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1. Bevezetés

1.1. A pasztazo tiiszondas mikroszkopia torténete

A hagyomanyos optikai, valamint elektronmikroszkopos modszerek egyarant
valamilyen elektromagneses hullam segitségével — fénnyel, vagy az elektron
hullamtermészetét kihasznalva — alkotnak képet a mintardl. A diffrakcio jelensége miatt ezek
feloldoképessége fligg a hasznalt elektromagneses sugarzds hullamhosszatol. A pésztazo
tliszondas mikroszkopia (Scanning Probe Microscopy - SPM) ezzel szemben a minta és a
szonda (egy rendkiviil hegyes ti1) kozott fellépd kiilonféle fizikai, kémiai kolesonhatasokat

méri, ezek alapjan ,,tapogatva” alkot képet a minta feliiletérol.

A pasztdzd tliszondds mikroszkopia legelsd  képviseldjét, a  pasztdzo
alagutmikroszkoépot (Scanning Tunneling Microscope - STM) 1981-ben alkotta meg Gerd
Binnig ¢és Heinrich Rohrer, amiért 1986-ban megkaptak a fizikai Nobel-dijat (Binnig, et al.,
1982). Az STM a képalkotashoz egy kvantumfizikai jelenséget, az alaglthatast hasznalja;
mely szerint, az egymastél néhany nanométeres tdvolsagra 1€vd, elektromos tekintetben
egyarant vezetd tii és minta kozé fesziiltséget kapcsolva, bar nem érnek Ossze, mégis
valamekkora dram mérhetd kozottiikk, ami a tdvolsag novekedésével gyorsan csokken. Az
STM ennek koszonhetden igen érzékeny, képes akar atomi felbontasra is. Hatranya viszont,
hogy miikodési elvébdl kifolyolag csak elektromosan vezeté mintak mérhetok vele. (Chen,

2008)

Binning munkatarsaival 1986-ban mutatta be az SPM-csalad masodik tagjat, az
atomerd-mikroszkopot (Afomic Force Microscope - AFM) (Binning, et al., 1986). Ez az
eszkoz mechanikai kolcsonhatdst mér a tii és a minta felszine kozott. Oridsi elénye az STM-
mel szemben az, hogy lényegesen univerzalisabb: miikodéséhez egyaltalan nem sziikséges
vakuum, levegdben, vagy folyadékban is lehet vele mérni. A mintdnak sem kell elektromosan
vezetonek lennie. Az AFM-mel tehat konnyedén lehet nagyfelbontasti képeket alkotni

kiilonféle biologiai strukturakrol, az egyes makromolekulaktol kezdve egészen az €16 sejtekig.

A fenn emlitett eszk6z6kon kiviil még szamos rendszer hasznalja a pasztazo tiiszondas
mikroszkopia elvét, a mai napig jelennek meg 1ij konstrukciok. Altalanossagban elmondhato

ezekrdl a miiszerekrdl, hogy a fény- és elektronmikroszkopokkal ellentétben nem ,,l1atjak”,



inkabb ,letapogatjak” a mintat, akdr molekularis felbontasra is képesek, illetve, hogy nem

csak mérni, hanem befolyasolni is tudjdk a mintat, nano méretli litografidk készitésére is

alkalmasa. (Morris, et al., 2010)

1.2. Az atomero-mikroszkop felépitése, miikodése

Az atomerd-mikroszkop
(AFM) a pasztazd  tliszondas
mikroszképok  csaladjaba  (SPM)
tartozik. Miikodésének alapelve igen
egyszerli: Egy nagyon hegyes tiivel
pasztdzza a minta felszinét, ekdozben
detektalja a tii elmozdulasat, és ez
alapjan alkot képet a minta feliiletén
1év6 alakzatokrol. (1. dbra)

1.2.1. A szonda

1. abra: Az atomer6-mikroszkop egy tlivel pasztazza a
felszint (http://www.nanotech-
now.com/Art_Gallery/antonio-siber.htm)

A ti egy rugolapka (konzol) végén
helyezkedik el, melynek masik vége egy
néhany milliméteres chiphez kapcsolddik, ezt
megfogva lehet kényelmesen ki- és behelyezni
a tiiket a késziilékbe. (2. abra) Egy chipen tobb
téglalap, vagy V alaku konzol is helyet kaphat,
ezek koziil ki lehet vélasztani, hogy éppen

melyikre van sziikség. A chip a konzollal és a

1 L T R TR R R I |
S4700 15.0K 12.8mm x400 SE(L) 100um

2. abra AFM-tii (http://probe.olympus-
global.com/en/product/omcl_ac240ts_w2/)

tlvel egyiitt a mikroelektronikai &ramkorok
gyartasi technologidihoz hasonld modszerekkel

késziil, anyaga legtobbszor szilicium, vagy



szilicium-nitrid. Az ilyen anyagokbdl késziilt tii elég kemény ahhoz, hogy deformacidja a

mérés soran elhanyagolhato legyen. (Morris, et al., 2010)

Az atomerd-mikroszkopiaban legféképpen a szondanak hasznalt tii paraméterei
hatarozzak meg a feloldoképességet. Az oldaliranyt felbontas a tii hegyének gorbiileti
sugaratol fliigg (ennek értéke altaldban 10 nm korili), mig a ,,mélységélességet” a tii
csticsszoge, valamint magassaga befolyasolja. (Morris, et al., 2010) A feloldoképesség két

szomszédos pont kdzotti legkisebb tavolsag, amelynél még a pontok kiilon felismerhetdek:

d =V8RAZ M)

Ahol R a tii hegyének gorbiileti sugara és 4Z az a legkisebb fiiggbleges iranya elmozdulas,

amelyet a miiszer még a zajszint felett érzékelni tud. (Yeskin, 2005.)

A rugalmas konzol elhajlasabol a Hooke-torvény alapjan lehet kovetkeztetni a tiit ért

erbhatasra:
F=kXxAz )

Ahol F a konzolra hato er6t, k a konzolra jellemz6 rugédallandot, valamint 4z a konzol
alakvaltozasat jeloli. A k rugoallando az AFM-szondak esetében altalaban 0,01 és 100 N/m
kozott valtozik. Ertéke a konzol alakjatél, méreteité]l fiigg az alabbi Osszefiiggés alapjan

(Bizzarri & Salvatore, 2012):
k = Ez(zf O
4\l

Ahol w a ragdlapka szélessége, t a vastagsaga, | a hossza, és E az anyagara jellemz6 Young-

modulus (ennek értéke szilicium esetén 1,69 * 10 N/m?). (Bizzarri & Salvatore, 2012)

1.2.2. A pozicionalérendszer

A tii pozicionalasat, piezoelektromos kristalyok végzik. Piezoelektromos kristalyokkal
rendkiviil kicsi, akdr atomi nagysdgd mozgasok is pontosan vezérelhetok. Noha a

piezokristalyok fesziiltség-megnytlas Osszefliggése nem teljesen linedris, bizonyos



tartomanyon kozelithetd egyenessel, illetve elmozdulas-érzékelok segitségével jol

kalibralhat6. (Morris, et al., 2010)

Gyakorlati szempontbol 1ényegtelen, hogy a tiit mozgatjuk a minta f616tt, vagy hogy a
minta mozog a ti alatt. A korai konstrukcidkban a vizszintes és a fiiggdleges irdnyban
mozgatd kristalyok egy hengert alkottak, melynek tetején kapott helyet a mintatart6. Ez az
elrendezés gyakorlatilag a piezo-henger elhajlasaval oldotta meg a minta vizszintes
pozicionalasat. Ebbdl kifolyolag a kiilonbozo iranyba mozgatd kristalyok egymasra is hatassal
voltak, ami pontatlannd tette a rendszert. Manapsag mar ennél sokkal kifinomultabb és
célszeriibb elrendezések hasznalatosak. Legtobbszor kiilon helyezkedik el a harom kiilonb6z6
irinyu mozgast végzo kristaly, igy a rendszer pontosabban vezérelhetd. Szintén ezt segitik a
piezokristalyok alakvaltozasait kovetd mozgasérzékelok, melyek segitségével kalibralhato a
pozicionalé rendszer, igy korrigalhatd a piezokristdlyok fesziiltség-méretvaltozas

figgvényének nem-linearitasa. (Morris, et al., 2010)

1.2.3. A detektorrendszer

Tobb kiillonféle modszer is sziiletett a ti elmozdulasanak érzékelésére, ezek koziil az
optikai Uton torténd detektalas bizonyult a legjobbnak, és ma mar szinte az dsszes atomerd-
mikroszkdp ezt a rendszert hasznalja. Az optikai detektalas sordn egy lézer vilagitja meg a tfit

tartd rugdlapka hatoldalat, ami a lézerfényt egy

‘ detektorra reflektalja. (3. abra) Ahogy a ti
kolcsonhatasba 1ép a feliilettel, elhajlik a
konzol, ezaltal elmozdul a detektorra eso
1ézerfolt. Ez a rendszer a visszavert fénysugar

~» hosszaval aranyosan megnoveli a detektalo

feliileten a lézerfolt elmozduldsanak mértékét,
ezért nagyon kicsi valtozasok érzékelésére is

alkalmas.

3. abra: Az optikai detektorrendszer
(http://www3.physik.uni-
greifswald.de/method/afm/eafm.htm)



A detektor altalaban négy részre osztott fotodidoda. Ez képes érzékelni a konzol

fliggbleges iranyu elhajlasan kiviil a csavarodasat is. (Bizzarri & Salvatore, 2012)

Az atomer6-mikroszkdp miikodéséhez vakuum nem sziikséges, levegében, vagy akar
folyadékban is képes képet alkotni. A leveg6ben torténd mérés soran figyelembe kell venni a
minta feliiletén, valamint a tin adszorbealddott vizréteget, melynek vastagsaga a légkor
paratartalmatol fiigg. Az ilyenkor fellépd kapillaris-eré jelentds mértékben vonzza a
felszinhez a tht, ennek kovetkeztében a minta deformalddhat, karosodhat. Folyadékban

torténd méréskor ez a hatas nem tapasztalhat6. (Morris, et al., 2010)

1.2.4. Képalkotasi modok

Az atomerd-mikroszkop kiilonb6zé mérési modokban hasznéalhatd. Torténetileg a
legrégebbi a kontakt, vagy érintkez6 modd. Ennek soran a tii a letapogatds soran végig
¢érintkezik a mintdval. A moddszer eldnye, hogy nagy, akar atomi felbontés is elérhetd vele,
valamint hogy mérhetd a konzol csavarodasa is, amibdl kovetkeztetni lehet a tii és a minta
felszine kozotti surlodasi erére. Hatranya viszont az, hogy a feliileten végightuzott ti
felsértheti az érzékenyebb (példaul biologiai) mintakat. Két valtozatban hasznaljak: egyik
esetben a ti altal a feliiletre kifejtett er6 allando. Ha a thi a feliileten magassagkiilonbséggel
talalkozik, elhajlik az 6t tartd rugoélapka. Az elhajlas mértékét érzékeli az optikai detektor,
majd a vezérlérendszer ez alapjan parancsot kiild a fliggdleges piezokristalynak, ami a
megfeleld mértékben elmozditja a konzolt, hogy az elhajlasa megegyezzen egy eldre beallitott
konstans értékkel. Ez altal a feliiletre hatdé nyomoerd allandé6 marad. Ilyenkor a kép a
fliggbleges piezokristalyra adott fesziiltségértékekbdl tevodik Ossze. A masik eset a konstans
magassag mod, ahol a mozgatérendszer nem korrigalja a tli magassagat, a tii csak annyit
mozdulhat, amennyit a konzol elhajlasa enged. A képet ebben a modban optikai szenzor jele
adja, ami konzol elhajlasat mutatja. A konstans magassag mod kis érdességii feliiletek nagy

felbontasu vizsgalatara hasznalatos. (Morris, et al., 2010)

Az AFM masik, gyakori mérési modja a rezgdé (AC) mod. A tii rezgdmozgast végez
kozvetleniil a feliilet felett, melynek amplitidoja a feliilethez kozeledve a fellépd er6k miatt
megvaltozik. Ezt a valtozast az optikai detektor érzékeli, és ez alapjan torténik a

visszacsatolas az elére beallitott amplitudora, a konstans eré modhoz hasonldéan. Ennek a



modnak is két valtozata hasznalatos. Az egyik a kopogtatd (tapping) mod. Ez esetben a ti
rezgés kozben az also holtponton hozzaiitddik a feliilethez. A rezgés fazisa ekkor
megvaltozik, amibdl {itkdzéskor elnyel6dd energiara, ez altal a minta viszkoelasztikus
tulajdonsagaira lehet kovetkeztetni. A masik eset a nem-kontakt mod, melynek soran a ti
rezgése soran egyaltalan nem ér hozz4 a mintahoz, csak a feliilet kozelében érzékelhetd erdket
detektalja. A rezgd mod legnagyobb elénye a kontakt moddal szemben, hogy a tii nem strolja
a felszint, igy a mérés soran a minta minimalis kdrosodast szenved, ezért ez a mérési mod a

legalkalmasabb az érzékeny bioldgiai mintak vizsgalatara. (Bizzarri & Salvatore, 2012)

1.3. Az atomero-spektroszkopia

Az AFM-késziilék képkészitésen kiviil alkalmas a ti és a feliilet kozotti erok mérésére
is. Ez a mérési mod az atomerd-spektroszkopia (AFS). (A ,,spektroszkopia” elnevezés
megtéveszto lehet: itt nem elektromagneses hullamokrdl van szd, hanem erdspektrumokrol.)
Ennek soran a tii csak fiiggbleges iranyl mozgast végez, megkdzeliti a felszint, majd

felemelkedve eltavolodik t6le.

A Kozelités

E Visszahiizas Ez alatt a fotodidda érzékeli a
tit tartd konzol -elhajlasanak

mértékét, ennek valtozasait. A

mérés eredménye egy ero-

tavolsdg gorbe. A  gorbén

lathato (4. abra), hogy mikor a

T(}volsdg= ti eléri a felszint a Pauli-féle

4. dbra: Er6gorbe (http://www.freesbi.ch/en/illustration/figures) kizaras miatt taszitd erd 1ép fel.

1. A tli megkozeliti a felszint. 2. A ti helye eléri a mintat. 3. A tli
hozzanyomddik a mintdhoz, a konzol meghajlik. 4. A piezokristaly A ti felemelésekor vonzd erd
felfelé mozditja a tiit, de a.z adhézios erdk miatt még a feliileten jelenik meg, melynek tsbb oka
marad. 5. A tii felemelkedik a feliiletr6l.

is lehet, példaul a mar emlitett

kapillaris-hatas, ami levegdben folytatott méréseknél jelentkezik, a Hofmeister-effektus, vagy
specifikus adhéziok. (Bizzarri & Salvatore, 2012)



1.3.1. Kalibralas

Az erégorbék értékeléséhez sziikségesek a fellépd erdk pontos értékei. Ezek
kiszamitasahoz ismerni kell a tiit tart6é konzol ragoallandojat, valamint a detektor altal mért jel

¢s a konzol elhajlasa kozotti 6sszefliggést.

Ezt utobbit adja meg az InvOLS (inverse optical lever sensitivity — inverz optikai
érzékenység). Ez a legegyszeriibben egy kemény felszinen erd-tavolsag gorbe felvételével

mérheto.

InvOLS = § 4)

Ahol V a fotodiodan mért fesziiltségvaltozas, ami a felszinre éré konzol elhajlasat
reprezentalja, s pedig a piezokristaly fliggbleges elmozdulasa. Az InvOLS mértékegysége:
m/V. (Morris, et al., 2010)

A tit tartdé konzol rugoallandojat azért kell minden egyes konzolra kiilon kisérletileg
meghatarozni, mert ebben a mérettartomdnyban mar szdmottevOek a sorozatgyartas
pontatlansagai. A legelterjedtebb eljards a termikus moddszer. Az optikai detektorrendszer
olyan érzékeny, hogy mérhetd vele a ragolapka termikus sajatrezgése. (Hutter & Bechhoefer,
1993, Butt & Jaschke, 1995, Florin, et al., 1995)

1 k
f = ©
Az 5. egyenlet irja le egy rugd végéhez erdsitett tomegpont sajatfrekvencigjat. f jeloli a
sajatfrekvenciat, k a ragoallandot, és m a rezgd tomeget. Ez a modell nem veszi figyelembe
maganak a ragoénak a tomegét, ezért ebben a formaban nem alkalmazhato. A ragdlapkak
hossza ¢és szélessége lényegesen meghaladja a vastagsaguk mértékét, ezért a gyartasi
pontatlansagok ardnyaiban a vastagsadgnal a legnagyobbak. Ez alapjan, ha feltételezziik, hogy

megbizhatoak a gyartd adatai a konzol hosszarol és szélességérdl, az alabbi egyenletet kapjuk:

k = 2W(ﬂlf)3\/§ ©)



Ahol k a konzol ragoallandodja, | a hossza, w a szélessége, f a mért rezonanciafrekvencia, p a
konzol anyaganak stirlisége, és E a Young-modulusa. Ezen 0sszefiiggés alapjan jo kozelitéssel

megadhat6 a konzol rugoallandoja. (Morris, et al., 2010)

1.4. Biomolekularis felismeré folyamatok

A biomolekularis felismeré folyamatok az egyik legjelentdsebb hasznositasi teriiletei
az atomerd-spektroszkopianak. Ezek soran biomolekulak k6zott torténik az erdmérés, azzal a
céllal, hogy feltarjak a kozottik kialakuld kotések tulajdonsagait, illetve hogy a molekulak

szerkezetérdl nyerjenek informéciokat.

Ezzel a modszerrel vizsgalhatok sejt-sejt adhéziok, immunfelismerd folyamatok,
receptor-ligandum kotések, és még sok egyéb folyamat soran 1étrejové molekulakapcsolatok.
Minden esetben sziikséges funkcionalizalni a tit és a mintafelszint: a vizsgalando
molekulapar egyik felét a tithdz, a masik felét egy sima (altalaban iiveg) feliilethez kell kotni
kovalensen, vagy er6s adhézioval. A tli méretei lehetdvé teszik, hogy AFM segitségével akar
egyetlen molekulapar kapcsolodasat is figyelemmel lehessen kovetni jelolémolekulak nélkiil,

fiziologias kornyezetben. (Bizzarri & Salvatore, 2012)

Az atomerd-mikroszkopon

> kivil mas eszkozok is alkalmasak

Eré

hasonld mérések elvégzésére, ugy,
mint példaul az optikai csipesz, a

laminaris folyadékkamra, a feliileti

i plazmon-rezonancia mérés, valamint
............................................................................. az immunoassay-vizsgalatok, noha
I_ ezek a modszerek nem tudnak egyedi
f, 4
molekulékat kiilon vizsgalni. (Allen,
— et al., 1997, Bizzarri & Cannistraro,
» 2010)
Tavolsag

5. dbra: A kotési erd6 mérése. (http://www.nature.com/nprot/journal/v6/n9/fig_tab/nprot.2011.370_F1.html) 1.
A ti a hozza kotott molekulaval megkdzeliti a felszint. 2. A tii eléri a felszint. A ti6z és a feliilethez kotott
molekulak kozel keriilnek egymashoz, kialakul a a vizsgalt kotés. 3. A tii felemelkedik a felszinr6l. A
molekulak kozotti kotés elszakitasahoz sziikséges erdt (f,) mérjiik. 4. A tii felemelkedett a felszinrdl, a vizsgalt
molekulak elszakadtak egymastol.



A mérés menete nem kiilonbozik az atomerd-spektroszkopiai mérésektdl: a ti
leereszkedik, megnyomja a minta felszinét, majd felemelkedik. Ez utobbi, visszahuzasi

fazisban lathatok a molekulak kozotti kotések elszakadasat jelz6 csucsok. (5. abra)

1.5. A Bell-Evans modell

Az atomerd-spektroszkopids mérések soran kiilsd erd valtja ki az antigén és az antitest
kapcsolodasat, elszakadasat. Az él6 szervezetben viszont ez egy egyensulyi reakcio, amely
soran ilyen erd nem hat a rendszerre. A nem egyensulyi koriilmények kdzott mért adatokbdl a
Bell-Evans modell alkalmazasaval lehet kovetkeztetni az egyensulyi reakcidt jellemz6
disszociacids ratara (Kof), valamint a kotés és az atmeneti allapot kozotti tavolsagot jelzo

reakciokoordinatara (xp) (Bizzarri & Cannistraro, 2010).

George Bell allitotta fel azt az elméletet, amely megmutatta az atomer6-spektroszkopia
alatt alkalmazott nyomoéerd (F) és az egyensulyi allapotra jellemz6 disszociacios rata (Ko)
kozotti Osszefliggést:

XBF)

koff(F) = koffe("BT (7)

Ahol ko(F) a rendszer disszociacios rataja F eré alkalmazasa mellett, e az Euler-féle szam,

ks a Boltzmann-allando és T az abszolut hdmérséklet. (Bell, 1978)

Eauth Evans és Kauth Ritchie ezt a modellt fejlesztették tovabb. Idotol fliggd
szakadasi erdvel szadmoltak, igy meghatiroztdk a szakadasi id6 és a terhelés kozotti
Osszefiiggést. A terhelés (R) az erd idobeli valtozasat jelenti. Ennek értéke kifejezhetd a
konzol ragodallandoja (k) €s a visszahuizasi sebesség (v) szorzataként:

ar _ d—x—kv (8)

R=%_ —
dt dt
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Az altaluk megalkotott egyenlet megadja a legvaloszinlibb szakadasi erét (F*) egy
adott terhelés (R) mellett.

R

F* = kBTln( ol ) ©)
xp kofrksT

Ahol kg a Boltzmann-allando, és T az abszolut hdmérséklet. Ezt az Osszefiiggést nevezziik

Bell-Evans modellnek. (Evans & Ritchie, 1997)

1.6. Célkitiizés

Kisérletiink soran célul tliztik ki a human B2 mikroglobulin és egérben termelt
monoklonalis anti-B2M antigén-antitest par kotddésének vizsgalatat. Kivancsiak voltunk a
kozottik kialakuld kotés erdsségére, valamint a kialakuldsanak dinamikajat jellemzé

paraméterekre.

Méréseink a ,,Cost Action TD1002” standardizacios program részét képzik, melynek
soran kiilonb6z6 kutatocsoportok hasonld, modszerekkel ugyanazt az ismert antigén-antitest
part vizsgaljak. A szerzett tapasztalatok hozzasegithetnek majd ahhoz, hogy érdemben

Osszehasonlithatova valjanak a biomolekularis felismerd folyamatokkal kapcsolatos mérések.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Anyagok, eszkozok

2.1.1. Antigén, antitest

A kisérletben human B, mikroglobulin (B2M; antigén), valamint egérbdl szarmazd
monoklonalis anti-p2M (antitest) kozott fellépd kolcsonhatasokat vizsgaltunk. A B
mikroglobulin egy 100 aminosavbol allo fehérje, az MHC 1. osztalyba tartozé komplexek
egyik alegysége. (Peterson, et al., 1972) Ezek az ember minden sejtmaggal rendelkez6 sejtjén
megtalalhatok, hozzajarulnak ahhoz, hogy az immunrendszer meg tudja kiilonboztetni a
szervezet sajat anyagait mas, idegen anyagoktol. A [, mikroglobulin transzmembran
doménnel nem rendelkezik, az MHC 1. fehérjekomplexek ol alegységéhez kapcsolodik a
membran extracellularis oldaldn. Glikoprotein, molekulatomege 11,6 kD. A méréshez a Lee
Biosolutions altal eldallitott, 126-12-es katalogusszamu, 2x1 mg-os kiszerelésii P2M-et

hasznaltunk.

Antitestként a Sigma-Aldrich cégtdl szarmazo, egérben termeltetett monoklonalis anti-
B2M antitestet (katalogusszam: SAB4700010-100UG) hasznaltunk, mely specifikusan
kotédik a B2 mikroglobulinhoz.

Az antitestet liveg targylemez felszinére, mig az antigént az AFM-tith6z kotottik.

2.1.2. Az AFM-es mérés

A méréseket egy Asylum Research (USA, California, Santa Barbara) MFP-3D tipusu
atomerd-mikroszkoppal végeztik. Ez egy kifejezetten biologiai mintdk vizsgalatara
optimalizalt konstrukcio: az AFM fej egy Zeiss Axiovert 200 tipusu inverz optikai
mikroszkopon helyezkedik el, amely hasznalhato fluoreszcens tizemmodban is. Ezzel alulrél
nézve nyomon kovethetd az AFM-es mérés, de legfébb funkcidja, hogy segit a ti

pozicionalasanal. Maga az AFM fej elég magas ahhoz, hogy akar egy Petri-csésze is beférjen
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ala. A tit tartd ragodlapka helyzetének detektalasa optikai moddszerrel torténik. A precizebb
mikodés érdekében a tli pozicionalasat végzO piezo-kristalyok kiilon helyezkednek el: a
mintat vizszintes sikban mozgaté két kristaly a mintaasztalban, a tit fliggéleges irdnyban
mozgatd piezo pedig a fejben kapott helyet. A miszer altal leképezhetd maximalis
magassagtartomany (a fiiggdleges piezokristaly mozgastere) 10 um, a vizszintes sikban a
mintanak legfeljebb 90x90 um-es tartomanyardl tud képet alkotni. Az AFM feloldoképessége
fliggbleges iranyban meglehetdsen jo, 0,3 nm, vizszintesen a tli gorbiileti sugaratol fliggden

néhany nm koriili.

Az atomerd-mikroszkdpot a gyartd altal az Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego,
Oregon, 6.32-es verzid) programban fejlesztett MFP-3D Xop szoftver vezérli. Részben az

adatok kiértékelése is ezzel a programmal tortént.

Kisérletiinkhoz a Bruker gyartmanytd MSCT-10 chip ,,.D” jelzésd, ,,V” alak konzoljan
1évé tht hasznaltuk. A konzol szilicium-nitrid, 600 nm vastag, hatoldalan 40 nm arany-,
valamint 15 nm titanbevonattal, névleges rugoallanddja (Knom) 0,03 N/m. A th sziliciumbol

késziilt, hegyének névleges gorbiileti isugara 10 nm.

2.2. A mintak elokészitése

Az eldkészitésnél a standardizacios bizottsag altal elbirt protokollt kovettiik, melynek
alapjat a Hermann J. Gruber és munkatarsai altal kozolt leiras alkotja (Hinterdorfer, et al.,
1996, Riener, et al., 2003/a, Riener, et al., 2003/b). Az eljaras soran polietilén-glikol (PEG)

molekulan keresztiil kotottiik az antitestet a targylemezre, valamint az antigént a tiire.

2.2.1. A feliiletek funkcionalizalasa

Mivel a tii anyaga is sziliciumvegytilet, melynek feliiletén oxidalo 1égkorben oxidréteg
képzddik, ugyanazt a modszert hasznalhattuk az iiveg és a tii elokészitéséhez. Els6 1épésként
APTES-réteget (3-aminopropil-trietoxiszilan) hoztunk I1étre a mintakon, ezzel amino-
csoportokat alakitottuk ki a feliileteken, hogy ezekhez kovalensen lehessen kotni a PEG

molekulakat.
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Hogy eltavolitsuk az apolaros szennyezddéseket, 5 percig acetonban mostuk a
feliileteket és a tliket. Miutan nitrogénarammal megszaritottuk, 30 percre ultraibolya fény ala
helyeztiik 6ket. Ez elésegitette a szilanol (-Si-OH) csoportok kialakulasat a felszinen. Argont
engedtink egy exszikkatorba, ezzel eltavolitottuk beldle a levegdt. Belehelyeztik a
targylemezeket és a tiiket, valamint egy kis, nyitott edényben 30 ul APTES-t, egy masikban
pedig 10 pl trietilamin. Az APTES a targylemez, valamint a ti felilletén 1évé hidroxil-
csoportokhoz kovalensen kot vizkilépés mellett, ezt a folyamatot katalizalja a trietilamin. A
reagensek gaz fazisban érkeztek a felszinre, hogy elkeriiljik az aggregatum-képzddést
(Riener, et al., 2003). Két oras inkubacids id6 utan kivettiik az APTES-t és a trietilamint
tartalmaz6 edényeket, ezutan az exszikkatort Gijra atoblitettiik argonnal. A levegd paratartalma
elésegiti az APTES molekuldk kozotti keresztkotések kialakulasat. Vizmentes kornyezetben
azonban kikiiszobolhetdk ezek a hatasok, és jo kozelitéssel egyszeres APTES-réteg hozhat6
létre. Ezért volt sziikkség az argonra, ami kiszoritotta a levegdt a reakciotérbdl, ezaltal
elenyész6 paratartalmu gazkozeget hozva létre. Két napig szobahdmérsékleten inkubaltuk,

hogy stabilizalodjon az APTES-réteg.

2.2.2. A fehérjék feliiletekhez kotése

A ti feliiletén 1étrejott APTES-réteg amino-csoportjainoz PEG lancokat kapcsoltunk,
ezekhez kotottiik hozza a fehérjéket. A hosszu lanch 6sszek6td molekula szabadabb mozgast
ad a fehérjéknek, igy konnyebben vehetik fel a kapcsolodashoz sziikséges orientéaciot.

(Riener, et al., 2003) A tii és a targylemez PEG-es kezelése megegyezik.

A polietilén-glikol egy heterobifunkcionalizalt valtozatat, az aldehid-PEG-NHS-t
hasznaltunk, melyben a polietilén-lanc egyik végén egy aldehid csoport, masik végén pedig
egy N-hidroxil-szukcinimid (NHS) csoport talalhato. Azért fontos, hogy a PEG két végén mas
funkcios csoportok legyenek, hogy megakadalyozzuk, hogy mindkét végével a feliilethez
kotddve felesleges hurkokat alakitson ki.

Elkészitettik a PEG-oldatot 6,6 mg aldehid-PEG-NHS feloldasaval 1 ml
kloroformban. Hozza adtuk az oldathoz 60 pl trietilamint katalizatorként. (Ebner & Pete
Hinterdorfer, 2007) Ezt az oldatot felvittik a targylemezekre, illetve egy kis iiveg
reakcidkamraban belemeritettiik az AFM-tiiket. Lefedtilk a mintakat, hogy folyadék ne
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parologjon el roluk, és két 6raig inkubaltuk 6ket szobahémérsékleten. Ez id6 alatt az aldehid-
PEG-NHS NHS funkcids csoportja kotést Iétesitett az el6z6 1épésben a feliiletre kotott
APTES-molekulak amino-csoportjaival. A nem kotétt PEG molekulakat haromszor 2 perces

kloroformos mosassal eltavolitottuk, majd a mintakat megszaritottuk nitrogénaramban.

A minta-el6készités utolsd fazisat képezi a mérendd fehérjék felvitele. A PEG-lanc

végére kotottiik oket; az antigént a tlire, az antitestet az liveg targylemezre.

Felhasznalas elott az antigént egy liter PBS (foszfattal pufferelt so6oldat, 10 mM
foszfat puffer, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, pH=7,4) ellenében, 4 °C-on egy éjszakan
keresztlil dializaltuk, hogy eltavolitsuk a fehérje izolalasakor nyomokban belekeriilé

ammoniumsot.

13 mg szilard natrium-cianoborohidridet (NaCNBH3;) feloldottuk 180 ul desztillalt
vizben és 20 ul 100 mM-os NaOH-ban, igy 1 M-0s NaCNBHjs-oldatot készitettiikk. Az iiveg
feliiletekre 100 pg/mi-es anti-p2M-oldatot cseppentettiink. Egy cseppnyi 100 pg/ml-es p2M-
oldatba martottuk az AFM-tiiket. fgy kevés antigén is elegendd volt az Ssszes tii kezeléséhez.
Mind a tikon, mind pedig a targylemezeken 1év6 cseppekhez 2-2 ul-t cseppentettiink a
NaCNBHjs-oldatbol. 1 oran keresztiil inkubaltuk szobahdmérsékleten. A NaCNBHj3 segitett
abban, hogy az aldehid-PEG-NHS aldehid csoportjahoz k6t6d6 fehérje a C=N kettés kotés
helyett a stabilabb C-N egyszeres kotéssel kapcsolddjon az 6sszekdté molekulahoz.

Végiil egyenként 5 ul 1 M-os etanolamint raktunk a targylemezekre, valamint a tiiket
nedvesité cseppbe. 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Erre azért volt sziikség, hogy a
mérés soran ne zavarjanak a szabad aldehid csoportok adhézioi. Ezutan haromszor 2 percig
mostuk a mintakat PBS-sel. A mérés megkezdéséig PBS-ben, 4 °C-on taroltuk a

targylemezeket és a tiiket.

Eredményképpen olyan targylemezeket kaptunk, melyekhez kovalens kotésekkel
antitest molekulak kapcsolddnak, és olyan AFM-tiiket, melyekhez szintén kovalens kotéssel
kotdédnek az antigének. Ezzel megteremtettiik az erdmérések feltételeit, nevezetesen, hogy a
mérendd molekulapar a kdzottiik 1étrejovo kapesolathoz képest erdsebben kotddjenek a tithoz,

valamint az iiveg feliilethez.
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2.3. Az eromérések menete

Az eréméréseket folyadékban (PBS) végeztiik. A ti allando 150 nm/s—os sebességgel
kozelitette meg a felszint. A megengedett legnagyobb nyomoerd mértékét minden esetben 1
nN alatt tartottuk. Mihelyt a tii altal a feliiletre kifejtett er6 elérte ezt az értéket, a ti 0,1
masodperc varakozasi id0 utan eltdvolodott a feliiletrol. Ezek a paraméterek megfeleldek
ahhoz, 1étrej6jjon a kotés az antigén és az antitest kozott. A mérést 50, 150, 400, 1000,
valamint 3000 nm/s-os visszahtizasi sebességekkel végeztiik. Ezaltal kiilonbozo terhelésekkel

mértiink eréket, ami sziikséges volt a Bell-Evans modell alkalmazasahoz. (9. egyenlet)

A kiszamitottuk a visszahtzasi sebességekhez tartozo terheléseket. (8. egyenlet) Ezek
értéke rendre 2,15; 6,45; 17,2; 43; valamint 129 nN/s.

Minden egyes
visszahtizasi sebesség mellett
1024 er6gorbét vettiink fel. A
hasznalt targylemezek feliiletét

vizsgald eldkisérletek alapjan

pm

tudtuk, hogy a felszin homogén,
az antitestek mindentitt
egyforma valoszinliséggel

kotoédnek hozza. Ezért

megtehettik azt, hogy az
0.0 0.5 1.0 15 2.0 er6gorbéket nem egy helyen
MM
6. abra: Erétérkép. A fehérrel jelolt pontokban mért szakadasi er6k ~ mértiikk, hanem Ggynevezett
jellemzdek az antigén-antitest kapcsolatokra. L .
erétérképeket vettiink fel. (6.
abra) Ennek soran egy 2 X 2 pm?-es teriiletet 32 x 32 ,.képpontra” bontottunk, és minden

pontban egy-egy er6gorbét vettiink fel.
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3. Eredmények és Kkiértékelésiik

3.1. A kisérlet altalanos értékelése
o a) Miutan a vizsgalando
600 molekulakat hozzakotottik a
. tithoz, valamint az

tivegfeliilethez, elvégeztiik az

eroméréseket. Az eredményiil

- A " kapott er6gorbék kozil lathato
vy p g

1 1 . . . | 1 1 ketté a 7. abran. A b) gorbén
20 (] -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140nm

s00pN - Z-piezo elmozduldsa b) nincs adhézids csucs, mig az
a) gorbén egyértelmiien van.
600 —
Pusztan az adhézio
jelenlétéb6l nem deriil ki,
£ e hogy antigén-antitest

kapcsolodast  detektaltunk-e,

erre a kérdésre a csucs tovabbi

T T T T T T T 1
20 0 -20 -40 -60 -80 -100 -120 -140nm

vizsgélata adhat valaszt. Az
Z-piezo elmozdulasa )
adhézios csucs nem a tu €s a

7. abra: Mért er6gorbék. Az a) gorbén jol lathato az adhéziot jelzo

csucs. A b) gérbe nem mutat adhéziot. feliilet talalkozasi pontjaban

van, hanem megkozelitSleg
20 nm-rel magasabban. Ez a tény mar utal az antigén-antitest kolcsOnhatasra, mert a
polietilén-glikol molekula 6-10 nm hosszt, és az antigén és az antitest is PEG-en keresztiil
kapcsolddik a tlihoz. PEG jelenlétét jelzi tovabba a csucs gorbiilete, ami PEG molekula
megnyulasabol eredhet. A csics magassaga, vagyis az adhézios erd mértéke is megfelel az
antigén-antitest kapcsolatokra jellemz6 irodalmi adatoknak (Bizzarri & Cannistraro, 2010).

Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy antigén-antitest kdlccsonhatasokat mértiink.

A fentiek fényében megallapithatjuk, hogy a mintak eldkészitése sikeres volt,
valamint, hogy az altalunk hasznalt AFM alkalmas egyedi molekuldak kozott fellépd erdk

mérésére, pN-os felbontassal.
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3.2. Az adatok értékelése

150 ; ; ; ; Binsize = 4 pH
o 1362 db.
:g ol F1=31,9953pN R =2,15nN/s |
S
S 50 -
>,
&
0
0 50 100 150 200 250 300
Szakaddsierd (pN)
100 T T T .
o 1005 db.
@ Fi1=48,621pN R =6,45nN/s
S s0f .
-
[
S
e L‘“_A
|]ll 50 100 150 200 250 300
Szakadasi erd (pN)
60 T T T T
o 921 db,
S sl F1=61,3432pN R =17,2nN/s
S
s 200 .
B
[0)
|]u 50 100 150 200 250 300
Szakadasi erd (pN)
60 T T T T
o 953 db.
B a0t F1 = 76,0007 pN R =43 nN/s-
S
S 20 -
B
[0)
0
0 50 100 150 200 250 300
Szakaddsierd (pN)
40 T T T T
o 749 db.,
:g F1=77,1961 pN R =129 nN/s
G 20
-
[
>,
@

0 50 100 150 200 250
Szakadasi erd (pN)

8. abra: Kiilonboz6 terhelések mellett mért adhézios erok

300

hisztogramon. Az elsd csucsot Gauss-gorbével illesztettiik, ez

alapjan hataroztuk meg az adott terhelésre jellemz6 szakadasi erdét.

Az adatelemzés soran a
kilonbozé  terhelések  mellett

felvett er6gorbékbol  kizartuk

azokat a gorbéket, melyeken az
adhézios cslics nagysaga nem érte
el a gorbe vizszintes szakaszan
szamolt atlagos zajszint
haromszorosat (7. abra). Azokbol
a g0rbékbal, melyeket
megtartottunk, kiszamitottuk az
adhézios erdk szamszeri értékét.
Ezt ugy végeztik, hogy az

erogorbék  felszintél  tavoli

végének egy szakaszan atlagoltuk

a zajt, majd erre egyenest

illesztve megkaptuk ON

adhézidhoz tartoz6 alapvonalat.
Az adhézids csucsok
minimumanak alapvonaltél mért
tavolsdgat  vettik az  adott
csucshoz tartozd adhézidos erd

értékének.

Abréazoltuk az erbértékek hisztogramjat, majd Gauss-gorbével megillesztettiik (8.

abra). Az illesztett gorbe maximumanak helye megadta a legvaldszintibb szakadasi erét (Fi)

az egyes szakitasi terhelési értékekhez (R). Lathatd, hogy a nagyobb terheléseknél nagyobb

erd sziikséges a fehérjék kozott kialakult kotés elszakitasahoz, kijelenthetjiik tovabba, hogy a

terhelés és az adhézios erd kozotti sszefliggés nem linedris.

A Gauss-gorbék nem illeszkednek jol a hisztogramokra. Ennek oka abban rejlik, hogy

egyszerre tObb antigén-antitest kotés is 1étre johet. A ti hegyének mérete (gorbiileti sugar

~10 nm) joval nagyobb, mint a f2M molekuldk (~1-2 nm), ennél fogva tobb antigén is
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kotédhet a tiihéz. Emellett az iivegfelszin par nanométeres mérettartomanyba esé
egyenetlenségei miatt is eléfordulhat, hogy egy iddben akar kettd, harom molekulapar is
kapcsolodik. (10. abra) Ez értelemszertien az adott er6gorbén kétszer, haromszor nagyobb

adhéziot eredményez. (10. abra)

A hisztogramokon emiatt az ¢ls6, dominans (F;)
mellett megjelennek kisebb csucsok is, kétszer (F»),
haromszor (F3) akkora jellemz6 adhézioval. Ezt figyelembe
véve a Gauss-illesztéskor kettd, majd harom gorbével is
elvégeztiik az illesztést. (10. abra) A kisebb csucsok kiilon

kezelése pontosabba tette a Bell-Evans-sszefiiggés

kiszamitasahoz sziikséges elsd Gauss-gorbe illeszkedését.

9. abra: Geometriai okokbol
egyszerre tobb antigén-antitest kotés

is kialakulhat.

150 T T T T T “‘“":’3;‘;" 150 T T T T T B‘""j;:;‘d‘;“
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10. abra: Hisztogramok illesztése tobb Gauss-gorbével. A masodik, illetve harmadik illesztés
maximumhelye jol megkdzeliti az elsd csucs maximumhelyének kétszeresét, illetve haromszorosat.
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3.3. A Bell-Evans modell alkalmazasa

A kisérletek soran egy kiilsé erdvel valtottuk ki az antigén és az antitest elszakadasat,

az €16 szervezetben viszont ez egy egyensulyi reakcio. A mért adatokbol a Bell-Evans modell

segitségével hataroztuk meg az egyensilyi reakcié paramétereit. A 9. egyenletben foglalt xg

és kogr értékek egyszerii modszerrel kiszamithatok: A hisztogramok elsé csucsara illesztett

Gauss-gorbe maximumanak helye adta meg szakadasi erét (F*), melyet abrazoltunk a
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logaritmikus skalan felvett terhelési
értékek  fliggvényében. A kapott
pontokra egyenest illesztettiink. Az Xp-t
az illesztett egyenes meredekségébdl, a
Kot-ot a vizszintes tengelymetszetébdl
hataroztuk meg (11. 4bra). (Bizzarri &
Cannistraro, 2010)

Az altalunk kapott Kot és xp
értekek nagysagrendi egyezést mutattak
a szakirodalomban fellelhetd antigén-
antitest kapcsolatokra jellemz6 adatokkal
(Bizzarri & Cannistraro, 2010). Ez is
megerdsitette azt, hogy valoban f2M —
anti-p2M kotéseket mértiink.

11. 4bra: A Bell-Evans illesztések. Az eréket
(F") mindharom esetben a hisztogramok els6
csticsara illesztett gobge alapjan hataroztuk meg,
a kiilonbség az, hogy az a) grafikonon szerepld
erfket az 1, a b)-n 1évoket a 2, mig a C)
grafikonon abrazolt eré-értékeket a 3 Gauss-
g0rbés hisztogram-illesztés alapjan szamoltunk.
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3.4. Kovetkeztetés, Kkitekintés

Kapott értékeinket irodalmi adatokkal 6sszevetve (Bizzarri & Cannistraro, 2010) arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy az atomerd-spektroszképia hatékony modszer egyedi
biomolekulak kotéseinek vizsgalatara, akar pN-os erék detektalasara is képes. Raadasul a
mérési adatokbol a molekulakapcsolatok dinamikai paraméterei is meghatarozhatok. Az AFM
a méréseket szabalyozott kornyezetben végzi, igy a molekula-kapcsolatokra gyakorolt kiilsé

hatasok befolyasa is meghatarozhat6 vele.

Az AFM-mel biomolekularis felismeré mérések folytathatok szervetlen feliiletekhez
kotott molekulakon, ezért automatizalhatd folyamatokkal nagy mennyiségli adat gytjthetd

vele, ami lehetévé teheti a széleskori laboratoriumi alkalmazasat.

Me¢érési tapasztalataink alapjan tervezziik sejtfelszini receptorok eloszlasanak valamint
tulajdonsagainak meghatdrozasat. Terveink kozott szerepel tovabba egyetlen fehérje

kitekeredésének vizsgalataval molekuladinamikai mérések kivitelezése.
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4. Osszefoglalas

A fehérjek kozott fellépd kolcsonhatasoknak Iétfontossagli élettani szerepiik van;
meghataroznak sejt-sejt kapcsolatokat, immunreakciokat, citoszkeletalis haldzatokat, valamint

sok mas, ¢l6 szervezetben eldforduld folyamatot €s strukturat.

A koOlcsonhatd fehérjék kozott ébredd er6k mérésére tobb modszer is 1étezik, melyek
kozil kiemelkedik az egyedi molekuldk mérését lehetdveé tévo, altalunk is hasznalt atomerd-
spektroszkopia. Méréssorozatunk egy standardizaciés folyamat része, melynek célja, hogy a
kiilonféle modszerekkel végzett erdmérések eredményeinek Gsszehasonlitdsaval egységesitse,

Osszehasonlithatdva tegye a fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat vizsgald méréseket.

A kisérletek soran egy, mar jol ismert antigén-antitest par, a human 32 mikroglobulin,
valamint az ez ellen egérben termelt antitest (anti-f2M) kozott 1étrejovo adhézid paramétereit
vizsgaltunk. Méréseink soran a fehérjék kozott kialakult kotések elszakadasakor ébredd erdket
detektaltuk, ezekbdl szamoltuk ki a kotésre jellemzé paramétereket. Eredményeinket
statisztikai modszerekkel értékeltiik, valamint vizsgaltuk a Bell-Evans modell teljesiilését. A

kapott értékek nagysagrendi egyezést mutattak a szakirodalomban fellelheté adatokkal.

Mindennek fényében az atomerd-spektroszkopia hatékony modszer egyedi molekulak
kotési paramétereinek, valamint koriilményeinek vizsgéalatara. Tovabbi terveink kozott
szerepel sejtfelszini receptorok tulajdonsagainak ¢€s eloszlasanak meghatarozasa, valamint

egyes fehérjék molekula-dinamikajanak mérése.
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