
(8:2) elegyével leoldottuk az oszloprol, a mintat beparoltuk és izooktanban felvettiik. Az
elokészitett mintakat injektaltuk a GC-MS mérésekhez.

4.3.2. Zearalenon meghatarozasa kukoricamintabol

A vizsgélat soran zearalenonmentes kukorica-vetdmagokat Labmill tipusu
daraléval 1/60 szitaméretet alkalmazva ledardltuk, majd az igy kapott Orleményt
kiilonb6zé mennyiségli zearalenonstandarddal mesterségesen szennyeztiink (spike)
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0,01-10 pg/kg koncentraciotartomanyban. A kalibracidbhoz hasznalt minta
standardokhoz és a mérendd mintdkhoz kiilon mintasorozatot készitettiink. Pontosan
bemért 1 g gabonadrleményt 10 ml acetonitril-viz (60:40) -eleggyel 30 percig
kevertettiink, ezutan 10 percig allni hagytuk, majd a feliilszot ultrasziirén (50.000
NMWL) 5 percig 9000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltunk, s a kapott
szlirleteket 4 °C-on taroltuk felhasznalasig.

4.3.3. Aflatoxin meghatarozasa gabonakbol és fiiszerekbol

A méréseket két sorozat mesterségesen szennyezett (spike) mintaval végeztik,
amelyet a minta-elOkészités ellendrzésére, illetve ,,ismeretlen” mintaként vizsgaltunk.
Az aflatoxinmentes buza- és arpamintabdl mesterséges szennyezéssel koncentraciosort
készitettlink (0,001-100 pg/kg) a 4.3.2. szerint.

Kereskedelmi fliszerpaprika mintak aflatoxintartalmat vizsgaltuk. A matrixhatés
kikiiszobolésére az aflatoxinstandardokat igazoltan tiszta mintaba mesterségesen
szennyezve (1-100 pg/kg) készitettiink kalibracios gorbét a fentiek szerint.

4.3.4. Ochratoxin meghatarozasa gabonakbol és borokbol

Két sorozat mesterségesen szennyezett (spike) mintat készitettiink, amelyeket a
minta-eldkészités ellendrzésére, illetve ,ismeretlen” mintaként vizsgaltunk. Az
ochratoxin A-mentes buza- és arpamintabol mesterséges szennyezéssel koncentracidsort
készitettiink (0,001-100 pg/kg) a 4.3.2. szerint.

Vorosborok ochratoxin  A-szennyezettségének vizsgalatdhoz 3 kiilonb6zé
ochratoxin A standardot mesterségesen szennyeztiink (spike). A mintakat ultrasziirén
(50.000 NMWL) 3 percig 9000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltunk, s a kapott
szurleteket 4 °C-on taroltuk felhasznalasig.

4.3.5. DON meghatarozasa buzalisztbol

GC-MS modszerrel ellendrzott (LOD: 0,01 mg/kg), DON-mentes buzalisztet
mesterségesen szennyeztiink (spike) 0-100 mg/kg DON tartoméanyban. A kalibraciohoz
hasznalt mintastandardokhoz €s a mérendd mintdkhoz kiilon mintasorozatot képeztiink a
4.3.2. szerint.

4.3.6. Hisztamin meghatarozasa fermentalt zoldséglevekbol

Kereskedelemben kaphato savanyu kaposzta, kovaszos uborka, csalamadé levét
hasznaltuk fel a mérésekhez. A fermentalt zoldséglevet (sargarépalé) a Budapesti
Corvinus Egyetem Elelmiszer-tudoméanyi Kar Sor- és Szeszipari Tanszékérdl kaptuk. A
matrixhatas kikiiszobolésének érdekében a zoldségleveket ultrasziiré membranon
(50.000 NMWL) 5 percig 9000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltunk, s a kapott
szlrleteket 4 °C-on taroltuk felhasznalasig.

4.3.7. Vitellogenin meghatarozasa ponty és voroshasu unka fajokbol szarmazo
mintakbol

A him ¢és néstény pontyok (Cyprinus carpio) az Aranyponty Zrt. (Réacegres,
Rétimajor) okoldgiai halgazdasdgbol szarmaztak. A vérmintakat 10 percig 6000
fordulat/perc fordulatszamon, majd 10 percig 11000 fordulat/perc fordulatszdmon
centrifugéltuk. A minték feliiluszojat 4 °C-on taroltuk felhasznalasig.
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A halakbdl vett majmintakat felapritottuk (Ultra-turrax, IKA, Németorszag), és 1
g mintat 10 ml 42 mmol/l TRIS pufferben (42 mmol/l, pH 7,4) homogenizaltuk. A
mintakat 20 percig vakuum alatt 4000 fordulat/perc fordulatszdmon, ezt kovetden pedig
10 percig 12000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltuk.

Az Lpv fehérje tisztitdsahoz kereskedelemben kaphatd keleti unkat (Bombina
orientalis) alkalmaztunk. Tekintettel arra, hogy minden hazai békafaj védett, ezért a
Természetvédelmi Feliigyeloség engedélye alapjan a természetbdl begytjtott
petecsomOkbol laboratoriumi tenyészetben neveltiink vordshast unkat (Bombina
bombina). M4j-, sziv- ¢€és ivarmirigymintakat vettiink a fiatal egyedekbdl, és azt
ugyanugy dolgoztuk fel, ahogy azt a pontyminték feldolgozasardl szolo részben leirtuk.

4.3.8. E. coli-sejtek kimutatasa

E. coli (NCAIM B.00200) -sejtek szaporitasdhoz ferde agarrol 1 kacsnyi sejttel
beoltottuk az LB-taplevest, majd 37 °C-on 24 6rés razatott tenyészetet készitettiink.

4.3.9. LAB-sejtek alkalmazasa

Lactobacillus plantarum 2142-sejtek szaporitdséhoz MRS taplevesbe 1%
sejtszuszpenziot adtunk és 30 °C-on 24 O6ras razatott tenyészetet készitettiink
(razogeépben, sebesség 100 fordulat/perc). Az MRS tapoldatban szaporitott sejteket
sejtszamlalas utan (3x 10° TKE/ml baktérium) centrifugaltuk (6000 fordulat/perc, 10
perc). A feliiluszot eltavolitottuk és a sejteket JA-oldatban reszuszpendaltuk, majd a
méréseknek megfelelden JA oldattal higitottuk.

4.3.10. Rekombinans E. coli BL21AI -sejtek alkalmazasa

A rekombinans E. coli BL21Al-sejteket 10 pg/ml ampicillintartalmi LB ferde
agarra 1-1,5 havonta atoltva tartottuk fenn. A szaporitashoz a ferde agarrol 1 kacsnyi
sejtet oltottunk be 10 pg/ml ampicillintartalmia LB taplevesbe, majd 37 °C-on 24 6ras
razatott tenyészetet készitettlink (rdzogépben, sebesség 100 fordulat /perc).

A rekombinans E. coli BL21Al-sejtek eldkezelése:

SC-: a sejteket 37 °C-on 24 oraig inkubaltuk, centrifugéltuk és pufferoldattal higitottuk
kozvetleniil a mérés elott.

SC- +TEOS: a sejteket 37 °C-on 24 6raig inkubaltuk, centrifugéltuk €s pufferoldattal
higitottuk, majd TEOS reagenst (0,048 mmol/l) adtunk az oldathoz és 1 orat
inkubaltuk kozvetleniil a mérés elott.

SC+: a sejteket 37 °C-on 24 ordig TEOS reagenssel (0,048 mmol/l) inkubaltuk,
centrifugaltuk és pufferoldattal higitottuk kdzvetlentil a mérés elott.

4.4. Az alkalmazott matematikai statisztikai modszerek

Az eredmények abrdzolasahoz, valamint statisztikai értékeléséhez az EXCEL
(Microsoft Office professional Edition 2003) ¢és az ORIGIN Scientific Graphing and
Analysis Software (version 7) statisztikai programot haszndltuk. Az eredmények
Osszehasonlitasahoz a Student-féle kétmintds t-probat alkalmaztuk, az atlagértékek
kozotti kiilonbségeket p <0,05 szignifikanciaszinten vizsgaltuk.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. OWLS késziilék alkalmazasa FIA rendszerben

5.1.1. Atfolyé kiivetta kialakitasa FIA rendszerhez

Az OWLS méréstechnika nagy érzékenységének kihasznalasdhoz elsérendil
kovetelmény volt a kontrollalt mérési koriilmények megteremtése. Ennek érdekében
modositottuk az OWLS miiszer mintatartdjat, és az 5.1. dbran lathato atfolyo tipusu
kiivettat fejlesztettiink ki. A szenzor felett elhelyezkedd kiivetta tomitése az iiveg
chiphez a kiivetta kialakitasanak megfeleléen gumi O, illetve ovalis gytriivel torténik.
A kiivetta biokompatibilis PEEK anyagbdl késziilt, a folyadék ki-be vezetésére teflon-
vagy poliéter-éter-keton- (PEEK) csovek szolgaltak.

BUFFER IN

5.1. abra Atfoly6 kiivetta az OWLS miiszerhez

5.2. abra OWLS 120 berendezés a FIA rendszerrel
A szenzor idoben allando, stabil mikodésének érdekében az OWLS szenzort

folyamatosan araml6 injektalasos rendszerben (FIA) miikddtettiik. Az atfolyo kiivettat,
perisztaltikus pumpat, mintainjektort, Osszekotd csOvezetékeket, csatlakozasokat
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magaban foglald kisérleti elrendezés miikodése alapjan beigazolodott, hogy a FIA
rendszerrel miikodtetett OWLS berendezés 1ényegesen megbizhatobb, reprodukalhatobb
mérést tesz lehetdvé, mint a korabbiakban hasznalt kézi adagolasu rendszer. A mérési
biztonsag ¢s stabilitas javitdsa egylitt jart az OWLS mérés érzékenységének
novekedésével is. A kialakitott FIA rendszert tobb kutatdcsoport eredményesen
hasznalja, és mint az OWLS berendezés tartozéka kereskedelmi forgalomban van (5.2.
abra). Az utobbi idoben az aramlas stabilitasanak novelése érdekében a perisztaltikus
pumpa helyett fecskendOpumpat alkalmazunk (0,1 pl/perc — 30 ml/perc), ehhez
csatlakoztatva a mintainjektort. A mérési paraméterek, a kémiai, biokémiai reakciok,
biologiai folyamatok optimalis koriilményeinek biztositdsdhoz a mérdkiivettat 20-80 °C
kozott £0,1 °C pontossaggal termosztalhatjuk a beépitett Peltier elemes modullal
vezérelve.

5.1.2. Inkubacios kiivetta kialakitasa biomolekulak immobilizalasahoz

A szenzorok érzékenyitésekor a kiilonb6z6é rogzitési eljarasok kidolgozasa,
adaptalasa soran az immobilizalasi 1épéseket folyamatosan aramld (FIA), illetve
sziikség szerint megallitott (stopped-flow) rendszerben végeztiik. A valos idejii mérések
segitségével kidolgoztuk a rogzitési paramétereket. Ugyanakkor kideriilt, hogy az
optimalis inkubalasi protokoll (pl. EDC/NHS alkalmazaséval) hosszas miiveletsort
igényel, ezeket a kémiai reakcidkat nem célszeri az OWLS berendezésben végezni,
mert a gépidd tal draga, és feleslegesen veszi igénybe az OWLS berendezés kapacitdsat.
A kisérletsorozatok eredményeképpen megterveztiink ¢és 1étrehoztunk egy olyan
kiivettakonstrukciot, amely biztositja, hogy
e a szenzor felilletének csak az aktiv része (a méré fényfolt kdrnyezetében)
¢érintkezzen az immobilizéladshoz sziikséges vegyszerekkel;

e a reagensek cseréje, mosasi lépések az OWLS berendezésben hasznalt atfolyo
rendszert kiivetta folyadékellatd rendszerével kompatibilis csdvezetékkel torténjen;

e az OWLS berendezéstdl fliggetlentil alkalmazhatdo a szenzorok feliiletén torténd
biomolekulak rogzitésére;

e modularis kialakitasa révén egyidében tobb szenzor is kezelhetd.

A biomolekuldk rogzitésére alkalmas kiivetta kereskedelmi termékké valt, az OWLS
berendezés tartozékai kdzott ,,inkubacios kiivetta” néven szerepel.

5.2. Szenzor feliilletének modositasa laboratoriumi és Kisiizemi
koriilmények kozott

Mivel a hullamvezetd szenzor feliiletén a hidroxilcsoportok nem alkalmasak a
biomolekulak kozvetlen rogzitésére, a feliiletet kémiailag modositani kell. gy
szilanizalassal lehet kiilonbozd funkcids csoportokat biztositani, amihez mar megfeleld
kémiai lépesekkel rogzithetéek a biomolekuldk. Szilanizalasi kisérleteket végeztiink
vizes vagy szerves oldoszeres oldatban, illetve g6zologtetéssel. A szilanizalassal
kapcsolatos eredményeinket Trummer és mtsai (2001), Levkovets és mtsai (2004)
valamint Székacs és mtsai (2009) kozleményekben foglaltuk ossze.

5.2.1. Szenzor feliiletének tisztitasa, elokészitése a szilanizalashoz

A szenzor feliilletének tisztitdsara a kromkénsavas 4ztatds bizonyult
megfeleldnek, majd a kromkénsav hasznalatanak kikiiszobolésére a Nochromix (Godax
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Laboratories Inc., USA) készitményét alkalmaztuk. A sziikséges hidroxilcsoportok
kialakitasahoz a tisztitott szenzorokat forr6 vizzel hidrataltuk (90 °C, 1 h).

5.2.2. Amino-csoportok kialakitasa y-amino-propil-trietoxi-szilannal (APTS)

Mind a vizes, mind a szerves fazisi szilanizaldsndl a leggyakrabban hasznalt
vegylilet a y-amino-propil-trietoxi-szilan (APTS), amellyel aminocsoportok vihetok fel
a hordoz¢ feliiletére. A szilanizaladsi kisérleteket az APTS trifunkcids szilanvegyiilet
alkalmazéasaval végeztik vizes ¢és szerves féazisban. Vizsgaltuk a szilanoldat

crcr

képzddott szilanréteg tulajdonsagaira gyakorolt hatasat.

5.2.2.1.Szilanizalas vizes fazisban bemeritéssel

Az el6zdleg megtisztitott €s forrd vizben hidratalt szenzorok feliiletét az APTS
5, 10 és 20%-os oldataval (pH allitas nélkiil, és pH 3), kiilonb6z6 homérsékleteken (20-
75 °C), kiilonbozd ideig (1-6 h) kezeltiik. Desztillalt vizzel vald mosas utan a képzddott
szilanréteg stabilizalédasa érdekében a szenzorokat hékezeltik (95 °C, 4-16 h), és
Eppendorf-csében taroltuk a tovabbi felhaszndlasig. A megfelelonek talalt eljarassal
modositott szenzorok esetében vizsgaltuk, hogy a szilanizalas mennyire befolyésolja az
intenzitasspektrumot, nem torzitja-e a spektrumot azaltal, hogy a racson esetleg durva
vagy egyenetlen réteg képzddik, tovabba a szenzor rovidebb éleit is befedd szilanréteg
nem okoz-e detektalasi problémakat. Ennek érdekében a kisérlet soran két-két chipet
egyharmad, kétharmad részben, illetve teljes egészében szilanizaltunk. A kialakitott
szilanrétegek mindsitésére vizsgaltuk egyrészt a szenzorok optikai paramétereinek
valtozasat, majd a feliileten BSA-molekuldkat adszorbedltunk, és mértiik a valaszjelek
nagysagat. A szilanizalasi eljarast ezen eredmények alapjan optimalizaltuk.

A vizes fazisban végzett szilanizalassal jol reprodukélhatd, sima, homogén, jol
nedvesitheto réteget kaptunk. A modositott feliiletli szenzorok intenzitasspektrumaban a
jel—zaj-ardny kismértékben csokkent, a kapott intenzitdsspektrumok azonban jol
értékelhetok voltak. A szilanizalds paramétereit tanulméanyozva az APTS 10%-os
toménységli, pH 3,0-ra bedllitott vizes oldatanak hasznélatdval kaptunk megfeleld
eredményeket. A kezelés hdmérsékletét és idOtartamat vizsgalva megallapitottuk, hogy
nincs jelent6s kiilonbség a szobahdmérsékleten 6 oraig és a 75 °C-on 4 6raig kezelt
szenzorok kozott, az utobbi stabilitdsa eldnyosebb volt a modellmérések soran. A
hoékezelés vizsgalatakor a hosszabb kezelés volt a megfeleld, minimum 6 ora kellett a
stabil szilanrétegek kialakitdsdhoz 95 °C-on. A gyakorlatban az eljaras
folyamatossaganak biztositasa miatt egy éjszakan at hékezeltiik a szenzorokat.

A szenzorokat szilanizalas el6tt és utdan OWLS technikdaval mérve
megallapitottuk a rétegvastagsdg ndvekedésének mértékét, a kialakitott szilanréteg
vastagsagat. A feliiletmodositasnak alavetett chipek intenzitdsspektrumat vizsgalva
kideriilt, hogy a szilanizéalas az eredeti spektrumot nem valtoztatta meg jelentdsen, az
adott chipre jellemzd becsatolasi szogek, a csucsok intenzitdsa nem valtozott
szamottevden, az intenzitdsspektrum nem torzult, nem valt , felemdssa” amiatt, hogy a
szilanréteg a rovidebb ¢leket is befedte. A szilanizalas 1,3-1,7 nm vastagsagu
szilanréteget eredményezett a kezelés iddtartamatdl fiiggden (5.1. tdblazat). A nedves
szilanizalas olcs6, jol reprodukalhatd modszer, laboratériumi koriilmények kozott
megfelelden alkalmazhaté, a szenzorok 2-4 hétig tarolhatok, ugyanakkor néhdny
hatranya is van. A szenzorokat atomierd-mikroszkopids (AFM) modszerrel vizsgalva
kideriilt, hogy a feliilet szildnnal vald boritottsdga nem homogén, a szildnmolekulak
tobbrétegli szigeteket alkothatnak.
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Szilanizalas modja Szilzinrét(efn\;;l stagsdga Szenzor szama
Vizes bemerités, 10% APTS, 75°C, 1 h 1,3+£0,2 9
Vizes bemerités, 10% APTS, 75 °C,5h 1,7+£0,2 9
Gozfazisban, 10% APTS vizes oldat, 75 °C, 5h 0,9+0,3 7
Szerves oldatos bemerités, 10% APTS, 60 °C, 1 h 25+5,9 5
Szerves oldatos bemerités, 10% APTS, 60 °C, 6 h 41442 5
Gozfazisban, 10% APTS szerves oldat, 60 °C, 6 h 1,4+0,2 7

5.1. tablazat A szilanréteg vastagsaga a kezelés koriilményeinek fiiggvényében

5.2.2.2. Szilanizalas gézfazisban, vizben oldott szilannal

A feliiletmodositashoz a frissen hidratalt chipeket a vizcseppek leszaritdsa utan a
vizzel higitott szilanizadlé oldat folé a goztérbe helyeztik (75 °C, 6 ora). A
g6z010gtetéses eljarassal a szildnoldatba valdo bemeritéshez hasonléan egyenletes,
hidrofil réteget kaptunk a szenzorfeliilleten. A chipek intenzitasspektruma az eredeti
spektrumhoz viszonyitva nem valtozott szamottevéen. A gdézoldgtetéses technikanal is
vizsgaltuk a kezelés hosszanak hatasat, és megéllapitottuk, hogy 5-7 ora a kezelés
optimalis id6tartama, a kialakitott szilanréteg vastagsaga 0,9+0,3 nm volt.

5.2.2.3. Szilanizalas szerves fazisban bemeritéssel

Az APTS toluolban jol olddédik, azonban az oldat tarolasa soran csapadék valik
ki, a szilan koncentracidja bizonytalan, ezért az APTS reagenssel végzett szerves
szilanizalashoz mindig friss szildnoldatot készitettliink. A szilanizalas el6tt a szenzorokat
a mar korabban ismertetett eljarassal tisztitottuk (1d. 5.2.1. fejezet), 2 6ran at 100 °C-on
szaritottuk a poérusokban maradt viz eltdvolitasara, majd vizmentes toluolban aztattuk. A
felilletmodositdst a szenzorok szildnoldatba torténd bemeritésével végeztik
szobahOmérsékleten, illetve 60 °C-on, 6 oran keresztil. A hokezelés utan a
korabbiakhoz hasonléan vizsgaltuk a szenzorok optikai tulajdonsagait és a
modellmolekulakkal nyert jeleket. A szerves fazisban val6d szilanizélassal a szenzorok
feliiletén csapadék valt ki, foltos, egyenetlen, de jol nedvesithetd, hidrofil feliilet
keletkezett. Az APTS toluolos oldataban szobahdmérsékleten szilanizalt szenzorok
esetében torz intenzitdsspektrumot kaptunk, a feliileten lerakddott csapadék
kovetkeztében nott a csticsok félértékszelessége, a hullamvezetd réteg vastagsaga 6 oras
kezelést kdvetden atlagosan mintegy 40 nm-rel nétt. A magasabb hdmérsékleten (60 °C-
on) végzett szilanizalds esetében a szilanvegyiilet jobb oldhatésagi viszonyai miatt
ugyan kevésbé nétt a szenzorok vastagsdga, a kapott intenzitdsspektrumok jel-zaj-
viszonya viszont annyira romlott, hogy egy részilk kiértékelhetetlenné valt.
Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy szerves fazisban (toluol) végzett
szilanizalassal vastag, durva, egyenetlen szilanréteget tudtunk csak kialakitani. Az
eljaras nem reprodukalhato, a szilanoldat tobbszér nem hasznalhato fel, szilanizalas
elott mindig frissen kellett késziteni.

5.2.2.4. Szilanizalas gozfazisban, toluolban oldott szilinnal

A feliiletmddositashoz a frissen hidratalt chipeket a szilanizalds el6tt 2 6ran
keresztiil 100 °C-on szaritottuk, vizmentes toluolban aztattuk, majd a toluolban oldott
APTS (10%) oldat f6lé a gbztérbe helyeztiik (60 °C, 6 6ra). A toluolos APTS oldattal
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végzett gdzologtetéses eljarassal, a vizes oldattal nyert feliilethez hasonld egyenletes,
hidrofil réteget kaptunk. A chipek intenzitasspektruma az eredeti spektrumhoz
viszonyitva nem valtozott szamottevOen, a szilanréteg vastagsdga is csak 1,4+0,2 nm
volt.

5.2.2.5. Fehérje adszorpcidjanak vizsgalata a szilanizalt szenzorok feliiletén

A vizes, illetve szerves fazisban szilanizalt szenzorokat, a rétegek kapacitasat
oldatat hasznaltuk. A mérés soran eldszor desztillalt vizzel felvettiik az alapvonalat,
majd ezt kovetden a kiivettaba injektaltuk a BSA-oldatot, és mértiik a feliileti
adszorpcié mértékét a nem adszorbealddott minta kimosodasat, illetve az alapvonal
stabilizalodasat kovetden. Az 5.3. dbra a kiilonbozd szilanizaldsi eljarassal készitett
szenzorokon adszorbealodd BSA jelét mutatja.

APTS vizben
bemeritve,25°C,6 h
bemeritve,75°C,4 h

g6z01.,75°C, 6 h
APTS toluolban

bemeritve,25°C,6 h
bemeritve, 60°C,4 h

26z01.,60°C, 6 h

0 10 20 30 40 50 60
tomeg/feliilet (a.u.)

5.3. ébra A szilanrétegeken adszorbealt BSA mennyisége

A legtobb BSA a szerves fazisban végzett bemeritéses szilanizalassal kialakitott
rétegeken adszorbealddott. Ez a nagymértékii adszorpcid azonban a kialakult szilanréteg
egyenetlenségébdl adodik. Az egyes szilanizaldsi technikdkkal 1étrehozott feliiletek
jellemzésénél mar kideriilt, hogy az APTS toluolos oldatdba valé bemeritésével vastag,
egyenetlen réteg alakul ki. A vizes fazisban torténd szilanizalasi eljarasok koziil a 75
°C-on, 4 6ran at bemeritéssel végzett szilanizalassal kaptunk megfeleld eredményt, mig
a szerves fazisban a gozologtetéssel (60 °C, 6 h) torténd szilanizalas tekinthetd a
legjobbnak. Tekintve, hogy a két utobbi eljarassal kezelt szenzorok intenzitdsspektrumai
nem valtoztak meg jelentdsen, tovabba mindkettd viszonylag egyszeriien kivitelezhetd,
az emlitett két technika alkalmas a Si0,-T10, hullamvezet6 feliiletének modositasara.

5.2.2.6. Aminocsoportokat hordozé szenzor készitése vaikuumtechnikaval

A laboratériumi szilanizalas eredményeit alapul véve célunk volt, hogy olyan
szilanizalasi eljarast dolgozzunk ki, amely a szenzor feliiletén reprodukélhat6, homogén
szilanréteget biztosit. Az eljarasra kistizemi mddszer keriilt kifejlesztésre, ahol a kelléen
elokészitett feliiletli szenzorokat vdkuumtérbe helyezve, majd a szildnvegyiilet gézét
beengedve, a szenzor feliiletén homogén vastagsagu szilanréteg alakul ki (5.4. édbra). A
megtisztitott ¢és hidratalt feliileti szenzorokrol kozvetleniil szilanizalds eldtt
nagytisztasagi N,-gdzaramban lefGjtuk a vizcseppeket. A vakuumszilanizalasi
kisérleteket a MikroVakuum Kft. sajat fejlesztésli berendezésében végeztik. A
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megtisztitott, hidratalt szenzorokat a vakuumszilanizalé berendezés vizhiitéses ajtajan
keresztiil, egy kvarciivegbdl készitett tartdoszerkezettel a kalyha pyrexcsoves
reakcioterébe helyeztiik. A kalyha haromzonas, ellenallas fiitésti berendezés, amelyben
a reakciotér hdmérséklete 50-500 °C kozott szabalyozhatd, és a reakciotér 400 mm
hosszaban egyenletes homérséklet allithato eld. Az egyenletes hdmérsékletre azért van
sziikség, hogy egyszerre minél tobb szenzort lehessen azonos hdmérsékleten
szilanizalni. A kalyha flitétestében 1évé hengeres pyrexcsd szolgdl a vakuum ala
helyezhetd reakcidtérként, amely a vakuum- és gazszolgaltatd rendszerhez csatlakozik.
A szenzorok behelyezése utan a reakciotérbdl vakuummal eltavolitottuk a maradék
vizgdzt és az esetleges szennyezéseket, majd a teret nagytisztasagu Ar-gazzal toltottik
fel. A kalyha (és igy a szenzorok) hdmérsékletét kb. 100 °C-ra ndvelve elérhetd, hogy a
reakcioecsd belsd falan és a szenzorok feliiletén adszorbealodott vizmolekuldk
deszorbealodjanak, ugyanakkor ez a hémérséklet elég kicsi ahhoz, hogy a feliiletre
kotott hidroxilcsoportok még ne deszorbealddjanak.

5.4. abra Vakuumszilanizal6 berendezés (MikroVakuum Kft.)

A megfeleléen hdkezelt, hidratalt szenzorok feliiletére a szilanizalo6 APTES
g6zét vakuum alatt vezettiik. A vakuum szerepe kettdés, a rendszer tisztasagat,
reprodukélhatosagat biztositotta, ugyanakkor az adott koriilmények kozott a feliileten a
szilanizal6 reagens egyenletes feliileti boritottsagot eredményezett.

A reakciotérbdl a szilanizdld anyag maradvanyait ismételt vakuumozas—
gazfeltoltés-ciklusokkal tavolitottuk el. A szilanizalast kovetden vizsgaltuk, hogy a
szenzorok hékezelését milyen homérsékleten kell végezni (a BSA — anti-BSA méréssel
kapott eredményeket az 5.3.1. fejezet ismerteti). Az eredmények alapjan a szilanizalt
feliileten a kémiai kotések, keresztkotések reprodukalhatd kialakitasat 150-170 °C-os
hokezeléssel biztositottuk. A szenzorokat a kalyha lehtitése utan kivettiik a reakcidtérbol
¢és csomagoltuk. A vakuumszilanizalasi technologia kidolgozasaval egyszerre 200-300
db chip szilanizalasa valt lehetévé, a ciklusidé kozel 4 6ra volt. A fenti technologiaval
készitett, reprodukalhatdoan jO mindségli szilanizalt szenzorok kereskedelmi
forgalomban vannak.

A vakuumszilanizalt szenzorok feliileti érdességét AFM moddszerrel vizsgaltuk
és megallapitottuk, hogy a vakuumban torténd szilanizalds egyenletes boritottsagu
bevonatot eredményez a racson (5.5. dbra A). Az 5.5. dbra B paneljén a szilanizalt
szenzor feliilete fehérjemolekuldhoz kotott aranynanorészecskékkel volt boritva.
Lathat6, hogy a részecskék homogén modon boritjdk a szenzor felszinét, nem
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keletkeznek nagy csomok, clusterck a szilanizalt felszinhez valo rogzitéskor. A
vakuumszilanizalt szenzorok stabilitdsat vizsgélva, mintegy egy honapig eltarthatoak
ugy, hogy a feliileti szilanréteg sajatsagaiban jelentds valtozast nem tapasztaltunk (1d.
5.3.1. fejezet).

5.5. abra Vakuumszilanizalt szenzor feliiletének vizsgalata AFM modszerrel
(Készitette Dr. Rozlosnyik Noémi, ELTE Biologiai Fizikai Tanszék;
A: vakuumszilanizalt szenzor feliileti érdesség, B: a szilanizalt szenzor feliilete
fehérjemolekuldhoz kotott aranynanorészecskékkel boritva)

5.2.3. Epoxicsoportok kialakitasa y-glicidoxi-propil-trimetoxiszilannal

A Si0,-TiO; hullamvezetd réteget y-glicidoxi-propil-trimetoxi-szilan (GOPS)
toluolos oldataval kezelve epoxicsoportokat alakitottunk ki a feliileten. A GOPS vizben
csak igen korlatozott mértékben oldodik, ezért az epoxicsoportok kialakitdsa csak
szerves olddszerben volt lehetséges.

5.2.3.1.Szilanizalas szerves fazisban bemeritéssel
A szilanizalads elott a szenzorokat a mar koradbban ismertetett eljarassal

tisztitottuk (1d. 5.2.1. fejezet), 2 6ran keresztiil 100 °C-on széritottuk a pdérusokban
maradt viz eltavolitdsara, majd vizmentes toluolban aztattuk. A szilanizéaldsi 1épést a
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szenzorok 10%-o0s GOPS toluolos oldatdba meritve végeztiik 20 6rdn keresztiil 60 °C-
on, majd toluollal mostuk, végiil 100 °C-on egy orat hokezeltiik. A kezelés soran a
chipek intenzitasspektruma alig valtozott, nem befolyasolva a kiértékelés pontossagat.
A képzddott szilanréteg vastagsdga kb. 1-1,5 nm volt. A kapott feliillet sima ¢és
egyenletes, de hidroféb volt. Tovabbi kisérletek sordn megéllapitottuk, hogy ha a
szilanizalast kdvetd mosas sordn mds, megfeleld polaritasu oldoszereket is alkalmazunk,
akkor az oldészer vizzel vald elegyedési sorrendjének megfeleldoen csokken a feliilet
hidrofobicitasa. A szerves olddszerek koziil toluol és metanol egymast kovetd
alkalmazésa bizonyult a legjobb kombindcionak. Minden mosasi 1épést 30 perces 100
°C-on veégzett hdkezelés kovetett. Az epoxicsoportokat tartalmazd szenzorokat a
hokezelés utan csomagolva taroltuk a felhasznalasig.

5.3. A szilanizalt szenzorok vizsgalata, biomolekulak immobilizalasa

A feliiletre szilanizalassal felvitt funkcids csoportok — leggyakrabban
aminocsoportok — kémiai reakciokkal, szarmazékképzéssel egy vagy tobb 1épésben
atalakithatok mas reaktiv csoportokka, hozzajuk tovabbi vegyliletek kapcsolhatok. A
szilanizalasi kisérleteink sordan a kialakitott rétegeket antitest—antigén-modell-
molekulapar, a BSA — anti-BSA IgG antitest vizsgalataval értékeltiik.

A biomolekuldk rogzitésével kapcsolatos kisérleteket Trummer és mtsai (2001),
Levkovets és mtsai (2004), valamint Székécs és mtsai (2009) tudomanyos cikkekben
ismertettiik.

5.3.1. Aminofunkcionalizalt szenzorok vizsgalata

A szilanizalt szenzorok mindségét a BSA — anti-BSA IgG molekulapar
alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze, a BSA molekulat glutaraldehiddel kovalensen
adott szenzorvalaszokat (5.6. abra). A méréseket FIA rendszerben végeztiik. Az
alkalmazott aramlasi sebesség 0,18 ml/perc volt. A kisérletek soran, a mérdécellan
eldszor desztillalt vizet dramoltattunk (A), majd a rendszerbe glutdraldehidoldatot (2,5%
deszt. vizes) injektaltunk (B). Az oldat kimosodasat kovetden a desztillalt vizet TRIS
pufferre (42 mmol/l, pH 7,4) cseréltiik (C). A BSA rogzitése 200 pg/ml toménységii
oldat injektalasaval tortént (D). A rogzitési 1épés utan a szenzort rovid ideig pufferrel
mostuk a meg nem kotédott molekuldk eltavolitasara, majd 0,1 mol/l HCl-at
injektaltunk. Az érzékenyitett szenzorfeliilet ezt kdvetden alkalmas a mintdk mérésére.
Az egyes IgG standardok mérése kozott a feliilet regeneralasa, a megkotodott IgG
molekulak lemoséasa ugyancsak 0,1 mol/l soésavoldat injektalasaval tortént. A kezdeti
vizsgalatok soran kideriilt, hogy az antigént kisebb koncentracioban injektalva ugyan
kisebb jeleket kaptunk, de a szenzor stabilabb, tobb minta mérése valt lehetségessé.
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5.6. abra BSA rogzitése aminofunkcionalizalt szenzorfeliileten és kiillonb6z6
koncentracioju anti-BSA oldatokra adott jelei (A — desztillalt viz; B —2,5%
glutaraldehid; C — TRIS puffer (42 mmol/l, pH 7,4); D — 200 pg/ml BSA; r— 0,1 mol/l
HCI; 1. — 10 pg/ml anti-BSA; 2. — 25 pg/ml anti-BSA; 3. — 50 pg/ml anti-BSA; 4. — 100
pg/ml anti-BSA; 5. — 200 pg/ml anti-BSA)

Az 5.7 A-B édbrdkon a BSA-molekuldkkal érzékenyitett szenzor kalibracids
gorbéje lathatd. A mérés dinamikus méréstartomanya 1-10 pg/ml volt. Az
immobilizalasi kisérletek eredményei alapjan megallapithato, hogy a modositott feliiletii
szenzorok alkalmasak biomolekulak kovalens rogzitésére, a szenzorfeliilet adott
molekulaval torténd érzékenyitésére. Az elvégzett kisérletek megfeleld alapot
biztositanak regeneralhatd szenzorfelilletek kialakitasara, az OWLS szenzorok
folyamatosan araml6 rendszerben miikkodé immunszenzorként torténd alkalmazésara.
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5.7. abra BSA fehérjével (50 png/ml) érzékenyitett szenzor anti-BSA standard oldatokkal
felvett kalibracios gorbéje (A) és a gorbe linearis tartoménya (B)

A vizes fazisban szilanizalt chipek mérési lehetdségeit a vakuumban szilanizalt
¢és kiilonb6z6 homérsékleten hokezelt szenzorok tulajdonsagaival hasonlitottuk Ossze
(5.8. abra). Irodalmi adatok alapjan a szilanizalt feliileten a hdmérséklet novelésével nd
a reaktiv csoportok szama, ezért a kisérletek soran 70, 250 és 500 °C-on hokezelt
chipeket vizsgaltunk. Kisérleteink alapjan megallapitottuk, hogy az 500 °C-on hdékezelt
szenzorok vizsgalatakor latszolag valoban tobb BSA-molekula kotddott a feliileten, az
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anti-BSA-antitestre mért jelek is nagyobbak, azonban az érzé¢kenység gyorsan csokken a
mérések sordn, igy egy chipen kb. 15 mintat lehetett mérni. A 250 °C-on hdkezelt
chipek viselkedése hasonld volt a vizes fazisban frissen szilanizalt és hokezelt chipek
miikddéséhez, a jelek ugyan kisebbek, mint az 500 °C-on kezelt chipek esetében,
azonban sokkal stabilabbak, tobb mérést (25-30) tudtunk egy szenzorral elvégezni. A 70
°C-on hokezelt szenzorok érzékenysége ¢és stabilitasa is jelentdsen elmaradt az
elobbiektdl. Tovabbi kisérletekkel megallapitottuk, hogy a hdkezelés optimalis
hémeérséklete 150-170 °C.
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5.8. abra Vakuumszilanizalt szenzorok hdkezelésének hatasa az anti-BSA jelére (50
ng/ml BSA, friss - vizes APTS oldatban kezelt szenzor hdkezelés utan, tarolas nélkiil;
vakuumban szilanizalt szenzorok 500 °C, 250 °C, 70 °C-on hdkezelve)
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5.9. abra Szilanizalt chipek tarolési idejének hatasa az anti-BSA jelére

(50 ng/ml BSA; vizes oldatban szilanizalt: A — tarolas nélkiil, E — 4 hét;
vakuumszilanizalt: B — 1 hét, C — 4 hét, D — 8 hét)

A vékuumszilanizalt szenzorok stabilitdsat tarolds alatt  vizsgélva

megallapitottuk, hogy 4-6 hétig eltarthatéak anélkiil, hogy jelentds valtozas torténne a
biomolekulak jelének a modellvizsgalatok soran mért értékében, nagysagaban. A 5.9.
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abran nedves eljarassal ¢és vakuumszilanizalassal készitett szenzorok eltarthatosagat
hasonlitottuk Ossze. A nedves szilanizalassal készitett chipeket levegén, pormentes
helyen taroltuk, mig a vakuumszilanizalt szenzorok légmentesen voltak lezarva.
Megallapithatd, hogy a vakuumszilanizalassal késziilt szenzorok igen stabilak, a tarolas
nem befolyasolja miikddésiiket kb. 4-6 hétig. A nedves szilanizaldssal készitett
szenzorok érzékenysége azonban kb. 4 hét utdn mar jelentdsen csokkent.

5.3.2. Feliileti karboxilcsoportok képzése, biomolekulak rogzitése EDC/NHS
eljarassal

Az APTS reagenssel kezelt szenzorfeliiletek aminocsoportjait borostydnkdsav-
anhidrides kezeléssel karboxilcsoportokka alakitottuk. A szarmazékképzési reakcidt a
minél nagyobb kapacitasi rétegek kialakitdsa érdekében optimalizaltuk, figyelembe
rétegeket ismét BSA — anti-BSA molekulapér vizsgalataval értékeltiik, a biomolekulakat
EDC/NHS vegytiletekkel rogzitve a karboxilcsoportokat hordozo szenzor feliileten. Az
EDC amino- és karboxilcsoportok Osszekapcsolasara alkalmas karbodiimid, amely az
aktivalas soran az NHS karboxilcsoporthoz vald kotddését teszi lehetové. Az NHS
kotddesével egy, a fehérjék aminocsoportjai szdmara kdnnyen tdmadhatd szukcinimid-
észter alakul ki, ez a rogzités soran lehasad a hordozorol, és a fehérje kozvetlenil a
karboxilcsoporthoz kapcsolodik. A karboxilcsoportokat hordozé szenzoron valé BSA
rogzitésének és az anti-BSA-koncentracid mérésének folyamatat mutatja be az 5.10.
abra. Bar a rogzités elvégezhetd kozvetleniil a mérés soran, azonban megéllapitottuk,
hogy célszerti hosszabb reakcididok alkalmazasa a jobb rogzités érdekében. Ezért a
kialakitott mérési protokoll szerint az inkubécids kiivettdban végeztiik a biomolekulak
rogzitését, és mar csak a kész szenzort helyeztiik a méromiiszerbe.
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5.10. dbra BSA rogzitése és az anti-BSA-koncentracié mérése
karboxilcsoportokat hordozo6 szenzoron (0,5 mol/l EDC/0,5 mol/l NHS (1:1), 100 pg/ml
BSA, 1 mol/l etanolamin, 0,1mol/l HCI, minta: 5, 10, 20 pg/ml anti-BSA standard)

crer

0,5%, 0,2%, 0,1% absz. etanolban) bemeritéssel végeztiik (1 6ra 25 °C), majd a chipeket
15 percig 90 °C-on széritottuk. A biomolekuldk rogzitését az 0sszehasonlitas kedvéért
elvégeztik olyan szenzoron is, amelyet nem karboxildltunk, hanem csak
aminocsoportokat tartalmazott. A mérés elején a legnagyobb jelet az 1%-os
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borostyankdsav-anhidrid-oldattal ~ kezelt  szenzorokra  kaptuk, a  kiilonb6zo
mérésnél, bizonytalan, gyorsan csokkend jeleket kaptunk, ezért az 1% borostyankdsav-
anhidrides kezelést a tovabbiakban nem alkalmaztuk.

Az 5.11. abra a szenzorjelek stabilitdsat mutatja be a karboxilcsoportok
(0,5%, 0,2%, 0,1%). A szenzor feliiletén 100 pg/ml BSA fehérjét rogzitettiink 0,5 mol/l
EDC ¢és 0,5 mol/l NHS 1:1 ardnyu keverékével, a szabadon maradt reaktiv
észterkotOhelyeket 1 mol/l etanolamin injektalasdval blokkoltuk. A 20 pg/ml
0,1 mol/l HCl-val regeneraltuk a szenzort. A kezeletlen, aminocsoportokat tartalmazo
szenzoron bar kezdetben kaptunk jeleket, azonban a jelek nagysaga gyorsan csokkent;
12 mérés utan mar csak a kezdeti érték 16%-at mértiik, bizonyitva, hogy a biomolekulak
nincsenek kovalens kotésekkel rogzitve. A legnagyobb jeleket 0,5%-0s borostyankdsav-
anhidriddel karboxiladlt szenzorok feliiletén kaptuk, azonban a jelek ez esetben is
gyorsan csokkentek (38%). A jelek a 0,2%-os oldat alkalmazasakor voltak a
legstabilabbak, 12 injektalds utan a mért jelek nagysaga a kezdeti érték 80%-a volt.
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~§f 40 + [ 0,5% sz.a.
gﬁ 20 0 0,2% sz.a.
:; T [10,1% sz.a.
‘g 20 +
2 104
2 10
:8
0 } } f f i
2 4 6 8 12

injektalt mintak szama

crer

koncentraciojanak fiiggvényében (0,5 mol/l EDC/0,5 mol/l NHS (1:1), 100 pg/ml BSA,
1 mol/l etanolamin, 0,1 mol/l HCI, 20 pg/ml anti-BSA standard)

A karboxilalas utan hokezelt chipeket Iégmentesen lezarva taroltuk, 48 és 96 ora
utan vizsgalva nem tapasztaltunk jelentds csokkenést a jelekben, az elokészitett chipek
rovid ideig tarolhatok voltak. A tovabbi kisérletek alapjan azonban megallapitottuk,
hogy célszerii volt a rogzités teljes folyamatat egyszerre elvégezni, és nem a karboxilalt
szenzorokat tarolni. Az alkalmazott EDC/NHS reagensek ardnya, illetve koncentracioja
jelentésen befolyasolta a szenzorvalaszok nagysagat és a mérések reprodukalhatdsagat,
ezért a biomolekuldk rogzitésénél részletesen vizsgaltuk az alkalmazott reagensek
koncentraciojanak (0,05-0,4 mol/l EDC, illetve NHS) hatasat (1d. 5.4.1.4.2. fejezet).

Eredményeink alapjan a 0,4 mol/l EDC/0,1 mol/l NHS (1:1), valamint a 0,2
mol/l EDC/0,05 mol/l NHS (1:1) dsszetételti oldatokkal mértiink reprodukélhatd, stabil
jeleket. A 0,4 mol/l EDC/0,1 mol/l NHS (1:1) dsszetételli reagensek alkalmazasakor a
a reagens-Osszetételt alkalmaztuk a biomolekuldk rogzitésekor. Az immobilizalt
biomolekulat tartalmazé szenzort Eppendorf-csdben, 4 °C-on taroltuk, és vizsgaltuk a
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szenzorok mérési stabilitasat. Megallapitottuk, hogy 2-4 hetes tarolas soran nem romlott
a szenzor ¢érzékenysége, hasonld nagysagi jeleket kaptunk, j6 a mérések
reprodukalhatosdga az egyes szenzorok kozott, az eljaras alkalmas a szenzorokon a
szlikséges biomolekula eldre torténd rogzitésére. Ez az eljaras jelentdsen lerdviditi a
mintak mérésnek idejét is, mert nincs sziikség a szenzorok hosszadalmas elokészitésére.

5.3.3. Epoxicsoportot hordozo szenzorok vizsgalata

A GOPS reagenssel szilanizat, epoxicsoportokat hordoz6 feliiletek vizsgalatara
rogzitési kisérleteket végeztiink a BSA — anti-BSA modell-molekulaparral. Az 5.12.
abra epoxicsoportokat hordoz6 hullamvezetd feliileten végzett rogzitési és mérési
kisérletet mutat be. A rogzités soran a szenzorra injektaltuk a BSA-molekuldk 200
pg/ml oldatat (0,2 mol/l karbonétpuffer, pH 9,5), majd a rogzités utan a desztillalt vizet
TRIS pufferre cseréltik (42 mmol/l, pH 7,4), a feliletrél 0,1 mol/l sdésavoldatot
injektalva a meg nem kotddott fehérjemolekuldkat eltavolitottuk. A BSA-molekuldk
rogzitése utan vizsgaltuk mért jelek reprodukalhatosagat, valamint a feliilet
regeneralhatosagat a szenzorra azonos (50 pg/ml) koncentracidji anti-BSA-
antitestoldatot injektalva. A kapott szenzorvalaszok kozott nincs szignifikans kiilonbség,
a valaszok reprodukalhatoak. Tovabbi vizsgalatok soran azonban kideriilt, hogy bar
hasonld eredményeket kaptunk a GOPS reagenssel modositott szenzorral torténd
mérések soran, mint az APTS reagenssel kezelteknél, azonban az epoxicsoportokkal
modositott szenzorok eltarthatosdga rovidebb, a rogzités kevésbé stabil, a szenzoron a
jelek csokkennek, kevesebb minta (15-20 minta) mérhetd egy szenzorral.

800 T BSA
700 + ~

600 T

anti-BSA IgG

500 -

400 +

300

tomeg/teriilet (egység)
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5.12. dbra BSA — anti-BSA-mérés epoxi hullamvezet6 feliileten
(A — desztillalt viz, B — 200 pg/ml BSA (pH 8,5, karbonatpufferban), C — TRIS puffer
(42 mmol/l, pH 7,4), r — 0,1 mol/l HCI, S — 50 pg/ml anti-BSA)

Osszefoglalva az eredményeket, a szenzor idében allando, stabil
miikodésének érdekében folyamatosan aramlé injektalasos rendszert allitottunk
ossze. A biomolekulak rogzitésére alkalmas amino- és epoxicsoportokat hordozo
szenzorfeliiletet alakitottunk ki a szilanizalasi eljaras optimalizalasaval
laboratoriumi koriilmények kozott, és vizsgaltuk a vakuumszilanizalassal készitett
szenzorok alkalmazhatésagat is a kiilonboz6 rogzitési eljarasok soran. Az
aminocsoportokat hordozo hullaimvezetén glutaraldehiddel (2,5%) kozvetleniil
rogzitettiik a biomolekulikat, illetve borostyankésav anhidriddel (0,2%)
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karboxilcsoportta alakitva, az EDC/NHS reagensek osszetételét optimalizalva (0,4
mol/l EDC / 0,1 mol/l NHS; 1:1) immobilizaltuk a fehérjemolekulakat. Az
epoxicsoportokat hordozo szenzoron kozvetleniil lugos kozegben (pH=9,5)
rogzitettiik a biomolekulikat.

5.4. Immunszenzorok fejlesztése

A szenzorfejlesztések soran két immunszenzortipust vizsgaltunk, a direkt (nem
verseng0) illetve a versengd elrendezést (5.13. dbra). A nem versengd vagy direkt mérés
(A) esetében a hullamvezetd feliiletén a specifikus szérum megfeleld higitasu oldatat
rogzitettilk kovalensen, és kozvetleniill mértik a kimutatni kivant vegylileteket
tartalmazo standardokra, illetve mintakra adott szenzorvalaszok nagysagat.

A versengd (kompetitiv) immunszenzor (B) kifejlesztése soran a vizsgalando
antigén vagy az antigénmolekuldknak fehérjével képzett konjugatuma keriilt rogzitésre.
A mérések soran a standardoldatokat, illetve mintdkat ismert mennyiségli antitestet
tartalmazo szérummal elegyitettiik, inkubaltuk, majd injektaltuk a mérérendszerbe. A
mérésnél igy a mintdban 1évd antigének altal meg nem kotott, szabad antitestek
mennyiségét hatdroztuk meg, és ebbdl a jelbdl kovetkeztettink a mintdk eredeti
antigéntartalmara.

>
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o@ antigén konjugatum
3» poliklonalis szérum
¢ antigén

poliklonalis szérum + minta
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5.13 dbra A vizsgélt immunszenzorok mitkodésének elvi vazlata
(A — nem verseng0, direkt mérés, B — versengd mérés)
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5.4.1. Immunszenzor fejlesztése trifluralin meghatarozasara

A trifluralin a mezdgazdasagban rendszeresen alkalmazott gyomirtoszer-
hatéanyag, amely vegyliletrdl a széleskorti biologiai vizsgalatok soran kimutattak, hogy
kis koncentracioban endokrin zavar6d hatast okoz a vizi éldhelyeken ¢l allatokban.
Ezért volt indokolt, hogy a trifluralin kimutatdsara szelektiv, nagyérzékenységii
immunszenzoros mérési eljarast fejlessziink ki, melynek eredményeit Székacs és mtsai
(2003), Levkovets és mtsai (2004), Székacs és mtsai (2009) kozleményekben
publikaltuk.

5.4.1.1. Trifluralinhaptének és -konjugatumok szintézise

Minthogy a kisméretli (10 kDa alatti moltomegii) molekuldk 6nallé immunogén
hatdssal nem rendelkeznek, vagyis a gerincesek szervezetébe bejutva nem tudnak
humoralis immunvalaszt indukélni (az allatszervezet legfeljebb toxikus valaszreakciokat
adhat, de antitestek termelésével nem valaszol a bejuttatott idegen anyagra),
célvegyiileteinket kell6 méretii hordozémolekulahoz (fehérjékhez) kellett kapcsolnunk,
hogy az immunizalasi kisérletek a késdbbiekben elvégezhetoek legyenek, s a
célvegyliletekre specifikus antitesteket nyerhessiink. A vizsgéalni kivant célvegytiletek
az esetek tobbségében nem rendelkeznek a fehérjékhez vald kapcsoldshoz alkalmas
funkcids csoportokkal, emiatt a célvegylileteknek eldszor megfeleld funkcids csoporttal
ellatott szarmazékat (az Gn. hapténszarmazékot) kellett eldallitani.

A dinitro-anilin-szarmaz¢k trifluralin gyomirtdszer-hatdanyag immunanalitikai
meghatarozasdhoz a hapténszarmazékot szintézissel 1-klor-2,6-dinitro-4-triflourmetil-
benzolbdl allitottak eld (Hegedis et al. 2000). A szintézis soran N-propil-N-(2,6-dinitro-
4-triflourmetil-fenil)-6-amino-hexansavat készitettek, majd a hapténmolekulat sikeresen
kapcsoltak kiilonféle hordozofehérjékhez, igy BSA-hoz és hemocianinhoz. A kapcsolasi
reakciohoz a trifluralin alapszerkezetbe bevitt szabad karboxilcsoportot N-hidroxi-
borostyankdsav-imiddel (valamint diciklohexil-karbodiimid alkalmazésaval) aktivaltak,
majd a hordozofehérje N-terminalis és egyéb amino-csoportjaihoz kapcsoltadk. A
fehérjekonjugatumban spektrofotometrids ¢és tomegspektrometrids uton sikeresen
igazoltak a hapténmolekulak beépiilését (a haptén/fehérje moélarany az immunogénben
509 mmol/mol), s igy az immar kellden nagy moltdmegili trifluralinkonjugatum
alkalmazhat6 volt immunizal6 agensként.

5.4.1.2. Poliklonalis ellenanyag eléallitasa, szérumok jellemzése

A trifluralin~hemocianin-konjugdtummal az 4.2.3. fejezetben ismertetett
immunizacids eljarassal termeltettiik a poliklonalis ellenanyagot, majd a szérum
tisztitdsa (Id. 4.2.4. fejezet), liofilizalasa utdn a szérumokat ELISA rendszerben
ellendriztiik. Meghataroztuk a szérumtitereket, a célvegyiiletek kotddésének erdsségét,
valamint a verseng0 ELISA rendszerben elérhetd kimutatasi érzékenységet.

Az érzékenyitd antigénkonjugatumot 1 pg/ml koncentracidban rogzitettiik, mig
az enzimjelzéssel ellatott anti-IgG antitestet (masodik antitest) 1:12000 higitasban
alkalmaztuk. A titralasi kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a két kisérleti szérum
gatlasi gorbéje hasonld lefutdsu, a titralasi gorbe kozépértéke mindkettére ~ 1:600, és
munkahigitasként 1:1000 — 1:2000 alkalmazhat6. Ugyanakkor a liofilizalas nem
befolyasolta jelentds mértékben a titerértéket, a tovabbiakban valamennyi
szérumkomponenst 1:1000 higitdsban (munkahigitds) alkalmaztuk az ELISA
vizsgalatokban.

A gatlasi vizsgélatokban adott feliileti antigénkoncentracié mellett rogzitett
szérumhigitast alkalmaztunk, s ehhez adagoltuk a meghatarozni kivant célvegytiletet
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(trifluralin) valtozo koncentracioban annak megallapitasara, hogy a célvegytilet milyen
koncentraciotartomanyban képes leszoritani az antitesteket a feliileti antigénr6l, vagyis
mi a mérési koncentracidtartomany és érzékenység, valamint a kimutatasi hatar. Az e
korlilmények kozott nyert gatlasi gorbék az 5.14. &bran lathatok. A 2. szérum
valamelyest jobb kimutatast biztositott az 1. szérumnal, de a gatlasi kozépérték (ICsp)
mindkét esetben az 1 ng/ml koriil volt. A liofilizalas az 1. szérum érzékenységét nem
valtoztatta meg jelentésen, mig a 2. szérum esetében majdnem haromszorosara rontotta
a gatlasi kozépértéket (ICsp). Mindazonaltal megallapithaté, hogy mind a négy
szérumfrakci6 alkalmazhat6 ELISA rendszerben a trifluralin 0,05-100 ng/ml
koncentracio tartomanybeli kimutatasara és OWLS alapti immunszenzor fejlesztésére.
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5.14. abra A trifluralin feliileti érzékenyitd antigén (1 pg/ml) alkalmazéasaval nyert
gatlasi gorbék a rogzitett antigén alapu, versengd ELISA rendszerben
(szérumbhigitas 1:1000)

5.4.1.3. Direkt immunszenzor trifluralin kimutatasara

A direkt immunszenzorok kialakitdsakor 2000x és 6000x higitott szérumot
rogzitettiink glutdraldehiddel az aminoszilanizalt szenzor felilletén, és 107-10° ng/ml
koncentraciotartomanyban injektaltuk a trifluralinstandardokat az érzékenyitett
szenzorra. Mindkét esetben csak a 100 ng/ml standardoldat adott értékelhetd jelet, az
A 100-1000 ng/ml méréstartomanyban a 6000x szérummal kezelt szenzorokon a jelek
nagyobbak voltak, mint a masik esetben, azonban a jelek nem stabilak, és 1000 ng/ml
felett nem adtak linedris valaszt. A szérumot 2000x higitva és a szenzor feliiletén
rogzitve a standard trifluralinoldatokra 100-10000 ng/ml koncentracidtartomanyban
stabil, jol értékelheté mérési gorbéket kaptunk, a jelek a koncentricid fiiggvényében
linearisak voltak (5.15. ébra).
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5.15. ébra Direkt immunszenzor kalibracids gorbéje 2000x higitasa
szérum alkalmazasa esetén

Mivel a trifluralin ndvényvéddszerhatdéanyag-molekula igen kis moltomegi
(335,28 g/mol), a jelolésmentes OWLS szenzoron csekély tomegvaltozast okozott, ezért
standardoldatok esetén a legkisebb kimutathaté koncentracio 100 ng/ml volt. Az eldirt
detektalasi hatar a trifluralin névényvédo szer esetén 0,1 pg/kg zoldségekben, a nem
versengd meghatarozassal elérhetd érzékenység azonban nem elegendé az analitikai
vizsgalatokhoz.

5.4.1.4. Versengo immunszenzor trifluralin kimutatasara

Az  aminocsoportokat, illetve az  azok  modositasaval  készitett
karboxilcsoportokat hordozd szenzorokkal trifluralin detektaldsara alkalmas indirekt
immunszenzort fejlesztettiink, feltételezve, hogy ezzel az eljarassal nagyobb
érzékenységet érhetiink el, mint a direkt szenzorok esetében. A szenzorok kialakitasa
sordn a trifluralinkonjugétumot aminofunkcionalizalt feliilet esetén glutaraldehiddel két
1épésben, mig karboxilfeliilet esetén az EDC/NHS technika alkalmazasaval, reaktiv
szukcinimid-észterek képzésével rogzitettiik a hullamvezetd felszinén.

5.4.1.4.1. Immunszenzor kialakitasa aminofunkcionalizalt szenzorfeliileten

A versengd szenzorok fejlesztésekor a legfontosabb optimalizaland6 paraméter a
szenzorfeliileten rogzitett trifluralin-BSA-konjugatum koncentracidja, valamint az
alkalmazott poliklonalis szérum higitdsanak mértéke volt. A kisérletek soran, a szenzor
feliiletén 1, 5 és 10 pg/ml trifluralin-BSA-konjugatumot rogzitettiink glutaraldehiddel.

crer

crcr

ug/ml trifluralin-BSA-konjugatum  rogzitése soran kb. 15%-kal nagyobb
szenzorvalaszokat kaptuk, mint a 10 pg/ml konjugadtummal érzékenyitett szenzor
esetében, azonban ez utdbbi esetben a jelek stabilnak bizonyultak az ismételt injektalas
soran, ezért a tovabbiakban ez utobbit alkalmaztuk.
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5.16. abra Szenzorjelek a szérumhigitas fiiggvényében
(10 pg/ml trifluralin-BSA)

Az antitestek higitasanak (6000x, 3000x, 2000x, 1500x, 500x) hatasat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a nagy szérumhigitast alkalmazva a szenzor talzottan érzékennyé
valt, nagyobb antigénkoncentracidé esetén szinte az Osszes antitest lekotodik, a
szenzorvalasz kicsi €és bizonytalan. Kis szérumhigitds esetén ugyan kelléen nagy a
szenzorvalasz, de a szenzor érzékenysége romlik, csak nagyobb antigénkoncentracio
esetén valik érzékennyé. Azt a szérumhigitast kell valasztani, ahol az antitestek éppen
telitik a szenzor feliiletét, a szenzorvalasznal mar kismértékli lemosodas tapasztalhato, a
gborbének van platdja. Az 5.16. dbra alapjan megallapithato, hogy a 2000-1500-szoros
szenzorhigitassal jol definialhato, sz&ép gorbéket mértiink, igy a tovabbi kisérletek soran
a 2000x szérumhigitast hasznaltuk.

5.4.1.4.2. Immunszenzor kialakitasa karboxilalt szenzorfeliileten

Az optimalisnak taladlt 10 pg/ml trifluralin-BSA-konjugatum rogzitésével
vizsgaltuk, hogy a karboxilalt szenzor feliiletén milyen EDC/NHS 6sszetételnél ériink el
megfelelden stabil rogzitést. A karboxilcsoportokkal funkcionalizalt szenzorok
hasznalatakor az 5.3.2. fejezetben leirt eljarast kovettiik. Elsd Iépésben az
aminofunkcionalizalt szenzorfeliileteket borostyankdsav-anhidrid 0,2%-0s (absz. etanol)
oldataval kezeltiikk, a chipeket 1 oran 4t az oldatban aztatva, majd a szenzorokat
etanollal mostuk és 15 percig 75 °C-on szaritottuk. A karboxilcsoportok aktivalasa, a
reaktiv szukcinimid-észter-gytirli kialakitdsa az EDC/NHS reagensek kiilonb6z6 aranyt
vizes oldatdnak alkalmazasaval tortént a hullamvezetd felilletén az inkubacios
kiivettaban. Ugy talaltuk, hogy az EDC/NHS reagensek kiilonbozé aranya jelentSsen
befolyasolta a szenzorvalaszok nagysagat és a mérések reprodukalhatdsagat, ezért
vizsgaltuk a jelek nagysagat, minden esetben 10 pug/ml trifluralin-BSA-konjugatumot
rogzitve.

Az 5.17. 4bran lathato, hogy a koncentracioval ardnyos szenzorvalaszokat a 0,4
mol/l EDC/0,1 mol/l NHS, mig a legnagyobb valaszokat a 0,2 mol/l EDC/0,05 mol/l
NHS 06sszetételii oldatokkal kaptuk. A karboxilalt szenzorokon az eredmények alapjan a
0,4 mol/l EDC/0,1 mol/l NHS aranyu keverékkel végeztiik az immobilizalast. A fent
ismertetett rogzitési eljarast az optimalisnak talalt paraméterek mellett alkalmaztuk, és
az igy elkészitett szenzorral vizsgéaltuk a szenzor stabilitasat, a trifluralin mérhetd
linearis méréstartomanyat. Osszevetve az aminofunkcionalizalt, illetve a karboxilalt
feliileteken kapott szenzorvalaszokat, az aminocsoportokat hordoz¢ feliiletek esetében
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kisebb detektalasi hatarokat értiink el, mint a karboxilfeliiletek alkalmazasanal,
ugyanakkor a karboxilfeliiletek stabilabb, reprodukalhatobb vélaszokat adtak.

30 1

H(0.001 ng/ml
30.01 ng/ml
H (.1 ng/ml

25 T

tomeg/feliilet (egység)

1 2 3 4 5

5.17. ébra Trifluralin jele a trifluralinkonjugatum rogzitésekor alkalmazott
kiilonboz6 osszetétellt EDC/NHS keverék fliggvényében
(1 —0,4 mol/l EDC/0,1 mol/l NHS; 2 — 0,2 mol/l EDC/0,05mol/l NHS; 3 — 0,2 mol/l
EDC/0,1 mol/l NHS; 4 — 0,3 mol/l EDC/0,2 mol/l NHS;
5-0,17 mol/l EDC/0,35 mol/l NHS)

5.4.1.4.3. Trifluralin meghatdarozasara alkalmas szenzor statisztikai értékelése

A szenzor stabilitdsanak vizsgalatdhoz egymas utdn tobbszor mértiink standard
vakoldatot és 0,1 ng/ml trifluralinstandardot. A mérés elején minden esetben legalabb 3
eldmérés €és sdsavas mosas sziikséges, amig a szenzoron rosszul kétddott molekulak
lemosddnak majd ezutdn kb. 20-30 minta mérésére alkalmas a szenzor. A minta
standardok kozott rendszeresen mértiink vakmintdt is, és ahhoz viszonyitottuk a
standardok jelét. Mig a jelek nagysaga kissé csokkent a mérések soran, a standardok és
standard minta kiilonbsége a vakmintdhoz képest 9 parhuzamos mérés alapjan
9,97+0,82 tomeg/feliiletegység volt.

Az optimalisnak talalt mérési paraméterek alkalmazasaval (10 pg/ml trifluralin-
BSA rogzitése, 2000x higitott szérumoldat) kalibracios gorbét készitettiink a 0,1 pg/ml-
0,1 ng/ml koncentracié tartomanyban és Osszehasonlitottuk az ELISA moddszerrel
elérhetd értékekkel (5.18. 4bra). A trifluralin meghatarozasakor az OWLS szenzorral
mérhetd gatlasi kozépérték (ICso) 1,05x107°+0,52x10° ng/ml, ami tébb nagysagrenddel
kisebb, mint ELISA mddszerrel (2,87+0,39 ng/ml) mérve. Meg kell jegyezni
ugyanakkor, hogy ezeket az értékeket TRIS pufferben (42 mmol/l, pH 7,4) hataroztuk
meg, a valdés mintdk vizsgalatakor az esetleges matrixhatds miatt csokkenhet a
modszerek érzékenysége. A kalibracios gorbék eltolodasa, a LOD jelentds eltérése a
szenzortechnikanak kdszonhetd, hiszen a biologiai anyagok azonosak voltak. Az OWLS
immunszenzor ¢s az ELISA kalibracios gorbe alakja nagyon hasonld volt (a meredekség
0,91 illetve 0,88 volt). A trifluralin kimutatasi hatara az OWLS szenzorral femtomolaris
nagysagrendben van (3,14x10™"° mol/l). Ilyen alacsony kimutatasi hatar ugyan ritka, de
nem egyediilalldé az immunanalitikai modszerek kozott, hasonld LOD-ot talaltak
fehérjék (Schlatter et al. 1993, Plowman et al. 1996) és mikrobialis toxinok (Ahn et al.
2002) kimutatasa soran.
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5.18. 4bra Trifluralin kalibracios gorbéje versengé immunszenzorral (OWLS) és
ELISA-val

A tovéabbiakban vizsgaltuk, hogy a kiilonb6zd dinitro-anilin-herbicidek, azok
hapténszarmazékai és a kiilonb6zo szintetikus kozti termékek mekkora keresztreakciot
adnak a kifejlesztett szenzorban, mennyire szelektiv az eljaras. A trifluralinra mért
szenzorvalaszt 100%-nak véve vizsgaltuk, hogy azonos koncentracidoban a kiilonbdzd
szarmazékok mekkora jelet adnak a trifluralin jeléhez képest. Az 5.2. tablazat adatai
alapjan megallapitottuk, hogy az OWLS detektalason alapuldé immunszenzorral mért
eredmények, valamint az ELISA modszerrel mérhetd adatok kozott nincs szignifikans
kiilonbség, a két eljaras szelektivitdsa hasonlo.

Vegyiilet Keresztreakcio (%) Keresztreakcio (%)
OWLS szenzorral ELISA modszerrel®
trifluralin 100 100
ethalfluralin 6.9 2,9
benfluralin 3.4 5,2
isopropalin 0,26 <0,1
2,6-dinitro-4-trifluorometil-anilin 0,09 0,18
pendimetalin >0,01 <<0,1
2,6-dinitro-4-trifluorometil-1-klor- 0,01 <<0.1
benzol
2,6-dinitro-anilin >>(),01 <<0,1
anilin >>(),01 <<0,1

5.2. tablazat Kiilonboz6 vegyiiletek keresztreakcidjanak nagysaga (CR) versengd
immunszenzorral és ELISA médszerrel (* Hegediis et al. 2000)

5.4.1.4.4. Valos mintak mérése a trifluralinra specifikus immunszenzorral
Az OWLS immunszenzort, az ELISA eljarast, valamint a GC-MS modszert (1d.
4.2.5.1. és 4.2.5.2. fejezet) 0Osszehasonlitva értékeltik a kifejlesztett modszerek

alkalmazhatdsagat valos

mintadk vizsgalatara.
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kivalasztottunk egy trifluralint nem tartalmazo felszinivizmintat, €s trifluralinnal
mesterségesen szennyeztiilk (spike) tigy, hogy 2.5, 5 és 25 ng/ml koncentracidban
tartalmazta a kimutatando vegyiiletet.

Trifluralinkoncentracio (ng/ml)

Bevitt (spike) OWLS mfﬁdszerrel ELISA m,()dszerrel , GC-MS ,
mért mért modszerrel mért
0 <0,0001 <0,02 <0,01
2,5 1,81 £ 0,30 1,79 £ 0,38 2,42 + 0,08
5 5,43+£0,30 4,16 £ 1,16 4,32 £ 1,01
25,0 36,3+ 1,11 34,1 £4,01 24,6 £3,76
- 3,08 1,02 1,29 £ 0,53 1,94 + 0,53

? Trifluralintartalma felsziniviz-minta (Keleti Fécsatorna, 2001. jalius 18. mintavétel)

5.3. tablazat Felsziniviz trifluralintartalmanak meghatarozasa (fiiggetlen kétmintas t-
proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az eredmények k6zott nincs szignifikans
kiilonbség)

A vizsgalat eredményeit az 5.3. tdblazatban foglaljuk 6ssze, €s megallapitottuk,
hogy a kifejlesztett immunszenzorral mért eredmények jol megfeleltek az ELISA és
GC-MS eljarasokkal mért értékeknek, a modszer alkalmas talajviz, felsziniviz

Tekintettel arra, hogy a szennyezett talajbol a gylimdlcsokbe is bekertilhet a
szermaradvany, ezért vizsgaltuk, hogy gylimolcslevekbdl milyen minta-el6készités utan,
milyen higitasban tudjuk meghatarozni a minta trifluralintartalmat. Almalébe kiilonb6z6
mennyiségli trifluralint adagoltunk (5, 30, 70, 100, 500 pg/kg). Az almalevek tiikros
oldatok, ezért nem kellett kiilon minta-elokészité 1épést beiktatni, elegendd volt a
mintak TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4) valo higitdsa. Ha nem tiikrés gytimolcslevet,
hanem rostos leveket (pl. kivi, 8szibarack) vizsgaltunk, akkor a matrixhatas csokkentése
érdekében ultrasziirdmembrannal centrifugaltuk a mintakat (50.000 NMWL, 5000
fordulat/perc, 10 perc). A sziirleteket 4 °C-on taroltuk a mérésig. Ha ezeket a mintakat
100-10000x higitva versengd immunszenzorral mértiik, a minta matrixhatdsa miatt
szignifikansan nagyobb jeleket kaptunk, mint a TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4)
higitott kalibralo oldatokra. A matrixhatas kikiiszobolésére a trifluralint nem tartalmazo
almaléhez adagolt standardokkal készitettiink kalibracios gorbét. Az eredmények szerint
a 100-szorosara higitott mintakkal stabil és reprodukalhato jeleket kaptunk, a szenzor
azonban hamar kimeriilt, csak 10-15 mintat tudtunk mérni vele. A sorozatméréshez az
1000x higitast valasztottuk, mert stabil, reprodukalhatd eredményeket kaptunk, mig a
10000x higitott mintdkra a vizsgalt méréstartomanyban mar nem volt megfelelden
érzékeny a szenzor (5.19. abra). A mesterségesen szennyezett (spike) mintdk
vizsgalatakor meghataroztuk a minta-el6készités soran a trifluralin visszanyerésének
szazalékat, ami minden minta esetén meghaladta a 70%-ot, ez megfeleld a valds mintdk
elékészitésehez.
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5.19. ébra Kalibracids gorbe almalevek trifluralintartalmanak meghatarozasara

Az 5.4. tdblazatban foglaltuk 6ssze a kivilébe mesterségesen szennyezett (spike)
mintak vizsgalatdnak eredményeit, Osszehasonlitottuk az immunszenzorral valamint
ELISA modszerrel mért trifluralinkoncentraciokat. Az OWLS méréshez a mintékat
szlirtiik és 1000x higitottuk TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4). Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a két mddszer jol megfelel egymasnak.

Minta Trifluralin koncentracié (ug/kg)
Bevitt (spike) OWLS moédszerrel mért | ELISA moédszerrel mért
A 100 126127 114+17
B 500 457434 479428
C 200 223437 190421
D 50 4416 39+3
E 10 10+4 1316

crer

(fliggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az eredmények kozott
nincs szignifikéans kiilonbség)

Osszefoglalva az eredményeket, versengd immunszenzort fejlesztettiik ki
trifluralin novényvédészer-maradvany meghatarozasara felszini vizekbdl,
valamint gyiimoélcslevekbdl. A trifluralin novényvédészer-hatéanyag kimutatasara
a célvegyiiletb6l haptént, konjugitumokat és ellenanyagot készitettiink. Az
optimalizalt miikodési paraméterek mellett a TRIS puffer oldatban (42 mmol/l, pH
7,4) mért kalibracios gorbe alapjan a szenzor gatlasi kozépértéke (ICso) 1,05x10%+
0,52x10° ng/ml-nek adédott, ami tobb nagysigrenddel kisebb, mint ELISA
modszerrel (2,87+£0,39 ng/ml) mérve. Felszini viz és gyiimolcslevek vizsgalatanal az
immunszenzorral mért eredmények megfeleltek az ELISA ¢és GS-MS
referenciamodszerrel mért értékeknek a fiiggetlen kétmintas t-préba alapjan
P<0,05 szignifikanciaszinten.
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5.4.2. Immunszenzor fejlesztése zearalenon meghatarozasara

A zearalenon a Fusarium-gombdk altal feliileti fert6zésként keriil a gabondkra,
¢s nem megfeleld tarolds soran a termelt toxin mennyisége ndvekszik. Ezért valt
sziikségessé a gyors, jelolésmentes immunszenzor fejlesztése, aminek eredményeirdl a
Székacs és mtsai (2009) kozleményben szamoltunk be.

5.4.2.1. Zearalenonhaptének és -konjugatumok szintézise

A mikotoxinok, koztiik a ZON is, kis molekuldk 1évén (CigH2,0s 318,36 g/mol)
onmagukban nem valtanak ki immunogén hatést, a tovabbi munkdhoz az immunvalasz
kivaltasanak also hatarat eléré molekularis méretli fehérjeszarmazékot kellett képezniink
az alapmolekuldbdl. A rezorcilakton szerkezetli ZON nem rendelkezik a fehérjékhez
valo kapcsolashoz alkalmas funkcids csoportokkal (elsésorban amino-, karboxil- vagy
tiolcsoport), emiatt a célvegyiiletet eldszor megfeleld funkcids csoporttal kellett
ellatnunk. A funkcids csoport felvitelére részint a fenolos OH-csoportok, részint a
laktongytiriin elhelyezkedd karbonilcsoport kinalt lehetOséget. Feltételezve, hogy a
fenolrész a molekula karakterisztikus része, ezért annak érdekében, hogy a
hapténmolekula jobban emlékeztessen az alapmolekuldra, valasztasunk a
karbonilcsoport moddositdsara esett. A karbonilcsoport koénnyen oximalhato, ¢és
amennyiben a szintézist a hidroxilamin N-karboxi-alkil-szarmazékéaval, a 2-aminooxi-
ecetsavval végeztiik, a molekuldba — rovid oximoldallancon — karboxilcsoportot tudtunk
bevinni (5.20. abra). A reakciot erdsen bdzikus kozegben végeztik, majd a
nyersterméket vizes/etil-acetatos extrakcidval tisztitottuk és spektrofotometriasan
jellemeztiik.

A zearalenonszarmazék hapténmolekulat sikeresen kapcsoltuk BSA ¢és
konalbumin (ConA) hordozéfehérjéhez. A kapcsoldsi reakcidbhoz a zearalenon
alapszerkezetbe bevitt szabad karboxilcsoportot N-hidroxi-borostyankdsav-imiddel
(valamint diciklohexil-karbodiimid alkalmazasaval) aktivaltuk, majd a hordozofehérje
N-terminalis €és egyéb aminocsoportjaihoz kapcsoltuk.

Mivel a zearalenon rezorcilakton alapszerkezete nem tartalmazott olyan
kromofér  csoportot, amelynek segitségével a  hapténmolekula jelenlétét
spektroszkopikus uton meghatarozhattuk volna a zearalenon konjugatumokban, ezért a
vizsgélatot a hordozo fehérjemolekulak szabad aminocsoportjainak 2,4,6-trinitro-
benzolszulfonsavval vald visszatitralasaval végeztiik el Habeeb (1966) klasszikus
eljarasa szerint. A konjugalasi reakcidban a hapténszarmazékot 1,07 umol haptén/mg
fehérje arany mellett adagoltuk a hordozofehérjéhez, és a kapott konjugdtumban a
hapténbeépiilést spektrofotometrids tton visszatitralva 0,29 umol haptén/mg fehérje
aranyt kaptunk, vagyis a konjugalasi reakci6 hatékonysaga 27% volt.
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5.20. ébra Zearalenonszarmazék hapténmolekula eléallitasa Schiff-bazis képzésével
zearalenonbdl 2-aminooxi-ecetsav segitségével

5.4.2.2. Poliklonalis ellenanyag eléallitasa, szérumok jellemzése

Zearalenon-ConA konjugatummal az 4.2.3. fejezetben ismertetett immunizacios
eljarassal termeltettiik a poliklondlis ellenanyagot, majd a szérum tisztitasa (ld. 4.2.4.
fejezet) ¢és liofilizadldsa utdn a szérumokat ELISA rendszerben ellendriztik.
Megallapitottuk a szérumtitereket, a célvegyiiletek kotddésének erdsségét, valamint a
versengd ELISA rendszerben elérhetd kimutatasi hatart. Erzékenyité antigénként a
zearalenon hapténszarmazékdnak BSA hordozofehérjéhez kotott konjugatuméat
alkalmaztuk. A két nyulban termeltetett szérumbdl vizsgaltuk az immunglobulinokra
tisztitott, valamint a liofilizalt mintdkat. A szérumtitralasi kisérletekben a 2,5 pg/ml
antigént rogzitettiink érzékenyité antigénként, mig a szérumfrakcidokat valtozo
higitasban adagoltuk. A titralasi kisérletekbdl megallapitottuk, hogy a két kisérleti
szérum gatlasi gorbéje hasonld lefutdst, a titralasi gorbe kozépértéke mindkettére ~
1:2000, és munkahigitasként 1:3000—1:5000 alkalmazhato. A liofilizalas gyakorlatilag
nem befolydsolta a titerértéket. A  gatlasi vizsgéalatokban adott feliileti
antigénkoncentracio mellett rogzitett szérumhigitast alkalmazunk, s ehhez adagoltuk a
meghatarozni kivant célvegyiiletet (zearalenon) valtozd koncentracioban annak
megallapitdsara, hogy mi a mérési koncentracidtartomany és érzékenység, valamint a
detektalas als6 hatara. A fent részletezett koriilmények kozott nyert gatlasi gorbék az
5.21. abran lathatok.
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5.21. dbra Zearalenon gatlasi gorbéi rogzitett antigén-alapu, versengd ELISA
rendszerben (ZON-BSA 2,5 pg/ml; szérumhigitas 1:2000)

A gatlasi vizsgéalatban a két szérum hasonld kimutatdst biztositott, a gatlasi
kozépérték (ICsp) 6 és 12 ng/ml koncentracid kozott volt. A liofilizélas az 1. szérum
esetében lényegében nem befolyasolta (vagy valamelyest javitotta) az érzékenységét,
mig a 2. szérum esetében rontotta azt. A szérumok a zearalenon mennyiségi
kimutatasara 0,1-500 ng/ml koncentracio tartomanyban az ELISA mérési eredmények
alapjan alkalmasak voltak.

5.4.2.3. Direkt immunszenzor zearalenon kimutatasara

A direkt immunszenzorok fejlesztésekor elsdsorban a hulldmvezetd feliiletén
rogzitett zearalenon elleni poliklonélis szérum mindsége €s mennyisége (higitasa) az
érzékenységet meghatarozo tényez6. Kiilonb6z6 higitdsu szérum rogzitését vizsgalva a
2000x-ére higitott szérum glutaraldehiddel valo rogzitése esetén kaptunk reprodukalhatéd
eredményeket, a legkisebb kimutatott koncentracié a 0,5 pg/ml volt, a nem versengd
meghatarozassal elérhetd érzékenység tehat nem elegendd a valds mintdk vizsgalatahoz.

5.4.2.4. Versengo immunszenzor zearalenon kimutatasara

Zearalenon detektalasara alkalmas indirekt immunszenzort alakitottunk ki mind
az aminocsoportokat hordozé feliileten, mind pedig a karboxilcsoportokat tartalmazo
szenzorok felhasznalasaval.

5.4.2.4.1. Immunszenzor kialakitasa aminofunkcionalizalt szenzorfeliileten

A mérési modszer optimalizalasa soran a szenzorfeliileten rogzitett zearalenon-
BSA-konjugatum koncentracidjat, valamint az alkalmazott poliklondlis szérum
higitdsanak mértékét vizsgaltuk. A szenzor feliiletén 2, 5, 10 és 20 pg/ml ZON-BSA-

konjugatumot rogzitettiink 2,5%-os glutaraldehidoldattal (5.22. abra).
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5.22. abra A rogzitett ZON-BSA koncentracidjanak hatasa az indirekt
immunszenzor miikddésére (2000x higitott szérum)

e yey

szenzor szérumokra adott vdlaszait, megéllapitottuk, hogy a legnagyobb
szenzorvalaszokat ¢és a legstabilabb jeleket is 10 pg/ml zearalenon-BSA-konjugatum
rogzitése soran kaptuk (107 pg/ml standardra 8,13+1,24 egység, mig 10" pg/ml
standardra 18,77+2,62 egység), ezért a tovabbiakban ezt a konjugatomkoncentraciot
alkalmaztuk.
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5.23. ébra Szenzorjelek a szérumhigitas fiiggvényében
(10 pg/ml ZON-BSA rogzitve)

A szérumok vizsgalata sordn kiilonbozd higitdsban (16000x, 8000x, 4000x,
2000x, 1000x, 500x) injektaltuk a mintdkat a 10 pg/ml ZON-BSA-val érzékenyitett
szenzorra. Az eredmények alapjan (5.23. dbra) lathatd, hogy a nagy higitasu (16000x,
8000x) szérumok valaszai kozel azonosak, esetiikben nem kaptunk megfeleld
valaszgorbét. Az 1000x, valamint az 500x higitdsu szérumok 4ltal adott valaszok
elvalnak a tobbi gorbétdl, tul nagy jelet adnak. A 2000-4000x higitassal jol definidlhato,
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szép gorbéket mértiink. Ezt kovetden a fenti paraméterek alkalmazaséaval
immunszenzort készitettliink a feliileten 10 pg/ml ZON-BSA-konjugatumot
glutaraldehiddel kovalensen régzitve. A 2000x higitasti szérummal felvett kalibracios
gorbe érzékeny szakasza a 107-10' pg/ml ZON-koncentracié kozott volt, a detektalas
also hatara 5x10~ pg/ml ZON.

5.4.2.4.2. Immunszenzor kialakitisa karboxilalt szenzorfeliileten

A karboxilcsoportokat tartalmazd szenzoron korabban (Id. 5.3.2. és 5.4.1.4.2.
fejezet) ismertetett rogzitési eljards ¢és az optimalisnak talalt paraméterek
alkalmazaséaval felvettiik a zearalenon kalibracios gorbéjét. A rogzitéshez 10 pg/ml
ZON-BSA-konjugatumot alkalmaztunk. A versengd immunszenzor kalibracids gorbe
dinamikus szakasza ebben az esetben 1072-10% pg/ml értékek kozé esett, a detektalas also
hatara 2x10~ pg/ml ZON.

Osszevetve az amino-, illetve a karboxifunkcionalizalt feliileteken kapott
szenzorvalaszokat, elmondhatd, hogy mindkét rogzitési eljarassal hasonld detektalasi
hatart ¢és dinamikus méréstartomanyt értiink el, azonban az aminocsoportokat hordozé
feliiletek esetében a gorbék nagyobbak, a jel csokkenése, a gatlas mértéke is nagyobb,
mint a karboxifeliiletek alkalmazasanal, ugyanakkor a karboxifeliiletek a korabbi
mérésekhez hasonldan stabilabb, reprodukalhatébb valaszokat adtak.

5.4.2.4.3. Zearalenonspecifikus szenzor szelektivitasanak vizsgdlata

Vizsgaltuk, hogy a kiilonb6z6 zearalenonszarmazékok, a kiilonbozd szintetikus
kozti termékek mekkora keresztreakcidt adnak a kifejlesztett szenzorral. A zearalenonra
kapott szenzorvalaszt 100%-nak véve vizsgaltuk, hogy azonos koncentracidban a
kiilonb6z6é szarmazékok mekkora jelet adnak a zearalenon jeléhez képest. Az 5.5.
tablazat alapjan megallapitottuk, hogy a zearalenon szelektiven meghatirozhato a
vizsgalt szarmazékok kozott, az OWLS detektdlason alapuld immunszenzorral mért
eredmények, valamint az ELISA referencia modszerrel mérhetd adatok kozott nincs
szignifikans kiilonbség, a két mddszer szelektivitasa kdzel azonos.

Vegyilet CR OWLS szenzorral | CR ELISA moddszerrel
(%) (%)
zearalenon 100 100
o-zearalenol 25,2 28,2
o-zearalanol 12,8 7,1
[-zearalanol 2,7 1,1

5.5. tablazat Kiilonb6z6 vegyiiletek keresztreakcidjanak nagysaga (CR) versengd
immunszenzorral és ELISA modszerrel

5.4.2.4.4. A kifejlesztett zearalenon szenzor alkalmazdsa kukorica mintik mérése
Kukorica-vetémagdrleménybdl készitett, mesterségesen szennyezett (spike)

mintakkal vizsgaltuk a ZON-szelektiv immunszenzor alkalmassdgat a mintak

elemzésére, az eredményeket az ELISA referencia mddszerrel hasonlitottuk dssze.
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5.24. 4bra Kiilonbozd higitdsu kukoricamintdk zearalenontartalmanak kalibracios
gorbéje (10 ug/ml ZON-BSA rogzitve, 2000x higitott szérum)

A mesterségesen szennyezett mintakbol a 4.3.2. fejezetben leirtak szerint
készitett acetonitril-viz-kivonatot készitettiink, majd a mintdkat tovabb higitottuk TRIS
pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4), és vizsgaltuk, hogy milyen higitdsban tudjuk megfeleld
hogy miként befolyasolja a kimutatist a minta matrixhatdsa, masrészt pedig
ellendriztiik, hogy a két analitikai mddszer — kimutatdsi koncentraciotartomanyukon
beliil — azonos, s a bevitt névleges zearalenonkoncentracionak megfeleldé koncentraciot
mutat-e. Az 5.24. abran bemutatott eredmények szerint a mintadkat 100x, 1000x, illetve
10000x higitva csokkent a mintdk matrixhatdsa, és ennek kovetkeztében nétt a jelek
kozotti kiillonbség, bar a higabb mintdk esetében kisebb koncentrdcioban volt a
zearalenon jelen.

A mesterségesen szennyezett kukoricamintdkbol egy sorozatot a kalibracios
gorbe felvételéhez hasznaltuk, mig a tovabbi mintdkat ismeretlenként vizsgaltuk, és
meghataroztuk a ZON visszanyerésének szdzalékat, az eredményeket az 5.6. tablazatban
foglaltuk Ossze. A minta-elokészités sordn a visszanyerés minden minta esetén
meghaladta a 70%-ot, bizonyitva, hogy az eljards megfeleld a kukoricamintdk
vizsgélatdhoz, a mintdk zavard matrixhatasat a mintak 10000x higitasaval sikeresen
csokkentettiik.

A kukoricamintdk OWLS szenzorral mért gatlasi kozépérték (ICsp) 0,05 pg/ml
volt, mig az ELISA mérésnél ez az értek 2,04+0,66 ng/ml-nek adddott. Az ELISA
vizsgalatok tapasztalatai szerint kukoricamintakbdl az acetonitriles extraktumot 1:10
higitasban alkalmazva a zearalenont 0,1 ng/ml koncentraci6 felett tudtuk kimutatni.

Az 5.6. tablazatban az ismeretlenként kezelt mintdk OWLS technikéval és
ELISA moédszerrel mért eredményeit hasonlitottuk Ossze. A mérési eredmények
Osszevetésébol megallapithatjuk, hogy a két modszer jol megfelel egymasnak, mindkét
eljaras alkalmas a kukoricamintdk zearalenontartalmanak meghatarozasara a jelenleg
megengedett hatarértékeknek megfelelden, azonban az OWLS szenzorral kb. 1,5
nagysagrenddel kisebb zearalenon kimutatasara is lehetdség van.
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OWLS ELISA
Zearalenon- . . . . , . .
) . ., | modszerrel mért | Visszanyerés | modszerrel | Visszanyerés
Minta| koncentracid . 0 : . 0
(spike, ug/kg) eredmény (%) mért eredmény (%)

(ng/kg) (ng/kg)

A 10 9,74+1,24 97 10,70£2,06 107

B 5 4,240,87 84 3,530,029 70

C 1 0,99+0,23 99 1,27+0,46 127

D 0,5 0,67+0,18 134 0,196+0,028 39

E 0,1 0,088+0,012 88 0,108+0,017 108

F 0,05 0,052+0,009 104 <0,1

G 0,01 0,0081+0,0015 81 <0,1

H 0,005 0,0062+0,0017 124 <0,1

5.6. tablazat Kukoricadrleményhez adott (spike) zearalenon visszanyerésének
meghatarozasa, OWLS és ELISA modszerrel mért koncentraciok dsszehasonlitasa
(fliggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az eredmények kozott
nincs szignifikans kiilonbség)

Osszefoglalasként elmondhato, hogy sikeresen fejlesztettiik ki jelolésmentes
versengé immunszenzort zearalenon meghatarozasara. A zearalenonbdl haptént,
majd BSA és ConA fehérjékhez kotve konjugatumokat készitettiink. A ConA-t
tartalmaz6 konjugatummal antitestet termeltettiink, majd a megfeleléen tisztitott
biomolekulakkal immunszenzort alakitottunk ki. Az aminocsoportokat hordozé
feliileten készitett szenzorral 102-10' pg/ml ZON-koncentracié kozott talaltuk a
dinamikus méréstartomanyt, mig a detektilas alsé hatira 5x10° pg/ml ZON
értékiinek adédott. A Kkarboxilcsoportokat tartalmazé szenzorral nyert
immunszenzor dinamikus méréstartomanya 10210 pg/ml kozé esett, a detektalas
als6 hatara 2x10~° pg/ml ZON. Az optimalizalt mérési eljarassal mesterségesen
szennyezett (spike) kukoricamintakat mérve a gatlasi kozépérték (ICso)
0,053+0,013 pg/ml értékiinek adodott, mig az ELISA mérésnél meghatarozhaté
ICsp értéke 2,04+0,66 ng/ml volt. A kukoricamintak immunszenzorral mért
eredményei valamint az ELISA referenciamodszerrel mért értékek kozott
figgetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten nincs
szignifikans kiilonbség.

5.4.3. Immunszenzor fejlesztése aflatoxin meghatarozasara

A modositott feliileti szenzorokra alapozva eljarast dolgoztunk ki az Aspergillus
flavus altal termelt aflatoxin B1 toxin versengd és nem versengd immunanalitikai
kimutatdsara. M¢éréseinkhez monoklondlis antitestet (1G7-1E2) alkalmaztunk.
Eredményeinket az Adanyi és mtsai (2007) tudomanyos publikacidban foglaltuk dssze.

5.4.3.1. Direkt ¢és versengé immunszenzor milkodési paramétereinek
meghatarozasara

A korabbi fejezetekben (1d. 5.4.1., 5.4.2. fejezet) ismertetett optimalizalasi
eljarassal meghataroztuk mind a direkt, mind pedig a versengd immunszenzor mitkodési
paramétereit. A nem versengl szenzor esetében a toxin detektdldsira a mérendd
aflatoxin B1 mikotoxinra specifikus antitestet rogzitettiik a szenzor felszinén (5 ug/ml).
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Az aflatoxin a rogzitett antitestmolekulakhoz kotédve, kozvetleniil detektalhatd volt, a
linedris méréstartomany 0,1-10 pg/ml, a detektalas als6 hatara 0,05 pg/ml.

A versengd immunszenzor kialakitdsa soran a hulldmvezetd feliiletén a
kimutatni kivant aflatoxin Bl-molekula BSA fehérjével képzett konjugdtumat
glutaraldehiddel (2,5%) rogzitettiikk a mar korabban ismertetett modon. A konjugatum
rogzitésének vizsgalatakor az 5 pg/ml aflatoxin-BSA-konjugdtummal kaptunk
szérumot talaltuk megfelelének. Az optimalizalt paramétereket alkalmazva a dinamikus
méréstartomany 0,001-1 ng/ml (5.25. abra), az ICsy érteke 0,023+0,009 ng/ml, a
kimutatdsi hatar 0,0005 ng/ml értékiinek adodott. Ez a méréstartoméany alacsonyabb,
mint a referenciaeljarasnak tekintheté ELISA eljaras esetében (1-25 ng/ml) mért
tartomany.

Tomeg (egység/teriilet)
[u—y
it

10° 10° 10" 10' 10°

Aflatoxin B1 koncentraci6 (ng/ml)

5.25. édbra Aflatoxin B1 kalibracios gorbéje verseng6 eljarassal mérve (5 pg/ml
aflatoxin-BSA-konjugatum, 1000x anti-aflatoxin szérum, szigmoidillesztés
y*/szabadsagi fok:1,14; R% 0,99; ICsy 0,023+0,009 ng/ml)

5.4.3.2. Aflatoxin meghatarozasa gabonakbdl

Aflatoxinmentes btiza- és arpamintabol mesterséges szennyezéssel (spike)
kalibracioés sort és ,ismeretlen” mintakat készitettiink. A mintakat az OWLS
immunszenzoros mérésen kiviil referenciamodszerrel vizsgaltuk. A mesterségesen
szennyezett mintakbol a 4.3.3. fejezetben leirtak szerint készitett acetonitril-viz-
kivonatot készitettiink, majd a mintdkat tovabb higitottuk TRIS pufferrel (42 mmol/l,
pH 7.4). Az immunszenzorral vizsgaltuk a mintdk higitdsdnak hatdsat, valamint
referenciaméréseket végeztiink ELISA modszerrel. Az 5.7. tablazatban osszefoglalt
eredmények alapjan a minta-el6készités sordn minden esetben 75% feletti volt az
aflatoxin B1 visszanyerése, ami megfeleld alapot biztositott a mintdk tovabbi
vizsgélatdhoz. Az 5.8. tablazat adatai alapjan megallapithatd, hogy az ELISA
modszerrel és az immunszenzorral mért eredmények fiiggetlen kétmintas t-proba
alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az eredmények kozott nincs szignifikdns
kiilonbség, a szenzor alkalmas gabonék aflatoxinszennyezettségének meghatdrozasara.
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Minta Aflatoxin B1 OWLS Visszanyerés
ne/kg ne/kg %o
Biiza | 0 0,10 -
Biiza 2 0,5 0,38 76,4
Biiza 3 1 0,83 82,9
Biiza 4 2 2,12 106,2
Biiza 5 5 5,43 108,6
Arpa 1 0 0,19 -
Arpa 2 0,5 0,52 104,8
Arpa 3 1 0,96 96,3
Arpa 4 2 2,16 108,2
Arpa 5 5 4,92 98,4

5.7. tdblazat Gabonamintakhoz adott (spike) aflatoxin B1 visszanyerésének

meghatarozasa

Minta Aflatoxin B1 ELISA OWLS

pg/ke ne/ke pne/kg
Biiza | 2,20 2,40+0,28 2,29+0,61
Biiza 2 5,50 5,30+0,57 6,53+1,04
Biiza 3 0,55 0,30+0,14 0,58+0,18
Arpa | 1,8 1,60+0,28 1,26+0,28
Arpa 2 4,5 4,20+0,71 3,08+0,57
Arpa 3 0,45 0,51+0,14 0,54+0,14
Arpa 4 0,9 0,84+0,14 0,84+0,17

5.8. tablazat Gabonamintak aflatoxin B1-tartalmanak vizsgadlata OWLS és ELISA
eljarassal (fliggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az
eredmények k6zott nincs szignifikans kiillonbség)

5.4.3.3. Aflatoxin B1 meghatarozasa fiiszerpaprikaban

Fliszerpaprika-mintdk aflatoxin Bl-tartalmat vizsgaltuk, mivel a kiilfoldrol
szarmazo fliszerek mikotoxinszennyezettsége jelentds ¢élelmiszer-biztonsagi problémat
okozhat. A matrixhatds kikiiszobolésére az aflatoxinstandardokat igazoltan tiszta
paprikamintaba mesterségesen szennyezve (spike) készitettiink kalibracidos gorbét. A
mesterségesen szennyezett mintakbol a 4.3.3. fejezetben leirtak szerint acetonitril—viz-
kivonatot készitettlink, majd a mintakat tovabb higitottuk 42 mmol/l TRIS pufferrel (pH
7,4), majd az immunszenzorral vizsgaltuk a mintdk higitasdnak hatasat a vizsgalt
mikotoxin kimutatdsanak eredményére. Az 1000x ¢és 10000x higitott mintak
vizsgélatakor megallapitottuk, hogy az 1000x higitott mintdkkal nagyobb jelkiilonbséget
mértiink a vakmintahoz képest, ezért a tovabbiakban a vizsgaland6 paprikamintakat
ennek megfeleléen készitettik eld (5.26. éabra). Az ismeretlen mintdkra kapott
eredményeket referenciamérésekkel hasonlitottuk Ossze, és igazoltuk, hogy az OWLS

alap immunszenzorral meghatarozhaté a paprikamintdk aflatoxin Bl-tartalma (5.27
abra).
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modszerrel és immunszenzorral meghatarozva (fliggetlen kétmintas t-préba alapjan
P<0,05 szignifikanciaszinten az eredmények kozott nincs szignifikans kiilonbség)

Osszefoglalva az eredményeket, versengé immunszenzort fejlesztettiik ki aflatoxin
B1 mikotoxin meghatiarozasiara btza-, arpa- és filiszerpaprika-mintakbol. Az
optimalizalt mérési eljarast alkalmazva a dinamikus méréstartomany a 0,001-1
ng/ml tartomanyban volt, a gatlasi kozépérték (ICsp) 0,023+0,009 ng/ml
(xz/szabadszigi fok:1,14; R*: 0,99), a detektalas als6 hatara 0,0005 ng/ml értékiinek
adodott. A buza-, arpa- és fliszerpaprika-mintak vizsgalatanal az immunszenzorral
meért eredmények  fiiggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05
szignifikanciaszinten megfeleltek az ELISA referenciamoddszerrel mért értékeknek.

5.4.4. Immunszenzor fejlesztése ochratoxin meghatarozasara

A Penicillium és Aspergillus nemzetségekbe tartozd gombafajok altal termelt
mikotoxin, az ochratoxin A meghatidrozdsara immunszenzoros kimutatisi eljarast
dolgoztunk ki anti-ochratoxin A monoklonalis antitest (AF-12) alkalmazésaval.
Eredményeinket az Adanyi és mtsai (2007) tudomanyos publikacioban foglaltuk 6ssze.

74



dc_457 12

5.44.1. Direkt és versengé immunszenzor miikodési paramétereinek
meghatarozasa

A korabbi fejezetekben (1d. 5.4.1., 5.4.2. fejezet) ismertetett optimalizalasi
eljarassal meghataroztuk mind a direkt, mind pedig a versengé immunszenzor mitkodési
paramétereit. A direkt szenzor esetében a toxin detektilasara a mérendd ochratoxin A
toxinra specifikus antitestet rogzitettilk az aminocsoportokat hordoz6 OWLS szenzor
felilletén glutaraldehiddel (2,5%). Vizsgaltuk a rogzitésnél alkalmazott antitest

--------

antitestet rogzitve kaptunk megfeleld jeleket, a szenzor pedig kb. 30 minta egymas utani
mérésére bizonyult stabilnak. A linedris méréstartomany 10-1000 ng/ml (R*=0,97), a
detektalas als6 hatara 5 ng/ml volt.

Ochratoxin mérésére alkalmas versengd immunszenzor kifejlesztése soran a
szenzor feliilletén a kimutatand6 ochratoxin A-molekula BSA fehérjével képzett
konjugatumat rogzitettiik. Vizsgaltuk az ochratoxin-BSA-konjugatum
rogzitése a megfeleld, mind a szenzor érzékenysége, mind pedig a stabilitas
szempontjabol. Méréseinkhez 1,0 pg/ml és 2,5 pg/ml higitott szérum alkalmazésat
talaltuk megfelelonek. Az antigénstandardot TRIS (42 mmol/l, pH 7,4) pufferoldatban
0,001-1000 ng/ml koncentracidtartomdnyban mértiik, az optimalizalt paramétereket
alkalmazva 0,5-10 ng/ml tartomanyban kapunk lineéris valaszjeleket, az 1Csy érték
2,01+0,47 ng/ml, a detektalas alsé hatara 0,1 ng/ml volt (5.28. dbra). Az élelmiszerek
megengedhetd ochratoxin A-szintjére nemzetkozileg elfogadott egységes hatarértékek
még nincsenek, néhany orszagban ezt 5-50 pg/kg értékben hataroztdk meg, tehat az
altalunk kifejlesztett eljaras kimutatasi hatara megfelel az elvarasoknak.
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5.28. ébra Ochratoxinmérés kalibracios gorbéje versengd (10 pg/ml ochratoxin-BSA-

konjugatum, 2,5 pg/ml anti-ochratoxin A-szérum, szigmoidillesztés, y*/szabadsagi
fok=0,093; R*=0,983; ICs, értéke 2,01+0,47 ng/ml)

5.4.4.2. Ochratoxin meghatarozasa gabonakbdl

Ochratoxinmentes buza- €s arpamintabol mesterséges szennyezéssel (spike)
kalibracios sort készitettiink, és meghataroztuk a mintdk ochratoxin A-tartalmat,
amelyeket a ELISA referenciamodszerrel is vizsgaltunk. A mesterségesen szennyezett
mintdkbol a 4.3.4. fejezetben leirtak szerint készitett acetonitril —viz-kivonatot
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készitettiink, majd a mintakat tovabb higitottuk TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4), és
immunszenzorral vizsgaltuk a mintdk higitdsdnak hatdsat a meghatarozasra, az
eredményeket ELISA modszerrel ellendriztik. Az 5.9. tébldzatban a mintak
visszanyerési eredményei lathatok. Megallapithatd, hogy mind a blza-, mind pedig a
rozslisztbdl 75% folott nyertiik vissza az ochartoxin A mikotoxint. A minta-elokészités
megfelelt a kovetelményeknek.

Minta Ochratoxin A OWLS Visszanyerés
(ng/kg) (ng/kg) (%)
Buza 1 0 0,11 -
Buza 2 1 0,77 77,3
Buza 3 3 2,61 87,1
Buza 4 5 4,20 83,8
Buza 5 10 10,23 102,3
Buza 6 25 27,37 109,5
Arpa 1 0 0,39 -
Arpa 2 1 0,81 80,9
Arpa 3 3 2,67 88,9
Arpa 4 5 5,50 110,0
Arpa 5 10 10,90 109,0
Arpa 6 25 27,33 109,3
5.9. tablazat Gabonamintakhoz adott (spike) ochratoxin visszanyerésének
meghatdrozasa
Ochratoxin A-koncentracio
Minta - - (ne/ke) -
Hozzaadott (spike) , , OWLS immunszenzor
Y ELISA moédszerrel mérve . .
koncentracio modszerrel mérve
Buza 1 2,0 1,80+0,28 0,99+0,35
Buza 2 5,0 5,2+0,14 3,64+0,86
Buza 3 1,0 0,9+0,14 1,15+0,15
Buza 4 10,0 9,4+0,42 8,39+1,18
Arpa 1 5,0 4,7+0,28 2,99+0,58
Arpa 2 1,0 0,8+0,08 1,37+0,32
Arpa 3 10,0 11,1+1,56 9,38+0,50
Arpa 4 2,0 1,8+0,14 1,5140,14

5.10. tdblazat Gabonamintak ochratoxintartalméanak vizsgalata OWLS és ELISA
eljarassal (fliggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten az
eredmények k6zott nincs szignifikans kiillonbség)

Az 5.10.

tablazatban az ELISA modszerrel és

immunszenzorral meért

eredményeket foglaltuk 0ssze, a mintdk ochratoxin A-koncentracidja a két technikéaval
mérve jol megfelel egymasnak, a kifejlesztett immunszenzor alkalmas gabonak
ochratoxin A-szennyezettségének gyors meghatarozasara.
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5.4.4.3. Bormintak ochratoxintartalma

Vorosbormintdk esetleges ochratoxintartalmanak meghatirozéasara kalibracios
gorbét készitettiink borba mesterségesen szennyezett (spike) ochratoxinstandardokkal.
Az 5.29. dbra 3 kiilonboz6 vordsborhoz adott standarddal készitett kalibracios gorbéket
mutatja be, minden bort 1000x higitva, legalabb 3 szenzoron mérve. Az eredmények
alapjan megallapithatd, hogy a kiilonb6zé borok matrixhatasa nem tér el egymastol,
nem befolydsoljadk az ochratoxin meghatarozésat. Eredményeink alapjan a borokban
levd ochratoxinszennyezés gyors kimutatdsara alkalmas az OWLS alapu
Immunszenzoros eljaras.
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5.29. ébra Ochratoxin A mikotoxinnal mesterségese szennyezett (spike) bormintak
indirekt immunszenzorral mért kalibracios gorbéje (3 szenzor atlaga)

Osszefoglalasként megallapithat6, hogy versengé immunszenzort fejlesztettiik ki
ochratoxin A meghatarozasara buza-, arpa- és vorosbormintakbél. Az optimalizalt
mérési eljarast alkalmazva a dinamikus méréstartomanyt 0,5-10 ng/ml kozott
kaptuk, a gatlasi kozépérték (ICsp) 2,01+0,47 ng/ml (y’/szabadsagi fok=0,093;
R2=0,983), a detektalas alsé hatarat 0,1 ng/ml értékiinek talaltuk. A buiza-, arpa- és
vorosbormintak vizsgalatanal az immunszenzorral mért eredmények fiiggetlen
kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten megfeleltek az ELISA
referenciamodszerrel mért értékeknek.

5.4.5. Immunszenzor fejlesztése deoxinivalenol meghatarozasara

A buzan a szemek tiszkosodését, kukoricaban a kalasz rothadasat okozo, a F.
graminearum ¢és a F. culmorum gombak termelte DON kimutatasara nagyérzékenységi,
szelektiv immunszenzoros mérési modszer kifejlesztetésére keriilt sor. Az eljarast és az
eredményeket a Majer-Baranyi és mtsai (2011) tudomanyos kézleményben ismertettiik.

5.4.5.1. DON konjugatumok szintézise

Kétféle konjugatumot készitettink OVA ¢és BSA alkalmazasaval. A
konjugélashoz mind a fehérjéket, mind a DON mikotoxint eldkezeltik. Az
elokészitéséhez a fehérjék 1-1 mg mennyiségéhez 0,24 ml desztillalt vizet és 0,06 ml
natrium-perjodatot (0,1 M, 10 mmol/l natrium-foszfatban) adagoltunk, az elegyet 20
percig razattuk, majd dializal6 zsdkban hiivos helyen 1 napig 1 mmol/l natrium-acetattal
szemben dializaltuk.
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Az antigén el0készitésekor 3 mg DON mikotoxinhoz 30 pl acetonitrilt és 30 ul
ecetsavanhidridet (4%, acetonitrilben), valamint katalizatorként 4-dimetil-amino-
piridint adtunk, és 1 oraig kevertettiik. Az egy ora elteltével 50 pl metanollal 5 percig
kevertettiik. Az el6készitett fehérjékhez 36,6 pl elékezelt DON mikotoxint adtunk, és
két oraig kevertettiik, majd 20 pl 4%-os natrium-borohidriddel még két orat kevertettiik,
véglil a kész konjugadtumokat gélszliron tisztitottuk. A tisztitott DON-BSA-konjugatum
0,256 mg/ml fehérjét tartalmazott, mig a DON-OVA-konjugatum fehérjetartalma 5,31
mg/ml értékiinek adodott Bradford (1976) mddszere alapjan mérve.

A fehérjefrakciok ellenérzésére a fehérjekonjugatumokat izoelektromos pont
alapjan szeparaltuk karbamidot tartalmazé poliakrilamid-gélben (4,35%, 7,2 mol/l
karbamid), amely pH 3-10 tartomanyban alkalmas amfolitot tartalmazott a pH-gradiens
biztositasara. A fokuszélas befejezése utan a fehérjéket triklor-ecetsavban (15% w/v)
razatva fixaltuk, majd Coomassie Brilliant Blue G-250 festékkel detektaltuk. A futtatasi
kép alapjan a standard mintaktol jol elkiiloniil a BSA-konjugatum és az OVA-
konjugatum, tehat ezek a frakciok valoban a fehérje-DON konjugatumot tartalmaztak.

5.4.5.2. Poliklonalis ellenanyag eléallitasa, szérumok jellemzése

A DON-OVA-konjugatummal az 4.2.3. fejezetben ismertetett immunizacios
eljarassal termeltettiik a poliklonalis ellenanyagot, majd a szérum tisztitasa (l1d. 4.2.4.
fejezet), liofilizalasa utdn a szérumokat ELISA rendszerben ellendriztiikk (1d. 4.2.5.1.
fejezet). Megallapitottuk a szérumtitereket, a célvegyiiletek kotddésének erdsségét,
valamint a versengd ELISA rendszerben elérhetd kimutatasi érzékenységet. A
termeltetett nyulszérumok antigénnel szembeni aktivitadsat indirekt ELISA modszerrel
vizsgaltuk (szinreakcio: torma-peroxidazzal jelolt anti-nytl kecske IgG konjugéatum,
hidrogén-peroxid szubsztrat ¢s OPD kromogén 492 nm-en mérve). A szérumtitralas
eredménye alapjan az anti-DON szérumokat 200x illetve 500x higitva alkalmasnak
talaltuk a DON ELISA mérési eljarassal torténd szelektiv meghatarozasara. A két
szérum fehérjetartalma (A, B) 127,0 mg/ml és 116,2 mg/ml volt, mig a tisztitott
szérumoké (C, D) 31,8 mg/ml és 39,2 mg/ml volt. Az ellendérz6 ELISA mérés alapjan a
két szérum hasonlo eredményt adott, de a B szérum nagyobb érzékenységet mutatott,
ezért az abbol tisztitott D szérummal dolgoztunk a tovabbiakban.

5.4.5.3. DON meghatarozasa direkt médszerrel

A DON direkt mdédon torténd vizsgalatdhoz az aminocsoportokat hordozo
szenzor feliiletén glutaraldehiddel rogzitettik az antitestet kiillonbozé higitasban.
Mintaként 0,1-1000 ng/ml koncentracidji DON-standardokat adagoltunk. Vizsgélataink
sordn a legjobb eredményeket abban az esetben értiik el, amikor a régzitéshez 8 pg/ml
koncentraciojatol fiiggé jeleket csak a 0,1-100 ng/ml koncentracidtartoméanyban
kaptunk, ami az élelmiszerekbdl torténé DON kimutatasat nem teszi lehetdve.

5.4.5.4. DON meghatarozasa versengé modszerrel

A méréseket 120 pl/perc aramlasi sebességgel, 24 °C-on termosztalva, 3 perc
inkubacids 1d6 elteltével végeztik. A DON-szelektiv versengd immunszenzorok
kialakitasakor a szenzor feliiletén 512 ng/ml DON-BSA-konjugatumot rogzitettiik
glutaraldehiddel (2,5%), és kiillonbozd koncentracidju (63,6; 15,9; 8,0; 6,4; 3,2; 2.5; 1,6
ng/ml) antitestoldatot injektaltunk (5.30. dbra). Amint az abra alapjan megallapithato, a
nagy higitasban injektalt szérumokra (3,2; 2,5; 1,6 pg/ml) mért jelek kozel azonosak
(21,46+0,48; 18,13+0,60; 17,05+0,89 egység), a gorbék alakja bizonytalan. A tdmény
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szérum (63,6 pg/ml) altal adott valasz alapjan tul nagy jeleket (68,4+0,8 egység)
mértiink. Az optimalis szérumkoncentraciot 8 pg/ml értékiinek talaltuk.
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5.30. &bra Szenzorjelek az anti-deoxinivalenol szérum higitasanak fliiggvényében
(512 ng/ml DON-BSA; 120 pl/perc; 24 °C; anti-DON koncentracio: A: 63,6 pg/ml, B:
15,9 pg/ml, C: 8,0 ug/ml, D: 6,4 ng/ml, E: 3,2 pg/ml, F: 2,5 pg/ml, G: 1,6 pg/ml)
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(8 pg/ml szérum; 120 pl/perc; 24 °C; 3 perc inkubécios 1d0)

Korabbi vizsgalataink mar igazoltdk, hogy a szenzor feliiletén rogzitett
antigénkonjugdtum mennyisége jelentésen befolydsolja a szenzorral mérhetd jelek
nagysdgat ¢és a mérés érzékenységét. A rdgzitéshez 128, 256 ¢és 512 ng/ml

feliiletére, és a 16 pg/ml toménységii szérumot alkalmaztuk a standardoldatok (0,1; 1;
10 ng/ml) mérésére (1:1 aranyban elegyitve). A rogzitéshez 128 ng/ml DON-BSA-
konjugatumot alkalmazva 21,7+1,2, 16,7+1,2 és 10,1+0,7 egység nagysagu jeleket

e ey

csak kismértékben néttek (23,3+0,7; 18,0+0,5, 12,7+0,5 egység), de a stabilitasuk

lényegesen javult, szorasuk csokkent. Ugyanakkor 512 ng/ml koncentracidju
konjugatumot rogzitve a jelek ugyan nagyobbak lettek (29,4+0,3; 25,8+0,2 és 24,5+0,2
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egység), azonban a jelek kozotti kiillonbségek szignifikdnsan csokkentek. Az 5.31. abra

crer

crer
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5.32. dbra DON indirekt mérésének kalibracids gorbéje (256 ng/ml DON-BSA, 8,0
ng/ml antitest, statisztikai paraméterek: y*/szabadsagi fok= 1,57; r* = 0,99; ICs értéke
0,15+0,08 ng/ml)

A DON meghatdrozasara alkalmas immunszenzor miikodési paramétereinek
meghatarozdsa  utan  kalibraciés  gorbét  készitettink  0,001-100  ng/ml
koncentraciotartomanyban, €és meghataroztuk a dinamikus mérési tartomanyt (5.32.
abra). Az eredményeink alapjan az indirekt mérési elven miikdddé jeldlésmentes
immunszenzor dinamikus méréstartomanya 0,005-50 ng/ml DON tartoménynak, a LOD
0,001 ng/ml, mig a gatlasi kozépérték (ICsp) 0,15+0,08 ng/ml értékiinek adodott. Ez a
méréstartomany két nagysagrenddel kisebb, mint a direkt szenzor esetében, és kozel egy
nagysagrenddel kisebb, mint a hasonlé immunszenzorok SPR detektalassal (Mak et al.
2010; Actis et al. 2010).

5.4.5.5. A DON immunszenzor tesztelése, buzalisztmintak mérése

DON-mentes buzalisztmintabol mesterséges szennyezéssel (spike) standardokat
¢és ,,ismeretlen” mintat készitettiink. A mesterségesen szennyezett mintakbol a 4.3.5.
fejezetben leirtak szerint készitett acetonitril-viz-kivonatot készitettiink, majd a
mintdkat tovabb higitottuk TRIS pufferrel (42 mmol/l, pH 7,4), és immunszenzorral
vizsgaltuk a mintdk matrixhatdsat. A DON mikotoxinnal mesterségesen szennyezett
mintakat 1000x, 10000x ¢és 100000x higitva injektaltuk az érzékenyitett hullamvezetd
szenzorra, ¢s megallapitottuk, hogy a mintdk matrixhatasa a 10000x higitadsnal mar nem
zavarta a mérést. Ugyanakkor a jelek megfelelden stabilak és reprodukalhatoak voltak.
A mesterségesen szennyezett mintdkkal nyert kalibracios gorbe alapjan a linedris
méréstartomany a lisztmintara szdmolva 0,01-10 mg/kg, mig az ICsy értéke 0,13+0,04
mg/kg értékiinek adodott, ami megfelel a kovetelményeknek (max. 0,2 mg/kg DON
lehet gyermekeknek szént gabona alapt termékekben, 1,75 mg/kg DON lehet a
feldolgozatlan durumbuzéban, (Commission Regulation (EC) No 1881/2006) (5.33.
abra). Az 5.11. tdblazatban az ,,ismeretlen” mintdk mérési, visszanyerési eredményeit
foglaltuk Ossze, és megallapitottuk, hogy a buzalisztb6l a DON mikotoxint a minta-
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eldkészités soran 90% f6lott nyertiik vissza, a minta-elokészités és az immunszenzorral
végzett meghatarozas megfelelt a kovetelményeknek.
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5.33. Buzaliszt mintdkban 1évé DON kalibracios gorbéje (256 ng/ml DON-BSA; 8,0
ng/ml antitest, statisztikai paraméterek: y*/szabadsag fok= 1,90; r* = 0,98)

Hozzéadott Mért DON Visszanyerés
DON
k) (mg/kg) (%)

0,005 0,006+0,002 123,0
0,01 0,011+0,004 114,0
0,05 0,05+0,01 92,0
0,1 0,11+0,02 108,2
0,5 0,47+0,05 94,5
1,0 1,1+0,1 109,3
5,0 04,7+1,3 93,1
10,0 11,0+1,0 111,0
50,0 46,0+4,3 91,6

5.11. tablazat Buzaliszt mintdkban 1évé DON visszanyerési eredményei

Osszefoglalasként megallapithaté, hogy sikeresen fejlesztettiink ki DON-
tartalmanak meghatarozasara szelektiv immunszenzoros mérési eljarast. A DON
mikotoxinbol natrium-perjodatos kezelés utan konjugatumot készitettiink OVA és
BSA alkalmazasaval. A DON-OVA konjugatum segitségével poliklonalis antitestet
készitettiink. A biomolekulak alkalmazasaval fejlesztettiik ki a versengé
immunszenzort. A DON-standardokat vizsgilva a dinamikus méréstartomany
0,005-50 ng/ml, a gatlasi kozépérték (ICsp) 0,15+0,08 ng/ml (xz/szabadszigi
fok=1,57; r2=0,99), a kimutatas alsé hatara 0,001 ng/ml értékiinek adodott. A
deoxinivalenollal adalékolt buzalisztmintakkal nyert kalibracios gorbe alapjan a
dinamikus méréstartomany a lisztmintara szamolva 0,01-10 mg/kg volt, a gatlasi
kozépértek (ICsp) 0,13+0,04 mg/kg értékinek adodott, ami megfelel az
eldirasokban foglalt kovetelményeknek.
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5.4.6. Hisztamin meghatarozasara szolgalo immunszenzor fejlesztése

A fermentalt zoldséglevekben megjelend biogén aminok meghatarozasara
alkalmas immunszenzort fejlesztettiink ki. Az optimalizalt mérési eljarasrol és a
zOldséglevek mérési eredményeir6l az Adéanyi és mtsai (2012) publikacidban
szamoltunk be.

5.4.6.1. Hisztamin-BSA-konjugatum készitése

A versengd mérés kifejlesztéséhez sziikség volt a szenzor feliiletén rogzithetd
hisztaminkonjugatum elkészitésére. Mivel a kereskedelmi anti-hisztamin antitestet
hisztamin-KLH-konjugatum ellen termeltették, igy a hisztamin-BSA-konjugatum
alkalmasnak igérkezett a rogzitéshez. A BSA fehérjét szukcinaltuk ugy, hogy a
fehérjében kialakitott karboxilcsoporthoz konjugaltuk a hisztamin antigént. Ezért 10 mg
(16,7 umol) BSA-t oldottunk 10 ml dikalium-hidrogén-foszfat-oldatban (0,2 M). Egy
kiilon edényben 10 mg (100 pmol) borostydnkdsav-anhidridet oldottunk 1 ml néatrium-
hidroxid-oldatban (3 M), majd ezt az oldatot lassan, keverés kozben a fehérjeoldathoz
adtuk és 5 oran keresztiil szobahOmérsékleten kevertettiik. A keletkezd oldatot
desztillalt vizzel szemben 2 napig dializaltuk, a desztillalt vizet rendszeresen cseréltiik,
majd a terméket liofilizaltuk (11,3 mg termék).

pH: 2,5 _ +

5.34. dbra Hisztamin-BSA-konjugatum poliakrilamid-gélelektroforézissel kapott képe
(1. BSA, 2. szukcinalt BSA, 3. hisztamin-BSA, 4. 1-2 keverék, 5. 2-3 kever¢k, 6. 1-3
keverék, 7. standard)

A szukcinalt BSA 10 mg mennyiségét (0,16 pmol) 1,5 ml dimetil-formamidban
oldottuk, és argongédz alatt 5,4 mg (72 umol) NHS és 13,8 mg (72 umol) EDC
reagenseket adtunk hozza. Az oldatot 2 6ran at kevertettiik szobah6fokon, majd szirtiik.
6,9 mg (62 pmol) hisztamint 0,35 ml dimetil-formamidban oldottuk, a 4 °C-ra hiitott és
kevertetett reakciokeverékhez adtuk, majd tovabbi 24 6ran at kevertettiik (4 °C). Hét ml
desztillalt vizet adtunk a keverékhez és 1 napig desztillalt vizzel szemben dializaltuk, a
vizet rendszeresen cserélve. A keletkezett terméket poliakrilamid-gélen izoelektromos
fokuszalassal vizsgaltuk (6 mol/l karbamid és Ampholine, pH 3-10 jelenlétében, 5.34.
abra). A tisztitott termékként a hisztamin-BSA-konjugdtum szamitott mennyiségének
82%-at sikeriilt kinyerniink, a termék Osszfehérje-tartalma 23,4 mg/ml értékiinek
adodott Bradford médszerével mérve (Bradford, 1976).
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5.4.6.2. Direkt immunszenzor kifejlesztése hisztamin meghatarozasara

A nem verseng0 eljards sordn az anti-hisztamin antitestet rogzitettiilk a szenzor
rogzitéshez sziikséges antitest mennyiségét vizsgalva megallapitottuk, hogy a
torzsoldatot 100x higitva kaptunk stabil, reprodukalhato jeleket. A hisztamin
meghatarozasara alkalmas direkt immunszenzor méréstartomanya 0,05-10,0 pg/ml volt,
ami nem elégitette ki az ¢élelmiszerekben levd hisztamin kimutatdsanak kovetelményeit
(5.35. abra).
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5.35. dbra Hisztamin meghatarozéasara alkalmas direkt immunszenzor kalibracios
gorbéje (anti-hisztamin antitest 100x higitva)

5.4.6.3. Verseng6 immunszenzor Kkifejlesztése hisztamin meghatarozasara

A versengd immunszenzor mérési protokolljanak kidolgozésa soran a hisztamin-
BSA konjugatumat rogzitettiik a szenzor feliiletén, majd az antitestet feleslegben
tartalmaz6 oldatot elegyitettiik az antigénstandarddal, megfeleld ideig inkubaltuk, majd
injektaltuk a rendszerbe és mértiik a feleslegben maradt, az antigének altal nem kotott
antitestek mennyiségét. Vizsgaltuk a glutaraldehiddel rdgzitett hisztamin-BSA-
konjugatum mennyiségének hatdsat a jelek nagysagara, stabilitdsara és a 10 pg/ml
(100x, 500x, 1000x, 2000x és 5000x) vizsgalva az anti-hisztamin antitest 1000x
higitdsat alkalmaztuk a tovabbi mérésekhez (~20 egység). A 107°-10° pg/ml
méréstartomanyban vizsgaltuk a hisztamin standard oldatokra nyert jelek nagysagat, és
megallapitottuk, hogy a kifejlesztett eljarassal a dinamikus méréstartomany 1072-1
pg/ml, a gatlasi kozépérték ICsy 0,08+0,02 pg/ml értékiinek (szigmoidillesztés,
y*/szabadsagi fok=0,19;), a kimutatas als6 hatara 0,005 pg/ml értékiinek adodott.

5.4.6.4. Az immunszenzor szubsztratspecifitasa, fermentalt zoldséglevekben 1évo
hisztamin koncentracidojanak meghatarozasa

Vizsgaltuk, hogy a hisztamin meghatirozasara alkalmas immunszenzor a
kiilonb6zé biogén aminokkal mekkora jelet ad, és megallapitottuk, hogy a hisztamin
szelektiven hatdrozhatdé meg az immunszenzorral, ha a kiilonb6z6 biogén aminok
hasonlé koncentracioban vannak jelen, mint a hisztamin. A hisztamin jelét 100%-nak

cre

4,3%-0s keresztreakciot mértiink.
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A kiilonb6zé fermentalt zoldséglevek hisztamintartalmat a kifejlesztett
immunszenzorral vizsgaltuk (1d. 4.3.6. fejezet). Az el6készitett mintakat 100x, 1000x és
10000x higitottuk TRIS (42 mmol/l, pH 7,4) pufferrel, ¢és mértik a
hisztamintartalmukat. A 1:100 aranyban higitott, hisztamint nem tartalmaz6 mintaval a
standard oldat jelénél 1ényegesen nagyobb, ~30-35 egység nagysagl jeleket kaptunk a
matrixhatds miatt. A jelek stabilak és jol kiértékelhetdek voltak, azonban csak 15-20
mintat lehetett egymas utan mérni a szenzorral. Az 1000x higitott mintakkal tovabbra is
jol kiértékelhetd jeleket kaptunk, és egy szenzorral 25-30 mintat mértiink egymas utan.
A mintdk 10000x higitdsaval azok hisztamintartalma mar a mérési tartomany also
hatardnak kozelébe keriilt, a jelek szorasa igen nagy. Az eredményeket értékelve
megallapitottuk, hogy az 1000x higitott mintdk mérésével lehetett a
hisztaminkoncentraciot meghatdrozni. A mintdk hisztamintartalmit a pufferes
standardokkal felvett kalibraci6 alapjan hataroztuk meg, a mintdk matrixhatésa a sziirés
¢s a higitds utdn nem okozott eltérést. Az immunszenzorral mért eredményeket a
4.2.5.3. fejezetben ismertetett HPLC eljarassal meghatarozott értékekkel hasonlitottuk
0ssze. Az immunszenzorral mért értékek néhany minta esetében magasabbnak adddtak,
mint a HPLC eljarassal meghatarozott hisztaminkoncentracié (pl. savanyu kaposzta,
kovészos uborka, tarolt csalamadé).

250 T

@ hisztamin (HPLC)
200 + O biogén aminok (normalt HPLC)
B immunsze nzor

150 T

100 T

9]
(=}
L
]
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<
1
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5.36. dbra Zoldséglémintak biogénamin-tartalmanak 6sszehasonlitdsa (A, B: savanyt
kaposzta, C: kovaszos uborka, D: csalamadé¢ friss, E: csalamadé¢ tarolt, F,G,H:
fermentalt sargarépalé)

Tovabb vizsgalva ezeknek a mintdknak a biogén amin-Osszetételét a HPLC
eljarassal nyert adatok alapjan megallapithatd, hogy a mintdkban a hisztamin

crer

crer

aranyaban vettiik figyelembe a kiértékelésnél (normalt HPLC értékek), akkor igen jo
egyezést (R=0,97) kaptunk a fermentalt zoldséglevek kiilonboz6 technikdval mért
hisztaminkoncentracioja kozott (5.36. abra). Mérési eredményeink szerint, ha az egyes
biogén aminok a hisztaminndl 1ényegesen nagyobb koncentracioban vannak jelen a
mintakban, jelentdsen befolyasoljak a szenzorral mért eredményeket. Ennek ellenére a
szenzor gyors mérésre alkalmas, csak az adott hatarértéket meghaladé koncentraciot
mutaté mintakat kell a tovabbi vizsgélatokba bevonni.
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Osszefoglalasként  megallapithat6, hogy  érzékeny, jelolésmentes
immunszenzort fejlesztettiink ki fermentalt zoldséglevek
kialakitasahoz elkészitettiik a célvegyiilet-BSA konjugatumat és rogzitettiik a
szenzor feliilletén. A Kkifejlesztett eljarassal a dinamikus méréstartomany 1071
pg/ml kozé esett, a gatlasi kozépérték (ICsp) 0,08+0,02 pg/ml (szigmoidillesztés,
v’/szabadsagi fok=0,19), a kimutatas alsé hatira 0,005 pg/ml értékiinek adédott.
Fermentalt zoldséglevekben 1évé hisztamin koncentraciojanak meghatarozasa
soran megallapithaté, hogy ha az egyes biogén aminok (putreszcin, kadaverin,
agmatin) a hisztaminnal lényegesen nagyobb koncentracioban vannak jelen, akkor
ezek befolyasoljak a szenzorral mért eredményeket. Ha az adott biogén aminoknak
a HPLC modszerrel meghatarozott koncentraciojat az immunszenzorral mért
keresztreakcio %-anak aranyaban vettiik figyelembe (normalt HPLC értékek),
akkor igen jo egyezést (R*=0,97) kaptunk a fermentalt zoldséglevek kiilonbozé
technikaval mért biogén aminkoncentracioja kozott. Annak ellenére, hogy az
immunszenzorral mért hisztaminkoncentraciot a kiillonbozé biogén aminok nagy
koncentracioban valo jelenléte befolyasolja, a szenzor gyors mérésre alkalmas,
csak az adott hatarértéket meghalado koncentraciot mutaté mintakat kell a
tovabbi vizsgalatokba bevonni.

5.4.7. Immunszenzor fejlesztése vitellogenin (Vtg) meghatarozasara

A kornyezetet szennyezd szermaradvanyok egy része az ¢l6lények hormonalis
rendszerét karositd, un. endokrin zavar6 (ED) vegyiiletek kozé tartozik, amelyek
kiilonb6z6  mechanizmusokon  keresztil ~megzavarhatjdk az egyes dallatok
hormonhdaztartasat. Ennek a hatasnak a gyors, atfogod vizsgalatara alkalmas biomarker
vegyiiletnek bizonyult a nemi miikddést befolyasold vitellogenin fehérje, ezért
immunszenzort fejlesztettiink hal (ponty, Cyprinus carpio) és kétéltii (voroshasti unka,
Bombina bombina) Vtg kimutatdsara. Az eredményeket az Adéanyi és mtsai (2013c),
valamint a Székacs és mtsai (2009) tudomanyos kézleményekben ismertettiik.

5.4.7.1. Ponty és béka lipovitellin (Lpv) tisztitasa

Irodalmi adatok alapjan (Hara et al. 2007; Vincent 2001; Volz and Chandler
2004; Holbech ef al. 2001) a Vtg és Lpv fehérje azonos fajban 95% keresztreakciot
(CR) mutat, és mivel az Lpv izolalasa lényegesen egyszeriibb, ezért ezt alkalmaztuk
immunogénként/antigénként a Vtg immunszenzorok fejlesztéséhez. A Lpv tisztitasdhoz
a ndstény ponty és keleti unka petefészkét izotonids foszfatpufferben (pH 7,4) mostuk,
0,5 mol/l NaCl-oldatban homogenizaltuk (0,5 g/ml, 12 h, 4 °C). A homogenizatumot
3000 g-n centrifugaltuk, majd a fehérjefrakcidt izotonids foszfatpufferrel (pH 7,4)
szemben dializaltuk. A dializatumbol a Lpv fehérjét telitett ammonium-szulfat (1:1)
adagoléasaval kicsaptuk, a csapadékot ismét centrifugéltuk €s ammonium-szulfat-oldattal
mostuk, hogy az elszinezddést eltavolitsuk. A fehérjéket 0,2 mol/l NaCl-oldatban
visszaoldottuk, DEAE-cellul6z-oszlopon gélsziiréssel tovabb tisztitottuk (0,1 mol/l
TRIS puffer, pH 7,8, 0-300 mmol/l NaCl gradiens). Az Lpv-preparatumok tisztasagat
natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-PAGE) vizsgaltuk
(Hajos and Idei, 2001). Az SDS-PAGE gélek alapjan a pontybdl és a békabdl tisztitott
Lpv kiilonb6zott egymastol, mivel az Lpv fajspecifikus fehérje. A ponty-Lpv
vizsgalatakor 110-120, 96 és 85 kDa fehérjefrakciokat kiilonboztethettiink meg, mig a
béka-Lpv-preparatum esetében 170 ¢és 98 kDa frakciokat kaptunk. A ponty-Lpv
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fehérjefrakcioira kapott eredmények megegyeznek a Hara és mtsai (2007) altal publikalt
adatokkal (113 és 96 kDa). Az Lpv-frakciok tehat a kiilonbozo fajokra eltéré méretiiek,
a fajra specifikusak, elkiilonithetoek egymastol. A tisztitott Lpv-készitményeket 37%-o0s
ammoénium-szulfat-oldatban 4 °C-on csapadékként taroltuk. Mindkét Lpv-preparatum

crer

5.4.7.2. Poliklonalis ellenanyag eléallitasa, szérumok jellemzése

A homogenizélt Lpv-preparatumoldatokbol 1 ml térfogatnyit centrifugaltunk,
majd a fehérjét 0,2 mol/l NaCl-oldatban visszaoldottuk, ugy hogy 1 mg/ml oldatot
kapjunk. Ezekkel az antigénoldatokkal immunizaltunk nyulakat a 4.2.3. fejezetben
ismertetett eljarassal, majd a szérum tisztitdsa (1d. 4.2.4. fejezet), liofilizdladsa utan a
szérumokat ELISA rendszerben ellendriztiik (1d. 4.2.5.1. fejezet).

A ponty-anti-Lpv szérumot ELISA eljarassal ellendrizve az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy a két immunizalt nyalbol szdrmaz6 szarmazé szérumok aktivitdsa
ugyan eltér egymadstol, de mindkét nyulbol szdrmazd szérum, valamint a tisztitott
szérumok is alkalmasak a vitellogenin meghatdrozasara. A kivalasztott szérum 0Osszes
fehérjetartalma 43 mg/ml értékiinek adodott.
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5.37. abra Béka-Lpv-specifitasti immunszérum higitasi gérbéje

A béka-anti-Lpv szérumok jellemzésére a nyers szérummintat és a tisztitott
szérumot az eldzdekhez hasonloan ELISA eljarassal vizsgaltuk. Az eredmények alapjan
(5.37. 4bra) megallapitottuk, hogy a B nyulbdl szdrmazo szérum aktivitdsa a nagyobb,
azonban az A nyulbdl szarmazo6 szérum is alkalmas a vitellogenin meghatarozasara. A
tisztitott B szérum Osszes fehérjetartalma 17,6 mg/ml volt.

5.4.7.3. Direkt immunszenzor kifejlesztése vitellogenin meghatarozasara

A direkt immunszenzorok fejlesztésekor az aminocsoportokat hordozé szenzorra
2,5%-os glutaraldehiddel rogzitettiik az anti-Lpv-szérumot. A ponty-Lpv vizsgéalatdhoz
kiilonb6z6é higitdst szérumot (215; 86; 43; 21,5; 8,6 pg/ml) rogzitettink az
aminoszilanizalt szenzor feliiletén, és a Lpv-standardokra adott valaszjel nagysaga ¢és
megfeleld eredményeket. A linearis méréstartomany 0,6 és 12 pg/ml Lpv kozott volt, a
mérési jelek pedig 5,22+0,45 ¢és 18,71+£0,9 egység kozott valtoztak a standardok
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ami megfelel a Kim és mtsai (2008) hasonlé mérési meghatarozott eredményeinek.

A béka-Lpv direkt immunszenzorral torténd meghatdrozasdhoz az antitestet
injektalva rogzitettliink a szenzor feliiletén, és vizsgaltuk a béka-Lpv-standardokra adott
valaszjel nagysagat. A vizsgalataink sordn az 1,76 pg/ml fehérjét tartalmazéd szérumot
alkalmazva kaptunk jol értékelhetd gorbéket. A dinamikus méréstartomany (5.38. dbra)
0,6 és 12 ng/ml Lpv koz¢é esett, a kimutatéasi hatara 0,3 pg/ml.
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5.38. abra Béka-Lpv kalibracios gorbéje direkt immunszenzorral mérve
(szigmoidillesztés, xz/szabadségi fok=0,95; R2=O,99)

5.4.7.4. Verseng6 immunszenzor Kkifejlesztése vitellogenin meghatarozasara

Az OWLS szenzor feliiletén glutaraldehiddel rogzitettiik a ponty-Lpv fehérjét (6
png/ml), majd soésavval torténd regeneralds utdn kiilonbozé higitasi szérumot
injektaltunk (430,0; 215,0; 86,0; 64,1; 43,0; 21,5 pg/ml). Az eredmények alapjan
nagysagu ¢és stabilitast jeleket mérhettiink (28,83+0,76 ¢és 27,34+0,83 egység). A
tovabbiakban 64,1 pg/ml toménységli szérumot alkalmaztunk a ponty-Lpv

crer
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¢€s 29,67+0,79 egység).

A béka-Lpv rogzitéséhez, az antitest megfeleld koncentracidjanak
meghatarozasdhoz is elvégeztiik optimalasi kisérleteket. Ennek alapjan az antitest
megfeleld koncentracidja 2,22 pg/ml értékiinek adddott, a mért jel pedig =21 egység,
mig a rogzitéshez 0,1 pg/ml béka-Lpv fehérjét alkalmaztunk.

A versengd mérések soran a megfeleléen higitott szérumoldatot elegyitettiik a
standard- vagy a mintaoldattal, megfeleld ideig inkubaltuk, és a cellaba injektalva
mértiik a szabadon maradt antitestek mennyiségét. Az inkubalas koriilményeit vizsgalva
megallapitottuk, hogy 3 percig valtoznak a jelek, az ennél hosszabb inkubalasi id6 nem
befolyasolja a jelek nagysagat. Az inkubalas hémérsékletét vizsgalva (20-38 °C kozott)
kideriilt, hogy a hoémérséklet novelése kisebb jeleket eredményezett. A
szobahOmérsékleten végzett mérés soran nagyobb a mért jelek kozotti kiilonbség a 3-
300 ng/ml Lpv méréstartomanyban, mint 38 °C-on termosztalva (5.39. abra). A 30, 60
¢s 150 ng/ml Lpv-standardokat 21 °C-on inkubalva, a referenciaantitest jeléhez képest
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7,33+0,06, 10,84+0,03 ¢és 12,18+0,04 egység csOkkenést mértiink, mig ezeket a
mintakat 38 °C-on inkubdélva a jelcsokkenésre 5,22+0,76, 4,57+0,48 valamint 5,84+0,85
egységet kaptunk. Béka-Lpv mérése sordn hasonld tendenciat figyelhettlink meg,
mindkét esetben 20 °C-on végeztiik a mintdk inkubalasat és mérését is.
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5.39. ébra Ponty-Lpv verseng0 eljarassal kiilonbozé hémérsékleten készitett kalibracios
gorbéje (3 pg/ml Lpv rogzitve, 64,1 pg/ml antitest)

Az optimalis mérési paraméterek alkalmazasaval kalibracios gorbét készitettiink
ponty-Lpv fehérjére 0,3-300 ng/ml méréstartomanyban. A dinamikus méréstartomany 3
¢s 150 ng/ml Lpv kozott volt, a kimutatas alsd hatdra pedig 0,7 ng/ml. A versengd
mérés érzékenysége 2 nagysagrenddel kisebb, mint a direkt modszerrel mérve. A
szigmoid gorbe alapjan a gatlasi kozépérték (ICsp) értéke 21,18 + 2,86 ng/ml, a gorbe
meredeksége 0,99 + 0,12 értekiinek adodott.

A béka-Lpv fehérjét vizsgalva 0,001-1000 ng/ml méréstartomanyban
készitettlink kalibracids gorbét, a dinamikus méréstartomany 0,5-10 ng/ml értékiinek
adodott. Az Lpv kimutatdsanak alsé hatarara 0,1 ng/ml, mig a gatlasi kozépértékre
(ICsp) 1,04+0,14 ng/ml értéket kaptunk.

5.4.7.5. Az anti-vitellogenin szérum szubsztratspecifitasa

Vizsgaltuk mind a ponty-Lpv, mind a béka-Lpv ellen termeltetett antitest
szubsztratspecifitdsait. A  ponty-Lpv fehérjével érzékenyitett immunszenzorral
Osszehasonlitottuk, hogy 0,1, 1 és 10 ng/ml ponty- illetve béka-Lpv fehérjét tartalmazo
oldatok mekkora jelcsokkenést okoznak. Mig a pontymintdk hatdsara 1,25+0,41,
6,63%0,15 és 9,69+0,28 egység csokkenést mértiink, addig a békastandardok esetében
lényegesen kisebb, 0,27+0,36, 0,83+0,20 és 1,84+0,15 egység csokkenést észleltiink.
Eredményeink alapjdan megallapithatd, hogy a ponty-Lpv szelektiven mérheté a
kifejlesztett OWLS immunszenzorral.

A beéka-Lpv rogzitésével készitett immunszenzorral béka-, illetve ponty-Lpv
fehérjét tartalmaz6 standardokat (0,1, 1, 10 ¢és 100 ng/ml) vizsgaltunk, ¢&s
megallapitottuk, hogy a ponty-Lpv a béka-Lpv jeléhez képest 17,7+5,2%, 12,7+6,1%,
3,3¢1,3% ¢és 4,9 £1,0%, jelcsokkenést eredményezett, tehat a béka-Lpv ellen
termeltetett antitest is szelektiven koti a fajspecifikus antigén fehérjét (5.40. abra).
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5.40. dbra Béka-anti-Lpv szelektivitdsanak meghatarozasara készitett kalibracids gorbe
(0,1 pg/ml Lpv rogzitve, 2,22 ug/ml antitest)

5.4.7.6. Valos mintak matrixhatasa, Vtg meghatarozasa biologiai mintakbol

Az immunszenzorok fejlesztéséhez pufferben oldott standardokat alkalmaztunk.
Célszeri volt a tovabbiakban a bioldgiai mintak okozta matrixhatast, illetve annak
eliminalasi lehetdségét megvizsgalni.

A ponty-Lpv vizsgdlatdhoz 0©kologiai tenyészetbdl szarmazo him hal
vérszérumat mesterségesen szennyeztilk (spike) 0,01-1000 ng/ml tartomanyban Lpv
fehérjével, és ezeket a mintakat hasznaltuk standardként, tovabbi mintdkat készitve
vizsgaltuk a visszanyerés aranyat (1d. 4.3.7. fejezet). Az 1, 10 és 100 ng/ml Lpv fehérjét
tartalmazdé vérmintdkbol a visszamérést 140%, 89% és 84%-nak taldltuk. Vizsgaltuk
tovabbi him és ndstény pontyok vérszérumdban a Vtg-szintet, eredményeink alapjan a
him egyedek Vtg-szintje 0,5+0,3, illetve 5,71,8 pg/ml Vtg-nek adddott, addig a
néstény egyedekben 246,1+£19,6, 367,5£54,7 és 465,4+46,9 ng/ml Vtg-t mértiink az
immunszenzorral. Ezek az eredmények j6 egyezést mutatnak a Scott és mtsai (2006)
altal kozolt értékekkel, akik tékehal Vtg-szintjét vizsgaltak. A pontyok majaban levd
hogy a mintadk matrixhatasa lényegesen nagyobb volt, mint a vérszérumok esetében. A
him pontyok majaban 1,8+0,7 pg/g Vtg-t mértiink, mig a ndstény egyedekben 33,1+6,7
ug/g Vtg-t mutattunk ki. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a kifejlesztett
immunszenzor alkalmas a Vtg-koncentracidé him pontyok vérében torténdé mérésére. A
mérési eredményekbdl megfelelé informacidt kaphatunk a viz endokrin zavard
vegyiiletekkel vald szennyezettségérdl. Mint kordbban emlitettiik, a him egyedek
vérében 1évé Vtg-koncentraci6 ndvekedése vizes ¢él6helyiik endokrin zavard
vegyiiletekkel vald szennyezésére utal. Annak ellenére, hogy a szennyezés eredetét nem
tudjuk meghatarozni, az 0j szenzor alkalmas lehet a vizek esetleges szennyezettségének
gyors jelzésére.
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5.41. dbra A békamajkivonatba mesterségesen szennyezett Lpv mérésének
kalibracios gorbéje (a mintak higitasa: 1000x, 5000x és 10000x; ICsy 0,46; 0,031; 0,055

ng/ml)
Szdvet OWLS® | Minta Vtg- | ELISA® | Minta Vtg-
koncentracidja koncentracioja
ng/ml ug/'g ng/ml ug/'g
maj ndstény 27,0+ 1.2 135,0+6,0 87,1 +7,9 130,7+7,9
him 12,5+3.6 62,5+18,0 nd.® nd.*
sziv / vér ndstény 373+2,8 186,5+14,0 | 1323+ 11,2| 1985+ 11,2
him 26,4+ 5.6 132,0+£28,0 | 86,2+10,1 | 129,3+10,1
ivarmirigy | néstény 1509+ 14,7 | 754,5£73,5 |338,7+65,5| 508,1 £98,3
(petefészek)
him (here) nd.® nd.® nd.® nd.*
pete 206,1 59,7 | 1030,0+£298,5 | 616,7 £91,0 | 925,0 £ 136,5

a 1:5000 higitasban mérve
b 1:1500 higitasban mérve
¢ matrixhatas

5.12. tdblazat Voroshast unka (Bombina bombina) szerveiben kimutathatd Vtg
koncentracidja immunszenzorral és ELISA mddszerrel mérve

A béka szoveti mintak vizsgalatanal tekintettel kellett lenni arra, hogy a vizsgalt
vOrdshasu unka fiatal egyedei igen kicsik, ezért nem lehetett csak vérmintabdl dolgozni,
hanem a sziv és vér egyiitt keriilt feldolgozasra a minta készitése soran a 4.3.7.
fejezetben leirt eljarassal. A matrixhatds kikiiszobolése érdekében a kontrollalt
kortilmények kozott tenyésztett him egyedekbdl készitett sziv- és vérkészitménybe
mesterségesen szennyeztilk (spike) az Lpv-standardokat és vizsgaltuk az optimalis
méréstartomanyt (5.41. abra). A mintdkat 1000x higitva kisebb jeleket kaptunk és a
méréstartomany is sziikebb volt, mint nagyobb higitas alkalmazasakor. Az 5000x
higitott ~mintdk  mérésekor megfeleld jeleket kaptunk  0,001-1 ng/ml
koncentraciotartomanyban, mig a 10000x higitott mintdk mar talsagosan hignak
bizonyultak. NOstény ¢és him egyedek maj-, sziv- és vér- illetve ivarmirigy-
preparatumabol vizsgéaltuk a természetes Vtg-szintet, a legmagasabb értékeket a
varakozasnak megfeleléen a petefészekbdl és a petébdl mértiink (754,5+73,5 és
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1030,0+298,5 ng/g, 5.12. tablazat). Az eredményeket ELISA mddszerrel hasonlitottuk
0ssze.

Osszefoglalva az  elért eredményeket, versengé immunszenzort
fejlesztettink ki OWLS detektalassal hal (ponty, Cyprinus carpio), és béka
fehérjével az azonos fajban 95% keresztreakciot mutatéo Lpv fehérje tisztitasat
nostény ponty és keleti unka petefészkébol végeztiik. A tisztitott Lpv fehérjékkel
nyulakat immunizalva antitesteket termeltettiink. A tisztitott Lpv fehérjék és az
antitestek alkalmazasaval alakitottuk ki az immunszenzorokat. A ponty-Lpv
dinamikus méréstartomanya 3 és 150 ng/ml Lpv kozé esett, a gatlasi kozépérték
(ICsp) 21,18 = 2,86 ng/ml, a kimutatas als6 hatara 0,7 ng/ml értékiinek adodott. A
béka-Lpv fehérjét vizsgialva a dinamikus méréstartomany 0,5-10 ng/ml értékiinek
adodott. Az Lpv kimutatasanak also hatarara 0,1 ng/ml, mig a gatlasi kozépértékre
(ICso) 1,04+0,14 ng/ml értéket kaptunk. Okolégiai tenyésztésbol szarmazé him és
nostény pontyok vérszérumaban vizsgaltuk a Vtg-szintet, eredményeink alapjan a
him egyedek Vtg-szintje 0,5+0,3, illetve 5,7+1,8 pg/ml, a ndstény egyedekben
246,1+£19,6, 367,5+54,7 és 465,4+46,9 pg/ml Vtg fehérjét mértink az
immunszenzorral. Nostény és him békaegyedek maj-, sziv- és vér-, illetve
ivarmirigy-preparatumabdl vizsgaltuk a természetes Vtg-szintet. A mintak koziil a
legnagyobb koncentraciot — a varakozasnak megfeleléen — a petefészekben és a
petében talaltuk (754,5+73,5 és 1030,0+298,5 pg/g). Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy az immunszenzoros mérési eljaras alkalmas hal (ponty,
Cyprinus carpio) és béka (voroshasu unka, Bombina bombina) Vtg fehérjéjének
kimutatasara. A him egyedekben mérhetéo Vtg-szint alapjan monitorozni lehet a
felszini vizek, illetve vizes ¢lohelyek endokrin zavaro hatasu szermaradvanyokkal
valé szennyezettségét.

5.5. Mikrobak vizsgalata és mikrobialis szenzorok fejlesztése OWLS és
EC-OWLS technika alkalmazasaval

A Dbioszenzoros fejlesztések terén nagy figyelem iranyult a mikrobdk
kimutatasara, valamint a baktériumok rogzitésével kialakitott mikrobidlis szenzorok
alkalmazéséra is. Munkdm kovetkezd részében a mikrobidlis szenzorfejlesztések sordn
elért eredményekrdl, valamint az egyes baktériumok szelektiv meghatarozasara
kialakitott szenzorokrdl szamoltam be. Az €16 sejtek rogzitését OWLS ¢s EC-OWLS
technikara alapozva is vizsgaltuk, gétlason alapulod szenzorokat alakitottunk ki kémiai
zavard vegyliletek LAB-sejtekre gyakorolt hatdsanak kimutatasara, E. coli-sejtek
szelektiv kimutatasdra immunszenzort, valamint bioszilika alapu rogzitési eljarassal
gatlasi szenzort dolgoztunk ki szermaradvanyok gyors kimutatasara.

5.5.1. Kémiai stresszfaktorok hatasanak vizsgalata Lactobacillus plantarum 2142-
sejteken

Fermentalt savanyusagok készitéséhez kiilonb6zé LAB-torzseket alkalmaznak,
azonban a sejtek optimalis miikodésének biztositasa érdekében vizsgdlni kell, hogy az
alkalmazott sejtek hogyan toleraljak a fermentaci6 soran keletkezd szerves savakat,
hidrogén-peroxidot. E hatasok tanulmanyozasara szenzort fejlesztettiink ki, amelyben az
¢l LAB-sejteket rogzitettiik a szenzor feliiletére, ligyelve arra, hogy a rogzités sordn a
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sejteket ne karositsuk agressziv agensek hasznélataval. Eredményeinket az Adanyi és
mtsai (2006a) valamint a Németh és mtsai (2007) kdzleményekben ismertettiik.

5.5.1.1. LAB-sejtek rogzitése a fesziiltség fiiggvényében

Az EC-OWLS alkalmazéasara vonatkozd eldkisérletekkel meghataroztuk az
aramlasi sebesség ¢s az injektalt minta mennyiségének hatasat az aramld rendszer
muikddésére, és az eredmények alapjan kisérleteink soran 200 pl/perc éaramlasi
sebességet alkalmaztunk, injektalaskor 200 pl mintat juttattunk a mérérendszerbe. A
Lactobacillus plantarum 2142-torzset alkalmaztuk a vizsgalatok soran, és elsoként a
polarizacios potencidlnak az €16 sejtek rogzitésére gyakorolt hatdsat tanulmanyoztuk.
Mintaként 10° TKE/ml baktériumot szuszpendaltunk 100x higitott JA-oldatban, és ezt
injektaltuk. A baktériumsejtek az injektalast kdvetden az elektrokémiai atfolyo celldba
keriiltek, ahol az ITO-szenzor felszinén adszorbealddtak. Az adszorpciot a polarizacios
potencial befolyasolta. Megkozelitdleg 6 perccel az injektalas utan a jel stabilizalodott,
a rogzitett sejtek relativ tdmegét az alkalmazott polarizacios fesziiltség fiiggvényében
allapitottuk meg, majd regeneraltuk a szenzort (polarizacios fesziiltség lekapcsolasaval
¢és 0,1 mol/l sésav injektalasaval). A potencialt Pt-referenciaclektroddal szemben 0 és
1,2 V kozott valtoztattuk. Az 5.42. dbra mutatja, hogy ha noveltiik a polarizaciods
fesziiltséget az ITO-cellaban, akkor nétt az immobilizalt sejtek relativ tomege, tobb sejt
kotédott a szenzor felszinén. A legnagyobb jelet 0,8 és 1 V fesziiltség mellett mértiik.
Ha tovabb noveltiik a fesziiltséget, a jelek kismértékben csokkentek. A tovabbi
mérésekhez 1 V polarizalo fesziiltséget alkalmaztunk.

70)
60]
50

40}
30}

tomeg/feliilet (egység)

0 200 400 600 800 1000 1200
Potencial (mV)

5.42. dbra Az OWLS jel és az elektrédpotencial kozotti fiiggvénykapcsolat LAB-sejtek
injektalasa esetén (10° TKE/ml)

5.5.1.2. Az OWLS jel és az elektrodpotencial kozotti LAB-sejtek kalibracios
gorbéje, €16 és hokezeléssel elpusztitott LAB-sejtek adszorpcidja

Az optimdlisnak talalt 1 V polarizacios fesziiltség alkalmazasaval kalibracids
gOrbét készitettiink 10°—10° TKE/ml sejtet tartalmazé oldat mérésével (100x higitott JA-
szirupban, 3 parhuzamos mérés). Az 5.43. abra mutatja, hogy a 10°-10* TKE/ml
toménységli mintadk esetében csak kis jeleket mértiink (2-3 egység). A dinamikus
méréstartomany 10°-10° TKE/ml értékiinek adodott, a toményebb mintik esetében a
szenzor feliilete mar telit6dott (~80 egység).
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5.43. dbra LAB-sejtek kalibracios gorbéje 1 V polarizacids potencialon
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5.44. abra E16 és hokezeléssel elpusztitott LAB-sejtek jele a koncentracié fiiggvényében
(1 V polarizacios potencialon)

Vizsgaltuk, hogy az EC-OWLS technikaval kiilonbséget tudunk-e tenni az ¢€l6 és a
hokezeléssel elpusztitott sejtek kozott. A hokezelést az MRS tapoldatban 24 oran
keresztiil szaporitott sejtekkel 100 °C-on 15 percig végeztiik, majd centrifugalas utan
JA-oldatban (100x) reszuszpendaltuk a sejteket. Az ¢l6 és a hdokezeléssel elpusztitott
sejtekbél azonos higitassal készitettink oldatot (10° TKE/ml), majd a két oldatot
kiilonb6z6 ardnyban osszekevertiik (0, 25, 50, 75, 90, 95, 99, 100% ¢l sejtek), és a
mintdkat mértik az EC-OWLS atfolyd rendszerben. Az eredmények szerint a
hokezeléssel elpusztitott sejtek csak kis jeleket adtak (16,8+0,9 egység), nem tudtak a
polarizalo fesziiltség hatasara sem adszorbedlddni a szenzor felszinén, mig az azonos
toménységli, de novekvd ardnyban ¢l6 sejteket tartalmazd mintdk jele ardnyosan
novekedett (5.44.4bra). Az €10 sejtekkel mar 64,2+3,4 egység nagysagu jelet mértiink.

5.5.1.3. Hidrogén-peroxid hatasa a LAB-sejtekre

A baktériumsejtek az injektalast kovetden az elektrokémiai atfolyo celldban az
ITO-szenzor felszinén idében stabil jelet adtak, az adszorbedlodott sejtek nem mosodtak
le a JA-oldat folyamatos dramldsanak hatisara sem. Az adszorbealddott sejteket ezutdn
savaknak és hidrogén-peroxidnak tettiik ki, €s vizsgaltuk a baktériumokra gyakorolt
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hatdsukat. Minden minta mérését regeneralasi lépés kovetett, amikor a polarizalo
potencialt kikapesoltuk, és 0,1 mol/l HCI-val kimostuk a rendszert.

—9.0 mM H202
160 - — 0.9 mM H202
——0.09 mM H202
140 - 0.009 mM H202
120
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2
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T 80 -
=
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5.45. abra LAB-sejtek jele hidrogén-peroxid jelenlétében (10° TKE/ml, 1 V)
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5.46. dbra Hidrogén-peroxid kiilonbség-gorbéje LAB-sejtek jelenlétében
(10° TKE/ml, 1 V)

Annak ellenére, hogy az alkalmazott polarizacids potencidl hatdsara az atfolyo
hidrogén-peroxid egy része oxidalodik, a gatld hatds a folyamatos aramlds miatt
kovethets. A LAB-sejteket (200 pl, 10° TKE/ml) injektaltuk és 1 V polarizalo
fesziiltséggel rogzitettilk az ITO-szenzor felszinén. Az injektalast kovetd kb. 6 perc
mulva a mérési jel stabilizadlodott, csak kis emelkedést, alapvonal-eltolédast
tapasztaltunk. Ezutan a JA-oldatot kiilon-kiilon mérésben 0,009; 0,09; 0,9 és 9,0 mmol/l
hidrogén-peroxidot tartalmazé JA-oldatra cseréltiik, és 40 percig aramoltattuk a rogzitett
sejteket tartalmazd mérdcellaban (5.45. 4bra). A cellaban a sejtekkel a JA-oldat
folyamatos aramlasa mellett végzett referenciamérés alapjan feltételeztiik, hogy a
mérési 1d6 alatt sejtszaporodds nem megy végbe, nem tapasztaltunk jelndvekedést. A
korabbi mérések alapjan feltételezhetd, hogy ha a sejtek a stressz hatasara elpusztultak
volna, akkor jelentés jelcsokkenést detektilnank. A H,O, és az oxidalodasa soran
keletkez6 oxigén hatdsa igen bonyolult, azonban a sejtek jelenlétében kapott gorbékbdl
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levonva a sejt nélkiil mért H,O, jelét megkaptuk a sejtek jelenlétében végbemend
valtozasok kiillonbséggorbéjét (5.46. abra).

Amikor a LAB-sejteket 0,009 vagy 0,09 mmol/l hidrogén-peroxiddal kezeltiik,
enyhe csokkenést tapasztaltunk a mért jelben a sejtek immobilizéldsa utan folyamatosan
mért alapvonalhoz képest, €és ez a tendencia végig megmaradt a mérés soran. Irodalmi
adatok szerint a LAB-sejtek megfelelé koriilmények kozott termelhetnek hidrogén-
peroxidot, a H,O, feldusuldsa azonban gatlast okoz (Keané, 1973). A LAB-sejtek 0,03
mmol/l hidrogén-peroxidot is termelhetnek, azonban ilyenkor miikodésbe 1épnek a
sejtekben 1év6 peroxidaz enzimek, bontjak a reaktiv oxigéngyokoket, ezért nem okoz
toxikus elvaltozasokat a sejtekben. A baktériumsejtek tehat megovjak sajat magukat az
alacsony H,O;-koncentracié esetén (Barath ez al. 2004).

A 0,9 mmol/l H,O, aramoltatdsakor mar kissé eltérd hatast tapasztaltunk a
sejteknél, intenzivebben reagaltak a sejtek a stressz hatdsara, mivel a kezdeti
jelcsokkenés utan, kb. 10 perces kezelés hatdsidra a jel egy minimumérték utin
folyamatosan novekedett. A legnagyobb valtozast a 9.0 mmol/l H,O, okozta, a jel
nagysdga mar a kezelés elejétdl novekedett, és az egész kezelés alatt magas maradt. A
jelndvekedést a kiilonbség-gorbén is tapasztaltuk, aminek oka az lehetett, hogy a L.
plantarum 2142-sejtekben a peroxiddzok a toményebb hidrogén-peroxidot mar nem
tudjak oxidalni, ezért feltehetéen vizmolekuldk akkumuldloédnak a sejtekben a hatas
csokkentésére. A jel hatdrozott tomegndvekedést jelez, amit csak a citoplazmaban
novekvé mennyiségli vizzel tudunk magyarazni, a sejtek megduzzadnak. Bar a
hidrogén-peroxid ebben a koncentracioban mar a sejtmembran sériilését okozhatta, de
vizsgélataink szerint ez a kb. 40 perces kitettség még nem okozott irreverzibilis
folyamatokat. Minden kezelés utan a sejteket kimostuk a rendszerbdl, és hagyomanyos
mikrobiologiai moédszerekkel vizsgaltuk, hogy maradt-e €16 sejt a kezelések utan. A
kimosott sejteket MRS-tdplevesben 24 o6raig 37 °C-on inkubalva minden esetben
tapasztaltunk szaporodast, bizonyitva, hogy voltak sejtek, amelyek tulélték a kiilonb6zo

cre

5.5.1.4. Ecetsav hatasa a LAB-sejtekre

Az ecetsav antibakteridlis hatasu szer, irodalmi adatok szerint a tejsavval
szinergikus hatdsa van, a tejsav csokkenti a pH-t, ndvelve az ecetsav toxicitasat (Adams
and Hall 1988). Ezért 10° TKE/ml LAB-sejtet injektaltunk a sejtek rogzitéséhez, majd
vizsgaltuk az ecetsav hatdsat ugy, hogy a szenzort tartalmazé atfolyd kiivettdba 0,02,
0,1, 0,5, 1 és 5 mol/l ecetsavat tartalmazod 100x higitott JA-oldatot aramoltattunk egy
oréan keresztiil. Az 5.47 abran 6sszefoglalt eredmények szerint a relativ tomeg a kezdeti
nagyobb lépés utdn minden esetben ndvekedést mutatott, a novekvd ecetsav-
mérésére kapott gorbékbdl a sejt nélkiil mért ecetsav jelét levonva, megkaptuk a sejtek
jelenlétében végbemend valtozasok kiilonbséggdrbéjét, amibdl megéllapithatd, hogy a
40 perces kezelés nem mutatott jelentds eltérést a 0,1 és az 5 mol/l ecetsav esetében
(5.48. abra). Az 5 mol/l ecetsav hatdsara sem kovetkezett be a sejtek pusztulasa, a
sejteket kimosva a kezelés utan, 24 6ras szaporitassal MRS-taplevesben minden esetben
tapasztaltunk szaporodast, bizonyitva, hogy voltak sejtek, amelyek talélték a kezelést.

95



dc_457 12

500 +
ecetsav
—5M
’go 400 +
9 —1M
°>‘6 —500 mM
< 300 +
5 100 mM
=
E 200 —20mM
=) —_—0
D
£
2100 +
0= | | | | 1 |
50 60 70 80 90 100 110
idé (min)

5.47 abra LAB-sejtek jele ecetsav jelenlétében (10° TKE/ml, 1 V)
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5.48. abra Ecetsav kiilonbséggorbéje LAB-sejtek jelenlétében (10° TKE/ml, 1 V)

5.5.1.5. Tejsav hatasa a LAB-sejtekre

A tejsav a fermentacio f6 terméke, tartdsitd hatdsu. Savas pH-n a disszocialatlan
molekuldk atdiffunddlnak a sejtmembranon, befolyéasoljak a szubsztrattranszportot
(Smulders et al. 1986; Lindgren and Dobrogosz 1990), mig kevésbé savas pH-n a
molekuldk disszocialnak, és nem jutnak at a sejtfalon (Russel 1992).

Ezért 10° TKE/ml LAB-sejtet injektaltunk a rogzitéshez, majd vizsgaltuk az
tejsav hatasat ugy, hogy az atfolyo kiivettdba 0,02, 0,1, 0,5, 2,5 és 5 mol/l tejsavat
tartalmazd 100x higitott JA-oldatot aramoltattunk 40 percen keresztiil. Az 5.49. dbran
Osszefoglalt eredmények szerint a relativ tomeg enyhe ndvekedést mutatott 500 mmol/l
tejsav-koncentraciodig, a nagyobb koncentraciok esetén a jelek kismértékben csokkentek.
A tejsav mérésére kapott gorbékbdl a sejt nélkil mért tejsavjeleket levonva, a
kiilonbséggdrbék (5.50. abra) alapjan megallapitottuk, hogy mig a 0,5 és a 2,5 mol/l
jelcsokkenés figyelheté meg. Ugyanakkor az 5 mol/l tejsav hatdsara sem kovetkezett be
a sejtek pusztulasa, a sejteket kimosva a kezelés utan, 24 6rds szaporitdssal MRS-
taplevesben minden esetben tapasztaltunk szaporodast, bizonyitva, hogy voltak sejtek,
amelyek talélték a kezelést.
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5.49. abra LAB-sejtek jele tejsav jelenlétében (10° TKE/ml, 1 V)
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5.50. abra Tejsav kiilonbséggorbéje LAB-sejtek jelenlétében (10° TKE/ml, 1 V)

5.5.1.6. Referenciavizsgalatok

Az eredmények jobb megértéséhez ¢és az EC-OWLS technikaval mért
eredmények Osszehasonlitasahoz az 11j eljarast a hagyomanyos mikro-assay modszerrel
vetettiik Ossze, €s vizsgaltuk a sejtek szaporodasat a kémiai hatasok fliggvényében.

L. plantarum 2142-sejtszuszpenziét (100 ul, 10° TKE/ml) adtunk 9,9 ml 0,09 és
9,0 mmol/l hidrogén-peroxidot, 0,1 és 5 mol/l tejsavat, valamint 0,1 €s 5 mol/l ecetsavat
tartalmazd JA-oldathoz. Kontrollként JA-oldatban LAB-sejtekkel ellendriztiik a
szaporodas kinetikdjat. A sejteket tartalmazo csdveket 30 °C-on inkubaltuk és 0, 4, 24
¢s 28 h inkubalds utdn mintat vettink az EC-OWLS mérésekhez. A mintakat 10x
higitottuk ¢és injektaltuk az EC-OWLS miiszerbe. Az aktualis sejtszamot a kalibracios
gorbe alapjan szamitottuk ki. Referenciaként mikro-assay-ben is vizsgaltuk a L.
plantarum 2142-sejtek szaporodéasat a kiilonbozd stresszfaktorok jelenlétében (l1d.
4.2.54. fejezet). A két modszerrel mért eredményeket hasonlitottuk Ossze. Az EC-
OWLS és a mikro-assay mddszerrel mért sejtszam- illetve OD-értékeket az 5.51. és az
5.52. é4brakon foglaltuk Ossze. A kezeletlen mintdk esetében EC-OWLS modszerrel
vizsgalva ugy talaltuk, hogy az inkubdcios id6 alatt a sejtszam 2 nagysagrenddel nétt.
Ez megfelelt az elvarasoknak, mivel a JA-oldat tdpanyagban gazdag kozeg a sejtek
szaporodasdhoz. A mikro-assay is hasonl6 sejtszamnovekedést mutatott.
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5.51. ébra Kiilonb6z6 kémiai kezelések hatdsanak nyomonkdvetése EC-OWLS
modszerrel
(A: 100x higitott JA-oldat, B: 9 mmol/l H,O,, C:0,09 mmol/l H,O,; D: 5 mol/l tejsav, E:
0,1 mol/l tejsav; F: 5 mol/l ecetsav, G: 0,1 mol/l ecetsav)
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5.52. abra Kiilonb6z6 kémiai kezelések hatasanak nyomonkovetése mikro-assay
eljarassal (A: 100x higitott JA-oldat, B: 9 mmol/l H,O,, C:0,09 mmol/l HyO,; D: 5 mol/l
tejsav, E: 0,1 mol/l tejsav; F: 5 mol/l ecetsav, G: 0,1 mol/l ecetsav)

A 9 mmol/l hidrogén-peroxidot tartalmazo oldat gatolta ugyan a sejtek
szaporodasat, azonban a 24 6rds adatok enyhe novekedést mutattak. A 0,09 mmol/l
hidrogén-peroxid  jelenléte nem gatolta a LAB-sejtek novekedését, a
referenciaértékekhez hasonlé eredményeket kaptunk mindkét eljaréassal.

Az 5 mol/l tejsav gatolta a sejtek szaporodasat mindkét modszer eredményei
szerint. Az EC-OWLS eljarassal mért eredmények szerint az els@ orakban csokkent a
sejtek szama, majd a vizsgalat masodik szakaszdban mar lassu sejtnovekedés
tapasztalhatd. A referenciamodszerrel ez a tendencia nem jelent meg, de az inkubacid
végén a sejtndvekedés ugyancsak mérhetd. Ennek egy feltételezhetd oka, hogy a sejtek
egy része elpusztult, és ezt okozta az EC-OWLS jelek csokkenését.

Ecetsav (5 M) hatasara a sejtkoncentracio6 minden esetben elmaradt a
referenciaértékektdl, de ez esetben is a kiinduldsi értéknél nagyobb koncentraciot
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mértlink. A higabb ecetsavoldat jelenlétében mindkét modszerrel a referenciaértékekhez
hasonl6 novekedést tapasztaltunk.

A fenti kisérlet igazolja, hogy a vizsgalt stresszfaktorok koziil a legnagyobb hatasa a 9
mmol/l hidrogén-peroxidnak és az 5 mol/l tejsavnak van a L. plantarum 2142-sejtek
szaporodasra, ami egybevag az EC-OWLS mérés eredményeivel. Ugyanakkor a
referenciavizsgalatokhoz 24 0Ords inkubacio sziikséges, az EC-OWLS modszerrel
Iényegesen rovidebb id0 alatt kaptuk meg az eredményeket.

Osszefoglalva az eredményeket, EC-OWLS technika alkalmazasaval
polarizalé potencial (1 V) hatasara nativ L. plantarum 2142-sejtek rogzitését
sikeriilt megvalodsitani a szenzorcellaban. A vizsgalatok bizonyitottak, hogy az élo
és hokezeléssel elpusztitott sejtek megkiilonboztethetéek, ha a mintak azonos
koncentracioju sejtet tartalmaznak. Az €16 LAB-sejtek elektrokémiai cellaban valo
rogzitése lehetové tette a kémiai stresszt okozé vegyiiletek hatasanak
tanulmanyozasat. A kiilonb6z6 kémiai kezelések LAB-sejtek szaporodasara
kifejtett hatasara EC-OWLS modszerrel kapott eredményeket
referenciamodszerként mikro-assay eljarassal hasonlitottuk éssze. Az EC-OWLS
mérések eredményei igazoltak, hogy a L. plantarum 2142-sejtek szaporodasra a
vizsgalt stresszfaktorok koziil legnagyobb hatiasa a 9 mmol/l hidrogén-peroxidnak
és az 5 mol/l tejsavnak van.

5.5.2. Escherichia coli sejtek mennyiségének meghatarozasa immunszenzorral

E. coli B200 baktérium szelektiv meghatarozasara immunszenzort fejlesztettiink
ki és vizsgaltuk az ¢l6 és hodkezeléssel elpusztitott sejtek mérésekor kapott jelek
nagysagat OWLS detektalassal. Az eredményeket az Adanyi és mtsai (2006b), Szendrd
és mtsai (2008), valamint a Szendrd és mtsai (2012) tudoményos cikkekben ismertettiik.

Anti-E.coli  antitest rogzitésével az aminoszilanizalt STO-szenzoron
immunszenzort fejlesztettiink ki. Az eldkisérletek alapjan az aminoszilanizalt szenzor
felszinére 100x higitott antitestet rogzitettiik glutaraldehiddel (2,5%). Az antitest és a
sejtek méréséhez 16,6 mmol/l (pH 7,4) foszfatpuffert alkalmaztunk. A kalibracios gorbe
készitéséhez 10°-10° TKE/ml él6 sejtet tartalmazé oldatot injektaltunk. A 10°-10°
TKE/ml toménységti mintak esetében csak kis jeleket mértiink (4-8 egység). A linearis
méréstartomany 10°-10° TKE/ml értékiinek adodott, a 10° TKE/ml toménységli E. coli
minta esetében a jel nagysadga 21,3+£3,6 egység volt. Kordbban az EC-OWLS
mérésekkel kiillonbséget tudtunk tenni az ¢l6 és a hdokezeléssel elpusztitott LAB-sejtek
kozott (1d. 5.5.1.2. fejezet), most vizsgaltuk, hogy az immunszenzorral taldlunk-e
hasonld kiilonbséget. A hdkezelést a megfeleléen higitott mintakkal végeztiik, és
egymas utan mértiik az €10 €s a hdkezeléssel elpusztitott sejteket. Az immunszenzorral a
hokezeléssel elpusztitott sejtekre szignifikdnsan nagyobb jelet kaptunk, mint az ¢€l6
sejteket tartalmazo mintikra. A dinamikus méréstartomany szélesebb, 10°-10° TKE/ml
koz6tt volt, a 10° TKE/ml minta esetében a jel nagysaga 33,8+4,5 egység. Az 5.53. abra
a 10® és 10° TKE/ml toménységii €16 és hokezeléssel elpusztitott sejtek szenzorvalaszat
mutatja.

Az €16 és a hokezeléssel elpusztitott sejtekbdl azonos higitassal készitettiink
oldatot (10° TKE/ml), majd a két oldatot kiilonbdzé aranyban elegyitettiik (0, 5, 10, 25,
50, 75, 100% ¢€16 sejtek), és a mintakat az immunszenzorral mértilk. Az eredmények
szerint az ¢l0 sejtek csak kis jeleket adtak (8,0+0,6 egység), mig az azonos toménységi,
de novekvo aranyban hékezeléssel elpusztitott sejteket tartalmazo minték jele ardnyosan
novekedett (5.54. abra).
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5.53. abra E16 és hdkezeléssel elpusztitott E. coli B200-sejtek immunszenzoros jele
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5.54. ébra E. coli immunszenzoros jele az €16 és hokezeléssel elpusztitott sejtek
aranyanak fiiggvényében (10° TKE/ml E. coli B200)

Osszefoglalva immunszenzort dolgoztunk ki E. coli-sejtek
koncentraciojanak meghatarozasara. Kiilonbséget talaltunk az ¢él6 és a
hokezeléssel elpusztitott sejtek szenzoros jele kozott, a hokezeléssel elpusztitott
sejtek szignifikinsan nagyobb jelet adtak azonos koncentraciéoban, mint az élo
sejtek. Az él6 sejtekkel a dinamikus méréstartomany 10°-10° TKE/ml értékiinek
adodott, a 10° TKE/ml téménységii minta esetében a jel nagysaga 21,3+3,6 egység.
A hékezeléssel elpusztitott sejtek esetében a dinamikus méréstartomanyt 10°-10°
TKE/ml kozott talaltuk, a 10° TKE/ml minta esetében a jel nagysiaga 33,8+4,5

egység.
5.5.3. Bioszilika alapti immobilizalas valos idejii bioszenzorok fejlesztésére

Munkénk soran szilicium-oxid-tartalmt szenzor feliiletén vizsgaltuk szilikatein
enzim ¢&s tetra-etoxi-szilan (TEOS) jelenlétében a bioszilikaréteg kialakulasat, majd a
szilikateinnnel modositott baktériumsejtek kiméletes korilmények kozott torténd
rogzitését. Az 1) eljarassal rogzitett E. coli BL21Al-sejteket mikrobidlis szenzorként
alkalmazva tanulményoztuk a kiilonb6z6 szermaradvany és antibiotikum kimutatasanak

lehetdségét.

100



dc_457 12

Korabbi eredmények igazoltak, hogy az EC-OWLS technika alkalmas az ¢16 ¢és
hokezeléssel elpusztitott sejtek megkiilonboztetésére, valamint a sejteket ITO-szenzor
feliletén rogzitve kiillonbozd stresszfaktorok mikrobdkra gyakorolt hatasanak
tanulmanyozéasara. Ennek a munkénak mintegy folytatdsaként 0 tipusu mikrobialis
bioszenzorokat fejlesztettiink, a moddositott E. coli BL21AI sejteket szilikatein
enzimmel katalizalt bioszilika segitségével rogzitettiink. A rogzitett sejtekkel felszini
gatlo hatas alapjan. Az eredményeket az Adanyi és mtsai (2013a, 2013b) tudoményos
kozleményekben ismertettiik.

5.5.3.1. Bioszilika képzddésének tanulmanyozasa

A bioszilika alapu sejtrogzités fejlesztésének elsd 1épéseként a szilikatein enzim
katalizélta reakciot tanulmanyoztuk, igazolni kivantuk a bioszilika kialakulasat az STO-
szenzor feliiletén.

5.5.3.1.1. Az STO-szenzor feliiletmodositasanak hatdsa

Feltételezésiink szerint a szilikatein enzim jelenlétében ¢és megfeleld
koriilmények kozott a  sziliclumot tartalmazd szenzor feliilet¢thez kotddve
polimerizalodik a TEOS monomer. Ezért a szenzor felszinének megfeleld elokészitése a
mérések alapjat képezi, vizsgaltuk az eldkezelések sziikségességét, illetve igazolni
kivantuk, hogy nem csupan adszorpcio jatszodik le a szenzor feliiletén. Aramlo
rendszerben injektaltuk a szilikatein enzimet (SC, 4,8 pg/ml), majd haromszor egymas
utan a TEOS monomert (0,9 mmol/l).
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5.55. ébra A szilikatein enzim ¢és a poliszilika jele a felilletmodositas hatasara a
szilanizalt STO-szenzoron EC-OWLS rendszerben
(SC 4,8 ng/ml; TEOS 0,9 mmol/1)

A rogzitési kisérleteket tisztitott (de nem hidratalt), hidratalt, valamint APTS
reagenssel szilanizalt STO-szenzorokon végeztiik el (5.55. dbra).

Az eredeti tisztitott szenzor feliiletén az enzim ugyan adszorbealddott, de
bioszilika-réteg kialakulasara, rogzitésére nem megfeleléek a koriilmények, a harom
injektalas utan a jelek Osszege mindossze 13 egységnek adodott. A szilanizalt feliilet
kevésbé alkalmas a bioszilika-réteg adszorpcidjdhoz, mindossze 10 egységet mértiink.
A legjobb eredményt a hidratalt szenzorok esetében kaptuk, kozel 30 egységet mértiink
a TEOS harom injektalasat kovetden. Ezzel a kisérlettel bizonyitottuk, hogy az STO-
szenzor feliiletéhez kapcsolodnak a képzddott poliszilika-molekuldk. Az eredmények
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alapjan megallapitottuk, hogy a hidratalas elengedhetetlen 1€pés a megfeleld bioszilika-
réteg kialakitasdhoz, igy a tovabbiakban hidratalt feliileti szenzorokat alkalmaztunk.

5.5.3.1.2. Bioszilika-réteg kialakitasa

Az enzimreakcid optimalis homérseékletének meghatdrozasara vizsgaltuk a
hidratalt szenzor feliiletén létrejott bioszilika-réteg tomegét. A termosztat hdmérsékletét
valtoztatva 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C ¢és 30 °C-on végeztiik el a méréseket. Alacsony, 5
°C-os hémérsékleten az enzim adszorpcidja és az enzimreakcio is lassan ment végbe, az
adszorbedlddott enzim, €és a bioszilika jele is minddssze 10 egység koriili értéket
mutatott. A hdmérséklet novelésével, 15 °C-on kaptuk a legnagyobb jeleket a bioszilika
képzddésére (60 egység), mig magasabb hdmérsékleten ismét kisebb jeleket kaptunk.
Ezért a tovabbi mérésekhez 15 °C-ot alkalmaztunk.

A mérések soran az 4ramldsi sebesség hatarozza meg, hogy a minta mennyi
ideig tartozkodik a szenzorcelldban, ezért vizsgaltuk az aramlasi sebesség hatasat
(0,035; 0,07; 0,12 és 0,16 ml/perc). A legnagyobb jelet 0,07 ml/perc aramlasi
sebességnél mértiik (5.56. abra). Ez az aramlasi sebesség alkalmas a megfeleld
bioszilika-réteg kialakuldsdhoz, igy a tovabbi mérésekhez ezt az dramldsi sebességet
valasztottuk.
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5.56. abra Az aramlasi sebesség hatasa a poliszilika jelére a szilanizalt STO-szenzoron
EC-OWLS rendszerben
(SC 4,8 ng/ml; TEOS 0,9 mmol/1)

5.5.3.1.3. A szenzor feliiletének regenerdlasa, a kialakitott bioszilika-réteg stabilitisa
A folyamatos mérések soran az egyik alapkérdés, hogy a szenzoron kialakitott
bioszilika -réteg mennyire stabil a szokésosan alkalmazott regeneralasi eljéréssal
szilikatein enz1met adszorbedltunk a szenzoron (5.57. abra A), majd 50 mmol/l
koncentracioja  HCl-oldatot aramoltatva lemostuk az enzimet a hidratalt
szenzorfeliiletrdl. Ezt kdvetden Gjra enzimet injektaltunk (B), amelynek a jele kozel
azonos volt az eldzdvel (50-60 egység), igazolva, hogy az elsdként injektalt enzimet a
varakozasunknak megfeleléen -eltavolitottuk a szenzor feliiletérdl, s a masodik
enzimminta is azonos jelet adott. A bioszilika-réteg kialakitdsahoz 0,9 mmol/l
koncentracioji  TEOS-oldatot injektaltunk haromszor egymdas utdn az enzim
adszorbedlasa utdn, majd ezt kovetden ismét sosavas lemosdst alkalmaztunk. Az
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alapvonal alapjan lathato volt, hogy a sosavas lemosast kdvetden a bioszilika-réteget
nem tavolitottuk el. Ujboli enzim injektildsa (C) is bizonyitja, hogy a kialakult
bioszilika nem tavolithato el savas lemosassal a szenzor feliiletérol, mindossze 20-25
egységnyi jelet kaptunk az enzim ismételt injektalasara.
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5.58. ébra Szilikatein képzddése a szenzor feliiletén folyamatosan araml6 rendszerben

Az 5.58. abran egy mérés diagramja lathato. a mérést 15 °C-on, 0,07 ml/perc
aramlasi sebesség mellett TRIS pufferben (pH=7,4) végeztiik. A szilikatein enzimet 2,4
ng/ml koncentracidoban, a TEOS-t 0,9 mmol/l koncentracidban alkalmaztuk. A hidratalt
szenzor feliiletére elsd 1épésben enzimet adszorbealtunk, majd erre hdromszor TEOS-t
injektalva létrehoztuk a bioszilika-réteget. A TEOS-injektalasok soran 10-15
tomegegységnyi bioszilika keletkezett. A harmadik TEOS-injektalasnal lathato, hogy a
szenzor feliilete telitddott, az injektalt oldat egy része kimosddott a rendszerbdl, a
szenzor feliiletén, vagy az enzimmolekuldk kozelében méar nem maradt tovabbi
alkalmas hely a bioszilika kotédéséhez.

5.5.3.1.4. A szilikatein koncentrdciojanak hatdsa a bioszilika kialakuldsdra

s

(24; 4.8; 2,4 pg/ml) injektaltunk (5.59. abra), és vizsgaltuk az enzim adszorpciojat,
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valamint az enzimkoncentraci6 hatasat a bioszilika-réteg kialakulasdra. Az enzim
koncentracidja csak kis mértékben befolydsolta a rogzitett enzim jelét, nem nétt a jel
szignifikansan a toményebb oldat hatasara, a szenzor telitetté¢ valt mar kis koncentracid

alkalmazéasanal 1is. Ugyanakkor, minél nagyobb koncentracioji enzimoldatot
injektaltunk, annal kevesebb bioszilika képzddott a szenzor feliiletén, ha egymas utan

T

crer

enzimoldatot injektalva értiik el a bioszilika jelének maximumat, 72 egységet, igy a
tovabbi mérésekhez ezt a koncentraciot alkalmaztuk.
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5.5.3.1.5. A TEOS koncentraciéjanak hatdsa a bioszilika kialakuldsara a szenzor

felszinén
A szenzorra 2,4 ug/ml higitdsu enzimoldatot adszorbedltatva vizsgaltuk a TEOS

crer

T

tomény, itt mar enzimgatlas Iépett fel. Ennek oka lehet egyrészt a TEOS monomer
toménysége, azonban felmeriilhet az enzimreakcié soran képzddd etanol gatld hatésa is
az enzim aktivitdsara. A legnagyobb jeleket 0,9 mmol/l és 0,45 mmol/l TEOS
injektalasaval mértiik, elsd esetben 32,4 és 26,9 egységet, a masodik esetben pedig 26,1
¢€s 29,7 egységet.
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5.5.3.2. Szilikatein enzim latszolagos Michaelis-konstansanak meghatarozasa

Az adszorbedlt szilikatein-réteg enzim aktivitasdnak vizsgalatdit a kordbban
meghatarozott optimalis koriilmények beallitasaval végeztik. A TEOS spontan
polimerizacidjat a szenzoron kozel azonos koriilmények kozott kivantuk bemutatni,
TEOS-oldat tartozkodasi ideje az atfolyd cellaban az injektalt térfogat (200 pl) és az
aramlasi sebesség (0,07 ml/perc) ismeretében 2,86 percnek adodott egy injektalasra. Az
egymds utan injektdlt TEOS-mintdk jelét a ndovekvd tartozkodasi idéhéz rendelve
Osszegeztik, igy tudtuk a latszolagos reakcidsebességet meghatarozni. A méréseknél a
TEOS-standardokat 0,045 mmol/l és 1,8 mmol/l k6zotti koncentracidban alkalmaztuk.
A szilikatein enzim katalitikus hatasara jelentésen nétt a bioszilika képzddésének
sebessége a BSA-val mért értékekhez képest (5.61. abra).
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A TEOS spontan polimerizalddik, adszorbealddik a szenzor felszinén, azonban a
keletkezett bioszilika jele széles hatarok kozott valtozott (2,8-9,4 egysé€g) és fiiggetlen
az injektalt TEOS koncentracigjatél. A reakcid sebességet a tartozkodasi 1dd
fliggvényében a bioszilika képzddésekor mért tomeg/feliilet egység értékeibdl
kiszamitva, és a TEOS koncentracio fiiggvényében abrazolva, meghatdrozhato a
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Michaelis-konstans (Ky) értéke. Mivel a maximalis reakciosebesség meghatarozasa
altalaban nehézségekbe litkozik, ezért a Ky értékek szamitdsa bizonytalan. A
Lineweaver—Burk-egyenlet alkalmazasaval grafikusan hataroztuk meg a Ky értékét, a
kapott adatokat az 5.13. tablazatban foglaltuk 6ssze. Ezek az értékek a szilikatein enzim
latsz6lagos Michaelis-konstansat adjdk meg, az STO-szenzoron valé immobilizalasrol /
polimerizaciorol az adott koriilmények kozott adnak informaciot, ezért alkalmaztuk a
mol/cm’® mértékegységet. Az eredmények alapjan beigazolodott, hogy a TEOS spontan
polimerizaciora hajlamos (5,09x10™ mol/cm?, 15 °C).

A homérséklet jelentdsen befolyédsolta a polimerizacidt €és az immobilizaciot.
Kiilsndsen érdekes, hogy 25 °C-on a latszélagos Ky (1,02x10™" mol/cm?) kissé
csokkent a 15 °C-on mért értékhez (1,62x10™"" mol/cm?) képest. Ezt a jelenséget csak
akkor tudnénk egyértelmlien megmagyarazni, ha tudnank a ténylegesen keletkezett és
az immobilizalt bioszilika mennyiségét, illetve annak aranyat. Feltételezziik, hogy a Ky
értéke ugyan né a hdmérséklet novelésével, azonban az immobilizalt bioszilika aranya
csokkent, ami a latszolagos Ky értékének csokkenését jelenti. Az eredmények alapjén a
tovabbi kisérleteket minden esetben 15 °C-on végeztiik.

Homérséklet (°C) | Latszolagos Ky érték (mol/cm®)
BSA 15 5,09E-12
Szilikatein enzim 5 8,20E-12
Szilikatein enzim 15 1,62E-11
Szilikatein enzim 25 1,02E-11

5.13. tdblazat Szilikatein enzim latszolagos Ky értéke

5.5.3.3. Mddositott E. coli-sejtek rogzitése, bioszenzor fejlesztése

Miutan igazoltuk, hogy a szilikatein enzim jelenlétében a TEOS monomer
polimerizalodik az STO-szenzor felszinén, megvizsgaltuk, hogy a moddositott E. coli
BL21AI-sejteket miként tudjuk régziteni a bioszilika segitségével a szenzor feliiletén.
Immunszenzorral kimutattuk, hogy a sejtek felszinén megjelenik a szilikatein enzim,
tehat termelddhet bioszilika.

5.6.3.3.1. Szilikatein kimutatisa a mddositott sejtekben OWLS alapu
immunszenzorral

A mikrobidlis szenzor fejlesztése soran a modositott E. coli BL21Al-sejteket
kivantuk a szenzor feliiletén bioszilika segitségével immobilizalni, ezért vizsgaltuk,
hogy a szilikatein enzim jelenléte kimutathatd-e a rekombindns E. coli-sejtek feliiletén.
Ennek a vizsgalatnak az elvégzésére OWLS alapti immunszenzort fejlesztettiink ki a
modositott E. coli-sejtekben a szilikatein kimutatdsdra. Az immunmérésekhez az anti-
szilikatein antitestet a mar korabban ismertetett glutaraldehides eljarassal rogzitettiik az
STO-szenzor felszinén. A  sziikséges antitestkoncentracidé meghatarozasdhoz
szilikatein enzimet rogzitettiink glutdraldehiddel, majd erre a feliiletre 10000x — 500x
higitasu szilikatein antitestet injektaltunk. Az immunreakcid soran az antitest kotédott a
szenzoron rogzitett szilikateinmolekuldkhoz, és a koncentraci6 fliggvényében ndvekvo
jeleket mértiink. A 2000x higitas esetében 10-12 tomegegységet mértiik, ez bizonyult a
megfeleld antitestkoncentracionak a tovabbi mérésekhez.

Az elozé mérések alapjan alkalmasnak talalt 2000x higitasi anti-szilikatein
antitestoldatot alkalmazva rogzitettik az antitesteket glutaraldehiddel (2,5%) a
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szilanizalt chip feliiletén. Erre az érzékenyitett feliiletre injektaltunk 107-10° TKE/ml
5.62. 4dbra mutatja a két E. coli-torzs jele kozotti kiilonbséget, illetve bizonyitja a
szilikatein enzim kifejez0dését (expressziojat) a sejt felszinén. Mig az E. coli B200-
torzs esetében minddssze 2-5 tomegegységnyi jelet kaptunk, addig a rekombinéns torzs
esetében 20-35 tomegegységnyi jelet mértiink az injektalt mikroba koncentracidjatol
fliggben. Az eredmények alapjan a sejtfal kiilsején megjelend szilikatein enzimmel
lehetdvé valik a bioszilikaval rogzitett mikrobialis szenzor fejlesztése.

40 T
B Kontroll sejtek

B E. coli (SC) I

30 T

20 T

tomeg/feliilet (egység)

10 T

]

1.E+07 1.E+08 1.E+09
E. coli (sejtszam/ml)

5.62. dbra A modositott E. coli BL21AI- és az E. coli B200-referenciasejtek
immunvalasza (2000x higitott anti-szilikatein antitest)

5.5.3.3.2. Az elokezelés hatdsa a sejtek rogzitésére

Miutédn bizonyitottuk, hogy a szilikatein enzim megjelenik a sejtek felszinén,
vizsgaltuk, hogy a modositott sejtek milyen elokészités utan rogzithetdek megfelelden.
A modositott E. coli-sejtek (10° TKE/ml ) egy részét elegyitettik 2.4 pg/ml
harmadik részéhez enzimet és TEOS-oldatokat is adtunk. Elegyités utan azonnal, 1 és 3
ora elteltével injektaltuk az oldatokat. A TEOS reagenssel kevert sejtek esetében a
kialakul6 bioszilika-rétegen a baktériumsejtek 1ényegesen nagyobb jelet adtak, mint a
TEOS nélkiil kezelt sejtek esetében, a jelek 1 illetve 3 ora elteltével mar csak kis
mértékben ndvekedtek. Azt is megallapitottuk, hogy az enzim adagoldsa nem noveli a
jeleket, ezért azt nem is alkalmaztuk a tovabbiakban.

Vizsgaltuk a sejtkoncentracid fiiggvényében a mért jelek nagysagat, azaz a
modositott E. coli-tenyészeteket 0,48 mmol/l TEOS-oldattal elegyitettiik, majd 3 ora
inkubalas utan injektalva vizsgaltuk a sejtek jelét a hidratalt szenzor feliiletén (5.63.
névekedtek, majd 10° TKE/ml sejtkoncentracio felett a jelek az adott koriilmények
kozott mar nem ndttek tovabb.

Az el6z6 eredmények alapjan feltételeztiik, hogy ha a médositott E. coli-sejteket
mar a szaporitas soran TEOS reagenssel eldkezeljiik (1d. 4.3.10. fejezet ), stabilabb és
nagyobb jelet kapunk a rogzités soran, és egyszeriibb lesz a rogzitési eljaras is. Az
elékezelés utan a jeleket még tovabb novelhettiik, ha a vivd puffer aramat kétszer 10
percre megallitottuk injektalas utdn, novelve a sejtek rogzitéséhez rendelkezésre allo
reakcioidot (5.64. abra).
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5.63. dbra A mddositott E. coli BL21Al-sejtek jele a koncentracio fiiggvényében
(Xz/szabadségi fok: 0,43; R*: 0,99)

250 A

tomeg/teriilet (egység)

p— et [\
n S n S
< < < <

| | | |

idé (min)

5.64. édbra E. coli BL21Al-sejtek szenzorvalasza az elékezeléstdl fliggden
(2x10° TKE/ml )

A TEOS reagenssel inkubalt sejtekkel (SC+) mért jelekhez képest a mérés elott
TEOS reagenssel kezelt (SC- +TEOS) sejtek 10%-kal, a TEOS nélkiil (SC-) inkubalt
sejtek pedig 25%-kal kisebb jelet adtak, és instabilak lettek, folyamatos kimosodas
tapasztalhatd. Eredményeink szerint tehat a SC+ eldkezelt modositott sejteket lehetett
stabilan, reprodukalhatdan rogziteni a szenzor feliiletén.

5.5.3.4. A modositott E. coli alkalmazasaval kialakitott gatlasi szenzorok
Referenciaméréseket végeztiink hagyomanyos modszerrel (1d. 4.2.5.5. fejezet) a
modositott sejtek és a E. coli B200-torzs biologiai tulajdonsadganak dsszehasonlitisara.
Vizsgaltuk a kdrnyezeti szennyezd anyagoknak a sejtek szaporodasara, illetve annak
gatlasara gyakorolt hatasat a két sejtkultira oldataban. A gatlasi kisérletek soran
kiilonboz6 vegyliletek hatasat vizsgaltuk, a hidrogén-peroxid és a kloramfenikol gatld
hatasat feltételeztiik, a penicillin G hatasa kérdéses volt, mig az igen toxikus karbofuran
feltehetéen nem hat a kolinészterazaktivitassal nem rendelkezd sejtekre. A
referenciamérés eredménye alapjan a hidrogén-peroxid (0,78-400 mg/1) hatdsa csak 400
mg/l koncentracio folott mutathatd ki mindkét torzs esetében. A kloramfenikol (0,78-
100 mg/l) mar 1,56 illetve 3,125 mg/l koncentraciondl kifejtette a gatld hatdsat, mig a
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penicillin G (0,78-100 mg/l) gatlasat csak a referenciatorzsnél tudtuk kimutatni. A
karbofuran (0,001-10 mg/l) az alkalmazott koncentracidtartomanyban nem mutatott
gatlast. A gatlast mutatd kémcsovekbdl ismételten atoltottunk BHI taplevesbe 0,1 ml
térfogatot €s 37 °C-on 24 h inkubdcioval vizsgaltuk, hogy a sejtek életben maradtak-e.
Minden esetben a gatld hatas megsziintével szaporodtak a sejtek, a vizsgalt anyagok
nem okoztak a sejtek elpusztulasat.

5.5.3.4.1. A hidrogén-peroxid hatdsa

Az 5.5.3.3.2. fejezetben ismertetett eljarassal rogzitett sejtekkel vizsgaltuk a
kiilonb6z6 gatldszerek hatdsat ugy, hogy az alapvonal stabilizalédasa utan az adott gatld
anyagot a pufferbe adagolva hosszabb ideig aramoltattuk azt a szenzoron at.

A modositott sejtek kiilonbozd toménységli hidrogén-peroxiddal szembeni
toleranciajat tanulmanyoztuk. A kiilonbozé elékezelések utan rogzitett sejtekkel (2x10°
TKE/ml) az alapvonal stabilizdlédasa utan vizsgaltuk a H,O, (3 g/l) hatasat. Az
tartalmazd szenzorral is, hogy igazoljuk a sejtekre gyakorolt hatasat. Kiilonosen
szembetlind, hogy a SC+-sejteket tartalmazd szenzoron a H,O, hatdsara a korabban
stabilizalodott alapvonalhoz képest negativ jelet kaptunk. Ez azzal magyardzhat6, hogy
feltehetéen a H,O; a sejtek falat timadta (5.65. abra).

50 T
%

2 07T ——3000 mg/l
) —— SC-+TEOS
= SC- +TEOS
E SC+

& ——SC+

£

= —SC+

idé (min)

5.65. abra Hidrogén-peroxid (3 g/l) hatasa a kiilonb6z6 modon kezelt E. coli BL21AlI-
sejtek szenzorjelére (2x10° TKE/ml )

A hidrogén-peroxidot kiilonb6zo toménységben alkalmazva a gatldo hatas
novekedett a koncentracid fliggvényében (5.66. abra). A 30 mg/l H,O, hatdsara még
hatdsdra mar vizszintes jelet kaptunk, ami a referenciamérés alapvonaldnak kismértékii
novekedéséhez képest mar csokkenésnek szamit. A 3 g/l toménységli H,O, injektalasa
utan 40 perccel 15, 20 és 28 egységgel kisebb jeleket kaptunk, egyértelmiien jelezve a
szer gatld hatasat. A kiilonboz6 szenzorokkal mért parhuzamos mérések eredményei jol
megfeleltek egymdasnak.
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5.66. 4dbra Kiilonboz6 toménységli hidrogén-peroxiddal kezelt modositott E. coli
BL21Al-sejtek jele (SC+, 2x10° TKE/ml)

5.5.3.4.2. Kloramfenikol hatdsa
Hasonl6 modon vizsgaltuk a kléramfenikol (CAP) hatasat a rogzitett modositott

sejtekre (5.67. abra). A 2 mg/l CAP referencia jeléhez (92 egység) viszonyitva
szignifikans eltérés tapasztalhatd, SC- +TEOS-sejtekre a jel 53 egység, mig SC+-
sejteket rogzitve a jel 31 egységnek adodott 50 perc elteltével.

120
100 +
= 80 T
i —2 mg/l
g 60— I SC- +TEOS
k3] —SC+
5 407 s
g
= 207
:E 0 : : |
100 120 140 160

idé (min)
5.67. 4dbra Kloramfenikol (2 mg/1) hatasa a kiilonb6z6 modon kezelt E. coli BL21AI-
sejtek szenzorjelére (10° TKE/ml)

Kiilonb6zo6 koncentracidju CAP-oldatot (0,1, 1, 2 mg/ml) aramoltatva a rogzitett
E. coli BL21AlI-sejteket tartalmazé mérScellan keresztiil (10° TKE/ml), a gorbék
jelentdsen kiilonboztek egymastol, jelezve a sejtekre gyakorolt gatld hatast a CAP

crcr
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5.68. abra Kiilonboz6 toménységli kloramfenikollal kezelt E. coli BL21AI (SC+) -sejtek

jele (10° TKE/ml)

120 T
% 100 +
2
)
é" 80 T+
2 60T
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E. coli (SC+, TKE/ml)

5.69. ébra E. coli BL21Al-sejtek szenzorjele kloramfenikol egymas utdn tobbszori
injektalasaval (2 mg/l CAP)

Amint azt a referenciamérésekkel igazoltuk, voltak sejtek, amelyek taléltek a
kezelést, a sejtek életben maradtak, nem tapasztaltunk pusztuldst, ezért a szenzorokon
rogzitett sejtekre egymads utan tobbszor injektaltunk mintat. Az 5.69. abra a 2 mg/l CAP-
oldat egymas utani injektdlasara mért eredményeket mutatja be. A CAP-oldatot 30
percig aramoltattuk, majd 30 perc pufferes mosas utan ismét 30 percig aramoltattuk
ugyanazt a CAP-oldatot. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a szenzoron tobb
mérés is elvégezhetd egymads utan, az eredmények jol megfeleltek egymasnak, a jelek
azonos nagysaguak és alakuak voltak, jelezve az Oket ért ismételt gatlo hatast. A CAP
antibiotikum egyarant gatolja a Gram+ ¢és a Gram- baktériumok fehérjeszintézisét
(Abdel-Sayed, 1987). Feltételezhetéen a CAP intracellularisan koncentralodik a sejtben,
a szerz6 a kornyezetben talalhatonal 1ényegesen nagyobb koncentracidt mért E. coli- és
P. aeruginosa-sejtekben egyarant. Ez a jelenség lehet az altalunk mért jelek
novekedésének az oka.

5.5.3.4.3. A penicillin G hatdsa

A penicillin G B-laktdm antibiotikum, rendszerint a Gram+ baktériumok ellen
alkalmazzak, a sejtfalban gatolja a peptidogliikan-keresztkotések 1étrejottét. Gram-
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baktériumok nem vesztik el a sejtfalat, a sejtek alakja azonban valtozik, ,,gombolytibb”
lesz. Feltételezés szerint ezt az alakvaltozast kdvethetjiik nyomon a szenzorral.

A SC- sejtekhez képest a SC-+TEOS-kezelés utan csekély eltérést tapasztaltunk,
mig a SC+ sejtekkel harmadara csokkentek a jelek (5.70. 4bra). Kiilonbozo

mg/l hatasara 22 egység, mig 10 mg/l penicillin G hatdsara 63 egység jelet kaptunk. A
jel novekedése feltételezhetden a sejtek alakjanak valtozéasara utalhat.

80 T
—SC-
—SC-+TEOS
60 + —SC-+TEOS

—SC+

40 -

tomeg/teriilet (egység)

idé (min)

5.70. &bra Penicillin G (1 mg/1) hatésa a kiilonb6zé moédon kezelt E. coli BL21Al-sejtek
szenzorjelére (2x10° TKE/ml)

— 10 mg/1

tomeg/teriilet (egység)

120 140 160 180
id6 (min)
5.71. abra Kiilonb6z6 toménységli penicillin G antibiotikummal kezelt E. coli BL21AI
(SC+) -sejtek jele (2x10° TKE/ml)

5.5.3.4.4. A karbofuran hatdsa
A karbofuran (CF) egyike a legtoxikusabb karbamat tipusu novényvédo

szereknek, az acetil-kolinészteraz enzimek miikodését gatolja. A moddositott E. coli-
mg/l koncentraciojinal toményebb oldat hatdsira csekély jelndvekedést tapasztaltunk

(5.72. abra). Ez a hatas annak ellenére mérhetd, hogy az E. coli-sejteknek irodalmi
adatok szerint nincs kolinészterazaktivitdsa. Ugyanakkor a detektalas als6 hatara 1 mg/l
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karbofuran, nem elégséges a felszini vizeket esetlegesen szennyezd karbofuran
kimutatasara.

40 T
3

2 —10 mg/l
g 1 mg/l

2 —— 0.1 mg/l
5 ——0.01 mg/l
E;

£

E

id6 (min)

5.72. ébra Kiilonb6z6 koncentracidju karbofurannal kezelt E. coli BL21AI (SC+) -sejtek
jele (10° TKE/ml)

Osszefoglalasként megallapithato, hogy valés idében vizsgaltuk a bioszilika
képzoédését szilikatein enzim és TEOS monomer jelenlétében az OWLS szenzor
szilicium-oxid — titin oxid (STO) feliiletén. Meghataroztuk a szilikatein enzim
latszolagos Michaelis-konstansat az STO-szenzoron valé immobilizalasra /
polimerizaciora vonatkozoan. Az eredmények alapjan beigazolodott, hogy a TEOS
spontan polimeriziciéra hajlamos (5,09x10"? mol/cm? 15 °C). A hémérséklet
jelentésen befolyasolta a polimerizaciot és az immobilizaciot, kiilonosen
érdekesnek talaltuk, hogy 25 °C-on a latszolagos Ky (1,02x10™"" mol/cm®) kissé
csokkent a 15 °C-on mért értékhez (1,62x10™"" mol/cm?) képest. Az eredmények
alapjan a tovabbi kisérleteket minden esetben 15 °C-on végeztiik.

Anti-szilikatein antitestet rogzitve immunszenzorral igazoltuk, hogy a
szilikatein enzim jelenléte kimutathaté a rekombinans E. coli-sejtek feliiletén.

TEOS reagenssel elokezelt E. coli BL21Al-sejteket alkalmazva vizsgaltuk a
sejtkoncentracio fiiggvényében a mért jelek nagysagat, azaz a szenzor feliiletén
valo kotédést. A 10’-10° TKE/ml koncentraciéji oldat injektilasaval a jelek
exponencialisan novekedtek, majd 10> TKE/ml sejtkoncentracio felett a jelek az
adott koriilmények kozott mar nem néttek tovabb.

A mddositott E. coli BL21AI alkalmazasaval 0j tipusu gatlasi szenzorokat
fejlesztettink ki, a  szenzorok alkalmazhatésagat szennyezéanyagok,
szermaradvanyok kimutatasaval igazoltuk.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az értekezésben Osszefoglalt eredmények, amelyek sokrétli hazai és
nemzetkozi egyiittmiikodések keretében jottek létre, bizonyitjak, hogy az OWLS
technika igen sokoldaltian alkalmazhaté mind immunszenzorok, mind mikrobialis
szenzorok fejlesztésére. A folyamatosan aramld mérd rendszer kialakitasat kovetden
az STO feliileti szenzorok moédositasara eljarasokat dolgoztunk ki, amelyek lehetévé
tették az immunszenzorok kialakitasat, az adott célvegyiilet meghatarozasahoz
sziikséges biomolekuldk rogzitését. Ezen szenzorokkal elsésorban kismolekulaja
szennyezOanyagok (ndvényvédd szerek, mikotoxinok, biogén aminok) kimutatasara,
valamint a biomarkernak tekinthetd vitellogenin fehérje meghatirozédsara alkalmas
eljarasokat dolgoztunk ki. Kisérleteink soran ugyan minden esetben a szenzorfejlesztés
volt a f6 célunk, azonban minden 0j célvegyiilet meghatarozasara kialakitott eljaras
kidolgozasa egyedi problémakat vetett fel. Megallapithatd, hogy szelektivitas
tekintetében  eredményeink megfelelnek a  versengd ELISA  modszerek
szelektivitasanak, a kimutatisi hatar azonban tobb nagysagrenddel kisebb, mint a
hasonlé bioldgiai, biokémiai rendszert alkalmazd eljarasé, egyszerli minta-el6készitési
eljarasokat alkalmazva gyors mérési / monitorozasi lehetdség biztosithato.

Az elektrokémiai (EC)-OWLS méréstechnika lehetdségeit kihasznélva
mikrobidlis szenzorokat fejlesztettiink probiotikus sejteket rogzitve az ITO szenzorok
feliiletén és kémiai stresszfaktorok hatasat vizsgaltuk.

Bioszilika képzddésének segitségével E. coli BL21Al-sejtek ujszerti
rogzitésével fejlesztettiink ki inhibicios szenzort szennyezd anyagok sejtekre gyakorolt
gatlo hatasanak vizsgalatara.

Az 1) mérési modszerek felhasznalhatosagat lehetOség szerint valds mintdk
vizsgalataval igazoltuk, és ezen eredményeket referencia eljarasokkal nyert adatokkal
hasonlitottuk 6ssze.

6.1. Immunszenzorok fejlesztése és analitikai alkalmazasa

6.1.1. A szenzor idében Aallandd, stabil miikodésének érdekében folyamatosan aramld
injektalasos rendszert allitottunk 6ssze. Biomolekuladk rogzitésére alkalmas amino-
és epoxicsoportokat tartalmazd szenzorfeliiletet alakitottunk ki a szilanizalasi
eljaras optimalizalasaval laboratériumi koriilmények kozott. Vizsgaltuk a
vakuumszilanizalassal készitett szenzorok alkalmazhatésagat a kiilonbozo
rogzitési eljardsok soran. Az aminocsoportokat hordozé hullamvezetén
glutaraldehiddel (2,5%) kozvetlenil rogzitettik a biomolekuldkat, illetve
borostyankdsav anhidriddel (0,2%) karboxilcsoportta alakitva, az EDC/NHS
reagensek 0Osszetételét optimalizalva (0,4 mol/l EDC / 0,1 mol/l NHS; 1:1)
immobilizaltuk a fehérjemolekuldkat. Az epoxicsoportokat hordozo szenzoron
kozvetleniil lugos kozegben (pH=9,5) rogzitettiik a biomolekulékat.

6.1.2. Verseng6 immunszenzort fejlesztettiik ki trifluralin névényvéddszer-maradvany
meghatarozasara felszini vizekbdl, valamint gyiimdlcslevekbdl. A trifluralin
novényvédoszer-hatdbanyag  kimutatasira a  célvegyiiletb6l  haptént,
konjugatumokat ¢és ellenanyagot készitettiink. Az optimalizalt miikodési
paraméterek mellett a TRIS puffer oldatban (42 mmol/l, pH 7,4) mért
kalibracios gorbe alapjan a szenzor gatlasi kozépértéke (ICsp) 1,05x107°%+
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0,52x10° ng/ml értékiinek adodott, ami tobb nagysagrenddel kisebb, mint
ELISA modszerrel (2,87+0,39 ng/ml) mérve. Felszini viz és gyiimdlcslevek
vizsgélatanadl az immunszenzorral mért eredmények megfeleltek az ELISA,
illetve GS-MS referenciamddszerrel mért értékeknek a fiiggetlen kétmintas t-
proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten.

. Sikeresen fejlesztettiik ki jelolésmentes kompetitiv immunszenzort zearalenon

meghatdrozasara. Az aminocsoportokat hordoz¢ feliileten készitett szenzorral 10°
2.10' pg/ml ZON-koncentracio kozott talaltuk a dinamikus méréstartoméanyt, mig
a detektaldas also hatara 5x10° pg/ml ZON értékiinek adodott. A
karboxilcsoportokat tartalmazd szenzorral nyert immunszenzor dinamikus
méréstartomanya 102-107 pg/ml kozé esett, a detektalas also hatara 2x10~ pg/ml
ZON. Az optimalizalt mérési eljarassal mesterségesen szennyezett (spike)
kukoricamintdkat mérve a gatlasi kozépértek (ICso) 0,053+0,013 pg/ml
értéklinek adodott, mig az ELISA mérésnél meghatarozhaté 1Csy értéke
2,04+0,66 ng/ml volt. A kukoricamintdk immunszenzorral mért eredményei
valamint az ELISA referenciamodszerrel mért értékek kozott fliggetlen
kétmintds t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten nincs szignifikans
kiilonbség.

. Versengd immunszenzort fejlesztettiik ki aflatoxin Bl  mikotoxin

meghatarozasara blza, arpa- és fiiszerpaprika-mintdkbol. Az optimalizalt mérési
eljarast alkalmazva a dinamikus méréstartomany a 0,001-1 ng/ml tartomanyban
volt, a gatlasi kozépérték (ICsp) 0,023+0,009 ng/ml (x*/szabadsagi fok:1,14; R*:
0,99), a detektalas als6 hatara 0,0005 ng/ml értékiinek adédott. A bliza-, arpa- és
fliszerpaprika-mintdk vizsgalatandl az immunszenzorral mért eredmények
fiiggetlen kétmintas t-proba alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten megfeleltek az
ELISA referenciamédszerrel mért értékeknek.

. Kompetitiv immunszenzort fejlesztettiik ki ochratoxin A meghatarozasara btza-,

arpa- ¢és voOrosbormintdkbol. Az optimalizalt mérési eljarast alkalmazva a
dinamikus méréstartomanyt 0,5-10 ng/ml kozott kaptuk, a gatlasi kozépértéket
(ICs0) 2,01+0,47 ng/ml (y*/szabadsagi fok=0,093; R*=0,983), a detektalas alsé
hatarat 0,1 ng/ml értékiinek taldltuk. A buza-, arpa- és vorosbor-mintak
vizsgalatandl az immunszenzorral mért eredmények fliggetlen kétmintés t-proba
alapjan P<0,05 szignifikanciaszinten megfeleltek az ELISA referencia-
modszerrel mért értékeknek.

. Sikeresen dolgoztunk ki deoxinivalenol-tartalmdnak meghatarozasara szelektiv

immunszenzoros mérési eljardst. A DON-standardokat vizsgalva a dinamikus
méréstartomany 0,005-50 ng/ml, a gatlasi kozépérték (ICso) 0,15+0,08 ng/ml
(x*/szabadsagi fok= 1,57; r* = 0,99), a kimutatas alsé hatara 0,001 ng/ml
értéklinek adddott. A deoxinivalenollal adalékolt buzalisztmintakkal nyert
kalibracios gorbe alapjan a dinamikus méréstartomdny a lisztmintara szamolva
0,01-10 mg/kg volt, a gatlasi kozépértek (ICsp) 0,13+0,04 mg/kg értékiinek
adodott értéke, ami megfelel az eldirasokban foglalt kovetelményeknek.

. Nagy érzékenységli, jelolésmentes immunszenzort fejlesztettiink ki fermentalt

crcr
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eljarassal a dinamikus méréstartomany 102-1 pg/ml kozé esett, a gatlasi
kozépérték (ICso) 0,08+0,02 pg/ml (szigmoid illesztés, x*/szabadsagi fok=0,19),
a kimutatds also hatara 0,005 pg/ml adodott. Fermentalt zoldséglevekben 1€évo
egyes biogén aminok (putreszcin, kadaverin, agmatin) a hisztaminnal lényegesen
nagyobb koncentracidban vannak jelen, akkor ezek jelent6sen befolydsoljdk a
szenzorral mért eredményeket. Bebizonyitottuk, hogy ha az adott biogén
aminoknak a HPLC moddszerrel meghatarozott koncentraciojat az
immunszenzorral mért keresztreakcido %-anak aranyaban vettiik figyelembe
(normalt HPLC értékek), akkor igen jo egyezést (R*=0,97) kaptunk a fermentalt
z0ldséglevek kiilonbozoé technikaval mért biogén aminkoncentracioja kozott.
Annak ellenére, hogy az immunszenzorral mért hisztaminkoncentraciot a
kiilonb6z6 biogén aminok nagy koncentracidban vald jelenléte befolyasolja, a
szenzor alkalmas gyors mérésre, csak az adott hatarértéket meghalado
koncentraciot mutatd mintékat kell tovabbi vizsgalatoknak alavetni.

. Versengd immunszenzort fejlesztettink ki OWLS detektalassal hal (ponty,

Cyprinus carpio) €és béka (vOrdshasu unka, Bombina bombina) vitellogenin
fehérjéjének kimutatasara. A pontylipovitellin dinamikus méréstartomanya 3 ¢és
150 ng/ml Lpv kozé esett, a gatlasi kozépértek (ICsp) 21,18 = 2,86 ng/ml, a
kimutatas als6 hatara 0,7 ng/ml értékiinek adddott. A békalipovitellint vizsgalva
a dinamikus méréstartomany 0,5-10 ng/ml értéklinek adodott. A lipovitellin
kimutatasanak als6 hatardra 0,1 mg/ml, mig a gatlasi kozépértékre (ICsp)
1,04+0,14 ng/ml értéket kaptunk. Okoldgiai tenyésztésii him és ndstény pontyok
vérszérumaban vizsgaltuk a vitellogeninszintet, eredményeink alapjan a him
egyedek vitellogeninszintje 0,5+0,3, illetve 5,7£1,8 pg/ml Vtg-nek adodott,
addig a néstény egyedekben 246,1+19,6, 367,5+£54,7 és 465,4+46,9 pg/ml Vtg-t
mértliink az immunszenzorral. NOstény ¢és him békaegyedek maj-, sziv- és vér-,
illetve ivarmirigy-preparatumabdl vizsgaltuk a természetes vitellogeninszintet. A
mintak koziil a legnagyobb koncentracidot — a varakozasnak megfeleléen — a
petefészekben ¢és a petében talaltuk (754,5+£73,5 ¢és 1030,0+£298,5 ng/g,).
Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az immunszenzoros mérési eljaras
alkalmas hal (ponty, Cyprinus carpio) és béka (vOrdshasu unka, Bombina
bombina) vitellogenin fehérjéjének kimutatdsara, a him egyedekben mérhetd
Vtg-szint alapjan monitorozni lehet a felszini vizek, illetve vizes éléhelyek
endokrin zavard hatasu szermaradvanyokkal valo szennyezettségét.

Mikrobidlis szenzorok fejlesztése és alkalmazasa

Osszefoglalva az eredményeket, EC-OWLS technika alkalmazasaval polarizalo
potencial (1 V) hatasara nativ L. plantarum 2142-sejtek rogzitését sikeriilt
megvaldsitani a szenzorcellaban. A vizsgalatok bizonyitottdk, hogy az ¢l és
hoékezeléssel elpusztitott sejtek megkiilonboztethetéek, ha a mintdk azonos
valé rogzitése lehetdvé tette a kémiai stresszt okozd vegyiiletek hatisanak
tanulmanyozasat. A kiilonb6z0 kémiai kezelések LAB-sejtek szaporodéasara
kifejtett ~ hatasara ~ EC-OWLS mobdszerrel kapott eredményeket
referenciamddszerként mikro-assay eljaradssal hasonlitottuk 6ssze. Az EC-
OWLS mérések eredményei igazoltak, hogy a L. plantarum 2142-sejtek
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szaporodasra a vizsgalt stresszfaktorok koziil legnagyobb hatasa a 9 mmol/l
hidrogén-peroxidnak és az 5 mol/l tejsavnak van.

crer

Kiilonbséget talaltunk az €16 és a hokezeléssel elpusztitott sejtek szenzoros jele
kozott, a hdkezeléssel elpusztitott sejtek szignifikdnsan nagyobb jelet adtak
azonos koncentracioban az ¢l6 sejteknél. Az ¢él6 sejtekkel a dinamikus
méréstartomany 10°-10° TKE/ml értékiinek adodott, a 10° TKE/ml tdménységii
minta esetében a jel nagysaga 21,3+3,6 egység. A hokezeléssel elpusztitott sejtek
esetében a dinamikus méréstartomanyt 10°-10° TKE/ml kozétt talaltuk, a 10°
TKE/ml minta esetében a jel nagysaga 33,8+4,5 egység.

Bioszilika képzddésének iddbeli kovetését valositottuk meg szilikatein enzim és
TEOS monomer jelenlétében az OWLS szenzor szilicium-oxid — titdn-oxid
(STO) feliiletén. Meghataroztuk a szilikatein enzim latszélagos Michaelis-
konstansat az STO-szenzoron valé immobilizaldsra / polimerizaciora
vonatkozoan. Az eredmények alapjan beigazolodott, hogy a TEOS spontan
polimerizaciora hajlamos (5,09x10™* mol/cm?, 15 °C). A hémérséklet jelentésen
befolyasolta a polimerizaciot és az immobilizaciot, kiilonosen érdekesnek
talaltuk, hogy 25 °C-on a latszolagos Ky (1,02x10™"" mol/cm?) kissé csokkent a
15 °C-on mért értékhez (1,62x10™"" mol/cm?) képest. Az eredmények alapjan a
tovabbi kisérleteket minden esetben 15 °C-on végeztiik.

Anti-szilikatein antitestet rogzitve immunszenzorral igazoltuk, hogy a
szilikatein enzim jelenléte kimutathaté-e a rekombindns E. coli-sejtek feliiletén.
Mig az E. coli B200-torzs esetében minddssze 2-5 tomegegységnyi jelet
kaptunk, addig a rekombinans E. coli BL21Al-térzs esetében 20-35
tomegegységnyi jelet mértiink az injektalt mikroba koncentraciojatol fliggden.

TEOS reagenssel el6kezelt E. coli BL21Al-sejteket alkalmazva
vizsgaltuk a sejtkoncentracido fliggvényében a mért jelek nagysagat, azaz a
injektalasaval a jelek exponencidlisan novekedtek, majd 10° TKE/ml
sejtkoncentracio felett a jelek az adott koriilmények kozott mar nem néttek
tovabb.

A modositott E. coli BL21AI alkalmazasdval uj tipusu gatlasi
szenzorokat fejlesztettiink ki, majd a szenzorok gyakorlatban torténd
alkalmazhatdsagat  szennyezdanyagok,  szermaradvanyok  kimutatasaval
igazoltuk.
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AFM atomerd-mikroszkop

APTS 3-amino-propil-trietoxi-szilan

BSA marhaszérum-albumin

CAP kléramfenikol

CF karbofuran

CMD karboximetil-dextran

ConA konalbumin

CR keresztreakcid

CVD kémiai gbzfazish réteglevalasztas

DEAE dietil-amino-etil

DNS dezoxiribonukleinsav

DON deoxinivalenol

EC-OWLS elektrokémiai — optikai hullamvezetd fénymddus-spektroszkopia
ED endokrin zavar6 vegyiiletek

EDC 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid
EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

EI elektroniitkdzéses

EIA enzimjelzéses immunassay

ELISA enzimhez kotott immunszorbens eljaras

EQCM elektrokémiai kvarckristaly-mikromérleg

FIA aramlo oldatos elemzés

GC gazkromatografia

GOPS 3-glicidoxipropil-trimetoxi-szildn

HIV emberi immunhidny-el61déz0 virus

HPLC nagy teljesitményti folyadékkromatografia

HRP tormaperoxidaz

HSA humanszérum-albumin

ISE ionszelektiv elektrodd

ITO indium-oxid — 6n-oxid

IUPAC Elméleti és Alkalmazott Kémia Nemzetk6zi Unidja
JA csicsokaszirup (Jerusalem artichoke, Helianthus tuberosus)
KLH kiirtéscsiga-hemocianin

Kwm Michaelis-konstans

LAB Lactobacillus plantarum 2142-sejtek

LB Luria-Bertani (LB) tapleves

LCD folyadékkristalyos képernyd

LC-MS-MS folyadékkromatografia-tandem tomegspektrometria
LOD detektalas also hatara
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Lpv

MIP

MRS

MS

NADH

NHS

NMR
NMWL

NTE és NTM

OLED
OPD
OPLC
OVA
OWLS
PBS
PBST 0.2
PCB
PCR
PVC
QCM
RAPD
RASFF

RIA
RT-PCR
SAM

SC
SDS-PAGE
SPE

SPR

STO

TE és T™M
TEOS
TIR

TKE

TLC
TRIS

Vig

ZON
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lipovitellin

molekularis lenyomatt polimer

deMan Rogosa Sharpe tapleves
tomegspectrometria

nikotin-adenin-dinukleotid (redukalt forma)
N-hidroxi-szukcinimid

magneses magrezonancia spektroszkopia
névleges molekulatomeg hatarérték

transzverz elektromos — €s a transzverz magneses fénymodusokhoz
tartozo beesési szogekbdl szamolt effektiv torésmutatok
szerves polimer alapu vilagité dioda
1,2-fenilén-diamin

tulnyomadsos rétegkromatografia

ovalbumin

optikai hullamvezetd fénymodus-spektroszkopia
foszfat pufterolt sdoldat

Tween 20-at tartalmaz6 PBS

poliklorozott bifenil

polimeraz lancreakcio

poli-(vinil-klorid)

kvarckristaly-mikromérleg

véletlenszertien felszaporitott polimorfikus DNS

Az EU tagorszagokban miikddd, az élelmiszerekre ¢és a takarmanyokra
vonatkozé gyorsvészjelzo rendszer
radioimmunassay

valds idejli polimerdz lancreakcid

onszervez6dé monoréteg

szilikatein enzim

natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-gélelektroforézis
szilard fazisu extrakcid

feliileti plazmon rezonancia

szilicium-oxid — titan-oxid

transzverz elektromos és transzverz magneses fénymodus
tetra-etoxi-szilan

teljes belso reflexio

telepképzo-egységek szama
vékonyréteg-kromatografia
2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol

vitellogenin

zearalenon
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