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Fogsor alaplemezbdl kioldodé allergének kétodésének vizsgalata
Fourier-Transzformacios Feliileti Plazmon Rezonancia (FT-SPR) modszerrel
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A fogaszatban az uj anyagrendszerek megjelenésével parhuzamosan egyre nagyobb tGtemben névekszik a potenciali-
san allergias tlnetek kivaltdséra alkalmas anyagok kore. Az adott allergénnek rendkivil kis mennyisége is képes aller-
gias reakcio kivaltasara, ezért kiemelt jelentésége van ezen antigénként szereplé anyagok (példaul: formaldehid, me-
takrilsav, benzoil-peroxid) fehérjékhez vald kotédési lehet6ségeinek vizsgalatanak. Ezen sajatossagok vizsgalatara
a Fourier-Transzformacios Fellleti Plazmon Rezonancia Spektroszképia (FT-SPR) jol alkalmazhato eljaras. A modszer
elényei kézé sorolhato a kiemelkedd érzékenység, a jeldlés nélkili detektalas képessége, valamint a valds idejl vizsga-
latok kivitelezésének lehetdsége.

Kisérleteink célja a formaldehid és metakrilsav mint a leggyakoribb fogaszati allergének kbzé tartoz6 anyagok
FT-SPR spektroszkdpias vizsgalata volt, kiemelt hangsulyt fektetve koncentraciéfliggé mérések elemzésére és kiérté-
kelésére.

Méréseinket formaldehid és metakrilsav desztillalt vizes higitasi soraival végeztiik. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy
az eljaras elméletileg lehetévé teszi az SPR-chip f6l6tt aramoltatott oldat koncentracidjanak akar szazezrelékes nagysag-
rend(i megvaltozasanak detektalasat is. A koncentraciofiggd vizsgalataink soran bizonyitottuk, hogy a médszer kvanti-
tativ meghatérozasra is alkalmas. Kisérleteink alapjan megallapithat6 az eljaras széleskord alkalmazhatéséaga, amely
nagyban megkonnyitheti a biomolekularis kdlcsdnhatasok jovébeli feltérképezését és megértését.
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Bevezetés

A fogaszat szakteriletén széles kdrben hasznalt polime-
rek (fogsorok alaplemezei, kompozit tdm&anyagok stb.)
gyakran valtanak ki allergias reakciokat a pacienseknél
[1, 11]. A fogaszatban leggyakrabban alkalmazott polimer
a polimetil-metakrilat (PMMA), amely a metakrilsav metil-
észterének (metil-metakrilat — MMA) polimerje. A mo-
nomerek polimerré térténd atalakulasa azonban nem
tokéletes, ezért MMA monomerek maradnak vissza, ame-
lyek a polimerbdl kioldédhatnak [3, 13, 17]. Az MMA mo-
lekulak oxidaciodjakor formaldehid, hidrolizisekor pedig
metakrilsav keletkezik [19]. Ezen molekulak citotoxi-
kusak, emellett fokozott reaktivitasuknak készénhet6-
en a leggyakoribb fogaszati allergének kézé tartoz-
nak [8, 9].

A Fellleti Plazmon Rezonancia (SPR) spektroszko-
pia egy olyan detektalasi modszer, amelynek segitsé-
gével egy a detektorként hasznalt fémfelszin kdzvetlen
kdzelében, a kiilénb6z6 kotések/kdtddések kialakulasa-
nak hatdsara bekévetkez6 tdrésmutato-valtozast lehet
nagy pontossaggal nyomon kdvetni. A modszer alapja

Erkezett: 2014. szeptember 29.
Elfogadva: 2014. november 19.

a fellileti plazmon rezonanciajelenség, ami egy fém-di-
elektrikum hatarfellleten az ugynevezett vezetési elekt-
ronok mozgasahoz kapcsolddé elektronsiirliiség-hulla-
mok gerjesztésekor kdvetkezik be. A mérés elvét az
biztositja, hogy ha egy adott fém felliletére valami-
lyen anyag fizikai vagy kémiai uton kétédik, vagy ar-
rol levalik, illetve a fém koérili kézeg térésmutatdja
megvaltozik, az az adott fém elektronjainak allapotat
megvaltoztatja. A bekdvetkezett valtozasokat ezzel
a technikaval kiléndsen nagy érzékenységgel detektal-
hatjuk [5, 10, 12].

Hagyomanyos SPR Spektroszkoppal végzett mérések
soran a fény hullamhosszat allandé értéken tartva vizs-
géljak a visszavert fénysugar intenzitasat a beesési szdg
valtozasanak fliggvenyében. Minimalis reflektancia a rezo-
nanciaszdg esetén tapasztalhatd, amely maximalis SPR-
valaszt valt ki. Az FT-SPR Spektroszkdpia lehet6veé teszi,
hogy az SPR-mérések FT-IR (Fourier-Transzformacios
Infravérds Spektroszkdpia) platformon, tehat ezen ké-
szlilékkel egybeépitve kertljenek kivitelezésre. Ezaltal az
FT-IR tulajdonsagai — ugymint a nagyfoku érzékenyseg,
a multiplexitas és a valtoztathaté hullamhossz — technikai
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elényt jelentenek a hagyomanyos SPR szogeltolddas-mé-
résekkel szemben. FT-SPR vizsgalatok esetén a beesési
szbget fix értéken tartva mérjuk a reflektanciat, a fény ko-
zeli-infravords spektrumaban. igy keriiinek megallapités-
ra a kilénb6z6 hullamhossz-tartomanyokban megjelené
intenzitasok, melyekbdl a kotédések kialakulasara vagy
bomlasara lehet kovetkeztetni [6, 7].

A mddszer segitségével a biomolekularis kdlcsén-
hatasok kinetikaja valds id6ben nyomon kévethetd, igy
a kialakul6 vagy felbomlo kétések és két6dések azon-
nal detektalasra kerlilnek, azok méréséhez egyéb be-
avatkozas nem szikséges. Kiilén el6nyds tulajdon-
sag, hogy a molekulak koét6dése sem igényel egyéb
jeldlési feladatot, hanem kézvetlendil a kétédés kiala-
kulasa biztositja a mérend6 jelet, igy az eljaras nagy
érzékenysége még a gyenge felileti kdlcsénhatasok
vizsgalatat is lehetéveé teszi. Az FT-SPR Spektroszko-
piat mas bioanalitikai médszerekkel 6sszehasonlitva
(PM-RAIRS, QCM-D), alacsony koncentraciok detekta-

1.a) dabra: FT-SPR készilék sematikus abrazolasa
(Kretschmann-elrendezés szerint)

1.b) abra: Thermo Scientific FT-SPR készulék, SPRTM 100 modul
(és a NicoletTM 6700 FT-IR Spektroszkop)

lasara egyértelm(ien az altalunk is hasznalt modszer bi-
zonyult a legnagyobb érzékenységlinek [4]. Az eljaras
segitségével kilonbdz6 biomolekulak specialisan ke-
zelt biomimetikus felszinhez vald két6dését is monito-
rozhatjuk [2, 15]. Emellett alkalmas specifikus antigén-
antitest-k6t6dések vizsgalatara [16], illetve kiilénb6z6
fehérjék funkcionalizalt polimerfelszinnel valé kdlcsén-
hatasanak nyomon koévetéseére is [14, 18].

Jelen kutatasunk célja a formaldehid és a metak-
rilsav — mint gyakori fogaszati allergének — FT-SPR
chiphez t6rtén6 kotédésének vizsgalata, illetve a mo-
lekulakkal végzett koncentraciofliggé mérések elem-
zése és kiértékelése.

Anyag és modszer

Kisérleteinket formaldehid és metakrilsav higitasi sorok-
kal végeztiik. A Sigma-Aldrich Co. LLC. (St. Louis, MO,
USA) altal forgalmazott 37%-os tdménység(i formalde-
hid, illetve 99%-o0s tdéménységil metakrilsav-oldatokbdl
0,01%-0s, 0,05%-0s, 0,1%-0s, 0,15%-0s és 0,2%-0s
koncentracidju oldatokat készitettlink, oldészerként
desztillalt vizet hasznalva. A mérések soran a hattér-
spektrumokat desztillalt viz segitségével vettiik fel.

Méréseinket szobahd8mérsékleten végeztik a Thermo
Electron Corporation altal kifejlesztett (Waltham, MA,
USA) SPR™ 100 modult hasznalva, amelyet a Thermo
Electron Corporation altal gyartott (Waltham, MA, USA)
Nicolet™ 6700 FT-IR Spektroszképpal kapcsoltunk
rendszerbe. Fehér fényt kibocsaté wolfram-halogén
fényforrast alkalmaztunk kalciumfluorid (CaF,) fény-
osztoval. A prizmahoz er8sitett aranyfilm vastagsaga
45 nm volt. A chip felszinéhez egy folyadékcella volt
régzitve; a vizsgalt mintak szallitdsa Cole Palmer 110 ti-
pusu (EW-74905-04, Hollston, Ma, USA) fecskend6
pumpa segitségével tértént 0,5 ml/min sebességgel.
Az altalunk hasznalt elrendezés elvi vazlata, és maga
a berendezés az 1. abra a.) és b.) részén kerll bemuta-
tasra. A visszavert fénysugarat egy InGaAs detektorra
fokuszaltuk. A kapott adatok feldolgozasahoz a Thermo
Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) altal kifej-
lesztett OMNIC™ szoftvercsomagot hasznaltuk.

Minden egyes gorbe 16 interferogram atlagolasanak
eredménye 8 cm™'-es felbontas mellett, az adatpontok
tavolsaga 0,964 cm-'. Mindkét higitasi sorral végzett
mérés soran meghataroztuk a kilénb6z6 téménységl
oldatok egyéni spektrumait. Az egyéni spektrumok alap-
jan meghatarozott rezonanciahullamhossz-értékek se-
gitségével az adott anyaghoz tartozé kalibracids egye-
nes meghatarozasara kerdlt sor.

Eredmények
A 2. dabran lathaték a formaldehid-oldatok FT-SPR

egyéni spektrumai k6zos diagramon feltlintetve. Az
egyes gorbék balrdl jobbra haladva: desztillalt viz,
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2. dbra: Kilénb6z6 koncentraciéju formaldehid-oldatok
FT-SPR spektrumai

0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,2%-0s formaldehid-ol-
dat. Az adatok az abran szinskala segitségével is fel
vannak tintetve.

Minden egyes gérbén megkereshetd az a hullamszam-
érték, amelyhez minimalis reflektancia-érték (nagysag-
rendileg 15%) parosul. Ezen adatok a kilénb6z6 olda-
tok esetén mérheté rezonanciahullamhossz-értékek.
Az abrakon is feltlintetett értékek a desztillalt viztdl
a 0,2%-os tdménységi formaldehid-oldat felé haladva:
9000,12 cm™', 8972,58 cm', 8963,04 cm™, 8939,41 cm™”,
8925,21 cm™, 8911,51 cm™.

A metakrilsav-oldat higitasi sorral végzett kisérletek
az el6z6 fejezetben leirtakhoz hasonldan kerultek kivi-
telezésre. A 3. dbrdn lathatok az oldatok egyéni FT-SPR
spektrumai, az egyes gorbék balrdl jobbra haladva:
desztillalt viz, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,15% és 0,2%-0s
metakrilsav-oldat. A kilénb6zé elegyek esetében az ada-
tok kénnyebb beazonosithatésagat az abran szinskala
is segqiti.

Ebben az esetben is megkereshet6 mindegyik goér-
bén az a hullamszamérték, amelyhez a mar emlitett
minimalis visszaver6-képesség (metakrilsavval végzett
mérések esetén korulbelll 16%) tarsul, ez az érték adja
meg az adott koncentracioju oldathoz tartozé rezonan-
cia-hullamszamot. Az abrakrdl is leolvashatoé értékek
desztillalt vizt6l az egyre ndvekvs tdéményseégl metak-
rilsav-oldatok felé haladva: 8990,66 cm™, 8976,87 cm,
8962,83 cm', 8948,83 cm!, 8935,14 cm™.

Mindkét higitasi sor esetében kiszamolhatd, hogy egy
meghatarozott koncentracioju oldat aramoltatasa milyen
mértékben valtoztatja meg a rezonancia-hullamszamot
a tiszta oldészerrel mért értékhez képest. A kilénb6z6
tomeénység(i formaldehid-oldatoknal kalkulalt valtozasok
egész értékekre kerekitve: 0,01%-0s oldat esetén 27 cm,
0,05%-0s oldat esetén 37 cm™', 0,1%-0s oldat esetén
61 cm™, 0,15%-0s oldat esetén 75 cm™, 0,2%-os oldat
esetén 88 cm'. Hasonloképpen a metakrilsav higitasi

3. dbra: Kulénbdz6 koncentraciéju metakrilsav-oldatok
FT-SPR spektrumai

sor esetében szamitott eltolddasok egész értékekre ke-
rekitve: 0,01%-o0s oldat esetén 9 cm™, 0,05%-0s oldat
esetén 23 cm™, 0,1%-os oldat esetén 37 cm™', 0,15%-0s
oldat esetén 51 cm™', 0,2%-0s oldat esetén 65 cm-".
Minden egyes valtozas negativ iranyba kdvetkezett be,
tehat valamennyi oldat esetében alacsonyabb rezonan-

4. dbra: Formaldehid- és metakrilsav-oldatok
kalibraciés egyeneseinek meghatarozasa
FT-SPR mddszer segitségégével
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ciahullamhossz-értéket kaptunk az olddszerrel mért
eredményhez képest. Az adatok alapjan megallapit-
hato, hogy minél tdményebb oldatot aramoltatunk az
aranyfilm f616tt, annal nagyobb mértékben csdkken a re-
zonancia-hulldmszam. A bevezetében leirtak alapjan
a térésmutatd egyre nagyobb valtozasa pedig egyre
kifejezettebb valtozasokat idéz el6 a fém kiilsé elekt-
ronjainak allapotaban, amelyet a rezonancia-hullam-
szam egyre jelentésebb eltolodasan keresztil detek-
talhatunk.

Medgfigyelhetd tovabba, hogy az altalunk vizsgalt anya-
gok esetében az adott oldatok rezonancia-hullamszam-
valtozasa linearis aranyossagban van a folyadékcellaba
ker(l6 oldat tdménységével. Ez a megallapitas lehet6-
vé teszi, hogy egy adott mintaban Iévé molekulat kvan-
titativ médon is kimutassunk. A kapott értékekbdl kalib-
racios egyenes meghatarozasara nyilik lehet6ségunk,
amely alapjan ismeretlen tdménységu oldat koncent-
racioja egyszerien kiszamolhaté. A kalibracios egye-
nesek, valamint a pontok egyenes koérili szérasa form-
aldehid, illetve metakrilsav-oldatok esetén a 4. dbran
lathatok.

Megbeszélés

Az FT-SPR mérési mddszer specifikus kémiai kdtések
vizsgalatat is lehet6vé teszi. Ezt kihasznalva kétmole-
kulas receptor-ligandum vagy antigén-antitest kdlcson-
hatasok reakcidkinetikajanak feltérképezése is lehetd-
vé valik. Mindamellett, hogy néhany anyag kézvetlentl
kotddik az aranyfelszinhez, specifikus kétések vizsga-
latdhoz a legtdbb esetben az SPR-chip fellleti médosi-
tasa szlkséges. A felszini rétegek kialakitasa ugyanis
kénnyebben ellenérizhetd azaltal, hogy az aranyréteget
elészér egy monomolekularis réteggel boritjuk be, amely
megfeleld funkcids csoportokat biztosit a tovabbi kap-
csolatok kialakitasahoz. A legnépszer(ibb szemlélet
szerint el6szér egy alkan-tiol komponensen keresztll
ugynevezett ,6nszervez6d6 monoréteges struktura” (self-
assembled monolayer, SAM) kerll kialakitasra: a tiol-
csoport kotést létesit az aranyfelszinnel, mig a mo-
lekula masik végeén lévé funkcios csoport lehetéséget
biztosit tovabbi anyagok kapcsolédasahoz. Az alkan-tio-
lok killdnb6z6 funkcids csoportokkal rendelkezhetnek,
mint példaul amin- vagy karboxilcsoport. A SAM-ek
tovabb modosithatok bifunkciondlis kapcsold moleku-
lakkal, hogy kilénb6z6 funkcids molekulakkal fedett fel-
szint képezzenek. A kialakitott funkcids csoporthoz
kémiailag kéthet6 (immobilizalhato) a specifikus kélcson-
hatas egyik komponense, mig a masik oldat formaja-
ban aramoltathaté a mdédositott fellilet felett. Amennyi-
ben a két komponens stabil komplexet képez egymassal,
akkor a fellileten a tomegkoncentracio — ezaltal a t6-
résmutatd — megnoévekszik, és ez a valtozas jol detek-
talhato [16, 18].

Az altalunk vizsgalt modellrendszer még nem az in-
vivo helyzetet szimulalja, hanem az emlitett fogaszati
allergének kotédését, vizsgalhatésagat kivanta tanulma-

nyozni, ezért bioldgiai mintak (példaul fehérjék) koétédési
sajatossagainak meghatarozasara még nem alkalmas.
Megfeleld chip kialakitasaval, az el6z6 bekezdésben
emlitett fellletkezelés segitségével azonban specifi-
kus kdlcsdnhatasok vizsgalatara, igy biologiai mintak
allergéntartalmanak kdzvetlen meghatarozasara, aller-
gének azonositasara, illetve allergias reakciok részlépé-
seinek felderitésére is alkalmassa valhat. Napjainkban
az ipar fejl6dése szamos kilonb6z6 kémiailag médosi-
tott — példaul karboximetil, polikarboxilat vagy tetra-
etilén-glikol felszinnel rendelkez6 — SPR-chipek hasz-
nalatat is lehetdvé teszi. Ezaltal a vizsgalt fogaszati
allergénekre — formaldehidre vagy akar metakrilsavra —
specifikus vizsgalatok is lehetévé valhatnak, amelyek
a jov6beli kutatasaink elsédleges céljait képezik. Ter-
mészetszerlileg az FT-SPR mddszer specifikus szik-
ségleteit figyelembe véve, a gyakorlati beavatkozasok
helyszinéll szolgalé rendel6kben az elterjedésére ke-
vésbé lehet szamitani. Nagy érzékenysége és flexibilis
vizsgalati lehet8ségeinek figyelembevételével viszont az
allergia kilénb6z6 részfolyamatainak felderitésében, il-
letve megfelel6 mddszerek kidolgozasat kdvetéen akar
az allergias paciensek szlirésében is szerepe lehet. Egy
elére meghatéarozott protokoll szerint gy(ijtétt/kezelt,
peldaul nyalmintat alapul véve, lehetéség nyilhat egy
a szervezetre nézve plusz terhelést nem jelent6 vizsga-
lati tipus kialitasara, melyet egy ol felszerelt diagnosz-
tikai kbzpontban mar kénnyen, a meglévé modszerek
mellett alkalmazhatnak. Mindemellett természetesen
a mai modern késziilékek és iranyvonalak figyelembe-
vételével akar az is elképzelhetd, hogy a mddszer érzé-
kenységét, egy kisméretd, hordozhato készlilékbe tor-
ténd integralas utjan hasznaljak ki. Ezaltal akar helyben
megvaldsithaté mérések és vizsgalatok is kivitelezhets-
vé valhatnak, melyet megfeleld kérilmények kdzott akar
helyben értékelni lehet, vagy a mért értékeket, az egy-
re szélesebb kor(i informatikai halézatok terjedésével
kénnyedén szakért6i elemzésre lehet tovabbitani.

A vizsgalatok alapjaul szolgalhat, hogy az altalunk
bemutatott eredmények alapjan, 0,1%-0s koncentracio-
valtozasat formaldehid-oldat esetén 61 cm™-es, metakril-
sav oldat esetén 37 cm™'-es valtozast idéz el6 a rezo-
nancia-hullamszamban. Figyelembe véve a tényt, hogy
az FT-SPR spekiroszkop elméleti hullamszam-pontos-
saga 0,01 cm, a készllék képes lehet egy adott ve-
gyllet akar szazezrelékes nagysagrend(i koncentracio
valtozasat is detektalni. Ez a tulajdonsag lehetévé teszi
egy adott oldatban Iévé molekula kiemelkedd érzékeny-
ségu kvalitativ meghatarozasat.

A maddszer elvi alapjai megegyeznek a tradicionalis
SPR-technika elvi alapjaival, igy a hagyomanyos SPR
spektroszkdpiaban felmeriilé nehézségek az altalunk
vizsgalt eljarasnal is nehézséget jelentenek. A techni-
kaval kapcsolatban felmerGl§ nehézségek tobbek kdzott:
i) az SPR-jelenség vizsgalatara alkalmas, detektorként
alkalmazhaté fémek limitalt szama; ii) a térésmutato-
érték hémérséklet-fliggése; iii) a nem specifikus inter-
akciok hatasara is kialakulé6 SPR-valasz. A mérési ko-



rilmények pontos meghatarozasaval és a megfeleléen
gondos minta-el6készitéssel azonban minimalizalni le-
het azokat a tényez6ket, amelyek a vizsgalati szandék-
tél eltéréen befolyasoljak a kisérleti eredményeket.
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Analysis of the binding properties of leachable components of base plate by
Fourier-Transform Surface Plasmon Resonance (FT-SPR) method

In parallel with the emergence of new dental materials the number of allergic diseases is continuously increasing. Ex-
tremely small quantities of the allergens are capable to inducing an allergic reaction. Therefore it is particularly important
to examine these materials as antigens and investigate their binding properties to proteins (e.g. formaldehyde, methacryl-
ic acid, benzoyl-peroxide...). The Fourier Transform Surface Plasmon Resonance Spectroscopy (FT-SPR) is a suitable
examination method for this type of procedure. FT-SPR measurement is performed at a fixed angel of incident light, and
reflectivity is measured over a range of wavelength in the near infrared. The advantages of this method are the outstand-
ing sensitivity, the label-free detection capability and the possibility of the real-time testing procedure.

Formaldehyde and methacrylic acid are among the most common dental allergens. In our study we examined these
molecules by FT-SPR spectroscopy. The aim of this work was to investigate the suitability of this method to the detec-
tion of these materials, with special focuses on the analysis and evaluation concentration-dependent measurements.

Different concentrations (0,01%—0,2%) of formaldehyde and methacrylic acid solutions were measured. The individual
spectra were measured for all of the solutions, and calibration curves were calculated for the materials for the possibility
of the determination of an unknown concentration. The results confirmed that the method is theoretically capable to de-
tect hundred-thousandths scale concentration-changes in the solution flowing above the SPR-chip. The concentration-
dependent studies had proved that the method capable to measure directly these materials and can provide appropriate
calibration for quantitative determination. These experiments show the broad applicability of the FT-SPR method, which
can greatly facilitate the mapping and understanding of biomolecular interactions in the future.

Keywords: formaldehyde, methacrylic acid, allergens, Fourier Transform Surface Plasmon Resonance Spectroscopy (FT-SPR)
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