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Uj iranyok a biomolekularis felismerés detektalasaban
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1. Bevezetés

A Dbiologiai eredetli, illetve jelentdségli molekulak
meghatarozasa a huszadik szazad analitikai kémidjanak
egyik legfontosabb, kiemelkedd nehézségi feladata volt.
Tekintettel az élettudomanyok el6tt allo  kihivasokra
varhatéban a Dbioanalitika nemcsak megdrzi kiemelt
fontossagat az elkovetkezendd években, hanem jelentdsége
tovabbra is noni fog. Sokaig sorolhatnank a bioanalitika
alkalmazasi teriileteit, de talan néhany cimszo is
meggy6z0 lehet fontossaganak megitéléséhez. Tobbek
kozott meghatarozéan hozzajarult az €lovilag biokémiai
folyamatainak megértéséhez, az orvostudomany ¢és a
biotechnologia fejlédéséhez. Ugyanakkor az analitikai
meghatarozasokkal tarsuldé nehézségeket is konnyli
atlatni, ha figyelembe vessziik a biomolekuldk szerkezeti
komplexitasat, valtozatossagat, szamat, idében valtozo
Osszetettségét, amelybdl a biomolekulakat szelektiv
azonositasuk utan legtobbszor mennyiségileg is meg kell
hatarozni. A biomolekulak szelektiv felismerése érdekében
az analitika gyakran a természetben fellelheto tag értelemben
vett bioreceptor-ligandum kdlcsonhatasokra tdmaszkodik. A
biomolekularis felismerés biokatalitikus reakciokon vagy
affinitasi kolcsonhatasokon keresztiil valosul meg. Ennek
megfelelden megkiilonboztethetiink katalitikus aktivitasu
(enzimek, mikroorganizmusok, szovetek, sejtek, stb.), illetve
bioaffinitasu felismerdé komponenseket (antitestek, lektinek,
nukleinsavak, protein receptorok, stb.), amelyeket az esetek
donto tobbségében szilard hordozo felilleten immobilizalnak
¢és az analitikai eszkoz/rendszer részét képezik. Mindkét
tipusit molekularis kolcsonhatast sikeresen alkalmaztak
bioanalitikai célokra. A rendkiviil szelektiv, esetenként
specifikus biomolekularis kdlcsonhatasok —alkalmazésa
jelentdsen befolyasolta az  analitika metodologiat és
miiszerezettséget. Bevezetésiik a bioanalitikaba sok esetben
lehetové tette a mintael6készitési eljarasok és az analitikai
miiszerezettség egyszerisitését és ezaltal bioszenzorok
kialakitasat. A kémiai szenzorok alcsoportjat képezd
bioszenzorok a molekularis felismerést biztositd bioldgiai
eredeti felismerd részbdl és a fizikai-kémiai jelatvivo
egységbdl allnak, amelyek egy analitikai eszkdzben vannak
integralva. Jellemz6 példaként emlithetd a vércukormérd
bioszenzor, amely alkalmas a gliikkoz vérbol torténd kozvetlen,
mintael6készités nélkiili meghatarozasara. Emellett a
szelektiv biomolekularis felismerés kihasznalasa lehetdséget
nyujtott, az adott minta tobb komponensének egyidejlii
meghatarozasara alkalmas analitikai eszk6zok és modszerek
kifejlesztésére is. Ez forradalmi valtozasnak tekinthetd
az analitikai kémidban, amely a biochip technologia és a
nagy atereszté képességii bioanalizatorok kifejlesztéséhez
vezetett. Ezekben a rendszerekben a szelektiv molekularis
felismerést Dbioaffinitasi kolcsonhatasok biztositjak ¢és
ennek megfelelden nagyszami, kiilonb6z6 komponensekre
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szelektiv felismeré molekuldkat alkalmaznak, amelyeket
ismert és kontrollalt térelosztasban immobilizalnak egy
szilard hordozo feliiletén. A bioaffintasi kdlcsonhatasokon
keresztiil (pl. antigén-antitest, receptor-ligandum, nukleinsav
hibridizacié) rendkivill nagyszami és a bioanalitika
terliletén kiemelt fontossagli komponens hatarozhaté meg.
Ezek kozott emlithetok a biologiai eredetii makromolekulak
(fehérjek, DNS szalak, stb.), viszonylag kis molekulatomegti
komponensek (gyogyszermolekuldk, hormonok, stb.) és
mikroorganizmusok (virusok, baktériumok, stb.). Jelen
kozlemény elsddleges célja, hogy a fehérjék és nukleinsavak
affinitason alapuld felismerésének detektalasaban kialakult
altalanos iranyvonalakat és Ujabb eredményeket roviden
szemléltesse. Az Ujabb és Ujabb detektalasi modszerek
fejlesztésének hajtoereje a legtobb esetben a szelektivitds
és ¢érzékenység novelése. Ugyanakkor fontos kiemelni,
hogy az affinitasi kdlcsonhatasokon alapuld rendszerekben a
miszeres detektalas csak egyike azon tényezOknek amely a
kimutatasi hatart és a szelektivitast meghatarozza. Emellett,
¢s a jelen kozleményben nincs erre mod részletesen kitérni, a
nem-specifikus kotddések és az affinitasi kdlcsonhatas soran
kialakult receptor-ligandum komplex stabilitasi dllanddja is
alapvetéen befolyasolja az analitikai mddszer teljesitmény
paramétereit.

2. Bioaffinitasu felismeré komponensek

A legnagyobb alkalmazasi teriilettel rendelkez6 bioaffinitast
felismerd komponensek az antitestek és nukleinsavak, de a
biotechnologia fejlodésének koszonhetden folyamatosan 1j
felismer6 molekuldk is alkalmazasra keriilnek a bioanalitikai
rendszerekben. Ilyenek az aptamerek, peptid-nukleinsavak,
illetve a genetikailag modositott proteinek és receptorok.

Antitestek Az antitestek az immunrendszer elséként
azonositott elemei voltak. A ma antitest néven ismert
specifikus  szérumproteineket, amelyek feladata a
kiilonbozo fertdzd agensek hatastalanitasa, az 1800-as évek
végén felfedezték fel.! Az antitestek fehérjemolekulak,
amelyeket az immunrendszer egy adott antigén hatasara
termel. Tekintettel arra, hogy az antitestaktivitas altalaban
a szérumfehérjék y-globulin frakcidjaval tarsithato,
immunglobulinoknak nevezik 6ket. Az emberi ¢s allati
immunglobulinok diszulfidhidakkal ¢és nem kovalens
kotésekkel 6sszekapesolt polipeptid lancokbol, két ’nehéz”
és két “konnyld” peptidlancbol allnak. A peptidlancok
N-terminalis szakaszan talalhaté valtozékony, primer
szerkezetet variabilis szakasznak hivjuk és ez a szakasz felel6s
az antigén ¢€s az antitest kdzotti kotodés 1étrejottéért (FAB -
fragment antigen binding). Ezzel szemben a peptidlancok
C- terminalis fele allando primer szerkezetli (FC-fragment
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crystalline). Az antitest-antigén kotodés tobb nem kovalens
jellegli kolcsonhatas kialakulasan alapul (hidrogén hidak,
elektrosztatikus ¢és hidrofob kolesonhatasok). A megfeleld
funkcionalitasok mellett, a szelektiv kolcsonhatast a FAB
és az antigén térbeli illeszkedése (komplementaritasa)
hatarozza meg. Az antitestek azon jellemzd tulajdonsaga,
hogy a megfeleld antigéneket nagy szelektivitassal képesek
megkotni (immunreakcid) az immunanalitika kifejlodését
tette lehetdvé. Az immunanalitika tehat azoknak a
modszereknek a gyljténeve, amelyek specifikus antitest-
antigén reakciokon keresztiil szolgaltatnak analitikai
informacioét egy adott minta komponenseirdl.

Nukleinsavak A nukleinsavak természetben fellelhetd
két {6 csoportjat a ribonukleinsavak (RNS) és
dezoxiribonukleinsavak (DNS) alkotjak. A nukleinsavak

polimer makromolekuldk, melynek monomerjei, a
nukleotidok,  purin-  illetve  pirimidinszarmazékok
glikozidjainak foszforsav észterei. A DNS szdlak

szerkezetében el6forduld pirimidin bazisok a citozin és
timin, mig purin bazisok a guanin és adenin. Az RNS
szalakban is hasonl6 bazisok fordulnak el6 de a timin helyett
uracil talalhato. A nukleinsavak elsodleges szerkezetét
a nukleotidok sorrendje (szekvencia) hatarozza meg. A
nukleinsavak szerkezetében taldlhatdé bazisok funkcios
csoportjai alkalmasak hidrogén hidak kialakitasara és ez
képezi a két nukleinsav szal kozotti affinitasi kolcsonhatas
alapjat. Hidrogén hidak két nukleinsav lanc kdzott azonban,
csak a donor, illetve akceptor csoportok megfeleld térbeli
elhelyezkedése esetében alakulnak ki, amely a két lanc
legstabilabb helikalis szerkezetében a guanin a citozinnal,
¢és az adenin a timinnel kapcsolodik hidrogén-hidak altal.
Amennyiben a két szal elsddleges szerkezete egymassal
komplementer, azaz a guanin ¢s citozin, illetve adenin
és timin bazisok egymassal szemben helyezkednek el a
két lancon, kialakul a DNS-DNS duplex (kettds csavar).
A nukleinsavak esetében tehat a szelektiv molekularis
felismerést a két komplementer szekvencidji lanc
hibridizacioja biztositja.

Aptamerek Az aptamer név a latin aptus sz6bol képzddott,
amelynek jelentése illeszkedés. Az aptamer olyan DNS
vagy RNS oligonukleotid molekula, amely képes olyan
masodlagos térbeli szerkezetet felvenni, amely nem kovalens
jelegl kolcsonhatasokon keresztiill egy adott célvegyiilet
szelektiv megkdtésére alkalmas. A célvegytiletek lehetnek
makromolekuldk (pl. fehérjék), de kis molekulatomegii
vegyiiletek is (pl. metabolitok, toxinok). Az a tény, hogy DNS
vagy RNS a komplementer szekvenciaju nukleinsavakon
kivil egyéb molekuldkhoz is kotédhetnek ismert volt.
Ugyanakkor itt nem lehet elére megallapitani, hogy egy
adott molekuldnak a felismeréséhez milyen elsddleges
szerkezettel rendelkezd nukleinsav sziikséges. FErre az
alapvetd kérdésre adott valasztaz 1990-ben bevezetett SELEX
modszer (Systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) azaz ligandumok exponencialis kinyerése in-
vitro evoltcioval.>* A kovetkezOkben ennek az aptamer
eléallitasi folyamatnak a leegyszertsitett elvét ismertetjiik.
A modszer soran a célvegyiiletet egy szilard hordozéra
immobilizaljak, majd nagyszamu (tipikusan 10'%) random
szekvenciaju, 30-70 nukleotid hosszii olignukleotidok
kotodését tesztelik. A célvegyiilethez gyengébben kotodott

oligonukleotidokat megfeleld szelekcids mosasi 1épéssel
valasztjak el a rogzitett célvegyiilettdl. Ezt kovetden a tobbi,
erdsebben kotédott oligonukleotidot kinyerik és polimeraz
lancreakcidval sokszorositjak. Ezeket ujbol reagaltatjak
a célvegytilettel ¢és az elébb leirt folyamatot 3-5 cikluson
keresztiil megismétlik a végleges szekvencidk kinyerése
elott. A végleges szekvencidk lesznek a célvegyiilethez
szelektiven és er6sen kotddd, ugynevezett aptamerek.
Osszehasonlitva az antitestekkel az aptamerek alkalmazéasa a
kovetkez6 elonydkkel jar: in-vitro elallitas (nem igényelnek
aktiv immunizaciot); nagytisztasagu preparatum kinyerés;
stabilabbak a fehérjéknél; iranyitott kémiai szintézissel a
molekula kémiai stabilitdsa és affinitdsa tovabb javithato;
kisebb molekulatomegiikbdl kifolyodlag szilard hordozdkon
nagyobb receptor siirlisséget lehet biztositani; elvileg
barmilyen molekulara szintetizalhaté aptamer. Hatranyuk a
kiindulasi oligonukleotid konyvtar szintézisének igénye.

Peptid-nukleinsavak A peptid-nukleinsavak (PNS, PNA-
peptide nucleic acid) szintetikus molekuldk, amelyek
abban kiilonbdznek a DNS molekulatol, hogy a dezoxiriboz
foszfatészter lanc helyett a bazisok N-(2-aminoetil)glicin
vazon vannak.* Ez a vaz a DNS lancokhoz hasonlo
helyezkedést biztosit a bazisoknak ¢és ezaltal a PNS, a
DNS molekuldkhoz hasonlé hibridizacios tulajdonsagokkal
bir.> Ami viszont lényeges, hogy a PNS szalak semleges
toltéstick, mig a DNS molekulak a foszfat csoportok
miatt negativ toltéssel rendelkeznek ¢és ennek fontos
kovetkezményei vannak. fgy mig a DNS-DNS duplexben
a szalak kozotti elektrosztatikus kolcsonhatasok a duplex
kialakulasat gatoljak, amelynek kikiiszobolésére nagy
ionerdsségli  kozeg sziikséges, addig a PNS-DNS duplex
esetében ilyen jellegi kdlcsonhatas nincs és  a duplex
kialakulasat az ionerésség gyakorlatilag nem befolyasolja.
A PNS molekulak alkalmazasa DNS analizisre® nemcsak
nagyobb érzékenységre ¢és specificitdsra nyujtanak
lehetéséget, hanem a PNS szalak kivald hoémérséklet,
pH és bioldgiai stabilitassal is rendelkeznek (ellenallnak
nukleazok €s protedzok hatasanak). Alkalmazasuk tobbek
kozt a pontmutaciok vizsgalataban lehet nagyon elényos.

Receptorok A bioldgiai receptorok biomolekulak specifikus
megkotésére alkalmas peptidek, fehérjék. A receptor-
ligandum kozotti  kolesonhatds  olyan  konformacios
atalakulasokat eredményez a receptor szerkezetében, amely
bizonyos sejtvalaszt indukal, mint példaul egy ioncsatorna
megnyitasat vagy egy bizonyos enzim aktivalasat, illetve
az intracellularis receptorok esetén génaktivacios-profil
valtozasat. Jelenleg a receptorok (ioncsatornak, G-protein
kapcsolt receptorok, stb.) analitikai célokra val6 alkalmazasa
toxinok, agonistak illetve antagonistak meghatarozasara
jelenleg rendkiviil korlatozott.” Ennek okai kozott emlithetd
a viszonylag kis stabilitdsuk, estenként a megfeleléen
érzékeny jelatalakitas hidnya és magas eléallitasi koltségiik.
Ugyanakkor a gyogyszerfejlesztésben vald fontossaguk
miatt a jovében nagyobb mértékii alkalmazasuk varhato.

3. Affinitison alapulé biomolekularis felismerés

detektalasa. Rovid torténeti attekintés

A bioaffinitason alapul6 analitikai médszerek fejlodését tobb
tudomanyagban elért eredmények egyiittesen hataroztdk
meg. Ezek kozott emlithetd a biokémia, biotechnologia,
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immunoloégia, molekuldris bioldégia és analitikai kémia.
A Dioaffinitasi felismerés nyilvanvaléan csak akkor
detektalhatd ha ez a reakciokozegben megfeleld fizikai-
kémiai valtozasokat okoz. Kezdetben a modszerek
tobbsége a kotodés soran kialakult komplex valamilyen
belsé tulajdonsaganak vizualis vagy rendkivill egyszer(
miszerezettségli (pl. turbidimetrias) detektalasan alapult.
Jellemz6 példa az 1897-ben® Kraus altal leirt specifikus
agglutinacion alapuld tifuszteszt. Az agglutinacion alapuld
immunanalitikai tesztek koziil érdemes még kiemelni
a Coombs-tesztet, amely a szervezet vordsvérsejtjei
elleni autoimmunvalasz diagnosztikajara szolgal ¢és a
hemolizis eredetére ad informaciét’. A direkt Coombs-teszt
esetében a pdaciens vordsvérsejtjeihez poliklondlis anti-
human globulin szérumot adnak és pozitiv valasz esetén
agglutinacio 1ép fel. Az 1940-es években kifejlesztett
immundiffuzion®  és  az  immuncsapadékképzésen
(immunprecipitacid) alapulé modszerek, majd az 1953-ban
bevezetett immunelektroforézis'' is még csak elsdsorban
mindségi illetve félmennyiségi eredményeket szolgaltattak.
Az analitikai teljesitményparamétereck  szempontjabol
forradalmi eldrelépést a kiilonbozo jeloléses modszerek
bevezetése jelentett. Ilyen az 1960-as évek elején, a
Berson ¢és Yalow altal bevezetett radioimmunoassay,
amelyet a plazma inzulintartalmanak meghatdrozasara
dolgoztak ki.'> A mobdszer késébbi népszeriiségét és
elterjedését részben annak is kodszonheti, hogy az elsd
radioimmunoassay modszerek hormonok meghatarozasat
szolgaltak'>'. A hormonokat, melyek a bels6 elvalasztast
mirigyek termékei, rendszerint nagyon kis mennyiségben
kell meghatarozni, rdadasul hatasuk és szerkezetiik kdzott
rendkiviil szoros Osszefliggés van, ezért a legcsekélyebb
szerkezeti valtozas is valtoztathat az élettani hatason. Az
immunoassay bevezetése eldtt a hormonok meghatarozasa
rendkiviil nehézkes volt, a fehérje természetli hormonok
meghatarozasara, mint példaul az inzulin, gyakorlatilag
nem létezett megfeleld analitikai moddszer. Nagy
jelent6ségli az 1960-as évek kozepén Wide' illetve Miles

és Hales!® altal kidolgozott eljaras az antitestek radioaktiv
izotopokkal valo jelolésére, amely az immunradiometrikus
assay (immunoradiometric assay, IRMA) modszer
kialakulasdhoz vezetett. A radioimmunoassay modszerek
viszonylag kdnnyl automatizalhatésaguknak és széleskori
alkalmazhatdésaguknak koszonhetden lehetdséget
teremtettek nagyszamu, rutin analizis elvégzésére. Az
1970-es évek elején a kereskedelmi forgalomban mar tobb
szaz radioimmunoassay allt a felhasznalok rendelkezésére,
elsésorban klinikai analizisre, de kornyezeti, élelmiszer-
analitikai célokra is. A radioimmunoassay bevezetése utan
gyorsan megjelentek a nem-izotopos jeldlésen alapuld
immunoassay moédszerek. fgy méar 1961-ben Dandliker
és Feigen'” a Coons altal bevezetett fluoreszcens jelolést
hasznalva, fluoreszcencia polarizacion alapuld immunoassay
modszert dolgozott ki, mig 1969-ben Avrameas' az
immunreagensek enzimekkel valod jeldlését irta le. Az
utébbi munka az 1970-es évek elején bevezetett enzim
immunoassay technikak alapjat képezte'>?. A késébbiekben
az enzimes ¢s fluoreszcens jelolést alkalmazo immunoassay
modszerek gyors fejlodésének korszaka kovetkezett. A DNS
analizisben forradalmi elérelépést a polimeraz lancreakcio
(PCR-polymerase chain reaction) bevezetése jelentette az
1980-as években?!24,

4. Affinitaison alapulé6 biomolekularis felismerés

detektalasa. Altalanos iranyelvek

Az affinitdson alapuld biomolekularis felismerés esetében,
egy bioreceptor-ligandum komplex alakul ki. A komplex
kialakulasa altalaban csak nagyon kismértékben valtoztatja
meg a kozeg fizikai-kémiai tulajdonsagat és ezért, ahogy azt
a rovid torténeti attekintésben emlitettem az elsé kvantitativ
nagyérzékenységli analitikai modszerek esetében jeldld
anyagokat kellett alkalmazni. Ugyanakkor ma mar olyan
érzékeny modszerek is rendelkezésre allnak, amelyekkel
akar jelolés nélkiil is nyomonkovethetd a receptor-ligandum
komplex kialakulasa. Ennek megfeleléen a detektalas
szempontjabdl a bioaffinitason alapul6 analitikai modszerek
két csoportra oszthatdak: jeldléses, illetve jeldlés nélkiili
modszerek. A jelolést alkalmazd moddszerek esetében
az affinitdsi kolcsonhatds egyik reakcidpartnere olyan
komponenssel van megjeldlve, amely miiszeres analitikai
modszerrel nagy érzékenységgel detektalhatd. A jeldld
anyag lehet: fluoreszcens molekula, enzim, radioaktiv
izotdp, kemilumineszcencias reagens, fém karbonilok,
szilard részecskék, stb. A jelolést alkalmazd modszereket
is két csoportba oszthatjuk. Amennyiben a detektalasi
technika kiilonbséget tud tenni a kotott és nem Kkotott
reagensek altal szolgaltatott analitikai jel kozott, akkor
ezek elvalasztasa nem sziikséges és homogén modszerekrol
beszéliink. Ezeknél sokkal elterjedtebbek az un. heterogén
modszerek, ahol az affinitasi reakcié végeztével, de még
a detektalas elétt a szabad és kotott reagens-frakcidkat
elvalasztjak. Az elvalasztast jelentdsen megkonnyiti,
hogy a felismerd molekulakat altalaban egy szilard
hordozo feliiletére immobilizaljak. A heterogén modszerek
esetében két alapvetd eljarast kiilonboztethetiink meg. A
vetélkedésen alapuld (kompetitiv) modszerek esetén (2.
abra), az antitest mennyisége korlatozott és versengés alakul
ki a kotéhelyekért a meghatarozando antigén és konstans
mennyiségii jelzett antigén kozott. Az immunkomplex
kialakulasa utan a kotott és szabad antigéneket elvalasztjak.
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Altalaban az antitesthez kotddott jelzett antigénmennyiséget
hatarozzak meg és ekkor az analitikai jel ellentétes modon
valtozik a minta antigéntartalmaval. A nem vetélkedd
modszerek legismertebb valtozata a szendvics eljaras (lasd
2. abra), amely nukleinsavak és legalabb két kotohellyel
rendelkezé antigének meghatarozasara alkalmazhaté.
Ebben az esetben a felismerd antitestet a meghatarozandé
antigénhez  viszonyitva  feleslegben  immobilizaljak
egy szilard hordozora. A mintaban levé antigén ¢és az
immobilizalt antitest kozotti immunkomplex kialakulasa
utan egy masodik jelzett antitestet adnak a reakcié kdzeghez.
A felismerd ¢és jelzett antitestek “szendvicsszertien” zarjak
kozre az antigént. A jelzett antitest feleslegének eltavolitasa
utan meghatérozzék a szendvicskomplex mennyiségét

sy
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2. Abra. A vetélkedésen és a nem vetélkedésen alapulo (esetiinkben
szendvics) immuneljarasok sematikus abraja

5. Uj iranyzatok a biomolekularis kolcsonhatisok
jelolésen alapulé detektalasaban

Nyilvanvaléan a jeldlésen alapuld detektdlasok egyik
meghataroz6 kutatasi iranyvonala az 01 tipusu jel616 anyagok
¢és eljarasok fejlesztése. Az utobbi idészakra elsésorban a
nanoszerkezetli jelolé anyagok bevezetése és alkalmazasa
a meghatarozo.

Arany nanorészecskék Az arany nanorészecskék
bioanalitikai céli alkalmazdsa nem 1j keleti. Ot és
Otven nanométer atmérGji  arany nanorészecskéket
nagy elektronsiiriségiik miatt mar az 1970-es években
széleskorben alkalmaztak pasztazo elektronmikroszkopias
méréseknél jelolé anyagként és ezaltal lehetdséget
nyujtottak nagy térfelbontasti immunocitokémiai vizsgalatok
elvégzésére.® Ennek megfeleléen az immunanalitikai
terliletén az arany nanorészecskék alkalmazasa ma mar
rutinszer(inek tekinthet6.?® Ugyanakkor a DNS analizisben
valo bevezetésiik és a megfeleld oligonukleotid-arany
nanorészecske konjugatumok eldallitasa csak az 1990-
es évek masodik felében tortént meg.?”?* Jellemz6 példa
az arany nanorészecskéken alapuld nagyérzékenységl
eljarasokra a Mirkin csoportja altal kidolgozott szendvics
modszer az anthrax-specifikus szekvencia meghatarozasara
(3. abra). Ennek soran a szilard hordozéra immobilizalt

oligonukleotid felismerd szal, a célszekvencia ¢és az
arany nanorészecskéhez konjugalt masodik felismerd
szekvencia szendvics komplexet alkot. A célszekvencia
100 pM feletti koncentracidja esetében, a nagy optikai
strliségli arany jeldlésnek koszonhetdéen, a szendvics
komplex kialakuldsa akar vizudlisan is detektalhatd. A
kimutatasi hatdr tovabbi csokkentése érdekében a szerzok
kihasznaltak az arany nanorészecskék azon tulajdonsagat,
hogy megfeleld redukaloszer jelenlétében az eziist
ionok levalasat katalizaljak. Az Un. eziist-amplifikacios
technika &t nagysagrenddel csokkentette a kimutatasi
hatart, rdadasul a dinamikus koncentracidtartomany az
eziistlevalasztas idejével szabalyozhatonak bizonyult.?
Erdekes modon a fluorofor jelzéssel Osszehasonlitva az
arany nanorészecskékkel konjugalt oligonukleotidok
alkalmazasa nagymértékben megndvelte az analizis
szelektivitasat, amely alkalmasnak bizonyult a tokéletesen
komplementer és pontmutacids szalak megkiilonboztetésére
(SNP analizis). A moddszer érzékenysége tovabbndvelhetd
az un. oligonukleotid bio-vonalkddok alkalmazéasaval.
Ebben az esetben az aranynanorészecskék feliiletén a
felismer6 szal mellett nagy feleslegben immobilizalnak egy
masik DNS szalat, amely a vele komplementer szekvenciaju
bio-vonalkdd oligonukleotiddal duplexet képez. Az eljaras
hasonlé modon zajlik le, viszont a szendvics komplex
kialakulasa utan az emlitett duplexet dehibridizaljak és az
oldatba keriil6 bio-vonalkod oligonukleotidokat hatarozzak
meg az ezilist-amplifikaciéos modszerrel. Tekintettel arra,
hogy minden egyes célvegyiilet bekotédése esetén szaz-
ezerszeres szamu bio-vonalkdd szabadul fel a modszer
kimutatasi hatéara eléri az 500 zM koncentraciot.>* Megfelel6
modositassal és immunreagensek alkalmazasaval ez a
rendkiviil érzékeny eljaras proteinek, pl. prosztata specifikus
antigén, meghatarozasara is alkalmazhato.?!
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3. Abra. Eziist-amplifikacios modszer anthrax-specifikus DNS szekvencia
meghatarozasara. (A) miikodési elv (B) kalibracios gorbék kiilonbozo
eziistlevalasztasi id6k esetében
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Kvantum pontok A kvantum pontok (quantum dots)
olyan félvezetd nanokristilyok amelyeknek mindharom
karakterisztikus ~ dimenzidja az 1-10 nanométeres
tartomanyba esik. Kvantum pontok eldallitasara alkalmas
szervetlen félvezetd anyagok kozott emlithetok a GaN, GaP,
GaAs, InP, InAs, ZnO, ZnS, ZnSe, CdS, CdSe és CdTe.*?
Ezek a nanokristdlyok fluoreszcencids tulajdonsaggal
rendelkeznek. Rendkiviil fontos, hogy a fluoreszcencias
emisszid hullamhosszat a félvezetd nanokristaly atmérdje
hatdrozza meg. A kvantum pontok megfelelé biologiai
eredetii felismerd molekuldkhoz kothetok és ezaltal jelold
anyagként alkalmazhatok  bioaffinitdsi  reakciokban.
Annak ellenére, hogy a kvantum pontok fluoreszcencias
kvantum hatasfoka nem feltétleniill nagyobb a szerves
fluoreszcencias vegyiiletekénél, a fotostabilitasuk jelentdsen
jobb ¢és ez megkonnyiti gyakorlati alkalmazasukat.
Osszehasonlitasképpen mig egy 0,5 mW teljesitményii
Ag" lézer gerjesztés esetében a rodamin 6G molekula
fluoreszcenciaja kb. 10 perc alatt a felére csokkent, addig
a CdSe kvantum pont emisszidja 4 ora alatt semmit nem
valtozott. 33A nanokristalyok tovabbi elényds tulajdonsaga,
hogy a méretiik valtoztatasaval egyszeriien szabalyozhatd
az emisszios hullamhossz. Ezt a tulajdonsagot kombinalva
a monodiszperz kvantum pontok keskeny emisszios
spektrumaval (minddssze 30 nm koriili felértek-szélesség)
lehetdség nyilik tobb célvegyiilet egyidejii meghatarozasara
kiilonb6z6 szinid jelzémolekulak alkalmazasaval. Mindezek
mellett a kvantum pontok nemcsak optikai hanem
elektrokémiai detektalasra is lehetdséget nyujtanak (4.
abra). Ebben az esetben szendvics eljarast alkalmaznak
ahol a masodik felismeré DNS szal kvantum ponttal jelolt.
A szendvics komplex kialakuldsa utan a nanokristalyokat
kis térfogatban feloldjak majd a fémionokat inverz
voltammetridval meghatarozzak. Ezek a modszerek
rendkiviil nagy érzékenységgel rendelkeznek hiszen
minden egyes szendvics komplex kialakuldsdhoz mérett6l
fliggben par szaztdl par ezer fématomot tartalmazo kvantum
pont tartozik.** Emellett kiillonb6z6 anyagbol késziilt
kvantum pontok alkalmazasaval tobb célvegyiilet egyidejii
meghatarozasa is lehetséges. Ilyen meghatarozas elvét
mutatja be a 4. dbra ahol harom felismerd oligonukleotid
szalat (F1-F3) harom kiilonb6zd célvegyiilet (C1-C3)
meghatarozasara alkalmaznak.*

ZnS Cd  PbS pp2*

s 2§ 3 I(A)

4. Abra. T6bb DNS szekvencia egyméasmelletti meghatarozasara
alkalmas elektrokémiai detektalason alapuld szendvics eljaras mikodési
elve. A diagram a szendvics komplex kialakulasa utan, kis térfogatban
feloldott félvezeté nanokristalyok fémionjainak inverz voltammetrids
valaszgorbéjét mutatja be.*

Donor-akceptor kozotti tavolsag modulalasan alapulé
detektalasi modszerek

Mint ismeretes az elektron és energia atadas hatékonysaga

egy donor és egy akceptor csoport vagy molekula kdzott
tavolsagfiiggd. A Forster tipusu rezonancia energiatranszfer
hatékonysaga a tavolsag hatodik hatvanyaval csokken, mig
az elektronatlépés sebességi allanddja exponencialisan
csokken a tavolsag fiiggvényében. Ennek megfelelden
donor-akceptor kozotti tavolsdg modulalasa rendkiviil
érzékeny bioérzékelési eljarasok alapjat képezik.* Példaként
emlitheték a proteaz és egyéb enzimek meghatarozasara
alkalmas modszerek. A modszer leegyszerisitett elve, hogy
kezdetben a fluoreszcenciat kiolté molekula egy megfelel6
peptid lancon keresztiil fluoreszcencias hordozoé feliiletére
van rogzitve és ezért a hordoz6 fluoreszcencids intenzitasa
kicsi. A protedz enzim a peptid lancot felszakitva a kiolto
molekula eltavolitasat eredményezi és ennek kovetkeztében
enzimaktivitas fliggd fluoreszcencia intenzitasnovekedést
okoz.*” A rezonancia energiatranszfer jelenségen alapul az
un. molekularis villogok (molecular beacon) mikoddése is.*
4 A molekularis villogd egy olyan 6nmagahoz hibridizalo
oligonukleotid, amelynek egyik vége altaldban egy
fluoreszcens (5°-vég), a masik pedig egy fluoreszcenciat
kiolto (3’-vég) molekulaval modositott. Az dnhibridizacio
miatt a kialakult hurok konformacié a két molekula
kozelségét és ezaltal a fluoreszcencia kioltasat eredményezi.
A komplementer célvegyiilet hibridizacidja soran kialakult
duplex a hurok konforméaciot felnyitja. Ezaltal a jelolt
oligonukleotid két vége eltavolodik egymastol ¢és a
fluoreszcencia intenzitdsa megnd. A molekularis villogok
elektronikus analogjai esetében az oligonukleotid lanc
egyik vége az elektrod feliiletén rogzitett mig a masik vége
elektroaktiv molekulaval (pl. ferrocén) jelzett.* A hurok
konformacid esetében a legkisebb az elektroaktiv molekula
és az eclektrodfelillet kozotti tavolsag ¢és legnagyobb
az eclektronatlépés sebessége. Hibridizacido esetén az
elektroaktiv komponens eltavolodik az elektrodfeliilettdl
ami az elektrokémiai jel (aramerdsség) csokkenését
eredményezi.

errocén I::>
1 AA

5. Abra. Molekularis villogok és elektronikus analogjaik mitkodési elve

Rezonancia  energiatranszferen  alapuldé  modszerek
protein analizisre is alkalmazhatok. Ebben az esetben a
megfeleld aptamer lanc két végét jeldlik meg az energia
donor ¢és akceptor molekuldkkal. Az aptamerek oldatbeli
konformacidja atrendezédik a fehérjéhez vald specifikus
kotodés soran. Ez az akceptor-donor kozotti tavolsag
és ezaltal a fluoreszcencia intenzitds megvaltozasat
eredményezi.** Fontos megjegyezni, hogy a molekularis
villogékon alapulé eljarasok homogén bioanalitikai
moédszernek tekinthetd, azaz itt nem sziikséges a kotott és
nem kotott reagens frakciok egymastol valod elvalasztasa.
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6. Iranyzatok a biomolekulédris kolcsonhatasok jelolés
nélkiili detektilasaban

A nagyérzékenységgel detektalhato jelold anyagok
bioanalitikai célu alkalmazéasanak el6nyei nem szorulnak
kiilon magyarazatra. Mindazonaltal tobb lépéses eljarasokat
¢és koltséges jelold anyagok alkalmazasat igénylik. Emellett
az esetek tobbségében nincs lehet6ség a biomolekularis
kolcsonhatas  valos id6ben torténd nyomonkdvetésére,
amely lehetévé tenné a kotdédési reakcio kinetikajanak
meghatarozasat. Ezért a bioanalitikai rendszerek fejlesztési
iranyzatain beliil a jelolés nélkiili, de nagyérzékenységet
biztosité modszerek kialakitasa rendkiviili fontossaggal bir.

Feliileti plazmonrezonancia elvén alapulé bioérzékelés

A bioanalitikdban 1980-as ¢évek elején Liedberg ¢és
munkatarsai®®** 4ltal bevezetett analitikai moddszer, a
feliileti plazmon rezonancia (surface plasmon resonance,
SPR) sikere harom tényezével magyarazhaté: a) az
SPR spektroszkopiaval valds idében meghatarozhatd a
biomolekularis kolcsonhatasok kinetikaja, b) a biomolekulak
kotodése jelolés nélkiil nyomonkdvethetd c) az SPR technika
a feliileti tulajdonsagokra mutatott nagy érzékenysége
lehetévé teszi akar relativ gyenge feliileti kdlcsonhatasok
vizsgalatat is. A feliileti plazmonok egy fém (az esetek
tobbségében arany)-dielektrikum hatarfeliilleten a vezetési
elektronok mozgasahoz kapcsolodo  elektronsiiriiség-
hullamok. A plazmonok fénnyel valoé gerjesztéséhez a
fény impulzusdnak feliilettel parhuzamos komponense
meg kell egyezzen az azonos energiaju feliileti plazmon
impulzusaval.* Ebben az esetben a fény energiaja atadodik
az eclektronsiiriség hullamnak és egy rezonancia jellegli
csatolas torténik. A feliileti plazmonok kialakitasahoz
leggyakrabban hasznalt konfiguraci6 esetében a fényt egy
prizma (Kretschmann elrendezés) segitségével csatoljak be
a tipikusan 50 nm vastag fémrétegbe. A plazmon-gerjesztés
a fény egy adott beesési szogénél torténik meg és ilyenkor a
fém feliiletrél visszavert fény intenzitdsaban egy minimum
észlelhetd (6 abra). A rezonancianak megfeleld beesési szog
értéke érzékenyen fiigg a megvilagitott fémréteg masik
oldalaval érintkezd kozeg torésmutatojatol. A generalt
evaneszcens hullamok intenzitdsa a fém/dielektrikum
hatarfeliileten maximalis. Az intenzitds a hatarfeliilettdl
tavolodva exponencialisan csokken és par szaz nanométeres
behatolasi mélységben biztositja a feliileti detektalast. A
biomolekularis kolcsonhatasok vizsgalatakor az affinitasi
reakcié egyik komponense a fém felilletén immobilizalt,
mig a masik komponens a fémmel érintkez6 mintaoldatban
talalhato. A bekotdédés megvaltoztatia a  feliilettel
kozvetleniil érintkez6é réteg (ahol az evaneszcens hullam
intenzitasa a legnagyobb) torésmutatojat amit a késziilék a
rezonancia szog eltolodasan keresztiil érzékenyen detektal.
Az analitikai ¢és kinetikai informdciét a rezonancia szog
idébeli  valtozasanak nyomonkdvetése szolgaltatja. A
meghatarozas érzékenységét elsédlegesen a biomolekularis
kolcsonhatas soran kialakult komplex stabilitdsa ¢és a
vizsgalt komponens molekulatdmege hatarozza meg. Az
SPR alkalmazasa rendkiviil széles kor(i.**4’ Kiterjedten
hasznalhato ellenanyag-antigén, DNS hibridizacio, protein-
protein, receptor - biomolekula, stb. k6zotti kdlesonhatasok
vizsgalatara. Az SPR mérések a kinetikai allandok és
molekularis kolesonhatasok specificitasanak meghatarozasan
tul alkalmasak nyomanalitikai meghatarozasokra is. *
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6. Abra. Az SPR rendszer detektalasi elvének sematikus diagramja.
Mikrokonzol (mikromechanikai) szenzorok

A mikrokonzol szenzorok az atomerd €s mas mérészondas
mikroszképiakban alkalmazott mikrokonzolok megfeleld
kémiai érzékenyitéssel kialakitott valtozatain alapulnak. A
mikrokonzolok szenzorokba valo atiiltetése az 1990-es évek
elejére tehetd. Ekkor alkalmaztak onalld detektorokként
femtojoule felbontast fototermikus  spektroszkopias
mérésekhez®, illetve hémérséklet, nedvességtartalom ¢és
higanykoncentracié6 meghatarozasara.*® A mikrokonzolok
tipikusan 0,2-1 um vastag, 20-100 pm széles és 100-500 pm
hosszu rugalmas lapkak, amelynek egyik vége egy szilard
tartohoz van rogzitve. Altalaban a mikrokonzol elhajlasat
a lapka végére iranyitott lézersugar visszaverddésén
keresztiil optikai detektorral kovetik nyomon. A mért
paraméter, elhajlas vagy rezonancia frekvencia, szerint
megkiilonboztetiink statikus és dinamikus mikrokonzol
szenzorokat. Dinamikus tizemmoddban a mikrokonzolok
mikromechanikai  oszcillatorokként miikodnek és a
mikrokonzol tdomegvaltozasa a rezonanciafrekvencia
valtozasan keresztiil hatarozhatdé meg. A kvarckristaly
mikromérlegen®>?  alapul6  bioszenzorokkal  analdg
médon ha a felilet megfeleld bioaffintast reagenssel
modositott akkor a ligandum bekdtédése megvaltoztatja a
mikrokonzol tomegét és ez a tomegvaltozas valos idében
nyomonkovethetd a rezonanciafrekvencia valtozasan
keresztiil. A statikus mikrokonzol szenzorok a receptor-
ligandum kolcsonhatds energiajat mechanikai energiava
alakitjak at. Ennek megfelelden tobbrétegti mikrokonzolok
esetében a molekulak adszorpcidja/kotodése differencialt
felilleti fesziiltség valtozast okoz ami a mikrokonzol
elhajlasat eredményezi. A mikrokonzol szenzorok rendkiviil
érzékenyek a hémérsékletre (a rétegek kiillonbozo linedris
hétagulasi egyiitthatdja miatt) és a konvektiv hatasokra.
Ezért a mikrokonzol szenzorokat szinte kizdrélag csak
differencialis felépitésben alkalmazzak. Ebben az esetben
mikrokonzol sorokat hasznalnak amelyek egy része szelektiv
felismeré molekulakkal modositott, a masik részét pedig a
nem specifikus adszorpcionak ellenallé réteggel vonjak be.
Mint ahogy a 7. bran lathat6 rendszer is mutatja, az analitikai
jelet a DNS-el moédositott és a referencia mikrokonzol
elhajlasanak kiilonbsége adja. A komplementer DNS
bekdtddése mind az elektrosztatikus mind pedig a sztérikus
taszitast noveli a felismerd rétegben ezért a megfeleld
mikrokonzol elhajlasat okozza.’* Aptamerekkel®, illetve
antitestekkel modositott mikrokonzol szenzorokat sikeresen
alkalmaztak kiilonboz6 fehérjék meghatdrozasara is.
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7 Abra. Tébbkonzolos mikromechanikai szenzor abraja és alkalmazasa
DNS hibridizacio detektalasara

Nanohuzalokon alapulé térvezérlésii tranzisztorok
alkalmazasa bioérzékelésre

A félvezetd nanohuzalok kontrollalt eldallitdsaban
elért eredmények® lehetdvé tették ezek térvezérlést
tranzisztorokon alapuld kémiai szenzorokba (CHEMFET)
vald integralasat. Mint ismeretes a  térvezérlési
tranzisztorok  esetében a forras- ¢és nyel6-elektrodok
kozott talalhato félvezetd csatorna vezetoképességét (a
toltéshordozok koncentracigjat) egy vékony szigeteld
rétegen keresztiil kapacitiven csatolt vezérl6elektroddal
modulaljak. A CHEMFET szenzorok esetében a csatorna
vezetoképességének valtozasat a kémiailag érzékenyitett
vezérléelektroda és mintaoldat hatarfeliiletén lejatszodo
kémiai folyamat befolyasolja. Ugyanezt az elvet kdvetik a
nanohuzal tipusu térvezérlésti kémiai szenzorok itt azonban
a félvezetd csatorna kialakitdsara altalaban borral adalékolt
szilicium egykristaly nanohuzalt alkalmaznak.*’
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8. Abra. A nanohuzal térvezérlésii tranzisztorokon alapulé bioérzékelés
mikodési elve.

Az erre a célra alkalmazott nanohuzalok tipikusan 10-20 nm
atmérdjiiek és 2-6 mikrométer hosszuak. Itt a toltéshordozok

koncentracidja a  planaris  felépitésti  térvezérlésti
tranzisztoroktol eltéréen a nanohuzal “teljes tomegében
valtozik” amely az érzé¢kenység jelentds novekedését, akar
egy molekula kimutatasanak elvi lehet6ségét is magaban
hordozza. A szelektiv felismerést a nanohuzal feliiletére
immobilizalt biomolekuldkkal biztositjak. Tekintettel
arra, hogy a csatornan atfolyé aram megvaltozasahoz
a nanohuzal feliileti toltésstiriség valtozasa sziikséges,
ezért a beko6tddd ligandumnak mindenképpen elektromos
toltéssel kell rendelkeznie. Az elsé bioanalitikai jellegli
alkalmazas soran Lieber ¢és munkatarsai a nanohuzal
feliiletét biotinnal modositottak ¢és sztreptavidin illetve
monoklondlis anti-biotin antitest szelektiv detektdlasdnak
lehetéségét vizsgaltak.’” Az altaluk alkalmazott pH-n a
sztreptavidin negativ, mig az anti-biotin pozitiv tdltéssel
rendelkezett és ennek megfeleléen bekotddésiik a p-tipusa
félvezeté nanohuzal vezetOképességének novelését illetve
csokkentését okoztak Jelenleg megfelelé biomolekulakkal
modositott nanohuzalokat fehérjék mellett mar DNS szalak™
s6t virusok® meghatarozasara is sikeresen alkalmaztak.
A kimutatasi hatar proteinek esetében legfeljebb 10 pM,
a DNS szalak esetében 10 fM, mig az influenza A virus
esetében 80 aM (50 virus/ pl) volt.®

Ioncsatorna tipusi bioszenzorok

Az ioncsatorna tipusu bioérzékelés rendkiviil érzékeny
analitikai modszer, amely akar egy molekula detektalasara
is lehetéséget nyujt. Az ioncsatorna tipusu érzékeldk
esetében megfeleld receptorok/nanopérusok  vannak
egy  elektromosan szigetel6 membranban integralva.
A receptorok/porusok  szelektiv  kolcsonhatasa  a
meghatarozandé komponenssel megvaltoztatjak a membran
ateresztOképességét a detektalt marker ionok szamara és ez
a fluxus valtozas szolgaltatja az analitikai jelet. A modszer
érzékenysége azzal magyarazhatd, hogy a meghatdrozandé
komponens mar rendkiviil kis mennyiségének bekotédése
is jelentés modulacidt okozhat a nagy koncentracioban
alkalmazott marker ionok fluxusaban. Az ioncsatorna tipust
szenzorok esetében megkiilonboztetiink egycsatornaju és
tobbcesatorndji szenzorokat.

B

1'- 2 fﬂ
"x"' -

9. Abra. Egy — és tbbcsatornas ioncsatorna tipust szenzorok miikodési
elvének és az ionaram-1d6 valaszgorbéinek sematikus vazlata. A
meghatarozand6 komponenssel valo kolcsonhatas soran az effektiv
porusatmérd lecsokken, ami egyiitt jar a membranon keresztiil mért
aramer6sség csokkenésével !

Az egycsatornas szenzorok esetében az egyedi porus és a
meghatarozandé komponensek kdolcsonhatasa bonyolult,
ujlenyomatszerti aramtranzienst eredményez. A csatorna
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blokkolasa egy olyan sztochasztikus esemény, amelynek
eléfordulasi frekvencidgja a meghatarozanddé molekulak
koncentraciojatol fiigg. Ugyanakkor a jel amplitaddja,
illetve a csatorna nyitott és zart allapotainak iddtartama
a vizsgalandd komponens anyagi mindségétol fiigg.
A tobbcsatornas szenzorok esetében ezek az egyedi
kolesonhatasok idében nem bonthatok fel és csak az
Oszionaram valtozasa detektalhato. A gyakorlati megvaldsitas
soran leggyakrabban a-haemolysin proteint alkalmaznak,
amely a lipid kettésréteg membranban onrendezodéssel
egy 100 A hosszu és legsziikebb részén kb. 15 A atmérdji
pérust képez. A membrant két elektrolitot tartalmazé félcella
kozott alakitjak ki, majd altalaban 100 mV koriili fesziiltség
alkalmazasa mellett mérik a membranon keresztiil atfolyd
aram erdsségét (pA).

Egyszala DNS illetve RNS molekuldk elongalt
konformacidban at tudnak hatolni az a-haemolysin poéruson
¢és ennek megfelelden kisérletet tettek ezek szekvendlasara
az egyedi lancok athatolasa soran regisztralt aramtranziensek
alapjan.®>® Ennek ellenére proteinek ¢és nukleinsavak
szelektiv meghatarozasat valdjaban csak a géntechnologia
segitségével modositott o-haemolysin porusok tették
lehetévé. fgy egyszali oligonukleotid kovalens rogzitése a
porus belsejében nemcsak a komplementer szal szelektiv
felismerésére adott lehetéséget,* hanem a duplexképzOdés
kinetikajarél is informaciot szolgaltatott.® A protein
meghatarozas soran, tekintettel arra, hogy a proteinek nem
férnek be az a-haemolysin nanoporusba a receptort polimer
tavtarton keresztiil kotik a poérus belsé falara. Ebben az
esetben a poruson kiviili szelektiv ligandum-receptor kotodés
modulalja a csatornan keresztiili ionaramot.®® A biologiai
nanoporusokon alapulé szenzorok alkalmazasat elsdsorban
a lipid kettOsréteg stabilitasa és a megfelel6 receptorokkal
modositott porusok elérhetdsége korlatozza.”*®  Erre a
problémara megoldést jelenthet a szintetikus porusok és
receptorok mint példaul a kémiailag modositott nanocsovek
alkalmazasa.®

Osszefoglalas

A biomolekularis kdlcsonhatasok analitikai célt alkalmazasa
egy dinamikusan fejl6dé interdiszciplinaris teriilet.
Az utobbi idészakban kifejlesztett rendkiviil érzékeny
detektalasi eljarasok az analitika, anyag- és ¢élettudomanyok
egylittes alkalmazasanak kdszonhetd. Kiilonbdzo bioldgiai,
kémiai vagy fizikai jellegli jelfelerdsitési sémak kiilon vagy
egylittes alkalmazasa megkozeliti és egyes esetekben eléri
az analitikai detektalas elvi kimutatasi hatarat. A jeloléses
modszerekre az ) tipusu nanoszerkezetli anyagok és
szintetikus receptorok bevezetése €s alkalmazasa jellemzd.
Ugyanakkor az affinitdsi kolcsonhatasok valds ideji
nyomonkdvetésének igénye, 0j jelolésmentes jelatvivok és
detektalasi elvek kifejlesztéséhez vezetett.
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methods of affinity interactions were based on the use of different
labels, such as enzymes, nanoparticles, fluorophores, etc.. In the
recent years the implementation of novel nanostructures such as
quantum dots, nanoparticle-receptor conjugates as well as different
biological and chemical type amplification schemes are pushing to
the limits the analytical performance parameters. The application
of nanostructures for sensing and biosensing is especially a quickly
emerging area, gaining popularity from the intimate molecular
level control of the detection process. It has been shown by several
groups the tremendous amplification with which nanoparticle
labels can assist the analysis of proteins and DNA strands. The
high optical density of metal nanoparticles in certain cases made
possible the visualization of target concentrations down to 100
pM with the naked eye. The catalytic effect of metal nanoparticles
can also be used to induce electroless deposition of silver, which
improves with another five orders of magnitude the detection
limit of analytical techniques based on gold nanoparticle labels.
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Moreover, since each individual molecular binding event is
associated with the presence of a nanoparticle consisting of
thousands of atoms, their dissolution and detection with stripping
voltammetry in minute volumes provides another route for the
high sensitivity detection of bioaffinity interactions. However,
the use of labels can often result in laborious multi-step detection
procedures and most often prohibit the real time monitoring of
the affinity interactions. Therefore, there is a considerable effort
directed towards the development of novel label-free, but sensitive

approaches for biosensing. Well established label-free techniques
such as quartz crystal microbalance and surface plasmon resonance
are providing means not only for the trace analysis of biomolecules,
but also to follow binding events in real time and by that to
determine the kinetic parameters of the affinity reactions. Recently
emerging biosensing technologies such as microcantilever sensors,
nanowire based field effect transistors and stochastic sensors have
demonstrated the tremendous potential of biological and synthetic
nanostructures for label-free bionalysis.

111 évfolyam, 3. szam, 2005. szeptember



