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SZAKMAI ZAROJELENTES

Kutatdsi teriiletiinket a gyakorlatban haszndlhaté kémiai €s bioszenzorok fejlesztése,
illetve az ehhez kapcsoldédé alapkutatds, elméleti leirds és mddszerfejlesztés képezi.
Ezenbeliil a biokatalitikus (enzim) aktivitds mérésén alapulé miniatiir kémiai szenzorok

fejlesztésére €s vizsgalatira nyertem el az F37977 szamu ifjusdgi OTKA palyézatot.

Publikdcios tevékenység osszefoglaldsa:
Nemzetkozi SCI folydiratokban megjelent cikkek: 15
Bekiildott és elbiralas alatt all6 cikkek: 3
Hazai folyéiratokban megjelent 6sszefoglalé cikkek:3
Kumulélt impakt faktor (a 15 megjelent SCI cikkre): 42,782 (ISI-JCR 2004)
Eldadasok szdma: 33

Poszterek szama: 8

(A) Enzimaktivitds meghatarozasara alkalmas amperometriass mérocellak

kifejlesztése

1. Elektrokémiai  szenzorok  fejlesztése  oxiddz  enzimek  aktivitdsdnak
meghatdrozdsdra

Az enzimaktivitast leggyakrabban spektrofotometrids médszerrel hatdrozzdk meg. Ehhez
sziikséges, hogy az enzimatikus reakciot egy megfeleld optikai tulajdonsaggal rendelkezd
reagens koncentraciovaltozdsan keresztiil —kovetni lehessen. Ugyanakkor ennek a
kovetelménynek a biztositdsdhoz sokszor szintetikus szubsztratokra, konszekutiv
reakciokra, vagy akdr tovdbbi biokatalizatorok alkalmazdsdra is sziikség van. A
bakteridlis vagindzis diagnosztikdjara korabban kifejlesztett, a prolin-iminopeptidaz
enzim detektdldsan alapulé szenzorokkal kapcsolatos kutatdsunk bizonyitotta, hogy az
elektrokémiai enzimaktivitds mérd szenzorok alkalmazdsa tobb esetben elonyds lehet
ezért munkdnk sordn az oxiddz és hidroldz enzimek aktivitdsdnak elektrokémiai dton
torténd meghatarozdsanak lehetdségeit vizsgéltuk. Az oxiddz enzimek miikodése soran

keletkez6 hidrogén-peroxid elektrokémiai tuton kozvetleniil meghatdrozhaté és
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miniatiirizalt mérdcelldkkal elvileg mikroliter mennyiségli mintdk is analizdlhatéak.
Ezzel szemben a spektrofotometrids médszer tovabbi reagenseket és peroxiddz enzim
haszndlatat igényli. A  gyakorlati szemelOtt  tartva

megvalositds  lehetoségét

tomeggyartasra  alkalmas  technoldgidkkal (nagyfelbontisi  szitanyomtatds €s
fotdlitografia) késziilt mérdcelldkat fejlesztettiink ki az enzimaktivitds elektrokémiai
meghatdrozdsdra. A legmodernebb mikrofabrikdciés technol6gidk alkalmazédsara
Memphisi Egyetem Orvosbiologus Mérnoki Kardval megvaldsitott egylittmiikodés
keretében nyilt lehetdség, amelyre 2003-t61 MTA-OTKA-NSF tamogatast nyertiink el. Az
altalunk kordbban kifejlesztett, kis mintatérfogatokban egyszerre tobb komponens
meghatdrozasara alkalmas, planéris konfiguracidjd, kombindlt (elektrokémiai és optikai)
detektalast is lehetové tevo fotdlitografids technologidval késziilt mérdcellak jelenleg
nemzetkozi szabadalom beadvany targyat képezik. Elsd 1€pésben 6sszesen hat kiilonb6zo
geometridju fotolitografids, illetve nagyfelbontdsi szitanyomtatdssal késziilt,1-10 ul
haszndlatd mérdcelldk analitikai

mintatérfogatok analizisére alkalmas egyszeri

teljesitményjellemzdit hatdroztuk meg €s hasonlitottuk dssze.
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Optimdlis eredményt a fotdlitografids technoldgidval gyartott, 300 db. hexagondlis
elrendezésben egymadstél 100 mikrométerre elhelyezkedd, 10 um atméréji
ultramikroelektréd-sorokbdl 4ll6 platina munkaelektrédokndl értiik el. Ezek a cellak
harom egyénileg cimezhetd munkaelektrédot, illetve egy referencia elektrédot
tartalmaztak lamindldssal kiképezett 200 mikrométer mély cella aljan. Az
ultramikroelektréd-sorok geometridjanak optiméldsaval az egyéni mikroelektrodok
eldnyos tulajdonsdgait megdrizve (kedvezd jel/zaj viszony, kis ohmikus potencidlesés
(iR), kis idddlland6 (RC) és a hemiszférikus diffizié kovetkeztében megvaldsulé nagy
sebességli anyagtranszport) az dramerdsséget az egyéni mikroelektrodok szamaval
ardnyosan felerdsitettiik. Ennek megfeleléen sikeriilt biztositani a staciondrius
aramviszonyok kialakuldsit és a keverés érzékenység kikiiszobolését. Meghatéaroztuk a
kiilonb6z6 gyartasi technoldgidval késziilt alapelektrédok (vakuumparologtatés, illetve
elektrokémiai levélasztds) amperometrids hidrogén-peroxid érzékenységét majd gliikoz-
oxiddz (GOx) enzimet haszndlva modell eznzimként vizsgéltuk az elektrokémiai, illetve
optikai enzimaktivitds meghatdrozds kozotti korrelaciot. A kifejlesztett elektrokémiai
enzimaktivitds metodikdja rendkiviil egyszeri. A mérdcellaban elhelyezett abszorbens
réteget megfeleléen pufferolt enzim szubsztrittal moddositottuk. A mérés sordn a
mérdcella munkaelektrédjat +0,7 V-ra polarizéltuk és gliik6z-oxiddz hozzdaddsa utan az
enzimreakcio lefolydsat a termékként keletkezett hidrogén-peroxid anédos oxid4cidjdbol
szarmaz0 aramerdsség alapjan kovettiikk. Az dram tranziens kezdeti meredekségébdl €s a
mérbcella hidrogén-peroxid érzékenységének ismeretében a vizsgdlt gliik6z-oxidaz
mintdk aktivitisa kozvetleniil meghatdrozhat6. Az enzim standardokkal végzett
kalibraci6 ilymddon torténd kikiiszobolése és az egyszeri mérési eljards az
elektrokémiai metodikdt €s mérdcellat versenyképessé teszi az dltaldnosan hasznélt
fotometrids moddszerekkel szemben. Kisérleteink bizonyitottdk, hogy a gliik6z-oxidaz
enzim esetében az elektrokémiai modszerrel meghatirozott kinetikai paraméterek jol
korreldlnak a spektrofotometrids referencia moddszerrel (pl. Michaelis 4dllando
elektrokémia moddszerrel meghatdrozva 41 mM, spektrofotometrids modszerrel 38 mM).
Az alapérzékel szelektiv hidrogén-peroxid valaszanak biztositdsara
elektrokatalizatorokat, tobbrétegli polielektrolit, illetve elektropolimerizacioval késziilt

méretkizardsos filmeket vizsgaltunk. A legjobb szelektivitast az elektropolimerizacidval



levalasztott poli(m-feniléndiamin) filmmel értiik el amellyel teljesen kikiiszobolhetd volt
a biolégiai mintdkban taldlhaté elektroaktiv molekuldk zavardsa. A rétegezett
polielektrolit membranok esetében azonban tanulményaink sordn, eldzetes irodalmi
utaldsokkal ellentétben, nem tapasztaltunk kielégité hidrogén-peroxid szelektivitast. Ot
réteg poli(allilamin) és poli(vinilszulfonét) alterndldsaval az alapérzékeld hidrogén-
peroxid szelektivitdsa aszkorbinsavra nézve mindossze kétszeres mig a paracetamolra
hétszeres volt. A témdban egyeldre egy kozleményiink jelent meg (1)(vezetd polimerben

immobilizalt elektrokatalizitor vizsgalata) a Synthetic Metals folyoiratban (1F:1.278).

2.  Elektrokémiai  szenzorok  fejlesztése  hidroldz  enzimek  aktivitdsdnak

meghatdrozdsdra (2)
Mikrofabrikélt, miniatlir amperometrids szenzorokat fejlesztettiink ki alkalikus foszfatdz
(ALP) elektrokémiai uton torténd meghatdrozasara is. Az alkalikus foszfatiz az
immunanalitikai meghatdrozasokban taldn legédltaldnosabban hasznélt jelolé enzim,
amelynek érzékeny meghatdrozdsa lehetoséget ad az amperometrids mérdcelldk
immunanalitikai jellegli alkalmazdsara. Munkéank sordn eljarast dolgoztunk ki az dram
tranziensek linearizdldsdra anyagtranszportot szabdlyozé rétegek alkalmazasaval, illetve
vizsgdltuk az ALP-anti-IgG konjugdtumok meghatdrozasdnak lehetdségét. Az
irodalomban 4ltaldnosan hasznalt, érzékeny elektrokémiai detektdlast biztosité de
instabil,  p-amino-fenol-foszfat  helyett  aszkorbinsav-foszfitot  alkalmaztunk
enzimszubsztratként. Az amperometrids = mérdcella  teljesitményparamétereit
meghatdrozva az ALP kimutatdsi hatdra 3,1 fmol volt, ami jobb mint a klasszikus
spektrofotometrids moddszerek kimutatdsi hatdra, de gyengébb a fluoreszcens ¢és
kemilumineszcencids elven alapulé médszerekénél. Eredményeinket a Royal Society of

Chemistry The Analyst c. folyéiratdba publikaltuk (IF: 2.783) .

(B) Enzimszubsztrat kozvetlen meghatarozasa amperometrias mérocellakkal

1.  Mikrofabrikdlt  amperometrias  mérocelldk  fejlesztése  putreszcin

meghatdrozdsdra (3)



Emelkedett putreszcin koncentraciok orvos diagnosztikdban a bakteridlis vagindzis és a
rdkos megbetegedésekre utalnak, élelmiszeranalitikdban pedig bizonyos élelmiszerek
frissességére lehet kovetkeztetni a putreszcin koncentracié alapjan. Munkédnk sordn egy
olyan szenzort fejlesztettiink ki, amely alkalmas a putreszcin szelektiv és kozvetlen
meghatdrozdsdra vérmintdkbol. A fotolitografids technoldgidval késziilt platina
alapérzékeld0 moddositdsdhoz hdarom réteget alkalmaztunk: poliuretdin réteg (kiilsd
védoréteg), putreszcin-oxiddz réteg (a putreszcin oxidécigjat katalizdlva hidrogén-
peroxidot termel, amelynek keletkezését amperometridsan detektaljuk), méretkizarasos
poli(m-feniléndiamin) réteg (a kis molekulatomegli hidrogén-peroxid szelektiv
ateresztése). Az enzim immobilizdsara kordbban kidolgozott gdzfazisi immobilizaciét
alkalmazva €s a kiillonbozé membranrétegek permeabilitdsdnak optimdlasdval 0,05 uM
kimutatasi hatart sikeriilt elérniink, amely lehetdséget adott a putreszcin meghatdrozdsara
a diagnosztikai szempontbdl relevans 1 és 45 uM tartomanyban. A moédszer rendkiviili
eldnye, hogy gyakorlatilag mintaeldkészités nélkiil (borat pufferrel 1:1 ardnyban higitott
vérminta) is alkalmas a vér illetve plazma mintdk putreszcin koncentracidjanak
meghatdrozasara. Eredményeinket a Journal of Biochemical and Biophysical Methods c.

folydiratba publikaltuk (IF: 1.302).

(C) Feliileti enzimaktivitasok meghatarozasa

1. Feliileti enzimaktivitdsok kvantitativ meghatdrozdsa pdsztdzo elektrokémiai

mikroszkopidval
Enzim-monoréteg mintdzatok kialakitdsa €s az immobilizalt enzimrétegek feliileti
aktivitdsdnak meghatarozasa rendkiviil fontos az enzim jeldlésen alapulé immun- és DNS
chipek kifejlesztéséhez. A feliileti enzimaktivitdsok jelentdsen eltérhetnek az oldatban
mért aktivitdsoktol és ezek pontos kvantifikaldsat thiztik ki célul. Munkank sordn modell
rendszerként gliik6z-oxiddz enzimet haszndltunk €s a keletkezd hidrogén-peroxid lokalis
koncentracigjat Pasztazo Elektrokémiai Mikroszkopidval hataroztuk meg. A megfeleld
elektrokémiai mikroérzékelé pontos poziciondldsa az enzimréteg kozvetlen kozelében
nemcsak az enzimaktivitds rendkiviil érzékeny detektdlasiara nydjtott lehetéséget hanem

nagy tér- és idObeni felbontdsi meghatdrozdsara is. Kiilonboz6 immobilizaldsi



modszereket alkalmaztunk az enzimek feliileti rogzitéséhez (kovalens illetve

elektrosztatikus immobilizdlas, kontrolldltan egy vagy tobb rétegben).

a) aranyfeliilet / ciszteamin 6nrendez6d6 monoréteg / glutdraldehid (keresztkotd
agens) / gliik6z-oxidaz

b) Aranyfeliilet/hexadekantiol- elsd0 generdcids poli(amidoamin) dendrimer
vegyesréteg / glutaraldehid / gliikk6z-oxidaz (4)

c) tobbrétegli polielektrolit film (pozitiv toltési poliallilamin és negativ toltésii

glikk6z-oxidaz rétegek (pH> pl) kontrollalt alternédlasdval)

Az enzim mintdzatok kialakitdsdra fotolitografids technoldgidval gyartott 10 és 20 um
atméroji illetve oldalhosszu arany ultramikroelektrod-sorokat hasznéltunk. A feliileti
modositasok sordn nyert boritottsagot kvarckristaly mikromérleggel hatdroztuk meg

(ciszteamin 1.8x10™ mol/cm?, glutdraldehid 1.7x10™ mol/cm?, gliikéz-oxiddz (1.6x10™"°
mol/cmz).
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2 Abra (A) Tiz uym atmér6ji arany ultramikroelektrodra immobilizdlt GOx réteg altal
generdlt hidrogén-peroxid koncentracidprofilok digitdlis szimuldcidja. (B) Ugyanaz mint (A)

de figyelembe véve a feliilettél 5 um-re helyezett 10 um atmér6jh platina ultramikroelektrod
altal okozott perturbaciot.

A mért lokélis hidrogén-peroxid koncentracié-profilok kvantitativ értelmezéséhez
harom-dimenzids digitdlis szimulécids szoftvert fejlesztettiink ki, amely figyelembe veszi
a reakcidkinetikai paramétereket, mérdcella geometridjat, és biokémiai rendszer

komponenseinek anyagtranszportjat (5). A mikroszenzorok jelentds perturbaciot okoznak




a lokdlis hidrogén-peroxid koncentricidprofilokban, amelyet az altalunk kifejlesztett
harom-dimenzis szimuldcids szoftver teljes mértékben figyelembe vesz (2 Abra).

A Kkisérleti koncentricié-profilokat korreldlva (3. Abra) a szimuldciés eredményekkel
meghatdroztuk a feliileti enzimaktivitdsokat. A mddszert késObb kiterjesztettiik hidrolaz
enzimek (acetil-kolinészterdz) aktivitdsdnak meghatdrozdsara is az enzimatikus reakcid
okozta pH véltozds mérésén keresztiil. Ebben az esetben az pH profilok kisérleti
feltérképezését potenciometrids iizemmoddba, antimon/antimon-oxid mikroelektréddal
végeztik. Eredményeinket Osszefoglalo két publikdci6 a Bioelectrochemistry c.

folydiratban kozoltik (IF: 2.261).

A B

3 Abra Pisztiz6 elektrokémiai mikroszkdpids felvételek: (A) 20umx20um feliileten
immobilizalt GOx feliileti aktivitdsdnak kétdimenzidés megjelenitése. (B) Ugyanaz mint (A)
de a feliilet ngJr ionokkal (enzim inhibitorral) torténo érintkezése utan.

Az 4bran feltiintetett szdmok az adott pontban mért és a hidrogén-peroxid koncentracidval
ardnyos dramerdsség értékek jelzi (nA-ben).

2. Enzimjelolésen alapulé DNS mikrochipek fejlesztése
A bioanalitikai mikrorendszerek fejlesztése sordn az enzimaktivitds mérést, DNS szdlak
hibridizdcidjdnak vizsgdlatira is felhaszndltuk. Ezek a kisérletek a DNS chipek
fejlesztésére irdnyulé erdfeszitéseink elsd stddiumdt képezik. Munkdnk sordn
fotolitografids technoldgidval késziilt Osszesen 900 darab 10 um &atmérdjii arany

ultramikroelektrédot tartalmazé ,.chipet” alkalmaztunk. A molekuldris felismeréshez tiol-




csoporttal modositott 18 bdzis hosszi egyszdli oligonukleotidokbol (HS-5'-
GGTGAAGCTCTG CTGACG-3") alakitottunk ki Onrendez6d6 monoréteget a
mikroelektrodok feliiletén. A komplementer szdl amino-csoporttal mdédositott volt. A
hibridiz4cié detektdldsdra az amino-csoporthoz glutdraldehid segitségével gliik6z-oxidaz
enzimet kotottiink. A feliileti enzimaktivitds a hibridizacié bekovetkezését jelzi. Ennek
meghatdrozasara gliik6z oldatban, pasztazé elektrokémiai mikroszképids méréstechnikét
hasznéltunk, amellyel a kordbban emlitett moédon feltérképezhetdé az enzimmel jelolt
mikroszképids méretli helyek aktivitdsa. A pasztdzé elektrokémiai mikroszkopiat
viladgszinten eldszor alkalmaztuk sikeresen DNS szdlak hibridizal6éddsanak enzimaktivitds
mérésen alapul detektdldsdra. Kozleményiink 2005 madasodik felében felkeriilt a

Bioelectrochemistry folyoirat 25-0s toplistdjaban (8-ik helyen) (5).

3. Feliileti enzimaktivitasok nagyérzékenységii monitordldsa képalkoto feliileti

plazmon rezonancids mérorendszerrel (iSPR)

Az Oktatdsi Minisztérium (MU-00011) tdimogatdsédval elnyert iSPR mérdrendszer tovabbi
lehetOségeket nyujtott szamunkra biomolekularis kolcsonhatdsok tanulmanyozdsara. Az
SPR technolégidval egy adott feliilettel (chip) érintkezd dielektrikum réteg torésmutatd
véaltozasat detektdljuk par szdz nanométeres mélységben. Megfeleld receptorokkal (pl.
antitest) modositva a feliiletet lehetdség nyilik a komplementer komponensek (pl.
antigén) szelektiv, jelolésmentes detektdlasdra. Nemzetkozi egyiittmiikodés keretében
foglalkoztunk a TBC koérokozdjanak sejtfaldban taldlhaté  lipopoliszacharid
(lipoarabinomannan) immunanalitikai meghatdrozasdval ugyanis ez lehetdséget nyujthat
a TBC korai diagnosztikdjdra. A kimutatasi hatar azonban a diagnosztikai szempontbdl
relevans koncentracié szintnél magasabb volt. Jelenleg egy Uj jelerdsitéses eljarason
dolgozunk, amely alkalikus foszfatdz enzimmel torténd jelolésen alapul. A méréseink
sordn olyan szubsztriatot (BCIP/NBT) hasznalunk, amely az enzim katalizalt atalakuldsa
soran egy oldhatatlan csapadékot képez és levélva a feliiletre rendkiviil nagy torésmutat
valtozdst okoz. Munkédnk sordn anti-alkalikus foszfatiz mint4zatot alakitottunk ki egy
arany chip feliiletén és vizsgaltuk az ALP bekotddését. Elokisérleteink bizonyitjak, hogy

az altalunk javasolt amplifikdcids eljardssal 1 attomolnal kisebb mennyiségli alkalikus



foszfatiz (ALP) is meghatirozhaté (4. Abra). Ugyanakkor ennél nagysigrendekkel
nagyobb ALP mennyiségek sem detektdlhatdak kozvetleniil (jelerdsités nélkiil) SPR-el.
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4. Abra SPR jelerésités enzimatikus csapadéklevilasztdssal. (A) A rezonanciaszog
valtozdsa az enzimmikodés  hatdsidra. Az anti-ALP-vel mddositott feliilet az
enzimszubsztrat hozzdadésa eldtt 1,6 fM koncentraciéji ALP oldattal érintkezett. Nem-
specifikus protein adszorpcionak ellendllé poli(etilén-glikol) szarmazékkal bevont
feliilet szolgéltatta a hattérjelet. (B) Aramlé oldatos mikrocelldba behelyezett arany chip
feliiletének plazmon rezonancids képe 10 perces inkubécié utdn az enzimszubsztrat
oldatdban. A vildgosabb pontok az anti-ALP- vel mddositott feliiletekhez bekotodott
ALP aktivitasat jelzik, a sotétebb feliilet pedig a PEG hattért.

Ez a kutatdsi irdnyzat rendkiviil perspektivikus hiszen lehetové teszi az SPR technolégia
kimondottan analitikai célu alkalmazasat gyakorlatilag minden alkalikus foszfatdz jelolést
alkalmazé immunanalitikai eljardshoz. A chip formitumud nagy 4teresztoképességii
meghatdrozasok mellett a javasolt mddszer valdsziniileg miniatiirizalt SPR késziilék

alkalmazasaval diagnosztikai szenzorok kifejlesztésére is alkalmas lehet.

(D) Kis kimutatasi hatara ionszelektiv elektrodok fejlesztése

A kutatdsi tervben szenzorok fejlesztését javasoltuk enzim inhibitorok (pl. nehézfémek)
meghatdrozasdra. A nagyérzékenységli méréshez enzim tartalmu, nanométer vastagsagu
tobbrétegli polielektrolit filmek alkalmazasat terveztilk, azonban a rétegek iddbeni

stabilitisa nem volt kielégitd és nem lattunk lehetdséget a nehézfémek szelektiv



meghatdrozdsdra enzim inhibicié alapjan. Ugyanakkor az ionszelektiv potenciometria
tertiletén torténd leguijabb fejlesztések bebizonyitottdk, hogy akar pM-os kimutatdsi hatar
is elérhetd megfeleld un. anyagtranszport Kkontrolldlt ionszelektiv elektrédok
alkalmazasaval. Ebben, az elektroanalitika homlokterében levd, nagy nemzetkozi
érdeklddést kivaltd kutatdsba kapcsoldédtunk be. A munka ezirdnyban vald folytatdsat
tovibb motivélta, hogy 2002-be OTKA miiszerpalydzat (M041969) keretében egy
hiperspektralis képalkot6 rendszer beszerzésére nyilt lehetdségiink, amely miiszer tobbek
kozott kivadléan alkalmas a membrdnon beliili iontranszport nagy térfelbontasu
tanulmanyozasdra is. Az ionszelektiv elektrédok kimutatdsi hatdra a membrannal
érintkezd mintaoldatot elszennyezd ionfluxusok meggétoldsaval/szabdlyozéasaval
javithat6. Ezen a téren kordbban csoportunk szolgdltatta vildgviszonylatban az elsd
fiiggetlen bizonyitékot a kordbban feltételezett mechanizmusokra (6). A membranon
keresztiili ionfluxusok bedllitdsa érdekében azonositottuk a kimutatdsi hatart befolyasol6
tényezoket és 1Uj vizsgdlati moddszereket dolgoztunk ki kationszelektiv membranok
jellemzésére. Ezek kozott emlithetd a lagyitott polimer alapi membranok alkotéiban
altaldban fellelhetd, kis mennyiségli ionos szennyezOk meghatdrozasdra kifejlesztett
spektroszkopiai mddszer (7), és a kis kimutatdsi hatard ionszelektiv elektrodok gyartasara
hasznalt ionoforok gyors alkalmassagi sziirésére kidolgozott eljaras (8). A hiperspektralis
képalkot6  rendszer  alkalmazdsdval  kifejlesztettink  egy  qj modszert
(mikrospektroelektrokémiai mikroszkdpia), amellyel megfeleld spektrilis tulajdonsaggal
rendelkezd kromoionoforok és lipofil adalékanyagok, elektromos tér, illetve
koncentraciégradiens indukdlt transzportja valés idoben nyomonkovethetd (9,10). Az
elektrédok miniatiirizdldsa érdekében elektromosan vezetd, polimer alapu szilard belsd
elvezetések fejlesztését (11) és ezek fizikai kémiai tulajdonsagénak vizsgélatit végeztiik
el elektrokémiai kvarckristdly mikromérleg €s pdsztizd elektrokémiai mikroszkopia
segitségével (1). Az ionoforok mozgékonysaganak csokkentésével robusztusabb
ionszenzorok készithetbek és ezen a teriileten elsoként szintetizaltunk PVC-hez
kovalensen kotott ionoforokat, vinil-klorid és megfeleld ionofor szarmazékok
kopolimerizaci6javal (12). Az ionszelektiv elektrodok kimutatdsi hatardnak

csokkentésére tobb olyan mddszert is kidolgoztunk, amellyel lehetéség nyilt a kalcium-
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illetve 6lomionok nanomolos vagy kisebb koncentracidéban torténd meghatdrozasara.
Ezek rovid 0sszefoglaldsat az 1-es tdblazat tartalmazza.

1. Tablazat Kis kimutatési hatard ionszelektiv elektrodok fejlesztése

Fejlesztés Ion lIl(;g:tatam Megjegyzések Hiv.

Mikroméretii Tipofil Az/ ac/ial/ékkal az ionfluxusok

részecskékkel adalékolt ca® [ 10°M ménckenek = -

‘onszelektfv membranok csokkentését és ezaltal az (13)
elektrédvalasz robusztussdgit értiik el.

Excentrikus elhelyezésii A kis kimutatdsi hatdr mellett a

forg6korong ionszelektiv Ca™ 10°M vélaszidd latvanyos csokkentését is (14)

elektrédok elértiik.

Elekiromosan vezetd Ag elsd nanf)mélos kinﬂlqtatési hatara

polimereken alapuld szildrd ” B szilard .belso elve;etésu ionszenzor. Az

belsé elvezetésii ionszelekiy Pb 10" M AnalyFlcal and 1}10analytlcal (15)

elekirédok Chemistry folydirat ,,Forefront”
kozleményként kozolte.

Eredményeinket a kovetkezd folydiratokba publikaltuk:  Analytical Chemistry (3
kozlemény, IF 5,450), Talanta (1 kozlemény, IF 2.532), Analytical and Bioanalytical
Chemistry (1 kdozlemény, IF 2,098), The Analyst (1 kozlemény, IF 2,783), Electroanalysis
(2 kdzlemény, IF 2,038).

A kis kimutatdsi hatdri szenzorok fejlesztésére mds tematikus pdlydzatbol anyagi
tamogatds nem dllt rendelkezésiinkre és mds OTKA pdlydzat témavezetoje sem voltam.
Ugyanakkor hozzdteszem, hogy résztvevoként szerepelek egy vezeto polimer alapii
szenzorok fejlesztésére elnyert ifjiisdgi OTKA pdlydzatban (FO034431, 2001-2005), amely
ezen a témateriileten megjelent 8 kozleménybol 3-ndl dtfedést okoz. Ugyanakkor 2005-tol
szintetikus receptorok fejlesztését célul kitiizo OTKA-ban (T46403) is résztvevoként

szerepelek.

(E) A kémiailag médositott arany nanocsoveken alapulé bioszenzorok fejlesztése

A nanotechnoldgia alkalmazdsa nano-bioszenzorok és a “lab-on- chip” rendszerek
kialakitdsara rendkiviili fontossdggal bir elsdsorban a DNS analizis és protein chipek
tertiletén. Munkénk sordn olyan bioérzékelési elvet dolgoztunk ki, amely a nanométeres
szinten jelentkezd specidlis molekularis kolcsonhatdsokon alapszik, de kis anyagi
befektetéssel is megvalosithatd és altaldanosan alkalmazhaté bioldgiai eredetii

makromolekuldk meghatdrozasdra. Lényege, hogy nanocsovek belsd faldhoz kovalens
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kotéssel szelektiv molekuldris felismerésre alkalmas biomolekulat rogzitiink. Az
immobilizdlt biomolekula szelektiv kolcsonhatdsba 1€p a vizsgdlt minta egy
komponensével. A keletkezett antigén-antitest komplex, vagy a DNS szdlak esetében
kialakult kettds csavar megvdltoztatia a nanocsé dtmérojét vagy/és a belso feliilet
elektromos toltését. A fellépd valtozas befolydsolja a nanocsé atjarhatésiagat kiillonbozo
ionok szdmdra és ezaltal kvalitativ és kvantitativ informéciét szolgaltat a vizsgalt
komponensrdl. A gyakorlati megvaldsitds sordn a nanocsovek egy transzport cella két
oldatterét valasztjak el egymastol. Az immobilizalt biomolekula szelektiv kdlcsonhatdsba
1ép a vizsgalt minta egy komponensével, és az igy keletkezett komplex megvdltoztatia a
nanocso dtmérojét vagy/és a belso feliilet elektromos toltését. A fellépd véltozas
befolydsolja a nanocsO datjarhatésdgat kiilonb6z0 ionok szdmadra, és ezért ezek
ionszenzorokkal val6 meghatdrozdsa kvalitativ, illetve kvantitativ inform4ciot szolgéltat a
vizsgalt komponensrdl. Az 4j tipust bioszenzor mitkodési elvének bemutatdsara biotinnal
modositott nanocsoveket allitottunk eld, amelyek alkalmasnak bizonyultak az avidin
meghatdrozasdra (16). Ennek érdekében biotin molekuldkbdl monomolekuléris réteget
alakitottunk ki az arany nanocso belsd falan. Az avidin-biotin komplex kialakuldsat a
nanocson keresztiili, potenciometridsan detektalt kalciumion fluxus csokkenésébdl
hatiroztuk meg. A tovdbbiakban az arany nanocsovek elddllitisara egy
vikuumpdrologtatdsos mddszert is kidolgoztunk, és megvaldsitottuk a nanocsovek belsd
falanak peptid-nukleinsavakkal (PNS) torténd szelektiv moddositasat. A  peptid-
nukleinsavak legfontosabb tulajdonsiga, hogy semleges toltéstiek, ugyanis a nukleotidok
egy peptid lancon helyezkednek el és a DNS-ekkel gyakorlatilag azonos mdédon
hibridizalédnak a szekvencidjukkal komplementer DNS szdlakkal. Haszndlatuk sok
szempontbél eldnyods. Igy pl. esetiikben nem jelentkezik a negativ elektromos toltésii
DNS-ek hibridizacidjandl tapasztalt elektrosztatikus taszitds. Ez a gyakorlatban azt
jelenti, hogy a PNS és DNS kozotti kolcsonhatds mér jéval rovidebb (akar 10 bazisu)
PNS lancok esetében is megfelelden stabil. A nanopdéruson keresztiil beallitott
kalciumionok fluxusdnak véltozdsa alapjdn sikeriilt kimutatni a nanopdérusban
immobilizalt PNS és a minta DNS hibridizacidjat (a kézirat megirdsa folyamatban van).

A tovdbbiakban tervezziik az SPR detektdldsndl alkalmazott csapadék levdlasztdsdhoz
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vezeto  enzimamplifikdacios eljardsok vizsgdlatdt. FEredményeinket a Chemical

Communications folyéiratba kozoltiik (IF 3,997).
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Kutatasban résztvevok

Az egyetemi kornyezet sajatsdgainak megfelelden az OTKA pdlyazat éltal finanszirozott
kutatdsban elsOsorban diplomdzé hallgatékat, tudomédnyos didkkori hallgatokat és
doktoranduszokat vontam be. Ennek megfelelden folyamatos véaltozas volt a négy év alatt
a kutatdsban résztvevok személyében amit értelemszeriien nem lehetett eldretervezni. A
2001-2005 iddszakban az OTKA tdmogatds a tudomdnyos kozlemények és eldadasok
mellett lehetové tette 6 diplomamunka (Kiss Gergely, Jagerszki Gyula, Ritvay Dorottya,
Aradi Tamads, Hofler Lajos és Sziics Jilia) és 1 TDK dolgozat (Hofler Lajos) elkészitését.
2003-tdl “kiegészitd” MTA-OTKA-NSF pélyéazatot nyertiink el amelynek keretén beliil I-
Jane Chen és Justin Zook kozvetlen témavezetésem mellett szintén résztvettek a
kutatdsban. Finn-magyar és észt —-magyar TET egyiittm{ikodés keretén beliil is dolgoztak
vendégkutatok az OTKA dltal tdmogatott témdban, illetve nem formadlis

egyiittmiikodések sordn is sziilettek eredmények.

Betervezett koltségvetéstol valo eltérés

Egyediil a befektetett eszk6zok rovatban tértiink el a tervezett eszkdozok beszerzésétol,
amely tényt az éves részjelentésekben részletesen indokoltuk és a szakmai zslri ezeket
elfogadta. Roviden 0Osszefoglalva, 2002-ben OTKA miszerpalyazaton 10 000 eFt
nyertiink el egy hiperspektrdlis optikai képalkotd rendszer beszerzésére amelyre viszont
14 600 eFt-ot kértiink. Rendkiviili kedvezmény elérésével és az elsd év befektetett eszkoz
rovatabol 600 eFt-al kiegészitve a rendelkezésre all6 osszeget (mds forrasunk nem 1évén)
sikeriilt csak egy funkciondlis konfigurdciot beszerezni amely alkalmazdsaval mar négy
szinvonalas folyéiratba megjelent kozlemény sziiletett. Ilymédon a tervezett
multipotenciosztit ebbdl a forrasbol torténd beszerzése mar nem volt lehetséges, de mas
forrasok felhaszndldsdval ez megtortént €s jelenleg két Autolab bipotenciosztat is
rendelkezésiinkre 4ll. A tovabbi beszerzett eszkozok a hiperspektralis optikai képalkotd
rendszer bovitését és az enzimaktivitds szdloptikds méréséhez sziikséges mikroszonda

tizembe helyezését szolgaltak.
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