A palyazat keretében olyan immunszenzor kifejlesztését tiztik ki célul, amely az optikai
hullamvezet6 fénymodus spektroszképia (OWLS) alkalmazasaval lehetéséget nydjt
penészgombak altal termelt toxinok kimutatdsara. Az (j méréstechnika biztositja az
egészségre artalmas mérgezé anyagok gyors, szelektiv, jel6lésmentes meghatarozasat.

Optikai hullamvezeté fenymddus spektroszkopia (OWLS) ismertetése

Az OWLS olyan szenzortechnika, amely kivaldan alkalmas az optikai hullamvezeté felliletén,
mint hatarfeltleten molekularis szinten végbemené affinitason alapuld folyamatok valds-
idejii, jelolésmentes vizsgalatara. Az optikai hullamvezetés jelenséget felhasznald technika
alkalmazésanak alapja egy integralt optikai hullamvezet6é szenzor, roviden chip, amely két
eltér6 torésmutatoju rétegbol all. A felsé vékony (160-200 nm) hullamvezet6 rétegben finom
(2400-3600 osztas/mm siiriiségii) optikai racs kerdil kialakitasra.

Az OWLS technikanal az optikai racs segitsegével linearisan polarizalt (632,8 nm
hullamhosszisagi He-Ne) lézer fényt csatolnak be a vékony hullamvezeté rétegbe. A
becsatolas egy pontosan definialt beesési szognél lejatsz6do rezonancia jelenség, amely fugg
a hullamvezeto, valamint a hullamvezet6 fellletén 1évé anyag torésmutatdjatol. A becsatolt
fény a hullamvezetoben irdnyitott fényterjedéssel, teljes visszaverédések sorozataval terjed, és
a hulldmvezeté réteg végén elhelyezett fotodiokkal detektalhatd. A fény beesési szogenek
folyamatos valtoztatdsaval egy un. intenzitasspektrum vehet6 fel, amely a hullamvezetébe
becsatolt fény intenzitdsat mutatja a beesési szdg fliggvényében. A becsatolasi szdgek
nagypontossaggal mérhetok, igy bel6lik a megkdtodott molekulak rétegvastagsaga, tomege, a
felillet boritottsiga (ng fehérje/cm? dimenzi6) nagy érzékenységgel szamithatd. A
hullamvezeté fellletén megfeleléen funkcionalizalt rétegeket kialakitva a mérendo
immunanyagra érzekeny molekulapar rogzitésevel biztosithato a szenzor nagyfoku specifitasa
(1. &bra).
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1. dbra OWLS mérés immunanalitikai alkalmazasa

Szenzorok elékészitése a biomolekulak régzitésére

Korédbbi kutatasaink soran az OWLS technikahoz alkalmazott szenzor felszinét amino- és
epoxi-csoportokkal modositottuk, hogy az immunreakcidhoz sziikséges bioldgiai molekulat
rogzithessik. Jelen munkank els6 feladataként karboxil-csoportokat tartalmazé chip fellletén
torténé rogzités lehetdségét vizsgaltuk, 0sszehasonlitva a karboxi-szilan illetve a karboxi-
metil-dextran réteget hordozo szenzorokkal mért eredményeket.

Az amino-csoportokat hordozé szenzor feliileten szukcinanhidrides kezeléssel alakitottunk ki
karboxil-csoportokat, majd a fehérje tipusi molekuldkat EDC/NHS alkalmazasaval
rogzitettik. A kialakitott rétegeket ill. a rogzitési eljardsokat antitest-antigén modell-
molekulaparral (marha szérum albumin, BSA - anti-BSA IgG antitest) vizsgaltuk a stabilitas
és rogzitési kapacitas megallapitasa céljabdl. Vizsgalatainkhoz a szenzort FIA (Flow Injection
Analyzer) rendszerbe kapcsoltuk.



A modell vegyiletekkel mért jelek a 0,5%-0s vizes oldat alkalmazédsakor voltak a
legstabilabbak a tobbszords injektalas utan is. A kezelés idétartamanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy 1 oOra szikseges a stabil réteg kialakulasahoz. Ezt kévetéen a szaritast
75°C-on 15 percig végeztuk. A karboxilalas utan szaritott chipeket Iégmentesen lezarva
taroltuk, 48 és 96 oOra utan vizsgalva nem tapasztaltunk jelentés csokkeneést a jelekben, tehat
az elékeszitett szenzorok néhany napig tarolhatok.

M, 025 M, 05 M, 1 M EDC, illetve NHS), és a kezelés idétartamanak hatasat.
Vizsgalatainkat kozvetlenil az atfolyd kivettaban, illetve inkubacios kivettaban racseppentve
is elvégeztiik. Kisérleteink soran a legstabilabb jeleket a 0,5 M EDC és 0,5 M NHS 1:1
aranyl keverékének alkalmazasakor kaptuk. A reakciot célszerii volt az inkubacids
klvettaban végezni, mivel igy 15 perc reakcidid6 utan kaptunk stabil jeleket.

A karboxil-csoportokkal mddositott szenzor vizsgalata utan haromdimenzids karboximetil-
dextrdn (CMD) matrixot hordozé szenzorokat vizsgéltunk. Két eltéré dextran réteget
tartalmazé szenzorral végeztiik a kisérleteket, az els6é porusaiba kb. 60 kD méretii molekula
fér be, a masodikon kialakitott porusok kisebbek, kb. 6 kD méretiiek.

A meéréseket mind az antitest, mind pedig az antigén rogzitésével elvégeztik. Ha a BSA
antigént rogzitettiik a szenzor feluletén, akkor a nagyobb poérusi rétegben lényegesen tdbb
molekula régzilt, ugyanakkor a merendé antitestre ezzel a szenzorral kaptuk a legkisebb
jeleket, feltehetéen a sztérikus hatasok miatt. A legnagyobb szenzor vélaszokat a
kétdimenzios szenzorral kaptuk. Feltételezesink szerint a kisebb pdrusméretii dextran
rétegnél is csak a felszinen rogzithet6 a BSA molekula, nem érvényesiil a térszerkezet elénye.
Az anti-BSA rogzitésekor azonban mind az immobilizalaskor, mind pedig az antigén
mérésekor a Kisebb pérust dextran rétegen kaptuk a legnagyobb jeleket, feltehetéen azért,
mert a réteg térszerkezete miatt tobb antitest kotédott, mint a kétdimenzios szenzoron, és a
rogzitett antitest molekulakat az antigén is akadalytalanul elérte.

Az eredmeények alapjan megallapitottuk, hogy a karboxil-csoportokat hordozé szenzorokon
megfeleléen rogzithetbek a méréshez sziikséges biomolekulak. A direkt immunreakciok
mérésehez a Kisebb pdrusu dextran réteg a legmegfelelébb, az indirekt mérésekhez azonban a
kétdimenzios szenzor az alkalmas a sztérikus hatdsok miatt.

Aflatoxin mérésére alkalmas immunszenzor Kifejlesztése

Az optikai  hullamvezet6  fenymddus  spektroszkopia (OWLS) alkalmazésaval
immunszenzorokat fejlesztettlink ki penészgombak &ltal termelt toxinok jel6lésmentes
Kimutatdsara. A modositott fellletii szenzorokra alapozva eljarast dolgoztunk ki az
Aspergillus flavus altal termelt aflatoxin Bl toxin kompetitiv és nem kompetitiv
immunanalitikai kimutatasara. Méréseinkhez poliklonalis antitestet (Sigma) alkalmaztunk. A
nem-kompetitiv (direkt) szenzor esetében a toxin detektalasara a mérend6 aflatoxin Bl-re
specifikus antitestet rogzitettik. Az aflatoxin a rdgzitett antitest molekuldkhoz k&todve,
kdzvetlenll detektalhatd. A linearis meréstartomany 0,1-10 ug/ml, a kimutatasi hatar 0,05
ug/ml volt. Mivel a mérendé aflatoxin B1 molekula témege igen kicsi (312,3 D) a rogzitett
antitest méretéhez képest (kb.180 kD), a mért jel pedig a tdbmegvéltozassal aranyos, ezért a
mérés érzékenysége nem megfelelé.

A kimutatasi hatar jelentés csokkentése érdekében munkank kdvetkezé Iépeseként kompetitiv
eljarast dolgoztunk ki. Ebben az esetben a hullamvezet6 feliiletén a kimutatand6 aflatoxin B1
molekula BSA-val képzett konjugatumat rogzitettiik ugyancsak a korabban ismertetett
EDC/NHS eljarassal. A mérés sordn a toxint tartalmazé standardokat, ill. mintakat ismert
mennyiségi antitestet tartalmazd szerummal kevertik 6ssze, és rovid inkubalasi id6 utan
mértlik. A szabadon maradt szérum antitest molekuldk kapcsolddtak a szenzor feluletén kotott



antigén-konjugatummal, l1ényegesen nagyobb tdmegvaltozast elidézve, mint a direkt merés
esetében. A jel forditottan aranyos a mintdkban levé toxin koncentracidjaval.
Az 5 ug/ml aflatoxin-BSA konjugatum rogzitésével kelléen nagy jeleket kaptunk, a szenzor
stabilitdsa is megfelel6 volt. Méréseinkhez 500x és 1000x higitott szérum alkalmazésat
talaltuk megfelelének. Az optimalizalt paramétereket alkalmazva 0,01-10 ng/ml tartomanyban
kapunk lineéris valaszjeleket (2. &bra), a kimutatasi hatar 0,02 ng/ml-nek adddott. Ez a
méréstartomany alacsonyabb, mint a referencia eljarasnak tekintheté ELISA eljaras esetében
(1-25 ng/ml) kozolt érték.
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2. abra Aflatoxin mérés kalibracids gorbéje

Ochratoxin méreésere alkalmas immunszenzor kifejlesztése

A Penicillium és Aspergillus nemzetségekbe tartoz6 gombafajok altal termelt mikotoxin, az
ochratoxin A meghatarozasara is immunszenzoros kimutatasi eljarast dolgoztunk ki. Az
ochratoxin jelenlétét foleg gabonaban, gabonatermékekben, hiivelyesekben, kavéban, sérben,
sz6l6lében, mazsolaban, borban, kakadban, mogyorofélékben, és fiiszerekben mutattak Ki.

A nem-kompetitiv (direkt) szenzor esetében a toxin detektaldsara a mérendé ochratoxin A-ra
specifikus antitestet rogzitettik a karboxil-csoportokat hordozé OWLS szenzor feluletén
EDC/NHS alkalmazésaval. Az ochratoxin a rogzitett antitest molekulakhoz kotédve,
hatasat, és megallapitottuk, hogy a 2,5 pg/ml koncentracidju antitestet rogzitve kaptunk
megfelel6 jeleket, a szenzor pedig kb. 30 minta egymas utani mérésére bizonyult stabilnak. A
lineéris méréstartomény 10-1000 ng/ml, a kimutatasi hatar 5 ng/ml volt.

Munkank kovetkezo lIépéseként kompetitiv eljarast dolgoztunk ki a kimutatasi hatar jelentés
csokkentése érdekeben. Ebben az esetben a szenzor fellletén a kimutatandd ochratoxin A
molekula BSA-val képzett konjugatumat rogzitettiik ugyancsak a korabban ismertetett
EDC/NHS eljarassal. Vizsgaltuk az ochratoxin -BSA konjugatum koncentraciéjanak hatasat a
rogzités soran és megallapitottuk, hogy ebben az esetben 10 pug/ml konjugatum régzitesevel
kaptunk kelléen nagy jeleket, a szenzor stabilitasa is megfelel6 volt. Méréseinkhez 1,0 ug/mi
és 2,5 ug/ml higitott szérum alkalmazasat talaltuk megfelelének. Az antigént 0,001-1000
ng/ml koncentraciotartomanyban vizsgaltuk és megallapitottuk, hogy az optimalizalt
paramétereket alkalmazva 0,5-10 ng/ml tartomanyban kapunk linearis valaszjeleket, a
Kimutatasi hatar 0,1 ng/ml-nek adddott. Az élelmiszerek megengedhet6 ochratoxin A szintjére
nemzetkozileg elfogadott egyseges hatarértekek még nincsenek, néhany orszagban ezt 5-50
ug/kg értékben hataroztdk meg, tehat az altalunk kifejlesztett eljaras kimutatasi hatara
megfelel az elvarasoknak.



Minta elokészités, valos mintak mérése

A valds mintak vizsgalata soran elsésorban a mintak elékészitésének egyszeriisitését kellett
vizsgalni. A matrixhatas kiklszobolésére a toxin standardokat igazoltan tiszta mintaba
spikolva készitettiink kalibracios gorbét. A minta el6készitése soran vizsgaltuk a toxinok
megfelel6 kioldasanak érdekében a metanol, illetve acetonitril alkalmazasanak lehetoségét is.

A mintdkat Labmill tipust daréloval 1/60 szitaméretet alkalmazva ledaraltuk, majd az igy
kapott 6érleményeket kiilonb6z6 mennyiségi toxinnal spikoltuk (0, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100ng/g).
Az igy kapott kilonboz6é toxintartalmd homogenizalt mintdkhoz 10 ml acetonitril-viz 6:4
aranyu keverékebdl, illetve metanol-viz 8:2 aranyd keverékébdl allé oldoszert adagoltunk. A
mintakat 10 percig folyamatosan kevertettik majd hagytuk leilepedni és a fellUsz6t
Millipore Ultrafree-MC 50000 NMWL szirét tartalmazé Eppendorf csé felhasznalasaval
10000 rpm-val 10 percig centrifugaltuk.

Kozvetlenil a mérés el6tt a mintakat Tris pufferrel higitottuk es vizsgaltuk, hogy a kilonb6z6
tipust mintak esetében milyen higitas alkalmazasaval kapunk megfelelen értékelheté jeleket.
Mérési eredményeink alapjan az acetonitril-viz eleggyel készitett kivonat volt a
vizsgalatokhoz alkalmas, a tovabbiakban ezt alkalmaztuk.

Aflatoxin meghatarozésa gabonakbdl

Buza és arpa mintabol kalibracios sort készitettiink, és ennek segitségével mértik kilonb6zo
minték aflatoxin tartalmat. Az eredményeket ELISA mddszerrel ellenériztik. Az 3. &bran a
buza mintaval készitett kalibracio gorbét mutatjuk be. Az 1. tablazat adatai alapjan
megallapithatd, hogy az ELISA-val és az immunszenzorral mért eredmények jol megfelelnek
egymasnak, a szenzor alkalmas gabonak aflatoxin szennyezettségének meghatarozasara.
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3. abra Aflatoxin mérés kalibracids gorbéje blza mintan
(eredeti koncentracid, mérés sordn 1000x higitva)



Minta Aflatoxin B1 konc. ELISA OWLS immunszenzor
ng/kg ng/kg ng/kg

Buza 1 2,20 2,40 2,29

Buza 2 5,50 5,30 6,53

Buza 3 0,55 0,30 0,58

Buza 4 1,10 1,20 3,42

Arpa 1 1,80 1,60 1,26

Arpa 2 4,50 4,20 3,08

Arpa 3 0,45 0,51 0,54

Arpa 4 0,90 0,84 0,84

1. tdblazat Gabonamintak aflatoxin tartalmanak vizsgalata

Aflatoxin meghatarozésa fiiszerekbél

Fiszer paprika és bors mintak aflatoxin tartalmat is meghataroztuk a kutatasunk soran. A
matrixhatas Kikiszobolésére az aflatoxin standardokat ismét igazoltan tiszta mintaba spikolva
készitettlink kalibracids gorbét (4. abra). Kilénbdz6 aranyban higitott mintak vizsgalatakor
megallapitottuk, hogy az 1000x higitott mintadkkal nagyobb jelkilonbséget tudtunk elérni a
megfelelé méréstartomanyban, ezért a tovabbiakban a vizsgalando paprikamintakat ennek
megfeleléen készitettik elé. Az ismeretlen mintdkra kapott eredményeinket referencia
mérésekkel hasonlitottuk ©ssze, és igazoltuk, hogy az OWLS alapu immunszenzorral

megfeleléen tudtuk meghatarozni a paprikamintak aflatoxin tartalmat (5. &bra).
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4. abra Spikolt paprikamintak mérése indirekt immunszenzorral
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5. abra Paprikamintak aflatoxin koncentraciojanak dsszehasonlitasa referencia
modszerrel és immunszenzorral meghatarozva

Harom kulonbdzo6 gyartétol szarmazd kereskedelmi forgalomban kaphat6 borsot vizsgaltunk,
amelyeket kulonb6zé mennyiségi aflatoxinnal spikoltunk (HR, PR, HA). A HR minta
felhasznalasaval (ellenérzott minta) kalibracios sort készitettiink, a masik két fajtat pedig
visszamérésre hasznaltuk. A spikolt borsmintakat 1000x és 10000x higitasban vizsgaltuk és
0sszehasonlitottuk az egyes mintdk &ltal adott valaszjelek nagysdgat. Az 1000x higitas
toménynek bizonyult, ez a gorbék alakjan is jol megfigyelhet6é volt, ugyanakkor a 10000x
higitst alkalmazva a vélaszjelek nagysaga kisebb, de az egyes koncentraciok jobban
elkilondlnek egymastol (6. abra).
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6. abra 10000x higitott borssal felvett kalibracio

A merések alapjan a killonb6zé gyartétol szarmazé borsmintakkal is megfelelé eredményeket
tudtunk elérni, a spikolt mintakat a kalibracidval vissza lehetett sz&molni, az eredményeket
nem befolyasolta a szarmazasi hely.



Ochratoxin meghatarozésa gabonakbol

Buza és arpa mintabol a korabbiakkal azonos mddon kalibracios sort keészitettiink, €s ennek
segitségével mértiik kilonb6zé mintak ochratoxin tartalmat. Az eredményeket ismét ELISA
modszerrel ellenériztik. A 7. abran a biza mintaval keszitett kalibracios gorbét mutatjuk be.
Az 2. tdblazat adatai alapjan megallapithatd, hogy az ELISA-val és az immunszenzorral mért
eredmények jol megfelelnek egymasnak, a szenzor alkalmas gabondk ochratoxin
szennyezettségének meghatarozasara.
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7. dbra Ochratoxin mérés kalibracios gorbéje buza mintan
(eredeti koncentracio, mérés soran 1000x higitva)

Minta Ochratoxin A ELISA OWLS
konc. ng/kg immunszenzor
ng/kg ug/kg

Buza 1 2,0 1,80 0,99

Blza 2 5,0 5,2 3,64

Blza 3 1,0 0,9 1,15

Buza 4 10,0 9,4 8,39

Arpa 1 5,0 4,7 2,99

Arpa 2 1,0 0,8 1,37

Arpa 3 2,0 1,8 1,51

2. tablazat Gabonamintak ochratoxin tartalmanak vizsgéalata

Bormintak ochratoxin tartalma

Vordosbor mintdk esetleges ochratoxin tartalmanak mérésére is készitettiink kalibracios gorbét
borba spikolt ochratoxin standardokkal. A 8. abra a kalibracios gorbét mutatja be, aminek
alapjan borok ochratoxin tartalmét vizsgaltuk. Eredményeink alapjan a borokban levé
ochratoxin szennyezés gyors kimutatasara is alkalmas az eljaras.
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8. abra Ochratoxin A meghatarozasa borban

Osszefoglalas

Kutatasunk soran sikeresen modositottuk az OWLS szenzor felszinét tgy, hogy biomolekulak
rogzitésére alkalmas csoportokat hordozzon, kidolgoztuk a rogzitési eljarast. Aflatoxin és
ochratoxin Kkimutatdsara alkalmas immunszenzort fejlesztettink ki, amely nagyobb
érzékenységii, mint a referencia eljarasként szolgaldé ELISA eljaras. Kilonbdzo élelmiszerek
és alapanyagok vizsgalataval igazoltuk a kifejlesztett eljarasok alkalmassagat valds mintak
meghatarozasara. A munka soran az eredményeket tudomanyos cikkekben, el6adasokon
ismertettik, PhD dolgozat is készul beldle.



