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Az értekezésben elofordulo roviditések

MIP-AES: mikrohulldmu plazma atomemisszos spektrometria
ICP-OES: induktiv csatolast plazma optikai emisszids spektrometria
GFAAS: grafitkemencés atomabszorpcids spektrometria

FAAS: langatomabszorpcios spektrometria

ICP-MS: induktiv csatolasu plazma tomegspektrometria

SLE: Szisztémas lupus erythematosus

SS: Sjogren szindroma

DTPA-BMA: dietiléntriamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav-biszmetilamid
MRI: magneses rezonancias képalkotas

19G: Immunoglobulin G

Trf: transzferrin

Alb: albumin

Cp: coruloplazmin

Tris: Trisz- (hidroxi-metil)-amino-metan (OH-CH>)3-C-NH>
NSF: Nephrogén Szisztémas Fibrozis

HSA: human szérum albumin
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Bevezetés és célkitiizés

A human vérszérumok elemtartalmanak meghatarozasa jelentéséggel bir
az orvosi diagnosztikdban, hiszen az emberi test kiillonb6zé szervetlen
vegyiileteket, koztiik 4svanyi anyagokat hasznal fel biologiai folyamatai soran.
A Vér teljes elemosszetétele informaciot nyujthat a szervezet taplaltsagarol, igy
a szallitasi folyamatokat szabalyozo homeosztatikus mechanizmusok
miikodésérdl, a fazisreakciokrol és az oxidativ karosodas elleni védelemrdl,
mindezek alapjan pedig a diagnosztikai eredmények akut vagy kronikus
elvaltozasokra utalhatnak. A szérumban talalhato fehérjék képesek megkdtni a
nyomelemeket, ezaltal = meghataroz6  szerepet toltenck be a
transzportfolyamataikban. Az egyes fehérjékhez ko6t6d6 nyomelemek
vizsgalataval szélesebb képet kaphatunk a szervezet normal, valamint
betegségek esetén fellépd nyomelem-statuszarol, amely segitheti a korkép
felallitasat egyes nehezen felismerhetd degenerativ elvaltozasok esetében.

A vér rutin laboratériumi vizsgalata soran csak néhany elem (Na, K, Mg,
Fe, Cu) meghatarozasat végzik tobbnyire elektrokémiai modszerekkel,
azonban a vérben talalhatd esszencialis és toxikus elemek vizsgalatara
manapsag szamos eclemanalitikai eszkdoz IS rendelkezésiinkre all. A
leggyakoribb alkalmazott modszerek az atomspektrometriai technikak: a
langatombaszorpcids spektrometria (FAAS), a grafitkemencés
atomabszorpcids spektrometria (GFAAS), az induktiv csatolasi plazma
optikai emisszids spektrometria (ICP-OES) és az induktiv csatoldsu plazma
tomegspektrometria (ICP-MS). A nyomelemek fiziologiai funkci6i az emberi
szervezetben a kiilonb6z6 fehérjékhez vald kotddésiiktol fliggnek. Ezért fontos
meghatdrozni nemcsak a teljes elemkoncentraciot, hanem a kiilonb6zd
fehérjék elemeinek eloszlasat, hogy feltérképezziik a szervezet élettani
folyamatait és a koros folyamatok soran bekovetkezd valtozasokat. Emellett

megbizhatd analitikai modszerek kifejlesztése is alapvetd fontossagu ahhoz,
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hogy az asvanyi anyagok és a betegségek kozotti kapcsolat megértéséhez
szilkkséges biologiai modelleket alakitsunk ki. Az ugynevezett
fehérje-speciacios analizis alkalmazasa sordn eldszor el kell valasztanunk a
vérszérumban taldlhatd fehérjéket, amihez napjainkban mar szamtalan
elvalasztastechnikai médszert hasznalhatunk (pl. kiillonb6z6é kromatografias
modszereket). A frakcionalt  mintdk  elemanalizisére  szolgald
mérorendszereket off-line és online médon is miikddtethetjiik, azonban ezek
nagymiiszeres eljarasok, amelyek csupan korlatozott mértékben elérhetdek és
megfeleld szakképzettséget is igényelnek. Tovabbi problémat jelenthet, hogy
a vér egy bonyolult, nagy szervesanyag-tartalmi minta, amely esetleges
zavardhatasokat okozhat az ismert atomspektrometriai modszerek hasznélata
soran, melyek kikiiszobolésére szamos technika alkalmazasara van lehetdség.
Tehat az emlitett atomspektrometriai és fehérjeelvalasztasi modszerek
ismerete elengedhetetlen a vér analizise soran.

Jelen munkankkal célul thztiik ki, hogy koltséghatékonyabb modszereket
dolgozzunk ki a huméan szérummintdk elemdsszetételének mennyiségi
elemzésére ¢és valds analitikai feladatok megoldasaban teszteljiik azokat.
Ehhez egy 10j elemanalitikai eszkdz, a mikrohullam(i plazma atomemisszios
spektrométer (MP-AES) optimalizalasat tiztik ki célul a vérmintak
elemtartalmanak meghatarozésara, tovabba alkalmazhatdsdganak vizsgalatat a
plazma matrixérzékenységének fliggvényében. Modelloldatokkal terveztiik
tanulmanyozni a szérumban viszonylag nagy koncentracidban megtalalhato,
kdnnyen ionizalodo elemek hatdsat a vizsgalni kivant elemek analitikai jelére,
a valasztott analitikai modszert Seronorm® liofilizalt vérszérumminta
visszamérésével terveztiik ellendrizni. A végso cél az optimalizalt modszerek
alkalmazhatosdganak megéllapitasa volt autoimmun betegektdl szarmazo

vérszérumok nyomelemdsszetételének meghatarozasara.
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Tovabbi terveink kozott szerepelt egy egyszeriien alkalmazhatd és
koltséghatékony oszlopkromatografids technika (anioncseréld gyanta)
finomhangolasa a szérummintak legfontosabb extracellularis
transzportfehérjéinek elvalasztasara és az egyes fehérjékhez kotodo
esszencialis elemtartalom meghatarozdsa atomspektrometriai moédszerek,
tobbek kozott a mar emlitett MIP-AES technika, off-line alkalmazasaval.

Anioncserés kromatografias modszer hatékonysaganak tovabbi vizsgélatai
soran a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex (Seronorm®) humén vérszérumban
lejatszodd  disszociacidjaval felszabaduld Gd**-ionok és fehérjefrakciok
kozotti kolecsonhatasok kialakulasat és megoszlasanak meghatarozasat is

terveztuk ICP-OES modszerrel.
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2. Irodalmi attekintés
2.1. A human vér nyomelemtartalma

A sejt minden ¢él6 szervezet épitdeleme, Osszetétele allandd, szamtalan
adottsaggal rendelkezik ¢és dinamikus kolcsonds viszonyban  van
kornyezetével. Az emberi test specialis nedve a vér, amely a szervezetben 1évo
kiilonféle anyagokat allanddan keringve szallitja a test szervei kozott,
legfontosabb feladatai a keringéshez és a folyamatos aramlashoz kotédnek. A
sejtek legalapvetdbb Osszetevdje a fehérje, amelyek szallitasat a vér biztositja.
A fehérjék anyagcseréjében a vér szerepét tobb tényezd is szabalyozza [1], [2].
Az emberi vérszérum szamos, kiilonbozo életfunkciokért felelos
plazmafehérjét tartalmaz, amiknek fontos szerepiik van a hozzajuk kot6do
nyomelemek transzportfolyamataiban. A nagy molekulatomegii fehérjék kozel
99%-at teszik ki a vér fehérjetartalmanak. Az 6t immunglobulin osztaly koziil
az immunglobulin G (IgG) a leggyakoribb a human szérumban [3]. A
transzferrin (Trf) egy monomer glikoprotein, amely fenntartja a szabad
vasszintet a testfolyadékokban [4], [5]. Az emberi szérumalbumin (Alb) a
keringési rendszer egyik f6 fehérjéje, amely a vér szérumfehérjéinek tobb, mint
felét teszi ki. Az Alb részt vesz zsirsavak és metabolitok, valamint kiilonb6z6
gyogyszerek és nyomelemek szallitasaban [6], [7]. A coruloplazmin (Cp) egy
olyan gliikoprotein, amely a vérszérumban a réz f6 hordozo6ja, aminoxidaz,
ferrooxid és szuperoxid-dizmutaz aktivitasa van [8].

Az emberi szervezetben az esszencialisan Iétfontossagi makroelemek (Na,
K, Mg, Ca) a test tomegének kozel 1 %-at teszik ki, mig a mikroelemek (Fe,
Zn, Mn, Mo, Cu) kevesebb, mint 0,01 %-at adjak. Biologiai szerepiiket
kiilonféleképpen vizsgdlva mégis a mikroelemek keriiltek a kutatdsok
eléterébe, mivel az alkali- és alkalifoldfém-kationok elenyész6 komplexképzo
tulajdonsaga, valamint limitalt spektroszkopiai érzékelhetdségiik hatraltatta a

funkciok felkutatasat. Az alkalifémionok kevés stabilis komplexet alkotnak az
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ismert szervetlen vagy szerves komplexképzokkel. A biologiai szereppel
rendelkezd atmeneti fémek a mikroelemek koz¢ tartoznak és metalloproteinek
formajaban stabilizaljak a fehérjék szerkezetét [9]. A kationok megoszlasa a
sejten beliili és kiviili tér kozott a termodinamikai egyensulyi allapotnak nem
felel meg.

Az emberi vér nyomelem-eloszlasdnak vizsgalata évtizedek Ota
alkalmazott modszer a klinikai diagnosztikdban, amire nagy figyelmet
forditanak [10]-[13]. A Klinikai gyakorlatban a vérben 1év6 esszencialis
elemek mennyiségi meghatarozasa zomében elektrokémiai modszerekkel
torténik, szdmos létfontossdgli nyomelem, valamint egyes toxikus elemek
vizsgalata viszont nem képezi a korhazi rutinvizsgalatok részét [14]-[16]. A
nyomelemek biokémiai szerepet tOlthetnek be egyes betegségek
kialakulasaban, ugyanis mindig dinamikus egyensuly van a szamos
metabolikus és fiziologiai folyamatért felelds nyomelemek ¢és a biologiai
rendszerek kozott. Azonban ezek a kapcsolatok meglehetdsen bonyolultak, igy
ahhoz, hogy megbizhatdéan feltételezhessiik az adott betegség kialakulasat,
megfeleld matematikai és statisztikai modellt kell felallitanunk az egészséges
és beteg egyének megkiilonboztetésére [10], [13], [17]-[23]. A plazmafehérjék
analizise amellett, hogy az egyik legfontosabb klinikai vizsgalo modszerré
fejlodott, az utdbbi években ujra széleskorli kutatasok targyat képezi. A
Speciacids analitika modszerei kiemelt jelentéséggel birnak az elemek
komplex biokémiai szerepének megértésében. Napjainkban egyértelmiivé valt
ugyanis, hogy nem mindig elég a teljes vér elemkoncentracidojanak
meghatarozasa. Az adott fehérjéhez kot6dd elemek mennyiségének
megallapitadsa és Osszehasonlitd vizsgalata tobblet informacioval szolgalhat

egyes diagnozisok felallitasaban [22], [24].
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2.2. Human vérszérummintak mintavétele, tarolasa és elokészitése

A kémiai analizis 1épései soran azon tul, hogy a kitlizott célt alaposan
megtervezzilk, a mintavétel és a minta-elokészités az egyik legalapvetobb
feltétele a helyes elemzésnek. A miiszeres elemanalitika elengedhetetlen
Iépése a minta-elokészité miivelet, amely soran a vizsgalandd6 mintat az
analizishez megfelelé allapotba hozzuk. Csak abban az esetben fognak a
mintahoz kapcsolodo adatok a vizsgalando anyag 6sszességevel korrelalni, ha
a mintavétel reprodukalhato és a teljes mintara vonatkozik. Emellett a tarolas
¢s a kezelés is nagyon fontos, hiszen befolyasolhatja az eredményeket. A vér
mintavétele soran, ha elemanalitikai vizsgélatokat szeretnénk végezni, a
bekovetkezd nyomelemszennyezdéssel is szamolnunk kell. gy ebben az
esetben szilikon bevonatu kaniilt célszeri alkalmazni, a rozsdamentes acélbol
késziilt vérvételi tiikk helyett [25], [26]. Az analizis soran nem alkalmazhato
olyan eszk0z, amely elszennyezheti a mintat, illetve kdlcsonhatasba tud Iépni
vele [27]. A nativ vérvétel utan a vérmintak 2-8 °C-on hiitészekrényben 1-2
napig, mig a vérszérum -70 °C-on fagyasztoban tobb napig is eltarthato.

A legtobb elemanalitikai meghatarozas oldatbol torténik, igy sziikség van
a mintdk minta-el6készitésére: a szerves komponenseket eltavolitjuk
(oxidacid) és a mintabol homogén oldatot készitiink. A vérszérum nagy
szervesanyagtartalommal rendelkezik, ezért sziikségszerii az elemanalizis
elotti minta-elokészitése. A feltarasra tobb modszer is alkalmazhatd, mint
példaul szaraz és nedves hamvasztas vagy saveleggyel torténd roncsolas nyilt
és zart rendszerben (atmoszférikus nyomdson torténd ¢€s mikrohullami

feltaras) [28], [29].

2.3. A human vérszérum elvalasztasa
Egy adott elem kiilonboz6 kémiai formakban lehet jelen a mintaban és ezen

formak azonositasat, valamint koncentraciojuk meghatarozasat nevezziik
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speciacidanalizisnek. A vizsgalat targya lehet az elem izotopeloszlasa, a
kiilonboz6 oxidacios allapotok aranya, vagy példaul a vérszérumban talalhatéd
fehérjékhez kot6do elemek megallapitasa. Ezért az egyes kémiai anyagok
azonositdsa €s mennyiségi meghatarozasa, valamint a minta matrixon beliili
eloszldsa sziikségessé teszi az analitikai €és klinikai kémiai vizsgalatok
elvégzését [30].

A fehérjék elvalasztasara és azonositasara szamos analitikai technika
hasznalhat6, a leggyakrabban kromatografids modszereket alkalmaznak.
Azonban, ha az elvalasztast kovetden elemanalitikai vizsgalatokat szeretnénk
végezni, Ugy a valasztott kromatografias eljarasnak kiilonbozé feltételeknek
eredeti konformacidjukat, tovabba a fehérje-fém kotddést is fenn kell tartani.
A fémszennyezés elkeriilése érdekében nagy jelentdségli az alkalmazott
reagensek és pufferek tisztasdga €és a szeparalds soran nem higulhat a minta
koncentracidja a valasztott elemanalitikai modszer mérési hatara ala [68].
Azzal a ténnyel is szamolnunk kell tovabba, hogy megfeleldé mennyiségii
mintara van sziikség, mind a minta-elokészitéshez, mind az elemanalizishez,
ezaltal a kis térfogati eljarasok ebben az esetben nem lesznek alkalmasak.
Ennek kovetkeztében tobb kromatografids rutineljaras nem hasznosithato
elemspecidcids kutatdsokhoz. Az elmult évtizedekben egyszerli analitikai
technikak tovabbfejlesztésével létrehoztak olyan modszereket, amelyek akar
nyomelemek esetében is alkalmasak speciacidanalizisre. Léteznek on-line
kapcsolt technikdk, példaul szdmos speciacios modszerben az ICP-MS
rutinszeriien kapcsolodik egy kromatografias elvalasztashoz (HPLC), ami
gyors, szelektiv meghatdrozast tesz lehetdvé. Hatranya azonban, hogy
magasfokt szakértelmet kivan, és a beszerzési, valamint az ilizemeltetési

koltségei is jelentdsek [23], [30]-[36].
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2.4. Elemanalizis

Az atomspektrometria teriiletérdl egy kivant analitikai feladat végrehajtasa
szempontjabdl szamos elemanalitikai modszer kozil tudjuk kivalasztani a
legmegfelelobbet. Az ide tartozd miiszeres analitikai eszkozok az 1950-es
évekt6l kezdve napjainkig folyamatosan fejlédnek [37]-[40]. Az
atomabszorpcids eljardsok fejlesztése soran alakult ki a grafitkemencés
atomabszorpcios spektrometria (GFAAS), ahol akar pikogramm-femtogramm
mennyiségben hatdrozhatd meg a mintdkban talalhaté nyomelemek
mennyisége, ezaltal az egyik legérzékenyebb elemanalitikai modszer. A minta
egészen kis térfogatat (10-20 pl) egy automata mintaadagold segitségével
reprodukélhatdan adagoljuk az atomizald térbe, ami egy magas hdmérsékletre
fithet6 grafitcsé [41], [42].

Az 1970-es években alakult ki a ma is legelterjedtebben alkalmazott
emisszios technika, az induktiv csatolasi plazma optikai emisszids
spektrometria (ICP-OES). Ennél a modszernél egy kozel 10000 K
hémérsékletii plazmat alkalmazunk atomizaldsra €és gerjesztésre, amit argon
gaz segitségével, radiofrekvencias energiaval hozunk Iétre és tartunk fent
elemtartalom meghatarozasa.

A mikrohulldmu energiakdzléssel eldallitott plazmakat évtizedek oOta
vizsgaljak az induktiv csatolasu plazma optikai emisszios spektrometria (ICP-
OES) opcionalis helyettesité modszereként [43]-[46]. Szamos kozlemény
jelent meg a mikrohullammal el6allitott plazma kialakitasanak kisérleteir6l
[47]-[50]. A mikrohullimmal indukalt plazmak géazarama és elektromos
kapacitasanak miikodése egy nagysagrenddel alacsonyabb az induktivan
csatolt plazmahoz képest. Ebben az esetben kisebb faklydkat alkalmaznak,
altalaban kevesebb a gazfogyasztas, valamint kevésbé koltséges gazokkal,

mint példaul nitrogénnel is miikodtethetd. Az elsé légkdri nyomasa MIP-
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faklyarol 1951-ben Cobine és Wilbur szamolt be [51]. 1965-ben McCormack
és munkatarsai szerves vegylletek kimutatdsira gazkromatografids
elvalasztast kovetden 2,45 GHz-es mikrohullamu kisiilésti gerjesztési forrast
alkalmaztak [52]. Beenakker 1976-ban fejlesztette ki késziilékét, a rezonator
egy 92,5 mm-es hengeres iiregb6l all, ami a legismertebb iireg a mikrohullamu
plazma gerjesztéséhez. Alacsonyabb teljesitménnyel (<150 W) 2,450 GHz-es
mikrohullamu energidval atmoszférikus nyoméson lehetdség volt hatékony
plazmat képezni szaraz, nedves argonnal vagy héliummal, valamint folyékony
aeroszol beporlasztisaval fémek elemanalizisét is sikeriilt elvégezni a
létrehozott argon plazmaban [53], [54]. A korai MIP-OES miiszereket
viszonylag kisebb teljesitmény mellett miikodtették (500 W-ig), ami kevesebb
energiat tett sziikségessé a minta beporlasztasihoz, valamint az
atomizalasahoz és gerjesztéséhez. Az alacsonyabb hémérséklet, a nem-torroid
plazma és a folyékony minta aeroszolok k6zotti rossz kolcsonhatas voltak azok
a 6 tényezOk, amik a korai MIP-rendszereknél megfigyelt viszonylag Kisebb
érzékenységet eredményezték. Ez az 1990-es évek elejéig jelentett problémat
[55]-[58]. 1991-ben Jin és munkatdirsai Kifejlesztettek egy olyan
mikrohullamu faklyat, amely az argon mellett képes He vagy N» gazzal is
létrehozni a plazmat. A plazma lang alaku, és kozponti csatornat képezve
megkonnyiti a minta bevezetését és fokozza a minta és a plazma kozotti
kolcsonhatast [59]. Okamoto és munkatdrsai szamos kozleményiikben
viszonylag nagy teljesitményii (> 1 KW) mikrohullamt plazma faklyakat irtak
le, amik magasabb homérsékletet és jobb plazma / folyadék minta
kolcsonhatast tettek lehetévé [60], [61].

Az emlitett MIP-AES eszk6zoknek az analitikai teljesitménye nem éri el
az induktivan csatolt plazméaét. E mdédszer matrixérzékenysége nagyobbnak
bizonyult, illetve a mintabevitel kis mennyisége instabilitast eredményezett.

fgy a limitalt felhasznilasi lehetdségei miatt nem is terjedt el az
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atomspektrometrids eszkdzok piacan, azonban az érdeklédés e mddszer irant
mai napig megmaradt. A hatranyok ellenére a mikrohullami plazma
fejlesztése tovabb folytatodott, mivel egy olcsobb és kdnnyen miikodtethetd
technikat kivantak kidolgozni [49], [62]-[68]. 2008-ban Hammer beszamolt
egy nagy teljesitményi 1€gkori nyomast mikrohulldmu plazma fejlesztésérdl,
levegd vagy N gaz felhasznalasaval, azzal a céllal, hogy lekiizdje a korabbi
MIP-tipusok bizonyos korlatait. Hammer megkdzelitése olyan plazmat
eredményezett, amely a kiilonb6zé mintdk esetében (mind a vizes, mind a
szerves bazisi mintak) nagy stabilitassal és robusztussaggal rendelkezik.
Javitott a kimutatasi hatarértékeken az eddigi MIP-tipusokhoz képest, valamint
lehetové tette az ICP tipust faklya, kodkamra és porlasztd alkalmazésat.
Néhany elem esetében a kimutatasi hatarok elérték az ICP-OES értékét [68].
2011-ben Hammer terveit alkalmazva, amik kikiiszobo1ték a mikrohullami
plazma sugarforras kis termikus kapacitasabol és csekély plazmatérfogatabol
szarmaz¢ hatranyait, kereskedelmi forgalomba helyezték az elsé mikrohulldm
plazma atomemisszids spektrométer késziiléket, amely az MP-AES elnevezést
kapta. A 1. dbra az j modszer helyét szemlélteti az atomspektrometridban

alkalmazott muszeres technikak kozott.
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1. dbra A mikrohullamu plazma atomemisszios spektrometria (MIP-AES)
elhelyezkedése az atomspektrometriaban alkalmazott miiszeres technikak
kozott

A mikrohulldami plazma atomemisszids spektrométer (MP-AES) egy
olyan 1j elemanalitikai eszkdz, ami szamtalan elénnyel rendelkezik az eddig
ismert langatomabszorpcios spektrométerekkel szemben (2. dbra), és
alkalmazasi lehetdségeit tekintve versenyben van az induktiv csatolast
plazmaval. Plazmagazként nagy tisztasagu nitrogént alkalmaz, amelyet egy
generator segitségével tud eldallitani siiritett levegdbdl, valamit gazpalackkal
is milkodtethet6, igy a gaz szelepeken keresztiil egyenesen a plazmaégébe jut.
A magnetron 2,5 GHz frekvencian general elektromagneses hulldmokat, a
keletkezd magneses mezd axidlis térben fokuszalodik a torch (plazmaégd)
koré, ahol torroid alaka plazma képzddik, aminek hdmérséklete alacsonyabb a
hagyomanyos induktivan csatolt plazmakhoz képest (5000-6000 K). A
késziilékben a megfigyelés axialisan torténik, a plazma viszont radialis irany,

a plazmaégd fiiggdleges allasu. Az optikai rendszer Czerny-Turner tipusu
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monokromatorral van felszerelve, a detektalas CCD detektor segitségével

torténik.

2. abra A mikrohulldmu plazma atomemisszios spektrométer
(MP-AES, 4200 Agilent Technologies)

2.5. A vérszérummintak elemanalizisére alkalmazott médszerek
Napjainkban  a  vérszérummintdk  elemanalizisére  szamtalan

atomspektrometriai eszkéz alkalmazhatd, azonban a kutatasok nagyobb
hangsulyt fektetnek a kiilonbozd betegségekre vonatkozo kovetkeztetések
levonasara, mint a nyomelemek meghatdrozasara alkalmas modszerek
értékelésére. Egyre tobb klinikai laboratérium véalasztja az FAAS, GFAAS,
illetve az ICP-OES moédszerek helyett az ICP-MS technikat, a friss publikaciok
is gyakrabban ezt az eljarast emlitik [12], [69]-[74]. Sok laboratériumban a
vizsgalat elétt a miiszeres technika megvalasztasa sordn harom tényezot
vesznek alapul: a meghatarozand6 elemet vagy elemeket, az elemzend$ minta
matrixat és a vizsgalando6 elemek varhatd koncentracidjat az adott matrixban
[75]. Az 1. tablazatban 6sszefoglaltuk a ma alkalmazhato atomspektrometriai
technikak legfotosabbnak tartott elonyeit és hatranyait.
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1. tablazat A vérszérummintdk meghatarozasara szolgald atomspektrometriai
modszerek jellemz6i [76]

Technika elény hatrany
. oy kevésbé toleralja a szerves és
ICP-MS | képes izotopok mérésére nagy sbtartalmi mintakat
kedvezd kimutatasi hatar Y ,
matrixhatasok
(ppb)
egyszerll minta- 1ot
elékészités koltseges
nagy teljesitmény
multielemes technika
ICP-OES multielems technika viszonylag ross; a kimutatasi
hatar
gyors zavardhatasok
toleralja a nagy . ,
sotartalmi mintakat mintafogyasztasa sok (1-5 ml)
sz¢les mérési tartomany . S
(1 ppb-1000 ppm) minta-elokészitést igényel
jO linearis dinamikus
tartomany (10 ©-10°
AAS nagy érzékenység nem multielemes technika

konnyen kezelhetd
olcso
gyors
rovid mérési 1d6
mérési tartomany:
FAA 50 ppb - 500 ppm

GFA 10 ppt - 100 ppb

minden elem elemezéséhez kiilon
tiregkatodlampa sziikséges
kicsi pontossag (GF-AAS 1-5%,
FA-AAS 0,1-1%)
viszonylag nagy
mintamennyiséget igényel
probléma a nehezen atomizalhatd
elemekkel

matrixhatasok

13
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A 2. tabldzatban a kdzelmultban megjelent publikaciok alapjan mutatjuk be a
vérmintak elemzésére alkalmazott elemanalitikai technikékat.

2. tablazat Vérszérummintak elemtartalmanak meghatarozasara alkalmazott

atomspektrometriai eszkdzok napjainkban

Technika Vizsgalt elem Vizsgalat célja
Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, . .
ICP-MS Se, Zn. As, Cd, Sb, Sn, V/ Huntington-kor[69]
As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb, Co, biomonitorozas
Cu, Mn, Se and Zn terhesség alatt[70]
Pb, Cd, Al, Hg, Mn, Fe, Cu, Amiotrofias
Zn, Se, Mg, Ca lateralszklerozis[72]
magzati szivhibak
Pb, Cd, Cr, Cu, Hg, Se kapcsolatanak
vizsgalata[74]
emberi vér és szérum
Cr, Fe, Mn, Co, Cu, Zn, Se, asvanyianyagtartalalom
Mo meghatarozasanak
modszerkidolgozasa[73]
emberi vér és szérum
ICP-OES Ca, K Mg, Fe,Na dsvanylanyagtartalalom
meghatarozasanak
modszerkidolgozasa[73]
Mg, Zn, Cu, Fe SLE[77]
FAAS Zn, Cu, Se reumas artritisz [78]
Zn, Cu, Se SLE [79]
. Li meghatarozas
GFAAS Li médszerfejlesztés[80]
Ca Ca meghatarozas
modszerfejlesztés[81]
szerves ¢&s szervetlen Hg
Hg meghatarozas

modszerfejlesztés[82]

Az itt felsorolt eljarasokkal csak minta-elokészités utan tudjak a vérmintakat

analizalni, azonban egyre nagyobb az igény a direkt, roncsolasmentes
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modszerek alkalmazasara. A vérszérummintak direkt elemzésére ismert egy
eljaras, ahol ligos higitds utan elvégezhetd az elemanalizis, azonban a
nagyfokt higulas (ng/l a vizsgaland6 elemek koncentracidja) miatt egyelére
ezt csak ICP-MS modszernél alkalmazzak. Bar ez az eldkészitési mod
hatékony, hatranya, hogy eltomitheti a késziilék alkatrészeit és csokkentheti a
mérés pontossagat [83]. Ezaltal tovabbra is a kiilonb6zé roncsolasi
technikdkkal  elokészitett  szérummintdk  elemanalizisét tartjdk a
legmegfelel6bbnek [84], [85].

A vérszérummintak kozvetlen vizsgélata a kozelmultban kifejlesztett MP-AES
késziilék esetében még nagy higitds utan és oxigénbevezetés mellett is
nehézkes. Ugyanis, ahogyan ez mar emlitésre keriilt, a lagos higitas olyan
meértekll, hogy a vizsgidlandd elemek koncentracidja a késziilek kimutatédsi
hatarértéke ala esik. Tovabba, a nagy szerves-anyagtartalom miatt szamolni
kell a késziilék mintabeviteli rendszerének tomitédésével is. Ennél a
technikédnal is a roncsolt minta alkalmazdsa mellett lehet megbizhatoan

elvégezni a vérszérummintak analizisét.

2.6. Az atomspektrometriaban fellép6 zavaréhatasok

Az atomspektrometria kidolgozéasanak elején azt vallottak, hogy nem
kell zavardhatdsokkal szdmolnunk egy mérés soran, napjainkban viszont
amellett, hogy felfedezésre keriiltek ezen hatasok, kikiiszobdlésiikre szamos
technika is ismertté valt [42], [86], [87].

Az atomspektometridban fellépd zavardhatasokat tobbféleképpen is
osztalyoztak, de alapvetden két tipusat kiilonboztethetjiik meg az IUPAC altal
elfogadott besorolas szerint: spektralis és nem spektralis zavarohatasokat.

Spektralis zavarohatasoknak nevezziik, amikor nem tudjuk elkiiloniteni az
analizalandé anyag emissziojat egyéb emisszioktol, ide soroljuk példaul az

atomvonalak egybeesését. Az atomspektrometriaban ismert technikék koziil az
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ICP-OES az, amelyben a legkevesebb zavardhatas jelenik meg egy mérés
soran. Ennél a modszernél a legtobb hibat a spektralis zavarohatasok
okozhatjak, amelyeket tobb moddon is tudunk csokkenteni, ugy, mint
nagyfelbontdsu spektrométerek alkalmazasaval, a kifejlesztett hattérkorrekcios
technikdk hasznalataval, tovabba azzal, hogy egy elem esetében tobb
elemzGvonalat alkalmazunk egy analizis soran [43]-[46], [88]. Az induktiv
csatoldsu plazma — tomegspektrometria esetében (ICP-MS) spektralis zavarast
okoznak az olyan ionok, amik egy vagy tobb atombdl allnak, illetve a
tomeg/toltés értekiilk megegyezik a meghatarozando izotdp tomeg/toltés
hanyadosaval [89].

Nem spektralis zavarOhatisoknak nevezzilk a szabad atomok
képzbdéséhez rendelhetd hatasokat. Mas néven matrixhatasoknak is nevezik
ezeket, amelynek két fajtaja van: a fizikai és a kémiai matrixhatas. A fizikali
hatas a minta fizikai tulajdonsagait6l fligg, mig a kémiai hatas akkor jon 1étre,
ha egy vagy tobb elem jelenléte befolyasolja a mérendé komponens emisszids
jellemz6it a mintaban [90].

A plazma emisszios spektrometrias vizsgalatok soran kiilonds
figyelmet kell forditani a konnyen ionizalodé elemek hatdsara, a gerjesztési
koriilményekre és a meghatarozasok eredményére. A konnyen ionizal6do
elemeket széles korben tanulmanyozzék az ICP-OES teriiletén, ugyanis a
plazméba térténd bejutdsa soran megvaltoztathatja a gerjesztési hdmérsékletet
¢s az elektronsiirliséget, tovabbd modosithatja az atom- és ion térbeli
eloszlasat, ¢és Dbefolyadsolhatja a meghatarozott elemek gerjesztési
mechanizmusat. Az induktivan csatolt plazméakba a konnyen ionizalodo
elemek matrixhatasanak kialakulasara vonatkozoan szamos mechanizmust
allapitottak meg: ionizacids eltolodas, parolgasi hatas, ambipolaris diffuzio -
de egyértelmli, dominans kostrukciorol nincs egyetértés [91]. Emellett

figyelembe kell venni a nagy sokoncentracio fontossagat is, valamint a
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porlasztas és a minta bejutasanak hatékonysagat a plazmaba. Altalanossagban
elmondhatd, hogy a kisérletek eredményeit nem lehet egyetlen gerjesztési
mechanizmussal magyardzni, ami azt jelzi, hogy a kiilonb6zd tényezdk
alapvetOen ¢és egyiittesen befolyasoljak a mért jelet [92].

A plazmafeltételek jelentésen meghatarozzak a nyomelem elemzés
eredményeinek megbizhatosagat. Az alacsonyabb hOmérséklet, az Osszetett
matrixok alkalmazasa, valamint a gerjesztési és ionizacids egyensullyal
kapcsolatos kérdések veszélyeztethetik a mérés alapossagat és pontossagat. A
homérseklet mellett a plazmakémia masik fontos paramétere az elektronszam-
stiriség. Nyilvanvaloan kozponti szerepet jatszik az dsszes plazmaionizacios
folyamatban, de alapvetd az iitkzéses gerjesztésben, a folytonos hattérjel
intenzitasdban, a helyi termikus egyenstlyban €s a plazmahéj mélységében. Az
elektronszam-stiriség ismerete a plazma kiilonb6z6 régidoiban megkonnyitheti
az atomok ¢€s ionok meghatarozasat, és hozzajarulhat a konnyen ionizalhato
elemek miatti interferencidk minimalizalasahoz [68], [93], [94].

A mintaban nagy koncentracidban jelenlévd, konnyen ionizalodo
elemek ionizacidjanak kikiiszobolésére ionizacios pufferként alkalmazhatd
egy hasonloan konnyen ionizal6do elem szintén nagy koncentracioban torténd
hozzaadasa. Morishige és munkatdrsai megallapitottak, hogy a Cs rendelkezik
a legnagyobb ionizacio visszaszoritdé tulajdonsaggal a Na és a Ba mellett.
Eredményeik alapjan azt javasoljak, hogy az ionizacios puffert (Cs) a mintdban
mennyiségben sziikséges hozzdadni, hogy a leghatékonyabban nyomja vissza
és stabilizalja az ionizacio mértékét a nagy homérsékletii térben [95].

Goncalves és munkatdarsai 2016-ban az 0j MP-AES késziiléken
végzett kisérleteik soran a Boltzmann ébrazolast, a Saha-egyenletet és a Mgll/
Mgl arényt alkalmaztdk a N> MIP hémérséklet, elektronszam-siirliség és

robusztussagi profilok generalasara kiilonboz6 porlasztasi, valamint aramlasi
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sebességeknél €s plazma megfigyelési pozicidknal. A vizsgalataik soran leirt
plazmahémérséklet, elektronszam-siirliség és robusztussagi profilok altalanos
utmutatoként hasznalhatoak, €s hozzajarulhatnak a MIP-OES alkalmazéasok
kisebb matrixhatasaihoz, valamint jobb érzékenységet biztositanak. Tovabbi
tanulmanyokat végeztek, ahol ezzel a miiszerrel szamitott kimutatasi hatar
értékeik vetekednek az ICP-OES-ével, ahol a legjobb eredményeket a
szoftverre optimalizalt koriilmények kozott és a nagy elektronszamsiirtiségii
régiokban torténd meghatarozasoknal figyeltek meg [94].

Chalyavi és munkatarsai 2017-es kisérletei alapjan az Agilent 4200
MP-AES késziilék olyan analitikai plazmat hoz Iétre, amely kozel all a helyi
termodinamikai egyenstilyhoz: vizsgalatuk soran a mért gerjesztési
homérsekleten alapulo plazmadsszetétel-szamitdsok a Thomson-szorasi
kisérletekkel meghatarozott plazma-elektron-siiriséggel jo egyezést mutattak.
Ez az egyensuly azt is jelenti, hogy az analit-emisszids spektrumok, valamint
az ion-atom intenzitasi aranyok kiszamithatéak, a modellek és a mért teljes
pasztazott spektrumok kozott jo egyezést kaptak [96].

A kornyezetben szinte barhol megtalalhatd natrium a vérszérumban is
nagy koncentracioban (3000-5000 mg/l) jelenik meg. Mivel ionizacids
potencialja alacsony, igy a konnyen ionizalod6 elemek csoportjaba soroljak,
ezért szem el6tt kell tartanunk az esetleges matrixhatasat a mikrohullamu

plazmaban is [97].

2.7. Autoimmun betegségek: SLE és SS

Rengeteg olyan betegség 1étezik, amelyek az esszencialis asvanyi anyagok
novekvd vagy csokkend szintjéhez kapcsolodnak. Ezért a szervezetben az
asvanyi anyagok kolcsonhatasanak megértése segithet a betegségek

diagnosztizalasaban és kezelésében.
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Az autoimmun betegségek korében tobb, mint szdz fajta betegséget
kiilonboztethetiink meg, melyek mindegyike olyan allapotot jelent, amikor az
immunrendszer tévesen tamadja meg a szabalyosan miikodd testet. Az
immunrendszer normal esetben véd a korokozok, mint a baktériumok és
virusok ellen azaltal, hogy érzékeli az idegen behatolokat a szervezetben és
meg tudja kiilonboztetni azokat a sajat sejtjeitdl. Az autoimmun betegségek
soran a szervezet a sajat sejtjeit tekinti idegennek, ezaltal felszabaditva az
autoantitesteknek nevezett fehérjéket, amelyek az egészséges szerveket,
szervrendszereket, szoveteket stb. tadmadjak meg. Ennek kovetkeztében
vannak olyan tipust megbetegedések, ahol csak egy szerv vagy szovet
karosodik, ilyen példaul az 1-es tipusti cukorbetegség, ami a hasnyalmirigyet
tamadja meg. Egyéb szisztémas betegségek, mint példaul a lupusz, az egész
szervezetre, testre hatassal vannak. Ezek a betegségek a lakossag mintegy
5%-at érintik. Kialakulasuk pontos okai eddig ismeretlenek, de a kiilonb6z6
genetikai eltérések, a kornyezeti tényezok, az életkor, illetve fertézések és
bizonyos gyogyszerek is szerepet jatszhatnak keletkezésiikben. [98], [99].

A szisztémas lupus erythematosus (SLE) egy kronikus gyulladasos
autoimmun betegség, amelyben az immunrendszer tévesen tdmadja meg az
egészséges szoveteket a test szamos teriiletén. Gyakori tiinetei kozé tartoznak
a fijdalmas és duzzadt iziiletek, a laz, a mellkasi fijdalom, a hajhullés, a
szajfekélyek, a duzzadt nyirokcsomok, a faradtsag és a voros kiiitések, amik
leggyakrabban az arcon talalhatok és napfény, D-vitamin hiany, dohanyzas
hatasara jelentkezhetnek és erdsodhetnek. Elsdsorban a fiatal, reproduktiv
korban 1év6 ndéknél fordul eld. A betegségnek tobb iddszakat
kiilonboztethetjiik meg: a fellingol6 iddszakot, amikor a tiinetek felerdsodnek,
illetve van az ugynevezett remisszidés idészak, amikor a tiinetek nem

jelentkeznek. Az SLE betegségre egyeldore nincs gyogymodd, gyogyszeres
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kezelésekkel novelhetd a betegek élethossza és javithatd az életmindség [100],
[101].

A Sjogren-szindroma (SS) olyan szisztémas autoimmun betegség, amely
az egész testre hatdssal van. Tiinetei els6sorban a szem- és szajszarassag, de
mas sulyos problémak is jellemzik, mint a faradsag, a kronikus fijdalom, az
idegrendszer karosodasa, zavara €s a nyirokrendszer megbetegedése. A
betegség barmilyen korban kialakulhat, de a legtobb esetben 40-50 év k6zotti
nok korében jelentkezik. Mivel az SS mas betegségek tiineteit is mutathatja, a
diagnozis felismerése kozel 3 évet is igénybe vehet. A tiinetek altalaban
stabilak lehetnek, illetve romolhatnak, de ritkan jutnak el a remisszios
allapotba. Nagyon fontos a korai diagndzis és a megfeleld kezelés, amivel
megakadalyozhat6 a szovodmények kialakuldsa és nagymértékben javithato a
beteg életminésége [102]-[104].
az autoimmun betegségek kialakulasaval [105]. Az SLE-ben szenvedd
betegeknél néhany nyomelem koncentracioja eltérést mutatott az egészséges
szérumban taldlhatd koncentracioval szemben, valamint a Trf, Alb és Cp
szintek is eltérének bizonyultak [77]. A szérum nyomelemeinek valtozasat
megfigyelték a reumas iziileti gyulladis esetén is, ami koztudottan egy
autoimmun eredeti betegség [78], [106]-[109]. Yilmaz és munkatarsai
autoimmun betegséggel foglalkoz6 tanulmanyai arra tesznek javaslatot, hogy
tovabbi vizsgalatok sziikségesek az antioxiddns fehérjék és a vérszérumok

nyomelemei kozotti kapcsolat részletesebb feltérképezésére [77].

2.8. A Gd*"-alapii MRI kontrasztanyagok hatdsa a human szervezetre
Az esszencialis elemek mellett szamos fémiont alkalmaznak kiilonleges
optikai, magneses ¢és radiokémiai sajatossaguknak koszonhetdéen az orvosi

diagnosztika kiilonbozo teriiletein €s terapias kezelésekben [9], [110]-{113].
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A nem esszencialis ionokat tartalmazo anyagok in vivo felhasznalasahoz
szamos kritériumnak kell megfelelniiik, tobbek kozott ne valtsanak ki klinikali
tiineteket, hosszi ideig alkalmazhatok legyenek ¢és az ¢€l6 szervezettel
Osszeférhetonek kell lenniiik. Nem elegendd, hogy a szervezetre nem toxikus
az adott anyag, a feliileti biokompatibilitasnak is teljesiilnie kell [114], [115].

Mivel a szabad, nem esszencidlis fémionok altalaban toxikusak, ezért
diagnosztikai vizsgélatokban és terapids kezelésekben torténd alkalmazasuk
csak stabilis komplexek formajaban lehetséges [116]. Nagy stabilitasu
komplexeket példaul a nyiltlancu és makrociklusos poliamino-polikarboxilat
ligandumokkal képeznek, ami az ilyen tipusu komplexek kémiaja iranti
érdeklodés nagymértékii novekedését eredményezte. A komplexek
orvosdiagnosztikai alkalmazasdnak egyik fobb terlilete a Magneses
Rezonancias Képalkotas (MRI), ahol Gd3*-komplexeket alkalmaznak [117]—
[119].

Napjainkban a klinikai vizsgalatok soran fOként a vizprotonok
longitudinalis relaxacios idejét (Ti) csokkentd MRI kontrasztanyagokat
hasznalnak. A legnagyobb mértékii csokkenést az S alaptermi, viszonylag
hosszl relaxacios idejli, parositatlan elektronokkal rendelkez6 paramagneses
fémionok (Mn?*, Fe**, Eu®", Gd®) eredményezik. A legnagyobb hatast
a Gd**-ion okozza, mivel 7 parositatlan elektronja, ezaltal nagy maégneses
momentuma és kellden hossza elektron relaxacios ideje (10° s) van. A
szervetlen Gd3*-so-oldatok nagyon toxikusak az élo szervezet szamara,
(LDs0=0,2-0,5 mmol/kg) [120], igy csak stabilis komplexeik alkalmazhatok
MRI kontrasztanyagként. Komplexképzok koziil a nyiltlancu dietiléntriamin-
N,N,N’,N”’ N’’-pentaecetsav  (DTPA), a makrociklusos 1,4,7,10-
tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraecetsav. ~ (DOTA) és  szarmazékaik
felhasznalasa terjedt el. Az orvosdiagnosztikai vizsgélatokban elsdként

alkalmazott kontrasztanyag a Gd(DTPA)? (Magnevist®) [121], [122], ami
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1988 6ta klinikai alkalmazasban 4ll. A nyiltlincd Gd(DTPA)? kifejlesztését
kdvetden a joval nagyobb kinetikai inertségli Gd(DOTA)™ (Dotarem®) keriilt
bevezetésre [123]. Az ozmotikus terhelés csokkentése érdekében az
alkalmazasban 1év6 két Gd**-komplex (Gd(DTPA)? és Gd(DOTA)’) semleges
véltozatait fejlesztették ki (Gd(DTPA-BMA) (Omniscan®), Gd(DTPA-
BMEA) (Optimark®), Gd(HP-DO3A) (ProHance®) és a Gd(BT-DO3A)
(Gadovist®)), amelyekben a ligandum 1 vagy 2 acetatcsoportjat semleges
alkoholos hidroxil- vagy amidcsoportokkal helyettesitették [124]-[126].
0,1-0,3 mmol / testsuly kg dozist alkalmaznak, ami alapjan egy
70 kg-os beteg esetén 7 és 21 mmol GdL komplexet fecskendeznek be. Mivel
a készitmények 0,5 mol/l koncentracidjuak, altaldban 14 - 42 ml terméket
injektalnak be intravénasan.

A  Gd**-komplexek in vivo stabilitisanak, illetve disszocidcio-
sebességének az ismerete a legutobbi években kiilondsen fontossa valt, mivel
felismertek egy 1j, stlyos vesebetegek esetében eléforduld betegséget
(Nephrogén Szisztémas Fibrozis - NSF), amit a Gd**-tartalmi
kontrasztanyagokkal hoztak kapcsolatba [127]-[129]. A Gd**-tartalmu
kontrasztanyagokkal vizsgalt sulyos vesebetegek esetében a Gd3*-komplex
kitliriilése a szervezetbdl lassu (112=30 — 40 o6ra). A hosszu id6 alatt a
Gd*-komplexnek jelentékeny része disszocialhat a szervezetben a
fémioncsere reakciok sordn és a szabadda val6 Gd** hozzajarulhat az NSF
kialakulasdhoz, mint annak egyik rizikofaktora. Az NSF betegek tobbségét egy
nyiltlanca ligandum (90%-ban DTPA-BMA) Gd**-komplexével vizsgaltak,
melyek disszociacid sebessége Iényegesen nagyobb, mint amit a
makrociklusos DOTA és szarmazékai Gd®**-komplexei esetében megfigyeltek
[130]. Az NSF kialakulasanak az okai még nem kozismertek és ezek

feltarassdhoz  meg kell ismerni, hogy a kiilonbozé Gd**-tartalmu
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kontrasztanyagokbol milyen mennyiségben és milyen sebességgel szabadul fel
a Gd**-ion, majd az milyen formaban keriil a testfolyadékokba.

A Gd**-komplexek intravénas injektalasukat kovetéen viszonylag gyorsan
eloszlanak az extracellularis testfolyadékokban. A testfolyadékok rendkiviil
Osszetettek, szamos fémiont ¢&s ligandumot tartalmaznak, amelyek
kicserélddési reakcioba 1éphetnek a Gd**-komplexekkel. Az NSF kialakulasa
soran az esszencidlis fémionok (Zn?*, Cu?*, Ca?* és Fe®*) és ligandumok (CO3s*
, PO%, citrat, transferrin) helyettesithetik a Gd*-iont és a Gd**-komplexekben
talalhat6 amino-polikarbonsav ligandumot fémioncsere ¢és ligandumcsere
reakciokon keresztiil [131]. A Gd*'-komplexek in vivo fémioncsere és
ligandumcsere reakcidit lényegesen befolyasolhatja a Gd**-komplexek
egyensulyi viselkedése, kinetikai inertsége €s farmakokinetikai sajatossagai. A
Gd*-komplexek él6 szervezetben valdo egyensulyi viselkedését (Gd**-
komplexek disszociacidjanak mértéke, a ,szabad” Gd3* megoszlasa a
testfolyadékokban, stb.) kozvetlen modszerekkel nem lehet tanulmanyozni a
kiilonbozd testfolyadékok bonyolult dsszetétele és a Gd**-komplexek lassu
disszociacidja miatt. A Gd**-komplexek in vivo egyensilyi viselkedését
egyensulyi szamitasokkal vizsgaltdk egyszerisitett plazmamodellekben.
Cacheris és Jackson a [GA(DTPA-BMA)] és [GA(DTPA)] komplexekbdl
vérplazmaban felszabaduld Gd** mennyiségét szamitottak [125], [132].
Azonban az altaluk vizsgalt rendszerben nem vették figyelembe a Gd(POgs)
csapadék képzodését, amelyet szamos in vitro kisérletben kimutattak [133].
Baranyai és munkatarsai 2015-ben a fontosabb esszencidlis fémionok (Ca2+,
Zn?* és Cu?") és ligandumok (alanin, cisztein, glutamin, glicin, hisztidin, lizin,
citrat, laktat, szukcinat, karbonat, foszfat, albumin ¢€s transferrin), valamint a
Gd**-komplexek MR vizsgalatoknal kialakulé fiziologias koncentracidjat és
az altaluk meghatarozott, illetve az irodalomban fellelhetd egyensulyi

allandokat felhasznalva egy egyszerlsitett plazma modellt készitettek (20
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komponens és 350 részecske, amelyek koziil 8 rosszul oldodik (pl. GA(POa4),
Gd2(CO3)3). Szamitasaik alapjan fiziologiashoz kozeli feltételek mellett
nagyon kis oldékonysaga miatt, mig a felszabadulo DTPA-BMA ligandum
Ca2*, Zn?* és Cu?'-komplexeket képez [134]. Modellszamitasaik eredményei
alapjan a [Gd(DTPA-BMA)] disszociacidjaval felszabaduld ligandum féként
a jelen 1évé Ca?*-ionnal Ca(DTPA-BMA) komplexet képez a vérplazmaban,
amelyet Micellaris Elektrokinetikus Kapillaris Kromatografidss (MEKC)
mérésekkel igazoltak. A megfelels Fe**-komplexek képzddését nem
tapasztaltak, amit a nagy stabilitdsu Fe(Transzferrin) komplexek képzddésével
értelmeztek. A Gd®* és Fe3*-ionok hasonld fizikai-kémiai sajatossagai és a
Gd(Transzferrin) komplexek nagy stabilitasa ellenére [135], sem a
modellszamitasok, sem a Kapillaris elektroforetikus vizsgalatok eredményei
nem tamasztottak ald Gd**-fehérje komplexek képzodését human

vérplazmaban.
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3. Anyag és modszer

3.1. Modelloldatok osszeallitasa
Az emberi vérszérumban viszonylag nagy koncentracioban

(3000-5000 mg/l) van jelen a natrium. Egy mintaban matrixként jelenlévo
natrium konnyen ionizalodo elem révén a nem spektralis zavarohatasok koziil
ionizacios zavarohatast okozhat az atomemisszios modszerekkel torténd
mennyiségi analizis soran. Az MP-AES késziilék egy olyan 0j eszkdz, mely
zavarOhatasainak mértékére kevés szakirodalmi anyag all rendelkezésre.
Emellett az induktiv csatolasi plazmakhoz képest kisebb hémérsékleti
plazmarél van sz6. Ezért célunk volt, hogy a mikrohulldimi nitrogén
plazméban felderitsiik a vérszérummintak természetes natriumtartama okozta
zavarOhatasokat.

Eldkisérleteink alapjan arra a megallapitasra jutottunk, hogy a roncsolt
vérszérummintak maximum tizszeres higitasban alkalmazhatoak az MP-AES
eszkozzel végzett analizisre, ugyanis a vizsgalandd mikroelemek igy még a
késziilék kimutatasi hatarértékén beliili koncentracioban vannak jelen a feltart
mintaban. Egy egészséges embertdl szdrmazé6 humdn vérszérum
natriumkoncentracioéja 3000-5000 mg/l k6zott valtozhat, az elékészités utani
higitast kovetden tehat 300-500 mg/1 koncentracidban van jelen a mintdban. A
modelloldatokat mindezekbdl kiindulva harom kiilonb6z6
natriumkoncentracié mellett minimum, centrum, és maximum (300-400-500
mg/l) készitettik el. A hat (K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe) vérszérumban
esszencialisan megtalalhaté elem koncentraciojat a modell oldatokban is a
szakirodalmi, egészséges emberre jellemz6é koncentracidtartomanynak és a
tizszeres higitasnak megfelelden allitottuk be.

Vizsgélataink sordn minden mintdt haromszor készitettiink el, igy

harom fliggetlen ismétlést végeztiink, tovabbad ezen mintakbol harom
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parhuzamos mérést végzett a késziilék, melyeknek atlagértékét hasznaltuk fel
a kiértékelés soran.

A modelloldatok elkészitésekor a natrium matrixhoz reagens mingségi
szilard natrium-kloridot haszaltunk, emellett a tobbi elem koncentraciojat
1000 mg/l kereskedelmi forgalomban kaphat6 monoeclemes spektroszkopiai
standard oldatokbol higitottuk.

3.2. Az MP-AES robusztussag vizsgalata

Els6 [épésként a mikrohullaimi plazma robusztussag-vizsgalatat
végeztik el. Ezt az eljarast mar régdta alkalmazzak az induktiv csatolast
plazmaknal, ahol a magnézium atom- és ionvonalanak (Mgll 280,271 nm /
Mgl 285,213 nm) teszteltelésével vizsgaljuk meg, hogy a miiszer alkalmas-e
az altalunk kivalasztott feladatra, ha a mérés koriilményeit kis mértékben
valtoztatjuk [136]-[138].

Elokisérleteink  alapjan ~ a  tizszeresre  higitott  roncsolt
vérszérummintakban a varhaté atlag magnéziumkoncentracio 3 mg/l. A
modelloldatokat mindezekbdl kiindulva harom kiilonboz6

natriumkoncentracié (300-400-500 mg/l) mellett készitettiik el (3. tabldazat).

3. tablazat A robusztussag vizsgalatahoz készitett modelloldatok

Minta Na (mg/l) Mg (mg/l)

1 0,00 0,00
2 0,00 3,00
3 400,00 0,00
4 300,00 3,00
5 400,00 3,00
6 500,00 3,00

A mintak analizisét a magnézium két elemzd vonalan végeztiik el

(Mgll 280,271 nm / Mgl 285,213 nm), a mérés soran az MP-AES MP Expert
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nevil szoftverében két paramétert tudtunk allitani elemenként: a kiolvasasi idot
¢s a porlasztégdz nyomasat. A szoftver hétféle kiolvasasi idot (1-2-3-5-10-20-
30 mp) ajanl fel a felhasznald szdmara, a porlasztogaz nyomasat pedig 80 és
240 kPa kozott engedi valtoztatni. Ezeket alapul véve a hét kiolvasasi id6
mellett hét porlasztégaz nyomast (80-100-120-160-180-200-240 kPa) beallitva
végeztiik el a modelloldatok vizsgalatat ¢és meghataroztuk a legjobb
Mgll 280,271 nm / Mgl 285,213 nm-es intenzitasaranyt. A mikrohullamt
plazma a hagyomanyos induktivan csatolt plazméakhoz képest viszonylag sziik
tartomanyban biztosit stabilitast, ezért a két valtoztathatd beallitdson kiviil a
tobbi mérési paraméter (pl.: a teljesitmény €s a gazadramlas) gyarilag beallitott
érték. Az emlitetteken tul a felszivasi, a stabilitasi és az Oblitési idot, tovabba

a parhuzamos ismétlések szamat tudjuk allitani (Fiiggelék 1. tabldzat).

3.3. Human vérszérummintak matrixhatas vizsgalatanak Kisérleti terve

Kutatasunkat a nitrogén plazmaban esetlegesen lejatszodo
matrixhatasok felderitésével folytattuk vérszérumminték esetében.

El6szor az analizis natrium tiirését hataroztuk meg. A natriumra, mint
zavardelemre vonatkozd tlirési koncentracid megallapitasara Varbanova és
munkatdrsainak [139] vizsgalatat vettiik alapul. Szintén modelloldatokat
készitettiink 300-400-500 mg/l natrium koncentracioval a robusztussagi
kisérlethez hasonld6 moédon. A vizsgédlat soran elvégeztik a vérben
esszencialisan megtalalhato hat elem analizisét (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) a
natrium modelloldatokat felhasznalva. Tehat a modelloldataink nem
tartalmaztak a mérendd elemeket, csak a matrixként hozzaadott natriumot. A
tirésérték kiszamitasahoz (3.2.1. egyenlet) az alkalmazott Na koncentracidjat
szorozzuk a vak mintak intenzitdsara kapott szorasanak haromszorosaval,

amelyet a vizsgalt elemre (K, Ca, Mg, Cu, Zn ¢és Fe) adott hullimhosszon

kapott jellel osztunk:
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Clires = M, 3.2.1.
Stgai
SDvak: a vak mintak szoras értéke
Cna: a natrium, mint zavardelem koncentracioja
Sigai: a mért elem (K, Ca, Mg, Cu, Zn vagy Fe) adott hullamhosszon kapott
intenzitas értéke

Ezutéan két modellkisérletet allitottunk be a vérszérummintakban 1évo
nagy natriumkoncentracio K, Ca, Mg, Cu, Zn ¢és Fe intenzitasara gyakorolt
hatasanak vizsgalatara.

Az elsé kisérletben teljes faktorialis terv alapjan allitottuk Ossze a
modell oldatokat. Az ¢l6z6 kisérleteknél emlitett, higitott mintak
natriumkoncentracio tartomanyanak also (300 mg/1) és fels6é (500 mg/1) hatarat
hasznaltuk a modellmintdkban “minimum” és ,maximum” matrix
koncentracioként, valamint alkalmaztunk egy ,,centrum” (400 mg/l) matrix
koncentraciét is. A modellmintakban a vizsgalt elemek koncentracioi a
szakirodalomban egészséges pacienstdél szarmazd vérszérumban talalhato
legkisebb ¢és legnagyobb koncentracio tartomanynak feleltek meg, az
elokészitést kovetd tizszeres higitdsban. Az elemek és a matrixként
alkalmazott natrium koncentraciojat a ,,minimum”, ,,maximum” €s ,,centrum”
esetben az Fiiggelék 2. tabldzat tartalmazza, a 4. tabldzatban pedig a faktorialis

vizsgalat sordn alkalmazott kisérleti elrendezés Osszefoglalasa lathato.

4. tablazat A faktorialis terv kisérleti elrendezésének matrix tablazata

Minta oldatok Elemek Na
1. min min
2. min max
3. max min
4, max max
5. centrum centrum
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A masodik kisérletnél a ndvekvé natriumkoncentracid hatasat
vizsgaltuk a vérszérumbol mérendé elemek (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe)
jelintenzitasara. Az elkészitett modellmintak ndévekvd koncentracioban
tartalmaztak a natrium matrixot, a vizsgalando elemek esetében pedig az
elemek ,centrum” koncentracidjat alkalmaztuk (Fliggelék 3. tablazat).
technika esetében is, ahol a masodik MP-AES kisérlethez készitett
modelloldatokat alkalmaztuk. Az ICP-OES mérések soran hasznalt
paraméterecket a Fliggelék 4. tablazat tartalmazza.

Vizsgalatokat végeztiink a natrium ¢és kalium egymas relativ
intenzitasara gyakorolt hatdsara vonatkozoan a mikrohulldamui plazmaban, ahol
a két elem modell oldatait azonos koncentracid6 mellett allitottuk be. Ezzel
Osszhangban egy négyszintes kisérleti tervet dolgoztunk ki, amit az

5. tabldzatban foglaltunk 6ssze.

5. tablazat A négyszintes kisérleti terv Na- és K-koncentracidja

Modelloldat |1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.
Na(mg/l) |0 0 0 0 55 5 5 10 10 10 10 15 15 15 15
K(mg/l) |0 51015 0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15

A 3. tabldzatban talalhaté modelloldatokat 6t kiilonboz6 koncentréacidju (0,0-
0,1-0,5-1,0-2,0 g/l CsCl) ionizdciés puffer mellett készitettik el. A
pufferoldatot analitikai tisztasagl szilard vegyszerbdl allitottuk el, majd a

megfeleld mennyiséget a modelloldatokhoz pipettaztuk.
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3.4. Human vérszérummintak modell-mintaoldatainak elemanalizise
MIP-AES modszerrel

Mindkét matrixhatas vizsgalat mintaoldatainak Ca, K, Mg, Cu, Zn ¢és
Fe koncentraciojanak meghatarozasa MIP-AES mddszerrel tortént. Az analizis
soran a vegyszereink tisztasagat hattér mintdk (vakmintdk) mérésével
ellendriztiik. Nagy sotartalmi mintdkra specializalt univerzéalis porlasztot
(OneNeb) alkalmaztunk, aminek a porlasztotest teljes hosszan keresztiil
alland6 belsé atmérdje van. A mintaoldatok mérése automata mintaadagolo
robot segitségével, véletlenszerli sorrendben tortént (Agilent Technologies
SPS 4). A legfontosabb mérési paramétereket a Fliggelék 5. tabldzat foglalja
Ossze. Ahogy mar emlitettilk a robusztussagi vizsgélatnal, a mikrohullamu
plazma szoftverében két paraméter valtoztathatd, a tobbi mérési paraméter
gyarilag beallitott érték. Az optimalizalasi vizsgalatok alapjan kivalasztottuk a
megfeleld paramétereket €s azokat alkalmaztuk a matrixhatds kisérleténél,

valamint a natrium és kalium egymasra gyakorolt hatdsanak elemzésénél.

3.5. Seronorm® liofilizalt vérszérum minta-el6készitése és elemanalizise
MIP-AES moédszerrel

Seronorm® (Human LOT 1512606) mindségtantsitott liofilizalt
vérszérumminta 5 ml térfogatabol 1 ml-t tartunk fel harom parhuzamos
ismétlésben atmoszférikus nyomason, ahol 80 °C-ra fiithet6 teflon lapot
haszndltunk. A mintat beszaritottuk, majd 2 ml 65 (m/m) %-0s HNOz-at
adagolva szarazra paroltuk. Kihiilés utan 0,2 ml 30 (m/m) %-0s H20> oldatot
adtunk a mintahoz, majd beszaritottuk és kihiilés utan 10 ml térfogatra toltottiik
haromszor ioncserélt vizzel. A hat elem (Ca, K, Mg, Cu, Zn, Fe) analizisét
MP-AES késziilékkel végeztik el, a mérés paramétereit a Fiiggelék 5.
tablazata alapjan allitottuk be. Az analizis soran a Fiiggelek 6. tablazataban

szerepld kalibraciot alkalmaztuk, amit Na matrix mellett (400 mg/l)
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készitettiink el, illetve egy masik sorozatot is higitottunk a matrix alkalmazasa

nélkil.

3.6. Human vérszérummintak mintavétele, tarolasa és minta-elokészitése
A kisérletekhez sziikséges egészséges, valamint az autoimmun beteg
vérszérumminték a Belgyogyaszati Intézet (DE AOK) II1. sz. Belgyogyaszati
Klinika munkatarsaitol szirmaznak. A vérvétel nativ vérvételi csdvel tortént,
majd centrifugalast kdvetden kaptuk meg a vérszérummintakat. A kontroll
mintak olyan Onkéntesektdl szarmaztak, akik sajat bevallasuk szerint nem
dohanyoznak, illetve a laboratoriumi vizsgéalat soran koros elvaltozast nem
mutattak. Az autoimmun mintdk az ambulans szakrendelésen megjelent
betegektdl szarmaztak, akik beleegyezésiiket adtak a mintavételhez. A
kisérleteket a Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag (Debreceni
Egyetem) hagyta jova a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen. Az Eppendorf
csovekben érkezett mintdkat -70 °C-on téaroltuk a minta-eldokészités
megkezdéséig.
Az 6. tdbldzat a csoportokba (kontroll, SS, SLE) tartozo paciensek

¢életkorat tartalmazza.

6. tabldzat Az alkalmazott csoportok atlagéletkora

Csoportok  Atlagéletkor

Kontroll 35,2+6,3 év
SLE 43,8 £10,3 év
SS 58,7+ 14,2 év

3.6.1. A human vérszérummintak minta-elokészitése
A vérszérummintak minta-el6készitése soran, az orvosi etika szabalyait
betartva, minden esetben atlagmintakat hasznaltunk az analizishez, 6sszesen

60 fiiggetlen atlagmintat vizsgaltunk (csoportonként 20 minta: kontroll, SLE,
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SS). A higitatlan szérummintakbodl analitikai mérlegen 0,5000 g-ot mértiink be
a roncsolashoz, amit mikrohullamu egységben, teflon edényekben végeztiink.
A zart rendszerben végzett roncsolds soran egy lépésben adtuk a minta
bemérése utan a 2 ml 65 (m/m) %-0s HNOz-at és a 0,2 ml 30 (m/m) %-0s
H20z-ot. A teflon edényeket lezarast kovetden a feltard egységbe helyeztiik
(Milestone Ethos UP, 3. dbra) és a roncsolast a 4. dbrdn lathatd szabalyozott
felfitési programon végeztiik. A teflonbombakat szobahdmérsékletre hiitottiik,
a mintakat ioncserélt vizzel (Millipore-MilliQ A10 viztisztitd berendezés)
10 ml-es mérélombikokba maradékmentesen atmostuk és jelre toltottik.
Minden mintdbol harom parhuzamos roncsolds tortént, a parhuzamos

ismétlések soran mért elemkoncentraciokat atlagoltuk.

HIGH PERFOR
o

3. abra Milestone Ethos UP mikrohullamu feltaro késziilék
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g 8 10 12 14 16 18 20 22 24 o6 F8 Al 0 A4 36 38 40 42 44 men

4. dbra A mikrohulldami roncsolas soran alkalmazott program, amely a
beallitott hOmérsékletet €s a hozza tartoz6 nyomast a roncsolasi ido
figgvényében abrazolja 1800 W teljesitményen

3.6.2. A frakcionalt vérszérummintak minta-el6készitése
A kovetkezd vizsgalat soran egy kontroll, egy SLE és egy SS csoporttol
szarmazd  vérszérummintdt ioncseréld oszlopon frakciondltunk. Az

elvalasztasra DEAE Trisakryl® M anioncseréld gyantat alkalmaztunk, amely

mindségi adatait a 7. tablazat szemlélteti.

7. tablazat A DEAE Trisakryl® M anioncseréld jellemzdi

Forma vizes-etanol
részecskeméret 40-80 pm
ionos csoportok mennyisége 320-370 pEg/mL
ionos csoportok természete dietilaminoetil
ionos csoportok pK értéke 6,2; 10,7
Kotési kapacitas (mg/ml) >75 (BSA)
pH 1-11
tarolasi homérséklet 2-8 °C

A DEAE Trisakryl® M gyantat specialisan fehérjék ioncseréld
kromatografiajara fejlesztették ki, melyek gomb alakt, félig merev

mikroszkopikus akril kopolimerek. A polimer szerkezet szerves részét képezo,
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erdsen kotédo ioncseréld csoportok a gyanta haromdimenzids szerkezetében
talalhatbak meg. A biokompatibilitast a gyanta polimer minden
részegységében megjelend hidrofil csoportok biztositjak és megakadalyozzak
a nem-specifikus adszorpciot iS. Az ioncseréld gyanta makropdrusos
szerkezetli és nagy kapacitast biztosit a fehérjék kinyeréséhez, és minden
altalanosan hasznalt oldoszerben oldhatatlan. Szerves és szervetlen (1 M HCI)
savaknak ellenall, viszont a ligok (NaOH) alkalmazasat el kell keriilni. Az
ioncser¢ld gyanta alkalmazasaval az IgG kivalo hozammal és tisztasaggal
kinyerhetd.

Az liveg oszlopkromatografianal alkalmazhato 2 cm atmér6jii oszlopot
10 cm magasan toltottiik meg a gyantaval. A vérszérumok érzékenysége miatt
metan (HO-CH2)3 C-NH2 0,025 M koncentracioji oldataval készitettiik el az
esetleges fehérje-kicsapodas elkeriilése érdekében. Ezen 100 ml-es térfogata
oldatok pH-jat 1:1 HCI oldattal allitottuk be a 8. tdbldazat-ban foglalt modon.

8. tdbldzat Az alkalmazott pufferek higitasi sora és pH-ja

Puffer Koncentracio (M) pH
1. 0,025M Tris-HCI+NaCl 0,035 8,8
2. 0,025M Tris-HCI+NaCl 0,075 8,5
3. 0,025M Tris-HCI+NaCl 0,150 7,5
4. 0,025M Tris-HCI+NaCl 1,000 8,8

Az Ujonnan vasarolt gyantat etanolos kdzegben taroljak, amit az els6
hasznalat el6tt folyamatos dekantalassal puffer oldatra cseréliink és a gyantat
gazmentesitjiik. Erre 1 M-0s NaCl puffer oldatot hasznaltunk, amely beallitja
az oszlop anioncserélé kapacitasat. A regeneralashoz 1 M NaCl oldatot
alkalmaztunk, ehhez 100 ml térfogatot engedtiink &t az oszlopon, ezutan a
tomény NaCl oldatot 100 ml 0,035 M-o0s NaCl puffer oldat segitségével

mostuk le az oszloprol.
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A regeneralas utan a vérszérumot mar ravihettiik az oszlopra. A kapott
mintdk tomegét pontosan lemértiik analitikai mérlegen, ezutan teljes
egészében az oszlopra pipettaztuk. A 0,035 M NaCl puffer oldattal kezdtiik az
eluciot, sorban haladva a leghigabbt6l a legtoményebb oldatig (6. tdbldazat). A
frakciokat 5 ml-es térfogatban kalibralt kémcsovekbe gytijtottiik. Mintanként
koriilbeliil 70 frakciot szedtiink, majd UV-lathato spektrofotometria
segitségével 280 nm-en meghataroztuk, hogy mely frakciok tartalmaztak
fehérjét. A kapott abszorbancidkat a fogyott puffer térfogatok fliggvényében
abrazoltuk és a késobbi elemzéseket a fehérjéket tartalmazd frakcidkbol
végeztik.

A nagy szervesanyag-tartalmu frakcionalt vérszérummintakat
haromféle roncsolasi technika segitségével tartuk fel. Igy oOssze is
hasonlitottuk, hogy melyik mddszer a leghatékonyabb erre a mintara nézve.
Ahhoz, hogy ellendrizziik, hogy a roncsolas altal nem torténik anyagveszteség
¢s tényleg hatékonyan jarunk el, belsé standardot alkalmaztunk. A litiumra
esett a valasztasunk, mivel az egészséges vérszérum csekély mennyiségben
tartalmazza ezt az elemet. Mind a harom technikanal azonos mennyiségeket

alkalmaztunk a mintakbol és a feltard szerekbdl, amit a 9. tabldzat tartalmaz.

9. tablazat Roncsolasi paraméterek

65%

minta 1000 mg/I HNOs 30% higitas
(ul) Li (ul) (ml) H,0, (ml) (ml)
roncsolas 600 25 3 1 12

Az atmoszférikus nyomdson torténd roncsolds esetében flitott
teflonlapot alkalmaztunk, 80 °C-ra hevitve. A mintakat Erlenmeyer
lombikokba mértiik, amikhez Li standard oldatbol (1000 mg/1 Scharlau) ismert

térfogatot pipettaztunk. A mintdkat széradasig melegitettiik, majd 65%-0s
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salétromsav hozzdadasa utan ujra szdrazra paroltuk. Kihiilést kovetéen
30%-o0s hidrogén-peroxid oldatot adagoltunk a mintakhoz és szaradasig a
teflon lapra helyeztiik azokat. A szaraz, kihlilt mintdkat haromszor ioncserélt
vizzel maradékmentesen atmostuk és jelre allitottuk 12 ml térfogatra és az
elemanalizisig hiitve taroltuk (9. tablazat).

A visszafolyd hiitdvel ellatott, vérmintak elokészitésére gyakran
alkalmazott, szabalyozottan fiithet6 blokkban (block therm digestion) torténé
roncsolds esetében kevesebb mintdval tudtunk egyszerre dolgozni, de a
fokozatosan allitott hdomérséklet az érzékeny szérummintdk szadmara
kedvezébb koriilményt biztosit. Elészor 104 °C-ra fitottiik és 30 percen
keresztiil ezen a hdémérsékleten tartottuk a mintat, amihez hozzaadtuk a Li
standardot, majd 65%-os salétromsav hozzaadasa utan 80 °C-on 60 percig
melegitettiik. A kihlilt mintdkhoz 30%-os hidrogén-peroxidot adtunk és
tovabbi 30 percig melegitettiik 104 °C-on. Ezek utan hagytuk kihiilni a
kémcsoveket, majd haromszor ioncserélt vizzel atmostuk és jelre allitottuk az
idedlis térfogatra a mintakat, mellyel elokészitettilk az elemanalizisre (9.
tablazat).

A harmadik roncsolasi technikaként nagy nyomdasu mikrohulldmt
feltarast alkalmaztunk teflonbombaban. Itt mar egy teljesen zart rendszerben
veégeztiik el a roncsolast, illetve egy 1épésben tortént a minta kimérése és a
feltaro szerek (a 65 %-0s HNOs és az 30 %-0s H20,) és a Li standard (9.
tablazat) hozzéadasa. A teflonedényeket lezarast kdvetden belehelyeztiik a
Milestone Ethos Up mikrohullamiti roncsold berendezés reakcidterébe (3. dbra,
4. abra). A feltaras utdn a szobahOmérsékletiire hiilt teflonbombakat
felnyitottuk, haromszor ioncserélt vizzel atmostuk az edényeket és a megfeleld

térfogatra toltottiik, amivel el6készitettiik az elemanalizisre.
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3.7. Autoimmun beteg és kontroll human vérszérummintak elemanalizise
MIP-AES modszerrel

A két autoimmun betegcsoport, valamint a kontroll csoport mintaibol a
mikrohullamu roncsolast kovetéen MIP-AES modszerrel mértiik a K, Ca, Mg,
Zn, Cu és Fe elemek koncentracidjat, ahol az optimalizalas soran beallitott
paraméterekkel végeztiik el az MP-AES miszerrel az elemanalizist (Fiiggelék
5. tabldzat).

Az analizis soran kalibrald oldatokat alkalmaztunk, amiket analitikai
tisztasagl spektrometriai torzsoldatokbol készitettiink (1000 mg/1 Ca, K, Mg,
Fe, Cu, Zn Merck) (Figgelék 6. tdbldzat). A vegyszereink tisztasagat vak

mintaval ellenOriztik.

3.8. Frakcionalt human vérszérummintak elemanalizise MIP-AES és
GFAAS modszerrel

A kontroll, az SLE ¢és az SS csoportoktdl szarmazo frakcionalt
sz€rummintak elemanalizisét MIP-AES technikaval végeztiik, ahol a K, Ca és
Mg koncentraciojat tudtuk meghatarozni. Itt is kalibralé oldatokat
alkalmaztunk (Fiiggelék 7. tablazat). A vegyszereink tisztasagat vak mintaval
ellendriztiik.

A nagyfoku higulas miatt nem tudtuk MIP-AES mddszerrel a Cu és Zn
koncentracidjat meghatdrozni. Igy grafitkemencés atomabszorpcios
spektrometrias modszerrel (GFAAS) (Agilent Technologies 200 Series AA,
GTA 120 Graphite Tube Atomizer) allapitottuk meg azokat. Az egyes
mintakbol 20 pl-t cseppentettiink be a grafitkemencébe, mely védésére argon
gazt hasznaltunk a mérés soran, a rendszer hiitésére pedig vizet alkalmaztunk.
A kalibralo oldatokat haromszor ioncserélt vizzel készitettiikk. A Filiggelék 8.

tablazat a GFAAS mérés soran alkalmazott felflitési programot szemlélteti.
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3.9. Omniscan® [Gd(DTPA-BMA)] kontrasztanyagot tartalmazé human
vérszérummintak minta-elokészitése és elemanalizise

Az Omniscan® MRI kontrasztanyag vérszérumban bekdvetkezd
disszociaci6jat és a szabaddd vald Gd3*-ion szérumfehériékkel kialakitott
kolcsonhatasat human vérszérumban (Seronorm® SERO, 5 ml 0,025 M
NaHCOs, pH=7,4) tanulmanyoztuk. Vizsgalataink soran 2x5 ml szérumot
készitettiink (inkubalas nélkiili és 19 oras 37 °C-os inkubalt), amihez adtunk
10-10 puL Omniscant® ([Gd(DTPA-BMA)]=0,5 M, [Ca(DTPA-BMA)]=25
mM). Az elsd minta 1 ml részét DEAE Trisakryl® anioncserélé gyantan
elvalasztottuk. A frakciokat elére 5 ml-re bekalibralt kémcsovekbe szedtiik,
Osszesen 72 darabot. UV-lathatd spektrofotometria segitségével 280 nm-en
meghataroztuk azokat a frakcidkat, amelyek tartalmaztak fehérjét. Ezutan a
frakciokat minta-elokészitettiik atmoszférikus roncsolasi technikaval, ahol a
mintakbol 2,5 ml mennyiséget tartunk fel és 10 ml térfogatra toltottiink fol
haromszor ioncserélt vizzel. A masik mintat az anioncserés elvalasztas eldtt 19
Oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden végeztiik el ugyanugy az
elvalasztast és minta-elokészitést, mint az eloz6 mintanal. A két kisérlet soran
hataroztuk meg.

Az Agilent Technologies ICP-OES 5100 (5. dbra) késziilékével lehetové
valik az egyidejii axilis és radialis megfigyelésii mérés. A vertikalis torch egy
mozdulattal ki és behelyezhetd. A késziilek vizhiitéses interfészt tartalmaz,
amelyhez egy kiilsd, recirkulacios hiité egység tartozik. A szimultdn mérés
érdekében az optikai rendszer a fény felbontasara Echelle tipust polikromatort
alkalmaz, mig a detektalds toltéscsatolt (CCD) detektorral torténik. A
polikromator tizemi hémérséklete 35 °C, a detektoré pedig -40 °C, mely
homérsékletének szabalyozasat Peltier modul végzi [140], [141].
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5. dbra Az induktiv csatolast plazma optikai emisszids spektrométer (ICP-
OES 5100, Agilent Technologies)

A mintabevitel automata mintaadagold robot (SPS4 Agilent Technologies)
alkalmazasaval tortént. EQy nagy sotartalmt mintdkra specializalt univerzalis
porlasztét (OneNeb) alkalmaztunk, amely a porlasztotest teljes hosszan
allando belsé atmérdjl, az aeroszol cseppek méret szerinti szétvalogatasdhoz
pedig koncentrikus kodkamrat hasznaltunk. Az elemanalizis soran alkalmazott

standard oldatot matrix illesztve allitottuk 0ssze a Fiiggelék 9. tablazat szerint,
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4 sorozatot készitettlink az elvalasztds sordn alkalmazott pufferek
felhasznalasaval.

A mérés soran alkalmazott paramétereket a Fliggelék 10. tdblazat
tartalmazza.

Az analizis soran SVDV megfigyelési modot alkalmaztunk, ami azt
jelenti, hogy egyszerre torténik a radialis €s axialis iranybdl érkezd fény
megfigyelése. A késziilékben talalhaté egy ugynevezett dichronikus lencse,
amely az axidlis iranybol érkezd kisebb hulldmhossziasagu fényre nézve
fényvisszaverd, mig a nagyobb hulldmhosszusagli radialis irdnybol érkezd
fotonokat atereszti. fgy mindkét iranybol egyszerre a detektorba juttatjuk a
gerjesztddés soran kibocsatott, majd felbontott fényt. A rendszer allo
helyzetben 1évé plazmaégdt hasznal. A mérések soran mintdnként harom
parhuzamos ismétlést végeztiink, vegyszereink tisztasagat hattér mintdk
mérésével ellendriztiik.

A Gd*-ion és szérumfehérjek kozott kialakulo kolcsonhatast
ultrasziiréses vizsgalatokkal is igazoltuk. Ebben a kisérletben 1,0 mM human
szérum albumin (Sigma Aldrich) oldatot készitettiink (2 ml, (pH=7,4; 0,025M
NaHCO3z; 0,15 M NaCl, 25°C), amelyhez novekvé koncentracidban
adagoltunk GdClz oldatot (10. tabldzat).

10. tablazat Az albuminhoz adagolt Gd-koncentracioja

Minta Gd ¢ (mM)
1 Vak
0,2000
0,4000
0,6000
1,0000
1,5000
2,0000

~N o Ol A WD
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2 mL mintat Amicon® Ultra-2 (MERCK) ultrasziirével szfirtiik (3000 rpm,
4 °C) és centrifugalast kdvetden <10 kD frakcidban meghataroztuk a Gd**-ion
koncentracidjat ICP-OES technikaval. A centrifugalast rovid ideig
alkalmaztuk (1,5 perc), mivel az igy nyert szirlet (20 uL) elvalasztasaval
gyakorlatilag nem befolyasoltuk az eredeti minta 0sszetételét. Az elemanalizis
soran ugyanazon merési parameétereket alkalmaztuk, mint az el6z0 kisérletben,

azonban a kalibralosort valtoztattuk (Fiiggelék 11. tabldzat).

3.10. A kisérletek soran alkalmazott statisztikai médszerek
A kisérletek soran kapott eredményeket statisztikai modszerek

alkalmazasaval értékeltik ki. A teljes 2" faktorialis terv matrixhatas
vizsgalatok valaszfliggvényének grafikus kiértékelésére Statgraphics
Centurion XVII. szoftver segitségével tortént. A hatasok vizsgalatat
szorasanalizissel (varianciaanalizis, ANOVA) végeztiik. A natrium ¢és kalium
egymas intenzitasara valo befolyasat kéttényezds varianciaanalizis (ANOVA,
General Linear Model - GLM) segitségével értékeltiik ki, valamint grafikus
abrazolasa szintén Statgraphics Centurion X VII. szoftverrel tortént.

A valés mintak (egészséges és autoimmun human vérszérumok)
elemkoncentraciojat egyutas varianciaanalizis (One-way ANOVA)
segitségével hasonlitottuk 6ssze SpSS IBM 22 for Windows programcsomag

alkalmazasaval. Az adatok transzformacidja utan a homogenitdst Levene’s

teszttel ellendriztiik. A szignifikéns kiilonbségeket Tukey teszttel értékeltiik.
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4. Eredmények
4.1. Az MP-AES mérési paramétereinek optimalizalasa
A MP-AES robusztussagat az induktiv csatolasi plazmaknal
alkalmazott magnézium atom- és ionvonalanak (Mgll 280,271 nm / Mgl
285,213 nm) teszteltelésével vizsgaltuk. A robusztussag kifejezés arra utal,
hogy a plazmaforras képes-e a kdrnyezeti tényezdkbdl, mitkdodési feltételekbol
vagy matrixhatdsokbdl eredd valtozasok ellenstlyozasara anélkiil, hogy
jelentds mérési hibat okozna. Az ICP-OES robusztussaga akkor érhetd el, ha a
Mg (Mgll 280,271 nm / Mgl 285,213 nm) atom- és ionvonalara kapott jelek
aranya nagyobb, mint 6. A technika analitikai teljesitménye javithato, ha a
mérési folyamatot befolyasold valtozokat a legmegfelelobbre allitjuk be egy
optimalizalasi terv segitségével. A rendelkezésre all6 MP-AES késziiléken
beallithatd két paramétert (kiolvasédsi id6 és a porlasztégdz nyomdsa) hét
kiilonb6z6 médon konfiguraltuk €s meghataroztuk a magnézium atom- és
ionvonalanak (MglI 280,271 nm / Mgl 285,213 nm) legjobb intenzitadsaranyat.

A kapott eredményeket a 6. dbra szemlélteti.

a.
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b 400 mg/l Na +3 mg/l Mg
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6. abra A magnézium ion- és atomvonalanak aranya, a: matrix nélkiil 3 mg/1
magnéziumkoncentracio mellett és b: 400 mg/1 natriumkoncentracio és
3 mg/l magnéziumkoncentracié esetén az alkalmazott hét kiolvasasi id6 és
hét porlasztogadz nyomas mellett

A 6. dabran 3 mg/l magnéziumkoncentraciot alkalmazva a natrium
matrix nélkil (6a), és 400 mg/l natriumkoncentracio mellett (6b) kapott
eredmények lathatoak. Szakirodalom szerint a 280,271 nm ¢és 285,213 nm
hullamhossztartomanyban az intenzitas lassan ndvekszik, ezért az atom és
ionvonal (Mgll 280,271 nm / Mgl 285,213 nm) aranya kicsi lesz igy
megszorozva az 1,15-6s faktorral, amit korabban Chalyavi és munkatdrsai
hataroztak meg, kapjuk meg a spektrométer hatékonysaganak valtozasat [94],
[96], [142]. Megfigyeltiik, hogy a kiolvasasi id6 nem befolyasolja a mérési
eredményeket, viszont a porlasztogdz nyomdsa a legnagyobb szoftverben
allithato értéken, 240 kPa-on a legmegfelelobb. Az dsszes altalunk dsszeallitott
modelloldat-koncentracio mellett ugyanezt az eredményt kaptuk. fgy a tovabbi
mérések soran ezeket a beallitasi paramétereket alkalmaztuk: 1s kiolvasasi idd

¢és 240 kPa porlasztogadz nyomas Mg nézve.
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A 3 mg/l magnéziumkoncentracioju és 400 mg/l natriumot tartalmazo
oldatban a két hullamhossznal (MgIl 280,271 nm / Mgl 285,213 nm) kapott
intenzitasokat a porlasztdgaz nyomas fliggvényében abrazoltuk egy masodperc
kiolvasasi idonél (7. abra). Ez alapjan is a legnagyobb porlasztogaz nyomas a
megfeleld és a kiolvasasi id6 nem befolyasolja a mérést. Fontos megemliteni,
hogy az ICP-OES technikék vizsgalatanal ez az intenzitasarany a 8-14
tartomanyba, mig a MP-AES-nél 0,1-0,5 kozé esik. Ennek oka az, hogy az
ICP-OES technikakhoz képest a MP-AES plazma homérséklete és
elektronstirisége eltérd, ezaltal nem mérhetd Ossze a MP robusztussag
aranyanak konkrét értéktartomanya az ICP-OES modszernél varttal [96],
[138].
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b. 400 mg/l Na + 3 mg/l Mg
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7. dbra A magnézium atom (Mgl 285,213 nm) - és ionvonalanak (Mgl
280,271 nm) matrix nélkiil (a) és 400 mg/1 natriumkoncentracié matrix
mellett (b) kapott intenzitasaranya a porlasztogaz nyomas fliggvényében Is
kiolvasasi idonél.

crcr

esszencialisan megtalalhato hat elem (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) intenzitadsara

nézve. A kisérletet Varbanova és munkatarsai [139] MP-AES késziilékre
alkalmazott modszere alapjan végeztiik el.

11. tabldzat A Ca, Cu, Fe, K, Mg, Zn elemek emisszids vonalainak tiirése a
zavar0 natrium mellett

Hullimhossz Na 300 Na400 Na500

(nm) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
Ca 430,253 196 232 261
Cu 324,395 136 136 152
Fe 371,993 546 438 479
K 766,491 13,4 12,8 12,5
Mg 285,213 - - -
Zn 213,857 - - -
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A1l tablazat a

e = 2220ak e 321

Stgai
képlet alapjan szamolt tiirés értéket mutatja be a hat elem kivalasztott
hulldmhosszara novekvd natrium matrixkoncentracié mellett. Megallapithatd,
hogy a Mg és a Zn esetében a Na matrixhatasaval ebben a tartomanyban nem
kell szamolni, a tobbi elem esetében viszont  statisztikailag

megkiilonbdztethetd jelet generalhat a natrium.

4.2. Human vérszérummintak matrixhatasvizsgalata MIP-AES
technikanal

A nitrogén plazmaban az elokészitett szérummintak elemzése soran Na
jelenlétében esetlegesen lejatszodd matrixhatasok felderitése érdekében
eloszor egy teljes faktorialis tervet készitettiink. A hatdst a vérszérumban
esszencialisan megtalalhatdo és diagnosztikai céllal gyakran mennyiségileg
meghatarozott elemekre (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) tekintettel vizsgaltuk. A
teljes faktorialis terv sordn lehetdség van tobb, fliggetlen tényezd kollektiv
befolyasat vizsgalni. A vizsgalat eredményeire hatast gyakorld tényezoket
faktoroknak nevezziik, ezek kombindcidit pedig szinteknek. A véletlenszerii
sorrendben mért modelloldatok intenzitasainak statisztikai értékelése soran
elemenként térben abrazoltuk a faktorialis terv eredményét, amely konnyebben

megfigyelhetdvé teszi a valodi folyamatot és annak jellemzdit.
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7 07 O 0 0 5

3 AT, 7 A7 0

8. dbra A teljes faktoridlis terv eredményeinek grafikus kiértékelése

A 8. dbra szemlélteti az egyes faktorok (x tengely: a natriummatrix
faktora, y tengely: az adott elem faktora, z tengely: az sszes elem faktora)
kozotti kdlesonhatasokat, ahol lathatjuk, hogy a natriumkoncentracié minden
elemre hatdssal volt, ugyanis abban az esetben nem figyelheté meg semmilyen

hatas, ha teljesen illeszkedik a térhalé a kocka belsejébe [143]-[145]. Ez
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alapjan a kalcium, réz és vas esetében szignifikans hatast figyelhetiink meg,
mig a cink, magnézium és kalium elemeknél kereszthatas is jelentkezett.

A masodik modellkisérlet soran hatdsvizsgalatot végeztiink, ahol a
natrium novekvd koncentracidjanak befolyasat analizaltuk szintén a véalasztott
elemek (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) relativ intenzitasara nézve. A novekvo
Na-koncentracio fliggvényében abrazoltuk az elemekre kapott intenzitasokat,
amit a K példajan a 9. dbra szemléltet. Lathatd, hogy a mintakban novekvo
koncentracidban jelen 1év6é natrium szignifikans jelnovekedést eredményez a
mérendd elemekre kapott intenzitasokban, ami alatdmasztja a teljes faktoridlis
kisérlet eredményét.

MP-AES
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470000 + [ ]

460000 — +

450000

440000

K (766, 491 nm) relativ intenzitasa
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9. abra A kalium (766,491 nm) relativ intenzitasa a natriumkoncentracio
fliggvényében

Ezen jelek novekedésének mértékét szamszerlsitettiik ugy, hogy a
vizsgéalat sordn alkalmazott ,centrum” (400 mg/l) natriumkoncentracional

kapott jelintenzitashoz viszonyitottuk a tobbi natriumkoncentracional kapott
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intenzitdsokat minden egyes elem esetében. Az emberi vér normal
natriumtartalma viszonylag széles koncentracidtartomanyban van megadva
(3000-5000 mg/l), viszont a minta-clokészités utan tizszeres higitasban
tartalmazza (300-500 mg/l), ezaltal a centrum Na-koncentracidja alapjan
kiszamitottuk az intenzitasok eltolodasanak szazalékos kiilonbségeit (12.
tablazat). Ezen eredmények alapjan a vérszérum elemanalizise soran ehhez a
centrumkoncentracidhoz viszonyitott eltérésekkel korrigalhatoak a vizsgalt

elemek (K, Ca, Mg, Cu, Zn, Fe) koncentracio értékei.

12. tablazat A higitott vérszérummintakban az egyes elemekre meghatarozott
koncentracié szazalékos eltérése a centrum natriumkoncentracional
(400 mg/l) kapott eredményhez viszonyitva

%

Na (mg/l) K Ca Mg Cu Zn Fe
300 -5,5 -2,8 -7,8 -1,7 0,7 -2,6
400 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
500 5,5 2,8 7,8 1,7 -0,7 2,6

A legnagyobb megfigyelhet6 kiilonbség a Mg esetében volt, azonban
megallapithatd, hogy a relativ kiilonbség meglehetdsen kicsi (<10%), tovabba
a tlirés és a faktoridlis terv eredményei is arra utalnak, hogy ez a hatas csekély
mérték.

Osszehasonlitasképpen  tanulméanyoztuk a  natrium  ndvekvd
koncentracidjanak hatdsat a hat elem (K, Ca, Mg, Cu, Zn, ¢és Fe) intenzitdsara
nézve ICP-OES technikaval is, amit szintén a kalium esetében mutatunk be a

10. abran.
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ICP-OES
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10. abra A kélium (766,491 nm) relativ intenzitasa a natriumkoncentracio
fiiggvényében ICP-OES technikanal
Ahogyan az MP-AES esetében is, a kapott intenzitasértékek szignifikans
jelnovekedését tapasztaltuk az ICP-OES technikanal is, azonban ez kisebb
mértékii, mint a mikrohullamu plazmanal (Figgelék 12. tdbldzat).

A modelloldatok analizise soran mind a hat elem mérésére sor Kkeriilt,
tehat minden elemre kaptunk intenzitast abban az esetben is, amikor a minta
nem tartalmazta az adott elemet. igy nagy mennyiségii adat allt rendelkezésre,
hogy megfigyeljiik a hatteret. A 11. dbra szemlélteti, hogy a hattér értéke a
teljes analizis sordn allandonak bizonyult, amit a kalium példdjan mutatunk be.
Az abra a kaliumot tartalmazo, valamint a kaliumot nem tartalmaz6 mintakban
mért intenzitasokat szemlélteti. A tovabbi 0t elem vizsgalata soran felvett
hattérben sem mutatkozott statisztikai eltérés, tehat a natrium matrix nem volt

hatassal a mikrohullamu plazma stabilitasara.
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11. abra A kaliumot tartalmazé (jel) és nem tartalmazo (hattér) mintdkra
kapott intenzitds a natriumkoncentracio fliggvényében

A szokvanyos kimutatasi hatarérték (LOD) meghatarozasan tal a nagy
mennyiségli mintahalmazbol kapott hattér intenzitasok lehetéséget adnak arra
is, hogy a kimutatési hatdrokat a hattér intenzitasok varianciaanalizise soran
kapott atlag és szoras értékek alapjan szamoljuk. Igy pontosabban tudtuk
meghatarozni az adott mintamatrixban I€vé elemek kimutatasi hatarait.
Emellett a méréseket elvégeztilk matrix alkalmazasa nélkiil is, a kapott
eredményeket Osszehasonlitottunk az MP-AES gyarto altal megadott LOD
értékekkel. Tovabba ICP-OES késziilékre is meghataroztuk matrix nélkiil a
kimutatasi hatar értékeit és gsszevetettiik az irodalmi, valamint az MP-AES
esetén meghatarozott LOD értékekkel, amit elemenként a 13. tabldzat

tartalmaz.

51



Toth Csilla Noémi doktori (PhD) értekezése

13. tablazat A vizsgalt hat elem (K, Ca, Mg, Zn, Cu) kimutatasi hatar
értékeinek (LOD) 6sszehasonlitd tablazta

LOD MP-AES (ng/l) LOD ICP-OES (ug/l)
Mért Hullamhossz . .
elemek  (nm) matrix AU G aimi | A daimi
nélkiil nélkiil
K 766,491 5,00 0,27 0,65 15,28 3,20
Ca 430,253 28,0 0,07 0,10 0,22 2,00
Mg 285,213 10,0 0,08 0,12 0,02 0,01
Zn 213,857 4,00 3,52 4,50 0,07 0,10
Cu 324,754 2,00 0,41 0,70 0,11 0,15
Fe 371,993 11,0 0,86 1,70 0,13 0,10

Azt tapasztaltuk, hogy az altalunk MP-AES késziiléknél meghatarozott
kimutatasi hatarok matrix nélkiili kdzegben jobbnak bizonyultak az irodalmi
adatoknal és néhany esetben vetekszenek az ICP-OES értékeivel.

A matrixhatasvizsgalatok tovabbi alatamasztasa érdekében Kisérleteket
végeztiink arra vonatkozdan, hogy a natrium és kalium hogyan befolyasolja
egymas relativ intenzitasat, ahol egyforma koncentracioban allitottuk be a két
elem modelloldatait. EgQy négyszintes kisérleti tervet készitettiink, ahol a
faktorok a natrium és a kalium intenzitasai, az eltér6 szintek pedig a két elem
modelloldatok eredményeire szamitott kéttényezds varianciaanalizis alapjan a
két elemre kapott relativ intenzitidsok kiilonbségei minden esetben
szignifikdnsnak bizonyultak (p=0,000). A négyszintes kisérleti tervet a Na
(588,995 nm) példdjan ismertetjiikk (12. dbra). Megfigyelhetd, hogy a K
szintjei a Na szintjeit6] fliggden valtoznak , ugyanis akkor nem tapasztalnank
hatast, ha egymassal parhuzamos vizszintes vonalakat kapnank. Amennyiben
ez barmerre megvaltozik a szintek kozott hatds, kereszthatas 1ép fol. Ezek
alapjan a Na hatdssal van a K intenzitasara és visszafelé, viszont ez az

interakcid, vagyis kereszthatas elenyészo.
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12. abra A Na (588,95 nm) kapott relativ intenzitasokra gyakorolt K és Na
szintek interakcios diagramja

Ahogy mar az irodalmi bevezetdben emlitettiik, az ionizacids puffer
szerepe az, hogy a nagy koncentracioban 1év0 konnyen ionizalodd elem
ionizaciojat visszaszoritsa, stabilizdlva az ionizdcid mértékét. A céziumnak
tehat a kibocsatasi tartomanyban rengeteg elektront kell szolgaltatnia, ezaltal
pufferelve mas elektronforrasokat (Na, K). Kisérletekkel meghataroztuk, hogy
kiilonb6z6 koncentracioban a modelloldatokhoz adagolt ionizaciés puffer
(CsCIl) hogyan befolyasolja a mért relativ intenzitdsokat, ezaltal az elemek
mennyiségi meghatarozasat. A 13. abra a kiilonbozd koncentraciokban adagolt
cézium-klorid esetében mutatja meg a ndvekvd kaliumkoncentraciok mellett
észlelt intenzitas eltéréseket a natrium 588,995 nm-es elemz0 vonalan. Az
intenzitas eltérés ebben az esetben azt jelenti, hogy a 0,10-0,50-1,00-2,00 g/l
cézium-klorid tartalmu oldatok natriumra mért intenzitasokbol kivontuk a 0,00
g/l cézium-klorid tartalmi oldatokra kapott intenzitasokat. Abrazolva az igy
kapott kiilonbségeket a natriumkoncentracio fliiggvényében megfigyelhetoveé

crer

hatasara, novekvo kaliumkoncentracid6 mellett. A 13. abran a novekvo
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koncentracidju kalium mellett l1athato, hogy a kaliumkoncentracié és a cézium-
klorid is hat a natrium mért jelére és megfigyelhetd, hogy ez a hatas

koncentraciofiiggést mutat a kaliumkoncentracio novelésével.
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13. abra A Na relativ intenzitdsdnak valtozéasa az ionizacios puffer
koncentraciojanak hatasara kiilonb6z6 K-koncentraciok mellett

55



Toéth Csilla Noémi doktori (PhD) értekezése

A 14. abran a Na és K négyszintes kisérletének haromdimenzids
abrazolasa tanulméanyozhato, ahol a két elem faktoranak beallitott szintjei nem

kiilon-kiilon vannak hatassal, hanem kdlcsonds viszony mutatkozik kozottiik.

0 21 CsCl 0.1 g CsCl

(X 1,E8)

intenzitas

Na (mg/1)

0,5 g/l CsCl

intenzitas
intenzitas

intenzitas

Na (mg/1)

14. abra Nétrium ¢és kalium faktoranak bedllitott szintjeinek haromdimenzids
abrazolasa

A kisérlet soran bebizonyitottuk, hogy a két elem egymas melletti
jelenléte kolesondsen hatast gyakorol a vizsgalt analitikai jelekre, azonban
minimalis kereszthatés tapasztalhat6. Az ionizacids puffer alkalmazasa soran

a mikrohullamt plazméban azt tapasztaltuk, hogy az 1,0 és 2,0 g/l CsCl
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koncentracié megterhelte a nitrogén plazmat, igy 0,1 g/l CsCl alkalmazasa
célszerli, amennyiben indokolt.

Osszevetettiik a kisérletek sordn alkalmazott matrixillesztett standard
sor intenzitasat a natrium nélkiil alkalmazotthoz képest, ahol a Fe, Mg és Zn
esetén nem tapasztaltunk jelentds valtozast, mig a Cu intenzitasa 10 %-al, a Ca
¢s a K intenzitasa 20 %-al novekedett (Fliggelék 13. tabldzat).

Az MP-AES késziilek alkalmazhatosagat human vérszérummintak
elemanalizisére Seronorm® (Human LOT 1512606) mindségtanusitott
liofilizalt vérszérummal is ellendriztiik. A Seronorm® liofilizalt emberi alapu
kontrollszérum, amelyet 6nkéntes véradoktol szarmazd vérbol allitanak eld.
Az egyes mintakat tesztekkel kiilon-kiilon ellendrzik, hogy HBs antigén, HIV
p24 antigén, HIV I, II és HCV ellenanyagok szempontjabdl negativ e. Mivel
azonban egyetlen modszer sem zarhatja ki teljesen a fert6z6 korokozok
jelenlétét, ezt az anyagot minden esetben betegmintaként kell kezelni. A
Seronorm® tartdsitoszermentes, stabilizatorok nélkiili mindségtantisitvannyal
rendelkezd referencia anyag, melyet a laboratériumi mérési eljarasok
pontossaganak ¢s mindségének ellendrzésére fejlesztettek ki.

A hat elem: Ca-, K-, Mg-, Cu-, Zn- és Fe-koncentracidéjanak
visszanyerését matrixillesztett kalibralassal és anélkiil is elvégeztiik, amit a 14.
tablazat tartalmaz. A kapott eredmények jO egyezést mutatnak a
referenciaminta mindségtanisitvanydban megadott értékekkel.

14. tablazat Seronorm® liofilizalt vérszérumminta visszanyerése
matrixillesztett kalibraldsa mellett és anélkiil

matrix-illesztéssel matrix-illesztés nélkiil  irodalmi

elemek (nm) (mg/l) (mg/l) (ma/l)
Cad45.478 102 99 39
Cu 324754 133 133 131
Fe 371,993 147 14 107
K 766,491 159 164 150
Mg 285213 225 235 20
7n 213,857 158 1.86 188
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4.3. Autoimmun beteg és kontroll human vérszérummintak elemanalizise
MIP-AES modszerrel
A matrixhatas vizsgalatokra kapott eredmények alapjan végeztiik el a

valés mintdk elemanalizisét, ahol autoimmun betegekt6l szarmazo

hataroztuk meg. Osszesen hatvan darab atlagminta elemzését valdsitottuk meg,
csoportonként (kontroll, SS, SLE) husz darab mikrohullamu egységben
roncsolt mintat vizsgaltunk. Az egyes csoportok elemtartalmanak koncentracio

értékeit a 15. dbra szemlélteti, ahol az atlagkoncentraciokat a szoras értékekkel

egylitt tiintettiik fel.
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15. dbra A makro- (a) és mikroelemek (b) koncentracioja a vizsgalt
csoportokban (kontroll, SS, SLE) (*p<0,001; **p<0,05)

Az autoimmun beteg mintak nem mutattak szignifikans kiilonbséget a

kontroll csoporthoz képest a magnézium- és vaskoncentracido esetében.

Ugyanakkor a kalcium szignifikansan kisebb értékii volt, mind az SS és a SLE

mintak esetében a kontroll csoport mintaihoz képeset (p<0,001), valamint a

kaliumkoncentracio értékei is statisztikailag Kisebbnek bizonyultak a betegek

mintaiban (p<0,05) a kontroll mintakhoz képest. A Zn-tartalom szignifikansan

csokkent (p<0,05), mig a Cu-tartalom szignifikansan nétt (p<0,001) az SS és

SLE mintédkban a kontroll csoporthoz képest. A Zn és Cu szignifikans eltérését

a kontroll mintaktdl a 16. abra szemlélteti.
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16. abra A Zn- és Cu-koncentracid a vizsgalt csoportokban

A megnovekedett  Cu-koncentracié  statisztikailag  Kkisebb
Zn-koncentracioét eredményezett. A két nyomelem kozott a farmakoldgiabol
ismert kompetitiv antagonizmus jelentkezett, ahol egy agonista és egy
antagonista ,,vetélkedik” a primer vagy ortoszterikus kot6éhelyért [107], [146].
Ebben az esectben a betegségcsoportokban megfigyelt cinkkoncentracid
Osszefliggést figyeltiink meg a vizsgalt betegcsoportok esetében, amely
jelenséget mas autoimmun betegségeknél (reumds artritisz, SLE, juvenilis
kronikus artritisz) mar korabbi publikaciokban kozoltek [107], [108], [146],
azonban SS esetében erre vonatkozo szakirodalmi utaldst nem talaltunk. A
reumas iziileti gyulladas esetében folytatott tanulmanyokban megfigyelték,
hogy a nyomelem mennyiségi értékei a plazmaban fliggetlenek a
taplalkozastol, igy Osszefliggésbe hozhato a kronikus gyulladéas folyamataval
[109]. Sahebari és munkatarsai kozleményében jelent meg, hogy a

Zn-koncentracid értéke lecsokkent az SLE betegségben szenveddk
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vérszérumaban. Ezt az eredményt az oxidativ stresszel magyarazzak, ami
szerint az SLE-ben fellépd diszregulacié vagyis a Zn hiany a T-sejtek
milkodését is befolyasolja [79]. Egy masik Kkutatocsoport vizsgalata
megallapitotta, hogy a vérszérumban megndvekedett Cu-koncentracio
Osszefliggésben van a betegség aktivitasaval [147].

Az altalunk SS és SLE mintdkra kapott eredmények a két mikroelem
esetében nem csak az egészséges csoporttél mutatnak szignifikdns eltérést,
hanem a szakirodalomban meghatarozott normal koncentracidtartomanytol is

(15. tabldzat) [148]-[150].

15. tdabldzat A réz- és cink-koncentracidja: az irodalomban kdzolt normal
tartomany, €s az altalunk vizsgalt csoportok (kontroll, SS, SLE) esetében
kapott eredmények

Cu (ng/ml) Zn (ng/ml)

Normal 0,787-1,308 0,620-1,214
Kontroll 1,14 £ 0,31 0,75+0,16
SS 1,72 £ 0,34 0,49 £0,14
SLE 1,6 £0,37 0,47 £0,23

A cink és a réz a szervezet normal immunmiikodésében fontos szerepet jatszik.
A koncentracidjukban bekdvetkezd valtozés befolydsolhatja a szuperoxid
dizmutaz enzim aktivitdsat, ezaltal eldsegitheti az oxidativ stressz kialakulasat
[151].

A hérom csoport koncentracio értékeit Osszevetettik Yilmaz és
munkatarsai eredményeivel [77]. Ez a kutatocsoport Szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) szenvedd betegek vérszérumaban a Mg, Zn, Cu és Fe
mennyiségét vizsgaltak ICP-OES modszerrel. A 16. tabldzatban mutatjuk be

eredményinket, melyek jo korrelaciot mutatnak az emlitett irodalmi adatokkal.
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16. tablazat Az SLE szérummintékra kapott eredményeink dsszehasonlitasa
Yilmaz és munkatarsai kozleményével

Sajat eredmények Yilmaz és munkatdrsai [77]
Kontroll SLE Kontroll SLE
n 20 20 20 27
Mg (ug/ml) 20,41 +£1,19 20,26 + 3,65 20,00 = 2,00 19,00 + 2,00
Zn (ng/ml) 0,75+0,16 0,47 +0,23" 0,99 +£0,22 0,88 +0,20"
Cu (ng/ml) 1,14+ 0,31 1,60+0,37" 0,94 £ 0,20 1,33+0,23™
Fe (ng/ml) 1,07 £ 0,26 1,18+ 0,46 1,04 +0,30 0,96 £ 0,29

*p<0,05, ** p<0,001 a kontroll csoporthoz képest

Ezen vizsgélati eredmények megerdsitik az elézOekben kozolt
allitasainkat, miszerint a Mg- ¢és a Fe-koncentracioi kozott nem volt
szignifikans kiilonbség, mig a Zn-koncentracié statisztikailag csokkent és a Cu
koncentracidja pedig szignifikdnsan nétt az SLE csoportnal a kontrollhoz
képest.

Az elemzést egy masik autoimmun betegségre (SS) kiterjesztve azt
talaltuk, hogy a vérszérum nyomelemeinek szintje hasonléan valtozik, mint
ahogy az SLE esetében megfigyeltilk. Eredményeink szerint sem az SS, sem
az SLE csoportok nem mutattak szignifikdns kiilonbséget a Mg- ¢és
Fe-koncentracio értékeiben a kontrollhoz képest, mig a Zn-koncentracid
értékeinél csokkenést, a Cu-koncentracio értékeinél pedig novekedést

figyeltiink meg a beteg csoportoknal a kontrollhoz képest.

4.4. A frakcionalt vérszérummintak elemanalizise

Yilmaz és munkatarsai eredményei szerint az egyes extracelluldris fehérjék
szintje az autoimmun betegségben szenvedd személyek vérszérummintdiban
eltérést mutat a kontroll csoportokhoz képest. Ezen fehérjék részt vesznek a
normal immunmilkddésben antioxiddns tulajdonsdgaik révén, tovabba az

esszencialis nyomelemek transzportfolyamataihoz is hozzajarulnak [4]-[6],
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[152]. A fehérjék szintjének autoimmun betegségek soran fellépd valtozasa
tehat biokémiai folyamatok révén befolyasolhatja a nyomelemkoto és -szallito
tevékenységet is, amely akar oka, akar kdovetkezménye lehet az autoimmun
elvaltozasnak. Speciacios analitikai technikdkkal lehetoség nyilik az
elézéekben vazolt biokémiai folyamatok tanulmanyozasara azaltal, hogy
elvalasztjuk a betegségekben fontos szerepet jatszo szallitd és antioxidans
fehérjéket, majd meghatarozzuk a nyomelem-eloszlasukat.

A vérszérummintak elemtartalmanak meghatarozasa mellett célunk
volt az is, hogy megallapitsuk az egyes elemek mely, a vérszérumban talalhato
fehérjéhez kotdédnek. Ezért egy specialisan fehérjék elvalasztasara
alkalmazhat6 anioncseréld oszlopon az el6z6 kisérletnél alkalmazott csoportok
(kontroll, SS, SLE) koziil egy-egy mintat elvalasztottunk. Az elualt frakciok
fehérjetartalmat UV spektrofotometriaval kapott abszorbancia értékek alapjan
azonositottuk a DEAE-Trisacryl® M termékismertetdjében megadott
elvalasztasi profil alapjan. Az abszorbancidkat a fogyott puffer térfogat

fliiggvényében abrazoltuk, amit a 17. dbra mutat be.
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17. abra Az elvalasztott fehérjefrakciok egy kontroll mintaban az alkalmazott
eluensek térfogatanak fliggvényében

4.4.1. A frakciok elemanalizisének optimalizalasa
A kapott frakciokat ezutan elokészitettiik az elemanalizisre. Mivel a

vérszérum nagy szervesanyagtartalmat és a puffer matrixanak hatdsadt nem
ismertiik, haromféle roncsolasi technikat Osszehasonlitva valasztottuk ki a
legmegfelelobbet a vérszérummintdk minta-elékészitésére. Mind a harom
roncsolasi technikandl az egyes fehérjefrakciok elemtartalmara kapott
eredményeket kéttényezds varianciaanalizissel értékeltiik ki. A hdrom méddszer
elemkoncentracioi kozott nem volt szignifikans eltérés (p>0,05), amit a 18.

dabran mutatunk be a K és Cu példéjan.
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18. dbra Az elvalasztott négy fehérjére kapott elemek atlagkoncentracidja a
roncsolasi technikak fliggvényében a K és Cu esetében
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A 18. abran megtigyelhetd, hogy a kiilonbozo feltardsi technikak az
egyes elemek atlagkoncentracidjanak fliggvényében jol korrelalnak
egymassal, tehat a kiprobalt minta-el6készitési modszerekkel kapott
eredmények kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Mindharom elékészités
egyforman hatékonynak bizonyult.

Tovabba a minta-elokészités hatékonysagat belsé standarddal is
alatamasztottuk. Minden egyes frakcidkhoz belsé standardként 5 mg/l litiumot

adtunk. Ennek mennyiségét a litium visszamérésével ellendriztiik le (19. abra).

®  atmoszférikus
6 - ® blokk
A mikrohullamn

Li ¢ (mg/l)
=

b2

: , :
IgG Trf Alb Cp

19. dbra A kontroll mintak visszamért Li-koncentracidja a harom kiilonb6zd
tipusu feltaras soran

Az abran jol lathato, hogy az egyes frakciokhoz hozzaadott térfogatnak
megfeleld Li-koncentraciot kaptuk vissza az MP-AES elemzéssel az egyes
roncsolasi technikak alkalmazasa utan. Ez a kisérlet alatamasztotta, hogy egyik
technikanal sem kell elemveszteséggel szamolnunk. Vizsgalataink igazoljak,

hogy a hdromféle roncsolds kozott alapvetd hatékonysagi kiilonbség nincs. A
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késobbi vérszérum vizsgalatok sordn barmelyik feltarast alkalmazhatjuk az

elemanalitikai vizsgalatokhoz.

4.4.2. A frakcionalt kontroll human vérszérummintak elemanalizise
A haromféle roncsolasi moddszerrel kapott mintdk elemanalizisét

MIP-AES technikaval végeztiik el. Minden esetben vak és puffer minta
mérésére is sor keriilt, majd korrigaltuk a kapott eredményeket. A 20. dabra
szemlélteti a frakciondlt fehérjék 6sszes makroelem-tartalmanak frakciokénti

szazalékos eloszlasat.
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20. abra A Kkalcium-, kalium- és magnézium szazalékos eloszlasa a
vérszérum elvalasztott fehérjéiben
*<LOD
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A makroelemek esetén lathat6, hogy a kalcium és a kalium minden
fehérjében megtalalhato, viszont legnagyobb mennyiségben az IgG fehérjében
dusul. A magnézium szintén az [gG-ben talalhat6 a legnagyobb mennyiségben,
ezenkiviil pedig az albuminban is 6sszemérhetd koncentracidban van jelen.

A réz- és cinkkoncentracio értékét a frakcionalasbol kovetkezett
higulasbol nem tudtuk MIP-AES technikdval meghatarozni, igy GFAAS
modszerrel allapitottuk meg ennek a két elemnek a koncentraciojat.

A kontroll csoportra kapott Zn és Cu Osszkoncentracid szdzalékos

eloszlasat a vérszérum elvalasztott fehérjéiben a 21. adbra mutatja be.
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21. abra A réz- és cink szdzalékos eloszlasa a kontroll vérszérum elvélasztott
fehérjéiben
*<LOD

A mikroelemek esetén a réz minden fehérjében mérhetd
koncentracidban van jelen, legnagyobb mennyiségben a Cp fehérjében dusul,
ami a szakirodalom alapjan a réz szallitasaért felelds fehérje. Mig a cink csak
az albuminhoz kotédik, az irodalom szerint pedig a cink f6 hordozoja az Alb
fehérje, igy elmondhatd, hogy eredményeink jO egyezést mutatnak a
szakirodalommal [9], [151], [153].
Els6dleges célunk az elemspeciacio soran annak megallapitasa volt, hogy a
harom csoport (SLE, SS, kontroll) vérszérum mintdibdl elvalasztott négy
fehérje melyikéhez kotddik a réz és a cink a vizsgalt elemek koziil. Ugyanis a
vérszérummintdk elemanalizise soran a kontroll és a két autoimmun
betegségben szenvedd csoport kozott a cink és a réz koncentracidjaban eltérést

tapasztaltunk. A 22. dbra a cink eloszlasat mutatja be a harom csoport kozott.
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22. abra A cink szazalékos eloszlasa a vizsgalt harom csoport
vérszérummintainak elvalasztott fehérjéiben
*<LOD

Az eléz6ekben mar megfigyeltiik, hogy a kontroll csoport esetén a cink
csak az albumin fehérjéhez kotddik, viszont az SS és az SLE csoportoknal
tapasztaltunk valtozast. Az &bran lathatdo, hogy az 0Osszes fehérjében
megjelenik, az IgG és Cp fehérjékben megndvekszik, ezzel aranyosan pedig
az Alb fehérjében csokken a cink mennyisége.
A kovetkez6 abran (23. dbra) a réz eloszlasat mutatjuk be a harom vizsgalt

csoport fehérjefrakcidiban.
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23. dbra A réz szazelékos eloszlasa a vizsgalt harom csoport

vérszérummintainak elvalasztott fehérjéiben
*<LOD

A réz a kontroll csoportban a legnagyobb mennyiségben a Cp
fehérjéhez kotédott, viszont az SS és SLE mintdk Cp frakciojaban
koncentracié csokkenést tapasztaltunk, mig az Alb fehérjefrakciokban megnott
a réz mennyisége. A szakirodalomban mar beszdmoltak arrol, hogy az
albuminnak vannak rézkotd tulajdonsdga is, tapasztalataink alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az SS és a SLE vérszérummintadkban az albumin
Mindez az irodalmi adatokkal 6sszhangban alatdmasztja a cink-réz cseréjének
folyamatat [154].

A makroelemek eloszlasat a vizsgalt harom csoport (kontroll, SS, SLE)

esetében a az elvalasztott fehérjék kozott a 24. abran mutatjuk be.
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24. abra A kalcium-, kalium- és magnéziumkoncentracio eloszlasa a vizsgalt
harom csoport vérszérummintainak elvalasztott fehérjéiben
*<LOD

crcr

szignifikans eltérést a kontroll €s a két autoimmun beteg csoport kozott. A
kontroll csoportnal mar emlitettiik, hogy a legnagyobb mennyiségben az 1gG
fehérjefrakcio tartalmaz magnéziumot. Az SS és SLE mintakban még mindig
megmaradt az IgG frakcioban a legnagyobb mennyisége, viszont
Osszemérhetd koncentracidoban megjelent a Trf és Cp fehérje frakcidban is.
Ehhez az elemhez hasonloan az el6z6 kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a
kalium és kalcium legnagyobb mennyiségben szintén az IgG frakcioban van
jelen a kontroll csoportban. Az SS és SLE csoportokndl a kalciummal
kapcsolatban hasonlé eredményeket figyeltink meg, mint a magnézium
esetében. A kaliumkoncentracional szignifikdns eltérést tapasztaltunk az SS és
a kontroll csoportok kozott. Az SS Trf fehérjefrakcidja nagyobb

koncentracioban tartalmazza a kaliumot, a kontroll csoporthoz képest.
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Ugyanezt az SLE mintdknal nem tapasztaltuk. A kapott eredmények
alatamasztjak ¢és kiegészitik a mar szakirodalomban is autoimmun

betegségeknél megjelent tapasztalatokat [77]—[79].

4.5. Omniscan [GA(DTPA-BMA)] kontrasztanyagot tartalmazé human
vérszérummintak elemanalizisének eredménye
Az irodalmi bevezet6ben mar utaltunk arra, hogy Baranyai és

munkatdrsai 2015-ben részletesen tanulmanyoztak szamos Gd**-alapa MRI
kontrasztanyag egyensulyi és kinetikai sajatossagait fiziologidshoz kozeli
feltételek mellett. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt MRI
kontrasztanyagok koziil a legkisebb stabilitdsi allandoval (logKicdpTra-
BMA)=16,85; 0,15 M NaCl, 37 °C) és kinetikai inertséggel (t12=9,3 oOra,
pH=7,4, 0,15 M NacCl, 37 °C) rendelkezé [Gd(DTPA-BMA)] (Omniscan®)
disszociacioja kozel 18%-ban lejatszodhat egyenstlyban fiziologias feltételek
mellett. A disszocidcios reakciok soran a szabadda valé Gd*'-ion foként a
Gd(POs) oldhatatlan csapadék formajaban van jelen, mig a felszabadulo
DTPA-BMA ligandum a megfeleldé Zn?**-, Cu®*- és Ca?*-komplexekben
talalhato [134]. A kozelmultban Silvio Aime és munkatarsai ICP-MS és
UPLC-MS vizsgalatokkal tanulmanyoztak az Omniscan® és ProHance® MRI
kontrasztanyagok alkalmazisa sordn az ¢él6 szervezetben maradd Gd**-ion
dozist injektalasok utdn 8 héttel harom Gd tartalmi részecskét tudtak
megkiilonboztetni agyszdvetekben: i) intakt Gd**-komplex, ii) oldhatatlan
Gd-tartalmu részecske és iii) makromolekularis Gd-tartalmi részecske. Az
eredmények alapjan feltételezhetd, hogy az oldhatatlan Gd-tartalmt részecske
f0 Osszetevoje Gd(POs), mig a makromolekularis részecskében kiilonbozo
fehérjék alakithatnak ki kdlcsonhatast Gd®*-ionnal [155]. Ezen eredmények
alapjan mi is tanulméanyoztuk az [Gd(DTPA-BMA)] (Omniscan®) komplexbdl

felszabaduld szabad Gd**-ionok és a vérszérumban taldlhato fehérjék kozott
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kialakuld6  kolcsonhatasokat. Mivel a [Gd(DTPA-BMA)] komplex
disszociacioja csak részlegesen jatszodik le (~18%) egyensulyban fiziologias
feltételek mellett, vizsgalataink soran figyelembe kell venniink a viszonylag
nagy mennyiségli intakt [[GA(DTPA-BMA)]] komplex jelenlétét. A
[Gd(DTPA-BMA)]-komplex disszociacidja soran felszabadulo Gd**-ionok és
szérumfehérjék kozott kialakuld kolesonhatasok vizsgalatokhoz 2x5 ml
(19 6ran keresztiil 37 °C-on inkubélt és inkubélas nélkiili) Seronorm® (5 ml
0,025 M NaHCOs, pH=7,4) mintat készitettiink, amelyek 1 mM Omniscan-t
(1 mM [GA(DTPA-BMA)] és 50 uM Ca(DTPA-BMA) tartalmaztak. Az els6
minta elkészitését kovetéen az oldatban I€vé szérumfehérjéket DEAE
Trisakryl® anioncseréld gyantan UV spektrofotometris kovetéssel (16. dbra)
elvalasztottuk. Ezzel szemben a masodik minta szérumfehérjéinek anioncserés
elvalasztasara 19 oras 37 °C-on torténd inkubalds utan keriilt sor. A
frakcionalas utan a feltart mintdk Gd-tartalmat ICP-OES modszerrel
hataroztuk meg. Az elvalasztas soran 4 kiilonb6z6 koncentracidju puffert
hasznaltunk, igy az elemanalizishez 4 matrixillesztett kalibraldsort
készitettiink, gy, hogy a kalibralo oldatokat a 7. tabldazatban szerepld
pufferekkel toltottiik fel, igy 4 kalibralds tortént a mérés soran. A Gd**
elvalasztott fehérjefrakciok kozotti megoszlasat az azonnal frakcionalt és a 19

oran keresztil 37 °C-on inkubalt mintak esetében a 25. és 26. abran tintettiik

fel.
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25. dbra A Gd®* szazalékos eloszlasa az Omniscant® [Gd(DTPA-BMA)]
tartalmazo vérszérum elvalasztasa soran kapott fehérjefrakciokban inkubalas
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26. dbra A Gd** szazalékos eloszldsa az Omniscan® [Gd(DTPA-BMA)]
kontrasztanyaggal 19 oran és 37 °C-on inkubalt vérszérum elvalasztasa soran
kapott fehérjefrakciokban *<LOD
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Az azonnal frakcionalt minta esetében a Gd®*-t szinte kizardlag az 1gG
fehérjefrakcioban figyeltiik meg, mig a Trf, Alb és Cp frakcioban a Gd**
mennyisége elhanyagolhat6 volt. Ezzel szemben a 19 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubalt minta frakcionalt szérumfehérjéinek elemanalizisét kovetden azt
tapasztaltuk, hogy a Gd®" az IgG fehérjefrakcioban taldlhato a legnagyobb
mennyiségben, mig az Alb és Cp frakciok Gd*'-tartalma 1ényegesen
meghaladja a nem inkubdlt minta azonos fehérje frakcidiban talalt Go*
aranyokat. Mivel a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex semleges fiziologias
feltételek mellett, a nagy mennyiségli Gd®* az IgG frakcidban az intakt
[GA(DTPA-BMA)] komplex és az IgG kozos eluciojaval értelmezhetd a
DEAE Trisakryl® anioncseréld gyanta és a neutrilis [Gd(DTPA-BMA)]
komplex, valamint az IgG kozotti gyenge (gyakorlatilag elhanyagolhatd)
kolcsonhatasnak koszonhetden. Az elsé minta frakciondlasa az elkészitését
kovetden gyakorlatilag azonnal megtortént, igy a [Gd(DTPA-BMA)]
disszociacioja nem jelentds a Gd**-komplex 9,3 oras disszociacids felezési
idejének koszonhetden. Ezzel szemben a 19 6ran keresztiil 37 °C-on inkubalt
mintaban a részecskeeloszlas egyensulyi allapothoz kozeli, ami jelentds
mennyiségli [Gd(DTPA-BMA)] disszociaciojaval jar egyiitt. Az inkubalt
mintaban 19 ora elteltével csapadék képzodését figyeltlink meg, amely
feltételezhetéen a Baramyai és munkatarsai  altal kordbban a
[GA(DTPA-BMA)] viselkedését vizsgalva tapasztalt Gd(POs4) csapadék. Az
inkubalt minta frakcionalasa sordn az Alb és Cp fehérje frakciokban talalt Gd*
mennyisége lényegesen meghaladja a nem inkubélt minta azonos fehérjékben
16vé Gd** mennyiségét, ami a [Gd(DTPA-BMA)] disszociaciojaval keletkezd
Gd**-ionok és Alb, valamint Cp fehérjékkel kialakitott kolcsdnhatdsval
értelmezhetd.

A [Gd(DTPA-BMA)] disszociacidjaval felszabaduld Gd**-ionok és

szérumfehérjék kozotti kolcsonhatasok vizsgalatai rdmutattak, hogy a vizsgalt
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fehérjék koziil a Trf, Alb és Cp vehet részt a szabad Gd** koordindciéjaban.
Az elbzOleg bemutatott fehérjék és Gd**-ion kozotti  kolcsonhatas
kialakulasara vonatkozo adataink alatdmasztasara tanulmanyoztuk a Gd3* és a
Human Szérum Albumin (HSA) k6zotti kdlesdonhatast.

Vizsgalataink soran 2 mL 1 mM HSA oldatot (pH=7,4; 0,025M
NaHCOs; 0,15 M NaCl, 25 °C) titraltuk 0,05 M GdClz oldattal. A mintat
Amicon® Ultra-2 (MERCK) ultrasziirével sziirtiik (3000 rpm, 4 °C) és
centrifugalast kovetden <10 kD frakcioban meghataroztuk a fehérjéhez nem
kotddé Gd**-ion koncentracidjat ICP-OES technikaval. A centrifugalast rovid
ideig alkalmaztuk (1,5 perc), mivel az igy nyert sziirlet (20 pL) elvalasztasaval
gyakorlatilag nem befolyasoltuk az eredeti minta Gsszetételét. A mintak
<10 kD frakci6jaban ICP-OES moédszerrel meghatarozott szabad Gd3*-ion

crcr

abran tuntettik fel.

1,0E-03
8,0E-04 -

6,0E-04
4, 0E-04

2,0E-04

[Gd3+]smbad (mOUde)

0,0E+00 T T T T |
0,0E+00 5,0E-04 1,0E-03 1,5E-03 2,0E-03 2,5E-03

[Gd*];o¢ (mol/dm?)

27. abra A szabad Gd** koncentracidja (#) a [Gd*]wt fiiggvényében HSA
jelenlétében. A szimbdlumok és a gorbe a mért és a szamolt pontokat jeldli
Gd(HSA) ¢és Gd3s(HSA) komplexek képzddésének feltételezésével.
[HSA]=1,0 mM, pH= 7,4; 0,025M NaHCOs; 0,15 M NacCl,
25°C)
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A szabad Gd**-ion koncentracioja enyhe telitési gérbe szerint valtozik
a hozzaadott Gd**-koncentracidjanak a fiiggvényében. A [Gd**]szabad telitési
gorbe szerinti valtozasa kiillonboz6 Osszetételi  Gdp(HSA)g-komplexek
képzbdésével értelmezhets. Fogh-Andersen koézleményében beszamolt a
Ca(HSA)-komplexek képz6désérdl, amely alapjan az albumin harom
Ca?*-ionnal tud kdlcsdnhatast kialakitani, amelyek koziil egy erésebben, mig
ketté gyengébben kotddik a Ca(HSA)-komplexek stabilitasi allandoi alapjan
(Ca(HSA): K1=920 ML; Caz(HSA): K»=83 M?; Cas(HSA): Ks=17 M) [156].
Ez alapjan a kisérleti adatok értelmezéséhez hadrom komplex lehetséges
képzodését feltételezziik. A (GA(HSA)-, Gd2(HSA)- és Gds(HSA)-komplexek
latszolagos stabilitasi alland6it a 4.5.1 altalanos egyenlettel adhatjuk meg:
qu
pGd®* + qHSA ——= Gdy(HSA)q p=1, 2vagy 3; g=1 4.5.1.
_ [Gd,(HSA),]
M [Gd* JP[HSA]"
Figyelembe véve a Gd(HSA)-, Gd2(HSA)- és Gdz(HSA)-komplexek

képzodését, a Gd®" és HSA teljes koncentracioja a kovetkezd egyenletekkel
adhaté meg:
[Gd**w=[Gd*] + K11 [GA** ] [HSA]+2x 1 [GA** I [HSA]+3x Ba1 [GA* P [HSA]
4.5.2.
[HSAL=[HSA]+ K11[GA*[HSA]+ Sa[Gd** ] [HSA]+ B [GA* 1 [HSA]
4.5.3.
[HSA] = [HSA]w!/(1+ Ki1[Gd** 1+ B [Gd** 1+ B [Gd**]?)

ahol Bo1=K11xKa1, Bs1=K11xK21xKs1, mig a [Gd®**] és [HSA] a szabad Gd**-ion

¢s HSA koncentraciojat jeloli. A 4.5.2 és 4.5.3 egyenletek egyesitésével a 4.5.4

egyenlethez jutunk.
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(Ky[Gd* 1+ 2B,[Gd™]* +3B,,[Gd™ I°)[HSA],,
1+ K [Gd™ ]+ B, [Gd™ 1* + By, [Gd™ 1°

4.5.4.

[Gd* ], =[Gd™ ]+

A mérési adatokat (26. dbra) a 4.5.4 egyenlethez illesztve kisérletet
tettink a Gd(HSA)-, Gd2(HSA)- és Gdi(HSA)-komplexek latszdlagos

stabilitasi allandoinak meghatarozasara (17. tabldzat).

17. tabldzat GA(HSA)-, Gd2(HSA)- és Gda(HSA)-komplexek latszolagos
stabilitasi allandoinak értékei

K11 (M7 £21 (M2 B31(MP)  Szérasnégyzet
1 (3£1)x10° - - 2,88E-07
2 (2+2)x10? (1,6£0,1)x10° - 1,02E-08
3 (1,04+0,07)x10° - (1,06+0,03)x10°  1,40E-09
4 (1,0£0,2)x10°  (6£39)x10*  (1,0£0,3)x10° 1,39E-09

A modellszamitasok soran kiilonboz6é kombinacidkban becsiiltiik meg a
stabilitasi allandok értékét. Ha csak az 1:1 komplex latszolagos stabilitasi
allandojat (K1) illesztettiik (17. tdbldazat 1. sor), akkor a szorasnégyzet értéke
tal nagynak bizonyult, valamint a mért és szamitott adatokban szisztematikus
eltérés mutatkozott. Ennek alapjan feltételezhetd tovabbi Gd3*-ion(ok)
kotodése a HSA molekulahoz. Ha a 2:1 komplexet is figyelembe vettiik (17.
tablazat 2. sor) az illesztések soran akkor azt tapasztaltuk, hogy a
szOrasnégyzet értéke javult, de az 1:1 komplexre jellemz6 stabilitasi allandd
értéke 6sszemérhetd volt a hibajaval ((Ki;=2+2)x10%). Azonban, ha az 1:1 és 3:1
komplex jelenlétével szamoltunk (17. tdblazat 3. sor), akkor a szoras értéke
tovabb javult és az igy kapott adatoknak (K11 és a ) mar elfogadhat6 a hibaja.
Tehat statisztikailag ez tekinthetdé a legjobb modellnek az ICP-OES

technikaval meghatarozott adatok leirdsdra. Mind a harom allando6 egyiittesen
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torténd illesztésével szintén csak Kii és a f31 allandot sikeriilt szamolnunk,
mivel a f21 1atszolagos stabilitasi szorzat hibaja rendkiviil nagynak adodott (17.
tablazat 4. sor). Nem zarhat6 ki, hogy csakis 1:1 és 3:1 dsszetételit Gd — HSA
komplexek képzddnek, ennek igazolasa azonban a rendszer mas modszerekkel
torténd részletes vizsgalatat teszi szilkségessé, ami nem képezi jelen értekezés
targyat.

Vizsgalataink eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy a Gd**-ion
kolcsonhatast alakithat ki szérumfehérjékkel. Ennek megfeleléen az MRI
valo Gd**-ionok komplexet képezhetnek szérumfehérjékkel, amelyek aktiv és
passziv transzport folyamatok keresztiil felhalmozddhatnak kiilonbozo
szovetekben (maj, 1ép, vese és agy). Azonban a Gd**-fehérje komplexek
klinikai jelentdségét és toxicitasat tovabbra is vitatjak és tovabbi vizsgalatokat
javasolnak a Gd'-ionok agyban ¢és mas szovetekben  torténd

felhalmozodasanak megallapitasara [157], [158].
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5. Osszefoglalas

Doktori munkdm soran humdan vérszérummintdk elemdsszetételének
mennyis€gi meghatarozasara dolgoztunk ki koltséghatékony modszereket.
Ehhez egy 1 elemanalitikai eszkdz, a mikrohullimu plazma atomemisszids
spektrométer ~ optimalizalasat  végeztik el  human  vérszérum
elemdsszetételének meghatdrozasara modell oldatok felhasznalasaval,
figyelembe véve a mintaban 1évé Na-koncentracio esetleges zavard hatasat.
Ezen eredményeket felhaszndlva wvaldés autoimmunbeteg (SLE, SS)
vérszérummintak elemtartalmat vizsgaltuk kontroll —szérummintakkal
Osszehasonlitva, mely eredmények alapjan fehérjespeciacids kisérletet
készitettiink a fehérje-fém kotés megismerésére az SLE, SS és kontroll
csoportok kozott egy specialis fehérjeelvalasztdo gyanta DEAE-Trisacryl® M
segitségével. Egy, a Magneses Rezonancia Képalkotasban hasznalt
kontrasztanyag viselkedését is tanulmdnyoztuk human vérszérumban
(Seronorm®), ahol a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex disszocidcidja soran
felszabadulé Gd3*-ion fehérjefrakciok kozotti megoszlasat vizsgaltuk
ICP-OES modszerrel.

A MP-AES késziilék optimalizalasa soran elvégeztiik a Mgll 280,271 nm
/ Mgl 285,213 nm atom- és ionvonalara a robusztussag vizsgalatat. Ezzel az
eljarassal teszteljiik, hogy az adott miiszer alkalmas-e az éltalunk kivalasztott
feladatra, ha a mérés koriilményeit kis mértékben valtoztatjuk. Az MP-expert
szoftverben két paraméter (porlasztdgaz nyomasa ¢és a kiolvasasi id6) allithato,
igy ezek valtoztatasaval hataroztuk meg a robusztussadgot. Azt tapasztaltuk,
hogy a kiolvasasi id6 nem befolyasolja a mérést, mig a porlasztdgaz nyomasa
a szoftverben beallithat6 legnagyobb 240 kPa értéknél a legmegfelelobb. A
natriumot tartalmazd és nem tartalmazé mintak esetében kapott Mgll 280,271
nm / Mgl 285,213 nm arany statisztikailag nem kiilonbdzott egymastol. A
Mgll 280,271 nm / Mgl 285,213 nm arany ICP-OES technika robusztussag
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vizsgalata soran 8-14 tartomanyba esik, ezzel ellentétben a kisérleteink soran
MP-AES-nél 0,5-1,0 kozotti tartomanyba esé értéket kaptunk Ennek oka az,
hogy az ICP-OES technikakhoz képest a MP-AES plazma hémérséklete és
elektronstirisége eltérd, ezaltal nem mérhetd O0ssze a MP robusztussag
aranyanak konkrét értéktartomanya az ICP-OES modszernél varttal.

A konnyen ionizalodo elemek matrixhatasat mar évtizedekkel ezelott
felfedezték az atomspektrometria teriiletén, azonban az 10j mikrohullamu
plazma késziiléknél még ez nem teljesen ismert. Ezért optimalizalasi
kisérleteket végeztiink hat, a vérszérumban talalhatd esszencialis elemre (K,
Ca, Mg, Cu, Zn és Fe), ahol nagy natriumkoncentracié mellett tanulmanyoztuk
a mért analitikai jel valtozasat Varbanova és munkatdrsai altal kidolgozott
tirés modszere alapjan. A vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a Mg és Zn
esetében nem kell szdmolnunk a Na matrixhatasaval, viszont a masik négy
elem jelére statisztikailag megkiilonboztethetd hatdssal volt a nagy
koncentracidban jelenlévé natrium.

Matrixhatas vizsgalatokat végeztiink a konnyen ionizalod6 natriumra
nézve. Egy teljes faktoridlis tervet készitettiink, ahol modelloldatok
segitségével a vérszérummintdkban jelenlévé Na-koncentracid hatéasat
tanulmanyoztuk szintén hat, a szérumban esszencialisan megtaldlhato elemre
(K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) nézve. A kalcium, réz és vas esetében szignifikans
kiilonbséget, mig a cinkre, magnéziumra ¢és kaliumra vonatkozolag
kereszthatast allapitottunk meg. Ezt kovetéen egy hatasvizsgalatot
készitettlink, ahol a natrium ndvekvd koncentracidjanak befolyasat
tanulmanyoztuk szintén a hat elem analitikai jelére nézve, mellyel az el6zd
kisérlet eredményeit sikeriilt alatdmasztanunk. A vizsgalt elemek kiilonb6zd
Na-koncentraci6 mellett mért intenzitasainak a szazalékos -eltolodasat

hataroztuk meg a centrum Na-koncentracidé (400 mg/l) mellett kapott
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intenzitasokhoz képest. Megallapitottuk, hogy a relativ kiilonbség kisebb, mint
10%-nak adodott a hat elemnél.

Osszehasonlito elemzést végeztiink ICP-OES késziilékkel, vizsgaltuk a
Ekkor is szignifikans jelndvekedést tapasztaltunk, azonban ez kisebb mértékii,
mint a mikrohulldamt plazménal kapott eltérés.

A modelloldatok mérése soran a hatteret is meghataroztuk, ami a teljes
elemzésnél mind a hat elemnél allandonak bizonyult. A két vizsgalat (teljes
faktoridlis terv, hatasvizsgalat) alatdmasztdsara egy natrium-kalium
zavarOhatas kisérletet is elvégeztiink, ahol két elem egymads analitikai jelére
gyakorolt hatasat térképeztiik fel azonos koncentracio mellett. A mérésekbdl
azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a két elem kismértékii hatassal van egymas
intenzitasara. A konnyen ionizal6do elemek matrixhatasadnak kikiiszobolésére
CsCl ionizaciés puffert adagoltunk kiilonb6z6 koncentracioban a
modelloldatokhoz és azt tapasztaltuk, hogy az 1,0 és 2,0 g/l koncentracio
megterhelte a nitrogén plazmat, igy 0,1 g/1 CsCl alkalmazasa a megfeleld.

Osszevetettiik a  kisérletek sordn alkalmazott matrixillesztett
standardsor intenzitasat az illesztés nélkiilihez képest, ahol azt tapasztaltuk,
hogy a Fe, Mg és Zn esetén nem valtozott, a Cu intenzitdsa 10 %-al, a Caés a
K intenzitasa 20 %-al novekedett.

Az MP-AES késziilék alkalmazhat6sagat huméan vérszérummintak
elemanalizisére Seronorm® (Human LOT 1512606) liofilizalt vérszérummal is
visszanyerését matrixillesztett kalibralassal és anélkiil is elvégeztiik, mindkét
esetben jo egyezést tapasztaltunk az irodalmi értékekkel.

A modellkisérlet eredményeit figyelembe véve autoimmun betegektdl
szarmaz6 vérszérummintak Ca, K, Mg, Cu, Zn és Fe elemzése soran nem

tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest a Mg- és
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Fe-koncentraciok esetében. Ugyanakkor a Ca-koncentracidé és a
K-koncentracio szignifikdnsan csokkent a betegek esetében a kontroll
csoporthoz képest. A Zn-tartalom szignifikansan csokkent, mig a Cu-tartalom
szignifikdnsan nétt az autoimmun beteg mintdkban. Az SLE és SS betegségek
novekedése kozott Osszefiiggést talaltunk. A két nyomelem kozott a
farmakologiabol ismert kompetitiv antagonizmus jelentkezett [107], [108],
[146]. Tovabba a harom csoport (SLE, SS, kontroll) koncentraci6 értékeit
osszevetettilk Yilmaz és munkatdrsai eredményeivel, ahol az 4ltaluk vizsgalt
négy elemre vonatkozoan (Mg, Fe, Cu, Zn) jo egyezést kaptunk.

Tovabbi kisérleteket végeztiink a hat elem fehérje-fém kotddésének
tanulmanyozéasara. Egy fehérjék elvalasztisira alkalmazhatd anioncseréld
oszlopon kontroll mintdkkal haromféle roncsoldsi technikat vetettiink Gssze,
hogy kivélasszuk a legmegfelelobb minta-elokészitést. Kéttényezds
varianciaanalizis soran nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést a harom
technika kozott. Valamint tovabb ellendriztiik a roncsolasok hatékonysagat Li
belsd standardot hasznalva, ahol sikeriilt a hozzaadott Li mennyiséget minden
egyes frakcioban elfogadasi kritériumon beliil visszamérniink. gy ez a kisérlet
is alatdmasztotta, hogy a haromféle roncsolas kozott alapveto kiilonbség nincs,
ebbdl kifolyolag a mintdk nagy szdma miatt az atmoszférikus roncsolast
alkalmaztuk.

A kontroll, SLE és SS csoportok frakcionalt fehérjéinek 3 makro- (Ca,
K, Mg) és 2 mikroelemtartalmat (Cu, Zn) hataroztuk meg. A Mg
megoszlasdban a fehérje frakcidk kozott kis eltérést tapasztaltunk a harom
csoport kozott. A kontroll csoportban foleg az IgG-ben dusul és kisebb
mennyiségben taldlhaté az Alb-ban. Az SS és SLE mintdkban az 1gG
frakcioban a legnagyobb a mennyisége, viszont megjelent a Trf és Cp fehérje

frakcioban is ez az elem. A K és Ca legnagyobb mennyiségben szintén az IgG
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frakcioban van jelen a kontroll csoportban. Azonban a K-koncentracidban
szignifikéns eltérés tapasztalhato az SS €s a kontroll csoport kdzott. Az SS Trf
fehérjefrakcidja nagyobb mennyiségben tartalmazza a kaliumot a kontroll
csoporthoz képest, ugyanezt az SLE mintaknal nem tapasztaltuk. A kontroll
csoport esetén a cink csak az albumin fehérjéhez kotddik, viszont az SS és az
SLE csoportoknal tapasztaltuk, hogy az IgG és Cp fehérjékben nétt, ezzel
parhuzamosan az albuminban csokkent a koncentracidja ennek az elemnek. A
réz a kontroll csoportban a legnagyobb mennyiségben a Cp fehérjéhez
kotédott, viszont az SS €s SLE mintak Cp frakcioban koncentracid csokkenést
tapasztaltunk, mig az Alb fehérjefrakciokban megnétt a réz mennyisége. A
szakirodalomban mar beszamoltak arr6l, hogy az albuminnak vannak réz kotd
tulajdonsagai is, ezért tapasztalataink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
SS és SLE vérszérummintakban az albumin cinktartalmanak csdokkenése a réz
koncentracidéjanak novekedésével jar. Mindez az irodalmi adatokkal
0sszhangban aldtamasztja a cink-réz cseréjét a két autoimmun betegség esetén.

A [Gd(DTPA-BMA)] (Omniscan®) komplexbél disszociacioval
felszabaduldé Gd**-ionok és a vérszérumban talalhaté fehérjék kozott kialakuld
kolcsonhatasok tanulmanyozasa soran két kisérletet végeztiink. Az azonnal
frakciondlt minta esetében a Gd*-iont szinte kizardlag az 19G
fehérjefrakcioban figyeltiik meg, mig a Trf, Alb és Cp frakcioban a Gd**
mennyisége elhanyagolhatd volt. Ezzel szemben a 19 6ran keresztiil 37°C-on
inkubdlt minta frakcionalt szérumfehérjéinek elemanalizisét kdvetden azt
tapasztaltuk, hogy a Gd** az 1gG fehérjefrakcidban taldlhato a legnagyobb
mennyiségben, mig az Alb és Cp frakciok Gd*'-tartalma lényegesen
meghaladja a nem inkubélt minta azonos fehérje frakcidiban talalt Gd**
mennyiségét. Mivel a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex semleges toltésii
fiziologias feltételek mellett, igy a nagy mennyiségti Gd** az IgG frakcioban
az intakt [Gd(DTPA-BMA)] komplex ¢és az IgG kozos elucidjaval
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értelmezhetd a DEAE Trisakryl® anioncseréld gyanta és a semleges toltésti
[GA(DTPA-BMA)] komplex, valamint IgG kozotti gyenge (gyakorlatilag
elhanyagolhatd) kolcsonhatasnak koszonhetéen. Az inkubalt minta
frakcionalasa soran az Alb és Cp fehérje frakciokban talalt Gd®" mennyisége
lényegesen meghaladja a nem inkubdlt minta azonos fehérjékben 1évé Gd**
mennyiségét, ami a [Gd(DTPA-BMA)] disszociacidjaval keletkez6
Gd*-ionok és Alb, valamint Cp fehérjékkel kialakitott kolcsdnhatdsaval
értelmezhetd.

A Gd*-ion és HSA kozott kialakulo kolcsonhatast ultrasziiréses
vizsgalatokkal tanulméanyoztuk. A kapott adatokat alapjan feltételezhetd a
Gd(HSA)-, Gd2(HSA)- ¢és Gds(HSA)-komplexek képzodése, amelyek
1épcsozetesen alakulnak ki az elsé, a masodik és harmadik Gd**-ion HSA-hoz
valé koordinacidjaval. A mérési adatokat illesztve szamitottuk Gd(HSA)-,
Gd2(HSA)- és Gdz(HSA)-komplexek 1atszolagos stabilitasi allandoit (pH=7,4,
0,025 M NaHCOQO3, 0,15 M NaCl, 25°C). Modell szamitasokkal igazoltuk, hogy
statisztikailag az 1:1 és 3:1 komplex feltételezésével sikeriilt legjobban
leirnunk az ICP-OES technikaval kapott adatokat, mig a 2:1 komplex
latszolagos stabilitasi szorzatat nem tudtuk meghatarozni. A Gd(HSA)- és
Gd3(HSA)-komplexek szamitott latszolagos stabilitasi allanddja és szorzata
K11=1040+70 MY, ﬁ31=(l,06i0,03)><109 M2 adodott. Vizsgalataink
eredményei aldtdmasztjak a Gd**-ion és szérumfehérjék kozott kialakuld
kolcsdnhatésokat. Tovabba ezek alapjan kovetkeztethetiink arra, hogy a Gd**-
komplexek disszociacidjaval szabaddd valo Gd**-ionok komplexet
képezhetnek szérumfehérjékkel, amelyek aktiv és passziv transzport
folyamatokon keresztiil felhalmozddhatnak kiilonb6z6 szovetekben.

A dolgozatomban foglalt alapkutatasi eredmények az elemanalitikai

vizsgalatok fontossagat bizonyitjak az orvosdiagnosztikai tanulmanyokban, és
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koltséghatékony alternativakat mutatnak be, melyek konnyen adaptalhatoak

leird és Osszehasonlito jellegli kisérletes munkakhoz.
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6. Summary
In my thesis, we developed cost-effective methods for quantifying the

elemental composition of human blood serum samples. For this purpose, a new
elemental analysis device, the microwave plasma atomic emission
spectrometer was used to determine the elemental composition of human blood
serum using model solutions, taking into account the potential interference of
high Na concentrations in the sample. Using these results, we further analyzed
the elemental content of real autoimmune disease (SLE, SS) serum samples in
comparison to control serum samples, which resulted in a protein-specific
binding assay for SLE, SS and control groups using a special protein-
separating resin DEAE-Trisacryl® M. The behaviour of a contrast agent used
in Magnetic Resonance Imaging in human blood serum (Seronorm®) was also
studied, and the distribution of Gd®*-ion protein fractions released during the
dissociation of the [Gd(DTPA-BMA)] complex was investigated by ICP-OES.

During the optimization of the MP-AES device, the robustness test was
performed for the atomic and ionic lines of Mgll 280.271 nm / Mgl 285.213
nm. This procedure is used to test whether a given instrument is suitable for
the selected task if the measurement conditions are changed slightly. In the
MP-expert software two parameters can be adjusted (nebulizer pressure and
read time) so by changing these we determined the robustness. It has been
found that the read time does not affect the measurement, while the nebulizer
pressure is most suitable at the maximum setting of 240 kPa in the software.
The ratio of Mgll 280.271 nm/ Mgl 285.213 nm obtained for the samples with
and without sodium was not statistically different. The Mgll 280.271 nm/ Mgl
285.213 nm ratio ranges from 8 to 14 in the ICP-OES robustness assay, in
contrast to the MP-AES range of 0.5 to 1.0. The reason for this is the different

plasma temperature and electron density compared to the ICP-OES method.
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The matrix effect of easy ionization elements has been discovered for
decades in the field of atomic spectrometry, but this is not fully described in
the new microwave plasma devices, therefore optimization experiments have
been performed on the six essential elements (K, Ca, Mg, Cu, Zn and Fe). At
high sodium concentrations, we studied the change in the analytical signal
measured using the tolerance method developed by Varbanova et al. During
the examination we found that in the case of Mg and Zn, we did not have to
take into account the matrix effect of Na, but the high concentration of sodium
was statistically distinguishable for the other four elements.

Matrix effect studies were performed on the easily ionized elements
EIEs (sodium). A complete factorial design was made where model solutions
were investigated, and the effect of high Na concentration was explored on the
six essential elements (K, Ca, Mg, Cu, Zn and Fe) in the serum. Significant
differences were found for calcium, copper and iron, while interaction was
found for zinc, magnesium and potassium. Subsequently, an impact study was
performed where the effect of increasing sodium concentration was also
studied on the analytical signal of the six elements. This study supported the
results of the previous experiments. The offsets of the intensity of the test
elements at different Na concentrations were determined relative to the
intensities obtained at the center Na concentration (400 mg L™). The relative
difference was found to be less than 10% for the six elements. During the
measurement of the model solutions the background was also determined
which proved to be constant for all six elements throughout the analysis. To
support the two studies (complete factorial design, impact study) we also
performed a sodium-potassium interference study where the effect of two
elements on each other's analytical signal was mapped at the same
concentration. From the measurements we concluded that the two elements

have a small effect on each other's intensity. To eliminate the matrix effect of
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the easy ionization element, CsCl ionization buffer was added at various
concentrations to the model solutions and it was found that concentrations of
1.0 and 2.0 g L? loaded the nitrogen plasma thus 0.1 g L™* CsCl proved to be
appropriate.

Considering the results of the model experiment the Ca, K, Mg, Cu, Zn
and Fe analysis of serum samples from autoimmune patients showed no
significant difference in the Mg and Fe concentrations compared to the control
group. However, Ca and K concentrations were significantly reduced in
patients compared to controls. The Zn content decreased while the Cu content
increased significantly in autoimmune patient samples. There was a correlation
between the decrease in zinc concentration and the increase in copper
concentration in SLE and SS diseases: a competitive antagonism was found
between the two trace elements known from pharmacology. Furthermore, the
concentration values of the three groups (SLE, SS, control) were compared
with the results of Yilmaz et al. and good agreement was found for the four
elements (Mg, Fe, Cu, Zn) they tested.

Further experiments were carried out to study the protein-metal binding
of the six elements. The proteins were separated on anion exchange columns
using control samples. Three types of digestion techniques were compared to
select the most appropriate sample preparation method. In the two-factor
analysis of variance no significant difference was found between the three
techniques. Furthermore, the efficiency of the digestions was further tested
using the Li internal standard where we were able to measure the added amount
of Li in each fraction.

So, this experiment also confirmed that there is no fundamental
difference between the three types of digestion and because of the large
number of samples the atmospheric digestion was used. Fractional proteins of

the control, SLE and SS groups were determined with 3 macro (Ca, K, Mg)
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and 2 trace elements (Cu, Zn). There was a slight difference in the distribution
of Mg between the protein fractions of the three groups. In the control group,
this element is predominantly enriched in 1gG and to a lesser extent in Alb. In
the SS and SLE samples the highest amount was found in the IgG fraction but
it was also present in the Trfand Cp protein fractions. K and Ca are also present
in the highest proportions in the IgG fraction in the control group. However,
there was a significant difference in the K concentrations between the SS and
the control group. The protein fraction of SS Trf contains higher amounts of
potassium compared to the control group which was not the case in SLE
samples. In the control group zinc only binds to albumin protein whereas in
the SS and SLE groups it was found to be increased in IgG and Cp with a
parallel decrease in albumin. Copper bounds to Cp protein in the control group
but SS and SLE samples showed decreased concentration in Cp whereas Alb
protein fractions increased copper. It has already been reported in the literature
that albumin also has copper binding properties and our experience suggests
that decreasing the zinc content of albumin in serum samples of SS and SLE
results in an increase in copper concentration. In line with the literature, this
supports the exchange of zinc-copper in the two autoimmune diseases.

Two experiments were performed to study the interaction between the
Gd®* ions released from the [Gd (DTPA-BMA)] (Omniscan®) complex and the
proteins in the serum. In the immediately fractionated sample, the Gd®* ion was
observed almost exclusively in the 1gG protein fraction whereas the amount of
Gd®** was negligible in the Trf, Alb and Cp fractions. In contrast, it was found
to be the highest in the IgG protein fraction of fractionated serum proteins
incubated for 19 hours at 37 °C, whereas Gd** concentration was significantly
higher in the Alb and Cp fractions than in the same protein fractions of the
unincubated sample. Since the charge of the [GA(DTPA-BMA)] complex is

neutral under physiological conditions the combined elution of the large
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amount of Gd** in the IgG fraction with the intact [Gd(DTPA-BMA)] complex
and 1gG can interpret the DEAE Trisakryl® anion exchange resin as well as
due to the weak interaction (virtually negligible) between the neutral charged
[GAd(DTPA-BMA)] complex and IgG. During fractionation of the incubated
sample, the amount of Gd*" found in the Alb and Cp protein fractions is
significantly higher than in the same proteins of the unincubated sample.

The interaction between Gd** ion and HSA was studied by using
ultrafiltration assays. Based on the results, the stepwise formation of Gd(HSA),
Gd2(HSA) and Gds(HSA) complexes with HSA is assumed. The apparent
stability constants of the Gd(HSA) -, Gd2(HSA) - and Gdz(HSA) complexes
(pH 7.4, 0.025 M NaHCOs, 0.15 M NacCl, 25 °C) were calculated by fitting the
experimental data. According to the model calculations, the model postulating
the formation the 1:1 and 3:1 complexes gave statistically the best
interpretation of the data obtained by the ICP-OES technique. The apparent
stability product of the 2:1 complex could not be determined. The calculated
apparent stability constant and product of the Gd(HSA) and Gdsz(HSA)
complexes were Ki11=1040+70 M?, £:1=(1,06+0,03)x10° M=, The results of
our study support the interaction between Gd** and serum proteins.

Furthermore, it can be concluded that Gd** ions released by
dissociation of diagnostic Gd** complexes may complex with serum proteins,
which may accumulate in different tissues through active and passive transport
processes.

The basic research results presented in my dissertation prove the
importance of elemental analysis in medical diagnostic studies and present
cost-effective alternatives that are easily adaptable to descriptive and

comparative experimental work.
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8. Fiiggelék

1. tabldzat Az MP expert szoftver mintara vonatkoz6 beallitasi paraméterei

Ismétlések szama Felszivasi ido (s) Oblitésiid6 (s) Stabilizaciés id6 (s)

3 15 30 15

2. tablazat A faktorialis kisérleti tervben szereplé modelloldatok 0sszetétele

Elemek min max centrum
koncentraci6 koncentracié koncentricio
Na (mg/l) 300,00 500,00 400,00
K (mg/l) 5,00 25,00 15,00
Ca (mg/l) 2,50 15,00 7,50
Mg (mg/l) 1,00 5,00 3,00
Cu (mg/l) 0,10 0,50 0,30
Zn (mg/l) 0,10 0,50 0,30
Fe (mg/l) 0,10 0,50 0,30
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3. tablazat A ndvekvl natriumkoncentracio hatdsanak vizsgalata soran
alkalmazott modelloldatok §sszetétele

Mintaoldat Na(mg/l) Elem Koncentracio (mg/l)

1. 300,00 Ca 7,50
2. 300,00 K 15,00
3. 300,00 Mg 3,00
4, 300,00 Cu 0,30
5. 300,00 Zn 0,30
6. 300,00 Fe 0,30
7. 350,00 Ca 7,50
8. 350,00 K 15,00
9. 350,00 Mg 3,00
10. 350,00 Cu 0,30
11. 350,00 Zn 0,30
12. 350,00 Fe 0,30
13. 400,00 Ca 7,50
14. 400,00 K 15,00
15. 400,00 Mg 3,00
16. 400,00 Cu 0,30
17. 400,00 Zn 0,30
18. 400,00 Fe 0,30
19. 450,00 Ca 7,50
20. 450,00 K 15,00
21. 450,00 Mg 3,00
22. 450,00 Cu 0,30
23. 450,00 Zn 0,30
24. 450,00 Fe 0,30
25. 500,00 Ca 7,50
26. 500,00 K 15,00
27. 500,00 Mg 3,00
28. 500,00 Cu 0,30
29. 500,00 Zn 0,30
30. 500,00 Fe 0,30
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4. tablazat Az ICP-OES késziilék mérési paraméterei

mérendo hullamhossz kiolvasasi felszivasi stabilizacios oblitési

elem (nm) ido (s) ido (s) ido (s) ido (s)
K 766,491 5 15 8 30
Ca 430,253 5 15 8 30
Mg 285,213 5 15 8 30
Zn 213,857 5 15 8 30
Cu 324,754 5 15 8 30
Fe 238,204 5 15 8 30

5. tablazat Az MP-AES késziilék mérési paraméterei

mérendd elem hullimhossz kiolvasasi id6 porlasztégaz nyomasa
(nm) (s) (kPa)

K 766,491 5 240
Ca 430,253 5 140
Mg 285,213 5 240
Zn 213,857 20 140
Cu 324,754 10 240

Fe 371,993 20 120

6. tabldazat Az elemek kalibrald oldatsorozatanak koncentracioi a modell

®

oldatmintdk, a Seronorm® ¢és a teljes vérszérummintak esetén

Elemek Kalibral6 sorok

K (mg/l) 0,00 5,00 10,0 15,0 20,0 25,0
Mg (mg/l) 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Ca (mg/l) 0,00 2,50 5,00 7,50 10,00 15,00
Zn (mg/l) 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Cu (mg/l) 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Fe (mg/l) 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
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7. tablazatr Az elemek kalibrald oldatsorozatanak koncentracioi a frakcionalt
vérszérummintak esetén

Elemek Kalibralo6 sorok

K (mg/l) 0,00 1,00 2,00 3,00
Mg (mg/l) 0,00 0,10 0,20 0,50
Ca (mg/l) 0,00 1,00 2,00 5,00
Zn (mg/l) 0,00 0,10 0,20 0,50
Cu (ng/) 0,00 50,00 100,00 150,00

8. tablazat A grafitkemence felflitési programja

Lépés Program Hoémérséklet (°C) 1d6 (sec)
1. Szaritas 120 40-60
2. Hamvasztas 900 20
3. Atomizacio 2300 5
4, Tisztitas 2600 3

9. tablazat A Gd kalibral6 oldatsorozatanak koncentracioi

Elem Kalibralo sor
Gd (mg/l) 0,00 0,05 0,25 0,50

10. tablazat Az ICP-OES késziilék mérési paraméterei

mérendo hullaimhossz kiolvasasi felszivasi stabilizaciéos oblitési
elem (nm) ido (s) ido (s) ido (s) ido (s)
Gd 336,224 5 15 8 30
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11. tablazar Az ultrasziirésnél alkalmazott Gd kalibralo oldatok

Gd Kkalibralé oldatok
(ng/
0,00
1,00
3,00
5,00
10,00

15,00
500,00
1000,00
3000,00

12. tablazat A higitott vérszérummintakban az egyes elemekre meghatarozott
koncentracié szazalékos eltérése a centrum natriumkoncentracional
(400 mg/l) kapott eredményhez viszonyitva ICP-OES technikanal

%

Na (mg/l) K Ca Mg Cu Zn Fe
300 -0,23  -0,26 1,06 -0,42 0,96 1,43
400 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
500 0,23 0,26 -1,06 0,42 -0,96  -1,43
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13. tablazat A kisérlet soran Na matrixxal illesztett és illesztés nélkiili kalibrald sorok intenzitas értéke

Matrix illesztett kalibralas

Ca Cu Fe K Mg Zn
430,253 Intenzitas 324,754 Intenzitas 371,993 Intenzitas 766,491 Intenzitas 285,213 Intenzitas 213,857 Intenzitas
mg/I mg/I mg/I mg/l mg/l mg/I
Blank 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standard 1 2,50 4689,03 0,10 10098,39 0,10 1351,06 5,00 645454,15 1,00 198069,51 0,10 782,31
Standard 2 7,50 14272,44 0,30 29220,58 0,30 3911,70 15,00 1688779,02 3,00 523869,18 0,30 3255,99
Standard 3 15,00 29513,09 0,50 47666,72 0,50 6490,62 25,00 2560719,94 5,00 726630,06 0,50 5482,98
Illesztés nélkiili kalibralas
Ca Cu Fe K Mg Zn
430,253 Intenzitas 324,754 Intenzitas 371,993 Intenzitas 766,491 Intenzitas 285,213 Intenzitas 213,857 Intenzitas
mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I mg/I
Blank 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Standard 1 2,50 3622,42 0,10 8748,35 0,10 1230,91 5,00 478613,73 1,00 208265,10 0,10 2670,90
Standard 2 7,50 10985,79 0,30 25034,32 0,30 3674,43 15,00 1224493,62 3,00 516626,49 0,30 7008,05
Standard 3 15,00 22248,75 0,50 40719,94 0,50 6033,07 25,00 1832241,46 5,00 730081,35 0,50 11345,69
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