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Jelolésmentes bioérzékelGk

A mikrovilag folyamatainak megfigyeléséhez ma mar
szamos, kulonbozs elven alapuld képalkotd eszkoz
all rendelkezéstinkre. Bar a fénymikroszkopok a leg-
elterjedtebbek, a minta tulajdonsigai sok esetben
egyéb mechanikai, optikai vagy elektrokémiai eljara-
sok alkalmazisat kovetelik meg. A kiilonbozd vizsga-
lati modszereknek vannak el6nyei és hatranyai, vala-
mint alkalmazhat6sagi korlatai is. A leggyakrabban
hasznalt technikdknal a vizsgalando folyamatok meg-
figyeléséhez valamilyen jeloléses eljarast kell alkal-
mazni, ami problémat jelenthet. Példdul a fluoresz-
cens mikroszkopidban sokszor olyan molekuldkat
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kell a szamunkra érdekes folyamatokban részt vevé
osszetevSkhoz kapcsolnunk, amelyek szamottevSen
befolyasolhatjak a megfigyelt rendszert. Ha a hasznalt
modszer id6felbontdsa viszonylag alacsony, akkor a
gyorsabban valtozo folyamatok esetében csak a rend-
szer kezds- és végallapotarol nyerhettiink informaciot,
a pontos kinetika igy rejtve marad — ami Gjabb problé-
ma forrasa lehet. Az emlitett nehézségek megoldasara
— gyakran — kival6an alkalmasak a nagy érzékenységi
és iddfelbontasu jeldlésmentes bioérzékelSk (tovab-
biakban: bioszenzorok).

A jelolésmentes bioszenzor elnevezés olyan inno-
vativ analitikai eszkozok csaladjara utal, amelyek egy
specifikus kémiai vagy biologiai valaszjelet alakitanak
at kozvetlentl mérhetd, szamszerGsithetd jellé. Kozos
jellemzGjik a nagyfokua szelektivitas, érzékenység és
tobb kisérletben val6 Gjrafelhasznalhatosag. Mikodeé-
siik sordn kozvetlenil mérnek egy, a vizsgalt minta
altal kivaltott kémiai vagy fizikai jelenséget, igy nincs
sziikség kozvetett jelolSk alkalmazasara. Magas id6-
felbontasuk pedig a folyamatok valos ideji megfigye-
lését teszi lehetsvé.

Hatranyuk, hogy a bioszenzor altal mért jel forrasa
egyfajta Osszegjel, amely tobb, kilonbozé biologiai
vagy kémiai folyamat eredményeképpen all 6ssze, igy
a jel értelmezése gyakran bonyolult folyamat. A kisér-
leti eredmények helyes értelmezésének érdekében —
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1. abra. Egy QCM muszer (QCM3000, MikroVakuum Kft.) vazlatos
abréja a benne foglalt kivettaval és szenzorlapkaval, mellette a ki-
sérleti elrendezéssel.

az egyes specifikus jelek kinyeréséhez — fontos az
ellen6rzé mérések koriltekinté megvalasztisa.

A jelolésmentes bioszenzorok felhasznildsa tobb
mint fél évszazados maultra tekint vissza. Az elsé ilyen
érzékelSt — segitségével glikozkoncentraciot mértek
bioldgiai mintdkban — Clark és Lyons alkotta meg
1962-ben. Az ezt kovets évtizedekben a jeldlésmentes
bioszenzorok roppant fejlédésnek indultak mind a
modszer technologiai oldalat, mind pedig alkalmaza-
sainak széles skalajat tekintve. Felhaszndlasuk ma mar
meglehetSsen széles kord, alkalmazzak példaul elekt-
rokémiai, nanotechnolégiai és bioelektronikai tertile-
teken, valamint a gyogyszerfejlesztésben és élelmi-
szer-mérnoki kutatasokban is.

Cikkiinkben egy olyan modern bioszenzor miko-
dési elvét és felhaszndldsanak kilonbozé modjait
mutatjuk be, amellyel kozvetlenil, jelolésmentesen
vizsgalhatunk biologiai vékonyrétegek, példaul felt-
letre kitapadt fehérjemolekulak mechanikai jellem-
z6it, s6t bonyolultabb rendszerek, példaul €l6 sejtek
kitapadasanak kinetikdjarol is értékes informaciokat
szerezhetiink [1].

Kvarckristaly mikromérleg

A kvarckristdly-mikromérleg (angolul: Quartz Crystal
Microbalance, QCM) mukodési elve a piezoelektro-
mossagon — bizonyos anyagok (példaul kvarc, kera-
mia) deformaldsakor elektromos tér keletkezik az
anyagon belil — alapszik. A deformici6 mértékének
valtoztatasaval e tér erGssége befolyasolhato. A jelen-
ség forditva is megfigyelhetd: elektromos tér hatasara
a piezoelektromos anyag szerkezete megvaltozik. Ezt
felhasznalva, megfelelS, a piezoelektromos minta
sajatfrekvenciajaval egyez6 frekvencidju valtakozo
elektromos fesztiltséget kapcsolva ra, a kristaly a tob-
bi frekvencidhoz képest nagyobb amplitadoval és ki-
sebb csillapodassal rezgésbe hozhat6. E rendszerre
tobblettomeget helyezve — az Gj rendszer immar ma-
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2. abra. A QCM-D és QCM-I modszerek alapjainak dsszefoglalasa.
Balra fonn: QCM-D esetében a rezgést létrehozo fesziltség kikap-
csoldsa utdn az amplitddo karakterisztikus lecsengési idejébdl sza-
mithat6 a disszipaci6. Jobbra ugyanez az érték az impedanciaspekt-
rum félértékszélességebdl (FWHM, angolul: Full Width at Half Ma-
ximum) hatarozhaté meg. Alul a vizsgilt réteg és a benne terjedd
alap- és felharmonikus frekvencidkhoz tartozé6 médusok behatolasi
mélységeinek vizlatos megjelenitése lathato.

sik sajatfrekvencidja miatt — a rezgést gerjeszts elekt-
romos fesziltség frekvenciajat is valtoztatni kell. Ez
képezi a QCM technologia alapjat (1. dbra), ahol egy
vékony kvarclapkat hoznak rezgésbe. E modszer szé-
les korben elterjedt a lerakodott réteg vastagsaganak
mérésére.

A rezgés frekvencidja a felhasznalt kvarckristaly
geometriai és mechanikai sajatsagaitol figg. A legilta-
lanosabban elterjedt szabviny az 5 MHz alapfrekven-
ciaju kristaly, amelyben az alapfrekvencia mellett meg-
jelené magasabb, paratlan szorzata felharmonikusok is
gerjeszthetSk és mérhetSk (15, 25, 35, ... MHz, a paros
szorzatu felharmonikusok piezoelektromos modszer-
rel nem gerjeszthet6k!). Ez azért fontos, mert a kiilon-
b6z6 felharmonikusokhoz tartozo rezgésmodusok be-
hatolasi mélysége és érzékenysége mas és mas, igy a
kristalyra felvitt és vizsgalat targyat képezS kémiai
vagy biologia réteg eltérd tartomanyairdl nyerhetiink
informaciot (2. dbra, alul).

A kristaly — a rarakodott tomeg hatdsara bekovetke-
z6 — Af sajatfrekvencia-valtozasa a kovetkezé egyen-
lettel hatarozhatd meg:

! Elméletileg az alapfrekvencia paros szorzati modusainal is lé-

tezik rezonancia, de ezek a felharmonikusok gyakorlatilag csak
mechanikai tGton gerjeszthetSk, és csak a kvarckristilyon belil
lenne amplitidojuk. Ezeket nem célszerd mérésre hasznalni, mert
szamunkra csak a kristaly feliletén bekovetkezé valtozasok ér-
dekesek [2].
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ahol Am a kitapadt réteg feltileti tomegsirisége, n a

felharmonikus szdma, C pedig egy, a kristalyra jellem-

26 4llando, ennek a tipikus értéke 17,7 ngem “Hz ™.

Az (1) az Ggynevezett Sauerbrey-egyenlet, ami csak

specidlis korilmények kozott, vikuumban és rugal-

matlan rétegekre érvényes. Biologiai alkalmazasok-

ban — a vizsgalt rétegek hidrataltsiga miatt — ezen
egyenlet csak korlatozottan alkalmazhato [3].

Disszipacio mérése QCM-D és QCM-I
modszerekkel

Ujabb fejlesztésti mikromérlegekkel a disszipacio is
mérhetd, igy kozvetlentil nyerhetiink informaciot a
vizsgalt anyag mechanikai rugalmassagardl, és lehetévé
valik a Voigt-modell alkalmazasa, amivel folyadékko-
zegben, hidratalt biologiai mintdkon mar pontosabb
kozelitéssel végezhetiink vizsgalatokat. A Voigt-model-
lel a réteg vastagsaga, viszkozitasa és képlékeny (elasz-
tikus) nyirasi egyttthatoja is meghatarozhato.

A fent emlitett disszipicié meghatiarozasira két
muszerfajta terjedt el, a QCM-D (angolul: Quartz Crys-
tal Microbalance with Dissipation monitoring) és a
QCM-I (angolul: Quartz Crystal Microbalance with
Impedance measurement). Megjegyzends, hogy a
QCM-D és QCM-I technikak segitségével kiolvasott
disszipacidértékek egymassal egyenértékiek. A két
modszer alapjait képezd jelenségek oOsszefoglalasa a
2. abran lathat6. A késébbiekben néha mindkét mé-
résfajtara egyszeriien QCM néven hivatkozunk.

QCM-D modszer

A QCM-D modszer esetében a frekvenciamérések ko-
zott rovid idére kikapcesoljak a rezgést elGidézs fe-
szultséget, majd a rezgéscsillapodds mértékét regiszt-
raljaAk. Ha a fellletre tapadt réteg merev, akkor a
rendszer lecsengési ideje hossz, ellenben, ha a réteg
puhabb és kevésbé sird, akkor ez az id6 rovidebb
lesz, hiszen a minta er8sebben hat kolcson a vizes
kornyezetével, és ez a kozeg igy gyorsabban elnyeli
(hové alakitja, disszipalja) a rezgés energiajat.

QCM-I modszer

Egy ujfajta — példaul az altalunk is hasznalt, a magyar
MikroVakuum Kft. (Budapest) altal fejlesztett — md-
szer a disszipacié értékének meghatirozasat impe-
danciaanalizissel végzi. A QCM-I mUszer egy specidlis
rezgSkornek tekinthets, impedanciaspektrumat — mé-
rés kozben — a muszer folyamatosan rogziti. A spekt-
rum adott frekvenciaihoz (alap- és felharmonikusok-
hoz) tartoz6 cstcsok helye és félértékszélessége gor-
beillesztéssel hatirozhaté meg. Utobbi értéke aranyos
a rezgl szenzorlapka és a ra kitapado rétegek disszi-
pacios képességének meértékével. Ez érthets, mivel
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nagy dltaldnossagban is barmely rendszer rezonancia-
cstucsanak félértékszélessége a rendszer energiavesz-
teségével van kapcsolatban.

A QCM technologia f6bb alkalmazasi tertiletei

A QCM technologianak gazdag alkalmazasi terlletei
vannak mind az alap, mind az alkalmazott kutatasok-
ban. A biolbgiai alkalmazasok korében kiemelenddk a
fehérjerétegek mechanikai tulajdonsagainak vizsga-
latai, receptor-ligandum kolcsonhatdsok dinamikaja-
nak szamszerusitése, polielektrolit-rétegek Onszerve-
z6désének mérése, biologiai vékonyrétegek hidratalt-
sdginak meghatirozasa, valamint él3, legtobbszor
daganatos sejtekkel végzett kitapadasi és sejtjelzési
mérések. Ezeken kivil még anyagtudomanyi és kémiai
kisérletekben is felhasznaljak, példdul az autokataliza-
tor-rétegek bomldsa hatékonyan mérhetd [4]. A tovab-
biakban néhany konkrét alkalmazast mutatunk be.

Fehérjekitapadas kinetikdjanak és mechanikai
jellemzGinek vizsgdlata

A fehérjek kolcsonhatasainak, szerkezetének és
egyéb fizikai tulajdonsigainak pontos ismerete elen-
gedhetetlen a sejtek alapvetd mikodésének megérté-
séhez, és kozvetlentil sziikség van ra olyan alkalma-
zott kutatasokban, mint példaul az Gj gyogyszermole-
kulak kifejlesztésének tertlete.

A fehérjevizsgalatban hasznalt QCM technologia
egyik leggyakoribb moédjaban a QCM szenzor feliile-
tére torténd fehérjekitapadast vizsgaljak. Ekkor valos
idében, kozvetlentl mérhetévé valik a fehérjekitapa-
das kinetikaja, a kitapadt réteg mechanikai sajatsagai,
valamint megnyilik a lehet&ség egyéb, a fehérjék kol-

3. dbra. Egy fehérjekitapadast vizsgalo kisérlet folyamata. A mérés
célja az emberi szérumalbumin és a specifikus antitest kozotti kol-
csonhatds dinamikajanak szamszerdsitése volt, aminek sorin egy-
idejileg valnak megtfigyelhetévé a kialakuld biologiai vékonyréteg
mechanikai tulajdonsagai. A mért frekvenciavaltozast Af, a disszipa-
ciovaltozast AD jeloli. a) A fehérjeoldat befecskendezése a szenzor-
lapot tartalmazoé kiivettdba. b) A fehérjék kitapadnak a feliletre,
mikodzben dinamikus egyensuly alakul ki. ¢) Az antitesteket tartal-
maz6 oldat befecskendezése utin a specifikus antitestek fehérjékre
kotddnek, a nem specifikusak pedig a réteg kozelében maradnak.
d) A kuvetta pufferoldattal torténd atmosasakor a gyengén kotédas,
nem specifikus antitestek lemosodnak, mig az erésen koétédott anti-
testek a felileten maradnak.
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4. dbra. A sejtkitapadas folyamatanak vazlata. Els6 1épésben a vizes oldatban 1évé sejt megkozeliti
a feltletet, majd passziv modon hozzitapad. Ezutan, ha azt a felilet lehetévé teszi, aktiv folyama-
tok indulnak meg a sejt belsejében, és kiilonbozs sejtkitapadasi molekuldk segitségével a sejt —
ugynevezett fokalis kitapadasi korongok segitségével — rogzil a feliilethez. Végtl, a kitapadt sejten
specifikus molekuliakkal tetszéleges folyamatokat vizsgalhatunk, mikdzben a mdszerrel re-
gisztraljuk a sejtes valaszt. Feltl az egyes fazisokhoz tartozo mért frekvenciavaltozasok 0-hoz valo

viszonyait (elGjeleit) tiintettik fel.

csOnhatasait vizsgald kisérletek elvégzésére is. Ez
utobbira példa a receptor-ligandum (fehérje kolcson-
hatasa specifikus kismolekulakkal), illetve fehérje-
antitest kolcsonhatasok szamszerGsitése, amit a 3.
dabra foglal ossze.

A fehérjemolekulak kitapasztasaval kialakulo réteg
mechanikai tulajdonsdgai és a fehérjekitapadas dina-
mikdja a szenzorlapka bevonatatdl fiigg, igy a kilon-
b6z6 abiotikus rétegek biologiai mintakkal valo kol-
csonhatasai vizsgalhatok. Erre példa a marha szérum-
albumin (BSA) fehérjék letapadasanak vizsgalata TiO,
bevonata szenzorlapon [5].

A titan alapu egészségligyi implantatumok (az em-
beri testbe betiltetheté mesterséges, gyogyaszati céla
segédeszkozok) felszinét — kevés kivételtdl eltekintve
— néhany nanométer vastagsigu oxidréteg boritja, igy
az €l6 szervezeten belil a sejtekkel és kilonbozé
molekulakkal valo kolcsonhatasok dinamikéjat e ré-
teg fizikai-kémiai jellemzd6i fogjak meghatiarozni. A
példakeént felhozott kisérletben a QCM muszerrel jelo-
lésmentes modon és valos idében lehetett meghata-
rozni a vizsgalt fehérjék vastagsagat, viszkozitasit,
képlékeny nyirasi egyttthatojat és a versengd kitapa-
das kinetikdjanak egyéb fontos jel-
lemzéit.

zetében talalhaté felilettel

g (példaul a sejten kivili mat-

Af >0 . . ~
rixszal), és meghatdrozott
sejtvalaszokat hozhatnak létre

# a beldlik kiindulé jelatviteli

utvonalakon.

A bioszenzor altal mért, a
sejtkitapadas miatt bekovet-
kezé jel Osszetett folyamatok
eredménye, pontos leirdsa
még varat magara, de széles
korben elfogadottan a kovet-
kez6  differencidlegyenlettel
szamszerusithets:

da-_ rA[l— 4 ] (2
dt A

2O
(223

max

ahol A a sejt altal elfoglalt felilet, A4,,, a maximalis
feltiletdarab, amit kitapadasakor a sejt el tud foglalni,
és ra kitapadas gyorsasagat jellemzé kinetikai meny-
nyiség [6].

A sejtek mechanikai tulajdonsagai és kiilsé behata-
sokra (példaul gyogyszeres kezelésre) adott valaszaik
erGsen fliggnek a sejtkitapadas allapotatol. A QCM
muszerrel a kitapadt sejtek egy vékony, a szenzorlap
folotti, korulbelil 0,25 um vastagsaga rétegében — a
sejtek kiils6 megjeldlése nélkil, roncsolasmentes mo-
don — vizsgalhatok a mechanikai sajatsagok.

Tymchenko és munkatérsai [6] QCM mdszerrel el-
sGként vizsgaltik az el6bb emlitett réteg viszkoelaszti-
kus jellemz&it. Kisérletikben NIH/3T3 egér fibro-
blasztsejteket tapasztottak ki a QCM szenzor fellleté-
re, és a kitapadds végbemenetele utin a nem mérge-
zG, cytochalasin D nevd, a sejtvaz felépitését modosi-
t6 kezelSszert alkalmaztak rajtuk.

A kisérletben detektaltak a sejtek kitapaddsa és a
kezelGszer altal okozott frekvencia- és disszipacio-

5. dbra. Az abran lathato kisérletben két kiilonb6zé elven mikods bioszenzor kombinala-

saval meg lehet hatdrozni a kitapadt réteg hidrataltsagat. Mindkét miszerhez tartoz6 mik-

Eml6s daganatsejtek kitapadasanak
vizsgilata

A legtobb sejttipus esetében a sejtki-
tapadas (4. dbra) a kovetkezSk
sziikséges feltétele: a sejt funkcidi-
nak normdlis elldtdsa, a sejten belili
és a sejt-sejt kozotti jelatvitel (infor-
maciocsere) folyamatinak zavarta-
lan megdrzése. Kitapadas hianyaban
a sejt rovid idén beldl programozott
sejthalalon megy keresztil. A sejt-
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valtozast, valamint meghataroztak a sejtek also, vé-
kony rétegének mechanikai paramétereit. A mérés
soran optikai mikroszkoppal — amelynek felvételén
lathato sejtes morfologiai valtozasok idében jol kor-
relaltak a QCM mdszerrel mért mennyiségek valto-
zasaival — folyamatosan nyomon kovették a valtoza-
sokat [7].

A QCM adatok kombindcioja optikai
bioszenzoros mérések eredményeivel

Szamos alkalmazasi terlleten (példaul a szovetmér-
nokségben felhasznalt hidrogélek fejlesztései) kiemel-
ten fontos a bioldgiai vagy kémiai réteg hidrataltsaga-
nak meghatirozasa. A kotott viz egyértelmd jelet ad a
QCM miszerben, mivel e viztomeg egylitt rezeg a bio-
logiai réteggel. Ezzel szemben az optikai technikak
érzéketlenek a kotott vizre, mert ezek az oldoszerhez
(vizhez) viszonyitott torésmutato-eltérést detektaljak.
Igy egy optikai technika és a QCM technika kombina-
lasa lehetdséget nyujt a kotott viz mennyiségének pon-
tos meghatarozasara (5. dbra). llyen mérési modszer
példaul az optikai hullamvezets féenymodus-spektrosz-
kopia (angolul: Optical Waveguide Lightmode Spect-
roscopy, OWLS), amely szintén széles korben elterjedt,
jelolésmentes bioszenzor.

A QCM-1 mérémuszer OWLS berendezéssel kombi-
nalt valtozata napjainkban mar kereskedelmi forga-
lomban is elérhetS [8] és felhaszndlasra kertlt hidro-
gél alapt biomimetikus rétegek fejlesztéseiben [9].

Osszefoglalis

A fenti eredmények jol mutatjdk a QCM technologia
30 évre visszatekintS torténetének és felhasznalasa-
nak sokszintségét. Jelenleg tobb, kilonbozé tipusq,
kereskedelmi forgalomban kaphatdé QCM mdszer léte-
zik, a modernebb eszk6zok tobbesatornas méréseket
is lehet6vé tesznek, illetve mar integralt mikrofluidi-
kai rendszerrel is rendelkeznek.
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ATOMREAKTOROKBAN HASZNALHATO
CIRKONIUMOTVOZETEK MIKROSZERKEZETENEK
MEGHATAROZASA RONTGENVONALPROFIL-ANALIZISSEL

Groma Istvan,' Szenthe Ilidiké,? Ribarik Gabor," Odor Eva,’
Joéni Bertalan,’ Zilahi Gyula," Dankh&zi Zoltan'

'ELTE TTK Anyagfizikai Tanszék
2MTA Energiatudomanyi Kutatékézpont

Az anyagok mechanikai és termikus tulajdonsdgait
alapvetSen a kilonbozé tipusa kristalyhibak hataroz-
zak meg. A vonal- és térfogati hibakhoz rendelhets
karakterisztikus hosszisagskala a néhany nm-tél a um
nagysagig valtozik. Ezért a kristalyhibak altal kialaki-
tott komplex struktirat mikroszerkezetnek nevezzik.

A szerzGk megkoszonik a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios
Hivatal altal timogatott NVKP-16-1-2016-0014 szama CAK-projekt
keretében kapott anyagi timogatdst, valamint a Budapesti Kutato-
reaktor munkatarsainak segitségét a mérések kivitelezésében.
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A felhasznalt szerkezeti anyagok tulajdonsigai leg-
tObbszor azért valtoznak, mert a benne levé mikro-
szerkezet atalakul. Ezért a mikroszerkezet feltarasa
alapvet6 fontossagu. Erre szamos kisérleti technika all
rendelkezésre, csak néhdny fontosat emlitve: transz-
misszios elektronmikroszkopia, pasztizd elektron-
mikroszkopia, atomier6-mikroszk6pia, valamint a
kilonboz6 diffrakcios modszerek.

Ebben a cikkben a rontgendiffrakcio egy specialis
valtozatat a rontgenvonalprofil-analizist ismertetjik
részletesen. Roviden Osszefoglalva ez azt jelenti, hogy
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