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A fogászatban az új anyagrendszerek megjelenésével párhuzamosan egyre nagyobb ütemben növekszik a potenciáli-
san allergiás tünetek kiváltására alkalmas anyagok köre. Az adott allergénnek rendkívül kis mennyisége is képes aller-
giás reakció kiváltására, ezért kiemelt jelentősége van ezen antigénként szereplő anyagok (például: formaldehid, me-
takrilsav, benzoil-peroxid) fehérjékhez való kötődési lehetőségeinek vizsgálatának. Ezen sajátosságok vizsgálatára  
a Fourier-Transzformációs Felületi Plazmon Rezonancia Spektroszkópia (FT-SPR) jól alkalmazható eljárás. A módszer 
előnyei közé sorolható a kiemelkedő érzékenység, a jelölés nélküli detektálás képessége, valamint a valós idejű vizsgá-
latok kivitelezésének lehetősége.

Kísérleteink célja a formaldehid és metakrilsav mint a leggyakoribb fogászati allergének közé tartozó anyagok  
FT-SPR spektroszkópiás vizsgálata volt, kiemelt hangsúlyt fektetve koncentrációfüggő mérések elemzésére és kiérté- 
kelésére.

Méréseinket formaldehid és metakrilsav desztillált vizes hígítási soraival végeztük. Eredményeinkkel igazoltuk, hogy 
az eljárás elméletileg lehetővé teszi az SPR-chip fölött áramoltatott oldat koncentrációjának akár százezrelékes nagyság-
rendű megváltozásának detektálását is. A koncentrációfüggő vizsgálataink során bizonyítottuk, hogy a módszer kvanti-
tatív meghatározásra is alkalmas. Kísérleteink alapján megállapítható az eljárás széleskörű alkalmazhatósága, amely 
nagyban megkönnyítheti a biomolekuláris kölcsönhatások jövőbeli feltérképezését és megértését.

Kulcsszavak:  formaldehid, metakrilsav, allergén, Fourier-Transzformációs Felületi Plazmon Rezonancia Spektroszkópia 
(FT-SPR)

Bevezetés

A fogászat szakterületén széles körben használt polime-
rek (fogsorok alaplemezei, kompozit tömőanyagok stb.) 
gyakran váltanak ki allergiás reakciókat a pácienseknél 
[1, 11]. A fogászatban leggyakrabban alkalmazott polimer 
a polimetil-metakrilát (PMMA), amely a metakrilsav metil- 
észterének (metil-metakrilát – MMA) polimerje. A mo-
nomerek polimerré történő átalakulása azonban nem  
tökéletes, ezért MMA monomerek maradnak vissza, ame- 
lyek a polimerből kioldódhatnak [3, 13, 17]. Az MMA mo- 
lekulák oxidációjakor formaldehid, hidrolízisekor pedig  
met akrilsav keletkezik [19]. Ezen molekulák ci to toxi-
kusak, emellett fokozott reaktivitásuknak köszönhető-
en a leggyakoribb fogászati allergének közé tartoz- 
nak [8, 9].

A Felületi Plazmon Rezonancia (SPR) spektroszkó-
pia egy olyan detektálási módszer, amelynek segítsé-
gével egy a detektorként használt fémfelszín közvetlen 
közelében, a különböző kötések/kötődések kialakulásá-
nak hatására bekövetkező törésmutató-változást lehet 
nagy pontossággal nyomon követni. A módszer alapja 

a felületi plazmon rezonanciajelenség, ami egy fém-di-
elektrikum határfelületen az úgynevezett vezetési elekt-
ronok mozgásához kapcsolódó elektronsűrűség-hullá-
mok gerjesztésekor következik be. A mérés elvét az  
biztosítja, hogy ha egy adott fém felületére valami-
lyen anyag fizikai vagy kémiai úton kötődik, vagy ar-
ról leválik, illetve a fém körüli közeg törésmutatója 
megváltozik, az az adott fém elektronjainak állapotát 
megváltoztatja. A bekövetkezett változásokat ezzel  
a technikával különösen nagy érzékenységgel detektál-
hat juk [5, 10, 12].

Hagyományos SPR Spektroszkóppal végzett mérések 
során a fény hullámhosszát állandó értéken tartva vizs-
gálják a visszavert fénysugár intenzitását a beesési szög 
változásának függvényében. Minimális reflektancia a rezo-
nanciaszög esetén tapasztalható, amely maximális SPR-
választ vált ki. Az FT-SPR Spektroszkópia lehetővé teszi, 
hogy az SPR-mérések FT-IR (Fourier-Transzformációs 
In fra vörös Spektroszkópia) platformon, tehát ezen ké-
szülékkel egybeépítve kerüljenek kivitelezésre. Ezáltal az 
FT-IR tulajdonságai – úgymint a nagyfokú érzékenység, 
a multiplexitás és a változtatható hullámhossz – technikai 
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előnyt jelentenek a hagyományos SPR szögeltolódás-mé-
résekkel szemben. FT-SPR vizsgálatok esetén a beesési 
szöget fix értéken tartva mérjük a reflektanciát, a fény kö-
zeli-infravörös spektrumában. Így kerülnek megállapítás- 
ra a különböző hullámhossz-tartományokban megjelenő 
intenzitások, melyekből a kötődések kialakulására vagy 
bomlására lehet következtetni [6, 7].

A módszer segítségével a biomolekuláris kölcsön-
hatások kinetikája valós időben nyomon követhető, így 
a kialakuló vagy felbomló kötések és kötődések azon-
nal detektálásra kerülnek, azok méréséhez egyéb be-
avatkozás nem szükséges. Külön előnyös tulajdon-
ság, hogy a molekulák kötődése sem igényel egyéb 
jelölési feladatot, hanem közvetlenül a kötődés kiala-
kulása biztosítja a mérendő jelet, így az eljárás nagy 
érzékenysége még a gyenge felületi kölcsönhatások 
vizsgálatát is lehetővé teszi. Az FT-SPR Spektroszkó-
piát más bioanalitikai módszerekkel összehasonlítva  
(PM-RAIRS, QCM-D), alacsony koncentrációk detektá-

lására egyértelműen az általunk is használt módszer bi-
zonyult a legnagyobb érzékenységűnek [4]. Az eljárás 
segítségével különböző biomolekulák speciálisan ke-
zelt biomimetikus felszínhez való kötődését is monito-
rozhatjuk [2, 15]. Emellett alkalmas specifikus antigén-
antitest-kötődések vizsgálatára [16], illetve különböző 
fehérjék funkcionalizált polimerfelszínnel való kölcsön-
hatásának nyomon követésére is [14, 18].

Jelen kutatásunk célja a formaldehid és a metak-
rilsav – mint gyakori fogászati allergének – FT-SPR  
chiphez történő kötődésének vizsgálata, illetve a mo- 
lekulákkal végzett koncentrációfüggő mérések elem- 
zése és kiértékelése.

Anyag és módszer

Kísérleteinket formaldehid és metakrilsav hígítási sorok - 
kal végeztük. A Sigma-Aldrich Co. LLC. (St. Louis, MO, 
USA) által forgalmazott 37%-os töménységű formalde-
hid, illetve 99%-os töménységű metakrilsav-oldatokból 
0,01%-os, 0,05%-os, 0,1%-os, 0,15%-os és 0,2%-os  
koncentrációjú oldatokat készítettünk, oldószerként  
desz tillált vizet használva. A mérések során a háttér- 
spektrumokat desztillált víz segítségével vettük fel.

Méréseinket szobahőmérsékleten végeztük a Ther mo  
Electron Corporation által kifejlesztett (Waltham, MA, 
USA) SPRTM 100 modult használva, amelyet a Thermo 
Electron Corporation által gyártott (Waltham, MA, USA) 
NicoletTM 6700 FT-IR Spektroszkóppal kapcsoltunk 
rendszerbe. Fehér fényt kibocsátó wolfram-halogén 
fényforrást alkalmaztunk kalciumfluorid (CaF2) fény-
osztóval. A prizmához erősített aranyfilm vastagsága 
45 nm volt. A chip felszínéhez egy folyadékcella volt 
rögzítve; a vizsgált minták szállítása Cole Palmer 110 tí- 
pusú (EW-74905-04, Hollston, Ma, USA) fecskendő 
pumpa segítségével történt 0,5 ml/min sebességgel. 
Az általunk használt elrendezés elvi vázlata, és maga 
a berendezés az 1. ábra a.) és b.) részén kerül bemuta-
tásra. A visszavert fénysugarat egy InGaAs detektorra 
fókuszáltuk. A kapott adatok feldolgozásához a Thermo 
Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA) által kifej-
lesztett OMNICTM szoftvercsomagot használtuk.

Minden egyes görbe 16 interferogram átlagolásának 
eredménye 8 cm-1-es felbontás mellett, az adatpontok 
távolsága 0,964 cm-1. Mindkét hígítási sorral végzett 
mérés során meghatároztuk a különböző töménységű  
oldatok egyéni spektrumait. Az egyéni spektrumok alap - 
ján meghatározott rezonanciahullámhossz-értékek se-
gítségével az adott anyaghoz tartozó kalibrációs egye-
nes meghatározására került sor.

Eredmények

A 2. ábrán láthatók a formaldehid-oldatok FT-SPR 
egyéni spektrumai közös diagramon feltüntetve. Az 
egyes görbék balról jobbra haladva: desztillált víz, 

1.a) ábra: FT-SPR készülék sematikus ábrázolása  
(Kretschmann-elrendezés szerint)

1.b) ábra: Thermo Scientific FT-SPR készülék, SPRTM 100 modul 
(és a NicoletTM 6700 FT-IR Spektroszkóp)
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0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,15%, 0,2%-os formaldehid-ol-
dat. Az adatok az ábrán színskála segítségével is fel 
vannak tüntetve.

Minden egyes görbén megkereshető az a hullámszám- 
érték, amelyhez minimális reflektancia-érték (nagyság-
rendileg 15%) párosul. Ezen adatok a különböző olda-
tok esetén mérhető rezonanciahullámhossz-értékek. 
Az ábrákon is feltüntetett értékek a desztillált víztől  
a 0,2%-os töménységű formaldehid-oldat felé haladva: 
9000,12 cm-1, 8972,58 cm-1, 8963,04 cm-1, 8939,41 cm-1,  
8925,21 cm-1, 8911,51 cm-1.

A metakrilsav-oldat hígítási sorral végzett kísérletek 
az előző fejezetben leírtakhoz hasonlóan kerültek kivi-
telezésre. A 3. ábrán láthatók az oldatok egyéni FT-SPR  
spektrumai, az egyes görbék balról jobbra haladva: 
desztillált víz, 0,01%, 0,05%, 0,1%, 0,15% és 0,2%-os  
metakrilsav-oldat. A különböző elegyek esetében az ada - 
tok könnyebb beazonosíthatóságát az ábrán színskála  
is segíti.

Ebben az esetben is megkereshető mindegyik gör-
bén az a hullámszámérték, amelyhez a már említett 
minimális visszaverő-képesség (metakrilsavval végzett 
mérések esetén körülbelül 16%) társul, ez az érték adja 
meg az adott koncentrációjú oldathoz tartozó rezonan-
cia-hullámszámot. Az ábrákról is leolvasható értékek 
desztillált víztől az egyre növekvő töménységű metak-
rilsav-oldatok felé haladva: 8990,66 cm-1, 8976,87 cm-1, 
8962,83 cm-1, 8948,83 cm-1, 8935,14 cm-1.

Mindkét hígítási sor esetében kiszámolható, hogy egy 
meghatározott koncentrációjú oldat áramoltatása milyen 
mértékben változtatja meg a rezonancia-hullámszámot 
a tiszta oldószerrel mért értékhez képest. A különböző 
töménységű formaldehid-oldatoknál kalkulált változások  
egész értékekre kerekítve: 0,01%-os oldat esetén 27 cm-1,  
0,05%-os oldat esetén 37 cm-1, 0,1%-os oldat esetén  
61 cm-1, 0,15%-os oldat esetén 75 cm-1, 0,2%-os oldat  
esetén 88 cm-1. Hasonlóképpen a metakrilsav hígítási  

sor esetében számított eltolódások egész értékekre ke-
rekítve: 0,01%-os oldat esetén 9 cm-1, 0,05%-os oldat 
esetén 23 cm-1, 0,1%-os oldat esetén 37 cm-1, 0,15%-os  
oldat esetén 51 cm-1, 0,2%-os oldat esetén 65 cm-1.  
Minden egyes változás negatív irányba következett be,  
tehát valamennyi oldat esetében alacsonyabb re zo nan-

2. ábra: Különböző koncentrációjú formaldehid-oldatok  
FT-SPR spektrumai

3. ábra: Különböző koncentrációjú metakrilsav-oldatok  
FT-SPR spektrumai

4. ábra: Formaldehid- és metakrilsav-oldatok  
kalibrációs egyeneseinek meghatározása  

FT-SPR módszer segítségégével
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ciahullámhossz-értéket kaptunk az oldószerrel mért 
eredményhez képest. Az adatok alapján megállapít-
ható, hogy minél töményebb oldatot áramoltatunk az 
aranyfilm fölött, annál nagyobb mértékben csökken a re - 
zo nancia-hullámszám. A bevezetőben leírtak alapján  
a törésmutató egyre nagyobb változása pedig egyre 
kifejezettebb változásokat idéz elő a fém külső elekt-
ronjainak állapotában, amelyet a rezonancia-hullám-
szám egyre jelentősebb eltolódásán keresztül detek-
tálhatunk.

Megfigyelhető továbbá, hogy az általunk vizsgált anya- 
gok esetében az adott oldatok rezonancia-hullámszám-
változása lineáris arányosságban van a folyadékcellába 
kerülő oldat töménységével. Ez a megállapítás lehető-
vé teszi, hogy egy adott mintában lévő molekulát kvan-
titatív módon is kimutassunk. A kapott értékekből kalib-
rációs egyenes meghatározására nyílik lehetőségünk, 
amely alapján ismeretlen töménységű oldat koncent-
rációja egyszerűen kiszámolható. A kalibrációs egye-
nesek, valamint a pontok egyenes körüli szórása form-
aldehid, illetve metakrilsav-oldatok esetén a 4. ábrán  
láthatók.

Megbeszélés

Az FT-SPR mérési módszer specifikus kémiai kötések 
vizsgálatát is lehetővé teszi. Ezt kihasználva kétmole-
kulás receptor-ligandum vagy antigén-antitest kölcsön-
hatások reakciókinetikájának feltérképezése is lehető-
vé válik. Mindamellett, hogy néhány anyag közvetlenül 
kötődik az aranyfelszínhez, specifikus kötések vizsgá-
latához a legtöbb esetben az SPR-chip felületi módosí-
tása szükséges. A felszíni rétegek kialakítása ugyanis 
könnyebben ellenőrizhető azáltal, hogy az aranyréteget  
először egy monomolekuláris réteggel borítjuk be, amely  
megfelelő funkciós csoportokat biztosít a további kap-
csolatok kialakításához. A legnépszerűbb szemlélet 
sze rint először egy alkán-tiol komponensen keresztül  
úgynevezett „önszerveződő monoréteges struktúra” (self- 
assembled monolayer, SAM) kerül kialakításra: a tiol-
csoport kötést létesít az aranyfelszínnel, míg a mo-
lekula másik végén lévő funkciós csoport lehetőséget  
biztosít további anyagok kapcsolódásához. Az alkán-tio - 
lok különböző funkciós csoportokkal rendelkezhetnek,  
mint például amin- vagy karboxilcsoport. A SAM-ek  
tovább módosíthatók bifunkcionális kapcsoló mo le ku- 
lák kal, hogy különböző funkciós molekulákkal fedett fel - 
színt képezzenek. A kialakított funkciós csoporthoz  
kémiai lag köthető (immobilizálható) a specifikus kölcsön- 
hatás egyik komponense, míg a másik oldat formájá-
ban áramoltatható a módosított felület felett. Amennyi-
ben a két komponens stabil komplexet képez egymással, 
akkor a felületen a tömegkoncentráció – ezáltal a tö-
résmutató – megnövekszik, és ez a változás jól detek-
tálható [16, 18].

Az általunk vizsgált modellrendszer még nem az in- 
vivo helyzetet szimulálja, hanem az említett fogászati  
allergének kötődését, vizsgálhatóságát kívánta tanul má-

nyozni, ezért biológiai minták (például fehérjék) kötő dési 
sajátosságainak meghatározására még nem alkalmas. 
Megfelelő chip kialakításával, az előző bekezdésben 
említett felületkezelés segítségével azonban specifi-
kus kölcsönhatások vizsgálatára, így biológiai minták  
allergéntartalmának közvetlen meghatározására, aller- 
gének azonosítására, illetve allergiás reakciók részlé pé - 
seinek felderítésére is alkalmassá válhat. Napjainkban  
az ipar fejlődése számos különböző kémiailag módo sí - 
tott – például karboximetil, polikarboxilát vagy tetra-
eti lén-glikol felszínnel rendelkező – SPR-chipek hasz-
nálatát is lehetővé teszi. Ezáltal a vizsgált fogászati  
aller génekre – formaldehidre vagy akár metakrilsavra – 
specifikus vizsgálatok is lehetővé válhatnak, amelyek 
a jövőbeli kutatásaink elsődleges céljait képezik. Ter-
mészetszerűleg az FT-SPR módszer specifikus szük-
ségleteit figyelembe véve, a gyakorlati beavatkozások 
helyszínéül szolgáló rendelőkben az elterjedésére ke-
vésbé lehet számítani. Nagy érzékenysége és flexibilis  
vizsgálati lehetőségeinek figyelembevételével viszont az  
allergia különböző részfolyamatainak felderítésében, il-
letve megfelelő módszerek kidolgozását követően akár 
az allergiás páciensek szűrésében is szerepe lehet. Egy 
előre meghatározott protokoll szerint gyűjtött/kezelt, 
például nyálmintát alapul véve, lehetőség nyílhat egy  
a szervezetre nézve plusz terhelést nem jelentő vizsgá-
lati típus kialítására, melyet egy jól felszerelt diagnosz-
tikai központban már könnyen, a meglévő módszerek 
mellett alkalmazhatnak. Mindemellett természetesen  
a mai modern készülékek és irányvonalak figyelembe-
vételével akár az is elképzelhető, hogy a módszer érzé-
kenységét, egy kisméretű, hordozható készülékbe tör-
ténő integrálás útján használják ki. Ezáltal akár helyben 
megvalósítható mérések és vizsgálatok is kivitelezhető-
vé válhatnak, melyet megfelelő körülmények között akár  
helyben értékelni lehet, vagy a mért értékeket, az egy-
re szélesebb körű informatikai hálózatok terjedésével 
könnyedén szakértői elemzésre lehet továbbítani.

A vizsgálatok alapjául szolgálhat, hogy az általunk 
bemutatott eredmények alapján, 0,1%-os koncentráció- 
változását formaldehid-oldat esetén 61 cm-1-es, metakril- 
sav oldat esetén 37 cm-1-es változást idéz elő a rezo-
nancia-hullámszámban. Figyelembe véve a tényt, hogy 
az FT-SPR spektroszkóp elméleti hullámszám-pontos-
sága 0,01 cm-1, a készülék képes lehet egy adott ve-
gyület akár százezrelékes nagyságrendű koncentráció 
változását is detektálni. Ez a tulajdonság lehetővé teszi 
egy adott oldatban lévő molekula kiemelkedő érzékeny-
ségű kvalitatív meghatározását.

A módszer elvi alapjai megegyeznek a tradicionális  
SPR-technika elvi alapjaival, így a hagyományos SPR 
spektroszkópiában felmerülő nehézségek az általunk 
vizsgált eljárásnál is nehézséget jelentenek. A techni - 
kával kapcsolatban felmerülő nehézségek többek között:  
i) az SPR-jelenség vizsgálatára alkalmas, detektorként 
alkalmazható fémek limitált száma; ii) a törésmutató- 
érték hőmérséklet-függése; iii) a nem specifikus inter-
akciók hatására is kialakuló SPR-válasz. A mérési kö-
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rülmények pontos meghatározásával és a megfelelően  
gondos minta-előkészítéssel azonban minimalizálni le-
het azokat a tényezőket, amelyek a vizsgálati szándék-
tól eltérően befolyásolják a kísérleti eredményeket.
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Bakó J, kelemen m, Szalóki m, VitályoS G, RadicS t, HeGedűS c

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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