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|. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A human vérszérumok elemtartalmanak meghatarozasa jelentdséggel bir az
orvosi diagnosztikdban, hiszen az emberi test kiilonb6zd szervetlen vegytileteket,
koztik asvanyi anyagokat hasznal fel biologiai folyamatai sordn. A teljes vér
elemdsszetétele informaciot nyujthat a szervezet taplaltsagarol, igy a szallitasi
folyamatokat szabalyoz6 homeosztatikus mechanizmusok miikodésérdl, a
fazisreakcidkrdl és az oxidativ karosodas elleni védelemrdl, mindezek alapjan
pedig a diagnosztikai eredmények akut vagy kronikus elvaltozasokra utalhatnak.
A szérumban taldlhato fehérjék képesek megkotni a nyomelemeket, ezaltal
meghatarozd szerepet toltenek be azok transzportfolyamataiban. Az egyes
fehérjékhez kotddd nyomelemek vizsgélatdval atfogobb képet kaphatunk a
szervezet normal, valamint betegségek esetén fellépd nyomelem-statuszardl, ami
segitheti a korkép felallitasat egyes nehezen felismerhetd degenerativ
elvaltozasok esetében.

A vér rutin laboratoriumi vizsgalata sordn csak néhdny elem (Na, K, Mg, Fe,
Cu) meghatarozéasat végzik tobbnyire elektrokémiai modszerekkel, viszont a
vérben taldlhato esszencialis és toxikus elemek vizsgdlatara manapsag szamos
clemanalitikai modszer is rendelkezésiinkre all. A leggyakoribb alkalmazott
technikak az atomspektrometriai eszk6zok: a langatombaszorpcios spektrometria
(FAAS), a grafitkemencés atomabszorpcios spektrometria (GFAAS), az induktiv
csatolasu plazma optikai emisszids spektrometria (ICP-OES) és az induktiv
csatolasu plazma tomegspektrometria (ICP-MS).

A nyomelemek fiziologiai funkciéi az emberi szervezetben a kiilonb6zd
fehérjékhez valo kotddésiiktdl fiiggnek. Ezért fontos meghatdrozni nemcsak a
teljes elemkoncentracidt, hanem a kiilonb6z6 fehérjék elemeinek eloszlasat, hogy
feltérképezziik a szervezet élettani folyamatait és a koros folyamatok soran
bekovetkezO  valtozasokat. Emellett megbizhatd analitikai modszerek
kifejlesztése is alapvetd fontossagti ahhoz, hogy az dsvanyi anyagok ¢és a

betegségek kozotti kapcsolat megértéséhez sziikséges biologiai modelleket
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alakitsunk ki. Az ugynevezett fehérje-speciacios analizis soran eldszor el kell
valasztanunk a vérszérumban talalhatdo fehérjéket, erre a leggyakrabban
kromatografias technikakat alkalmaznak. A frakcionalt mintak elemanalizisére a
mar emlitett eszkozoket off-line és online médon is miikddtethet;jiik, azonban ezek
nagymiiszeres eljardsok csupan korlatozott mértékben elérhetdek ¢€s specidlis
szakképzettséget igényelnek. Tovabbi problémat jelenthet, hogy a vér egy
bonyolult, nagy szervesanyag-tartalma minta, amely esetleges zavardhatasokat
okozhat az ismert atomspektrometriai modszerek hasznalata sordn, melyek
kikiiszobolésére szamos technika alkalmazasara van lehetdség.

Jelen munkankkal célul tiztik ki, hogy koltséghatékonyabb modszereket
dolgozzunk ki a human vérszérummintdk elemdsszetételének mennyiségi
elemzésére ¢€és valos analitikai feladatok megoldasdban teszteljiik azokat.
Modelloldatokkal terveztiikk tanulmanyozni a szérumban viszonylag nagy
koncentracioban megtalalhato, konnyen ionizalodé elemek hatdsat a vizsgalni
kivant elemek analitikai jelére. A méréseket Seronorm® liofilizalt vérszérumminta
referenciaanyagra nézve ellendriztiik. A végsd cél az optimalizalt mddszerek
alkalmazhatosdgadnak megallapitdsa volt autoimmun betegektdl szarmazod
vérszérumok elemosszetételének meghatarozasara.

Tovéabbi célunk volt egy egyszerlien alkalmazhatdo ¢és koltséghatékony
oszlopkromatografids technika (anioncseréld gyanta) finomhangoldsa a
szérummintak legfontosabb extracellularis transzportfehérjéinek elvalasztasara és
az egyes fehérjékhez kotédd esszencialis elemtartalom meghatarozasa
atomspektrometriai modszerek, tobbek kozott a MIP-AES technika off-line
alkalmazésaval.

A [Gd(DTPA-BMA)]-komplex human vérszérumban (Seronorm®) lejatszodo
disszociacidjaval  felszabaduld6 Gd3'-ionok és fehérjefrakciok  kozotti
kolcsonhatasok kialakuldsat €s megoszlasanak meghatarozasat is terveztiik

ICP-OES modszerrel.



1. ALKALMAZOTT VIZSGALATI MODSZEREK

Vizsgélataink sordn egy Uj késziiléken, a mikrohullami plazma
atomemisszios spektrométeren (4200 MP-AES, Agilent Technologies) végeztiink
el optimalasi kisérleteket. Kutatasokat folytattunk a nitrogén plazmaban
esetlegesen lejatszodd matrixhatasok felderitésére vérszérummintak alkalmazasa
soran. Két modell kisérletet, egy teljes faktorialis tervet és egy hatasvizsgalatot
allitottunk be a vérszérummintakban 1év6 natriumkoncentracié K, Ca, Mg, Cu, Zn
¢s Fe jelintenzitasara gyakorolt hatasanak tanulmanyozasara, valamint egy
harmadik kisérletet is végeztiink a natrium és kalium egymas analitikai jelére
gyakorolt hatasdnak elemzésére.

A human vérszérummintakat ETHOS UP (Milestone) mikrohullamu
roncsold késziilékkel készitettiik el az elemanalizishez.

A vérszérummintdk elvalasztdsat egyszerli oszlopkromatografias
technikaval valésitottunk meg egy specidlis fehérjék elvalasztasara alkalmas
DEAE Trisakryl® M anioncserélé gyanta segitségével. A fehérjéket UV/Iathato
spektrofotometriaval 280 nm-en torténd fényelnyelésiik alapjan hataroztuk meg.
A frakcionalt vérszérummintak minta-elokészitése soran haromféle roncsolasi
technikat hasonlitottunk Ossze: atmoszférikus nedves roncsolas, atmoszférikus
blokk roncsolas és mikrohullamu roncsolas ETHOS UP (Milestone) késziilékkel.
A frakcionalt szérummintak K, Ca és Mg-koncentraciojat 4200 MP-AES (Agilent
Technologies) késziilékkel hataroztuk meg. A Cu és Zn elemanalizisét a nagyfoku
higulas miatt nem tudtuk ezzel a technikaval elvégezni, igy grafitkemencés
atomabszorpcids  spektrometrids modszerrel (240 Z GFAAS, Agilent
Technologies) allapitottuk meg a koncentraciojukat.

Az Omniscan Gd(DTPA-BMA) MRI kontrasztanyag vérszérumban
kialakitott kolcsonhatasat liofilizalt human vérszérumban tanulmanyoztuk, ahol
az elvalasztas szintén a DEAE Trisakryl® M anioncseréld gyantaval tortént, majd

a fehérjeket szintén UV/lathatd spektrofotometriaval 280 nm-en azonositottuk.
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Az elemanalizishez a frakciok minta-eldkészitését atmoszférikus nedves
roncsolassal végeztik el, a Gd-koncentraciojat 5200 ICP-OES (Agilent
Technologies) késziilékkel hataroztuk meg. A Gd3*-iont és szérumfehérjéket
tartalmazd mintdkat Amicon® Ultra-2 ultrasziirdvel szirtikk és centrifugalast
kovetden (3000 rpm, 4 °C) a Gd**-ion koncentracidjat szintén 5200 ICP-OES
(Agilent Technologies) eszkozzel allapitottuk meg.

A kiilonboz6 kisérletek eredményeit statisztikai modszerekkel értékeltiik
ki. A matrixhatas vizsgalatok els6 modellkisérlete egy teljes 2" faktorialis terv
alapjan tortént, amely valaszfiiggvényének grafikus kiértékelésére Statgraphics
Centurion XVII. szoftvert alkalmaztunk. A hatasok vizsgalata szdérdsanalizissel
(varianciaanalizis, ANOVA) tortént. A natrium és kdlium egymas intenzitadsara
valé hatdsdnak eredményeit kéttényezds varianciaanalizis (ANOVA, General
Linear Model - GLM) segitségével értékeltiik ki, a grafikus abrazolast pedig
szintén Statgraphics Centurion XVII. szoftverrel végeztiik el.

A valés mintdk (egészséges ¢és autoimmun human vérszérumok)
hasonlitottuk 6ssze SpSS IBM 22 for Windows programcsomag alkalmazésaval.
Az adatok transzformacioja utan a homogenitast Levene’s teszttel ellendriztiik. A

szignifikans kiilonbségeket Tukey teszttel értékeltiik.



I11. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megallapitottuk, hogy a mikrohullimu plazma atomemisszios
spektrométer alkalmazhaté human vérszérummintak koltséghatékony
elemanalizisére.

1.1. A magnézium atom- és ionvonalanak (MgII 280,271 nm /Mgl 285,213
nm) intenzgitisardanydt meghatarozva bizonyitottuk a mikrohullamu plazma
robusztussagat.

Az MP-AES késziilék két, felhaszndlo 4ltal allithatd mérési paraméterét
konfiguralva megallapitottuk, hogy a kiolvasasi id6 nem befolyasolja
szignifikansan a mérési eredményt, mig a porlasztégaz nyomdsa a legnagyobb,
240 kPa értéknél a legmegfelelébb. A robusztussag vizsgalata alapjan a Mgll
280,271 nm / Mgl 285,213 nm intenzitasarany az ICP-OES esetében a 8-14
tartomanyba esik, mig az MIP-AES esetében 0,5-1,0 kozotti érték. Ennek
magyarazata az, hogy az ICP-OES technikakhoz képest a MIP-AES plazma
hémérséklete és elektronstirlisége lényegesen kisebb. Megéllapitottuk, hogy a
MIP-AES moédszerrel kapott intenzitasardny kozvetleniil nem mérhetd 0ssze az
ICP-OES modszerrel kapott eredményekkel.

a vérszérumban esszencidlisan megtalalhato hat elem (K, Ca, Mg, Cu, Zn és
Fe) analitikai jelének esetében.

A novekvo natriumkoncentracidval végzett vizsgalat sordn azt tapasztaltuk, hogy
a Mg és Zn esetében nem kell szdmolnunk a Na matrixhatasaval, viszont a tobbi
elemnél a jel intenzitasa fligg a matrix dsszetételétol.

1.3. Modellkisérletek segitségével megdllapitottuk a vérszérum Na
koncentracidjanak hatdsdt hat, a szérumban esszencialisan megtaldlhato elem
(K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) analitikai jelére a mikrohullamu plazmdaban.

A faktorialis elrendezésben végzett kisérlet eredménye alapjan a szérum
natriumtartalma a kalcium, réz és vas intenzitasara hatast gyakorolt, mig a cink,

magnézium ¢€s kalium esetében kereszthatast figyeltiink meg. A matrixként
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alkalmazott natriumot a modelloldatokhoz névekvd koncentracioban adagolva,
szignifikdns novekedést tapasztaltunk a mérendd elemekre kapott
intenzitasokban. A mérési adatok alapjan kiszamitottuk az intenzitasok
eltolodasanak szazalékos kiilonbségeit és Osszességében arra a megallapitasra
jutottunk, hogy a natrium befolyasolja a kapott analitikai jelet, de hatasa a vizsgalt
koncentracidtartomanyban csekély mértékli. Tanulméanyoztuk a natrium novekvo
nézve ICP-OES technikandl is. A kapott intenzitas értékeknél, ahogy az MP-AES
esetében is, itt is szignifikans jelnovekedést tapasztaltunk, azonban ez kisebb
mértekll, mint a mikrohulldmu plazménal.

1.4 Leirtuk a natrium-kalium egymads analitikai jelére gyakorolt hatdsdt.
Azt tapasztaltuk, hogy a két elem egymads intenzitasara kis mértékben hatassal
van, ami ionizacios puffer (cézium-klorid) adagolasaval csokkenthets. A CsCI
alkalmazasa soran azt tapasztaltuk , hogy a mikrohulldma plazmaban az 1,0 és
2,0 g/l koncentracid megterheli a nitrogénnel fenntartott gerjesztéforrast, igy 0,1
g/l CsCl alkalmazasa a megfeleld.

1.5. Ellendriztiik az; MP-AES késziilék humdn vérszérummintdak
elemanalizisére valo alkalmazhatésdagdt Seronorm® mindségtanusitott liofilizalt
vérszérummall.
matrixillesztett kalibralassal és anélkiil is elvégeztiik, ahol j6 egyezést kaptunk az

irodalmi értékekkel.



2. Autoimmun betegektél szarmazo vérmintakkal (SLE, SS) teszteltiik a
mikrohullimu plazmara optimalizalt mérési modszert és szignifikans
eltérést allapitottunk meg a beteg és egészséges paciensektol szarmazo
mintak elemtartalma kozott.

Eredményeink alapjan nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget a kontroll
szignifikansan kisebbnek bizonyult az SS és SLE csoport mintaiban. A
Zn-tartalom szignifikansan csokkent, mig a Cu-tartalom szignifikansan nétt az SS
¢s SLE mintakban, a farmakologiabdl ismert kompetitiv antagonizmus szerint. A

két betegségcsoport hasonldé mintdzatot mutatott a vizsgdlt elemek

crer

3. Koltséghatékony, off-line fehérjespeciacios elemzést optimalizaltunk
MIP-AES technikara és meghataroztuk az SS ¢és SLE betegek
szérummintajabol mért elemek kotodését a legfontosabb
transzportfehérjékhez.

A kontroll csoporttél szarmazé mintakban cinket csak az Alb frakcioban
detektaltunk kimutatasi hatar felett, mig az SS és az SLE csoportoknal az 1gG és
Cp tartalmu fehérjékben megjelent, és ezzel parhuzamosan az Alb frakcidban
csokkent a Zn koncentracidja. A Cu a kontroll csoportban legnagyobb
mennyiségben a Cp tartalmu fehérjében volt jelen, ezzel szemben az SS és SLE
mintak Cp frakcidjanak Cu-tartalma szignifikansan lecsokkent és megnétt az
Alb-t tartalmazo frakcioban. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vizsgalt
autoimmun mintakban az Alb-t tartalmazo fehérjefrakcid6 Zn-tartalmanak
csokkenésével parhuzamosan a Cu koncentracioja no.

autoimmun csoport kozott, mig a kaliumot a Trf fehérjefrakcid nagyobb

koncentracidoban tartalmazta a kontroll és az SLE csoporthoz képest.



4. Modellt allitottunk fel az Omniscan® [Gd(DTPA-BMA)] kontrasztanyagot
tartalmazo human vérszérummintak esetében a komplex disszociacioja
soran felszabadulé Gd®*-ion és a szérumfehérjék kozotti kolesonhatas
értelmezésére.

4.1. Megdllapitottuk, hogy a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex disszocidcidja
sordan felszabadulé Gd®*-ion a vérszérumban taldlhato fehérjékkel (19G, Trf,
Alb, Cp) kélcsonhatdsba lép.

Két kisérlet végeztiink: ahol 5 ml Seronorm® (5 ml 0,025 M NaHCOs, pH=7,4)
mintat készitettiink, amelyek 1 mM Omniscan-t (1 mM [Gd(DTPA-BMA)] és 50
uM Ca(DTPA-BMA) tartalmazott, az egyik esetben 19 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk a mintat, a masik kisérletnél pedig nem tortént inkubalas.
Megallapitottuk, hogy az azonnal frakcionalt minta esetében a Gd3* szinte
kizarolag az IgG fehérjefrakcidoban figyelhetd meg, mig a Trf, Alb és Cp
frakcioban a Gd®" mennyisége elhanyagolhat6 volt. A 19 6ran keresztiil 37 °C-on
inkubalt minta frakcionalt szérumfehérjéinek elemanalizisét kovetden a Gd®* az
IgG fehérjefrakcioban talalhato a legnagyobb mennyiségben, mig az Alb és Cp
frakciok Gd®* tartalma lényegesen meghaladja a nem inkubalt minta azonos
fehérje frakcidiban talalt Gd®* aranyokat. Mivel a [Gd(DTPA-BMA)]-komplex
fiziologids feltételek mellett semleges toltésii, ennek koszonhetéen az IgG
frakcioban  megjelend  nagy  mennyiségli =~ Gd**-ion  az intakt
[GA(DTPA-BMA)]-komplex. Ez a DEAE Trisakryl® anioncseréld gyanta, a
neutralis [Gd(DTPA-BMA)]-komplex, valamint az IgG kozotti gyenge
(gyakorlatilag elhanyagolhatd) kolcsonhatasnak koszonhetd. Az inkubalt minta
frakcionalasa soran az Alb és Cp fehérje frakciokban talalt Gd** mennyisége
lényegesen meghaladja a nem inkubélt minta azonos fehérjékben 1évé Gd**
mennyiségét, ami a [Gd(DTPA-BMA)] disszociacidjaval  keletkezd

Gd*-ionoknak az Alb, valamint a Cp fehérjékkel kialakitott kdlcsdnhatasaval

a szérumfehérjék kozotti kolcsonhatasok vizsgalata ramutatott arra, hogy a
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vizsgalt fehérjék koziil a Trf, az Alb és a Cp vehet részt a szabad Gd**
koordinaci6jaban.

4.2. lgazoltuk a Gd*-ion és a humdn szérum albumin (HSA)
szérumfehérie kozott kialakulo asszocidciot.

Az elézbleg emlitett fehérjék és a Gd**-ion kozotti kolesonhatas
kialakuldsara vonatkozé adataink aldtdmasztdsara tanulmanyoztuk a Gd3* és a
human szérum albumin (HSA) kozotti kolesonhatast. ICP-OES moédszerrel
kapott adatokat alapjan feltételezheté a Gd(HSA)-, Gd2(HSA)- és Gdsz(HSA)-
komplexek Iépcsbzetes képzddése. A mérési adatokat illesztve szamitottuk a
komplexek latszélagos stabilitasi allandoit (pH=7,4, 0,025 M NaHCO3, 0,15 M
NaCl, 25°C). lgazoltuk, hogy az 1:1 ¢és 3:1 komplex képzddésének
feltételezésével lehet statisztikailag a legjobban leirni kisérleti adatokat, mig a 2:1
komplex latszolagos stabilitasi szorzatat nem tudtuk megbecsiilni. A Gd(HSA)-
¢és Gd3(HSA)-komplexek szamitott latszolagos stabilitasi szorzata (11=1040+70

ML, 31=(1,06+0,03)x10° M3,



IV. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI
A doktori munkam soran kapott eredmények segithetik a jelen formajaban
ujnak tekinthet6 mikrohullama plazma késziilék epidemiologiai vizsgalatokban
torténd alkalmazasat. Az analitikai teljesitményjellemzék minta-specifikus
meghatarozasaval, referenciaanyagok hasznilata mellett végzett mérésekkel
kiegészitve a technika megfeleld alternativa lehet a jelenleg hasznalt modszerek
kivaltasara. Az elvégzett matrixhatas vizsgalatok hasznos alapot adhatnak egy¢b,
hasonlé matrixu mintatipus elemanalitikai modszerének optimalizalasa soran.
Az autoimmun betegektdl szarmazo vérszérummintak elemanalizise soran
kapott eredmények fliggvényében végzett késObbi vizsgéalatok alapjaul
szolgéalhatnak Gjabb biomarkerek felfedezésének. Az dsszehasonlitd elemzéseket
tovabbi szisztémas betegségtipusokkal kiegészitve olyan adatokhoz juthatunk,
melyek segithetnék a nehezen diagnosztizalhaté korképek felallitasat. A
fehérje-speciacios elemanalizis pedig a degenerativ elvaltozasok hatterében
htz6do biokémiai folyamatok mélyebb megértését szolgalhatja.
Az  Omniscan [Gd(DTPA-BMA)]  kontrasztanyag  kisérletnél
Gd* -ionok komplexeket képezhetnek szérumfehérjékkel (Trf, Alb, CP), amelyek
aktiv és passziv transzport folyamatokon keresztiil felhalmozddhatnak kiilonb6z6
szOovetekben, mint a maj vagy az agy.
A dolgozatomban foglalt alapkutatasi eredmények az elemanalitikai
vizsgalatok fontossagat bizonyitjdk az orvosdiagnosztikai tanulmdnyokban, és
koltséghatékony alternativakat mutatnak be, melyek konnyen adaptalhatok leird

¢s 0sszehasonlito jellegli kisérletes munkakhoz.
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V. AZ ERTEKEZESBEN ELOFORDULO ROVIDITESEK

MIP-AES:

ICP-OES:

GFAAS:

FAAS:

ICP-MS:

SLE:

SS:

DTPA-BMA:

MRI:
1gG:
Trf:
Alb:
Cp:
Tris:
NSF:

HSA:

mikrohulldmu plazma atomemisszids spektrometria
induktiv csatolasu plazma optikai emisszios spektrometria
grafitkemencés atomabszorpcids spektrometria
langatomabszorpcids spektrometria

induktiv csatolasu tomegspektrometria

szisztémas lupus erythematosus

Sjogren szindroma

dietiléntriamin-N,N,N’,N’’ N’’-pentaecetsav-biszmetilamid
magneses rezonancids képalkotas

immunoglobulin G

transzferrin

albumin

coruloplazmin

trisz- (hidroxi-metil)-amino-metan (OH-CH,)3-C-NH>
nephrogén szisztémas fibrozis

human szérum albumin
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