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Nanotechnologia a biologiaban

A bioldgiai jelenségek sejt- és molekuldris szintli tanulmanyozdsa a XX. szdzad masodik
felében kordbban elképzelhetetlen gyorsasdggal fejlodott, és eljutott arra a szintre, hogy
lassanként a nanotechnoldgia fejlesztéséhez is jelentés mértékben képes hozzdjarulni. Ha az
otvenes években a bioldgiai kutatds élvonaldba tartoz6 kutatonak azt mondtuk volna, hogy a
mikroszkdp alatt - tehat szemiink kontrollja mellett - egyetlen sejtet felemelhetiink anélkiil,
hogy az megsériilne, majd a sejt felszinén egyetlen molekulat megragadhatunk €s
mechanikailag megrangathatunk, vagy hosszi molekuldkra szabdlyos csomot kothetiink, és a
csomot jol meghizva vizsgalhatjuk, hogy képesek vagyunk-e igy eltorni a molekulat, azt
mondta volna, hogy ilyen lehetetlenségeket legfeljebb a fantdziank birodalmaban lehet
végrehajtani.

Mis nézOpontbdl kiindulva azt is mondhatjuk, hogy a nano-biotechnolédgia az
elektronmikroszkop felfedezésével kezdddott az 1930-as évek kozepén. Azonban az
elektronmikroszképos képek vakuumban késziiltek, igy az €16 sejtek mitkodésének
vizsgdlatdra csak korldtozottan voltak alkalmasak. Ennek ellenére az elektronmikroszkdpia
jelentds eredményeket ért el az €10 sejtek fénymikroszkoppal nem lathaté részleteinek
feltardsaban. A fénymikroszkop felbontdsat a diffrakcids limit az Abbe-elv alapjan az 1



mikrométer kb. egyotodében szabta meg. Mivel a diffrakcié hulldimhosszfiiggd, a Zsigmondy-
féle ultraibolya mikroszkép valamit javitott a lathatéva tételen, de az alkalmazott fényhullam
roncsolo hatdsaval maga is beleavatkozott a szerkezetbe. Az optikai forradalom akkor
kezd6dott, amikor megsziiletett az alaguteffektuson alapul6 pasztazo elektronmikroszkép
(Scanning Tunneling Microscope - STM) (Binnig - Rohrer, 1982). Az STM alkalmazasédval
latott Gerd Binnig és Heinrich Rohrer el6szor atomokat, majd annak segitségével raktak 6ssze
eldszor atomokbdl egyszerli molekulat. Az atomi eré mikroszkopia (Atomic Force
Microscopy - AFM) feltaldlasaval Binnig hozta létre az elektromos vezetOképességet nem
1génylo nagyfeloldasu mikroszkopiat is (Binnig et al., 1986). Ennek feloldoképessége
folyadékkozegben is messze meghaladja a fénymikroszkopét, €s valoban latjuk a
molekulédkat, ha nem is a szemiinkkel, de egy nanométer nagysagu heggyel rendelkezd,
piezoelektromosan igen pontosan letapogatd szerkezet mozgasanak leképezésével, amely
mozgast a feliilet nano-domborzati viszonyai befolyasoljak. A mdodszert immun-arany
jeloléssel kombindlva sejtfelszini receptor-mintazatok jelenithetok meg (Damjanovich et al.,
1995; Jenei et al., 1997). Az AFM felhasznalhaté biomolekulak kdzo6tt hatdé vonzderok
kozvetlen mérésére, illetve meghatarozott molekulédk sejtfelszini eloszldsanak nanométer
1éptékii feltérképezésére is (Hinterdorfer, 2002). EbbdI a célbdl az AFM-tithoz kovalensen
hozzakotnek egyetlen biomolekulat (példaul monoklondlis antitestet), amely a vizsgalni
kivént sejtfelszini molekulaval specifikus kdlcsonhatdsban van. A tit tarté kar meghajlasa a
kélesonhatds sordn fellépd pN (piko=10"%) 1éptékii eré nagysdgéra enged kivetkeztetni.

A lathat6 fénymikroszkopia forradalmat az hozta meg, hogy a mikroszképbdl egyszertien
kihagytdk a lencséket, és igy eltlint a diffrakcids limit is, ami a lencse és a fény
kolcsonhatdsabol eredve korldtozta a feloldoképességet (Betzig - Trautman, 1992; Nagy et al.,
1999). Ez a feloldds 10 nm nagysagrendi is lehet. Olyan kicsiny 4tmérdjli optikai szdlon 1ép
ki a fény a vizsgéland¢ feliilet kozvetlen kdzelében, hogy a fény csak fotonként tud
viselkedni, mert a kilép0 nyilas kisebb, mint az alkalmazott fény hullimhossza. A kozelrdl
megvilagitott feliiletrdl visszaverddo fotonok informéciét hordoznak a feliilet minOségérol.
Innen ered a mddszer neve is: pasztdzo kozeli-mezo optikai mikroszkdpia, vagy dltaldnosan
hasznalt angol nevén Scanning Near-Field Optical Microscopy (SNOM).

A 1ézerek fénynyomdsanak vizsgalatakor vette észre Art Ashkin, hogy a konnyli milanyag
gombocskék felugrdlnak a 1ézer fokuszpontjaba, €s ott is maradnak, amig a 1ézert ki nem
kapcsoljuk. Ilyen médon lehet sejteket "megfogni” és odébb rakni, illetve manipulélni. Ezt a
"szerkezetet" nevezziik optikai csipesznek (Ashkin, 1997).

Napjaink igen fontos, nanométer 1éptékii tivolsagmérd modszere a fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) hatékonysdganak meghatarozasa. A Theodor Forster altal 1948-ban
leirt sugdrzdsmentes energiadtadds (Forster, 1948) donor- és akceptorparként mitkodo
fluoreszkélé molekulak kozott ma méar mind a molekuldris, mind a sejtbioldgia bevett
modszere (Damjanovich et al., 1995; Damjanovich et al., 1997a; Damjanovich et al., 1997b;
Nagy et al., 1998; Szol16si et al., 1998). A Forster-tipusu energiatranszfer folyamatok
alkalmasak nanométeres tavolsagok igen pontos megmérésére is, mert a kicsiny tdvolsdgokat
akdr angstrom szinten képesek meghatdarozni. Tehét valoban a molekuldk vildgaban végziink
finom méréseket, amelyek a molekularis folyamatok mechanizmuséanak feltardsahoz is
hozz4djarulhatnak. A donor fluoreszcencia anizotropidjanak mérése FRET jelenlétében
lehetéséget ad a molekuldk konformaciés dinamikdjanak tanulmanyozdsara (Bene et al.,
2000). Az orvosi diagnosztikai és sejtbioldgiai alkalmazdsokban a nagy sebességgel dramlo
sejteket egyenként megvizsgalni képes sejt-analizatorok és szeparatorok (szorterek) lehetové
teszik, hogy rovid percek alatt immunoldgiai technikdkkal kombindlva sejtek tizezreit



vizsgaljuk meg, és eldontsiik, hogy van-e kozottiik akdrcsak néhdny darab beteg sejt. Szamos
esetben még az egyes betegségek fajtdja is meghatarozhato.

A mddszertani felsoroldsok koziil nem hagyhatjuk ki a felszini plazmon rezonancia jelenségét
sem (Tews et al., 1970), amelynek kivalé uttordje Kroé Norbert fizikus-akadémikus. A
jelenség alapja - hogy bioldgiai példanél maradjunk - a kovetkezo: a sejtek felszinének
immunoldgiai reakcidk segitségével meghatarozott molekuldihoz kolloidélis arany- vagy
eziistgdmboket kotiink, amelyek atmérdje 1-50 nm kozott véltozhat. Ha a gombocskék
fluoreszkélé molekuldk kozelében helyezkednek el, azok fluoreszcencidjat igen jelentOs
mértékben felerdsithetik. A romaiak €s a katedralisépitok aranyport kevertek a festett
tivegablakokba, hogy azok jobban csillogjanak. A fluoreszkdlé molekuldk fényintenzitisa
eziistfeliilet mellett akar kétszazszorosdra is fokozddhat. Az aranykolloid sokkal gyengébben
erosit, de nincs kitéve korrézionak a sékat tartalmazo nedves biologiai kornyezetben.

Viszonylag ujkeletti, és napjainkban kezdik alkalmazni a nanométer atmérdji félvezetd nano-
kristalyokat (kvantum-pont), amelyek néhany nanométer &tméréjii CdSe, vagy ZnS
pontocskdk (Lacoste et al., 2000). Ezeket is hozza lehet rogziteni meghatdrozott biologiai
feliiletekhez (pl. avidin-biotin reakcié segitségével). Nagy elonyiik abbdl fakad, hogy a
kibocsatott fluoreszcencia szinét a nano-kristaly dtmérdje szabja meg, igy egyetlen gerjesztd
fénysugar hatdsara a kiilonboz6 atmérdji kvantum-pontok mas-mads szinnel jelzik a
kiillonboz6 molekulédk lokaliz4cidjét, illetve annak valtozasat. A jelenség a dobozba zart
elektron modelljével irhato le. Ugyancsak gyorsan kezd terjedni e kvantum-pontok
alkalmazdsa az dramldsi citometria vildgdban is. A kvantum-pontok nagy gyakorlati elonye
végtelen fotostabilitdsuk, ezek a részecskék ugyanis nem égethetdk ki, "orok életiiek".

A bioldgia napjainkban kezdi felhasznalni a fizikai kémidban mar régebben ismert és
alkalmazott egyéb nanotechnoldgiai modszereket is. Az 1970-es évek elején dolgoztdk ki a
koncentracio korreldciés analizis vagy fluoreszcencia korrelédcids spektroszkopia (FCS)
modszerét (Ehrenberg - Rigler, 1974; Magde et al., 1974) a kis térfogatban lejatsz6d6
reakciok egyensuilydnak és kinetikdjanak, molekulédk diffiziéjanak, fotofizikai
folyamatoknak, illetve tobb molekula egyiittes mozgasanak vizsgalatara. A médszernek a
konfokélis mikroszképidval val6 pérositdsa - ezdltal a detektalasi térfogat drasztikus
csokkentése - tette alkalmassd az FCS-t bioldgiai rendszerek tanulményozéasara (Eigen -
Rigler, 1994; Brock et al., 1999). Ma mar kereskedelmi forgalomban is kaphatok konfokalis
mikroszképpal kombinalt FCS késziilékek. Ezek segitségével a sejtek belsejében vagy
felszinén kivélasztott, fokuszalt 1ézernyaldbbal megvildgitott nagyon kicsiny térfogatban -
rendszerint fluoreszcencidval lathatéva tett - molekuldk szamanak a diffiziés mozgds révén
bekovetkezo ingadozésa detektdlhatd. A mddszer alapvetéen egyszerll. A térfogat, amely akar
107" liternél (0,1 micro m>-nél) is kisebb lehet - ez egy limfocita térfogatdnak néhany tizezred
része -, elég kicsiny ahhoz, hogy benne a jelzett molekulak szdma észrevehetdé mértékben
fluktudljon. A molekulaszam, és igy a detektdlt jel relativ ingadozésa forditottan ardnyos a
detektalasi térfogatban tart6zkodd molekuldk N atlagos szamaval (koncentracidjaval):
DeltaN/N ardnyos 1/(N)"?, aminek kovetkeztében a médszer érzékenysége a koncentracid
csokkenésével eleinte nem csokken, hanem novekszik. FCS segitségével olyan alacsony
koncentraciétartomény valik elérhetévé (a detektéldsi kiiszob kb. 107> M), amely messze a
hagyomadnyos spektroszkdpiai eljarasok zajszintje alatt talalhatd. A fluktudcio kinetikdjdnak
analizise - 1ényegében minden adatot az azt megel6z6khoz hasonlitunk, ezért is nevezziik
korreldcids analizisnek - olyan gorbét, un. autokorrelacios fiiggvényt eredményez, amelybdl a
megfigyelt molekulafajta diffizids dllandéja és lokélis koncentracidja a térfogat ismeretében
meghatirozhaté (1. dbra). Igy példaul kimutathat6 egy festékkel megjelolt molekula



(gyogyszer hatbanyag, enzim szubsztratum, oligonukleotid, antitest, stb.) kétddése
kolcsonhato partneréhez, ami altal a molekula diffizidja lelassul. Ha két molekulét vizsgalunk
egyidejiileg (kétszin analizissel), akkor a koztiik esetleg fenndlld keresztkorreldcié (egylitt-
mozgas) is kiszamithatd, és a kdlcsonhatds még nagyobb érzékenységgel mutathatd ki
(Schwille et al., 1997). Ez a mddszer a sejtek molekularis szintii kdlcsonhatdsainak a szinte
egyetlen vagy legaldbbis néhdny molekuléra lesziikithetd vizsgdlatat teszi lehetové. Ilyen
feloldasu vizsgalatok in vivo rendszerekben eddig nem léteztek. A modszert méar ma is
széleskorlien alkalmazzak a gydgyszeriparban. Tervezik felhaszndldsat betegségek, fertdzések
(példaul: HIV, prionok, Alzheimer-kor) korai felismerésére a néhédny sejten/sejtben megjelend
virusantigének, fehérjeaggregatumok fluoreszkalé antitestekkel valo megjelolése és kis
koncentraciéban torténd kimutatdsa segitségével.

Természetesen a molekularis bioldgia sem marad le a nanotechnoldgiai modszerek
alkalmazdsédban. A felsorolt mdédszerek csak illusztraljdk a nanotechnol6gia orvosi-biologiai
alkalmazdasainak lehet6ségeit. Valamivel dtfogébb képet kaphatunk az 4ltaldnos
tendencidkrol, ha szerzotarsunk segitségével az aldbbiakban megvizsgaljuk, hogy az Eurépai
Uni6 kozponti szervei milyen irdnyokat timogatnak az EU keretprogramjain beliil.

Fiiggelék
Nano-biotechnolégia az EU kutatasi keretprogramjaiban

A nanotechnolégia multidiszciplindris tudomdanyteriilet. Miivelésében anyagtuddsok, gépész-
és villamosmérnokok, orvoskutatok szévetkeznek biolégusokkal, fizikusokkal és
vegyészekkel. A tudds, az eszk6zok és eljardsok, valamint az atomi €s molekuldris szint
kolcsonhatdsok ismeretének megosztisara, dtaddsdra felmeriild igény egyesiti a nano-
méretekben folytatott kutatds kiilonbozo teriileteit. Az 1j fogalmaknak és eljarasoknak
(példéul az atomi 1éptékli képalkotds és mozgatds, az 6n-Osszeszerelddés, a bioldgiai
struktdra-funkcié kapcsolat ismerete) az egyre hatékonyabb szamitastechnikai hattér
segitségével vald 0sszehangoldsa serkenti a nanotechnoldgia gyors fejlddését, a kutatok pedig
szakértelmiiket 4j alkalmazasi teriiletekre terjeszthetik ki.

A nano-biotechnoldgia (a "posztgenomikus" biotechnoldgia) lehetové teszi a kutatdst az
egyedi molekuldk és atomok szintjén. Az egyik legjellegzetesebb, mar rendelkezésre all6
kereskedelmi termék a biochip, amely forradalmasitja a gének és termékeik kvantitativ
analizisét a biotechnoldgia és biomedicina teriiletén.

A korébbi keretprogramokban (KP) az Eurépai Bizottsag megalkotott egy, a
nanotechnoldgidval foglalkozé kutatdsi portfoliot. Az 1994-1998 kozotti 4. KP mintegy
hetven projektet timogatott ezen a teriileten. A nano-biotechnoldgiai kutatdsok a BioTech és a
BioMed programokat timogatjdk (gyogyszerfelszivddas - inkapszulacid, bio-esszék, stb.)

Az 5. KP-ban a nano-biotechnolégiai kutatdsokat az Eletmindség tematikus program "Cell
Factory" kulcsakcidja, ezen beliil is Az €10 szervezetek sejt- és molekula-szintl jellemzdinek
felhaszndldsa 4j nano- és mikrotechnol6gidk kifejlesztéséhez cimii 3.3.1 alprogram tdmogatta
(EC1). A program célja a sejtek miikodésén (mint "bioldgiai gydrakon") alapuld innovativ
kutatdsok és technol6gidk, valamint ezeknek az egészségiigy, a kornyezetvédelem, a
mezOgazdasagi ipar, stb. teriiletén val6 alkalmazdsdnak tdimogatdsa. Ez magéban foglalja az 1j
nanotechnoldgiai eszkdzok bioldgiai rendszerekben valé alkalmazdsat, valamint a bioldgiai
rendszerek eszkozként valo felhasznélasat 1j termékek és technol6gidk kifejlesztésében. A



Cell Factory program nyolc nano-biotechnoldgiai projektet timogatott (1. tdblazat)
(Benediktsson, 2002).

Az Eurdpai Bizottsag uj, 6. keretprogramjanak kialakitdsa sordn az addig szétszortan
jelentkezd, nanotechnolégidkkal foglalkoz6 programok Uj arculatdnak kialakitdsdhoz tobb
elokészité dokumentum sziiletett (lasd irodalomjegyzék). Ezek atfogé médon kezelték a
kiilonboz6 tudomanyteriileteket (EC2), de kiemelték azokat, amelyeken a kdzeljovOben
jelentds fejlédés varhaté. Igy a természet- és fizikai tudoményok teriiletén a biotechnoldgit,
ezen beliil is a nano-biotechnoldgidt emlitették (EC3).

A kordbban mar emlitett biochipek mellett a jovOben a nano-biotechnoldgia tovabbi érdekes
yjitdsokkal szolgdlhat, a gydgyszerek pontos célba juttatasat lehetdvé tevo rendszerektol
kezdve a jelentdsen megndvekedett biokompatibilitdsi beiiltetett eszkdzokig, amelyek
rendkiviili hatdssal lehetnek az orvostudomanyra. A gyégyszerek pontos célba juttatdsanak
elérése a nanotechnoldgia egyik fontos teriilete. A gyogyszerek sziikségteleniil nagy
mennyiségli adagoldsanak elkeriilésére olyan, csak a beteg sejteket vagy szoveteket eléro, az
immunrendszer 4ltal nem érzékelt készitményekre lenne sziikség, amelyek akkor és csak ott
hatnak, ahol erre sziikség van. Ez Gjabb lényeges, ugyanakkor nem egyszertien megoldhaté
kihivast jelent a nanotechnoldgia teriiletén.

Az 1j eszkozok méreteinek csokkentésével a mai termelési technolégidkat dj, nano-szintii
termelési technoldgidk véltjak fel. Az egyik leglényegesebb feladat a molekuldk kivéant
funkcidval rendelkezd, megszabott konfiguracidkba val6 onszervezddésének elérése. Az
onszervezodés szamos fogalmat és strukturalis komplexitdst foglal magaba a kristalyok
novekedésétdl a teljes bioldgiai egységek reprodukcidjdig. Bar ezen a teriileten méar jelentOs
eldrehaladast értek el, eddig csak viszonylag egyszerli struktdrédkat sikeriilt elodllitani. Az
onszervezddés tehat kulcsfontossagi tudomanyos kihivas az ellendrzott nanotechnolédgia
kialakitdsaban.

A nano-biotechnoldgidban a természettdl kivaltképp sokat lehet tanulni. A fehérjék,
nukleinsavak, szénhidratok €s zsirok felhasznalasaval a természet tobb millié éven keresztiil
fejlesztette ki a nanoléptékli élet eszkozeit. Az evolucid termékeinek lemasoldsa és az ember
altal alkotott eszkozokbe (példaul molekuléris motorokba és nanogépekbe, fotonikus
eszkozokbe, vegyi reaktorokba, szivattytkba és szlirdkbe, stb.) torténd beépitése, az egyik
legnagyobb interdiszciplindris kihivads napjainkban.

Kulcsszavak: nanotechnoldgia, nano-biotechnoldgia, optikai és pasztaz6 szondas
mikroszkdpia, fluoreszcencia spektroszképia, EU kutatdsi keretprogramok
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bdrmely foszfotirozin

tanulményozhatd.

Betegségek jellemzése egyedi sejtek
kifejlesztése és alkalmazdsa

szintjén vizsgdlt jeldtviteli
folyamatok valds idejl megfigye-—

folyamatok alapjan
szintjén. Uj nanotechno-

jeldtviteli utvonalak részletes

egészséges és beteg sejteken.

Nano-biotechnoldégia
sejtek és szdvetek

és orvostudomany
bioldégiai reakcidinak

prototipusdnak tervezése,

degenerativ betegségekben jatszott

U7 biotechnolégiai eljérdsok

szetben eldéforduld fehérjéket ill.

ddul SH2-domén) alkalmaznak a réakos

jellemzéséhez, a rdkos fenotipusok

raciondlis gydgyszertervezéshez. Az

aminosavainak véletlenszerd

modulok alkalmazdsdval elméletileg

tartalmit fehérje megkdthetd és tovabb

Nanotechnoldgiai eljaréasok

az intracellulédris jeldtviteli

lésére és vizsgdlatadra egyedi sejtek

ldégiai stratégidk kifejlesztése a

molekuldris feltérképezésére

A nano-gyartdsi eljdrdsok, valamint a

nanorészecskék altal kivaltott

vizsgdlata. Orvosi eszkdzdk



épitése és tesztelése nanorészecskék
felhaszndlédsaval.

Az élesztd sejtfaldnak alkalmazédsa Az élesztd modellszervezetként vald
haszndlata patogén

antimikrobidlis dgensek hatékony és nem patogén gombdk sejtfaldnak
moduldris szerkezetét

teszteléséhez meghatdrozd kereszt-csatoldsos és
Ujramodellezési utvona-

lak jellemzésében; a sejtfalat
gyengitd kezelések hatdsat

kompenzdlé mechanizmus meghatdrozd
tényezbinek

feltdrdsa, hatékony szlrdtesztek
elddllitdsa, Uj hatédsos

gombaellenes szerek keresése.
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