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1. Bevezetés

Minden a kapcsolatokon mulik. Ez alél a biologiaes/ezetek sem kivételek.tdodésukert
szervek, szovetek és sejtek Osszehangolt rendsekale melyek alapelemei molekularis
szinti kapcsolatokig vezethetvissza. A molekulak kiulonbézkapcsolodasaikon keresztil
szabalyozzak és vezérlik a teljes szervezetet. ®@eggmolekula (fehérjék, lipidek, DNS,
RNS) pontos kapcsolodasdhoz van szikség a genditikanany megkebizodéséhez, a
fehérje molekulak szintetizadlodasahoz, jelatvitbbk a sejtek alakjanak megtartasahoz, az
immunvalaszhoz stb. A szervezetiinkbe bejutd kuldmbidlegen anyagok, objektumok
(antigének) kisréséért az immunrendszer felel. Az antitestek avezet altal termelt
receptorok, melyek feladata az antigének befog&saeénlegesitése. Kisérleteink soran a
szervezetink védelmi vonalat képemmunrendszer egyik fontos pontjat vizsgaltuk, egy
specifikusan kdtdé antigén-antitest molekulapar kapcsolédasat. Kéohia molekula kozti
kapcsolodasi ér nN-nal kisebb €k skalajan mozog, melyek mérésére napjaink egyik
hatékony eszkdze az atorienikroszkop.

Az 1980-as évek elején két neves fizikus, G. BingsgH. Roher kifejlesztették a pasztazo
alagut mikroszkopot (STM) [1]. Egy nagyon hegyegzefe tulajdonsagu tivel az alagut
effektus jelenségét kihasznalva, olyan fellletletmto készlléket készitettek, ami felilmulta
az optikai mikroszkopok felbontoképességét. Felfédakkel egy 0j mikroszkopcsalad
kibontakozasat tették lelie, melynek egyik tagja az atomiemikroszkép (AFM) [2]. A
készulék mindamellett, hogy szub-molekularis fetdsti haromdimenzids képek készitésére
alkalmas, széles kérben elterjedt bioldgiai minégdkazok molekularis szinkapcsolatainak
vizsgalataban. Felépitésdtmddddan nagy érzékenységroméréseket tesz lelia, akar a
pN-ok tartoményaban, ezéltal Uj kapukat nyitva aldgia valamint az anyagtudomany
kilonbd® terlletein. Az atomér mikroszkopia eimérésekre vonatkozé agat atother
spektroszkopianak (AFS) nevezik.

Kisérleteink soran a mikroszkopnak ezt a tulajdgasédasznaltuk fel arra, hogy pontos
eroméréseket végezzink egy specifikus antigén-anti@sisi erejének vizsgalatara. Ezek a
molekuldk régodta kutatott terlletei a tudoméany tdbldonb6d aganak, kotési erejik
vizsgalata alapvétfontossagu az élettudomanyok tertletén.

Célunk az volt, hogy émeéréseket vegezziink a molekulapart 6sszetastopi-os skalajan
€s meghatarozzuk a molekulaparra jellérkatési ebk mérettartomanyat. Az & nagysagat
az elhdzasi sebesség fliggvényében tanulmanyozedy anszakirodalomban egy elfogadott

modszer, meghatarozzuk a kolcsonhatasra jellenparamétereket. A meért dr
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specifikussaganak alatamasztasa érdekében tovébbéreseket folyatattunk antigént nem
tartalmazdé 4 és antitestet nem tartalmazé felulet kozott, vadanolyan antitesteket
tartalmazé feluleten, amelyetéebleg antigénekkel blokkoltunk. Tovabbi célunk vdiggy

megvizsgaljuk a kotések kialakulasanak a molektédébeli helyzetétl valo fuggéset.

1.1. Pasztazoitszondas mikroszkopia

Az 1980-as évek elején G. Binnig, H. Rohrer és mtdmsaik [1], kifejlesztettek egy
mikroszkopot, melynek felbontdsa vetekedett az tedak mikroszkopéval. A késziléket
pasztazo6 alagut mikroszkopnak (STM) nevezték eledzkdz, melyi kiderllt, hogy szilard
testek atomi felbontasu vizsgalatat teszi léhétforradalmasitotta a mikroszképiat és a
fellleti analizist. Felfedezésik egy teljesen Ugnmézkopcsalad kibontakozasat segitette el
melyet pasztazdiszondas mikroszképianak (SPM) neveznek.

A pasztazé itszondas mikroszkop két fontos sajatossaga a paszéie a kozeli-mében
(near-field) valé nikddés (1. abra). A pasztazas régota hasznalt aszikdpiaban, viszont a
kozeli medben valéo nikodés UGjnak szamitott. Szikségessé teszi, hogy cadaz
folyamatosan a minta kozvetlen kdzelében maradfopésztazé iszondas mikroszkdpia

nem csupan egy moédszer, ahol a szonda letapogfiasgpantosan leképezi a minta fellletét,

“ sz

V4

szemszogéah lattatja a mintat. Kévetkezésképpen kilonbparamétereket megadva teljesen
mas informacidkat kaphatunk ugyanarrél a mintarol.
Egy a csucsan néhanv

, P , A tii a feliilethez képest
atombal allé szondat végigpasztazza a felszint

kozelitve egy felllet

felszinéhez, par nanométere
A visszacsatolasi rendszer a tiit

kozelsegben van der Waal folyton a felszin kézelében tartja

Ty

tipust vonzééit érzékellnk.
Ha a rendszerre elektromao

potencial  kilénbség var

kapcsolva,  elektrosztatiku: A td érzekeli a

kélcsénhatas nagysagat

erok is kozrejatszanak (EFM).
Abban az esetben, ha a min._. 1. abra A pasztazoitszondas mikroszkop itkodési elve
€s a szonda is ferromagneses tulajdonsagokkal lkezde ez magnesesdlr kdlcsbnhatasat

eredményezi (MFM). A felllet és a szonda kozti ta&got 1 nm ald csokkentve, az
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alaguteffektus tartomanyaba lépink (STM). Egyesndak alkalmasak mechanikai
kolcsonhatasok észlelésére, amelyek a felllet r@fiagp mellett informaciét adnak annak
tribolégiai, rugalmassagi vagy akar adhéziés tulaghgairdl. Ennek lehgtégét az atomér
mikroszkop (AFM) valGsitja meg.

Az optikai mikroszképok éhye, hogy a mintat sajat kornyezetében képesekgaiiais
viszont felbontéképességik a hasznalt sugarzaanitisszatol figg, melynek a diffrakcid
szab hatart. Az igy elérlietegnagyobb felbontas 200 nm koéruli. Az elektrorkmszkopok
felbontoképessége joval nagyobb, viszont a mintayblolt ebkészitést igényel és a
képalkotdshoz magas vakuumra van szilkség. A paéstidzondas mikroszképia a két
mikroszkop ebnyeit Otvozi. Képes elérni az elektronmikroszkopftkbontoképességét,
mikdzben molekularis folyamatok vizsgalatat teshidtvé a maguk sajat kérnyezetében.

1.2. Az atomeb mikroszkopia

1986-ban G. Binning és munkatarsai bejelentették atameé mikroszkop (AFM)
kifejlesztését [2], amely taldn a legsokoldalubbjaaa pasztdzouszondas mikroszkopok
(SPM) széles skalajanak. Az AFM szondaja egy ryg@a vagy konzol végén talalhatéd
hegyes ii, amely végigpasztazva a fellletet kdlcsén hat larfelszinével. A kdlcsénhatas
kovetkeztében a rugolapka elhajlik. Ezt az elhajgdy nagy érzékenyseé@ptikai rendszer
detektélja. Az elhajlas értékéiball 6ssze a fellledt alkotott haromdimenziés kép. A
biofizikusok hamar felismerték azt a rengetegngt, amit a mikroszkép felépitésgbés
mukodeési elvebl adéddan nyujt. Egy olyan egyedilallo mérési tedbgia, ami lehdive
teszi kulénbog felszinek struktdrajanak molekularis s#intvizsgalatat. A felllet
domborzatanak pontos meghatarozasaval valodi hanoendios kep készitésére alkalmas.
Bepillantast nyerhetiink akér kulonalld molekuldlerkezetébe, vagy kiulénb&ZAelszinek
atomi szinti strukturajaba is. Felbontoképessége azonos awaekikroszképéval, de nem
igényel bonyolult és invaziv minta ééeszitést. A mérési modszer mindamellett, hogy
lehetivé tesz ultra magas vakuumban vagy rendkivil atgcskdmeérsékleten folyo
kisérleteket, alapvéen nem igényel kulonleges korilményeket. Folyadekked mérére is
alkalmas, ennél fogva lelie® teszi, hogy bioldgiai mintakat sajat kornyezegik
vizsgaljuk.

Az atomeb mikroszkopia mara nélkilozhetetlen eszkdzzé vattilerobioldgiai rendszerek
vizsgélatdban. Leh&té tette a sejt, membranjan keresztili, kornyeekdrherésének a
tanulméanyozasat, membranfehérjék kozvetlen viz&galg8], fellleti fehérjéken végzett

kisérletekkel a sejtek kozti kdlcsbnhatasok tanalypaasat [4]. Makromolekulak megjeldlés



nélkali vizsgalata valik lehévé, valamint fehérje komplexek méreteirés formajardl,

konformacio valtozasokrél kaphatunk informaciot. [5]

Mérési modok

A mikroszkop szondaja a felllet kozvetlen kdzeléldaizeli-mezejében) hat6 émek van
kitéve (Lennard-Jones potencial), melyek lehetrmkzo vagy taszito jellégk (2. abra). Ait

a felllethez kozeledve, par nanomeéteres tavolsagbanodr egy vonzo hatast erzékel, amely
a van der Waals ék kovetkezmeénye. Cstkkentve a tavolsagot egy saslaEytomanyba ér,
ahol a vonzo és taszitserkiegyenlitik egymast. Végul a felllet kozvetleteklében aiit és

a felllet atomjainak elektronfeihelkezdenek dsszefésini, melynek egy hirtelen névekv

taszitas a kbvetkezménye.

taszitd erdk

ERO

tartomanya

|

rezgé mod

TO-MINTA
TAVOLSAG

! 1

vonzd erdk

kontakt mod nem-kontakt méd

tartomanya

2. bra. A kozeli-medben hat6 ik (Lennard-Jones potencial) és az egyes
tartomanvokban dkodo méresi mode

A fenti e6k taszitasi, illetve vonzasi jellegét kihasznalgblt mérési médot kilonbdztetiink
meg. A harom legelterjedtebb a kontakt, nem-konilékve a rez¢ (,AC” vagy ,tapping”)
mad.

A kontaktmodd a taszito éik tartomanyaban tikodik (2. abra). Mérés soraniakozvetlendl
érintkezik a felUlettel, amely taszito6gel hatva ra elhajlitta a rugodlapkat. Auszer a
rugblapka elhajlasat érzékeli és visszacsatolastssggvel ugy vezérli aitfliggleges
helyzetét, hogy az elhajlast folyamatosan egy hiasrebre beallitott értéken tartsa. Ez a
mérési mod nagy felbontasu képek késztésére alkalhm@ranya azonban, hogy puhabb
mintak esetében karosithatja azok felszinét.

A nem-kontaktmdd a vonzé efk tartomanyat hasznalja ki (2. abra). A mérés nenatyon
hasonl6 a kontakt médéhoz, azzal a kilonbségggl aaugdlapka ellentétes iranyban hajlik
meg. Ebnye, hogy mivel a mérés sorantartem éri el a felszint, nem karositja a minta

fellletét. Hatranya, hogy nem szolgaltat olyan letes képet, amire a kontakt mod képes.
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A rezgo (vagy tappingimod a két ebzének az elnyeit hivatott egyesiteni (2. abra). Ha a
rugolapkat egy a sajat frekvencigjdhoz nagyon kogetjeszé frekvenciaval rezgetjik,
viszonylag kicsi energia befektetéssel eléhbbgy a rugdlapka egy bizonyo$r beallitott
amplitdon folyamatosan rezegjen. Az igy kialakitoérési rendszer @lye, hogy képes a
vonzé és a taszitdo d tartomanyaban egyuttesenikddni megtartva a kontaktmod

felbontdképesséegeét, ugyanakkor nem tesz kart aabant

A mintahordozo6
Az AFM felépitése és tikbdése megkdveteli, hogy a vizsgélt minta magasseéljp ne

haladjon meg néhany mikrométeres tartomanyt. Agéltsobjektumot minden esetben egy
sima felszinre kell rogziteni. Erre a célra tbbbyaan is alkalmas. Hasznalhatunk nagy
tisztasagu grafitot (HOPG), szilicium lemezt, &l (muszkovit) kristalyt, Gveget vagy akar
petri csészét is. Az optikailag sima Uveg érdesseg@méteres nagysagrénami nagyobb
objektumok (pl. sejtek) esetében hasznalhaté. Aaosiszamos éhyeinek egyike, hogy
egyszeli ragasztOoszalaggal rétegeire bontva, a szabaddad fdllilet teljesen
szennyeédésmentes, mivel rétegracsos kalium-aluminium keiili igy konnyen tiszta
fellletet nyerhetiink. Anyaga atteis2rdessége pedig nm alatti. A fellilete negatidiott,
ami a bioldgiai objektumok szaméara méréshénygis tapadast eredményez.

A szonda
A mikroszkop felbontoképességét két fontos paraméiarozza meg: aiit(szonda)

hegyessége és annak preciz pozicionalasa.h&dgyességeét, csucsanak gorbileti sugaraval és
a kupszoéggel jellemezzik. A kép a minta fellleténak ti goérblleti sugaranak eés
igy részletgazdagabb kép készithek legtobb ti hegyének gorbuleti sugara 10 nm kordili.
Vannak ennél sokkal hegyesebb un. ultra heglesst vagy akar olyanok, ahol & végén
egyetlen szén nandcsalalhatd. A tk anyaga leggyakrabban sziliciumnitrid 4&4), melyek
utdlag kulonboé fémrétegekkel (Au, Al) is bevonhatdéak. Alakjuk ilgkabb kup vagy
piramis formaja. A jo felbontdképesség elérésérmm rlegend, hogy a t atomilag hegyes
legyen, hanem azt a ledegpontosabban kell pozicionalni a felllethez kégs flig¢leges
irAnyban folyamatosan a kozeli-néeen kell tartani. Ennek elérése érdekében az ARy na
precizitasu piezoelektromos kristalyokat hasznal.

A nN nagysagrenderdk detektaldsara nagyon érzékeny szenzorra van é&zikgy elegans
megoldas, ha a koélcsonhatasbtteegy rugd meghajlasaval meérjuk, ami Hooke torvénye

szerint:



Az = ®

Itt 4z az elhajlastF az e6 nagysagat ék a rugodallandoét jeloli. Az atom&rmikroszkép
esetében erre a célra egy rugolapkat hasznalndgnekea végén talalhaté &.tA lapkak
rugdallandéja néhany pN/nmit egészen tdébb szaz nN/nm-ig valtozik. Egyesek bbka
folyadékos mérésekre alkalmazhatéak, masok szagazsekre esetleg litografiara. Egy rugo
sajat rezgési frekvenciajat a kovetkegyenlet adja meg:

W = | % 0

m

Itt wo a rezgeési frekvencidk a rugoallandd ésn a rugolapka effektiv tomege. Az (1)
egyenletBl kideril, hogy az érzékenység novelése érdekébengéalapka rugdallanddja
minél kisebb kell legyen. Ennek azonban hatart szabrmikus rezgésekre valdo minimalis
érzékenység és a nagy pasztazasi sebesség, amirermppsi frekvenciat, tehat nagyobb

rugéallandét kovetel.

Detektalas
A mikroszkép j6 felbontbképessége megkdveteli aldlagka angstrom nagysagrénd

elhajlasainak detektalasat, melyre tobb kuléwlkioncepcio létezik [6-8]. A legelterjedtebb a
lézerfény alapu elhajlas detektalasi mod (3. ai9dn].

3. abra. Az AFM felépitésének sematikus abrdja. A 1ézernyaldugdlapkardl visszavive, egy
tukron keresztll a négybe osztott fotodiédara esikely meghatarozza a lézerfolt helyzetét.
Itt az elhajlas mértékét egy a rugolapka hatoldalaegy négybe osztott fotodiodara
visszavebdd lézersugar relativ helyzete hatarozza meg (3.)aBrdézersugar flggeges
helyzetét a fels kett, illetve alsdé két szegmens altal érzékelt fesgghidl (vagy

arameésségbl) lehet kiszamolni a kovetkézgyszeit egyenlet szerint.

"'—""If}ijggé'!agas = U’;i T I’:E.‘j — (Vz +13) (3)



1.3. Az atomeb spektroszkopia

Az ers spektroszkopia viszonylag szertedgazé tudomargteramely sokféle kisérleti
eljarast, modszert és vizsgalhatd objektumot foglagaba. A készllék leliet teszi ait és
a vizsgalt minta kozti ék pontos meghatarozasat. Egyikorele, hogy direkt modon
érintkezve a vizsgalt anyaggal, képes nyomdé vagyoékt kifejteni arra, ezaltal akar

maodositani vagy deformalni azt.

Az erégorbe
Az erdbmérések alkalmaval ai tfelllethez viszonyitott poziciéja az xy sikban zibett,

mik6zben fliggleges iranyban kozeledik vagy tévolodik a felszinhieéépest. Ennek
eredményeként egy d@orbét kapunk, mely ait és a minta kozti kodlcsénhatas
tavolsagfiuggesért nyujt informaciot (4. abra).
Az ebmérés soran mikdzben @& kbdzeledik a felszinhez atiszer a rugolapka elhajlasanak
értékét rogziti, mely@l az elhajlasi €t Hooke torvényéhl szamolhatjuk ki (1). Az &r
kiszamitasahoz azonbarbleb sziikségink van a pontos elhajlas és rugdallanéiére. A
muszer a rugolapka elhajlasat egy optikai rendsz&egasztul indirekt médon érzeékeli. A
tényleges elhajlas értékének meghatarozasahoz efleggkunk a mért mennyiség (fesztltség
vagy arameisseqg) és az elhajlas mértékének az aranyat, mal@tSnek (inverse optical
lever sensitivity) neveznek.
InvOLS = AV /Az 4

Ezt a viszonyszamot egy kemény felszinen méddbe segitségével kapjuk meg, ahol egy a
ti és a felllet érintkezését (4. abra, B pont) kéwegyenes szakaszt vélasztunk ki, ami
megadja egy jol meghatarozott (z-piezo altal méréjgassag kulonbségenz( a kvadrans
fotodioda altal mért feszlltség valtozasdlV), Ezek utan a lézernyalab utvonalan nem
valtoztathatunk.
A rugdallandd pontos meghatarozasara a legeltefjpdinddszer a termalis kalibralas [12].
Az optikai rendszer annyira érzékeny, hogy képdskt@ni a rugdlapka dtmozgas altal
keltett rezgéseit. Az igy kapott sajatfrekvencial§eh), valamint azInvOLS értékelsl
kiszamithato a rugdlapka rugéallandoja [13].
A 4. abra egy atlagos d@gorbét mutat be, mely a kélcsdénhatasitea fi-minta tavolsag
fuggvényében abrazolja. A piros a kozéled kék pedig tavolodd szakasz. A ciklusAaz
pontbol indul, ahol ait még tavol van a felszilf igy nem érzekel ét. A felllethez
kozeledve ait a B pontban éri el a felszint, aminek kovetkeztéberugolapka elkezd
elhajolni. Ezt kdveien a rugdlapka a kozeledéssel linearisan ndvekiwel hat a fellletre,
egészen egy &@e meghatarozott maximum értékig. Ezen a pontan@zasirany megfordul,

7



a nyomoef csotkken, majd aita felllettl eltavolodva visszaér a kezdeti helyzetébe.
Kapcsolddasi ér jelenléte esetén a tavolodd &gban egy negativscmlenik meg €),

melynek mélysége megadja az adhéziéaatrtékét 4F).

Tdvolsdg

AF

4. abra Egy atlagos éigorbe abrazolasa. A piros gorbe a kozélgditvonalat jeloli
A tavolodé ti atvonalan (kék) ley minimum (C) az adhéziés@r(AF) abrazolja.

Molekularis felismeré folyamatok
Az utdbbi idbk soran az émérések nagy hanyada foglakozott fellletre rognitetekulak

mechanikai tulajdonsagainak mérésével. Egklilkisérletekbl az inter- és intra-molekularis
erok pontos meghatarozasaval molekularis szinformaciot kaphatunk a sejtek vagy egyéeb
objektumok kozti koélcsdnhatasokrél. Azt a folyamatmikor egy biomolekula egy masikat
odavonzva kdtdik ahhoz, biomolekularis felismerésnek nevezzik].[IEzen specifikus
felisme folyamatok sordn a biomolekulak reverzibilis vaggverzibilis aggregatumokat,
komplexeket képezhetnek, melyeknek sokféle szerepiik a sejtadhézidk, sejtmozgasok
soran; sejtek alakjanak kialakulasaban; a sejtetyezetének felismér folyamataiban;
genom megkebizodésben és atirasban; jelatvitelek, immunvalaszo&nsstb. A molekulak
felisme folyamatokban valo részvételét molekularis gk vezérlik, melyek kulonbdz
nem-kovalens kolcsénhatasok kovetkezményei (van Weals, hidrogénkotés, hidrofob
kolcsdnhatas). A molekulaparokon végzetinegrési technikak repertoarja gyorsandik,
magaba foglalja tobbek kozt az optikai csipeszelaminaris folyadék kamréakat,
biomembran éiszondakat (BFP) és az atomb-apektroszkopiat (AFS) [14,15].

Az atomi ebspektroszkopias kisérletek soran a molekulapakedggja a @ hegyére a masik
pedig egy fellletre kovalens kotésekkel van rogzitA tit a felllethez kozelitve a
molekulapér 6sszekapcsolodhat feltéve, ha eléglmagak és jol orientadlodnak. Aitt
tavolitva a fellletil a molekulaparra kifejtett 8rkdvetkeztében a kotés hirtelen elszakad. Ezt
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az eBklszobbot nevezzik ,kotési” azaz pontosabban ,szsdacinek. Az AFS mérések
azon kivil, hogy nagy érzékenységgel (pN tartomduypldaliranyu felbontassal (0,1 nm
korili), és néhany molekulat igénybe Gekontaktfelilettel (10 nA) rendelkeznek, leh&té
teszik a molekulak kozti felism&rfolyamatok valds idben, fiziologias kdrnyezetben és
jelolés nélkili vizsgalatat.
Kilsé ersk hatasara egy egyensulyi rendszer energiaallapetrbalddik, tehat az AFS
mérések nem egyensulyi korilmények kozott torténAekegyensulyt jellemz paraméterek
a nem-egyensulyi kisérletekbkulonboz elméleti modelleken keresztll kaphatok meg. A
molekulaparok kozti szakadasvkrtanulmanyozasa George Bell elméleti cikkével kel
[16], melyben a széthuzd &er(F) és a disszociacidos rata kozti kapcsolatot a kst
egyenlettel irta le:

koff (F) = 'E‘:.:-ffex?-”(*ﬂngksrj )
Itt koraz egyensulyra jellendzdisszociacios ratakds = Kor(0)), Xz a reakcio koordinata, ami a
kotés és az atmeneti allapot kozti tavolsagotijetgla Boltzmann allandé &sa kmérseéklet.
A disszociacios rata a kapcsolodastaitamat jellemzi, miszerint:

Topr(F) = 1/kypf (F) (6)

Az egyensulyi allapotot jellendzkapcsolodas iitartama, tehat a huzasicefiggvényében
csokken. Késbb Evans és Ritchie, Bell feltevégélkiindulva, megadtak egy targyalasi
modot, amely a szakadasiéerami a rendszert atkényszeriti egy potencialnfalaz id
fliggvényének veszi. igy a szakadasitea terhelés fiiggvényeként targyalja [16,17]. Ezt
nevezik Bell-Evans modellnek [18], ami feltételenipgy a potenciadlfal magassaga az
alkalmazott ef fliggvényében csokken és a legvalészinszakadasi ét (F) a kdvetkes

egyenlettel irja le:

Fr = kBTEn( T ) ()

xg koffkeT

Itt azr a terhelést jel6li, ami alatt azéadéegysegre vett valtozasat ertjik:
r=dF/dt = kdx/dt = kv (8)

A fenti egyenletberk a rugdallando6ty pedig a hizasi sebességet jeldli. Tobb kiloéaboz
terhelésen mért szakadasblersmeretében a 7. egyenlet segitségével kiszamitheendszer
disszociacios ratajekdy) €s reakcid koordinatajag]. Azt a modszert, amely soran az AFS
mérések alkalmaval a terhelést valtoztatjuk dinamei spektroszkopianak (DFS) nevezik.
A DFS kisérletek egyik célja, a koélcsonhatési fotgdok kisérleti adataibdl, valamint ezek
elméleti targyalasanak segitségével kovetkeztethidlasonhatd biomolekuldk szerkezeti

felépitésére. Ismerve sok molekula pontos szer&ezmiegjosolhatova valhat fontosabb
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molekulak kélcsonhatasanak kimenetele, de akanatyalekulaparok tervezése is lehetséges,
amelyek kolcsOnhatasaiéeé meghatarozhatéak. Ennek elérését neheziti, Aaggeptorok

és ligandumok felismér részei nem mutatnak univerzalis alakzatokat. Aégiieén tobb
kilonbdd nem-kovalens kolcsonhatas (van der Waals, elakttkus kdlcsonhatas,
hidrogénkoétés, hidrofob kdlcsénhatas) jatszik gzete ugyanakkor a koétési strukturak
dinamikusak, melyek a kotés kialakulasa soréan kilabes Iépésen mennek keresztil. Tehat a
kapcsolodas tobb fazisos reakcioként viselkedif.[19

1.4. Az antigén és az antitest bemutatasa

Testink bonyolult szervezet mely dinamikus egyegisdlart fenn kodrnyezetével.
Szervezetlinkben tizszer annyi idegen sejt talalmatdt a sajat sejtjeink szama, melyek egy
része a szervezetet ségftaktérium, nagy hanyada viszont ellenség. Az inmenaszerre a
szervezet védelmégként az a feladat harul, hogy elharitson mindamintamadast, amely a
szervezet egészségeét veszeélyeztetné. A védélmezhanizmusok folyamata és kapcsolata
igen bonyolult, melyeket az immunol6gia tudomangautmanyoz. Kisérleteink e komplex
folyamatok egyik elemi részét hivatottak vizsgald,antigén és antitest kapcsolodasat.

Az antitestek vagy ellenanyagok viszonylag nagyalaku, az immunglobulinok csaladjaba
tartoz6 fehérje molekulak, melyeket a szervezetlagen anyagok (antigének) felismerésére
és megkotésére termel. Antigénnek nevezink mindganoanyagot, ami a gerincesek
szervezete idegennek ismer fel és antitest terételédtja ki. Az antitesteket kilonb®z
allatokba bejuttatott antigének segitségével takmélz antitestek csucsain antigén &ot
részek (paratopok) talalhatéak, melyek egy adottigan kothelyeire (epitopjaira)
specifikusak. Az antigének felisndekképessége szinte hatartalan: megkétnek fehérjéket,
lipideket, nukleinsavakat, szénhidratokat, de akésterségesenddlllitott anyagokat is [14].
Az antitestek magas affinitassal {300 M™) képesek megkdtni az antigént,
specifikussaguk pedig csupan egy aminosavbanéetteyagokat is megkulonboztet [14].
Egyes antitestek tobb féle antigént képesek felismééteznek azonban olyan antitestek,
amelyek csupéan egy féle antigénre vannak spediadiza (monoklonalisak). Molekularis
felismerések tanulmanyozédsara a monoklondlis ateitea legmegfelébbek, mivel ezek

mindegyike ugyanazt az epitopot ismeri fel kozelargakkora affinitassal.
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2. Anyagok és modszerek

2.1 A kisérleti eszk6zok bemutatasa

Antigén és antitest
Kisérleteinket egy olyan antigén-antitest paronezéigk, melyek specifikusan kapcsolodnak

egymashoz. Antigénnek egy 11.6 kDa nagysagu embéeletdl kinyert ,p-2
microglobulin” (2m) fehérjemolekulat hasznaltunk, amely szinte geése szervezetben
megtalalhato. Antitestnek egy egérben termelt mandllis ,anti-humarg-2 microglobulin”
fehérjét hasznaltunk, amely specifikusan ékiik a f2m antigénhez. Az antigént és az
antitestet a Sigma Aldrich cégiszereztik be.

AFM
A rendelkezéstinkre allémzer egy Asylum Resarch MFP-3D atotherikroszkdp, amelyet

biologiai mintak mérésére fejlesztettek ki. A madatalka teljes targylemez vagy akar kisebb
petri csészék rahelyezését is megengedi, ellemé&tlszilardtest fizikdban hasznalt atotner
mikroszkopokkal, amelyek nagyon kicsi mintdk vidatgra alkalmasak. A mikroszkég t
poziciondlo rendszere két részre van osztva. Az r@lsz az x és y iranyu piezokristalyokat
tartalmazza, melyek a kozépen elhelyezett mintalkszsikban valé mozgatasaért felelnek. A
mikroszkop szive egy az asztalka folott stabildrelgezked haromlabd kompakt egyséijb
all. Ez tartalmazza aiitrogzitésére szolgalé alegységet, a detektorrertdézea pontos
fuggsleges pozicionalast letisté tewb z iranyu piezokristalyt. A rugélapka elhajlasatla2
alfejezetben leirt |ézeres optikai rendszer rogaitnikroszkop vizszintes sikban legnagyobb
90x90 pn tartomanyt képes leképezni, fitdeges iranyban pedig maximalisan 10 pm vastag
mintak vizsgalatara alkalmas. A kettéosztott piembdilyos rendszer nagyon érzékeny a
kilsd mechanikai rezgésekre. Ezek Kigzse jelerisen noveli a mérés pontossagat. A
berendezés része egy forditott mikroszkop, amélyképet adva segiti d tmintdhoz valo
pozicionalasat, valamint a mérés folyamatanak afigyejését.

A mérésekhez OMCL-RC800-as tipusu sziliciumnitr&isN4) rugolapkakat hasznaltunk.
Nominalis rugdalland6juk 50 pN/nm, sajat rezgésk¥encidjuk levegpen 18 kHz, aiik
hegyének gorbuleti sugara 20 nm-nél kisebb. A mgdkat minden mérésodl az 1.2
alfejezetben is leirt termalis modszer alapjanikaltuk [12], [20], [21].

A rendszer vezérlését és iranyitasat egy IGOR Bra-4s verzio, Wavemetrics, Lake
Oswego, OR, USA) szoftverben készilt MFP-3D Xopgpam teszi lehéwé, amely az
adatok utdlagos kiértékelésére is alkalmas.
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2.2 A kisérlet menete

A mintakészités
A mintak rogzitése soran létrejott kotéseksebbek kell legyenek a vizsgalt molekulapar

kozti kolcsdnhatasoknal. Ennek érdekében a molkhtilkovalens kotésekkel rogzitettik a
fellletekhez. A mintakészités lépéseit az 5. almemglteti. Hordoz6 fellletnek nagy
simasagu Uveget hasznaltunk. Ezekésadr oxigén plazma segitsegével megtisztitottu®, 40
milli torr nyomasu, tiszta oxigént tartalmazé vakérben, 1-1.5 percig tarto,
mikrohulldmmal ebéllitott, plazma segitségével. Ezek utan 5 perceganban aztattuéket,
majd nitrogén gézzal szaritottuk meg. Ezt kéeat 30 percen keresztilder ultraibolya
sugarzas ala tettik, amelyolkivia a felliletre a hidroxyl csoportokat. Ezutanp&rcen
keresztil inkubaltuk a fellileteket egy 0.3 M 3-aopiropiltrietoxilan (APTES) kloroform
oldatban, szobadmeérsékleten, majd haromszor kloroformmal lemostsknégrogéngazzal
megszaritottukoket. Ezt koveten a mintdkat 1%-os glutaraldehid vizes oldatalsaopa
héomérsékleten, 3 percig inkubaltuk, majd desztillgizzel lemostuk és nitrogéngazzal

megszaritottuk.

=z
T
L

EtO

O X il

|
UV\ £t — Si— 07 " NH, |
| EtO— Si _ EtO
» EtOH
OH EtO ‘ -
OH OH OH
OH OH OH O
OH + 3 perc APTES OH —>
ﬁ . _ T NH,
NH2
NH;
N
H I
L g
H H

P

+ 3 perc CH
Glutaraldehid I (|Z|H
ﬁ H,0 = N NH; N

NH,
NH; NH,

i (0]

+ 12 ora |
EtO — si —EtO0
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OH ’ |

oHOH O \ O%HOH 0
-~ OH ' OH

5. dbra Az antitestek rogzitése az uvegfellletekhez, AP&&§lutaraldehid segitségével
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Ezutan kovetkezett az antitestek rogzitése a tekie, melyekre 50 pl, 10 uM antitestet
(anti2m) tartalmazé 10 mM-os, pH=7.4, foszfat puffer @ Bldatot cseppentettiink, majd
egy teljes éjszakan (12 éra) keresztil inkubabkegt. Ezutan 6évatosan PBS oldattal lemostuk,
majd nagyon rovid iére etanolaminba meritettiik, hogy a még szabadomdhaarbonil
csoportokat blokkoljuk. Felhasznalasukig PBS oldath°C-on taroltuk.

A ti antigénekkel val6 kezelése nagyon hasonld a tekdbez, |épéseit a 6. bra szemlélteti.
Az acetonos kezelés itt 10 percig tartott, melya$dml6 modon egy 30 perces ultraibolya
sugarkezelés kovetett. Aket ezek utan 3 éran keresztil aztattuk 2%-os APHRIB®formos
oldatdban szob#&meérsékleten, majd haromszor kloroformmal lemosvaogén gazzal
széaritottuk meg. Ezt kouven 1%-os glutaraldehid desztilldlt vizes oldataBamercig
inkubaltuk szoba émérsékleten, amit szintén egy desztillalt vizzdbvablités kovetett. A
tiket ezek utan egy teljes éjszakara (12 ora) inkubdO puM antigént tartalmazé 50 mM
pH=7,4 foszfat puffer (PBS) oldatban, 4 °C-on. M@smovid idre etanolaminba martottuk
6ket, majd ovatos Oblitést kovein 5xPBS-ben taroltuk.

HZO HQD

f H H _
OH 'g__ ¢ — o/ \N=c/ V' Nc=N #2m

¥ EtO
EtOH

6. abra Az antigének rogzitése akhoz, APTES és glutaraldehid segitségével.

Az erémérések mente
A tiiket minden alkalommal 6vatosan kdzelitettik a mairdalszinhez, hogy ne roncsoljuk a

felszinUkre rogzitett antigéneket. A nyomtierem engedtik 0.7 nN érték folé. A kozélexs

a tavolodo ag kozott 2 masodperces varakozasialtitottunk be. A maximalisan 0.7 nN-o0s
nyomoet 2 masodperces varakozasiovdl bdven elegend ahhoz, hogy a molekulapar
O0sszekapcsolddjon. A ai tés felllet kdzti maximalis tavolsagot 200 és 5060 kozott
valasztottuk meg. A kozetitsebességet folyamatosan 100 nm/s értéken tartatsaethizasi
sebességet azonbar50, 100, 200, 500, 1000 és 2000 nm/s értékektk@atioztattuk, igy a

kotést tobb kilonbdzterhelés fliggvényében vizsgaltuk. A 8. egyenletisza tik nominalis
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rugodallandéjaval szamolvk € 50 pN/nm) az altalunk vizsgalt terhelési értékek 2.5, 5,

10, 25 és 50 nN/s. Atlagosan 20@ggirbét készitettiink minden egyes bedllitott paramét
esetén. A méréseket folyadékban, areebsszedllitott fizioldgias oldatban (PBS) végkzti
A 200 gorbe egyenkénti elkészitése tobb mint fét drett igénybe. A mérések soran

folyamatosan potoltuk az elparolgott folyadékot.

Adatfeldolgozas
Az adatfeldolgozast a iiszert vezétl programban (IGOR Pro, 6.2-es verzid, Wavemetrics,

Lake Oswego, OR, USA), valamint Matlab-ban (The WWdbrks, Inc., 7.6.0 verzio)

végeztik.
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3. Eredmények és kiértékelésik

A 7. 4bra egy Aaltalunk készitett reprezentatigérbét mutat be, amely az 1.3 alfejezetben
targyalt altalanositott égorbe valdés megfel&le, ahol a rugoélapkara hatdea i és a felllet

kozti tavolsag fuggvényében van abrazolva.

800
600 4 M

400 —

Erdé

200 —

-200

-400pN I T T I T I T I T
20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140nm

Z piezo elmozdulasa

7. dbraEgy altalunk készitett reprezentativgirbe.

Az abran a piros a kozelita kék pedig att tAvolodd utvonalét jeldli. At és a felllet
taldlkozadsi pontja X=0,y=0) a kozeled ag emelkedését megedb pontban van
meghatarozva. Az adhézidséera tavolodé ag minimum pontja és a gorbe Gegsvid
szakaszanak atlaga kozt allapitottuk meg.
A fellletre rogzitett antitestek, viszonylag nagylekuldk, melyek nem meghatarozott
irAnyitdssal helyezkednek el a fellleten, hanenesteh véletlenszéen, akarcsak aite
rogzitett antigének. Mivel a kialakulé kapcsologatdszirisége a kapcsolatban toltottick
novekszik, érdemes éttegy bizonyos ideig a fellleten tartani. Ezt edyoaelit €s tavolodo
agak kozti varakozasi ddel szabalyozhatjuk, amikor a nyoméeiéri a maximalis értékeét. A
kezdeti mérések soran az adhézidk eragysagat a varakozasbitdggvényeben vizsgaltuk.
A ti fellleten val6 tartézkodasi idejét 2 masodperchakaroztunk meg. Minden mérési
ciklus végen pedig 1 masodperces varakozasiallitottunk be. A tovabbi mérések soran ezt
a két paramétert nem valtoztattuk. Uvegen és osiliais elvégezve ugyanazon kisérleteket
nem tapasztaltunk |ényeges kilonbséget. Ezt kéweta tovabbi kisérleteinkben Uveg
fellletet hasznaltunk.
A mért szakadasi 6k és a kotés jellege kozt nem allithatd fel dirékszefliggeés, igy a
biomolekulak kozti kélcsonhatasok jellege nehezagmatarozhato. Irodalmi adatok szerint
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legaldbb 17 féle kdlcsonhatas jatszik szerepemdliekulak kozti kotések kialakulasaban
[22]. A fébb tipusok az elektrosztatikuséky a hidrogén hidak, van der Waalikerés
hidroféb kdlcsdnhatdsok. A kapcsolodédsfeme valdszifsitheten a hidrofob kélcsdnhatas,
amely egy 800 — 16000 angstrorhozzaférhet feliletvesztés kovetkeztében, az egyes
molekuldk 10-30 oldallancanak részvételével jore 166 akar a kotési energia 75%-at is
képezheti [23]. A kotés jellegét azért is nehéz magdyozni, mivel a fehérjek felisnterészei
nem statikus, hanem dinamikus szerkéezlet A kotes, kialakulasa soran, tobb kuilonboz
kapcsolddasi fazison megy keresztil, amelyben kid#n kdlcsonhatasi ék jatszanak
szerepet [19]. A fentiekdh kifolyolag kisérleteink soran célunk nem azlerjellegének

megitélése volt, inkabb azok nagysaganak meghditseioz

Az erok eloszlasa
A kotéseket nem egyensulyi allapotukban vizsgaljoanem egy kiis e hatasara. A

szakadas pillanataban hatdé husoéiigg az egységnyi fde e$ erondvekedésd, az un.
terhelésil (8. egyenlet). Mivel a terhelés és a huzasi sslipssupan egy allandéval vald
szorzasban kilénbozik egymasté), (kisérleteink soran a koélcsonhatastket az elhizasi
sebesség V[ fiiggvényében vizsgaltuk. Minden sebesség értétében 200 égorbét
készitettlink, melyeket egy rogzitett pontban véttiel. A kapott adhézios &k eloszlasat
hisztogramok formajaban abrazoltuk (8. abra). Ayesghisztogramokra gauss gorbéket
illesztettiink, melyek maximumpontjaiban hataroztukg az egyes paraméterekre kapott
legvalészitibb kapcsoldédéasi ét. Az antigének és antitestek kozotti kdlcsbnhdtaaa
elhlzasi sebesséfvald fliggését a 8. abra szemlélteti. Lathato yreterhelés ndvelésével a
legvalGszitibb szakadasi @movekszik, melyek nagysaga az egyes hiuzasi sejsseél03-
167 pN kozti tartoményba esett. A legkisebb tehegeténr(= 2,5 nN/s) legvaldsziibb
szakadasi ének 103 pN értéket kaptunk. Azékra nagyobb terhelésekre egészen 167.53 pN
ertékig novekedtek.

A kezdetekben ozmotikusan gombformara felpuffas@stantitesttel bevont vorosveértestek
kozt mérték a szakadasioket, melyeket 60 és 197 pN kozott allapitottak rigg25]. Az
elss atomed mikroszkopos kisérletek biotin-avidin molekulapér@gezték [26,27]. A kapott
erokben a 160 pN-os &k tobbszoroseit figyelték meg, ami az egyedili kékdek
tulajdonithatd. Az utébbi években szamos kisénedrs vizsgaltak a receptor-ligandum parok
kozti kotéseket, folyadék kamra, atomenikroszkop és optikai csipesz segitségével [28,29]
Az antigén-antitest parokon végzett kisérletek rs0d20-244 pN kozti éket meértek
[15,30,31]. Az altalunk mért & tartomanya nagysagrendileg megfelel a masok kdabtt

szakadasi &k mértékével.
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8. &bra Az egyes hisztogramok a r = 2.5; 5; 10; 25; 50 ribiselési értékekre mért szakadasker
eloszlaséat abrazoljak.
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A kolcsonhatas paraméterei
Az elméleti szamitasok szerint a legvalosibin kotési ef (7) a terhelés logaritmusaval

linearisan névekszik. Az alabbi grafikonon (9. dbea altalunk kapott éértékeket a terhelés
logaritmusanak a fliggvényében abrazoltuk, majdeggygnest illesztettlink rajuk. Az egyenes
meredeksegélh kiszamithaté a reakcio koordinatxg)( a tengelymetszetéb pedig a
disszociacios ratk{s). Az altalunk szamolt reakcio koordinda= 0.178 nm, a disszociacios
rata értéke pedigkor= 1.49 8, ami nagysagrendileg megfelel a hasonld kisérletek
eredményeinek [15]. A szakirodalomban a disszoasachtara vonatkoz6 adatok tag hatarok
kdzt mozognak, 10 és 150 § kozott [15], ami azt mutatja, hogy a kapcsolédékioletikai

paraméterei egyedulallo molekulak szintjén nagyaltozo.

180 —
X, = 0.178 nm + 0.044 nm

170 - b o
k =149s"+1.79s .

160
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130 4
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120 4
110

100 H
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1 10 100
Terhelés (nN/s™)

9. dbra A legvalészitibb szakadasi ék a terhelés logaritmusatol valo linearis fliggégétmazolasa.

A specifikussag bizonyitasa
A ta és a felllet kozti adhézidsdoejellegét nem minden esetben az antigén és azsintit

kolcsbnhatasa jellemzi. Ebben az esetben nem-gpecifebket meérink. Hogy
megbizonyosodjunk, hogy a méréseink sordn kapdtézads etk foként az antitest és az
antigén kozt jottek létre, tehat jelleten specifikusak, az antigénnel bevont felliletet&n 6
keresztiil 20 pM-os antigént tartalmaz6é PBS-benhikuk. igy a felilleten az antitesteket
antigénekkel kapcsoltuk 6ssze, melyek tovabbi anglg megkotésére mar nem alkalmasak.
A modositott felileten hasonld6 mddon végeztik eééméréseket. Az alabbi hisztogramok
(10. &bra) ugyanazon paraméterekkel, 5 nN/s teshalltt készitett 6gorbékldl szamolt

18



adhézios dik eloszlasat abrazoljak. Az abran lathatd, hogyokkolt felllet esetén kapott
eloszlasnal a legvaldstilbb kapcsolédasi éra 60 pN alatti tartomanyba sillyedt, tehat
sokkal kevesebb valdés eseményt regisztraltunk. Ezérdék kozeliti a méberendezés

zajszintjét.
60 4 60 -
I Antigén és Antitest Il Blokkolt feltlet
50 50
2 ] 1007 LA ] Fv:Hsnﬁljssei;ézf 2.61
3 FWHM = 76.80 *2.82 iR s
S 30+
X
g
© 20
10 <
0

T T g
500 600

¥ T
300 100 200 300 400
Eré (pN) Er6 (pN)

10. &braNem blokkol és blokkolt fellileteken mértkrosszehasonlitasa.

Ezt koveben azt is megvizsgaltuk, hogy a rogzitéshez hasAehlletek kolcsdnhatasa
kovetkeztében mekkora adhéziogkejonnek létre. Olyan fellleteket alkalmaztunk, yed
mintakészitési folyamatanal kihagytuk az antigémsehntitesttel vald inkubalasi lépést, igy a
molekulak rogzitésére szolgald fellletek kozti auibe etket tudtuk mérni. Kivancsiak
voltunk, hogy ezek a nem specifikus adhézidék enilyen tartomanyba esnek. Méréseitkb
viszonylag nagy értékeket kaptunk, melyek szélggagomanyban oszlanak szét (0 —
1500 pN kozott). A gauss gorkidbszamolt legvaloszitbb szakadasi ér700 pN koruli
ertéket adott (11. abra).

Tovabbi méréseket végeztink sima Uveg és tisztazott is, szintén azzal a céllal, hogy
megfigyeljiuk a koztik le esk nagysaganak eloszlasat. A eredmények hasonldékva
blokkolt felllet esetén kapott adatokhoz (11. 4bra)

A 11. abra a négy kulonbézesetben kapott eredményeket szemlélteti. Awmtrbeket
ugyanazon paraméterekkel, 5 nN/s terhelés alattiknéMegfigyelhed, hogy a blokkolt
felllet esetében, illetve a tiszta fellilet és #gitkdlcsénhatasanak esetében (lveg felszin) a
legvalGszifibb kapcsolddasi érjoval 100 pN alatt van. A rogditanyagokat tartalmazoé
felllet, illetve ti kozott mért efk a 250 pN folotti tartomanyba esnek, melyek a sasetben

is ritkan megjele& nagyobb diket magyarazhatjak.
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11 abra A specifikussag igazolasara végzett kisérletékleszlasai

Lathato, hogy a specifikussag bizonyitasara véddstirietek eiertékei, vagy a 100 pN
alatti, vagy a 250 pN feletti tartomanyba esnekenti kisérletekkel megbizonyosodhattunk
arrél, hogy az antigén és antitest kozt méfk @loszlasa jol elkilonil a referenciaméréékekt
tehat valos képet mutat, ahol a kotésseége a terhelés fuggvenyében 103-167 pN kozott

valtozik.

Az er6mérés jellege
Tovabbi kisérleteinkben a kialakulé kotések téreddiszlasat tanulmanyoztuk. A felllet egy

kivalasztott térrészér erotérképeket készitettlink. Az eljards hasonlé a domaboképek
készitéséhez. Aiit pasztazza a fellletet és az egyes pontokbémézéseket végez.
Esetliinkben az égorbéket a felllet egy kivalasztott 10 um x 10 pertéerészében 16 x 16

pontban vettik fel.
(E B
g
"
r ‘ H N
.. mn Il

0 2 4 6 8§ 10 g 2 4
um pm pm

10+

pm

12 abra A minta ugyanazon térrésitkésziilt, hArom egymast kovetrsterkép.
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A 12. abra a felllet ugyanazon térrészén harom agiykvet mérést mutat be. A szinskalat
agy valasztottuk meg, hogy a s6tét pontok &k ezon tartomanyat jelolik, amelyek a?#i
méréseink szerint az antigén és antitest kapcsabdtidz kothéik (100-160 pN). A harom
abran megfigyelhét hogy a valos események (antigén és antitest kijutZsa) nem mindig

a térrész ugyanazon pontjaban alakulnak ki, antieakéze, hogy a fellleten az antitestek
eloszlasa nagy valésziséggel homogén. Ez az antitest-antigén kapcsoléidéakulasanak
véletlenszdiségével magyarazhatd, amely statisztikai folyarsatsak megfelél orientacio

és kozelség esetén jon létre. A fenti mérésdihldora kovetkeztethetiink, hogy a meérés
szempontjabol nem meghatarozo6 az, hogy agtdéket egyetlen pontban vagy egy térrészt

végigpasztazva vessziik fel.
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4. Kovetkeztetések és kitekintés

A dolgozatban targyalt kisérleteink soran pN skaEpmeréseket végeztink egy specifikus
antigén-antitest koétési erejének meghatarozasama. kApcsolodasi éket a terhelés
fuggvényében vizsgaltuk, ami a szakirodalomban effpgadott modszer. Az egyes
terhelésekre a legvalosiiib szakadasi éknek 103 és 167 pN kozti értékeket kaptunk,
amelyek kozel allnak a szakirodalom altal emlitetsonlé kisérletek eredményeihez [15]. Az
erok és a terhelés fliggésgtszamolt kdlcsonhatédsi paramétereknek a kovéketzkaptuk:
reakcié koordinatas = 0,178 nm, disszociacios réta = 1,49 §, amelyek nagysagrendileg
megfelelnek a szakirodalomban leirtakkal [15]. Tawakisérletekkel igazoltuk, hogy az
altalunk antigén-antitest esetén mert koteskemelyek értéktartomanya jol elkilonul a
referenciakisérletek eredményit valés kolcsdnhatasok kovetkezményei. A felllgly e
kivalasztott térrészén mértseérképek segitségével kimutattuk, hogy a mérés paetjabdl
nem meghatarozo, hogy azeréréseket a felllet egy rogzitett pontjaban, vagytérrészt

végigpasztazva vegezzik.

Tovabbi kisérleteink soran a leirt modszer segéegigegyéb molekulaparok vizsgalatat

tervezzuk, valamint ezek tanulmanyozasat kiloahkigss korialményekre.
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1. Fiiggelék - Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Varga Béla a dolgozatomban targyalt kisérletsorozat aléabb felsorolt pontjait
végeztem sajat magam:

a mikroszkop kezelésének elsajatitasa

az livegfeliiletek antitestekkel valé funkcionalizélasa
a rugolapkék antigénnel valé funkcionlalizalasa

a mérések elvégzése €s mentének nyomonkovetése
a referencia kisérletek elvégzése

az adatok utdlagos kiértékelése

Bell-Evans model alkalmazasa

(alairas)

Szeged, 2014. aprilis 28.



2. Fiiggelék

Alulirott Varga Béla nyilatkozom, hogy a fenti dolgozat egy mihelymunka eredménye,
melyet, mint Erasmus-0sztondijas athallgato didk (2012. szeptember — 2013. majus), a
Szegedi Biolégiai Kutatokdzpont Biofizika Intézetének, Vard Gyorgy altal vezetett
kutatocsoportjdban készitettem. A kisérletsorozatbol osszedllt dolgozatot a XVI. Erdélyi
Tudomanyos Didkkori Konferencidn mutattam be (2014. 4prilis 25.) ,,Antigén — Antitest
kolcsonhatas tanulményozdsa atomerd mikroszkdppal” cimmel, ahol ajanlottdk a XXXII.
OTDK-n val6 bemutatasra. Késoébb ugyanebbél a munkabodl angol nyelven irt ,,Antigen-
Antibody interactions investigated with Atomic Force Microscopy” cimii MSc.
diplomadolgozatot védtem meg (2014. julius 6.), ahol azt az ETDK eredményeként fogadtak

el.

(alairas)

Szeged, 2014. aprilis 28.



