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1. BEVEZETES

Napjainkban az ¢élelmiszeriparban a fogyasztok 4altal tdmasztott egyre magasabb
igényekkel parhuzamosan novekednek az élelmiszerbiztonsagi és mindségi kovetelmények. A
globalizacié ¢és az ¢élelmiszerek szabad kereskedelme miatt elengedhetetlen a biztonsagos
¢lelmiszer elballitas feltételeinek megteremtése. A szennyez6 anyagok kimutatisa, a
kockézatbecslés ¢és kockdzatelemzés ma nélkiilozhetetlen eleme az élelmiszerbiztonsagi
eléirasoknak az emberek egészségének megdvasa érdekében. A gyartok szamara ezért
elengedhetetlen az ¢élelmiszer-eldallitas teljes folyamatat végigkisérd (a nyersanyagtol a
késztermék fogyasztd elé vald kertiléséig) folyamatos, gyors ellendrzés. A gabondk mikotoxin
szennyezettsége vilagszerte fontos humdan- ¢&s allategészségligyi kockéazatot jelent.
Magyarorszagon a fusarium penészgombak altal termelt toxinszennyezés a leggyakoribb, ezen
beliil elsésorban a deoxynivalenol szennyezettség jelent problémat. A globalis felmelegedésnek,
illetve az iparszerli mezégazdasagi termelési gyakorlatnak kdszonhetéen a gabonak fuzariumos
kiégése hatalmas gazdasagi veszteséget okoz, és egyben a szennyezett gabonak takarmanyként
torténd felhasznalasaval az allattenyésztési hozamban jelentds visszaesést eredményez, mig a
szennyezett gabonabol készitett élelmiszer kozvetlen human egészségkarositd hatasu.

Az ipar gyors fejlédésével, az iparszerli mezOgazdasag és allattenyésztési gyakorlat
alkalmazdsaval egyre novekszik a kiillonb6zd vegyszerek, gyogyszerek, ndvényvéddszerek
alkalmazasa, ami nem csak ¢élelmiszerbiztonsagi kérdéseket vet fel, de komoly kornyezetvédelmi
problémat is jelent. Az utdbbi évtizedben keriiltek a figyelem kdzpontjaba a hormonrendszerre
hat6 anyagok (endokrin zavard hatasu anyagok, EDCs), melyek stlyos hormonhaztartasi
zavarokat idézhetnek eld, elsdsorban szaporodasi problémakat okozva. Jelenlétiikre kiilonosen a
vizi ¢élélények érzékenyek. Az esetek jelentds részében novényvéddszereket, mlianyagokat €s
humangyogyszereket talaltak feleldsnek e hatas kialakuldséaért.

Ahhoz, hogy ezen anyagokra iranyuld kockazatbecslést és értékelést el tudjuk végezni,
olyan analitikai modszerek sziikségesek, amelyek alkalmasak gyorsan, olcson, nagy
hagyomanyos analitikai modszerek sok esetben nem alkalmazhatok a mindségbiztositasi
rendszerek kiépitésénél, mint példaul a nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (HPLC),
gazkromatografia (GC), tomegspektrometria (MS), HPLC-MS, GC-MS, hiszen dragak, lassuak,
jol képzett szakembereket €és sok esetben bonyolult minta eldkészitést igényelnek. Az elmult
harom évtizedben el6térbe keriiltek a hagyomanyos analitikai modszerek mellett a
sorozatvizsgalatokra alkalmas, gyors, nagy érzékenységli automatizalhaté6 modszerek fejlesztése.

E modszerek koziil kiemelkedé a bioszenzor fejlesztésekben elért eredmények. Attord
3



eredményeket elsdsorban a klinikai, kornyezetvédelmi analitikdban ¢és a biotechnologiai
folyamatok nyomon kovetésében értek el, de szamos élelmiszeriparban alkalmazhatd szenzor is
sziiletett. Ma a szenzorkutatas elsdsorban az immunszenzor fejlesztések iranyaba indult meg.
Munkammal 2007-ben kapcsolodtam be a KEKI, majd 2014. januar 1-t61 a Nemzeti
Agrarkutatdsi  és Innovacios Kozpont Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézetének —optikai
hullamvezetdé fénymodus spektroszkopia (OWLS) alapti bioszenzor kutatasi témaiba. Az
intézetben a 2000-es évek elején indult el az OWLS technika alkalmazasi lehetdségeinek kutatasa,
melynek eredménye szamos 0j mérési modszer kidolgozasa volt (Székacs et al., 2003, Trummer
et al.,, 2001, Levkovets et al., 2004, Adanyi et al., 2007). A GVOP-3.1.1-2004-05-0429/3.0
Llmmunteszt €és immunszenzor kidolgozasa endokrin zavaré hatdsok biomarker fehérjéjének
kimutatasara” cimii palyézat, illetve a GVOP-3.1.1.-2004-05-0283/3.0 ,,Elelmiszerbiztonsag a bor
termékpalydn” cimii palydzat keretén beliil els6ésorban ¢élelmiszer és kornyezeti mintdk
vizsgélatara alkalmas kiilonb6z6 OWLS alapti immunszenzorok kifejlesztése volt a cél. A
disszertacio egyik felében deoxynivalenol (DON) kimutatasara alkalmas OWLS alapu
immunszenzor fejlesztés eredményeit mutatom be. A kialakitott szenzorral blizaliszt mintak
vizsgalatat végeztem el. A dolgozat masodik felében vitellogenin (Vtg), mint hormonrendszert
zavar6 kornyezetszennyezOk kimutatasara alkalmas biomarker meghatarozasara Kifejlesztett

immunszenzorral torténdé mérések eredményeit foglalom Gssze.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Immunszenzorok

Immunszenzorok a bioszenzorok azon specialis csoportja, ahol a rogzitendd, specifikus
biologiailag érzékeny anyagként antitestet vagy antigént alkalmaznak. A szenzor miikddése
alapvetden két folyamatbol all: a receptor feliiletén végbemend specifikus antigén-antitest kotodés
kialakulasabol, melyet molekularis felismeré folyamatnak is neveziink, majd ezt koveti a
jelatalakito folyamat, mely a specifikus kotés kialakulasa kozben bekdvetkezett valtozasokat
(elektrokémiai, optikai, magneses, piezoelektromos stb.) detektalja és azt mérhetd, feldolgozhato
és tarolhato elektromos jellé alakitja (Ruan et al., 2002).

Az immunszenzorokat az immunreakcié soran kialakult komplex detektalasara alkalmazott
modszer szerint csoportosithatjuk (Patel, 2002). Megkiilonboztethetiink jeloléses, illetve
jelolésmentes immunszenzort. A jeldlésre akkor van sziikség, ha az antigén-antitest komplex
kialakuldsa nem jar konnyen detektalhato termékkel, ezért mesterséges jelolot, példaul radioaktiv
izotopot, enzimet, fluoreszcens vagy kemilumineszcens molekuldt, magneses nanorészecskéket
alkalmaznak. A leggyakrabban hasznalt enzimjel6léses eljarasokban elsésorban torma peroxidazt,
gliikoz oxidazt, B-galaktozidazt vagy alkalikus foszfataz jelzéenzimet hasznalnak. A jeldléses
immunszenzor esetén kétféle mérési modszer, a szendvics illetve a kompetitiv modszer
alkalmazhat6. A szendvics eljards sordn az antigénnel specifikusan reagald ellenanyag-
molekuladkat kotiink a szenzor feliiletére. Az ily modon rogzitett ellenanyag specifikusan koti az
antigént, és ezért az antigén komplex mintabol izolalhaté és kimutathat6. Az ellenanyag-antigén
kotodés az antigénnel specifikusan reagalni képes jelzett ellenanyaggal mutathaté ki. A keletkezett
antigént tartalmazé mintdhoz a vizsgalt antigénnel azonos, de jeldlt antigénmolekuldkat adunk,
melyek a mérendd antigénmolekuldkkal versenyeznek az antitest kotohelyeiért. A jelzett antigén
kotodését a nem jelzett antigént tartalmazod ismeretlen minta gatolja. A gatlas mértéke a gatld
kialakult kotés erdsségétdl, az ellenanyag affinitasatol is. A modszer igen kis mennyiségii
ellenanyag és antigén kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara alkalmas (Pokol et al., 2011).
A jel6léses immunszenzor esetén a jel6l alkalmazasa dragabba és bonyolultta teszi a rendszert.
Az utdbbi idOben ezért a kutatas egyre inkabb a jelolésmentes technikak fejlesztése felé iranyult,
ahol az immunreakciot nem tovabbi kémiai, biokémiai reakciok segitségével detektaljuk, hanem
a folyamat soran bekdvetkezd fizikai valtozasokat jelolésmentesen mérjiik igen érzékeny mérési

technikak alkalmazasaval (Bange et al., 2005). Jelolésmentes technikanal is kétféle, direkt és
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indirekt mérési modszert kiilonboztethetiink meg. Direkt modszernél a szenzor feliiletén
kozvetlenill az antitestet rogzitjiik és vizsgaljuk a minta altal adott jel nagysagat. A technika elénye
az egyszerlség, ugyanakkor kis molekulak esetén az érzékenység sok esetben nem megfeleld. A
kompetitiv immunszenzornal az antigének, vagy kis molekuldk esetén a fehérjével képzett
konjugatuma keriil rogzitésre. A mérések soran a mintakat meghatdrozott mennyiségii antitestet
tartalmazé szérummal keverjiik 6ssze, inkubaljuk, majd injektaljuk a rendszerbe. Csak a szabadon

maradt antitestek kotédnek a felszinre, igy a jelintenzitas forditottan aranyos a vizsgalt anyag

crer

2.2 Detektalasi modszerek

Mig a bioszenzor szelektivitdsat és specificitasat elsdsorban a rdgzitett bioldgiailag
érzékeny anyag hatarozza meg, addig az érzékenységet az alkalmazott érzékeld-jelatalakitod
rendszer befolyasolja (Leca-Bouvier et al., 2005). Az immunszenzorokban az érzékelés alapjat
egy részrél a célmolekula és a felismerd elem kozott 1étrejovd specifikus reakeio képezi. A
felismerés alapja, hogy a célmolekula és a felismer6 elem k6zott 1étrejovo kapesolat fizikai-kémiai
valtozast okoz a rendszerben, mely valtozas azutan egy alkalmas jelatalakitd segitségével
detektalhato és mérhetd. Az alkalmazott detektorok szerint megkiilonboztethetiink elektrokémiai-

optikai-, piezoelektromos immunszenzorokat.

2.2.1 Elektrokémiai immunszenzor

Az elektrokémiai immunszenzorok az antigén-ellenanyag kotédést kovetden az
alkalmazott jelolo vegyiilet és az elektroaktiv szubsztrat kémiai reakcidja soran bekovetkezett
valtozasokat koveti nyomon. Vizsgalhatja a rendszerben kialakuld potencialkiilonbséget
(potenciometria), a rajta atfolyd aramot (amperometria), illetve a rendszer vezetOképességének

valtozasat (konduktometria) is.

2.2.1.1 Potenciometrids mérésen alapulo rendszerek

A potenciometrias detektorok a referencia, illetve az indikator elektrod kozti
potencialkiilonbséget mérik. A mérés soran a referenciaelektrod potencialja allando, mig az
indikator elektrod potencidlja fiigg a mérni kivant anyag koncentraciojatol. Napjaink egyik
legigéretesebb potenciometrias immunszenzora az ion érzékeny térvezérlési tranzisztor (ISFET)
alapt immunszenzor, ahol az antitestet az ionszelektiv elektrod felszinét borit6 membranon
rogzitik, és az antigén-antitest komplex képzodése soran bekdvetkezett valtozasokat regisztralja a

jelatalakito. Starodub és mtsai (2000) simazin gyomirtd kimutatasara alkalmas ISFET-alapa



immunszenzort fejlesztettek ki, ahol az ISFET feliiletére simazin elleni poliklonalis antitestet
rogzitettek Staphylococcus eredetii protein-A segitségével. A vizsgalatban kétféle mérési
modszert alkalmaztak. Kompetitiv modot, ahol a nativ és peroxidazzal jel6lt simazin molekulak
versengtek az ISFET feliiletére kotott antitestek kotohelyeiért, valamint a szekvencialis telités
technikat (sequential saturation of antibodies). A megko6t6dott peroxidaz aktivitasat aszkorbinsav
¢és hidrogén-peroxid jelenlétében mérték. Kompetitiv rendszer esetén a simazin kimutatasi hatara
1,25 ng/ml, a linearis tartomany 5-175 ng/ml volt, mig szekvencialis telités technikat alkalmazva
az ¢érzékenység joval nagyobb volt, 0,65 ng/ml kimutatasi hatarral és 1,25-185 ng/ml linearis
tartomannyal. Az IFSET immunszenzorként valo alkalmazéasanak jelentdsége a miniatiirizalasban

¢s tobbcesatornas rendszer kialakitasanak lehetdségében rejlik.

2.2.1.2 Amperometrias mérésen alapulo rendszerek

Az amperometridas rendszerek muikodése az elektroaktiv ionok oxidacidjan vagy
redukcidjan alapszik. A mérés soran a munkaelektrod potencialja allando, és azt vizsgaljak, hogy
anyag koncentracidja és az aramerdsség kozott egyenes aranyossag all fenn. Az amperometrias
szenzorok gyorsak, ugyanakkor szelektivitas terén a rendszerben jelen 1évo elektroaktiv anyagok
redox potencidlja a meghatdrozod, igy a mért &ram a mintdban 1évd tobb anyag egyiittes jelébdl
tevédik Ossze. Gyors, egyszerli, olcso alkalmazhatdsaganak koszonhetden a legelterjedtebb
detektalasi mod a bioszenzorok korében. Micheli és mtsai (2005) tejbdl aflatoxin M1 kimutatasara
alkalmas amprometrids immunszenzort fejlesztettek ki, ahol a monoklonalis antitestet kozvetlen
az elektrod felszinén (szitanyomott-elektrod) rogzitették, kompetitiv mérési modszert alkalmazva,
enzim jeloloként pedig tormaperoxidazt hasznaltak. A rendszer kimutatasi hatara 25 pg/ml,
linearis tartomanya 30-160 pg/ml volt. A rendszer nagy elonye, hogy a vizsgalat a tej
centrifugaldsan kiviil semmilyen egyéb mintaeldkészitési eljarast nem igényel. Badea €s mtsai
(2004) szintén tej aflatoxin M tartalmanak kimutatasara fejlesztettek ki egy atfolyd injektalasos
immunoassay-en (FI-IA) alapuldé amperometrias immunszenzort. Az automatizalt rendszer
egyesitette az atfolyd injektalasos vizsgalatra jellemzd gyorsasagot és reprodukalhatosagot az

immunkémiai reakciokra jellemz6 érzékenységgel és szelektivitassal.

2.2.1.3 Konduktometrids mérésen alapulo rendszerek

Konduktometrids mérésen alapuld detektdladsi modszert haszndljdk legkevésbé a
bioszenzorok korében, habar olcsé és egyszerli. Csak olyan rendszernél alkalmazhato, ahol a
reakciok soran ionok képzodnek vagy a rendszer ionokat fogyaszt, megvaltoztatva az oldat

vezetOképességét. Ezt a folyamatot mérik a vezetOképesség idGbeni valtozasanak
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nyomonkovetésével. A modszer hatranya, hogy a vezetdképességet a rendszerben jelen 1€vo
Osszes ion vezetOképessége adja, ezért nem specifikus. Aflatoxin B: kimutatasara alkalmas
konduktometrian alapulé immunszenzort fejlesztett ki Liu és mtsai (2006), ahol tormaperoxidazt
¢s aflatoxin Bi specifikus antitesteket rogzitettek arany nanorészecskékkel funkcionalizalt

mikroelektrodokon. A rendszer kimutatasi hatara 0,1 ng/ml aflatoxin By volt.

2.2.2 Optikai immunszenzorok

Napjainkban az immunszenzor kutatasban az optikai jelatalakitok hasznalata vette at a
vezetd szerepet, mert miniatiirizalhatoak, olcsok, nagy érzékenységii miiszerek. Az optikai
immunszenzorral torténd detektalas alapjat az adja, hogy az immunkomplex kialakuldsa soran UV-
VIS abszorpcio, biolumineszcencia’kemilumineszcencia, fluoreszcencia/foszforeszencia,
visszaverddés, szorodas vagy refraktiv indexbeli valtozas torténik. Az optikai immunszenzorokon
beliil megkiilonboztethetiink jeldlt, illetve jelolésmentes immunszenzorokat. Az alabbiakban csak

a legfontosabb optikai szenzorokat mutatom be réviden.

2.2.2.1 Jeloléses optikai immunszenzorok

A jelolt immunszenzorok az antigén - antitest kotddés detektdlasdra egy nagy
érzékenységgel meghatirozhato jel6lé molekulat tartalmaznak. Jelldként hasznalhatok enzimek
(pl.: peroxidaz, luciferaz), fluoroférok (pl.: FITC), fluoreszcens nanokristalyok (quantum dots)
stb.

» Fluoreszcencia alapi rendszerek

A fluoreszcencia olyan jelenség, amelynek soran bizonyos molekulak adott energiaja fényt
bizonyos id6 alatt visszaallnak nyugalmi helyzetiikbe, de kdzben a felvett energia egy részét
leadjak fénykibocsatas formajaban. Az energia egy része a folyamat soran elveszik, a kibocsatott
fény kisebb energiaju, vagyis nagyobb hullamhosszu lesz, mint a gerjeszté fény. A fluoreszcencia
alapt immunszenzorok fluoreszcens molekuldkat alkalmaznak az antigén-antitest kotodés
vizsgalatdhoz, melyek vagy kozvetleniil kotédnek a célmolekuldhoz, vagy a mérés soran, mint
indirekt jel616 vesznek részt. Spektrométerrel a fluoreszcencia intenzitdsa mérhetd, igy az antigén-
antitest reakci6 altal indukalt fluoreszcencia intenzitas valtozas vizsgalatdbol a célmolekula
mennyisége szamithato (Schobel et al., 2000).

Maragos ¢s mtsai (1999) aflatoxin és fuminozin meghatarozasara alkalmas fluoreszcens
immunszenzort hozott 1étre, ahol az antitesteket optikai szalon rogzitették. Az aflatoxin
meghatarozds nem igényelt kiilon jelolést, hisz természetes fluoreszcens tulajdonsaggal

rendelkezik, mig a fuminozin Bi-et fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelolték. Standard
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fuminozin B: oldatokat alkalmazva a kimutatasi hatar 10 ng/ml volt, mig kukoricabol egyszeri
metanolos extrakciot kovetve 3,2 pg/g, ha az extrahalt mintat tovabbi affinitds kromatografias
tisztitasnak vetették ald, akkor 0,4 pg/g kimutatdsi hatart értek el. Aflatoxin Bi esetében a
kimutatasi hatar 2 ng/ml volt.

A fluoreszcens immunszenzorok kozt a teljes belsd visszaverddéses fluoreszcencia (TIRF)
szenzorok igen igéretesek. A TIRF a fénynek azt a kiilonleges tulajdonsagat hasznalja fel, hogy
amikor a fény egy tordfeliiletre egy kritikusnal nagyobb szdgben érkezik (63° iiveg/viz
hatarfeliiletnél), teljes visszaverddést szenved, igy a fény kozvetleniil nem hatol be a tordfelszin
ald, azonban a toréfelszint jelentd liveg-viz hatdrvonalon mégis atjut egy evaneszcens hullamnak
nevezett elektromagneses hullam. Az evaneszcens hullam a visszaverddd fény hullamhosszatol és
beesési szogétdl fliggden 50200 nm mélységben képes behatolni a mintdba és gerjeszteni az ott
1év0 fluoroférokat. A technika alkalmas akar egy molekula valds idejli vizsgélatara (Engstrom et
al., 2006). Barzen ¢s mtsai (2002) egy TIRF alapu, hordozhat6 optikai immunszenzort fejlesztettek
ki, felszini vizek mindségének monitorozasara (RIANA-river analyser). A rendszer elénye, hogy
egy mintabol egyszerre haromféle szennyez0 anyag kimutatasara alkalmas ¢€s automatizalt. A
TIRF technika alapjait és bioszenzorként valo széleskorli felhaszndldsat szamos tudoményos cikk
ismerteti (Mallat et al., 2001, Rodriguez-Mozaz et al., 2004, Tschmelak et al., 2006, Tschmelak
et al., 2005).

2.2.2.2 Jelolésmentes optikai technikdak

A jelolésmentes immunszenzoroknal az antigén—antitest komplex kialakuldsa

kovetkeztében létrejovo fizikai valtozasok kozvetleniil vizsgalhatok (Zhang, 2008).

» Optikai hullamvezetd fénymodus spektroszkopia (OWLS)

Az integralt optikai hullamvezet6 szenzor alapjat a chip adja, amely egy kb. 0,5 mm
vastagsagl tiveglemezre felvitt, 200 nm vastagsagl, nagy térésmutatdju szilicium-dioxid — titan-
dioxid (SiO2-TiO») rétegbdl all, amelyben finom optikai racsot (2400 vonal/mm) alakitanak Ki.
Ezen optikai racs segitségével torténik a méréshez hasznalt linedrisan polarizalt He-Ne 1ézer fény
becsatolasa a hullamvezetd rétegbe. Az optikai hullamvezeto feliiletén végbemend valtozasok (pl.
adszorpcio, deszorpcid stb.) a hatarréteg optikai tulajdonsagait modositja, ami a hullamvezetd
vékonyréteg effektiv torésmutatdjanak megvaltozasat eredményezi. Az effektiv torésmutatd
megvaltozasa a becsatoldsi szog (rezonanciaszOg) valtozasahoz vezet. A rezonanciaszogeket
mérve (modusspektrum) a kérdéses kozeg torésmutatdja, vastagsaga, anyag egységnyi feliiletre
esO tomege szamithato (Thiefenthaler, 1989) (1. dbra). Az OWLS szenzorok mitkddésének elve

bévebben a 2.3.1. fejezetben olvashato.



Optikai racs
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1. abra: Optikai hullamvezetd fénymddus spektroszkopia mitkddési elve

(www.exasol.hu)

» Feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszkopia

A feliileti plazmon rezonancia (SPR) spektroszkopia a teljes visszaverédésen alapuld
specialis spektroszkopiai modszer. A technika azon a jelenségen alapul, hogy ha a teljes
visszaverddés egy optikai elem (szigeteld) és egy vékony (10 nm, a behatolasi mélységnél
lényegesen Kisebb) fémes vezetoréteg hataran kovetkezik be, akkor a fémben az evaneszcens
»elnyelédésének” maximuma van, ilyenkor a visszavert fény intenzitdsa minimalis. Ennek a
,,volgypontnak” a szogfiiggése meghatarozhatd, sikban polaros fény alkalmazasaval akar 10°fok
érzékenységgel. A fém feliiletén rogzitett biomolekulakhoz (pl.: antitest, antigén, DNS, RNS) valo
bekotddés megvaltoztatja a feliilettel kozvetleniil érintkezd réteg torésmutatojat, ami az SPR szog
értekét kismértékben eltolja. Az analitikai és kinetikai informaciot a rezonanciaszdg idobeli

valtozasanak nyomonkovetése szolgaltatja (Gyurcsanyi, 2005) (2. abra).
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2. abra: Feliileti plazmon rezonancia mérési elve (Hegyi et al., 2013)
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Az SPR technikat a bioanalitikaban az 1980-as évek elején Liedberg és mtsai (1983, 1995)
alkalmaztdk elészor, immunglobulint adszorbealtatva az eziistréteget hordozo6 szenzorra, majd az
immunglobulin ellen termeltetett antitest kotddését vizsgaltak. Tiidds és mtsai (2003) buzabol
deoxynivalenol (DON) kimutatasara alkalmas, SPR spektroszkopia alapti immunszenzort
fejlesztettek ki. Kompetitiv mérési modszert alkalmaztak, ahol kazein-DON konjugatum kertilt
rogzitésre. A mérés linedris tartomanya 2,5-30 ng/ml volt. A szenzor tobb mint 6tszaz alkalommal
volt Ujrahasznalhato jelentdsebb aktivitasvesztés nélkiil, 6 M-0s guanidin-kloriddal torténd
regeneralassal. Mullett és mtsai (1998) fuminozin B: kimutatasara alkalmas SPR alapt direkt
immunszenzort fejlesztettek ki 50 ng/ml kimutatasi hatarral. A technika alkalmas volt a toxin

egyszerl, gyors (10 perc/minta) kimutatasara.

» Reflexios interferencia spektroszkopia (RIfS)

Reflexios interferencia spektroszkdpia technika a fehér fénynek az eltérd torésmutatoja
rétegek hatarfeliiletérl torténd tobbszords visszaverédésén alapszik. Altalaban egy vékony
tiveghordozoén tipikusan 330 nm vastagsagii magasabb torésmutatdju réteget alakitanak ki
(interference layer), melyet, ha halogén lampabdl szarmazo fehér fénnyel vilagitunk meg, a fény
minden fazishatdrnal részben visszaverddik. A visszaverddott sugarak interferdlnak. Az
interferencia fiigg a két hatarfeliilet kozti tdvolsagtol €s a hullamhossztol. Ha a szenzor feliiletére
molekulak kotédnek, akkor novekszik a rétegvastagsag, ugyanakkor a két hatarfeliilet kozotti
tavolsag is, ami az interferenciaspektrum nagyobb hulldmhossz felé torténd eltolodasat okozza.
Az interferencia spektrum folyamatos felvétele diodakkal torténik, mely spektrumbol szamithatd
az optikai denzitasban bekovetkezett valtozas az id6 fliggvényében (Schmitt et al., 1997). A mérés
soran meghatarozhatod, vizsgalati modszertdl fliggden, a vizsgalt anyag koncentracioja, valamint
termodinamikai és kinetikus allandok. Az SPR-rel szemben, itt szenzorfeliiletként nem csak fémes
felilletek alkalmazhatok, hanem SiO2 (szilicium-dioxid), ITO (indium o6n-oxid), TiO2 (titan-
dioxid), még mianyag, ugynevezett TOPAS (cikloolefin kopolimer) feliiletek is (Proll et al.,
2005).

» Ellipszometria

Az ellipszometria miitkodésének 1ényege, hogy eltérd hatarfeliileteken a kiilonb6z6
polarizacioju (beesési sikkal parhuzamos vagy arra merdleges rezgési siki) fény visszaverddése
soran a térerévektor amplitidoja és fazisa is megvaltozik. Ez a valtozés eltér a beesési sikkal
parhuzamosan és arra merdlegesen polarizalt komponensekre, amelyek kozott faziskiilonbség 1ép
fel. A faziskiilonbség fiigg a feliileten 1év0 réteg vastagsagatol és torésmutatojatol (Garipean et al.,

2011).
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Napjainkban az egyik leggyakrabban hasznalt ellipszometrids immunszenzor a teljes belso
visszaverddéses ellipszometria (TIRE). Nabok és mtsai (2011) aflatoxin B1 kimutatasara alkalmas
TIRE- immunszenzort fejlesztettek ki mintegy 0,04 ng/ml-es kimutatasi hatarral. T-2 mikotoxin
(insariotoxin) kimutatasdra szintén sikeresen alakitottak ki immunszenzort, mellyel joval
alacsonyabb kimutatasi hatart tudtak elérni, mint QCM (kvarckristaly mikromérleg) vagy SPR
alkalmazasaval (Nabok et al., 2005, Nabok et al., 2007).

> Interferometria

Az interferométerek miitkodési elve, hogy a rendszerébe jutd fényt két egymastol fliggetlen
utvonalon juttatja el a detektorig, ahol azokat interferaltatva a két nyalab (mér6 és referencia agak)
faziskiilonbségérdl kapunk informdcidt. Interferometria alapu, jeldlésmentes bioérzékelésre
alkalmas eszk6zok koziil a legismertebbek a Mach-Zender interferométer (MZI) alapu eljarasok.
A miszer miikddésének alapja, hogy a méré dgukban halad6 fény a mintan halad 4t, mikdzben a
referenciadgban haladohoz képest faziseltolddast szenved. Amennyiben az oldat optikai stirisége
valtozik, a detektalt interferencia intenzitas is ezzel aranyosan modosul (Sepulveda et al., 2006).
MZI technika immunszenzorként vald alkalmazhatosagat szamos kutatdcsoport bizonyitotta

(Lechuga et al., 1995, Schipper et al., 1997, Heideman et al., 1993).

2.2.3 Piezoelektromos immunszenzorok

2.2.3.1 Kvarckristaly mikromérleg (QCM)

A kvarckristaly mikromérleg (QCM) egy rendkiviil érzékeny, piezoelektromos effektus
alapjan miik6dd tomegmérd rendszer. A kvarckristaly érzékeld, mely mindkét oldalan arannyal
bevont, valtoarammal magas frekvenciaji rezgésbe hozhat6. A kristaly oszcillacids frekvencidjat
a feliiletre rak6do anyagok megvaltoztatjak, és ezt a frekvenciavaltozast detektaljuk. Ha molekulak
kotdédnek a kvarckrisraly feliiletére, akkor novekszik a tomege és a rezonancia frekvenciaja
csokken. A mérések soran mar 0,1 ng/cm?nél kisebb tomegvaltozasnak megfeleld
frekvenciavaltozas is mérhet6 (Sauerbrey, 1959, Tuantranont et al., 2011). A QCM technika olcso,
haszndlata egyszerti, nagy érzé¢kenységl és valosidejii, jelolésmentes vizsgalatra alkalmas ezért az
immunszenzor fejlesztésben igen elterjedt technika.

A leglijabb kutatasok az ugynevezett magneses QCM (magnetic QCM) technikak felé
iranyulnak, ahol magneses nanorészecskék felhasznalasaval a kimutatasi hatar csokkenthetd.
Wang és mtsai (2009) aflatoxin B kimutatasara készitett immunszenzorukban a szenzor feliiletén
aflatoxin B; ellen termelt antitestekkel funkcionalizalt magneses nanorészecskéket rogzitettek. Az
igy kialakitott szenzor linearis mérési tartomanya 0,3-7 ng/ml kozt volt. Az immunérzékenyitett

magneses részecskéket az érzékeld feliilet alatt elhelyezett elektroméagnes vonzza, illetve rogziti a
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szenzorfelszinhez (Bruls et al., 2009). Li és mtsai (2011) H5N1 influenza virus kimutatasara
fejlesztettek ki QCM alapu immunszenzort, ahol a szenzor feliiletére poliklonalis antitestet
rogzitettek. A mintdban 1évé H5N1 virus antitesthez valo kotddése frekvenciavaltozast idéz el a
szenzoron, mely jelet tovabb erésitettek H5N1 ellen termelt antitestekkel boritott 30 nm-es

magneses nanogyongyok hozzaadasaval.

2.2.3.2 Mikro- és nanomechanikus erékarok (mikrokonzolok)

A mikrokonzol szenzorok a mechanikus erdkarok megfeleld kémiai érzékenyitéssel
kialakitott valtozatai. A mikrokonzolok tipikusan 0,2-1 pm vastag, 20-100 pum széles és 100-500
um hossza rugalmas lapkak, amelynek egyik vége egy szilard tartohoz van rogzitve. A mérés soran
a mikrokonzol elhajlasanak mértéke, vagy a rezonanciafrekvencia valtozasa detektalhato. Ennek
alapjan megkiilonboztethetiink statikus és dinamikus mikrokonzol szenzorokat. A mikrokonzol
elhajlasat a lapka végére iranyitott 1ézersugar visszaverddésén keresztiil detektalhat6. Dinamikus
tizemmodban a mikrokonzolok mikromechanikai oszcillatorokként miikddnek és a mikrokonzol
tomegvaltozasa a rezonanciafrekvencia valtozdsan keresztiil hatdrozhaté meg. Ha a feliilethez
molekulak kotddnek az megvaltoztatja a mikrokonzol tomegét és ez a tdmegvaltozas valds idében
nyomonkdvethetd a rezonanciafrekvencia valtozasan keresztiil (Gyurcsanyi, 2005). Mivel a
mikrokonzolok konnyen tombbe rendezhetdk, velikk nagyszamu parhuzamos mérés végezhetd.
Campbell és mtsai (2007) Staphylococcus aureus altal termelt enterotoxin B kimutatasara
mechanikus erékar alapt szenzort alkalmaztak. A konzol aminocsoportokkal modositott felszinére
rogzitették az enterotoxin B ellen termelt poliklonalis antitestet, majd a toxint tartalmaz6 mintat 1
ml/perc sebességgel aramoltattak a szenzor feliiletén. A kialakitott szenzor mérési tartomanya 12,5

pg/ml és 50 pg/ml kozt volt.

2.3 Optikai hullamvezet6 fénymodus spektroszkopia technika elvi alapjai

Az optikai hulldmvezeté fénymodus spektroszkdpia technika az 1980-as évek végén
alakult ki a tobbi feliileti adszorpciods eljarashoz hasonléan. Az OWLS technika alkalmas az optikai
hulldmvezetd feliiletén, molekuldris szinten végbemend, affinitdson alapuld folyamatok

valosidejii, jelolésmentes vizsgalatara.

2.3.1 OWLS miikodési elve

Az optikai hullamvezetés jelenségét felhasznald technika alkalmazasanak alapja egy
integralt optikai hullamvezetd szenzor, réviden chip, amely két eltérd torésmutatdja rétegbdl all:

egy 0,5 mm vastag kisebb torésmutatdji tiveghordozobol (n=1,57) és az erre felvitt vékony (160-
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220 nm) nagy torésmutatoju hullamvezetd rétegbdl (n=1,7+0,3). Ezen a hullamvezet6 rétegen
finom optikai racsot (2400-3600 vonal/mm stirtiségli) alakitanak ki, aminek segitségével lehet a
linedrisan polarizalt He-Ne (632,8 nm) 1ézer fényt a hullimvezetd rétegbe becsatolni. Az integralt

optikai hullamvezetd szenzor szerkezetét a 3. abra mutatja be.

Optikai racs

2400 vonal/mm

Uveg hordozd Hulldmvezetd réteg
vastagsag 0,5 mm vastagsag 160-220 nm
torésmutat6 ~ 1,5 térésmutaté ~ 1,8

3. abra Integralt optikai hullimvezetd szenzor felépitése
(OW2400, MikroVakuum Kft.)

A becsatolés egy pontosan definialt beesési szognél lejatsz6do rezonancia jelenség, amely
fiigg a hullamvezetd, valamint a hullamvezet6 feliiletén 1év6 anyag torésmutatojatol. A becsatolt
fény a hullamvezetdben teljes visszaverddések sorozataval terjed, €s a hullamvezetd végén

elhelyezett fotodiodakkal detektalhato (4. abra).

forgatas

fotodioda

1 F

elektromagneses
mezd megoszlasa

4. dbra Az otikai hulldmvezetd fénymoddus Spektroszkopia miikodési elve
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A becsatolasi szogek ismeretében, a négyrétegti hullamvezetd linearizalt modusegyenlete
segitségével (amikor a feliileten adszorbealt réteg is jelen van), a hullaimvezetdre abszorbealodott
anyag torésmutatdja (na) és rétegvastagsaga (da) kiszamithato. E két paraméter ismeretében a
Feijter képlet (De Feijter et al.,, 1978) felhasznalasaval pedig az egységnyi feliiletre
abszorbealddott tomeget (M) kaphatjuk meg.

ng —n¢

M= dy dn/dc

A dn/dc a feliiletre abszorbealddott anyag torésmutatdjanak koncentraciotol vald fliggésére

jellemzd, és értéke fehérjék tobbségére univerzalis és allando (0,182 cm®/g) (Vords et al., 2002).

2.3.2 Hordozo jellemzése

A hullamvezet6 réteg egy specialis livegréteg melynek torésmutatdja nagyobb (n=1,6-2,2)
az iveghordozoénal (n=1,5) és rétegvastagsaga (160-220 nm) kis ingadozast (5-10%) mutat. A
hullamvezetd hordozdjaként altalaban borszilikat iiveget alkalmaznak, melynek magas a BaO
(barium-oxid) és Al2O3 (aluminium-oxid) tartalma, alkalimentes, szintetikus anyag.

A hullamvezet6 anyaga SiO2-TiO2 75%-25% aranyu keverékébdl all, de a TiO2 mennyiség
akar a 40%-ot is elérheti. A szervetlen SiO2-TiO2 hordozoként torténd alkalmazasa szamos elényt
jelent a szerves hordozokkal szemben, elssorban fizikai tulajdonségai alapjan. A szervetlen
hordozok nagyobb mechanikai ellenalloképessége, hdstabilitasa, szerves oldoszerekkel, ill.
mikrobakkal szembeni ellenalloképessége, egyszeriibb regeneralhatésaga, hosszi élettartama
alkalmasabba teszi az ipari felhasznalasra. A szenzor feliletén szilanol (SiOH) ill. titanol
csoportok talalhatok, melynek mennyisége a SiO2-TiO; aranyatol, illetve a hullamvezetd réteg
kialakitasanal hasznalt homérséklettdl fiigg. Minél nagyobb a TiO2 aranya annal jobban
nedvesithetd a feliilet. Minél magasabb a hullamvezetd réteg kialakitasanal hasznalt hdmérséklet
annal hidrofobba valik a feliilet, annal nehezebb a rehidratacid. Weetall és Filbert (1974) kisérlete
alapjan egy SiO, feliileten 5,3 db SiOH csoport/um? volt taldlhatd, mely 400 °C-os kezelést
kovetden 2,6 db SiOH csoport/um?-re csdkkent, 850 °C-os kezelést kovetéen pedig kevesebb, mint
1 db SiOH csoport/pum?-re csdkkent.

2.3.3 Hordozo feliiletének méodositasa

A hullamvezetd feliilete hidrofob, erésen dehidratalt, a rajta 1évé —OH csoportok kevés
lehetdséget biztositanak a biomolekuldk kovalens rogzitésére, ezért a szenzor feliiletét modositani
kell. A feliiletmddositasra leggyakrabban alkalmazott eljaras a szilanizalas. Az eljaras célja, hogy

konnyebben tudjunk kialakitani a hordoz6 és a biomolekula kozott kovalens kotést. E mellett a
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szilanizalas csokkenti a nem specifikus adszorpciot, ellendllobba teszi a feliiletet a kiilso
hatasokkal szemben, pl.: a lugokkal szembeni érzé¢kenység csokken.

A szilanizalasi folyamat megkezdése elott a hordozot meg kell tisztitani minden
szennyezOdéstol. A feliilettisztitds lehet igen egyszerii vagy tobblépcsds bonyolult fizikai
(hékezelés, ultrahang vagy Oz plazma kezelés), vagy kémiai (savak és lagok) eljaras. A
legegyszeriibb mddszer a hkezelés, mely soran a hordozét nagyon magas homérsékletre hevitik,
igy tavolitva el az esetleges szerves szennyezddéseket. Altaldban a fent emlitett modszerek
kombinaciojat alkalmazzak (Cras et al., 1999). A tisztitds és hidratalas torténhet 5%-0S
salétromsav oldatban vald 45 perces forralassal, majd ezt kdvetden desztillalt vizes mosassal,
illetve 80-90°C-os salétromsavban torténd (0,75-4 6ra) melegitéssel (Williamson et al., 1989,
Weetal, 1993, Williams és Blanch, 1994). A feliilet tisztithatd lugokkal és detergensekkel
(Deconex) is (Clerc és Lukosz, 1997).

2.3.3.1 Szilanizalas

A fém-oxid feliilletek modositasara hasznalt szilanok altalanos képlete: Rn Si X (4.n), ahol
az R egy olyan nem hidrolizalhat6 funkcios csoport, amely a rogzitendé molekuldval kdzvetleniil,
vagy keresztkotd vegyliletek segitségével kozvetetten tud kapcsolodni. Az X egy hidrolizalhatd
csoport, amely lehet alkoxi-, amino- vagy klorocsoport. Az X csoport vesz részt a szilan és a
hordozd kozott kialakuld sziloxan kotésben. A leggyakrabban alkalmazott alkoxicsoportok a
metoxi- és etoxi- csoportok, melyek a kotés Kialakulasakor melléktermékként metanolt és etanolt
képeznek. A kloroszilanok alkalmazasanal melléktermékként sosav —keletkezik, ezért

felhasznalasuk joval sziikebb korli. A kotési folyamat négy 1épésben jatszodik le:

» Elészor megtorténik az X csoport hidrolizise, melynek soran reaktiv szilanol csoport
keletkezik. A hidrolizishez sziikséges viz szamos forrasbdl szarmazhat. Lehet hozzaadott
viz, de a feliileten jelenlevd viz is betdltheti e szerepet, vagy az atmoszférabol, illetleg a
felhasznalt oldoszerbdl is szarmazhat.

» Ezt kdvetden a szilanmolekulak oligomerekké kapcsolodnak.

» A harmadik Iépésben az oligomerek a hordoz6 hidroxil csoportjahoz hidrogénkdtésekkel
kapcsolodnak.

» Végil pedig egy szaritasi folyamat kovetkezik, melynek soran vizkilépés kiséretében

kialakul a hordoz6 és a szilan kozt a kovalens kotés.

A feliiletmodositashoz alkalmazott szilan tipusat elsdsorban a biologiailag aktiv molekula

szerkezete, illetve az alkalmazott rogzitési modszer alapjan hatdrozzuk meg. A fentiekbdl is
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latszik, hogy a kotés tulajdonsagait nagymértékben befolyasolja, hogy az adott szilanmolekula
hany hidrolizalhat6 csoportot tartalmaz. Leggyakrabban harom hidrolizalhat6 csoportot tartalmazé
szilanmolekuldkat szoktak alkalmazni. E szilanmolekuldk a hidrolizalhaté csoportok hidrolizise
révén, tobbszordsen 0sszekapcsolodnak, €s egy haromdimenzids erdsen keresztkotott haldzatot
hoznak 1étre, igy kapcsolodva a hordozohoz, multimolekularis réteget alkotva (Wang et al., 1994).
A trifunkcios szildnok merev feliiletet, de maximalis hidrolitikus stabilitast biztositanak. A
bifunkcids szilanokkal kevésbé rigid felillet hozhaté 1étre, mint a trifunkcidés szilanok
alkalmazasaval. Az egy funkcids csoportot tartalmazo szilanok monomolekularis réteget
képeznek, erésen hidrofob feliiletet adnak €s hidrolitikus stabilitasuk kicsi.

A kialakitott szilanréteg vastagsagat az alkalmazott szilan tipusa hatarozza meg, azonban
az oldoszer, az oldat koncentracidja €s viztartalma, de az alkalmazott hdmérséklet és iddtartam is
befolyasolja (Bier és Schmid, 1994, Spinke et al., 1997).

A szilanvegyiilet oldasahoz hasznalt oldoszert tekintve a szilanizalas vizes és szerves
fazisban torténhet. Vizes fazisban torténd szilanizalas esetén a kezelni kivant anyagot a szilan vizes
oldatdban aztatjak. Ezzel az eljarassal vékony, egyenletes szilanréteg hozhatd 1étre, habar
kevesebb funkcids csoport alakithato ki, mint szerves szilanizalassal, ugyanakkor a kapott hordozo
sokkal stabilabb. Szerves szilanizalasnal a szilant illékony, illetve kevésbé illékony olddszerben
oldjak. Illékony olddszer alkalmazasanal a feliileten a szilanoldatot kiméletesen beparoljak, az
oldoszert alacsony homérsékleten elparologtatjak. Kevésbé illékony oldoszert alkalmazva a
hordozét az oldatba torténé bemeritéssel szilanizaljak. Igy vastagabb nagyobb kapacitast

szilanréteget lehet kialakitani, bar a réteg feliileten torténd eloszldsa nem teljesen egyenletes.

2.3.4 Biomolekulik rogzitésének lehetdségei a szenzorfeliileten

A biomolekuldk szamos reaktiv csoporttal rendelkeznek, melyek alkalmasak
kovalenskotés kialakitasara. Ezek koziil leggyakrabban az amino-, szulfhidril-, karboxil- és
aromas csoportokat hasznaljuk. A biomolekuldk hullamvezetdn torténd kovalens rogzitéséhez a
szenzor feliiletét a rogzitést megel6zden egy vagy tobb lépésben aktivalni kell, azaz rajta olyan
reaktiv funkcids csoportokat kell kialakitani, amelyekhez a fehérjék mar kdzvetleniil, egy 1épésben
kothetdk. A szilanizalassal modositott szenzor feliiletén torténd biomolekuldk rogzitésének

kiilonboz6 lehetdségeit az 5. dbra mutatja be.
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5. abra Biomolekulak rogzitésének lehetdségei a szenzorfeliileten (Adanyi, 2014)

Az APTS-sel moédositott szenzorfelilleten a biomolekuldk rogzitése torténhet rovid
bifunkcios keresztkotd vegyiiletekkel (glutdraldehid), vagy mas egyéb reaktiv csoportok
kialakitasara alkalmas vegytiletekkel (1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid (EDC) és N-
hidroxi-szukcinimid (NHS)) (Hunt et al., 2010). A glutaraldehid egy olyan kis bifunkcios
molekula, amely a molekula két végén talalhato aldehidcsoporttal két aminocsoport
Osszekapcsoldsara alkalmas. A keresztk6td vegyiilet a hordozd aminocsoportjait és a fehérje
aminocsoportjait hidként kapcsolja dssze.

A masik lehet6ség, hogy az APTS reagenssel kezelt szenzorfeliilletek aminocsoportjait
borostyankdsavanhidrides kezeléssel karboxilcsoportokkd alakitjuk, melyhez EDC/NHS
technikaval a biomolekulak a hordozohoz rogzitheték. Az EDC egy amino- és karboxilcsoportok
Osszekapcsolasara alkalmas karbodiimid, mely az aktivalas soran az NHS karboXilcsoporthoz vald
kotodesét teszi lehetové. Az NHS kotddésével a fehérjék aminocsoportjai szdmara konnyen
tdmadhato szukcinimid észter alakul ki, ami a rogzités soran lehasad a hordozorol és a fehérje
kozvetlen a karboxilcsoporthoz kapcsolodik.

A y-glicidoxi-propil-trimetoxi-szilannal (GOPS) kezelt, epoxicsoportokat tartalmazo
feliiletek nem igényelnek kiilon aktivalast, rajtuk a fehérjék lugos kozegben kozvetleniil
rogzitheték, vagy karboxi-metil-dextrant (CMD) rogzitve a szenzoron, a kialakitott

dextranmatrixban az EDC/NHS eljarassal rogzithetdek a biomolekuldk.
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2.4 Deoxynivalenol

Az ¢élelmiszerek mikotoxin szennyezettsége az egész vildgon sulyos €lelmiszerbiztonsagi
problémat jelent. Eurdpaban elsésorban a Fusarium penészgombak altal okozott fertézések
jelentik a f6 veszélyt. A gombak jelenléte az élelmiszerek, illetve élelmiszer-nyersanyagok
mindségét hatranyosan befolyasolja, hiszen jelentds szerepiik van az élelmiszerek érzékszervi
tulajdonsagainak romlasaban, tapértékének csokkenésében ¢és az altaluk termelt mikotoxinok
egészségkarositd hatasaban. A deoxynivalenol (DON) a takarmanynovényekben, gabonakban az
egyik leggyakrabban eldforduldé mikotoxin. Ahhoz, hogy az élelmiszerek DON tartalmat
meghatarozzuk megbizhatd, olcso, gyors, egyszeri analitikai mdodszerek sziikségesek. Az eddigi
hagyomanyos mérési modszerek HPLC, GC-MS megbizhatoak, de igen koltséges és bonyolult
eljarasok, ezért sziikséges olyan technikak kidolgozasa, amelyek lehetévé teszik a DON gyors

kimutatasat, ugyanakkor megfeleléen szelektivek és érzékenyek.

2.4.1 Trichotecének

A mikotoxinok szekunder metabolitok, amiket leggyakrabban penészgombak termelnek.
Ezek a vegyliletek nem sziikségesek a gomba novekedéséhez vagy szaporodasahoz, de az allatokra
¢s emberekre nézve igen veszélyes, mérgezd anyagok. Egy gombafaj akar tobbféle mikotoxint is
termelhet, ugyanakkor egy adott toxint tobbféle gomba fertdzésére is utalhat. Eddig tobb mint
haromszaz kiilonb6z6 mikotoxint fedeztek fel, ismertek meg, de a természetben a szamuk
valoszinli ennél joval nagyobb. Szamos jelentés szerint évente a learatott gabondk, iparndvények
kb. 25-50%-a fert6zott mikotoxinokkal (Ricciardi et al., 2013). Az elmult évtizedekben a
fuzariumos csOpenészedés jelentette a legsulyosabb, penészek altal okozott megbetegedést a
kukoricatermesztésben, mely az egész vilagon hatalmas gazdasagi veszteséget okoz (Osborne és
Stein, 2007). A Karpat-medencében elsdsorban a Fusarium graminearum altal okozott fertézések
kertiltek eldtérbe, amely a klimavaltozas hatisainak és az ipari mezdgazdasagi gyakorlat
kovetkezményeinek tudhato be.

A mikotoxinok legnagyobb csoportjat a trichotecének alkotjdk, melyeket elsésorban
Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium ¢és egyéb szaprofita gombak termelnek. A trichotecének
kémiailag szeszkviterpén vazu vegyiiletek. Ez tobb mint 50 kémiailag rokon vegyiiletet jelent.
Minden, a trichotecénvazas fusariotoxinok csoportjaba tartozo, természetben el6fordulo
mikotoxin tartalmaz egy 15 szénatombol allé lanchoz hapcsoldodd epoxid gytirtit, egy telitettlen
kotést a 9. és a 10. szénatom kozott és egy epoxi gyokot a 12. és a 13. szénatomnal. Ez utdbbi
alapjan nevezik ezeket a vegyiileteket 12,13-epoxitrichotecéneknek (ApSimon et al., 1990). A

trichotecénvazas mikotoxinok toxicitasanak kémiai alapjat a 12,13-epoxid gylirti, és azon hidroxil
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¢és acetil oldallancok adjak, melyek ehhez a gytirih6z kétddnek. Szamos e csoportba tartozéd
mikotoxin kettés kotést is tartalmaz a 9. és 10. szénatomja kozott, amely nagymértékben
befolyasolja az adott mikotoxin toxicitasat. El6fordulnak olyan Fusarium fajok is, amelyek egy
adott mikotoxin acetilalt, illetve nem-acetilalt formajat is képesek termelni, ami szintén toxicitast
befolyasolo tényezo.

A trichotecének kémiai strukturajuk alapjan ,,A”, ,,B”, ,,C” és ,,D” alcsoportba sorolhatok
(Ueno, 1977). Az ,,A”, ,,B”, ,,C” tipusu trichotecének a 8. szénatomon 1év6 funkcios csoportok
alapjan kiilonboztetheték meg. Az ,,A” trichotecének a 8. szénatomon hidroxilcsoportot
tartalmaznak, mint pl. a neoszolaniol esetén, vagy észter kotést, mint a T-2 toxin esetén. Az, A”
trichotecének dominans termel6je a F. sporotrichoides és az esetlegesen toxintermeld F. poae. A
négy csoport koziil ez a legnagyobb, amely magaban foglalja a T-2 toxinokat, és a HT-2 toxinokat,
illetve a diacetoxi-szcirpenolt (DAS) és a neoszolaniolt (NEO). A ,,B” csoport tagjai (DON,
Nivalenol, Fusareon-X) a 8. szénatomon ketocsoportot tartalmaznak. A ,,B” csoport esetében a két
dominans toxintermelé gombafaj a F. culmorum és a F. graminearum. A F. graminearum esetében
a fajon beliil két tipust kiilonitenek el, amelyek koziil az egyik DON-t, a masik pedig nivalenolt
(NIV) termel (Perkowski et al.,1997). A ,,C” csoport szerkezete abban kiilonbozik az el6z6
csoportoktol, hogy a 7., 8. szénatomokhoz egy masodik epoxid gytirii is kapcsoldodik, a ,,D” csoport
trichotecénjei pedig a 4. és a 15. szénatom kozott kettds észterkotéssel kapcsolva egy
makrociklusos gytirit tartalmaznak. A leggyakrabban eléforduldé B trichotecéneket, mint a
deoxynivalenol, nivalenol, 3-acetil-deoxynivalenol, 15-acetil-deoxynivalenol, valamint a

fusarenon X-et mutatja be a 6. abra.

6. abra A ,,B” trichotecének szerkezete
(Deoxynivalenol — R1 = OH, R2=H, R3 = OH, R4 = OH, Rs = O=; Nivalenol - R =0OH, Rz =
OH, Rz = OH, R4 = OH, Rs = O=; 3-acetil-deoxynivalenol - R1 = OAc, R,=H, R3 =0OH, Rs =
OH, Rs = O=; 15-acetil-deoxynivalenol - R1 = OH, R2=H, R3 = OAc, R4 = OH, Rs = O=;
Fusarenon X - R1 = OH, R2= OAc, R3 = OH, R4 = OH, Rs = 0O=)
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2.4.2 A DON-toxin jellemzése

A trichotecén mikotoxinok koziil a mérsékelt égdvi orszagokban -irodalmi adatok alapjan-
leggyakrabban a DON mikotoxin szennyezettség fordul el (Scott, 1989; Placinta et al., 1999;
WHO/FAO, 2000). A DON-t, mas néven vomitoxint, de ismert dehidro-nivalenolként vagy RD-
toxinként is, el6szor Japanban az 1970-es években izolaltak és jellemezték Fusarium gombaval
fertézott arpabol. DON mikotoxin fertézottség altaldban a buza, arpa, zab, rozs és kukoricara
jellemzd. Rizsben, cirokban és tritikaléban ritkabban taldlhaté meg. A vomitoxin jelenlétét
leginkabb a Fusarium graminearum (Gibberella zeae) és a Fusarium culmorum gombak
jelenlétével kapcsoljak 6ssze (Sobrova et al., 2010). A Fusarium gomba fertézés kovetkeztében
kiég a buza fels6 része, a Gibberella esetében pedig elkezd rothadni a kukorica kalasza.
Kimutattak, hogy kdzvetlen kapcsolat van a kalasz fuzariumos kiégése és a vomitoxin mért szintje
kozott. A Fusarium graminearum legjobban 25 °C-on és 0,88-os vizaktivitasi szint folott
szaporodik el. A Fusarium culmorum legjobban 21 °C-o0s kornyezetben 0,87-o0s vizaktivitas folott
fejti ki hatasat. A két faj foldrajzi elterjedését leginkabb a homérséklet hatarozza meg. A F.
graminearum a gyakrabban el6forduld faj, ami foként a melegebb égtajakon talalhato meg
(Canady et al., 2001).

Az ¢élelmiszerek mikotoxin szennyezettsége az egész vildgon sulyos élelmiszerbiztonsagi
kockazatot jelent. A DON toxicitasa mas gabonakban és a takarmanyban el6fordul6 trichotecén
mikotoxinokkal 6sszehasonlitva enyhének mondhatd, csak néhany esetben jelentettek sulyos akut
mérgezést. Mivel a DON az egyik leggyakrabban el6fordulé mikotoxin, ezért élelmiszerbiztonsagi
szempontbol kiemelked6 fontossdgu. Ember és allategészségiigyi kockazatot a DON-nal fert6zott
élelmiszer illetve takarmény elfogyasztasa jelenti. Altalaban kronikus toxikozisrol beszélhetiink,
melynek tiinetei a csokkent élelembevitel és az ezzel egyiitt jaro teljesitménycsokkenés, hanyas,
anorexia. A DON erds fehérjeszintézis gatld hatasu, felboritja a citokinin szabalyozast,
megvaltoztatja a sejt proliferaciot és sejthalalhoz vezet. A fehérjeszintézis gatlasa miatt az agy
noveli a triptofan felvételét, s ennek kovetkeztében fokozdodik a szerotonin szintézise. Az eddigi
kutatasi eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a DON és mas trichotecének a megnovekedett
szerotoninszinten keresztiil feleldsek az anorexia kialakuldsaért. Az is szerepet jatszhat a csokkent
¢lelembevitelben, hogy a vomitoxin irritalja az emészt6 szervrendszert. Igen erds immunrendszer
gatlo (Rotter et al., 1996, Pestka, 2010). Vizben és polaros oldoszerekben oldddik, mint a viz-
metanol, viz-acetonitril, etil-acetat. A DON szerves oldoszerekben stabil, leggyakrabban etil-
acetatban vagy acetonitrilben oldjak. A toxin az élelmiszerekben illetve takarmanyban stabil
marad az alapvetd feldolgozasi és f6zési folyamatok sordn is, ezért az alapanyagok

szennyezettségének mértéke kulcskérdés. Szamos orszagban ezért iranyelveket és ajanlasokat
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fogalmaztak meg, mind a takarmany, mind az élelmiszer alapanyagok és a feldolgozott
élelmiszerek DON tartalmanak tekintetében. Az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti
Hatosag (FDA) ajanladsaban az emberi fogyasztasra szant feldolgozott buzatermékek DON
tartalmat max. 1000 pg/kg szinten szabalyozta, mig a takarmanyokét 5000 pg/kg-on. Az Eurdpai
Bizottsdg a DON ¢élelmiszerekben megengedett maximalis szintjét 200 pg/kg-ban hatarozta meg
a csecsemoknek, illetve a kisgyermekeknek szant gabona alapt feldolgozott élelmiszerek esetén,
1750 pg/kg feldolgozatlan durumliszt, kukorica, zab esetén és 1250 pg/kg-ban mas feldolgozatlan
gabona esetén, 700 ng/ kg tésztaknal, 500 ng/kg kenyér €s cerealia alapu élelmiszerek esetén

(Comission Regulation, 2006, EFSA, 2013).

2.5 DON meghatarozasra alkalmas analitikai médszerek

Az utdbbi évtizedben a mikotoxinnal szennyezett gabonafélék eléfordulasanak szama
folyamatos novekedést mutat, ezért mind gazdasagi, mind Aallategészségiigyi, mind
¢lelmiszerbiztonsagi szempontbol kiillondsen fontos olyan DON kimutatasara alkalmas analitikai
modszerek fejlesztése, amelyek megbizhatoak, hasznalatuk egyszerii és olcsd. A mikotoxinok
kémiai szerkezetének sokszintisége, €s az, hogy sokféle matrixban talalhatok meg, az analitikusok
szamara nagy kihivast jelentenek. A szelektivitas igénye mellett egyre nagyobb figyelmet kapnak
az olyan technikak, amelyek megfelelden érzékenyek, hisz legtobbszor csak nyomokban talalhato
meg a toxin a mintaban, igy sokszor ppb vagy ppt szinti meghatarozas sziikséges. Legtobbszor
ugyanazon mintaban tobbféle mikotoxin van jelen, amelyek egymasra szinergista hatéassal
lehetnek, ezért eldtérbe kerliltek azok a technikdk, amik tobbféle mikotoxin egyidejli

meghatarozasara alkalmasak (Pietro-Simon et al., 2007).

2.5.1 Nagymiiszeres analitikai technikak

A DON kimutatasara altalanosan hasznalt technikdk nagy beruhdzéast igényld,
nagymiszeres analitikai technikék, mint a nagy teljesitményi folyadék kromatografia (HPLC) és
gaz kromatografia (GC), amit kiilonb6z6 detektorokkal kombinalnak, mint pl.: ultraviola-lathaté
fény (UV-Vis) vagy fluoreszcens ¢érzékelovel (FD), lang ionizacidés detektorral (FID),
elektronbefogasi detektorral (ECD), tomeg spektroszkopiaval (MS) vagy tandem MS-sel
csatolnak (MS/MS).

A nagymiiszeres technikdkon beliill a gazkromatografidss modszerek alkalmazasa a
mikotoxin meghatarozdsban kiemelkedd volt. Scott €s mtsai (1986) DON kimutatasara hasznalt
gazkromatografias modszert ismertettek, mely modszer megbizhato, ugyanakkor idéigényes volt.

Az analizisid6t a tisztitasi 1€pés optimalizalasaval probaltak lerdviditeni (Jiménez és Mateo, 1997).
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Onji és mtsai (1998) olyan GC-MS modszert mutattak be, amely nyolc kiilonb6zo trichotecén
meghatarozasdra volt alkalmas a minta szarmazékképzése nélkiil. A vizsgéalatban egy
tovabbfejlesztett hideg injektalasos modszert alkalmaztak. Cunha és Frenandes (2010) kifejlesztett
egy QUEChERS (gyors, konnyt, olcso, hatékony, robosztus €s biztonsagos) eljarason nyugvé GC-
MS alapt j, validalt analitikai eljarast DON ¢és 15-acetil-DON szimultan meghatarozasara. A
kialakitott ~modszerrel reggelizépelyhek és  lisztek  mikotoxintartalmat — vizsgaltak.
Reggelizépelyhekben a kimutatasi hatar DON és 15-acetil-DON esetén 11 pg/kg és 8 pg/kg volt,
lisztben mindkét analitikum esetén 8 pg/kg. Ibanez-Vea ¢és mtsai (2011) A és B tipusu
trichotecének szimultdn meghatarozéasara alkalmas validalt GC-MS modszert mutattak be, mely
modszerrel arpa mikotoxin tartalmat hataroztak meg. Jakovac-Strajn és Tavcar-Kalcher (2012)
szintén kiillonb6z6 gabonakbdl torténd A és B tipust trichotecének szimultan meghatarozasara
alkalmas validalt GC-MS moddszert ismertettek. Ma azonban egyre inkabb a nagy teljesitményii
folyadékkromatografias modszerek veszik at a mikotoxin meghatarozasban a vezetd szerepet, mert
a maszkolt mikotoxin gédzkromatografias modszerrel torénd meghatarozasa nehézkes, erdteljes
szarmazékképzési reakciokat kell alkalmazni, hisz a maszkolt mikotoxinok nagy része nem
illékony vegyiilet.

Napjainkban a DON kimutatasra leggyakrabban alkalmazott moédszer a kiilonb6zo
detektorokkal kombinalt nagy teljesitményti folyadékkromatografia. Klinglmayr és mtsai (2009)
buza alapu élelmiszerek és takarmanyok DON tartalmat vizsgaltadk HPLC-UV detektalassal 220
nm-en. A DON kimutatasi hatara 200 pg/kg volt, mig a meghatarozasi hatar 380 pg/kg-nak
adodott. Bohm és mtsai (2008) DON kukoricabodl torténé meghatarozasat végezték HPLC-UV
technikaval, mely soran a DON kimutatési hatara 74 pg/kg volt. Egy méasik kutatécsoport HPLC-
FD meghatarozast hasznalt DON kimutatdsara automatizalt kétcsatornas oszlop utani
szarmazékképzést alkalmazva. A detektalast 360 nm-en végezve a DON kimutatasi hatara durum
buzabol 14 pg/kg volt (Muscarella et al., 2012). A HPLC el6nye a nagy érzékenység, ugyanakkor
UV illetve FD detektalast alkalmazva a modszer nem kellen szelektiv. Mikotoxinok kimutatasara
a HPLC-MS, illetve a HPLC-MS/MS modszerek a nagyfoku szelektivitasuk, nagy érzékenységiik
miatt a nyomnyi mennyiségek komplex matrixokban torténd meghatarozasaban az elsé szamu
modszerekké 1éptek elé az utobbi évtizedben (Ran et al., 2013). Lattanzio és mtsai (2009) olyan
LC-ESI-MS/MS technikat fejlesztettek ki, ami 11 kiilonb6z6 mikotoxin szimultan meghatarozasat
teszi lehet6vé, koztiik DON, aflatoxin és ochratoxin A vizsgalatot kukorica mintakbol. A minta
elokészités sordn tisztitasahoz egy Uj tipusii multi-toxin immunaffinitds oszlopot (Myco6inl,
Vicam, USA) alkalmaztak, ami az osszes vizsgalandé mikotoxin elleni specifikus antitestet

tartalmazta.
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Annak ellenére, hogy az LC-MS/MS technikdndl igen fontos szerepe van a
mintaelokészitésnek, tisztitasnak, a kozelmultban olyan LC-MS/MS technikat fejlesztettek ki
mikotoxinok szimultdn meghatarozasara, ami nem igényel minta tisztitast. A vizsgalatban
kukorica ¢és rizs mintak mikotoxintartalmat (aflatoxin, ochratoxin, DON, fuminosin, zearalenon,
T-2, HT-2 toxin) hataroztdk meg. A mintakat acetonitril:viz:ecetsav 79:20:1 aranyu keverékébol
allo oldoszeres extrakciot kdvetden tovabbi tisztitas nélkiil vizsgaltak. A kimutatési hatar 0,01-20
ng/g tartomanyban volt. (Soleimany et al., 2012).

Az LC-MS/MS technika alkalmazasa a rejtett, maszkolt mikotoxintartalom (masked toxin)
kimutatasaban és mennyiségi meghatarozasaban is jelent0s. Ezek a rejtett mikotoxinok az
¢lelmiszerekben egy lényegesen polarosabb anyaggal (pl.: gliikkoz) konjugalédnak, igy a rutin
analitikai vizsgédlatokkal nem kimutathatok, ugyanakkor az emésztdrendszerben hidrolizis utjan
felszabadulnak. Az LC-ESI-MS/MS analizisek alapjan a leggyakoribb rejtett mikotoxin a
deoxynivalenol-3-gliikozid (DON-3-Glc), ami a szennyezett kukorica és blizamintak 6ssz DON
tartalmanak a 12%-at is jelentheti (Berthiller et al., 2005).

A fent ismertetett nagymiuszeres technikék szelektivek és érzékenyek, de iddigényesek,
bonyolult mintaeldkészitést, minta tisztitast igényelnek. A minta tisztitdsara leggyakrabban szilard
fazist extrakciét (SPE), immunaffinitds oszlopokat (IACs), multifunkcidés oszlopokat
alkalmaznak, de a molekularis lenyomati polimerek mintatisztitdsra vald felhasznalasara is
szamos alkalmazast talalhatunk az irodalomban. Tobbféle kereskedelmi forgalomban kaphaté SPE
oszlop létezik, a toltetek rendkiviil széles skalajaval. Az SPE oszlopok trichotecének vizsgalatara
torténd alkalmazasanal figyelembe kell venni a technika hatranyait is, hiszen ezek a toxinok
kiilonboznek egymastdl mind polaritdsban, mind oldhatosagban, ezért néhanyuk visszanyerése
gondot okozhat. Ennek a problémanak a lekiizdésére szamos kereskedelmi cég 10j tolteteket
fejlesztett ki, mint pl. az Agilent Technologies Inc. 1étrehozta a Bond Elut Mycotoxin patront, ami
12 kiilonb6zd A és B tipust trichotecén szimultdn tisztitdsara alkalmas, beleértve a zearalenont is.
Ezzel a technikéval mind az analizisidd, mind az elemzés koltségei csokkenthetok (Rahmani et al.,
2009). Trichotecének tisztitdsara szintén gyakran alkalmazzak a multifunkcios oszlopok korebe
tartoz6 MycoSep oszlopokat (Romer Lab Inc.). Az A és B tipust trichotecének tisztitasahoz
haromféle toltetli oszlop kaphatd, mely alkalmazésa elsdsorban a vizsgalati anyagtol fiigg (Langset
et al., 1998, Krska et al., 2005). Ezen multifunkciés oszlopok alkalmazasaval értékes analizisidot
lehet megtakaritani, hiszen nincs sziikség az oszlop elokondicionéalasara és mosasara.

Az immunaffinitas oszlopok (IACs) alkalmazasa a mintatisztitidsban szintén igen elterjedt.
Senyuva és mtsai (2010) publikaltak egy Osszefoglald tanulméanyt az IAC hasznélatardl az
¢lelmiszeranalizisben, beleértve a mikotoxinanalizist is. A technika legfébb eldnye az antitest és a

kérdéses analitikum kozotti specifikus kdlcsonhatasban rejlik. Azonban, mint minden antitest
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alapu technikanal, a nem specifikus reakciok, amik a masféle trichotecénekkel vald
keresztreakciok miatt jonnek Iétre, az eredményeket ronthatjak. A szerzok szerint az IAC
alkalmazésa a trichotecén analizisben rendkiviil nagy jelentdségli. Egy hatranya van a technikanak,
mégpedig az a kereskedelmi forgalomban kaphat6 oszlopok araban nyilvanul meg, hisz ezek igen
draga, egyszerhasznalatos oszlopok.

A mintatisztitdsndl a molekularis lenyomatu polimerek (MIP) alkalmazasa irant egyre
nagyobb érdeklédés mutatkozik. A MIP-ek olcsok, konnyen eldallithatok, nagy kémiai
stabilitassal és hosszu élettartammal rendelkeznek. DON meghatarozasara alkalmas MIP-ek

szintézisét és karakterisztikajat Weiss ¢és mtsai (2003) ismertették cikkiikben.

2.5.2 Gyors vizsgalati médszerek

Az ¢lelmiszerek és takarmanyok mikotoxin monitorozdsaban nagyon fontos analitikai
eszk6zok a gyors ellendrzési (screening) technikak. Ezek altalaban minéségi meghatarozast
tesznek lehet6vé, csak az analitikum jelenlétérdl, illetve hianyarol adnak felvilagositast, de vannak
félmennyiségi és mennyiségi meghatarozasra alkalmas gyors tesztek is. E tesztek el6nye
elsdsorban a gyorsasagban, mintaeldkészités egyszerliségében €s az alacsony koltségekben rejlik.
Ugyanakkor vannak hatranyai is. Meg kell emliteni a megbizhatosag kérdését, hisz gyakran
alpozitiv eredményeket kapunk. E teszteknél kivanalom, hogy az alpozitiv eredményeket 5% alatt
kell tartani, mig az alnegativ eredményeket ki kell kiiszobdlni. A gyorsmodszerek koziil
hasznalatukat tekintve a legegyszeriibb technikak a tesztcsikok (lateral flow device (LFD)).
Alkalmazasuk nem igényel képzett személyzetet, rendkiviil gyors, a termékek mindségének
ellendrzésére az atvétel helyén is alkalmazhat6. Yang €s mtsai (2010) buza illetve kukorica DON
tartalmanak kimutatasara alkalmas kolloid arannyal jelzett DON specifikus monoklonalis
antitestet tartalmazo immunkromatografias tesztcsikot alakitottak ki. A teszt kimutatasi hatara 50
ng/ml volt, mig az analizisidé 10 perc. Zhi-Bing és mtsai (2012) hasonl6é kompetitiv rendszerii
kolloid arannyal konjugélt antitestet tartalmazd immunkromatografias tesztcsikot fejlesztettek ki
DON ¢és zearalenon egylittes kimutatasara buza és kukoricamintdkbodl. A teszt kimutatasi hatara
DON esetén 1000 pg/kg, mig ZON esetén 60 pg/kg volt. Egy mérés kb. 5 percet vett igénybe.
Kolosova és mtsai (2008) publikacidjukban olyan LFD tesztet mutattak be, amely két
méréstartomanyban miikodott 250-500 pg/kg és 1000-2000 pg/kg tartomanyban. A mintanal
metanol-viz (80/20% V/v) eleggyel torténd extrakciot végeztek. Szamos kereskedelmi
forgalomban is kaphato tesztcsik 1étezik, mint a Reveal for DON SQ (Neogen Corp. USA), amely
arpa, zab, buza, buzakorpa, liszt DON tartalmanak félmennyiségi meghatarozasara alkalmas az

AccuScan leolvaso alkalmazasaval. A muszer a tételeket négy osztalyba sorolja: negativ a minta,
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ha a minta DON tartalma < 0,5 mg/kg, pozitiv, ha 0,5 mg/kg < DON <1 mg/kg, valamint 1 mg/kg
< DON < 2 mg/kg, valamint DON > 2 mg/kg. Hasonl6an alkalmazhat6 a RIDAQUICK DON (R-
Biopharm Ag. Germany) nevii gyorsteszt, ami gabonak DON tartalmanak meghatarozasara
alkalmas. A teszt kimutatasi hatara 0,5 mg/kg DON. A DON-V teszt (Vicam) durumbiza, liszt,
tészta DON tartalmanak mennyiségi meghatarozasara alkalmas 0-5 mg/kg tartomanyban. A teszt
kimutatasi hatara 0,2 mg/kg (Liu et al., 2012). A QuickTox Kit for Quick Scan DON
(EnviroLogix, USA) megkapta az AOAC International Research Institute Performance Tested
Method®M tanusitvanyat. A teszt 0-5 mg/kg kozti tartomanyban alkalmas DON meghatarozasara
buza, kukorica, buzakorpa, buzaliszt és arpa mintakbol (Albert et al., 2013).

Emlitést kell tenni az eclektronikus orr, mint kémiai szenzor alkalmazasar6l a gyors
vizsgélati modszerek kozott. Campagnoli és mtsai (2011) bemutattak egy olyan elektronikus orr -
fémoxid félvezetdé (EN-MOS) szenzort, ami alkalmas a durum buza mintak DON tartalmuk
alapjan torténé megkiilonboztetésére. A rendszer harom csoportba osztalyozta a mintakat aszerint,
hogy szennyezett vagy nem szennyezett, illetve, hogy a DON tartalma a hatar alatt (1,75 pg/kg)
vagy felett van. Egy masik kutatdécsoport arpa DON tartalmdnak meghatarozasi lehetdségét

vizsgalta az illékony komponensek elektronikus orral torténd vizsgalataval (Olsson et al., 2002).

2.5.3 ELISA médszerek

Ma a mikotoxinok kimutatasara legaltalanosabban hasznalt modszer az enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalat (ELISA). Az ELISA vizsgalat nem igényel extra tisztitasi vagy dusitasi
lépést, a minta extrakciot kdvetden azonnal vizsgalhat6. Maragos és mtsai (2006) DON és NIV
szimultan meghatarozasara alkalmas kompetitiv direkt és indirekt ELISA modszert fejlesztettek
ki, monoklonalis antitestet alkalmazva. Ji és mtsai (2011) buzabol torténd kimutatasra alkalmas
indirekt kompetitiv ELISA modszert hoztak 1étre. Kétféle, BSA-hoz és OVA-hoz kotott 3-O-
hemiszukcinil-DON konjugatumot készitettek a vizsgalathoz, illetve a DON specifikus egér
antiszérum termeltetéséhez. A linedris mérési tartomany 10-100000 ng/ml kozt volt. Ehhez
hasonloan Dos Santos és mtsai (2011) BSA-hoz kotott DON-hemiglutarat konjugatumot
készitettek, amellyel monoklonalis antitesteket allitottak eld, a DON vizsgélatara alkalmas indirekt
kompetitiv ELISA teszt kialakitasahoz. A DON kimutatasi hatara 177 pg/kg volt. A kereskedelmi
forgalomban kaphaté DON kimutatasara alkalmas ELISA teszteket az 1. tablazat mutatja be.
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1. tablazat: Kereskedelmi forgalomban kaphaté DON kimutatasara alkalmas ELISA tesztek

Teszt neve Alkalmazhat6 matrix LOD Gyart6
AgraQuant®DON arpa, arpamalata, 0,2 mg/kg Romer Labs
kukorica, kukoricakorpa,
cirok, zab, buzaliszt,
szoja
Green Spring DON sor 10 pug/L Shenzhen Lvshiyuan
' Biotechnology Co.
mogyoro, kukorica, 200 ng/kg
gabonak,
blza, malata, takarmany
DON EIA sor 10 ng/kg ELISA Technologies
Inc.
gabona 30 pg/kg
takarmany és ételek 30 ng/kg
Veratox for DON HS buza, kukorica, arpa, zab, 5 ng/kg Neogen Corp.

arpa malata, feldolgozott

gabonak

MaxSignal®

Deoxynivalenol (DON)

gabona, takarmany,

15-1000 pg/kg

Bioo Scientific Co.

fliszer, 15 ng/k
ELISA Test kit HEEE

szérum, 12,5 pg/kg

vizelet 25 pg/kg
DON ELISA kit gabona, takarmany Frontier-Institute Co.
DEOXYNIVALENOL | gabona, ¢élelmiszer, 30 ug/kg EuroProxima
ELISA (5121 DON) takarmany, sor,
RIDSCREEN®FAST bliza,  malata, arpa, 0,2 mg/kg r-Biopharm GmbH
DON kukorica
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Az ELISA tesztek egyszerli és olcs6 megoldast jelentenek a mikotoxin vizsgalatokban,
ugyanakkor a kompetitiv rendszernél a kis koncentracioknal gyakran a pontossaga nem megfeleld,
¢s csak bizonyos élelmiszer-matrixokban alkalmazhato.

Hasonldéan igéretes és igen gyorsan fejlodé technika a fluoreszcens polarizacios
immunoassay (FP). Maragos és mtsai (2002) bizabol és kukoricabol torténé DON meghatarozasra
fejlesztett ki fluoreszcens polarizacidos immunoassay modszert, azonban az altaluk kialakitott
rendszer kb. 20%-kal nagyobb DON koncentraciét mért a matrixhatas miatt. Lippolis és mtsai
(2006) a Maragosék altal kifejlesztett modszert fejlesztették tovabb. Vizsgalataikat durum buza,
dara és tészta mintak alkalmazasaval végezték, és figyelembe vették a minta matrixhatasabol
adodo jeleltolodast is. A kimutatasi hatar mind harom matrix esetén 0,10 pg/g volt. Az eredmények

igen jo egyezést mutattak (r > 0,995) a HPLC referencia modszerrel mért értékekkel.

2.5.4 Immunszenzorok

Az eddig bemutatott technikak ugyan gyors és olcsd6 megoldast nydjtanak a mikotoxin
meghatarozasban, de a mérések reprodukalhatdosaga, a mérések megbizhatdsaga a kiilonbozo
matrixokban és a kimutatéasi hatar szdmos problémat vet fel. E problémékra nyujthat megoldast a
kiilonb6z6 bioszenzorok alkalmazasa a mikotoxin vizsgalatokban. A bioszenzorok, azon beliil is
az immunszenzorok alkalmazasaval lehet6ség nyilik a gyors, olcsd, megfeleléen szelektiv és
szenzitiv toxin mérésekre. A szenzor nagyérzékenységli, sorozatmérésekre is alkalmas modszerek
kifejlesztését teszi lehetdveé.

Napjainkban a jeldlésmentes immunszenzorok fejlesztése keriilt eldtérbe. Szamos
kutatocsoport végez jelolésmentes mikotoxin szenzor fejlesztéseket, elsdsorban aflatoxin és
ochratoxin meghatarozasara, de csak igen keveset alkalmaznak DON kimutatdsra. Kadota és mtsai
(2010) buza DON és NIV tartalmanak meghatarozasara Kifejlesztett SPR alapi immunszenzort
mutattak be, ahol a kompetitiv vizsgalati modszerhez monoklonalis ellenanyagot alkalmaztak, és
a mintat elézetesen egy DON specifikus immunaffinitas oszlopon tisztitottdk. A kimutatdsi hatar
0,2 és 0,1 mg/kg volt NIV és DON esetében. Egy masik kutatocsoport olyan SPR alapt DON
szenzort alakitott ki, ahol felismeré elemként az arany chip feliilletre molekularis lenyomatt
polipirrol (MIPPy) filmet hozott létre. A MIPPy-SPR szenzor linearis méréstartomanya 0,1-100
ng/ml kozt volt (Choi et al., 2011). Meneely és mtsai (2010) btzabol, buza alapt
reggelizOpehelybdl, illetve kukorica alapt bébiételbdl torténd DON meghatarozasara alkalmas,
igen gyors mérésre képes (9 perc/minta) SPR szenzort fejlesztettek. Van der Gaag €s mtsai (2003)
szimultan DON, aflatoxin B, fuminosin B és zearalenon mikotoxin meghatarozasra hasznalhato

SPR bioszenzort alakitottak ki. A szimultdn meghatarozast négy sorba kapcsolt aramlasi cella tette
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lehetévé. Az SPR-hez hasonld jelolésmentes bioszenzort fejlesztett ki Maragos kutatocsoportja
(2011). A biolayer interferometrias immunszenzorral btizaliszt DON tartalmat hataroztak meg. A
mérés igen gyors (7 perc/minta) és a kimutatasi hatar 100 pug/kg volt. Amennyiben a vizsgalathoz
kolloid arannyal konjugalt antitestet alkalmaztak, az analizisidé lecsokkent 6 perc/mintara és a

Kimutatasi hatar is 90 ug/kg-ra (Maragos et al., 2012).

2.6 Vitellogenin mint biomarker a kérnyezetanalitikiban

Az utdbbi évtizedekben bebizonyosodott, hogy az ipari, iparszerli mezdgazdasagi és egyéb
tarsadalmi tevékenység nyoman a kdérnyezetbe keriilé szennyezd anyagok kiilonféle human- és
Okotoxikologiai hatasokat valtanak ki. A tarsadalom manapsag egyre tobb gyogyszert és haztartasi
vegyszert hasznal fel. Az iparszeri mezdgazdasagban a termelékenység és a mindség
fenntartasaban elengedhetetlen a ndvényvéddszerek alkalmazasa. Az intenziv allattartasban
gyogyszerek nélkiil nem lehet tartani a termelési szintet. Ezek az anyagok kdzvetlen a kdrnyezetbe
keriilve, illetve ezek metabolitjai a vizelettel, széklettel iriilve bekeriilnek a szennyvizbe és
szennyviziszapba. A szennyviztisztitd telepek tisztitasi folyamatai soran ezek a vegyiiletek csak
részlegesen bomlanak le, és az ipar ndvekvd termelése altal tulterhelt szennyviztisztitd telepek
nem képesek teljesen szennyezédésmentessé tenni a folyokba engedett szennyvizet (Boros, 2004).
Mivel ezek a vegyiiletek jol adszorbealhatoak, ezért a folyok, patakok medrében az iszapra
kotédve un. biofilmen feldisulhatnak és onnan a vizi élovilag szervezetébe juthatnak, ahol a
zsirraktarakban feldasulnak, igy a szermaradvanyok az egész taplaléklancban kimutathatok.

Az utobbi évtizedben egyre nagyobb figyelmet kaptak azok a kornyezetbe keriild
antropogén kémiai szennyezd anyagok, melyekrdl bebizonyosodott, hogy képesek megvaltoztatni,
illetve megzavarni mind az allatok, mind az emberek hormonrendszerének miikodését. Az Eurdpai
Unio 1999 ota jogi keretek kozt szabdlyozza az endokrin zavar6 anyagok alkalmazisat €s
meghatarozta ezek tilto listajat, amely azota folyamatosan boviil (Commission of the European
Communtities, 1999). Az endokrin zavard hatasti anyagok analitikajaban, az Gn. hatas alapu
biomonitorozasban lehet nagy segitséglinkre az endokrin zavar6 hatas felléptét jelz6 biomarker
jelenlétének detektalasa. Ilyen specifikus biomarker a vitellogenin (Vtg) fehérjecsalad (Arcand-
Hoy et al., (1998), Hutchinson et al., (2006).

2.6.1 Hormonalis miikodésre haté vegyiiletek

A hormonalis miikodésre hato vegyiileteket (EDCSs) az irodalomban nagyon sokféleképpen
definialtdk, de a leggyakrabban haszndlt és elfogadott meghatdrozds a kovetkezd: A

hormonhéztartast megvaltoztatd anyagoknak azokat az exogén vegylileteket nevezziik, amelyek a
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szabalyozasban ¢s a ndvekedésben szerepet jatszo természetes hormonok termelését, kibocsatasat,
transzportjat, kotddését, reakcigjat, vagy Kkiiiriilését zavarjak (United States Environmental
Protection Agency (USEPA), 1997). Ezek az anyagok a hormonrendszer miikodését szamos
modon modositjak (Mendes, 2002):

> Osztrogénreceptorokhoz kétédnek és aktivaljak azokat, igy az endogén hormonok hatasat
utanozzak.

> Osztrogénreceptorokhoz kotédnek, de nem aktivaljak azokat, igy akadilyozzak a
természetes endogén hormonok hatdsanak megjelenését.

» Megvaltoztatjak a természetes hormonok szintézisének és metabolizmusanak médjat

» Modositjak a természetes hormonok metabolizacidjanak utjat.

Az endokrin zavard hatdsi anyagok csoportjaba szamos kiillonbozd tipusu vegyiilet
tartozik, mint a természetes hormonok (fitodsztrogének), gyogyszerek (pl. hormonalis
fogamzasgatlok), peszticidek (DDT, lindan), fenolok (BPA, APE), ftalatok, poliklorozott-
bifenilek (PCB), langfogok, fémek, halogénezett tobbgyiiris égési melléktermékek (dioxinok). Az
EDCs-re jellemz0, hogy stabilak, nehezen bomlanak le, évekig intakt formaban megmaradnak az
€l6 szervezetekben és a természetben, az allati és emberi szervezet zsirraktaraiban
felhalmozddnak. E kémiai anyagokra legérzékenyebbek a vizes kdrnyezetben €16 allatok, hisz
egész testfeliiletiikkel érintkeznek a vizzel, innen szerzik taplalékukat és szaporodasuk is vizhez
kotott. Szamos kutatdcsoport vizsgalta a vizi €ldvilagra gyakorolt hatasukat, ahol elsd sorban a
nemi funkciok megvaltozasat, megsziinését (hermafroditizmus, szupernd szindroma, himeknél
vitellogenin termelés), eltolodott ndstény-him sziiletési aranyt, rdkos megbetegedéseket,

immunrendszer karosodast, viselkedési zavarokat, tojashéj elvékonyodast irtak le.

2.6.2 Vitellogenin

Halakban, kétéltiiekben a m4;j altal eldallitott vitellogenin a legfontosabb alkotdeleme a
szikfehérjéknek (Tyler et al., 1991). A vitellogenin normal esetben csak az ivarérett ndstények
vérében mutathato ki. A vérplazma vitellogenin koncentracidja a ndstény egyedekben
vitellogenezis kezdetén hirtelen megnd, és a ndvekedési fazis végéig azonos szinten marad. A vér
magas vitellogenin koncentracioja a vitellogenezis alatt az oocyta novekedését eredményezi. Him,
illetve ivaréretlen egyedek vérében nem mutathatd Ki vitellogenin, azonban a him egyedek is
rendelkeznek Vtg-t kodolo génekkel és 0sztrogén receptorokkal, igy az EDCs-k hatasara, a himek

vérszérumaban is abnormalis szintre emelkedhet mennyiségiik (Sumpter and Jobling, 1995;
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Wheeler et al., 2005). Ezért a vizi és kétélti him allatok vérében talalhato Vtg alkalmas
biomarkernek bizonyult a kdrnyezetben 1€v6é endokrin zavar6 anyagok jelenlétnek felismeréséhez.

EDCs-k monitorozasara leggyakrabban hasznalt teszt hal a k6zonséges ponyt (Cyprinus
carpio), hisz vilagszerte igen elterjedt halr6l van sz6, és igen jol toleralja a szennyezett kdrnyezetet
is. Japanban egy nagyvaros folyohalozatan a Tama folyon végeztek vizsgalatokat a lehetséges
kornyezeti szennyezOk kimutatasara. A vizsgalatban him ponytok vitellogenin szintjét vizsgaltak,
amelyeket a szennyviztisztito teleprél kifolyd €16vizbol fogtak ki. A kifogott halaknal igen magas
Vig szinteket mértek és szovettani eltéréseket mutattak ki a herékben (Nakamura et al., 1998).
Purdom és mtsai (1994) Angliaban him szivarvanyos pisztrangokat telepitettek a szennyviztisztitd
telepek kilépd agahoz. Vizsgalatukban bebizonyitottak, hogy a him halakban a szennyviz altal

kivaltott Vtg szintézis indult meg.

2.6.3 Vitellogenin meghatarozasra alkalmazott technikak

Szamos analitikai és bioanalitikai modszert alkalmaznak bioldgiai mintak vitellogenin
szintjének kimutatasara. A leggyakrabban alkalmazott nagymiiszeres analitikai eljaras vitellogenin
meghatdrozasara a tomegspektrométerrel kapcsolt folyadék kromatografia (LC-MS). Cohen és
mtsai (2006) egy igen egyszeri modszert mutattak be szivarvanyos pisztrang és lazac
vérszérumanak vitellogenin meghatarozasara. A vizsgalatban a kontroll vérmintdkat és a p—
Osztradiollal kezelt halak vérmintait tripszinnel kezelték, majd a jellemz6 n. ,,signature peptide”-
et elvalasztottak és  kvadrupol-repiilési  id6  hibrid  tomegspektrométerrel — kapcsolt
nagyhatékonysagti folyadékkromatografias (HPLC-QTOF-MS) modszerrel vizsgaltak.

Van Veld és mtsai (2005) egy univerzalis elektroforetikus fehérje meghatarozasi modszert
ismertettek, ami a vitellogeninek nagy molekula tomegén és kimagasld foszfoszerin tartalman
alapult. A kisérletben tiizcselle (Pimephales promelas), fogasponty (Fundulus heteroclitus),
szunyogirtd fogasponty (Gambusia holbrooki) eredetli vér és mukozalis fehérje mintakat
valasztottak el poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE). A vizsgalat lehetévé tette
meghatarozasat.

Vitellogenin meghatarozasahoz gyakran alkalmaznak molekularis bioldgiai modszereket
is. An és mtsai (2006) kvantitativ reverz transzkripcidos polimeraz lancreakcios (Q-RT-PCR)
eljarast dolgoztak ki Vtg mRNS mennyiségi meghatarozasara tengeripérhalbol (Mugil soiuy).
Barucca és kutatocsoportja (2006) kiilonbozé specifikus primert terveztek szamos mediterran
halfaj Vtg mMRNS koncentraciojanak RT-PCR eljarassal torténd meghatarozasahoz.

Vizsgalatukban ivaréretlen eurdpai angolna (Anguilla anguilla) egyedeket vizsgaltak, amelyeket
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17-B-6sztradiollal kezeltek, melynek kovetkeztében az egyedekben beindult a Vtg mRNS
szintézis, bizonyitva az Osztrogénhatds iranti érzékenységiiket, illetve a kialakitott primerek
specifikussagat.

A leggyakrabban hasznalt Vtg meghatarozasi eljaras az ELISA modszer. Szadmos
kiilonb6z6 halfajbol térténd Vtg kimutasara alkalmas Vtg specifikus sandwich ELISA (SELISA)
modszert fejlesztettek mar ki, mint pl.: ponty (Cyprinus carpio) (Kera et al., 2000), tiizcselle
(Pimephales promelas) (Parks et al., 1999), zebrahal (Brachydanio rerio) (Brion et al., 2002)
esetén. Liao és mtsai (2006) kinai fiirge cselle (Gobiocypris rarus) Vtg szintjének meghatarozasara
alkalmas kompetitiv ELISA moddszert fejlesztettek ki. A meghatarozashoz a halbol tisztitott Vtg-t
¢s az ellene nyulakban termeltetett poliklonalis antitestet alkalmaztak. A kialakitott ELISA
etetési kisérletben harom kiilonféle eredetli tappal etettek: szennyvizbdl fogott csdvajo féreggel,
sorak larvaval (Aretmia nauplii) és kereskedelmi haltappal. A kisérlet célja az volt, hogy
megvizsgaljak, hogy a taplalékokban jelen levd Osztrogén hatisu Osszetevok az egyedekben
beinditjdk-e a vitellogenezist. A taplalék Osztrogénhatdsu Osszetevéinek mennyiségét GC-MS
modszerrel hataroztak meg. Eredményeik szerint az ELISA rendszerrel mért vitellogenin valaszok
igen jo egyezést mutatott a taplalékbol GC-MS analizissel meghatarozott 6sztrogénhatasu anyagok
mennyiségével, tovabba igy bebizonyosodott, hogy a kinai fiirgecselle igen érzékeny modell hal a
vizi kdrnyezet 6sztrogén hatasa EDCs-kel torténd szennyezettségének monitorozasara.

A kornyezetszennyezés hatasanak kimutatasara a békak gyakran jobb bioindikatorok mint
a halak, ezért Vtg kimutatasra alkalmas ELISA modszerek nem csak halak, de kétéltiiek és hiillok
esetében is kidolgozasra keriiltek. Egy igen érzékeny sELISA modszer keriilt kialakitasra
okorbéka (Rana catesbeiana) Vtg szintjének mennyiségi meghatarozasara. A modszer mérési
tartomanya 9,4 ng/ml-1200 ng/ml kozt volt, mig a kontroll him 6kérbéka vérszérumhoz adott Vtg
visszanyerése 92,0-108,8% (Li et al., 2006). Sifuentes-Romero és mtsai (2006) 17-B-6sztradiollal
kezelt him fekete teknésok (Chelonia mydas agassizii) vérébol ioncserés kromatografiaval
tisztitottak Vtg-t. A tisztitott Vtg egy 500000 Da dimer volt, ami két azonos monomerbdl allt. A
fekete teknds Vtg ellen termelt poliklonalis antitest igen magas aktivitast és specificitast mutatott
mind az ELISA, mind a Western blot analizis alapjan. A rendszer mérési tartomanya 15 ng/ml és
2 pg/ml kozt volt.

Az utdbbi évtizedben a gyorskimutatasi technikak fejlesztése egyre inkdbb a gyors, olcso
egyszerl, sorozatmérésekre alkalmas technikak fel¢ iranyult, amiben a bioszenzorok igen igéretes
¢s érdekes alternativat jelentenek. Darain és mtsai (2005) amperometrias immunszenzort hoztak
1étre ponty Vtg gyors meghatdrozéasara. A szenzor munkaelektrodjaként vezetd polimerrel boritott

szitanyomott szén elektrodot alkalmaztak, aminek a feliiletére rogzitették a tormaperoxidaz
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enzimet és a ponty Vtg elleni specifikus monoklonalis antitestet. A minta Vtg tartalma és a
gliikozoxidazzal kapcsolt Vtg (GOX-Vtg) glilkdéz mint szubsztrat jelenlétében versengnek a
szabad antitest kotéhelyekért. A minta Vtg tartalma forditottan aranyos a szenzor feliiletére
kotodott GOX-Vtg mennyiségével. Az enzim altal indukalt jelet amperometriasan detektaltak. A
szenzor linearis mérési tartomanya 0,25 és 7,8 ng/ml kozt volt, mig a kimutatasi hatar 0,09 ng/ml.
Ugyanez a kutatdcsoport vizsgalta Vtg kimutatdsanak lehetdségét elektrokémiai impedancia
spektroszkopia technikaval (Darain et al., 2004). Fukada és mtsai (2003) kemilumineszcens
immunassay alapi kimutatasi modszert fejlesztett ki ponyt Vtg meghatarozasara. A modszer
linearis mérési tartomanya 1,95 és 1000 ng/ml kozt volt. Soh és mtsai (2002) tanulmanyukban egy
szekvencialis injektalasos analizis technikat mutattak be ponyt vitellogenin meghatarozasara. A
moddszer kimutatasi hatdra 5 ng/ml volt. Bulukin és mtsai (2007) egy jelolésmentes feliileti
plazmon rezonancia (SPR) alapu optikai immunszenzort fejlesztettek ki ponty Vtg szintjének
meghatarozasara. A szenzor alkalmas volt a Vtg ppm tartomanyban torténé kimutatasara mind

vérszérumbol, mind mukdézus mintdkbol. A mérés viszonylag gyors, 20 perc/minta volt.
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3. CELKITUZESEK

Doktori munkdm célja OWLS alapt immunszenzorok fejlesztése volt élelmiszer- ¢és
kornyezetanalitikai alkalmazasra. Kisérleteimben btuza deoxynivalenol-tartalmanak vizsgalatara
alkalmas immunszenzor, illetve EDCs szennyez6anyagok jelenlétének kimutatasara biomarkernek
tekinthet6 vitellogenin fehérje meghatarozasara alkalmas szenzor kialakitasat tiiztem Ki célul, béka
(voroshast unka, Bombina bombina) és hal (ponty, Cyprinus carpio) egyedekbdl. A megvalositas
soran a legfontosabb feladat a szenzor kialakitasahoz sziikséges immunanyagok eldallitasa, a
direkt és indirekt mérési modszer alkalmazasi lehetOségének vizsgalata, a mérési rendszer
optimalizalasa, valamint az j mérési modszerek felhasznalhatosaganak igazolasa volt. A
kifejlesztett technika megbizhatésadganak ellenérzéseként az OWLS immunszenzor eredményeit
az élelmiszer- és kornyezetanalitikaban alkalmazott ELISA referencia meghatarozasi modszerrel
hasonlitottam Ossze. A kialakitandé mérési eljarasokkal célom olyan technika kifejlesztése volt,
ami gyors, egyszerli, sorozatmérésekre alkalmas és lehet6vé teszi az analitikum nagy

érzékenységgel €s szelektivitassal torténé meghatarozasat.
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4., ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Anyagok

A szenzor feliilet szilanizalasahoz az y-amino-propil-trietoxi-szilant (APTS), valamint az
aktivalasahoz a glutaraldehidet, a borostyankésavanhidridet, az 1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-
karbodiimid (EDC), valamint az N-hidroxi-szukcinimidet (NHS) a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-t5l (St.
Louis, MO, USA) szereztem be.

Az immunizalashoz hasznalt komplett és inkomplett Freund adjuvans a Sigma-Aldrich Co.
Ltd-t6l (St. Louis, MO, USA) szarmazott. A tormaperoxidazzal jel6lt anti-nyal kecske IgG
konjugatum a Jackson ImmunoResearch Inc. (USA) terméke volt. A kromogén orto-fenildiamin
(OPD) és H202 szubsztrat szintén a Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA) terméke volt.
Az immunglobulinok tisztitisahoz hasznalt dializalo zsak a SERVA Electrophoresis GmbH
terméke. A konjugatumok készitéséhez 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) termékei voltak.

A modellkisérleteknél alkalmazott hirudin, tripszin inhibitor, ovalbumin, marha szérum
albumin, gliikkozoxidaz, y-globulin és hemocianin a Sigma-Aldrich Co. Ltd.-t61 (St. Louis, MO,
USA) szarmazott.

A deoxynivalenol mikotoxin a Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO, USA) terméke volt.

A vitellogenin méréshez sziikséges fehérjék és antitestek a munka soran késziiltek.

A Bradford-féle fehérjemeghatarozashoz BIO-RAD  (Cat.#500-0006)  festéket
alkalmaztam.

A poliakrilamid-gélelektroforézishez (SDS-PAGE) alkalmazott SDS, valamint az
akrilamid (oldott allapoti) a BIO-RAD Laboratories Inc. terméke volt. A -merkaptoetanol a
MERCK KGaA terméke volt. A karbamid, TRIS, Coomassie Brilliant Blue G-250 és R-250
festékek a Reanal Finomvegyszergyar Zrt-t6l szarmaztak. A fixalashoz hasznalt triklorecetsav a
CARLO ERBA Reagents S.A.S terméke volt.

Az ELISA vizsgalatokhoz alkalmazott mikrotiterlemez az Analyzer Kft. terméke volt. A
kecskébdl nyert anti-nyul IgG-HRP konjugatum a BIO-RAD Laboratories Inc.-tdl szarmazott. A
szubsztrat-oldat (H.02/OPD), valamint az inhibitor oldat a Sigma-Aldrich Co. Ltd. (St. Louis, MO,
USA) termékei voltak.

Minden tovabbi vegyszer analitikai mindségii kereskedelmi termék volt.

35



4.2 Modszerek

4.2.1 OWLS mérorendszer felépitése

A mérésekhez OW 2400 tipusu amino funkcionalizalt integralt optikai hullamvezet6
szenzort (chip) (MikroVakuum Kft, Budapest) hasznaltam. A vizsgalatokat a MikroVakuum Kft.
altal gyartott OWLS 120-as tipusu berendezéssel végeztem. A miiszert a BioSense 2.2 szoftver
vezérelte. A berendezés fényforrasa linearisan polarizalt He-Ne 1ézer (632,8 nm). A szenzor
idében 4allando, stabil miikodésének érdekében az OWLS szenzort folyamatosan aramld
injektalasos rendszerben (FIA) miikddtettem. A szenzort a méréberendezés mintatartd atfolyd
cellajaba (kiivetta) helyezve hasznaltam. Az allando aramlasi sebességet Gilson Minipulse 3 tipust
perisztaltikus pumpa biztositotta. A mintatarté atfolyé cella hdmérsékletét az OWLS TC hiité/fiitd
egység szabalyozta. A minta injektalasat egy Rheodyne tipusu injektorral végeztem, mely 200 pl-
es mintavevO hurkot tartalmazott. Az eredmények kiértékelését a MikroVakuum Kft. BioSense

2.6 szoftverrel végeztem. A 7. abra a FIA rendszerrel ellatott OWLS 120 mérémiiszert mutatja be.

7. abra: FIA rendszerrel ellatott OWLS mérémuszer
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4.2.2 Szenzor feliiletének modositasa szilanizalassal

A hullamvezetd szenzor feliilete igen hidrofob, csak kevés hidroxilcsoport talalhato rajta,
ami nem alkalmas a biomolekulak kdzvetlen rogzitésére, a feliiletet kémiailag modositani kell. Az
egyik leggyakrabban alkalmazott felilletmodositasi eljaras a szilanizalas. A szilanizalassal
kiilonboz6 funkcids csoportokat Iehet biztositani az alkalmazott szilan molekulanak megfelelden,
amihez mar a megfelelé kémiai 1épésekkel rogzithetdek a biomolekulak.

Kisérleteimhez a szenzor feliiletén aminocsoportokat alakitottam ki y-amino-propil-
trietoxi-szilant (APTS) alkalmazva (Trummer et al. 2001). A feliiletmodositashoz a szenzort
el6zOleg tisztitani és hidratalni kell. A tisztitast kromkénsavban torténd aztatissal (1 oOra)
végeztem, majd a sziikséges hidroxilcsoportok kialakitasahoz a tisztitott szenzorokat forrd vizzel
hidrataltam (90 °C, 1 ¢ra). A szilanizalas vizes fazisban, bemeritéses technikaval tortént. A
megtisztitott és forrd vizben hidratalt szenzorok feliiletét az APTS (pH 3) 10%-os oldataval 75 °C-
on, 3 orat kezeltem. Desztillalt vizzel vald6 mosas utan a képzOdott szilanréteg stabilizalodasa
érdekében a szenzorokat hékezeltem (95 °C, 16 o6ra), és Eppendorf-cs6ben taroltam a tovabbi

felhasznalasig.

4.2.3 Biomolekulik rogzitése EDC/NHS eljarassal

A szenzor feliiletének modositdsa, majd az ezt kovetd immobilizacié az Ggynevezett
inkubacids kiivettaban (MikroVakuum Kft.) tortént, ahol az APTS reagenssel kezelt szenzorfeliilet
aminocsoportjait borostydnkdsavanhidrides kezeléssel karboxilcsoportokka alakitottam. A
karboxilcsoportokat az aminocsoportok szarmazékképzésével hoztam 1étre, melyhez a chipet 100
ul  0,2%-os  borostyankdsavanhidriddel (dimetil-formamidban  oldva)  kezeltem
szobahdmérsékleten 1 oraig. Ezt kovetden a szenzort desztillalt vizzel mostam, majd 90 °C-on 15
percig szaritottam. Hogy reaktiv szukcinimid észtert hozzak létre a feliiletet 1-etil-3-(3-dimetil-
amino-propil)-karbidiimiddel (EDC) és N-hidroxi-szukcinimiddel (NHS) kezeltem, ahol 0,4 mol/I
EDC / 0,1 mol/l NHS (1:1) aranyt keverékét alkalmaztam. A szenzort ezt kdvetden desztillalt
vizzel mostam, majd 13 mM-os pH 5-0s acetat pufferrel mostam a feliiletet, hogy biztositsam az
optimalis feltételeket a fehérjék immobilizaciojahoz. A rogzitendd biomolekulakat ugyanebben az
acetat pufferben higitottam és immobilizaltam a feliileten. A régzitett biomolekulat tartalmazé
szenzort Eppendorf csében 4 °C-on taroltam a felhasznalasig. A mérés inditasakor a szabadon

maradt reaktiv észterkotdhelyeket 1 mol/l etanolamin injektalasaval blokkoltam.
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4.2.4 Biomolekulak rogzitése glutaraldehiddel

Az aminoszilanizalt szenzorfeliilethez a biomolekuldk kozvetlen kothetok glutaraldehid
segitségével. A rogzités soran a chipet az OWLS mérémdoszer szenzortartdjaba helyeztem, és a
rogzitést FIA rendszerben végeztem. Az alkalmazott dramlasi sebesség 0,16 ml/perc volt. A
mérdcellan elészor desztillalt vizet aramoltattam, majd a rendszerbe 200 ul glutaraldehid oldatot
(2,5% desztillalt vizes) injektaltam. A glutaraldehid altal okozott effektiv torésmutatd valtozast
folyamatosan figyelve, amikor a torésmutatd valtozast leird gorbe eléri a maximumot (a szenzor
feliiletén ekkor csak glutaraldehid talalhatd), az d&ramlést 3 percre leallitottam. Ez alatt az id6 alatt
a glutaraldehid hozza kapcsolddik a szenzorfeliilet aminocsoportjaihoz, polimerizalodik, és
térhalos szerkezetet alakit ki. Harom perc elteltével ujra elinditottam az aramlast. Az oldat
kimosodasat kovetéen a desztillalt vizet TRIS pufferre (42 mmol/l, pH 7,4) cseréltem. A
injektalast kovetden az dramlast hasonldan a glutdraldehidnél leirtak alapjan 3 percre leallitottam.
Az aramlas ujboli elinditasa utan a szenzort rovid ideig pufferrel mostam, majd a meg nem
kotodott molekulak eltavolitasara 50 mM HCl-at injektaltam. Az érzékenyitett szenzorfeliilet ezt

kovetden alkalmas a mintak mérésére.

4.2.5 Fehérje koncentracio meghatarozasa Bradford-mddszerrel

A meghatarozashoz 20 pl vizsgalandé anyaghoz 1000 ul BIO-RAD (Cat.#500-0006)
festék / desztillalt viz 1:5 ardnyu keverékét adagoltam, alaposan dsszekevertem és 5 perc elteltével
a festék fényelnyelési maximumanal 595 nm-en spektrofotométerrel vizsgaltam a fényelenyelés

mértékét. A meghatdrozashoz a kalibraciét BSA standard oldatok felhaszndldsaval készitettem.

4.2.6 Tisztitott lipovitellin fehérjék eloallitasa

A lipovitellin fehérjék tisztitdsa ndstény ponty és Keleti voroshasti unka petefészkébdl tortént az
alabbiak szerint.
4.2.6.1 Ponty lipovitellin elddllitisa

A Lpv tisztitasahoz a ndstény ponty (Cyprinus carpio) petefészkét izotonias
fosztatpufferben (pH 7,4) mostuk, 0,5 mol/l NaCl-oldatban homogenizaltuk (0,5 g/ml, 12 6ra, 4
°C). A homogenizatumot 3000 g-n centrifugéaltuk, majd a fehérjefrakciot izotonias foszfatpufferrel
(pH 7,4) szemben dializaltuk. A dializaitumbol a Lpv fehérjét telitett ammonium-szulfat (1:1 v/v)
adagolasaval kicsaptuk, a csapadékot ismét centrifugaltuk 3000 g-n és ammonium-szulfat oldattal
mostuk, hogy a szinanyagokat 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). A tisztitott Lpv-készitményt 37%-o0os ammonium-szulfat oldatban 4 °C-on
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csapadékként taroltuk. A tisztitott ponty Lpv preparatum koncentracidja 3 mg/ml volt a Bradford-

féle (1986) fehérje meghatarozasi modszer alapjan (Isd. 4.2.5. fejezet).

4.2.6.2 Béka lipovitellin elioallitasa

Lipovitellin tisztitdisdhoz a ndstény Keleti vordshast unka (Bombina orientalis)
homogenizalt petefészkét hasznaltuk. A béka Lpv eldallitas 1épései megegyeztek az 4.2.6.1.
fejezetben ismertetett ponyt Lpv el6allitassal. A béka Lpv preparatum koncentracioja 3 mg/ml volt

a Bradford-féle modszer szerint.

4.2.7 DON-fehérje konjugatum ellenorzése izoelektromos fokuszalassal

A DON-fehérje konjugatumot tartalmaz6 mintakat fehérjeold6 pufferben (8 M karbamid,
32 mM ditio-treitol és 11,5%(w/v) glicerin) oldottam és 15-15 pl-t vittem fel a gélre. A fehérjék
izoelektromos fokuszalasat 7,2 M karbamidot tartalmaz6 4,35%-os poliakrilamid gélben végeztem
pH:3-10 tartomanyban Multiphor II késziiléken (Pharmacia LKB Biotechnology). Andd oldatként
5%(w/v)-os foszforsav oldatot, katodként pedig 2%(w/v)-0s NaOH-ot hasznaltam. Az

izoelektromos fokuszalas paraméterei a kovetkezok voltak (2. tablazat):

2. tablazat: Izoelektromos fokuszalas soran alkalmazott paraméterek

Lépés 1d6 (perc) Fesziiltség (V) | Aramer8sség (mA) | Teljesitmény (W)
1. 60 max. 2500 max. 15 konst. 4
2. 60 max. 2500 max. 5 max. 20
3. 40 max. 2500 max. 6 max. 20

A fokuszalas befejezése utan a fehérjéket fixaltam, 15 percig 15% (w/v)-os triklor-ecetsavban
razatva, majd Coomassie Brilliant Blue G-250 festékkel detektaltam.

4.2.8 Lipovitellin preparatumok ellenérzése SDS-PAGE modszerrel

A Lpv-preparatumok tisztasagat natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-
PAGE) vizsgaltam (Hajos és Idei, 2001). Ehhez a tisztitott ponty Lpv fehérjét feloldottam 12,5 ml
fehérjeoldd pufferben (0,75 g SDS, 0,189 g TRIS, 2,5 ml glicerin, 2,5 ml B-merkapto-etanol,
desztillalt viz, pH 6,8). A mintakbdl 2,5; 5,0; 8,0; 10,0 ul-t vittem fel a gélre. Béka eredetli Lpv
esetén 8-12 pl tisztitott Lpv mintat oldottam fehérjeoldd pufferben és vittem fel a gélre.
Molekulatomeg markerként 29000, 37000, 51000, 96000, 115000, 200000 Da fehérjét tartalmazéd
standardot alkalmaztam. A f6 gél 12%-os (akrilamidra nézve) volt, ami 3,2 ml 30%-0s
akrilamid/bis-akrilamid 29:1 aranyu keverékébdl, 1,8 ml TRIS-b6l (2 mol/l, pH 8,8), 50 ul SDS-

bol (10%), 2,85 ml desztillalt vizbdl, 6 ul tetrametil-etilén-diamin és 50 pl ammoénium-
39



perszulfatbol (10%(w/v)) allt. A gyiijté gél 6%-0s volt, ami 0,5 ml 30%-os akrilamid/bis-akrilamid
29:1 aranyu keverékébdl, 330 pl TRIS-bél (0,5 mol/l, pH 6,8), 27,5 ul SDS-bdl (10%), 1,6 ml
desztillalt vizbol, 3 pl tetrametil-etilén-diamin és 25 pl ammoénium-perszulfatbol (10%(w/v)) allt.
Az alkalmazott tavtarté 0,75 mm volt. A mintafelvitelt kovetden a gélt elektroforézis cellaba
helyeztem. Az elektroforézis kamrat futtatasi pufferrel (3,03 g TRIS, 1 g SDS, 14,4 g glicin 1000
ml-re desztillalt vizzel kiegészitve) toltottem fel. A vizsgalatokat BIO-RAD Mini Protean 3 Cell
késziiléken végeztem. A gélt 200 V-on, max. 400 mA-en 55 percig futtattam, majd 20%-0s
triklorecetsav oldatban 20 percig fixaltam. Haromszori mosast (100 ml etanol, 50 ml ecetsav, 850

ml desztillalt viz) kovetéen Coomassie Brilliant Blue R-250 festékkel festettem meg a gélt.

4.2.9 ELISA eljaras referencia vizsgalatokhoz

Az ELISA vizsgélatokat 96-iireges ELISA mikrotalcan a szilard fazisti immunassay elve
alapjan végeztem el (Hegedis et al. 2000). A mikrotiterlemezeket tiregenként 100 ul antigénnel
vagy antigénkonjugatummal (1 pg/ml, 0,1 mol/l karbonatpufferban, pH 9,6; éjszakan at 4 °C-on
inkubalva) fedtem. A nem specifikus kotéhelyeket 0,01 mol/l PBS pufferrel (0,8% NaCl, pH 7,4)
valé mosas utan blokkoltam tiregenként 150 pl blokkolo reagenssel (1% zselatin PBS pufferben,
pH=7,4) 38 °C-on 1 6ra inkubalassal. A mikrotiterlemezt 0,2% Tween 20 detergenst tartalmazo
PBS (PBST 0,2) oldattal mostam, majd minden iiregbe 50 ul standardot vagy mintat és 50 ul PBST
0,2 oldattal higitott antiszérum oldatot adtam, és 38 °C-on 60 percig inkubaltam. Ujabb mosas utan
(PBST 0,2), 100 pl kecskébdl nyert anti-nytl-IlgG—HRP konjugatumot (1:12000 higitasban PBST
0,05) adtam, és ismét 60 percig inkubaltam. Mosas utan (PBST 0,2) 200 ul szubsztratoldatot (1,2
mmol/l H20. és 3 mmol/l 1,2-fenilén-diamin (OPD) 200 mmol/l kalium-dihidrogén-citrat-
pufferban, pH 3,8) adagoltam. A szin kialakulasa utan (10 - 60 perc) az enzimreakciot 50 ul 4 N
H2SO4 reagenssel allitottam le. A szinintenzitast az tiregekben 492 nm hulldmhosszon mértem. A
mért értékekbdl a standard gorbéket 4-paraméteres (szigmoid) egyenlettel készitettem. A
detektalas als6 hatdara (LOD) az a koncentracid, amely a vakminta szordsanak (3x ismétlés)

haromszorosat adja.
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4.3 Mintaelokészités

4.3.1 Buazamintak elokészitése DON méréshez

GC-MS vizsgalattal igazolt (LOD 0,01 mg/kg) DON-mentes buizalisztet szennyeztem

c sy

c sy

10 ml acetonitril-viz 6:4 aranya keverékével higitottam. A mintakat 10 percig kevertettem, majd
hagytam tilepedni. A feliiliszot méretkizarasos sziir6n (Millipore Ultrafree-MC 50.000 NMWL)
10 percig 10000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltam, majd a kapott sziirleteket 4 °C-on

taroltam a felhasznalasig.

4.3.2 Ponty mintiak el6készitése Vtg méréshez

A vizsgalathoz hasznalt harom him és harom ndstény ponty (Cyprinus carpio) az
Aranyponty Zrt. (Racegres, Rétimajor) 6kologiai halgazdasagbol szarmazott. Az egyes egyedek
vérmintajat 10 percig 6000 fordulat/perc fordulatszdmon, majd 10 percig 11000 fordulat/perc
fordulatszamon centrifugaltam.

A halakbdl vett majmintakat felapritottam (Ultra-turrax, IKA, Németorszag), és 1 g mintat
10 ml 42 mmol/l pH 7,4-es TRIS pufferben homogenizaltam. A mintakat vakuumcentrifugaltam
20 percig 4000 fordulat/perc fordulatszamon, majd ezt kovetéen ismét 10 percig 12000
fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltam. A mintak feliliszojat 4 °C-on taroltam a

felhasznalasig.

4.3.3 Béka mintak elokészitése Vtg méréshez

A vizsgalatokhoz eurdpai voroshast unkat (Bombina bombina) alkalmaztam. Tekintettel
arra, hogy minden hazai békafaj védett, ezért a Természetvédelmi Feliigyel6ség engedélye alapjan
a természetbdl begylijtott petecsomokbodl laboratériumi tenyészetben nevelt vordshast unkat
hasznaltam. A fiatal egyedekbdl vett mdj-, sziv- és ivarmirigymintakat (Double Delta Kift.)

ugyanugy dolgoztam fel, ahogy azt a pontymintak esetében (Isd. 4.3.2. fejezet).

4.4 Alkalmazott szamitastechnikai és statisztikai modszerek

Az eredmények abrazolasdhoz, valamint statisztikai értékeléséhez az EXCEL (Microsoft
Office professional Edition 2003) ¢s az ORIGIN Scientific Graphing and Analysis Software
(version 7) statisztikai programot hasznaltam. Az eredmények 0sszehasonlitasahoz a Student-féle

kétmintas t-probat alkalmaztam p <0,05 szignifikanciaszintet alkalmazva.
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5. EREDMENYEK

5.1 A szenzorvalasz vizsgalata modellkisérletekkel

A mérések soran a hullamvezetd felszinén kialakitott minden egyes réteg modositja annak
optikai és kémiai tulajdonsagait. Annak érdekében, hogy megértsem az OWLS-sel torténd
érzékelés alapjait, valamint azt, hogy a vizsgalat soran kialakitott rétegek, és a feliilettel
kapcsolatba keriil6 anyagok (minta, puffer stb.) hogyan valtoztatjidk meg az optikai
tulajdonsagokat, illetve, hogy bebizonyitsam, a feliiletmddositasi és rogzitési 1épések a mérések
soran reprodukalhatoak, vizsgaltam a szenzor feliiletén kialakuld rétegek vastagsagat, a
szenzorvalaszt az analitikum molekulatomege és koncentracidja fiiggvényében, a szenzorvalasz
reakcioidejét, a mérés pontossagat, €s a kiilonbozd vastagsagh kiivettak alkalmazasanak mérésre
gyakorolt hatasat. E modellkisérletek eredményei alapul szolgaltak az immunszenzor
fejlesztésekhez. A fehérje koncentracidé és szenzorvalasz kozti korrelacio alapjan az OWLS

szenzort a tovabbiakban immunanalitikai eljarasok fejlesztésére alkalmaztam.

5.1.1 Kiilonbozo fehérjék rogzitése soran kialakult rétegvastagsagok vizsgalata

Kisérleteimben kiilonb6z6 fehérjéket (hirudint, tripszin inhibitort, ovalbumint, marha
szérum albumint, gliikkozoxidazt, y-globulint és hemocianint) rogzitettem a szenzor feliiletére
glutaraldehiddel, és vizsgaltam az egyes fehérjék rogzitése soran kialakult rétegvastagsagot. A
kisérletben OW 2400-as kezeletlen chipeket hasznaltam. Az immobilizalasi protokoll végrehajtasa
soran a rétegvastagsag valtozésa becsiilhetd, csak kozelité értékek hatarozhatéak meg. A
kezeletlen szenzor hullamvezet6 rétegvastagsaga 170-200 nm kozt volt. A vizsgalatban a szenzor
feliiletét 3-amino-propil-trietoxi-szilannal (APTS) moddositottam. Tiz chipet vizsgalva az atlagos
rétegvastagsag valtozas APTS-sel torténé modositast kovetden, desztillalt viz aramoltatas mellett
0,44+0,07 nm volt. Kovetkez6 1épésben 2,5 %-0s glutaraldehid oldatot adagoltam. A glutaraldehid
atlagosan 0,27+0,07 nm rétegvastagsag novekedést okozott. A keresztkoté molekula hozzaadasa
utan a desztillalt vizet lecseréltem a méréshez hasznalatos 42 mM-os pH=7,4 TRIS pufferre. A
TRIS puffer hatasara a jel megvaltozott, azonban itt nem a rétegvastagsag novekedett, hanem az
oldat torésmutatoja (nc) valtozott, ez okozta a jeleltolodéast. Ebben az esetben uj modellel kell
tovabb szdmolni, ezért igen fontos a mérések eldtt az adott pufferrel az alapvonal felvétele. A TRIS
alapvonal Dbeallasat kovetéen injektaltam a 0,1 uM-0s fehérjeoldatokat. A négyrétegi
hullamvezetd linearizalt modusegyenletével a két modusra mért effektiv torésmutatd alapjan
kiszamithaté az adszorbedlt réteg torésmutatdja és vastagsdga, melybdl meghatarozhato az

egységnyi feliiletre adszorbealodott anyag tomege (Isd. 2.3.1. fejezet). Azonban az eredményeim
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ismertetésekor az dbrakon nem a ng/cm? mértékegységet tiintettem fel, hanem az ,,egység”-et
(arbitrary unit, a.u.), mivel a harom- és négyrétegii modellekkel torténd tomegszamitas elsdsorban
a feliileten adszorbealodott molekulak tomegének meghatarozasara alkalmas. Kisérleteimben
tobbrétegli modellekkel dolgoztam. Az alkalmazott rogzitési modtol fliggden a meghatarozando
fehérje a szenzor feliiletén az 6tddik vagy hatodik réteg volt, ezért nem bizonyitott, hogy a mért
(latszolagos) tomegvaltozas tényleg megfelel a szenzor feliiletén kotddé molekuldk tomegének.
Ez azonban nem befolyasolta az eredményeimet, mert minden esetben alkalmaztam standard

oldatokat a kalibracidhoz, illetve a mintak értékeléséhez.

5.1.2 Szenzorvalasz vizsgilata az analitikum molekulatomege és Kkoncentracidja

fiiggvényében

Ahhoz, hogy megallapitsam, hogy az analitikum molekulaméretétél hogyan fiigg a
valaszjel nagysaga kiilonb6zé molekulatomegti, de azonos molaritast (0,1 uM) fehérjeoldatokat
immobilizaltam. A szenzor feliiletén glutdraldehiddel kovalensen rdgzitettem a fehérjéket.
Modellfehérjeként hirudint (MW~7000 Da), tripszin inhibitort (MW~20100 Da), ovalbumint
(OVA, MW~45000 Da), marha szérum albumint (BSA, MW~66000 Da), gliikkozoxidazt (GOx,
MW~160000 Da), y-globulint (MW~175000 Da) és hemocianint (KLH, MW~6000000 Da)
alkalmaztam. A molekulatomegiiket poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS PAGE) is

ellendriztem (8. abra).

MW (Da) by
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8. abra Kiilonb6z6 molekulatomegi fehérjék elvalasztasa poliakrilamid gélelektroforézissel
(1: molekula standard, 14000-97000 Da, 2: BSA, 3: OVA, 4: GOx, 5: tripszin inhibitor,
6: y-globulin, 7: hirudin, 8: KLH)
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A fehérjék immobilizalasa soran a molekulatomegtdl fiiggden a rétegvastagsag valtozasa 0,02-
1,25 nm kozott volt. A szenzor feliiletén immobilizalt fehérjék molekulatomege és az OWLS
szenzor valaszjele kozti korrelaciot a 9. abra mutatja be. Az eredmények szerint, hacsak nincs

kiilonbség a kotddési tulajdonsdgokban, akkor a szenzorvalasz nagysaga egyenesen aranyos a

molekulatdmeggel.
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9. abra A szenzor feliiletén immobilizalt fehérjék molekulatomege és az OWLS szenzor

valaszjele kozti korrelacio.

Szintén vizsgaltam, hogy hogyan valtozik a szenzorvalasz nagysaga egy adott fehérje
kiilonb6z6 koncentracidoban torténd rogzitésekor. A vizsgalatban az aminoszilanizalt szenzor
felilletére BSA-t rogzitettem glutaraldehiddel 0,005-0,8 uM koncentracidtartomanyban a

korabban leirt modon. A kisérletben a szenzorvalasz nagysaga linearisan nétt a BSA koncentracid

novekedésével (r?=0,971) (10. &bra).
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10. abra A szenzor feliiletén immobilizalt fehérjék koncentracidja és az OWLS szenzor

valaszjele kozti korrelacio.

5.1.3 Szenzorvilasz reakcidideje és a mérés pontossaga

Az OWLS késziilékben a fényforras egy linearisan polarizalt He-Ne 1ézer (632,8 nm). A
1ézerfény a kiivettaban talalhatd chipre merdlegesen érkezik. A szenzortartd a szamitogép altal
vezérelt 1éptetd motor segitségével meghajtott mikrométercsavarral forgathato a 1ézer felett. A
becsatolasi szogeket -5° €s 5° kozti tartomanyban forgatva vizsgaltam. A 1épteté motor egy korben
1000 1épést tesz meg. Egy lépés alatt a mikrométer csavar 0,0005 mm-t mozdul, ennek
megfelelden a legkisebb vizsgalhatd szoglépés 0,000286°. A vizsgalatok inditasanal minden chip
karakterisztikus arte és oarm cslcsait meg kell hatarozni. A kezdeti ate és arm csticsok
meghatarozasahoz 0,01° és 0,02° fokonkénti szoglépést alkalmaztam, ugyanakkor a reakciok
vizsgalatndl, a torésmutaté mérési modban mar elegend6 a 0,02° vagy 0,05° léptetést alkalmazni.
fgy az OWLS technikaval az alkalmazott beallitasi protokolltol fiiggéen percenként 4-10 mérési
pont felvétele lehetséges, azaz az adott szogtartomanyban legalabb 6 masodperc sziikséges egy
mérési pont meghatarozashoz. Kémiai, biokémiai reakcidk sebességének meghatarozasahoz az
ilyen sebességli adatszolgaltatas megfeleld, hogy a technikat valds idejii méréstechnikanak
lehessen tekinteni. Egy immobilizacios reakcid a szenzor feliiletén kb. 2-10 percet vesz igénybe
reakcidtipustol fiiggéen. A fent emlitett adatszolgéltatdsi sebességgel az egyensulyi allapot

kialakuldsa jol monitorozhato.
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Az érzékelés pontossagat nagyban befolyasolja, hogy a mérés soran az olyan chip,
amelynek feliiletén semmilyen feliileti modositas nem tortént, annak a are és arm becsatolasi szoge
az alapvonal felvételénél milyen variabilitast mutat. A kisérletben OWLS szenzor chipeket
vizsgaltam szarazon, puffer d&ramoltatasa nélkiil. A mérést egy percig végeztem majd vizsgaltam
az atm €s az ate adatok valtozasat. Atlagosan az atv=0,724627+0,0000824 (relativ hiba 0,011%),
mig a are=3,197883+0,000157 (relativ hiba 0,005%). Természetesen, ha a feliilleten barmilyen
molekularis kolcsonhatas 1étrejon, a becsatolési szog eltolodik. Vizsgalatom soran kb. 0,005° -
0,01° eltérést tapasztaltam.

Vizsgalataimban kiilon figyelmet forditottam a mérési koriilmények, kiilonos tekintettel a
hémérséklet allandd szinten tartasara. A szenzor feliiletének homérsékletét a szenzortartohoz
csatlakoztatott homérséklet szabalyzo egységgel (OWLS TC) tartottam allandod értéken. A

szabalyzo6 egység képes a beallitott hdmérsékletet +£0,1°C-os pontossaggal tartani.

5.1.4 Kiilonb6z6 méretii kiivettak alkalmazasanak mérésre gyakorolt hatasa

A szenzort a méréberendezés mintatartd atfolyo cellajaba (kiivetta) helyezve hasznaltam.
A szenzor felett elhelyezkedd kiivetta tomitése az iiveg chiphez a kiivetta kialakitasanak
megfelelden ovalis gumigytirtivel torténik. A kiivetta biokompatibilis poliéter-éter-keton (PEEK)
anyagbol késziilt, a folyadék ki-be vezetésére teflon- vagy PEEK csovek szolgaltak. Kisérletem
célja az volt, hogy megvizsgaljam a késziilékhez tartozo kiillonb6z6 méretii kiivettak hasznalataval,
hogyan valtozik a szenzorjel nagysaga. A vizsgalathoz 0,8 és 0,3 mm mélységli kiivettakat
hasznaltam. A kisérletet aminoszilanizalt chipekkel végeztem, mintaként BSA/anti-BSA modell
molekulapart hasznaltam. A chip feliiletén 2,5%-0s glutaraldehiddel 20 ug/ml BSA- t rogzitettem
szeres higitasban) injektaltam és vizsgaltam a vélaszjel nagysagat. A vizsgalatot 120 pl/min
aramlasi sebességnél 24,5 °C-on termosztalva végeztem. Méréseim alapjan megallapitottam, hogy
minta injektalasakor, mint a 0,8 mm mélységili kiivetta alkalmazasaval. Ez azzal magyarazhato,
hogy az injektalt 200 pl mennyiségili minta sokkal hosszabb ideig tartézkodik a szenzor feliiletén

a kiivetta kisebb térfogata miatt, mint a 0,8 mm mélységii kiivetta esetében.
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5.2 DON meghatarozasara alkalmas immunszenzor fejlesztése

5.2.1 A szenzorfejlesztéshez sziikséges immunanyagok eléallitasa

A vizsgalando anyagok immunanalitikai meghatdrozasahoz eldallitottam az antigének
fehérjékhez kotott immunogénjeit, majd az immunogénekkel nyulakat immunizaltam. A
poliklonalis antitestet tisztitottam, ellenériztem. Mivel a kisméretii (10 kD alatti moltomegii)
molekuldk 6nalld6 immunogén hatassal 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), a
célvegyiileteket kelld6 méretii hordozémolekuldhoz (fehérjékhez) kellett kapcsolni, hogy az

immunizalas sikeres legyen, s a célvegyiiletekre specifikus antitesteket nyerhessek.

5.2.1.1 DON konjugdatum szintézise

DON vizsgalatahoz kétféle konjugatumot készitettem: ovalbuminhoz (OVA) és BSA-hoz
kotottet. A kotés 1étrehozasdhoz mind a fehérjéket, mind a DON-t el kellett késziteni.

A fehérjék eldkészitéséhez a fehérjékbol 1-1 mg mennyiséget vettem, melyhez 0,24 ml
desztillalt vizet adtam és 0,06 ml natrium-perjodatot (0,1 M, 10 mM natriumfoszfatban) adagoltam
a fehérjék aktivalasahoz. Az elegyet 20 percig razattam, majd dializis membranba toltottem, és
hiivés helyen 1 napig, ImM natrium-acetatban dializaltam, hogy a felesleges natrium-perjodatot
eltavolitsam.

A DON eldkészitéséhez 3 mg DON-hoz 30 pl acetonitrilt és 30 pl ecetsavanhidridet (4%,
acetonitrilben) adtam. Katalizatorként 4-dimetil-amino-piridint adagoltam, és az egészet 1 oraig
kevertettem. Az egy ora elteltével 50 pl metanollal még egy par percig kevertettem. Az eldkészitett
fehérjékhez 36,6 pl a fentiek szerint elokészitett DON-t adtam, és két oraig kevertettem. Két ora
elteltével 20 pl 4%-os natrium borohidridet adtam, hogy a reakcidt leallitsam, és még két orat
kevertettem. A két ora elteltével mindkét konjugatumot gélszlirén tisztitottam.

A tisztitott DON-BSA konjugatum 0,256 mg/ml fehérjét tartalmazott, mig a DON-OVA
fehérjetartalma 5,31 mg/ml volt Bradford (1976) médszere alapjan (Isd. 4.2.5. fejezet).

5.2.1.2 Fehérjefrakciok ellendrzése izoelektromos fokuszdaldssal

Annak bizonyitasara, hogy a kapott fehérjefrakciok a fehérje-DON konjugitumot
tartalmaztak, a fehérjéket izoelektromos pont alapjdn szeparaltam karbamidot tartalmazé
poliakrilamid gélben a 4.2.7. fejezetben ismertetett modszer szerint. A futtatasi képen lathato (11.
abra), hogy a felvitt standard mintaktol jol elkiiloniil a BSA konjugatum 1. frakcio és az OVA
konjugatum 1. frakcid, ami azt jelenti, hogy ezek a frakcidk valoban tartalmaztak a fehérje-DON

konjugatumot.
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H 1: BSA standard
— i 2: DON-BSA konjugatum
1.frakcid
s 3: DON-BSA konjugatum
: —— 2 frakcio
E— 4: OVA standard
5: DON-OVA konjugatum
1.frakcio
6: DON-OVA konjugatum

2 frakcid
7: IEF standard

11. abra: DON-fehérje konjugatumok izoelektromos pont alapjan tétrénd szeparalasa karbamidot

tartalmazo poliakrilamid gélben

5.2.1.3 DON specifikus antitestek eldallitisa

A DON antigénre specifikus nyalszérumot magyar vadas oridsnyulban torténd
immunizalassal, Harboe és Inglid (1973) modszerét adaptalva allitottam eld. Az immunizalas kis
molekulatomegl antigén esetén az antigén konjugatumaval tortént. Az alapimmunizalas Freund-
komplett adjuvanssal, mig az emlékezteté immunizalasok Freund-inkomplett adjuvanssal
torténtek. A tisztitott antigénkonjugatumot 1 mg/ml koncentracidban 0,01 mol/l foszfattal
pufferolt sooldatban (PBS) (pH 7,4) oldottam fel. A 0., 14., 28. és 42. napon a kb. 3,2 kg tomegl
oldattal (50 pl fiziologias sooldat és 50 pl komplett/inkomplett Freund adjuvans) immunizaltam
lapocka kozotti, tobbszori injektalassal. A kontrolszérumok immunizalas el6tt, illetve az

immunszérumok a marginalis vénabol, 8-10 nappal az emlékeztetd oltasok utan lettek levéve.

5.2.1.4 DON antigénspecifikus tisztitott IgG elodllitisa

Az immunszérumokat IgG-re tisztitottam Harbo and Inglid (1973) leirata szerint. Els6
1épésként a nyulszérumbol kisdzasos modszerrel tisztitott IgG-frakciot allitottam eld. Tiz ml nyers
immunszérumhoz lassu kevertetés mellett 10 ml 70%-0S ammonium-szulfat oldatot adtam
szobahdmérsékleten. A pH-t ammoniaval (pH 7,0) allitottam be. A kevertetést két oraig folytattam,
majd a szuszpenziot lecentrifugaltam (20 perc, 2500 rpm). A csapadékot 5 ml 0,01 M PBS-ben
(pH 7,4) tGjraoldottam, és 5 ml 70%-0s ammonium-szulfat-oldatot adtam hozza. Ezutan a

szuszpenziot ismét 2 oran at kevertettem szobahdmérsékleten, centrifugaltam az elébbiek szerint,
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¢s a feliiluszot dekantdltam a csapadéktol, mivel a szupernatdns albuminokat, transzferrint, y-
mobilitastt fehérjéket (pl. haptoglobulin, szabad hemoglobin) is tartalmaz. A specifikus
immunglobulinokat is tartalmaz6 nytl IgG-frakciobol allé csapadékot 5 ml foszfat pufferben
feloldottam és 10 mmx21 mm dializalé zsakba toltottem. A dializist 4 °C-on 2x12 6raig kb. 20

térfogatnyi foszfat pufferrel szemben végeztem. A tisztitott szérumokat mélyhiitében taroltam.

5.2.1.5 DON specifikus antitestek antigénnel szembeni aktivitasanak vizsgalata

A kialakitott nyulszérumok antigénnel szembeni aktivitasat indirekt ELISA modszerrel
vizsgaltam. A polisztirol alapt mikrotiterlemez méréhelyeit 100 ul/lyuk 5 pg/ml DON-OVA
tartalmt (0,1 M karbonat-bikarbonat, pH 9,6) oldattal, 4 °C-on egy ¢éjszakan at torténd inkubalassal
érzékenyitettem. A lemezeket haromszor atmostam 250 pl/lyuk mosépufferrel (0,1 % Tween 20
tartalmu 0,01 M PBS, pH 7,4), majd a szabad kétdhelyeket 200 ul/lyuk 5 % zselatin tartalmt PBS-
ben blokkoltam (37 °C, 1 6ra). Az ismételt mosast kovetden 100 pl/lyuk DON-OVA ellen nyulban
termeltetett ellenanyagot higitdsi sorban lekotdttem. Ujabb mosast kovetden a kialakult
immunkomplex detektalasara a lemezeket 100 pl/lyuk torma-peroxidazzal jel6lt anti-nyul kecske
IgG konjugdtummal inkubaltam (30000-szeres higitasaban, 37 °C, 1 6ra). Ismételt mosast
kovetden a szinkialakitast 100 pl/lyuk szubsztrat és kromogén tartalmi (OPD/H202) oldattal
torténd inkubalassal (20 perc, szobahémérsékleten) végeztem. A reakciot 50 ul/lyuk 3 M H2SO4
oldattal allitottam le. Az optikai denzitds abszorbancia értékeit 490 nm-en automata ELISA
fotométerrel mértem.

A két nyulbdl szarmazo szérum fehérje tartalma (A, B) 127.0 mg/ml és 116.2 mg/ml volt,
mig a tisztitott szérumoké (A tiszt., B tiszt.) 31,8 mg/ml és 39,2 mg/ml volt. A szérumok és az IgG
frakciok ELISA-val torténd ellendrzésének titralasi gorbéit a 12. dbra mutatja be. Az ellendrzd
ELISA mérés alapjan a két szérum hasonl6 eredményt adott, mindkét szérum esetén még a nagy
higitasoknal (640-szeres és 1280-szoros) is stabil jelet adott. Ugyanakkor a B szérum nagyobb

érzékenységet mutatott, ezért az abbdl tisztitott (B tiszt.) szérummal dolgoztam a tovabbiakban.
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12. dbra Az anti-DON szérum ¢és az IgG frakciok ellendrzése indirekt ELISA modszerrel

5.2.2 Immunszenzor fejlesztés DON kimutatasara

Munkam kovetkez6 részében az immunszenzorok fejlesztését kezdtem meg az elkészitett
antitestek segitségével. A szenzorfejlesztésnél két kiilonb6zd, direkt (nem-kompetitiv) illetve
indirekt (kompetitiv) immunszenzor kialakitasat vizsgaltam. A nem-kompetitiv vagy “direkt”
szenzor (13. abra) esetében a hullamvezetd felilletén a nyulakban termeltetett specifikus
poliklonalis szérum megfeleld higitast oldatat rogzitettem kovalens kotésekkel, és kozvetlentiil
mértem a kimutatandd vegyiileteket tartalmazo standardokra, illetve mintdkra adott

szenzorvalaszok nagysagat.
» poliklonalis szérum
¢ antigén

minta

> ¢
o o ”
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13. abra Nem-kompetitiv immunszenzor elve
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A kompetitiv (,,indirekt”) immunszenzor (14. abra) kifejlesztése soran a vizsgalando
antigén, illetve az antigén fehérjével képzett konjugatuma keriilt rogzitésre. A mérések sordn a
standard oldatokat, illetve mintdkat ismert mennyiségli antitestet tartalmazo poliklondlis
szérummal kevertem 0Ossze, meghatarozott ideig inkubaltam, majd injektaltam az aralmo
rendszerbe. A mérésnél igy indirekt uton az antigének altal meg nem kotott, szabad antitestek

mennyiségét hatdroztam meg, és ebbdl a jelbdl kdvetkeztettem a mintak antigén tartalmara.

o® antigén konjugatum
I poliklonalis szérum
¢ antigén

poliklonalis szérum + minta
© Ll 44
v

YD
R TTTT DRI Y | 1V

14. dbra Kompetitiv immunszenzor felépitése

5.2.2.1 Szenzor feliiletének modositasa és fehérjék immobilizdcioja

A vizsgalathoz OW2400 tipusu integralt optikai hullamvezetd szenzort hasznaltam,
melynek feliiletét APTS-sel modositottam a 4.2.2 fejezetben leirtak szerint. E szenzor feliiletére
rogzitettem kovalensen a direkt immunszenzor kialakitasanal a DON ellen termelt antitestet, mig
a kompetitiv immunszenzor fejlesztésénél a DON-BSA konjugatum keriilt rogzitésre. A

biomolekulak rogzitését glutaraldehiddel végeztem a 4.2.4 fejezet alapjan.

5.2.2.2 Direkt immunszenzor DON kimutatdsdra

Kisérleteimben DON direkt mérési moddszerrel torténé kimutatasanak lehetéségét
vizsgaltam, ahol a szenzor feliiletére DON specifikus poliklonalis szérumot rogzitettem és az
antigén (DON) antitesthez vald kotddése altal indukalt valaszjeleket értékeltem. A direkt mérési
modszernél az érzékenységet a szenzor feliiletére rogzitett antitest mennyisége hatarozza meg.
Annak érdekében, hogy meghatdrozzam az immobilizaland6 szérum megfeleld mennyiségét, a
szenzor feliiletén kiilonbozé koncentracioban rogzitettem a DON specifikus antitestet, és
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nagysagat. A legjobb eredményeket az antitest 8§ pg/ml koncentracioban torténd rogzitésével értem

el. A 15. abra az igy kialakitott direkt immunszenzorral felvett kalibracios gorbét mutatja be.
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15. abra DON direkt mérés kalibracids gorbéje (8 pg/ml antitest rogzitésével)

A kalibracios gorbe alapjan a DON koncentracidjatol fiiggd jeleket csak a 0,1-100 ng/ml
kaptam szignifikans jelnovekedést, mert a feliilet gyorsan telit6dott. A szenzor kis érzékenysége
azonban nem meglepd a direkt mérési modszernél, mert a feliiletre rogzitett antitest molekula
tomege joval nagyobb (=180000 Da), mint az analitikumé (DON = 296,32), igy a DON kotddése
relative kisebb tomegvaltozast jelent a szenzor feliiletén, mint amit az antitest ktédése okozna.
Ugyanakkor az evanescens térben egyre csokken az adott tomegre adott jel nagysaga, ezért is ilyen
kicsik a jelek. Az altalam kifejlesztett direkt mérési mod érzékenysége DON kimutatasara nem

volt megfeleld, ezért az élelmiszerekbdl torténd DON kimutatisat nem teszi lehetové.

5.2.2.3 Kompetitiv immunszenzor fejlesztése DON meghatdrozdsra

Aminoszilanizalt szenzor feliileten DON detektalasara alkalmas indirekt immunszenzort
fejlesztettem, feltételezve, hogy ezzel az eljarassal nagyobb érzékenységet érhetek el, mint a direkt
szenzorok esetében. A szenzorok kialakitdsa soran a DON-BSA  konjugatumot
aminofunkcionalizalt felilleten 2,5%-os glutaraldehiddel két lépésben rogzitettem a szenzor

crer

antitestekkel majd kontrollalt koriilmények kozt inkubaltam és injektaltam a rendszerbe.
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5.2.2.3.1 Poliklonadlis antitest mennyiségének meghatdrozdsa

A kompetitiv szenzor fejlesztésekor a legfontosabb optimalizalandé paraméterek a
szenzorfeliileten rogzitett DON-BSA konjugatum koncentracioja, valamint az alkalmazott
poliklonalis szérum higitasanak mértéke volt. A kisérletek soran, a szenzor feliiletén 512 ng/ml
DON-BSA konjugatumot rogzitettem glutaraldehiddel és a kiilonb6z6 koncentracioban injektalt
szérumok (63,6 ug/ml, 15,9 ug/ml, 8 pg/ml, 6,4 ug/ml, 3,2 pg/ml, 2,5 pg/ml,) valaszjelét
vizsgaltam. A mérés sordn az aramlasi sebesség 120 pl/perc volt, mig a szenzortartd kiivetta
hémérsékletét 24,5 °C-on termosztaltam. Ahogy a 16. abran is lathato, 3,2 ug/ml, 2,5 pg/ml,
bizonytalan. A mért szenzorvalaszok 21,46+0,48, 18,13+0,6, 17,05+0,89 egységek voltak. Kis
szérumhigitas esetén (63,6 pg/ml) a szérum altal adott valaszjel elvalik a tobbi gorbétdl, tal nagy
jelet ad, a szenzorvalasz 68,4+0,8 egység. Azt a szérumbhigitast kell valasztani, ahol az antitestek
éppen telitik a szenzor feliiletét, a szenzorvalasznal mar kismértékt lemosodas tapasztalhatd, a
gorbének van platdja. A gorbe alakjat és nagysagat figyelembe véve a DON kompetitiv méréséhez

a tovabbiakban 8 pg/ml koncentracioban alkalmaztam a poliklonalis szérumot.
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16. abra Szenzorjelek az anti-DON szérum higitasanak fiiggvényében
(512 ng/ml DON-BSA; 120 pl/perc; 24,5 °C; anti-DON koncentracio: A: 63,6 ug/ml, B: 15,9
ug/ml, C: 8,0 ug/ml, D: 6,4 ug/ml, E: 3,2 pg/ml, F: 2,5 ng/ml)
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5.2.2.3.2 A rogzitett antigén optimdlis koncentrdaciojanak meghatdrozdsa

A szenzor valaszjeleit és érzékenységét nem csak a szérum koncentracidja, de a feliiletre
kovalensen kotott antigén mennyisége is befolyasolja. Annak érdekében, hogy meghatarozzam a
szenzort boritd antigén mennyiségének hatasat, az aminoszilanizalt szenzor feliiletére kiilonb6zo
mennyiségben rogzitettem a DON-BSA konjugatumot (128, 256, 512 ng/ml). A vizsgalatban 120

ul/perc aramlasi sebességet alkalmaztam, mig a szenzortartd kiivetta hémérsékletét 24,5 °C-on

cyey

crer

utan injektaltam a rendszerbe. A szenzor feliiletén 128 ng/ml DON-BSA konjugatum régzitésével
a standardokra 21,7+1,2; 16,7+1,2 és 10,1£0,7 egység jelet mértem. A 256 ng/ml koncentracioja
konjugatum rogzitése esetén, a jelek ugyan csak enyhén néttek, de a stabilitasuk javult, szorasuk
csokkent (23,3+0,7; 18,0+0,5, 12,7+0,5 egység). Ugyanakkor 512 ng/ml koncentracioju
konjugatumot rogzitve a jelek ugyan nagyobbak lettek (29,4+0,3; 25,840,2 és 24,5+0,2 egység),
azonban a jelek kozotti kiillonbségek szignifikansan csdkkentek. A 17. abra a vakoldathoz (csak
antitestet tartalmazé oldat) képest mért jelcsokkenést mutatja be a kiilonb6z6 koncentracidoban

rogzitett DON-BSA konjugatum esetében.
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rogzitettem a szenzor feliiletén.
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5.2.2.3.3 Aramlisi sebesség hatdsinak vizsgdlata

Vizsgaltam a FIA rendszerben az dramlasi sebesség hatasat a mérési gorbék nagysagara. A
rendszerben folyamatosan aramlo puffer (TRIS pH 7,4) sebességét egy Gilson Miniplus 3 tipusu
perisztaltikus pumpaval szabalyoztam. Az optimalis aramlasi sebesség meghatarozasahoz a
vizsgalt aramlasi sebességek 0,04 ml/perc, 0,08 ml/perc, 0,12 ml/perc voltak. A vizsgalatban a
szenzor feliiletére 256 ng/ml DON-BSA konjugatumot rogzitettem glutaraldehiddel. Az antitestet
8 ng/ml koncentracioban alkalmaztam. A mérést 20 °C-on termosztalva 1 perc inkubécios id6
elteltével végeztem. Mintaként 0; 1,0 és 10 ng/ml tartalmt DON standardot injektaltam, és
vizsgaltam a standardok altal adott valaszjelek nagysagat. Eredményeim alapjan megallapitottam,
hogy a 0,12 ml/perc aramlasi sebességnél kapok a legnagyobb és leghatarozottabb jeleket (az 1
ng/ml DON tartalmua standard 29,07+0,77 egységnyi jelet adott). Ha csokkentem az aramlasi
sebességet a rendszerben, feltehetden a lamindris aramlas hatasara a puffer egy allo réteget képez
a chip feliiletén, igy a mintaban szabadon maradt antitestek nem tudnak megfeleléen a chip
feliiletén rogzitett antigénhez kotédni, ami megmagyarazza a standardok altal adott valaszjelek
csokkenését. A 0,08 ml/perc és 0,04 ml/perc aramlasi sebességnél az 1 ng/ml DON tartalma
standard valaszjele 22,87+0,18 és 22,0+0,42 egység volt. Nagyobb aramlasi sebességnél pedig a
rovidebb tartozkodasi id6 miatt kevesebb komplex alakulhat ki. A tovabbiakban a méréseknél 0,12

ml/perc aramlési sebességet alkalmaztam.

5.2.2.3.4 |nkubdcios homérséklet hatdsdanak vizsgdlata

A vizsgalat soran 256 ng/ml DON-BSA konjugatumot rogzitettem glutaraldehiddel a
szenzor feliiletén, az antitestet 8 ug/ml koncentracioban alkalmaztam, a mérést 1 perc inkubacios
id6 elteltével végeztem 0,12 ml/perc aramlasi sebesség mellett. Mintaként 0, 1 és 10 ng/ml tartalma
DON standardot injektaltam. Mérés soran mind a mintat, mind a Szenzort ugyanazon a
hémérsékleten termosztaltam. Vizsgaltam a 20, 22, 25, 28, 33, 38 °C —on torténd inkubalas hatasat
(18. abra). Az abran a 0 ng/ml DON standardot tartalmaz6 minta kiilonb6z6 homérsékleten torténd
inkubalasat kovetden felvett valaszjelei lathatok. Megallapitottam, hogy a hdmérseklet emelésével
az egyes standardok altal adott valaszjelek nagysaga csokken. Legnagyobb jeleket 20 °C-on

torténd inkubaldssal értem el.
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18. abra Inkubacios hémérséklet valaszjelre gyakorolt hatasa. (512 ng/ml DON-BSA; 0,12
ml/perc; A: 20 °C, B: 22 °C, C: 25 °C, D: 28 °C, E: 38 °C)

5.2.2.3.5 Inkubdcios idé hatdasanak vizsgdlata

A vizsgalathoz 256 ng/ml DON-BSA konjugatumot rogzitettem glutaraldehiddel a szenzor
feliiletén, az antitestet 8 pg/ml koncentracioban alkalmaztam. A méréseket a minta 20 °C-on
torténd termosztalasaval és 0,12 ml/perc aramlasi sebesség alkalmazasa mellett végeztem.
Mintaként 0, 1, 10 ng/ml DON tartalmu standardot alkalmaztam. Vizsgaltam a 0, 1, 3 percig
torténd inkubalas mérésre gyakorolt hatisat. Vizsgalataimbol megallapitottam, hogy inkubalas
nélkiil a standardokra kapott jelek igen nagyok (22,33+0,82; 19,88+0,63; 21,66+1,20 egység),
azonban a koncentracidoval nem ardnyosak. Ez azért van, mert nincs id6 arra, hogy a mintdban 1évo
antitest az antigénnel kapcsolodjon, igy sok nem kotott antitest marad a mintaban, ami nagy jelet
ad, de nem reprezentalja a mintaban 1év6 antigén mennyiséget. Vizsgalatomban a standardokra 3
perces inkubdlasnal mar a koncentracidval ardnyos jeleket kaptam (16,97+0,54; 12,80+0,77,

11,16+0,11 egység). A tovabbi kisérleteim soran ezért 3 percig torténd inkubalast alkalmaztam.

5.2.2.3.6 DON meghatarozdasdra alkalmas immunszenzor statisztikai paraméterei

A DON vizsgalatara alkalmas immunszenzor miikodési paramétereinek meghatarozasa
utan kalibracios gorbét készitettem 0,001-100 ng/ml koncentraciod tartomanyban. A szenzor
felilletén 256 ng/ml DON-BSA konjugatumot rogzitettem. A standard oldatokat, amelyek
antitest oldattal 1:1 aranyban kevertem Gssze €s 3 percig torténd inkubalast kdvetden injektaltam

a rendszerbe. Meghataroztam a kalibracios gorbe dinamikus mérési tartomanyat (19. abra).
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19. abra DON indirekt mérésének kalibracios gorbéje (256 ng/ml DON-BSA, 8,0 pg/ml antitest,
statisztikai paraméterek: y2/szabadsagi fok=1,57; 12 = 0,99; ICso értéke 0,15+0,08 ng/ml)

Az eredményeim alapjan az indirekt mérési elven miik6do jel6lésmentes immunszenzor dinamikus
méréstartomanya 0,01-50 ng/ml DON, a LOD 0,001 ng/ml, mig a gatlasi kozépérték (ICso)
0,15+0,08 ng/ml volt. Ez a méréstartomany két nagysagrenddel kisebb, mint a direkt szenzor
esetében, és kozel egy nagysagrenddel kisebb, mint ami a hasonldé immunszenzorokkal elérheté

SPR detektalassal (Mak et al., 2010; Actis et al., 2010).

5.2.2.3.7 Valos mintik matrixhatdsa

GC-MS technikdval igazoltan DON-mentes buzalisztet mesterségesen szennyeztem
kiilonb6z6 koncentracioban (0,005; 0,001; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 és 50 mg/kg) DON-nal a
4.3.1. fejezetben leirtak szerint. A szirleteket 42 mM-0s pH 7,4-es TRIS pufferrel higitottam ¢és
1000-szeres 10000-szeres és 100000-szeres végso higitasban vizsgaltam a mintak altal adott
valaszjeleket. A FIA rendszerben é&ramlo pufferként acetonitril:viz 6:4 ardny( keverékét
tartalmazd TRIS-t hasznéltam, ahol a puffer az oldoszert ugyan olyan koncentracioban tartalmazta,
mint a higitott minta. Megallapitottam, hogy 1000-szeres higitast alkalmazva a nagy matrixhatas
miatt Kicsi volt az egyes mintak kozotti jelek kiilonbsége. A 100000-szeresen higitott mintaknal
bar alig van matrixhatas, a jelek kicsik, a vizsgalt méréstartomanyban mar nem volt megfeleléen
érzékeny a szenzor. A 10000-szeres higitdsnal a matrixhatds nem zavarta a mérést, ugyanakkor a
jelek megfelelden stabilak és reprodukalhatoak voltak. A tovabbiakban tehat a valds mintakat
10000-szeres higitasban vizsgaltam. A DON-nal szennyezett mintakkal nyert kalibracios gorbét a

20. dbra mutatja be.
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20. abra DON-nal mesterségesen szennyezett buzamintak kalibracios gorbéje (256 ng/ml DON-
BSA; 8,0 ng/ml antitest, statisztikai paraméterek: xz/szabadség fok=1,90; r* = 0,98)

A linearis méréstartomany a liszt mintara szamolva 0,005-50 mg/kg volt, mig az ICso értéke
0,13+0,04 mg/kg értékiinek adodott, ami megfelel a kovetelményeknek (200 pg/kg csecsemdknek
¢s kisgyermekeknek szdnt gabona alapu feldolgozott élelmiszerek esetén, 1750 pg/kg
feldolgozatlan durumliszt, kukorica, zab esetén és 1250 pg/kg mas feldolgozatlan gabona esetén,
700 pg/kg tésztaknal, 500 pg/kg kenyér és cerealia alapu élelmiszerek esetén (Commission
Regulation (EC) No 1881/2006).

5.2.2.3.8 Biologiai mintak vizsgdlata

Biologiai mintdk vizsgalatat a kialakitott kompetitiv szenzorral végeztem. ,,Ismeretlen”
mintaként GC-MS technikdval igazoltan DON-mentes buzalisztet szennyeztem kiilonb6z6
koncentracioban DON-nal a 4.3.1. fejezetben leirtak szerint. A mintakat 10000-szeres higitasban
vizsgaltam. A mintak méréséhez a kalibraciot az 5.2.2.3.7. fejezetben leirtak szerint vettem fel,
majd vizsgaltam az ,,ismeretlen mintdk” valaszjeleit és meghataroztam a visszanyerés %-at. A 3.

tablazatban az ,,ismeretlen” mintadk mérési és visszanyerési eredményeit foglaltam dssze.
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3. tablazat: DON visszanyerés eredményei bizaliszt mintakbol

Hozzaadott DON Meért DON Visszanyerés
(mg/kg) (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

Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy a buzalisztb6l a DON mikotoxint a minta-
elokészités soran 91,6-123,0%-ban nyertem vissza, a minta-el6készités és az immunszenzorral

végzett meghatarozas megfelelt a kovetelményeknek.

5.3 Immunszenzor fejlesztés vitellogenin meghatarozasra

5.3.1 A szenzorfejlesztéshez sziikséges immunanyagok eldallitasa

Irodalmi adatok alapjan (Hara et al., 2007; Vincent 2001; Volz and Chandler 2004;
Holbech et al., 2001) a vitellogenin (Vtg) és lipovitelin (Lpv) fehérje ugyanazon fajban 95%-0s
keresztreakciot mutat egymadssal. Mivel a Lpv izolalasa lényegesen egyszeriibb, ezért ezt
alkalmaztam immunogénként / antigénként a Vtg immunszenzorok fejlesztéséhez. A lipovitellinek
tisztitdsa ndéstény ponty illetve voroshasti unkabol a 4.2.6. fejezetben ismertett modszer szerint
tortént. A tisztitott Lpv fehérjével magyar vadas oriasnytlban torténd immunizalassal poliklonalis

antitestet allitottam elo.

5.3.1.1 Lipovitellin fehérjefrakciok ellenérzése SDS-PAGE vizsgdlattal

A Lpv-preparatumok tisztasagat natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid-
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) vizsgaltam (21. abra) a 4.2.8. fejezetben leirt modszer szerint.
A gélképek alapjan a ponty-Lpv vizsgalatakor 110000-120000, 96000 é¢és 85000 Da
fehérjefrakciokat kiilonboztettem meg, mig a béka-Lpv-preparatum esetében 170000 és 98000 Da
frakciokat kaptam. A ponty-Lpv fehérjefrakcioira kapott eredmények megegyeznek a Hara és
mtsai (2007) altal publikalt adatokkal (113000 és 96000 Da).
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21. abra: Ponty eredetii Lpv fehérjefrakciok vizsgalata SDS-PAGE modszerrel (1: molekula
standard, 2: 2,5 ul lipovitellin, 3: 5 ul lipovitellin, 4: 8 ul lipovitellin, 5: 10 ul lipovitellin)

Osszehasonlitottam a ponyt illetve béka Lpv futtatasi mintazatat SDS-PAGE modszerrel,

melyet a 22. abra szemléltet.

MW (Da)
113000
92000

52000
35000

28000

21000

22. abra Ponty és béka lipovitellin 6sszehasonlitasa SDS PAGE-val (1: molekula standard, 2: 8
ul ponty lipovitellin, 3: 10 ul ponty lipovitellin, 4: 12 ul ponty lipovitellin, 5: 8 ul béka
lipovitellin, 6: 10 pl béka lipovitellin, 7: 12 pl béka lipovitellin)
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A gélek alapjan megallapithatd, hogy a pontybol és a békabol tisztitott lipovitellin
kiilonbozik egymastol, a lipovitellin fajspecifikus fehérje. A béka és ponty lipovitellin

preparatumok alkalmasak az immunizalas elvégzésére.

5.3.1.2 Ponty és béka lipovitellin specifikus poliklondlis antitest eléallitasa

Ponty és béka Lpv ellen specifikus poliklonalis antitesteket termeltettem magyar vadas
oriasnyulban torténd immunizalassal Harboe ¢és Inglid (1973) mddszerét kovetve. Mindkét esetben
az 1mmunizalashoz a tisztitott Lpv frakcidkat alkalmaztam. A homogenizalt Lpv-
preparatumoldatokbol 1 ml térfogatnyit centrifugaltam, majd a fehérjét 0,2 mol/l NaCl-oldatban
visszaoldottam, tigy hogy 1 mg/ml oldatot kapjak. Ezekkel az antigénoldatokkal immunizaltam
nyulakat a 5.2.1.3. fejezetben ismertetett eljarassal, majd 1gG-re tisztitottam a szérumokat (Isd.
5.2.1.4. fejezet).

5.3.1.3 Ponty lipovitellin specifikus antitest antigénnel szembeni aktivitisanak vizsgdlata

A nyulak immunizéalasaval nyert ponyt Lpv specifikus antitestet tartalmazd szérumot
ELISA rendszerrel vizsgaltam az 5.2.1.5. fejezetben leirtak alapjan. Az eredmények alapjan (23.
abra) megallapitottam, hogy a két nyulbdl szarmazo6 szérum aktivitasa ugyan eltér egymastol, de
mindkét nytlbol szarmazo szérum és tisztitott IgG is alkalmas a szenzorfejlesztésre. A legnagyobb
aktivitast a B szérum és az abbol el6allitott tisztitott szérum mutatta, ezért a tovabbiakban ezt
hasznaltam a szenzor kialakitasahoz. A kivalasztott szérum 0Osszes fehérjetartalma 43 mg/ml

értékiinek adodott.

1.2 1 == A szérum
1,1 - -8 A tiszt.
—&—B szérum
1 B tiszt.
30,9 -
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20,8 -
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0,001 0,01 0,1

Szérumhigitas

23. abra Ponty lipovitellin specifikus szérum és a tisztitott IgG frakciok ellendrzése direkt

ELISA modszerrel
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5.3.1.4 Béka lipovitellin specifikus antitest antigénnel szembeni aktivitasanak vizsgdlata

A szérumok jellemzésére a nyers szérum mintat és a tisztitott szérumot hasznaltam fel. Az
eredmények alapjan (24. abra) megallapitottam, hogy a B nytlbdl szarmaz6 szérum illetve abbol
eldallitott tisztitott IgG aktivitdsa a nagyobb, azonban az A nyulbol szarmazo6 szérum is alkalmas

a vitellogenin meghatarozasara. A tisztitott B szérum 6sszes fehérjetartalma 17,6 mg/ml volt.
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24. 4bra: Béka lipovitellin specifikus szérum ¢és a tisztitott IgG frakciok ellendrzése direkt

ELISA moddszerrel

5.3.2 Immunszenzor fejlesztése ponyt vitellogenin kimutatasra

5.3.2.1 Direkt mérési modszer ponty vitellogenin mérésére

A kisérletekhez aminoszilanizalt hullamvezetd szenzort hasznaltam, melynek feliiletére a
direkt szenzor esetén ponty Lpv ellen termeltetett antitest kertilt rogzitésre kovalens kotéssel. Az
érzékenyités soran a feliilet aminocsoportjait 200 pl, desztillalt vizben higitott, 2,5 %-0s
glutaraldehid oldattal aktivaltam. Ezt kovetéen a feliiletet desztillalt vizzel mostam, majd az
aramloé kozeget 42 mM-0s pH 7,4-es TRIS pufferre cseréltem. Mosast kdvetden a feliiletre 43
png/ml poliklonalis szérumot adagoltam. A feliileten meg nem kotott anyagok lemoséasahoz, illetve
az egyes mintak mérése utan a szenzor regeneralasahoz 200 pl 10 mM-os soésavoldatot
alkalmaztam. A 25. abran a glutaraldehiddel torténé immobilizacid egyes 1épéseire adott
szenzorvalasz, illetve a szenzor feliiletére kiilonb6zo koncentracioban (1,5; 1,9; 3,0; 3,8; 6,0; 12
ug/ml) adagolt Lpv antigén specifikus kotddésébdl adodd szenzorjelek lathatok. A szenzorjel

nagysaganak novekedése egyenes aranyban all az alkalmazott Lpv koncentracidé ndovekedésével.
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standardok (1,5-12 pg/ml) altal adott szenzorvalaszok (42 mM-os pH 7,4 TRIS puffer, 0,08

ml/perc dramlasi sebesség)

A direkt vagy nem-kompetitiv immunszenzorok fejlesztésekor elsésorban a hullamvezetd
feliiletén rogzitett poliklonalis vitellogenin-specifikus szérum mindsége és mennyisége (higitasa)
az érzékenységet meghatarozo tényezd. Annak érdekében, hogy megtalaljam a rogzitendd antitest
szérumot az aminoszilanizalt szenzor feliiletén és vizsgaltam a vitellogenin standardokra adott
valaszjel nagysagat. Ha a szenzor feliiletén kis higitasban (215 pg/ml és 86 pg/ml) rogzitettem a
poliklonélis szérumot, nagyon sok antitest rogziilt a felszinen, vastag, feltehetden nem
monomolekularis réteget kaptam, és a Lpv standardra kapott valaszjelek viszonylag kicsik voltak
(a 12 pg/ml Lpv standard 11,45+0,38 egységnyi jelet adott). Ha hig volt a rogzitett antitest oldat
(21,5 és 8,6 pg/ml), akkor ugyan érzékenyebb volt a szenzor, a korabbiakhoz képest nagyobb
valaszjeleket kaptam, azonban a szenzorral csak néhany mérést lehetett elvégezni, gyorsan
kimertilt. A vizsgalataim soran a 43 pg/ml (1:1000 higitott) szérum glutaraldehiddel valo rogzitése

esetén kaptam a legjobb eredményeket. A 26. abran a direkt szenzor kalibracids gorbéje lathato.
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26. abra Direkt immunszenzor kalibracids gorbéje 43 pg/ml szérum rogzitése esetén

A mérés dinamikus taromanya 0,6 és 12 ug/ml kozt volt standard oldatok esetén. A standard
oldatokra adott szenzorvalasz 5,22+0,45-t01 18,71+£0,9 egység kozt valtozott a koncentracionak
megfelelden. A Lpv kimutatasi hatara 0,3 pg/ml volt. Ezen adatok alapjan a direkt OWLS mérési
modszer nem megfeleld ponyt Vtg tartalménak meghatarozasara, ezért vizsgaltam a kompetitiv

mérési rendszer kialakitdsanak lehetoségét az érzékenység novelésének érdekében.

5.3.2.2 Kompetitiv immunszenzor kifejlesztése ponty Vig meghatarozdsra

Kompetitiv mérési elrendezésben az aminoszilanizat szenzor feliiletére kovalens kotéssel
(2,5%-0s glutaraldehiddel) a tisztitott Lpv megfeleld koncentracidban keriilt rogzitésre. A
poliklonalis szérummal, 1 percig szobahdmérsékleten inkubaltam majd injektaltam az aramlo
rendszerbe. A mérés soran, az inkubacio alatt nem kotddott, szabadon maradt antitestek a szenzor
feltiletére rogzitett antigénhez kotddnek, igy a szenzor feliiletére kotddott antitestek mennyisége

forditottan ardnyos a minta antigén tartalmaval.

5.3.2.2.1 Alkalmazott poliklondlis antitest koncentrdciojanak meghatdrozdsa

Kompetitiv szenzor kialakitdsa esetén az alkalmazott poliklonalis szérum mennyiségének
meghatarozasa az egyik legfontosabb paraméter. A kisérletben az aminoszilanizalt szenzor
feltiletére 2,5%-os glutaraldehiddel 5 pg/ml ponty Lpv-t rogzitettem, és vizsgéaltam a kiilonb6z6
koncentracioju (430; 215; 86; 64,1; 43; 32,3; 21,5 pg/ml anti-Lpv) poliklonalis szérumra adott

valaszjel nagysagat. A szenzor kialakitasahoz mindig azt az alkalmazott antitest koncentraciot kell

64



valasztani, ami éppen teliti a szenzor feliiletét. Abban az esetben, ha kis antitest koncentraciot
(21,5 és 43,0 ug/ml anti-Lpv) alkalmaztam, a szenzor érzékenysége megnoétt, ugyanakkor Kicsi,
nem stabil szenzorvalaszokat (9,82+0,35 és 22,69+0,46 egység) kaptam. Ha a méréseknél tal nagy
koncentracioban hasznaltam az antitestet (215 és 430 pg/ml anti-Lpv) akkor a szenzorvalasz
nagysaga megnétt (44,89+1,39 és 46,96+0,44 egység), de az érzékenység jelentésen lecsokkent,

c sy

gorbéket a 27. abra mutatja be. Megfeleld eredményeket 64,1 és 86 pg/ml szérum alkalmazésaval

értem el, ahol szenzorjelként 28,83+0,76 ¢és 27,34+0,83 egységet kaptam. A tovabbi

crer
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27. abra Optimalis antitestkoncentracié meghatarozasa kompetitiv OWLS méréshez

(immobilizalt Lpv koncentracié Spg/ml)

5.3.2.2.2 A rogzitett antigén koncentrdcio meghatdarozdsa

A vizsgalatban a ponty Lpv antigént kiillonb6z6 mennyiségben (1 pg/ml, 3 ug/ml, 5
ug/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml) régzitettem a Szenzor felszinére, és vizsgaltam a szérum higitott
oldatara (64,1 pg/ml) adott valaszjel nagysagat. Abban az esetben, ha kis mennyiségben
rogzitettem a felszinen az antigént (1 pg/ml) szlik mérési tartomanyt, kicsi (12,87+0,54 egység),
nem stabil valaszjeleket kaptam, hisz csak nagyon kevés antitest molekula tud kotddni.
Ugyanakkor, ha tal sok fehérjét rogzitettem (10 ug/ml, 15 ug/ml), nem kaptam aranyosan
nagyobb jeleket (18,57+0,63 és 17,85+£0,81 egység) feltehetéen a sztérikus gatlas miatt. A

legjobb eredményeket 3 és 5 pg/ml Lpv rogzitésével értem el. Ekkor a valaszjelek nagysaga
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28,83+0,76 egység, illetve 29,67+0,79 egység volt. Kisérleteim tovabbi részében 5 pg/ml

e

5.3.2.2.3 Az daramlasi sebesség hatdisa

Vizsgéaltam a FIA rendszerben az aramlasi sebesség hatdsat a mérési gorbék
nagysagara. A rendszerben folyamatosan aramlé puffer (TRIS pH 7,4) sebességét egy Gilson
Miniplus 3 tipusu perisztaltikus pumpaval szabdlyoztam. A vizsgalat soran a szenzor
feliiletére 5 pg/ml Lpv oldatot rogzitettem glutaraldehiddel. Az antitestet 64,1 pg/ml
koncentracioban alkalmaztam és vizsgaltam a standardok altal adott valaszjelek nagysagat.
Az optimalis aramlasi sebesség meghatarozasahoz a vizsgalt aramlasi sebességek 0,04
ml/perc, 0,08 ml/perc, 0,12 ml/perc, 0,16 ml/perc, 0,20 ml/perc valamint 0,24 ml/perc voltak.
Kisérleteim alapjan megallapitottam, hogy kis aramlasi sebesség mellett, a lassabb aramlas
kovetkeztében, ugyan né a minta tartdozkodasi ideje a mérdcellaban, azonban a gorbék
elnyultak, lassan all be az egyensulyi allapot az aramlési viszonyok miatt. Ha tal gyors az
aramlas, akkor a tartozkodasi id6 kicsi, nincs megfeleld lehetéség a kotések kialakitasara,
nagyon kevés molekula kotédhet, ami Kicsi jeleket eredményez. A tovabbiakban a

mérésekhez 0,08 ml/perc aramlasi sebességet alkalmaztam.

5.3.2.2.4 Azinkubdcio hatdisa a mérésre

A kompetitiv mérések sordn a megfelelden higitott szérum oldatot 6sszekevertem a
standard vagy a minta oldattal, megfelel6 ideig inkubaltam és a cellaba injektalva mértem a
szabadon marad antitestek mennyiségét. A vizsgalathoz a szenzor feliiletét 5 pg/ml ponty
Lpv-el érzékenyitettem. Az aramlasi sebesség 0,08 ml/ perc volt. Az antitestet 64,1 pg/ml
koncentracioban alkalmaztam, mig a Lpv standardokat 0,1-200 ng/ml koncentracid
tartomanyban vizsgaltam. A szérumot €s standardot Osszekeverve, majd kiilonb6z6 ideig
inkubalva (0-5 perc) vizsgaltam az inkubalasi id6 hatasat a jelekre. Megallapitottam, hogy
az inkubacios id6 novelésével egészen a 3 percig a szenzorvalaszok szignifikansan
novekedtek, harom perc felett a hosszabb inkubalasi id6 mar nem befolyasolta a jelek
nagysagat.

Vizsgaltam az inkubacié hémérsékletének hatasat is a jelekre. A kisérletet 20, 24, 30,
35 és 38 °C-on végeztem. Az inkubalas koriilményeit vizsgilva megallapitottam, hogy a
hémérséklet novelése nem segiti el6 az immunkomplex képzOdését, inkabb gatolja azt. A
szobahOmérsékleten végzett mérés soran nagyobb a mért jelek kozotti kiilonbség a 3-300 ng/ml
Lpv méréstartomanyban, mint 38 °C-on termosztalva. A 28. dbran a két szélséértéken torténd

mérést mutatom be, a kiillonbség kiemelése érdekében.
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28. abra Indirekt OWLS szenzorral készitett kalibracios gorbeék kiillonb6z6é hdmérsekleten

A 30, 60 és 150 ng/ml Lpv-standardokat 20 °C-on inkubalva, a referencia antitest jeléhez képest
7,3340,06, 10,84+0,03 és 12,18+0,04 egység csokkenést mértem, mig ezeket a mintakat 38 °C-on
inkubélva a jelcsokkenésre 5,22+0,76, 4,57+0,48 valamint 5,84+0,85 egységet kaptam. A

tovabbiakban 20 °C-on végeztem a mintak inkubalasat.

5.3.2.2.5 Dinamikus méréstartomdany meghatarozdsa
Az optimalis mérési paraméterek alkalmazdsaval kalibracios gorbét készitettem
ponty-Lpv fehérjére 0,3-300 ng/ml méréstartoméanyban. A 29. dbra az igy felvett kalibracios

gorbét mutatja be.
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29. abra Ponty Lpv kalibracios gorbéje indirekt OWLS szenzorral
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Kompetitiv mérési modszert alkalmazva a dinamikus méréstartomany 3 és 150 ng/ml Lpv
kozott volt. A szigmoid gorbe alapjan a gatlasi kozépérték (ICso) értéke 21,18+2,86 ng/ml, a
gorbe meredeksége 0,99+0,12 értékiinek adodott, a kimutatas alsé hatara pedig 0,7 ng/ml
volt. A versengd mérés érzékenysége 2 nagysagrenddel kisebb volt, mint a direkt modszerrel

meérve.

5.3.2.2.6 Ponty lipovitellin antitest szubsztrat-specifitasa

Vizsgaltam a ponty lipovitellin ellen termeltetett antitestek szubsztrat-specifitasat. A
szenzor feliiletén ponty Lpv-t rdogzitettem, az antitestet 64,1 pg/ml koncentrdcidban
alkalmaztam. A ponty-Lpv fehérjével érzékenyitett immunszenzorral 6sszehasonlitottam,
hogy 0,1; 1,0; 10 és 100 ng/ml ponty- illetve béka-Lpv fehérjét tartalmazo6 oldatok mekkora
jelcsokkenést okoznak. Ponty Lpv esetén a szenzor jel forditottan aranyos volt az
antigénkoncentracidval, mig béka Lpv esetén a szenzorvalasz kozel azonos maradt egészen
10 ng/ml koncentracioig, és csak ez utan kezdett csokkenni a jel, de még igy sem érte el az
50%-o0s gatlast 100 ng/ml koncentracional (30. &bra). A vizsgalat soran a pontymintdk
hatasara 1,25+0,41, 6,63+0,15 ¢és 9,69+0,28 egység csokkenést mértem, addig a kiilonbozo
0,83+0,20 és 1,84+0,15 egység csokkenést észleltem. A mérés alapjan megallapithato, hogy

a ponty-Lpv szelektiven mérhetd a kifejlesztett OWLS immunszenzorral.

24 1
22 i $ s . * Ponty
fgm:n 20 + b4 ® Béka
22 °
2 184 o
3 .
2 16 T+ * . *
< s
g 144
£
Q
= 124
10 : : : |
0,01 0,1 1 10 100

Lipovitellin konc. (ng/ml)

30. abra Ponty-anti-Lpv szelektivitisainak meghatarozasara készitett kalibracios gorbe (5

pg/ml Lpv rogzitve, 64,1 ng/ml antitest)
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5.3.2.2.7 A ponty mintak matrixhatdasa, Vtg meghatdarozdasa biologiai mintakbol

A kialakitott kompetitiv szenzor bioldgiai mintdknal torténd alkalmazéasa soran szamitani
kell a biologiai minta zavard hatasaira. E martixhatdsok megjelenhetnek a hattérszint
novekedésében melyet a nem specifikus kotések okoznak, a standard kalibracios gorbe felfelé
torténd eltolodasaban. Hogy a matrixhatast csokkentsem him ponty vérét mesterségesen
szennyeztem kiilonb6z6 mennyiségii (0,01-1000 ng/ml) lipovitelinnel és ezeket a mintakat
hasznaltam standardként. A kiilonb6z6é mintak vitellogenin tartalmat e kalibracios gorbe alapjan
hatdroztam meg, és vizsgaltam a mesterségesen szennyezett Lpv mennyiségek visszanyerési
aranyat is. Az 1, 10 és 100 ng/ml Lpv fehérjét tartalmaz6 vérmintakbol a visszamérést 140%, 89%
¢s 84%-nak talaltam. Vizsgaltam tovabbi him és ndstény pontyok vérszérumaban a Vitg
mennyiségét a kialakitott mérérendszerrel. Minden minta esetén harom péarhuzamos mérést
végeztem. Eredményeim alapjan a him egyedek Vtg-szintje 0,5+0,3, illetve 5,0+1,8 pg/ml és
6,2+0,8 Vtg-nek adodott, addig a ndstény egyedekben 246,1+19,6, 367,5+54,7 és 465,4+46.,9
ug/ml Vtg-t mértem az immunszenzorral.

A pontyok majaban levd Vtg koncentraciojat is mértem a 4.3.2. fejezetben leirt elokészités
utan. M4j vizsgalatanal hasonldan jartam el, mint a vér vizsgalatanal. A kalibraciohoz vitellogenin-
mentes him majat mesterségesen szennyeztem kiilonb6z6 koncentracioban ponty Lpv-nel. A 31.

abran az igy felvett kalibracio lathato.
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31. abra Ponty Lpv kalibracios gorbéje indirekt szenzorral maj mintaban
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Vizsgaltam a vitellogenin-mentes him maj mintakat, néstény maj mintakat és a matrix
mentes, 0 ng/ml Vitg tartalma mintét, ami csak az antitestet tartalmazta, megfelel6 higitasban. Ugy

talaltam, hogy a mintadk matrixhatasa Iényegesen nagyobb volt, mint a vérszérumok esetében.

30 T
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Tomeg/feliilet (egység)
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32. dbra Ponty mintak matrixhatasa. (0: csak antitestet tartalmaz6 minta, ndstény maj: néstény

ponty mdj + antitest, him m4;j: ponty him m4j + antitest

Lathat6 (32. abra), hogy a legnagyobb jelet a him egyed maja adta, joval nagyobbat mint a matrix-
mentes minta. Ennek alapjan elmondhatd, hogy a kalibracidhoz mesterségesen szennyezett
mintdkra van sziikség, €és az ismeretlen minta meghatidrozdsdhoz mindig a minta matrixanak
megfeleléen kell a kalibraciot elkésziteni. Ugyanazon him és néstény pontyok majanak Vtg
tartalmat vizsgaltam, mint amelyeknek véréb6l korabban meghataroztam a vitellogenin
mennyiségét. A him pontyok méjaban 1,1+0,7, 1,8+0,7, 2,6+0,9 ng/g Vtg-t mértem, mig a néstény
egyedekben 28,6+6,3, 29,7+5,4 és 40,9+4,7 pg/g Vtg-t mutattam Ki. Eredményeim alapjan
megallapithato, hogy a néstény egyedek maj mintainak vitellogenin tartalma kevesebb volt, mint
a vérbdl torténd meghatarozas esetén, ezért a vér vizsgalata megfelelobb lehetdséget biztosit a him
pontyok megemelkedett Vtg szintjének vizsgalatara, mely a felszini vizek EDCs-vel valo
szennyezése miatt alakulhat ki. Annak ellenére, hogy a szennyezo anyag eredetét a biologiai hatas
alapt monitorozassal nem tudom meghatarozni, az altalam kifejlesztett 4j kompetitiv OWLS alapu

immunszenzor alkalmas lehet a vizek esetleges szennyezettségének gyors és megbizhato jelzésére.
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5.3.3 Immunszenzor fejlesztése béka vitellogenin kimutatasra

5.3.3.1 Szenzorfeliilet modositdsa, fehérjék immobilizdalasa

Béka Vtg kimutatasara alkalmas szenzor fejlesztésénél a glutaraldehides rogzitéstol eltérd
felilletmodositasi  €s  immobilizaciés technikat alkalmaztam. A  vizsgalataimban az
aminoszilanizalt szenzor feliiletén 1évé aminocsoportokat karboxil csoportokra modositottam,
majd a 4.2.3 fejezetben emlitett EDC/NHS-sel immobilizaltam a biologiailag aktiv anyagokat.
Mérésnél a biologiailag aktiv anyaggal érzékenyitett kész szenzort helyeztem be a késziilékbe, 42
mM-os pH 7,4-es TRIS pufferrel mostam a feliiletét, majd a szabad reaktiv szukcinimid észter
csoportokat 0,1 M-o0s etanolamin injektalasaval blokkoltam. Pufferes mosast kovetéen 0,05 M-0s
sosavval eltavolitottam a lazan k6tddé molekulakat €s a szenzor készen allt a mérésre. Ez az eljaras
jelentdsen leréviditi az el6készitést, hisz az el6készitett szenzorfelilleten a mérést azonnal meg

lehet kezdeni.

5.3.3.2 Direkt mérési modszer béka vitellogenin mérésére

Dierekt szenzor kialakitasanal a karboxilcsoportokkal modositott szenzorokat hasznaltam
fel, mely felszinére EDC/NHS technikaval rogzitettem a poliklonalis antitestet kiilonbozo
koncentracioban (17,6; 8,8; 3,52; 1,76; 0,88 pg/ml), és vizsgaltam a béka Lpv standardokra
adott valaszjel nagysagat. Abban az esetben, amikor a szenzor feliiletén til sok antitestet
rogzitettem (8,8 és 17,6 pug/ml), a szenzor felilletére rogzitett réteg vastag lett, igy a
standardokra adott valaszjel nagyon kicsi volt (az 5 pg/ml-es béka Lpv standard 12,45+0,78
egységnyi jelet adott). A legérzékenyebb szenzort a 0,88 pg/ml antitest rogzitésével értem
el, de ebben az esetben az eredmények nem voltak reprodukélhatdak, mert a szenzor feliiletén
tal kevés molekula keriilt rogzitésre. A vizsgalataim soran az 1,76 pg/ml fehérjét tartalmazo
szérumot alkalmazva jol értékelhetd gorbéket kaptam, igy a direkt szenzor kialakitasanal a
tovabbiakban 1,76 pg/ml koncentracidban rogzitettem a poliklonélis szérumot. A 33. dbra az igy

kialakitott direkt szenzor kalibracios gorbéjét mutatja be.
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33. abra A direkt szenzor kalibracids gorbéje 1,76 pg/ml szérum rogzitése esetén

(szigmoidillesztés, y%/szabadsagi fok=0,95; R?>=0,99)

A direkt szenzor dinamikus méréstartomanya 0,1-10 pg/ml vitellogenin volt, mig a szenzor
megfeleléen. A béka Lpv kimutatasi hatara 50 ng/ml volt. Ez a méréstartomany igen magas,
nem alkalmas a béka vitellogenin szint meghatdrozésra, ezért vizsgaltam a kompetitiv mérési

rendszer Kialakitasanak lehetdségét az érzékenység novelése érdekében.

5.3.3.3 Kompetitiv immunszenzor kifejlesztése béka vitellogenin meghatdrozdshoz

Karboxilcsoportokat tartalmazo6 szenzorok felhasznalasaval, EDC/NHS rogzitési modszert

alkalmazva, béka vitellogenin meghatarozasara alkalmas kompetitiv immunszenzort alakitottam

ki.

5.3.3.3.1 Alkalmazott poliklonadlis antitest koncentrdcidjanak meghatdrozdsa

Vizsgalatomban a szenzor feliiletére kovalens kotéssel 100 ng/ml tisztitott béka-Lpv
fehérjét rogzitettem, majd 50 mM-os sdsavval térténd regeneralas utan a szérumot 0,88; 1,17; 1,76;
2,22; 3,52; 8,8 és 17,6 ng/ml koncentracioban injektaltam a rendszerbe. Az eredmények alapjan
megallapitottam, hogy kis antitest koncentraci6 mellett (0,88 ¢és 1,76 pg/ml) a szenzor
érzékenysége nagy volt, de a szenzorjelek igen kicsik (9-14 egység), 6sszemosodtak a valaszjelek.
Nagyobb antitest koncentraci6 (3,52-17,6 pg/ml) alkalmazasaval a szenzor valaszjel nagysaga nott
(26-39 egység), ugyanakkor a teszt érzékenysége csokkent. Az 34. abra a béka anti-Lpv antitest

titralasi gorbéit mutatja be.
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34. abra Optimalis antitestkoncentracié meghatarozasa kompetitiv OWLS méréshez

(immobilizalt béka-Lpv koncentracio 100 ng/ml)

Fontos, hogy a tovabbi méréseket olyan antitest koncentracio alkalmazasaval kell végezni, ahol a
szenzor valasz jol értékelhetd, ugyanakkor az érzékenység is megfelelé. Az eredmények alapjan,
a valaszjelek nagysaganak és lefutdsanak figyelembevételével, béka Vtg kompetitiv
meghatdrozasahoz a poliklonalis antitest oldatot a tovabbiakban 2,22 ng/ml koncentracioban

alkalmaztam, mely 21 egységnyi valaszjelet adott.

5.3.3.3.2 A rogzitett antigén optimalis koncentrdciojanak meghatdrozdsa

Kiilonboz6 higitasi béka lipovitellint (1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml,
200 ng/ml) rogzitettem a karboxilcsoportokat tartalmazd szenzor felilletén EDC/NHS
eljarassal és vizsgaltam a szérum higitott oldatdra és a standardokra adott vélaszjel
nagysagat. Ha nagyon kis mennyiségli fehérjét rogzitettem a felszinen (1-10 ng/ml), akkor
nagyon kevés antitest molekula tudott kotédni, kis jeleket kaptam. Ugyanakkor, ha tal sok
fehérjét rogzitettem (200 ng/ml), nem kaptam nagyobb jeleket, feltehetéen a sztérikus gatlas
miatt. Kisérleteim tovabbi részében 100 ng/ml koncentracidoju fehérje oldattal
érzékenyitettem a szenzor feliiletét. Az igy kialakitott szenzorral béka-Lpv fehérjét vizsgéalva
0,001-1000 ng/ml méréstartomanyban készitettem kalibracios gorbét. A dinamikus
méréstartomany 0,5-10 ng/ml értékiinek adodott, a Lpv kimutatdsdnak alsé hatarara 0,1

ng/ml, mig a gatlasi kozépértékre (ICs0) 1,04+0,14 ng/ml értéket kaptam.
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5.3.3.3.3 Béka lipovitellin antitest szubsztratspecifitasa

A vizsgélatban béka-Lpv fehérjével érzékenyitett immunszenzorral 6sszehasonlitottam,
hogy 0,1; 1,0; 10 és 100 ng/ml ponty- illetve béka-Lpv fehérjét tartalmazo oldatok mekkora
jelcsokkenést okoznak. A szenzor feliiletén 100 ng/ml béka Lpv-t rogzitettem kovalensen, €s a
béka anti-LpV antitestet 2,22 pug/ml koncentracioban alkalmaztam. Megallapitottam, 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 (35. abra).
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35. abra Béka-anti-Lpv szelektivitasanak meghatarozasara készitett kalibracios gorbe (0,1

pug/ml Lpv rogzitve, 2,22 ug/ml antitest)

5.3.3.3.4 Biologiai mintik matrixhatdsa

A kompetitiv szenzor kialakitasat kdvetden a 4.3.3 fejezetben leirtak szerint elokészitett biologiai
mintakat vizsgaltam. A metodika kialakitasanak meghataroz6 eleme a vitellogenint nem
tartalmaz6 matrix kivalasztasa volt. Erre a célra him vordshasu unka majextraktumat hasznaltam,
mely nem tartalmaz vitellogenint. Alternativaként hasznalhaté him pontybol szarmazod
majextraktum is, még akkor is, ha enyhe Vtg szint emelkedés tapasztalhatd az egyednél, hisz a
béka lipovitellin ellen termeltetett szérum igen kicsi keresztreakciot mutatott a ponyt
lipovitelinnel, igy a vizsgalat soran interferencia nem valoszini (Isd. 5.3.3.3.3. fejezet). A
kalibracios standardok elkészitéséhez him majextraktumot mesterségesen szennyeztem voroshasu

unkabdl tisztitott lipovitelinnel. A kialakitott mintakat kiilonb6z6 higitasban (1000-szeres, 5000-
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szeres, 10000-szeres) vizsgaltam annak érdekében, hogy az optimalis méréstartomanyt

meghatarozzam (36. abra). A mintak higitasahoz 42 mM-o0s pH 7,4-es TRIS puffert alkalmaztam.
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36. abra A békamaj extraktumba mesterségesen szennyezett Lpv mérésének kalibracios gorbéje

(a mintak higitasa: 1000, 5000 és 10000-szeres; I1Cso 0,46; 0,031; 0,055 ng/ml)

Az 1000-szeresen higitott mesterségesen szennyezett majmintak alkalmazasakor a szenzor igen
nagy valaszjeleket adott, ami a matrixhatasnak tudhatd be, ugyanakkor a szenzor élettartama
drasztikusan lecsokkent és a méréstartomany is besziikiilt. Az 5000-szeresen higitott mintak
mérésekor megfeleld jeleket kaptam 0,001-1 ng/ml koncentracidtartomanyban, mig a 10000-
szeresen higitott mintak mar tilsdgosan hignak bizonyultak. A tovabbiakban a bioldgiai mintdkat

5000-szeres higitasban vizsgaltam a kialakitott kompetitiv OWLS szenzorral.

5.3.3.3.5 Biologiai mintak vizsgadlata

A vitellogenin monitorozasat elsésorban veérbol torténd Vtg tartalom meghatarozasaval
végzik. A béka mintak vizsgalatanal tekintettel kellett lenni arra, hogy a vizsgalt keleti unka
(Bombina orientalis) és eurdpai voréshasti unka (Bombina bombina) fiatal egyedei igen Kicsik,
ezért nem lehetett csak vérmintabdl dolgozni, hanem a sziv és vér egyiitt keriilt feldolgozésra a
minta készitése soran a 4.3.3. fejezetben leirtak szerint. ISmeretlen mintaként ndéstény és him
egyedek maj-, sziv- és vér- illetve ivarmirigy-preparatumabdl vizsgaltam a természetes Vtg-
szintet. A vizsgalathoz a kialakitott kompetitiv OWLS immunszenzort alkalmaztam, ahol a
szenzor feliiletén 100 ng/ml béka lipovitelint rogzitettem, a poliklonalis szérumot 2,22 pg/ml

koncentracioban alkalmaztam. Az alkalmazott aramlési sebesség 0,08 ml/perc volt. A mintakat 20
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°C-on 1 percig inkubaltam és injektdltam a rendszerbe. A szenzor mintatartd kiivettajanak
homérsékletét szintén 20 °C-ra allitottam be. E paraméterek mellett végeztem el a mintak
vizsgélatat melynek eredményeit a 4. tablazat foglalja Ossze. A kisérletben az OWLS
immunszenzorral kapott eredményeket ELISA modszerrel mért koncentraciokkal hasonlitottam

0ssze.

4. tablazat: Voroshast unka (Bombina bombina) szerveiben kimutathatd Vtg koncentracioja

immunszenzorral és ELISA moddszerrel mérve

Szovet OWLS? Minta Vtg- ELISA® Minta Vtg-
koncentracioja 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 37,3+2,8 186,5+14,0 1323+£11,2 | 198,5+11,2
him 26,4 +5,6 132,0+28,0 86,2 + 10,1 129,3 £ 10,1
ivarmirigy ndstény 150,9 + 14,7 754,5£73.5 338,7+ 65,5 | 508,1 +98,3
(petefészek)
him (here) nd.° n.d.° n.d.°¢ n.d.°¢
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

Vizsgalataimban ELISA moddszerrel csak 100 ng/ml koriili vitellogenin koncentraciét tudtam
kimutatni 1:1500 ardnyl mintahigitast alkalmazva, mig a kompetitiv OWLS mddszerrel 10 ng/ml
folotti vitellogenin szintet sikeriilt kimutatni 1:5000 ardny mintahigitdsnal. A vizsgalt mintak
koziil a legmagasabb értékeket a varakozasnak megfelelden a petefészekbdl és a petébdl mértem
(754,5£73,5 és 1030,0+298,5 ng/g). A here mintdk a nagy matrixhatas miatt nem vizsgalhatok.
Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy az altalam Kifejlesztett kompetitiv immunszenzor

alkalmas béka Vtg fehérjéjének kimutatasara.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

» Modellkisérletekkel bebizonyitottam, hogy a feliiletmodositasi és rogzitési 1épések a
mérések soran reprodukalhatéak. Vizsgaltam a rogzités soran a szenzorvalasz nagysagat
az analittkum molekulatomege ¢és koncentracigja fliggvényében, mely soran

megallapitottam, hogy a szenzor valaszjel nagysaga aranyos a molekulatomeggel, illetve a

srer

» Kompetitiv, jelolésmentes immunszenzort fejlesztettem ki DON meghatarozasara
bluzamintakbol. A kialakitott szenzorral a méréstartomany két nagysagrenddel kisebb, mint
az altalam 1étrehozott OWLS direkt szenzor esetében, és kozel egy nagysagrenddel kisebb,
mint ami a hasonld immunszenzorokkal SPR detektalassal elérhetd. A mesterségesen
szennyezett blzalisztb6l a DON mikotoxint a minta-elokészités soran 91,6-123,0%-ban
nyertem vissza, mely eredmények alapjan az altalam kifejlesztett kompetitiv jelolésmentes

immunszenzor sikeresen alkalmazhato DON bzabol torténd kimutatasara.

» Sikeresen dolgoztam ki versengd immunszenzort OWLS detektalassal hal (ponty,
Cyprinus carpio) vitellogenin fehérje kimutatasara. A szenzor kialakitisahoz a Vtg
fehérjénél konnyebben izolalhato és a Vtg fehérjével az azonos fajban 95% keresztreakciot
mutatd Lpv fehérjét alkalmaztam. A kialakitott szenzorral him és ndstény pontyok
vérmintainak vitellogenin tartalmat vizsgaltam. Eredményeim alapjan megallapitottam,
hogy a felszini vizek EDC-vel torténé szennyezése miatt a him egyedek vérében
megemelkedett Vtg szint monitorozasara az altalam kialakitott szenzor eredményesen

hasznalhato.

» Elsoként dolgoztam ki szelektiv, kompetitiv OWLS immunszenzoros mérési eljarast
vordshasu unka (Bombina bombina) Vtg fehérjéjének meghatarozasara. Nostény és him
békaegyedek maj-, sziv-, vér-, illetve ivarmirigy-preparatumabdl vizsgaltam a természetes
Vtg-szintet, majd eredményeimet ELISA referencia-modszerrel hasonlitottam 0Ossze.
Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy az altalam kialakitott szenzor érzékenysége
egy nagysagrenddel nagyobb az ELISA moddszer érzékenységéhez képest, igy a
kifejlesztett immunszenzor alkalmas vizes €¢l6helyek endokrin zavard hatast anyagokkal

vald szennyezettségének monitorozasara.
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7. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Munkam soran OWLS alapi immunszenzorokat fejlesztettem ki élelmiszer- és
kornyezetanalitikai felhasznalasra. A kisérletek soran megallapitottam, hogy a DON kimutatésara
alkalmas szenzor fejlesztése esetén a direkt vizsgalati modszer alkalmazasa nem volt megfeleld,
hiszen a vizsgalando analitikumok molekulatomege joval kisebb volt az antitesténél, igy a direkt
mérés esetén kis koncentracioban a feliiletre kotott analitikum altal 1étrehozott tomegvaltozas
elenyész0, az elérhetd érzékenység messze elmaradt a kovetelményektol. A Vtg kimutatisara
kialakitott direkt szenzorok dinamikus méréstartomanya igen magas volt, igy ezekben az
esetekben is kompetitiv szenzor kialakitasara volt sziikség.

Versengé immunszezort fejlesztettem ki OWLS detektalassal DON, illetve hal és béka
eredetli vitellogenin fehérjék kimutatasara. Eredményeim alapjan megallapitottam, hogy a DON
vizsgalatara Kialakitott immunszenzor érzékenysége megfelelé volt, igy alkalmas az Europai
Unidban eldirt kovetelmények szerint DON gabonabol torténd kimutatasara. Megallapitottam,
hogy a kifejlesztett kompetitiv immunszenzoros mérési eljaras alkalmas hal (ponty, Cyprinus
carpio) és béka (voroshasu unka, Bombina bombina) vitellogenin fehérjéinek kimutatasara. A him
egyedekben mérheté Vtg-szint alapjan feltehetéen monitorozni lehet a felszini vizek, illetve vizes
¢léhelyek hormonalis mitkodésre hatd anyagokkal valo szennyezettségét.

Az optimalizalt mérérendszerekkel valés mintak vizsgalatat végeztem el. DON
kimutatasara alkalmas immunszenzorral mesterségesen szennyezett buzamintadk DON tartalmat
hataroztam meg. Az eredmények alapjan megallapitottam, hogy a btizalisztb6l a DON mikotoxint
a minta-el6készités soran 91,6-123,0%-ban nyertem vissza, a minta-elokészités és az
immunszenzorral végzett meghatarozas alkalmas DON buzabdl torténd kimutatasara. Vitellogenin
kimutatasara alkalmas immunszenzorral him €s ndstény ponty egyedek vérmintaibol, valamint
néstény ¢és him békaegyedek maj-, sziv- és vér-, illetve ivarmirigy-preparatumabol vizsgaltam a
természetes vitellogenin-szintet. A kompetitiv OWLS immunszenzorral mért Vtg eredményeket
ELISA modszerrel hasonlitottam 0ssze. Ezen eredmények alapjan megéallapithatd, hogy
szelektivitas tekintetében eredményeim megfelelnek a versengé ELISA modszerek
szelektivitasanak, a kimutatdsi hatdr azonban tobb nagysdgrenddel kisebb, mint a hasonlo

biologiai, biokémiai rendszert alkalmaz6 eljarasé.

A tovabbiakban a kévetkezo feladatok elvégzését javasolnam:

Munkam soran DON meghatarozasara alkalmas OWLS alapu indirekt immunszenzort

fejlesztettem ki. A kutatis folytatasaként kiilonb6zd helyrdl pl.: gabonaatvételi helyszinekrdl
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szarmazo0 ismeretlen buzamintak, valamint DON-nal szennyezett ¢lelmiszermintak (pl.: tésztak,
kenyerek stb.) vizsgalatat kellene elvégezni a kialakitott szenzorral és az eredményeket HPLC-MS
referenciamoédszerrel hasonlitanam Gssze. Erdemes volna a kialakitott szenzorral mas métrixokbol
(pl.: kukoricabol, arpabol) torténd DON meghatarozast végezni.

A biomarkerként hasznalt Vtg kimutatdsara alkalmas szenzorfejlesztéseinknél tovabbi
vizsgélatként érdemes lenne az OWLS szenzor eredményeit mas immunszenzor technikékkal
Osszehasonlitani, mint pl. QCM, vagy SPR alkalmazésaval.

A szenzorokat kiilonboz6 ismert EDCs-vel (biszfenol-A, dibutil-ftalat, butil-benzil-ftalat,
di(2-etilhexil)-ftalattal) szennyezett vizben nevelt halak illetve békak vizsgalatara alkalmaznam, a
kornyezeti szennyezések hatdsanak modellezése érdekében.

A szenzorfejlesztési munkak folytatasaként az OWLS immunszenzor tovabbi alkalmazasi

lehetdségeit vizsgalnam egyeb kis molekulstulyt analitikumok, illetve fehérjék kimutatésara.
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8. OSSZEFOGLALAS

Munkdm célja OWLS alapti immunszenzorok kifejlesztése volt ¢élelmiszer ¢és
kornyezetanalitikai alkalmazasra. Egyrészt DON kimutatasara alkalmas immunszenzort
fejlesztettem ki, és a kialakitott szenzorral buzamintak DON tartalmat hataroztam meg. Masrészt
felszini vizek EDCs-vel torténd szennyezésének kimutasara biomarkerként hasznalhato,
vitellogenin kimutatasara alkalmas szenzorokat alakitottam Ki voroshast unka (Bombina bombina)
¢és ponty (Cyprinus carpio) mintakbol torténd kimutatasra.

A szenzorok kialakitdsahoz el6szor modellkisérletekben vizsgaltam az OWLS
szenzorjelek valtozasat annak érdekében, hogy bebizonyitsam, a feliiletmddositasi és rogzitési
1épések reprodukalhatoak. Kisérleteimben vizsgaltam a szenzor feliiletének modositasa, valamint
a rogzités soran bekovetkezett rétegvastagsagbeli valtozasokat. Megallapitottam, hogy a
kezeletlen hullamvezetd rétegvastagsaga 170-200 nm kozt van, ezt az APTS-sel torténd modositas
0,44+0,07 nm-rel, a 2,5 %-os glutaraldehid 0,27+0,07 nm-rel valtoztatja meg. Vizsgaltam a
szenzorvalasz nagysagat az analitikum molekulatomege és koncentracidja fiiggvényében, mely
soran megallapitottam, hogy a szenzor valaszjel nagysaga aranyos a molekulatomeggel, illetve a
Vizsgaltam a szenzorvalasz reakcioidejét és az érzékelés pontossagat a chip Te és Tm becsatolasi
szOgeinek variabilitasat vizsgalva. Eredményeim alapjan 4tlagosan az arm=0,724627+0,0000824
(relativ hiba 0,011%), mig a a1e=3,197883+0,000157 (relativ hiba 0,005%) volt, mely igen pontos
érzékelést tesz lehetdvé. Megallapitottam, hogy a bedllitasi protokolltdl fiiggden percenként 4-10
mérési pont felvétele lehetséges, mely adatszolgaltatasi sebesség alkalmas a reakciok valds idejli
monitorozasara.

Munkam soran indirekt immunszenzort fejlesztettem ki deoxynivalenol (DON) mikotoxin
meghatarozasara buzamintdkbol. A DON mikotoxinbol natrium-perjodatos kezelés utan
konjugatumot készitettem OVA és BSA felhaszndldsaval. A DON-OVA konjugatum segitségével
poliklonalis antitestet allitottam el6. A biomolekulak alkalmazasaval versengd immunszenzort
fejlesztettem ki. Az optimalizalt miikodési paraméterek mellett a DON-standardokat vizsgalva a
dinamikus méréstartomany 0,01-50 ng/ml, a gatlasi kozépérték (ICso) 0,15+0,08 ng/ml
(x%/szabadsagi fok=1,57; 1?=0,99), a kimutatis alsé hatara 0,001 ng/ml értékiinek adédott. A
deoxynivalenollal szennyezett btizalisztmintakkal nyert kalibracios gorbe alapjan a dinamikus
méréstartomany a lisztmintara szamolva 0,005-50 mg/kg volt, a gatlasi kozépérték (ICso)
0,13+0,04 mg/kg értékiinek adodott, a visszanyerés pedig 90% feletti volt, igy a szenzor megfelel

az Eurdpai Unidban érvényes hatarérték kovetelmények szerint DON buzabol torténd
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kimutatasara. (Az Eurdpai Bizottsag a DON maximalis szintjét 1750 pg/kg-on szabalyozta
feldolgozatlan durumliszt, kukorica, zab esetén (EC reg. N0.1881/2006).)

Versengé immunszenzort fejlesztettem ki OWLS detektalassal hal (ponty, Cyprinus
carpio), ¢és béka (voroshasu unka, Bombina bombina) eredetli Vtg fehérje kimutatasra. A
vizsgalathoz a Vtg fehérjénél konnyebben izolalhatd és a Vtg fehérjével az azonos fajban 95%
keresztreakciot mutatdé Lpv fehérjét alkalmaztam. A Lpv tisztitasa ndstény ponty és keleti unka
petefészkébdl tortént. A tisztitott Lpv fehérjékkel nyulakat immunizalva antitestet termeltettem. A
tisztitott Lpv fehérjék és az antitestek alkalmazasaval alakitottam Ki az immunszenzorokat. Ponty
Vtg vizsgalatdhoz kompetitiv mérési modszert alkalmaztam, ahol a szenzor feliiletét 5 pg/ml
antitestet hasznaltam. A miikodési paraméterek optimalizalasat kovetéen a méréseket 20 °C-on 3
perc inkubacidval 0,08 ml/perc dramlasi sebesség alkalmazisa mellett végeztem. A ponty-Lpv
fehérjét vizsgalva kalibracios gorbét készitettem, melynek dinamikus méréstartomanya 3 és 150
ng/ml Lpv kozé esett, a gatlasi kozépérték (ICso) 21,18 £+ 2,86 ng/ml, a kimutatas also hatara 0,7
ng/ml értékiinek adédott. Okoldgiai tenyésztésbdl szarmazd him és ndstény pontyok
vérszérumaban vizsgaltam a Vtg-szintet, valamint vizsgaltam a mesterségesen szennyezett Lpv
mennyiségek visszanyerési aranyat is. Eredményeim alapjan a him egyedek Vtg-szintje 0,5+0,3,
5,0£1,8 illetve 6,2+0,8 pg/ml volt, mig a ndéstény egyedekben 246,1+£19,6, 367,5£54,7 és
465,4+46,9 pg/ml Vtg fehérjét mértem az immunszenzorral. A pontyok majaban levé Vtg
koncentraciojat is mértem. Ugy talaltam, hogy a mintak matrixhatasa lényegesen nagyobb volt,
mint a vérszérumok esetében. A him pontyok majaban 1,1+0,7; 1,8+0,7 és 2,6+0,9 ug/g Vig-t
mértem, mig a ndstény egyedekben 28,6+6,3; 29,7+5,4 és 40,9+4,7 ug/g Vtg-t mutattam ki. Az 1,
10 és 100 ng/ml Lpv fehérjét tartalmazod vérmintakbol a visszamérést 140%, 89% és 84%-nak
talaltam. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy a kifejlesztett immunszenzor alkalmas a
Vtg-koncentracio him pontyok vérében torténd mérésere.

Béka Vtg kimutatdsara alkalmas kompetitiv immunszenzor fejlesztésénél a karboxil
eljarassal rogzitettem. A poliklonalis antitestet 2,22 pg/ml higitasban alkalmaztam. A béka-Lpv
fehérjét vizsgalva a szenzor dinamikus méréstartomanya 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
kaptam. Noéstény és him békaegyedek maj-, sziv-, vér-, illetve ivarmirigy-preparatumabol
vizsgaltam a természetes Vtg-szintet. A mintak koziil a legnagyobb koncentraciot a petefészekben
¢és a petében taldltam (754,5+73,5 és 1030,0+298,5 pg/g).

Eredményeim alapjan megallapithatd, hogy az immunszenzoros mérési eljaras alkalmas
hal (ponty, Cyprinus carpio) és béka (voroshast unka, Bombina bombina) Vtg fehérjéjének
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kimutatasara. A him egyedekben mérhetd Vtg-szint alapjan feltehetéen monitorozni lehet a
felszini vizek, illetve vizes él6helyek hormonrendszert zavar6 hatasti szermaradvanyokkal vald
szennyezettségét.

Kisérleteim soran minden esetben a szenzorfejlesztés volt a f6 cél. Megallapithatd, hogy
az altalam kialakitott OWLS alapu immunszenzorok szelektivitas tekintetében megfelelnek a
versengd ELISA modszerek szelektivitdsanak, a kimutatdsi hatar azonban két nagysagrenddel
kisebb, mint a hasonld biologiai, biokémiai rendszert alkalmazé eljarasé, igy egyszerii minta-
elokészitési eljarasokat alkalmazva gyors mérési / monitorozasi lehetdséget biztosithat az OWLS

technika.
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9. SUMMARY

The aim of my work was to develop immunosensors for food and environmental analytical
applications. In the course of this | developed an immunosensor suitable for DON detection, and
with the established sensor | determined the DON content of wheat flour samples. After that a
sensor suitable for detection of Vtg from carp (Cyprinus carpio) and frog (Bombina bombina)
samples were developed, used as a biomarker to detect surface water contamination with EDCs.

In the first steps of the sensor development changes of the OWLS signal were investigated
in modelling studies in order to prove that the surface modification and immaobilization steps are
reproducible. In my experiments | investigated the changes in the thickness of the added layer
during the surface modification and immobilization. It has been found out that the thickness of the
native waveguide layer is about 170-200 nm, the surface modification with APTS resulted a
0.44+0.07 nm, the applied 2.5% glutaraldehyde 0.27+0.07 nm changes in the thickness. The
dependence of sensor response on analyte molecular mass and concentration was also investigated,
where it was concluded that the sensor response is propotional to the molecular mass, and it
increased linearly with the increasing concentration of the analyte applied. Sensor response time
and accuracy were also investigated by monitoring the variability of the chip’s Tm and Te
incoupling angles. According to my results the average orm and ote were
arvm=0.724627+0.0000824 (0.011% relative error), ore=3.197883+0.000157 (0.005% relative
error) which enables a very accurate sensing. It could be stated that depending on the conditions
set in the protocols, 4-10 detection points could be determined per minutes, which data acquisition
speed is suitable for monitoring reactions in real-time.

In my work a competitive immunosensor was developed for deoxynivalenol mycotoxin
determination in wheat samples. From the DON mycotoxin, after a pre-treatment with sodium-
periodate conjugates were prepared using OVA and BSA. Polyclonal antibodies were made with
the help of the DON-OVA conjugate. Competitive immunosensor was developed by using the
biomolecules. Investigating the DON standards by the optimized functional parameters the
dynamic range was 0.01-50 ng/ml, the ICso value was 0.15+0.08 ng/ml (x> degree of
freedom=1.57, r?=0.99), and the LOD was 0.001 ng/ml. According to the calibration curve
obtained with the spiked wheat samples, the dynamic measuring range for the wheat samples was
between 0.01-10 mg/kg, the ICso value was 0.13+0.04 mg/kg, and the recoveries were over 90%,
therefore the sensor fulfils the requirements for the maximum levels according to the EU regulation
to detect DON from wheat. (The European Comission regulated the max. level for 1750 pg/kg in
unprocessed durum wheat flour, corn and oat (EC reg. No. 1881/2006).)
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Competitive immunosensor was developed with OWLS detection for determination of fish
(carp, Cyprinus Carpio) and frog (firebellied toad, Bombina bombina) derived vitellogenin. For
the investigation Lpv protein was applied, which is easier to isolate and gives 95% cross-reactivity
with the Vtg from the same species. Purification of Lpv was performed from the ovary of carp and
oriental fire bellied toad (Bombina orientalis). Antibodies were produced in rabbits immunised
with purified Lpv proteins. Immunosensors were established using the purified Lpv proteins and
the produced antibodies. For the investigation of carp Vtg competitive measuring method was
applied, where the sensor surface was sensitized with 5 ug/ml Lpv solution and for the
measurement polyclonal antibody was applied at concentration of 64.1 pg/ml. After optimization
of the operational parameters the measurements were carried out by applying 0.08 ml/min flowrate
after 3 minutes incubation at 20 °C. Analysing the carp-Lpv the calibration curve’s dynamic
measuring range was between 3-150 ng/ml, the 1Cso value was 21.18+2.86 ng/ml and the LOD
was 0.7 ng/ml. Vitellogenin content was determined in blood from male and female carp raised
under ecological conditions, and | also investigated the recovery ratio of the spiked Lpv content.
According to my results, Vtg levels in blood from male carps were found to be 0.5+0.3, 5.0+1.8
and 6.2+0.8 pg/ml, while from female carps 246.1+19.6, 367.5£54.7, 465.4+46.9 Vtg proteins
were detected by the immunosensor. Concentration of Vtg was also measured in liver samples
from carp. According to my findings the matrix effects of the samples were substantially bigger
than those in the blood serum. In the liver tissues of male carp 1.1 += 0.7, 1.8 + 1.1 and 2.6 + 0.9
ug/ml Vtg were measured, while those from female animals we measured to contain 28.6 £ 6.3,
29.7 £ 5.4 and 40.9 £+ 4.7 pg/ml Vtg. The recovery ratio was 140%, 89%, 84% from the blood
samples with 1, 10, 100 ng/ml Lpv protein content, respectively. Results indicate that the
developed immunosensor is suitable for determination of Vtg in the blood of male carp.

100 ng/ml carp Lpv was immobilised by EDC/NHS method on the surface of the sensor
containing carboxyl groups for the development of the competitive immunosensor suitable for Vitg
determination in frog. The polyclonal antibody was applied at dilution of 2.22 pg/ml. The dynamic
measuring range was between 0.5-10 ng/ml for the frog Lpv. The LOD was 0,1 ng/ml, while the
ICso value was 1.04+0.14 ng/ml. Vitellogenin content was investigated in liver, heart, blood and
gonad tissue samples from male and female toads. Among the samples the highest concentration
was found in the ovarium and ovum (754+73.5 and 1030.0£298.5 pg/g).

According to my results it can be stated that the developed immunosensor method is
suitable for fish (carp, Cyprinus carpio) and frog (fire bellied toad, Bombina bombina) Vtg protein
determination. On the basis of the Vtg level measured in male individuals, the contamination of

the freshwater and aqueous habitat with endocrine disruptors could be monitored.
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In the course of investigation my main goal was sensor development. It could be concluded,
that the selectivity of the developed immonosensors was similar as compared to that of the
competitive ELISA, but the LOD was a two orders of magnitude lower than that detected by
similar biological, biochemical methods, thus the OWLS technique could offer a rapid measuring

/ monitoring method by using simple sample preparation.
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