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Jelölésmentes bioérzékelõk

A mikrovilág folyamatainak megfigyeléséhez ma már
számos, különbözõ elven alapuló képalkotó eszköz
áll rendelkezésünkre. Bár a fénymikroszkópok a leg-
elterjedtebbek, a minta tulajdonságai sok esetben
egyéb mechanikai, optikai vagy elektrokémiai eljárá-
sok alkalmazását követelik meg. A különbözõ vizsgá-
lati módszereknek vannak elõnyei és hátrányai, vala-
mint alkalmazhatósági korlátai is. A leggyakrabban
használt technikáknál a vizsgálandó folyamatok meg-
figyeléséhez valamilyen jelöléses eljárást kell alkal-
mazni, ami problémát jelenthet. Például a fluoresz-
cens mikroszkópiában sokszor olyan molekulákat

kell a számunkra érdekes folyamatokban részt vevõ
összetevõkhöz kapcsolnunk, amelyek számottevõen
befolyásolhatják a megfigyelt rendszert. Ha a használt
módszer idõfelbontása viszonylag alacsony, akkor a
gyorsabban változó folyamatok esetében csak a rend-
szer kezdõ- és végállapotáról nyerhetünk információt,
a pontos kinetika így rejtve marad – ami újabb problé-
ma forrása lehet. Az említett nehézségek megoldására
– gyakran – kiválóan alkalmasak a nagy érzékenységû
és idõfelbontású jelölésmentes bioérzékelõk (továb-
biakban: bioszenzorok).

A jelölésmentes bioszenzor elnevezés olyan inno-
vatív analitikai eszközök családjára utal, amelyek egy
specifikus kémiai vagy biológiai válaszjelet alakítanak
át közvetlenül mérhetõ, számszerûsíthetõ jellé. Közös
jellemzõjük a nagyfokú szelektivitás, érzékenység és
több kísérletben való újrafelhasználhatóság. Mûködé-
sük során közvetlenül mérnek egy, a vizsgált minta
által kiváltott kémiai vagy fizikai jelenséget, így nincs
szükség közvetett jelölõk alkalmazására. Magas idõ-
felbontásuk pedig a folyamatok valós idejû megfigye-
lését teszi lehetõvé.

Hátrányuk, hogy a bioszenzor által mért jel forrása
egyfajta összegjel, amely több, különbözõ biológiai
vagy kémiai folyamat eredményeképpen áll össze, így
a jel értelmezése gyakran bonyolult folyamat. A kísér-
leti eredmények helyes értelmezésének érdekében –
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az egyes specifikus jelek kinyeréséhez – fontos az

1. ábra. Egy QCM mûszer (QCM3000, MikroVákuum Kft.) vázlatos
ábrája a benne foglalt küvettával és szenzorlapkával, mellette a kí-
sérleti elrendezéssel.

szenzorlapka�aranyréteg

kvarclapka

küvetta

2. ábra. A QCM-D és QCM-I módszerek alapjainak összefoglalása.
Balra fönn: QCM-D esetében a rezgést létrehozó feszültség kikap-
csolása után az amplitúdó karakterisztikus lecsengési idejébõl szá-
mítható a disszipáció. Jobbra ugyanez az érték az impedanciaspekt-
rum félértékszélességébõl (FWHM, angolul: Full Width at Half Ma-
ximum) határozható meg. Alul a vizsgált réteg és a benne terjedõ
alap- és felharmonikus frekvenciákhoz tartozó módusok behatolási
mélységeinek vázlatos megjelenítése látható.
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ellenõrzõ mérések körültekintõ megválasztása.
A jelölésmentes bioszenzorok felhasználása több

mint fél évszázados múltra tekint vissza. Az elsõ ilyen
érzékelõt – segítségével glükózkoncentrációt mértek
biológiai mintákban – Clark és Lyons alkotta meg
1962-ben. Az ezt követõ évtizedekben a jelölésmentes
bioszenzorok roppant fejlõdésnek indultak mind a
módszer technológiai oldalát, mind pedig alkalmazá-
sainak széles skáláját tekintve. Felhasználásuk ma már
meglehetõsen széles körû, alkalmazzák például elekt-
rokémiai, nanotechnológiai és bioelektronikai terüle-
teken, valamint a gyógyszerfejlesztésben és élelmi-
szer-mérnöki kutatásokban is.

Cikkünkben egy olyan modern bioszenzor mûkö-
dési elvét és felhasználásának különbözõ módjait
mutatjuk be, amellyel közvetlenül, jelölésmentesen
vizsgálhatunk biológiai vékonyrétegek, például felü-
letre kitapadt fehérjemolekulák mechanikai jellem-
zõit, sõt bonyolultabb rendszerek, például élõ sejtek
kitapadásának kinetikájáról is értékes információkat
szerezhetünk [1].

Kvarckristály mikromérleg

A kvarckristály-mikromérleg (angolul: Quartz Crystal
Microbalance, QCM) mûködési elve a piezoelektro-
mosságon – bizonyos anyagok (például kvarc, kerá-
mia) deformálásakor elektromos tér keletkezik az
anyagon belül – alapszik. A deformáció mértékének
változtatásával e tér erõssége befolyásolható. A jelen-
ség fordítva is megfigyelhetõ: elektromos tér hatására
a piezoelektromos anyag szerkezete megváltozik. Ezt
felhasználva, megfelelõ, a piezoelektromos minta
sajátfrekvenciájával egyezõ frekvenciájú váltakozó
elektromos feszültséget kapcsolva rá, a kristály a töb-
bi frekvenciához képest nagyobb amplitúdóval és ki-
sebb csillapodással rezgésbe hozható. E rendszerre
többlettömeget helyezve – az új rendszer immár má-

sik sajátfrekvenciája miatt – a rezgést gerjesztõ elekt-
romos feszültség frekvenciáját is változtatni kell. Ez
képezi a QCM technológia alapját (1. ábra ), ahol egy
vékony kvarclapkát hoznak rezgésbe. E módszer szé-
les körben elterjedt a lerakódott réteg vastagságának
mérésére.

A rezgés frekvenciája a felhasznált kvarckristály
geometriai és mechanikai sajátságaitól függ. A legálta-
lánosabban elterjedt szabvány az 5 MHz alapfrekven-
ciájú kristály, amelyben az alapfrekvencia mellett meg-
jelenõ magasabb, páratlan szorzatú felharmonikusok is
gerjeszthetõk és mérhetõk (15, 25, 35, … MHz, a páros
szorzatú felharmonikusok piezoelektromos módszer-
rel nem gerjeszthetõk1). Ez azért fontos, mert a külön-

1 Elméletileg az alapfrekvencia páros szorzatú módusainál is lé-
tezik rezonancia, de ezek a felharmonikusok gyakorlatilag csak
mechanikai úton gerjeszthetõk, és csak a kvarckristályon belül
lenne amplitúdójuk. Ezeket nem célszerû mérésre használni, mert
számunkra csak a kristály felületén bekövetkezõ változások ér-
dekesek [2].

bözõ felharmonikusokhoz tartozó rezgésmódusok be-
hatolási mélysége és érzékenysége más és más, így a
kristályra felvitt és vizsgálat tárgyát képezõ kémiai
vagy biológia réteg eltérõ tartományairól nyerhetünk
információt (2. ábra, alul).

A kristály – a rárakódott tömeg hatására bekövetke-
zõ – Δf sajátfrekvencia-változása a következõ egyen-
lettel határozható meg:
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ahol Δm a kitapadt réteg felületi tömegsûrûsége, n a

3. ábra. Egy fehérjekitapadást vizsgáló kísérlet folyamata. A mérés
célja az emberi szérumalbumin és a specifikus antitest közötti köl-
csönhatás dinamikájának számszerûsítése volt, aminek során egy-
idejûleg válnak megfigyelhetõvé a kialakuló biológiai vékonyréteg
mechanikai tulajdonságai. A mért frekvenciaváltozást Δf, a disszipá-
cióváltozást ΔD jelöli. a) A fehérjeoldat befecskendezése a szenzor-
lapot tartalmazó küvettába. b) A fehérjék kitapadnak a felületre,
miközben dinamikus egyensúly alakul ki. c) Az antitesteket tartal-
mazó oldat befecskendezése után a specifikus antitestek fehérjékre
kötõdnek, a nem specifikusak pedig a réteg közelében maradnak.
d) A küvetta pufferoldattal történõ átmosásakor a gyengén kötõdõ,
nem specifikus antitestek lemosódnak, míg az erõsen kötõdött anti-
testek a felületen maradnak.
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felharmonikus száma, C pedig egy, a kristályra jellem-
zõ állandó, ennek a tipikus értéke 17,7 ngcm−2 Hz−1.
Az (1) az úgynevezett Sauerbrey-egyenlet, ami csak
speciális körülmények között, vákuumban és rugal-
matlan rétegekre érvényes. Biológiai alkalmazások-
ban – a vizsgált rétegek hidratáltsága miatt – ezen
egyenlet csak korlátozottan alkalmazható [3].

Disszipáció mérése QCM-D és QCM-I
módszerekkel

Újabb fejlesztésû mikromérlegekkel a disszipáció is
mérhetõ, így közvetlenül nyerhetünk információt a
vizsgált anyag mechanikai rugalmasságáról, és lehetõvé
válik a Voigt-modell alkalmazása, amivel folyadékkö-
zegben, hidratált biológiai mintákon már pontosabb
közelítéssel végezhetünk vizsgálatokat. A Voigt-model-
lel a réteg vastagsága, viszkozitása és képlékeny (elasz-
tikus) nyírási együtthatója is meghatározható.

A fent említett disszipáció meghatározására két
mûszerfajta terjedt el, a QCM-D (angolul: Quartz Crys-
tal Microbalance with Dissipation monitoring) és a
QCM-I (angolul: Quartz Crystal Microbalance with
Impedance measurement). Megjegyzendõ, hogy a
QCM-D és QCM-I technikák segítségével kiolvasott
disszipációértékek egymással egyenértékûek. A két
módszer alapjait képezõ jelenségek összefoglalása a
2. ábrán látható. A késõbbiekben néha mindkét mé-
résfajtára egyszerûen QCM néven hivatkozunk.

QCM-D módszer

A QCM-D módszer esetében a frekvenciamérések kö-
zött rövid idõre kikapcsolják a rezgést elõidézõ fe-
szültséget, majd a rezgéscsillapodás mértékét regiszt-
rálják. Ha a felületre tapadt réteg merev, akkor a
rendszer lecsengési ideje hosszú, ellenben, ha a réteg
puhább és kevésbé sûrû, akkor ez az idõ rövidebb
lesz, hiszen a minta erõsebben hat kölcsön a vizes
környezetével, és ez a közeg így gyorsabban elnyeli
(hõvé alakítja, disszipálja) a rezgés energiáját.

QCM-I módszer

Egy újfajta – például az általunk is használt, a magyar
MikroVákuum Kft. (Budapest) által fejlesztett – mû-
szer a disszipáció értékének meghatározását impe-
danciaanalízissel végzi. A QCM-I mûszer egy speciális
rezgõkörnek tekinthetõ, impedanciaspektrumát – mé-
rés közben – a mûszer folyamatosan rögzíti. A spekt-
rum adott frekvenciáihoz (alap- és felharmonikusok-
hoz) tartozó csúcsok helye és félértékszélessége gör-
beillesztéssel határozható meg. Utóbbi értéke arányos
a rezgõ szenzorlapka és a rá kitapadó rétegek disszi-
pációs képességének mértékével. Ez érthetõ, mivel

nagy általánosságban is bármely rendszer rezonancia-
csúcsának félértékszélessége a rendszer energiavesz-
teségével van kapcsolatban.

A QCM technológia fõbb alkalmazási területei

A QCM technológiának gazdag alkalmazási területei
vannak mind az alap, mind az alkalmazott kutatások-
ban. A biológiai alkalmazások körében kiemelendõk a
fehérjerétegek mechanikai tulajdonságainak vizsgá-
latai, receptor-ligandum kölcsönhatások dinamikájá-
nak számszerûsítése, polielektrolit-rétegek önszerve-
zõdésének mérése, biológiai vékonyrétegek hidratált-
ságának meghatározása, valamint élõ, legtöbbször
daganatos sejtekkel végzett kitapadási és sejtjelzési
mérések. Ezeken kívül még anyagtudományi és kémiai
kísérletekben is felhasználják, például az autokatalizá-
tor-rétegek bomlása hatékonyan mérhetõ [4]. A továb-
biakban néhány konkrét alkalmazást mutatunk be.

Fehérjekitapadás kinetikájának és mechanikai
jellemzõinek vizsgálata
A fehérjék kölcsönhatásainak, szerkezetének és
egyéb fizikai tulajdonságainak pontos ismerete elen-
gedhetetlen a sejtek alapvetõ mûködésének megérté-
séhez, és közvetlenül szükség van rá olyan alkalma-
zott kutatásokban, mint például az új gyógyszermole-
kulák kifejlesztésének területe.

A fehérjevizsgálatban használt QCM technológia
egyik leggyakoribb módjában a QCM szenzor felüle-
tére történõ fehérjekitapadást vizsgálják. Ekkor valós
idõben, közvetlenül mérhetõvé válik a fehérjekitapa-
dás kinetikája, a kitapadt réteg mechanikai sajátságai,
valamint megnyílik a lehetõség egyéb, a fehérjék köl-
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csönhatásait vizsgáló kísérletek elvégzésére is. Ez

4. ábra. A sejtkitapadás folyamatának vázlata. Elsõ lépésben a vizes oldatban lévõ sejt megközelíti
a felületet, majd passzív módon hozzátapad. Ezután, ha azt a felület lehetõvé teszi, aktív folyama-
tok indulnak meg a sejt belsejében, és különbözõ sejtkitapadási molekulák segítségével a sejt –
úgynevezett fokális kitapadási korongok segítségével – rögzül a felülethez. Végül, a kitapadt sejten
specifikus molekulákkal tetszõleges folyamatokat vizsgálhatunk, miközben a mûszerrel re-
gisztráljuk a sejtes választ. Felül az egyes fázisokhoz tartozó mért frekvenciaváltozások 0-hoz való
viszonyait (elõjeleit) tüntettük fel.

kitapadás kiterülés leválás

�f < 0 �f < 0 �f > 0

5. ábra. Az ábrán látható kísérletben két különbözõ elven mûködõ bioszenzor kombinálá-
sával meg lehet határozni a kitapadt réteg hidratáltságát. Mindkét mûszerhez tartozó mik-
rofluidikai rendszerbe azonos koncentrációjú polimeroldatot fecskendezve, majd a puffer-
rel való átmosást követõen a kitapadt réteg felületi tömegsûrûségét meghatározva, a két
érték különbségébõl számítható a kötött víz tömege és a réteg hidratáltsága. (A méréseket
a MikroVákuum Kft. által forgalmazott OWLS 210 és QCM-I 3000 mûszerrel végeztük.)
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utóbbira példa a receptor-ligandum (fehérje kölcsön-
hatása specifikus kismolekulákkal), illetve fehérje-
antitest kölcsönhatások számszerûsítése, amit a 3.
ábra foglal össze.

A fehérjemolekulák kitapasztásával kialakuló réteg
mechanikai tulajdonságai és a fehérjekitapadás dina-
mikája a szenzorlapka bevonatától függ, így a külön-
bözõ abiotikus rétegek biológiai mintákkal való köl-
csönhatásai vizsgálhatók. Erre példa a marha szérum-
albumin (BSA) fehérjék letapadásának vizsgálata TiO2
bevonatú szenzorlapon [5].

A titán alapú egészségügyi implantátumok (az em-
beri testbe beültethetõ mesterséges, gyógyászati célú
segédeszközök) felszínét – kevés kivételtõl eltekintve
– néhány nanométer vastagságú oxidréteg borítja, így
az élõ szervezeten belül a sejtekkel és különbözõ
molekulákkal való kölcsönhatások dinamikáját e ré-
teg fizikai-kémiai jellemzõi fogják meghatározni. A
példaként felhozott kísérletben a QCM mûszerrel jelö-
lésmentes módon és valós idõben lehetett meghatá-
rozni a vizsgált fehérjék vastagságát, viszkozitását,
képlékeny nyírási együtthatóját és a versengõ kitapa-
dás kinetikájának egyéb fontos jel-
lemzõit.

Emlõs daganatsejtek kitapadásának
vizsgálata
A legtöbb sejttípus esetében a sejtki-
tapadás (4. ábra ) a következõk
szükséges feltétele: a sejt funkciói-
nak normális ellátása, a sejten belüli
és a sejt-sejt közötti jelátvitel (infor-
mációcsere) folyamatának zavarta-
lan megõrzése. Kitapadás hiányában
a sejt rövid idõn belül programozott
sejthalálon megy keresztül. A sejt-
kitapadás összetett folyamat, amely-
nek egyik legfontosabb szereplõi a
sejtmembránba ágyazódó speciális
fehérjemolekulák (elsõsorban az
integrinek, szelektinek, kadherinek).
Ezek egyszerre valósítják meg a me-
chanikai kapcsolatot a sejt környe-

zetében található felülettel
(például a sejten kívüli mát-
rixszal), és meghatározott
sejtválaszokat hozhatnak létre
a belõlük kiinduló jelátviteli
útvonalakon.

A bioszenzor által mért, a
sejtkitapadás miatt bekövet-
kezõ jel összetett folyamatok
eredménye, pontos leírása
még várat magára, de széles
körben elfogadottan a követ-
kezõ differenciálegyenlettel
számszerûsíthetõ:

ahol A a sejt által elfoglalt felület, Amax a maximális

(2)dA
dt

= r A ⎛
⎜
⎝

⎞
⎟
⎠

1 − A
Amax

,

felületdarab, amit kitapadásakor a sejt el tud foglalni,
és r a kitapadás gyorsaságát jellemzõ kinetikai meny-
nyiség [6].

A sejtek mechanikai tulajdonságai és külsõ behatá-
sokra (például gyógyszeres kezelésre) adott válaszaik
erõsen függnek a sejtkitapadás állapotától. A QCM
mûszerrel a kitapadt sejtek egy vékony, a szenzorlap
fölötti, körülbelül 0,25 μm vastagságú rétegében – a
sejtek külsõ megjelölése nélkül, roncsolásmentes mó-
don – vizsgálhatók a mechanikai sajátságok.

Tymchenko és munkatársai [6] QCM mûszerrel el-
sõként vizsgálták az elõbb említett réteg viszkoelaszti-
kus jellemzõit. Kísérletükben NIH/3T3 egér fibro-
blasztsejteket tapasztottak ki a QCM szenzor felületé-
re, és a kitapadás végbemenetele után a nem mérge-
zõ, cytochalasin D nevû, a sejtváz felépítését módosí-
tó kezelõszert alkalmaztak rajtuk.

A kísérletben detektálták a sejtek kitapadása és a
kezelõszer által okozott frekvencia- és disszipáció-
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változást, valamint meghatározták a sejtek alsó, vé-
kony rétegének mechanikai paramétereit. A mérés
során optikai mikroszkóppal – amelynek felvételén
látható sejtes morfológiai változások idõben jól kor-
reláltak a QCM mûszerrel mért mennyiségek válto-
zásaival – folyamatosan nyomon követték a változá-
sokat [7].

A QCM adatok kombinációja optikai
bioszenzoros mérések eredményeivel

Számos alkalmazási területen (például a szövetmér-
nökségben felhasznált hidrogélek fejlesztései) kiemel-
ten fontos a biológiai vagy kémiai réteg hidratáltságá-
nak meghatározása. A kötött víz egyértelmû jelet ad a
QCM mûszerben, mivel e víztömeg együtt rezeg a bio-
lógiai réteggel. Ezzel szemben az optikai technikák
érzéketlenek a kötött vízre, mert ezek az oldószerhez
(vízhez) viszonyított törésmutató-eltérést detektálják.
Így egy optikai technika és a QCM technika kombiná-
lása lehetõséget nyújt a kötött víz mennyiségének pon-
tos meghatározására (5. ábra ). Ilyen mérési módszer
például az optikai hullámvezetõ fénymódus-spektrosz-
kópia (angolul: Optical Waveguide Lightmode Spect-
roscopy, OWLS), amely szintén széles körben elterjedt,
jelölésmentes bioszenzor.

A QCM-I mérõmûszer OWLS berendezéssel kombi-
nált változata napjainkban már kereskedelmi forga-
lomban is elérhetõ [8] és felhasználásra került hidro-
gél alapú biomimetikus rétegek fejlesztéseiben [9].

Összefoglalás

A fenti eredmények jól mutatják a QCM technológia
30 évre visszatekintõ történetének és felhasználásá-
nak sokszínûségét. Jelenleg több, különbözõ típusú,
kereskedelmi forgalomban kapható QCM mûszer léte-
zik, a modernebb eszközök többcsatornás méréseket
is lehetõvé tesznek, illetve már integrált mikrofluidi-
kai rendszerrel is rendelkeznek.
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ATOMREAKTOROKBAN HASZNÁLHATÓ
CIRKÓNIUMÖTVÖZETEK MIKROSZERKEZETÉNEK
MEGHATÁROZÁSA RÖNTGENVONALPROFIL-ANALÍZISSEL

A szerzõk megköszönik a Nemzeti Kutatási, Fejlesztési és Innovációs
Hivatal által támogatott NVKP-16-1-2016-0014 számú CAK-projekt
keretében kapott anyagi támogatást, valamint a Budapesti Kutató-
reaktor munkatársainak segítségét a mérések kivitelezésében.

Groma István,1 Szenthe Ildikó,2 Ribárik Gábor,1 Ódor Éva,1

Jóni Bertalan,1 Zilahi Gyula,1 Dankházi Zoltán1

1ELTE TTK Anyagfizikai Tanszék
2MTA Energiatudományi Kutatóközpont

Az anyagok mechanikai és termikus tulajdonságait
alapvetõen a különbözõ típusú kristályhibák határoz-
zák meg. A vonal- és térfogati hibákhoz rendelhetõ
karakterisztikus hosszúságskála a néhány nm-tõl a μm
nagyságig változik. Ezért a kristályhibák által kialakí-
tott komplex struktúrát mikroszerkezetnek nevezzük.

A felhasznált szerkezeti anyagok tulajdonságai leg-
többször azért változnak, mert a benne levõ mikro-
szerkezet átalakul. Ezért a mikroszerkezet feltárása
alapvetõ fontosságú. Erre számos kísérleti technika áll
rendelkezésre, csak néhány fontosat említve: transz-
missziós elektronmikroszkópia, pásztázó elektron-
mikroszkópia, atomierõ-mikroszkópia, valamint a
különbözõ diffrakciós módszerek.

Ebben a cikkben a röntgendiffrakció egy speciális
változatát a röntgenvonalprofil-analízist ismertetjük
részletesen. Röviden összefoglalva ez azt jelenti, hogy
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