7. Miszeres analitikai lehetdségek a klinikai
laboratdriumi fehérjevizsgalatokban

Automatizacio
a fehérjeanalitikaban

K6szeGr TAMAS

Altalanos szempontok

Az egyedi fehérjék kimutatasara és mennyiségi meg-
hatarozasara a laboratériumi gyakorlatban jorészt
specifikus molekulafelismerésen alapulé kolcson-
hatasok adnak lehetéséget. Leggyakrabban a mérni
kivant fehérjét arra specifikus antitesttel reagaltatjak,
majd az antigén-antitest reakciét valamilyen médon
mérhetdvé teszik. Léteznek azonban mds, nem anti-
gén-antitest alapti mddszerek is, de 1ényegiik olyan
molekulak alkalmazasa, melyek az adott fehérjével
szoros és specifikus kolcsonhatasba lépnek (affinita-
sos elv).

Ebben a fejezetben elsésorban az antigén-antitest
elvii méréstechnikdk automatizacidjat ismertetjiik.
Az egyes modszerek bemutatasanak logikaja a nagy
koncentraciéban 1évé antigének mérésétdl lefelé az
egyre kisebb koncentracioju analitok mérési elvének
ismertetése.

Az egyedi molekuldk automatizalt meghatarozasat
az utobbi évtizedek kétiranyu fejlédése tette lehetd-
vé. Egyrészt a muszeres analitika és a szamitogépes
vezérlés ugrasszerli tokéletesedése, masrészt az or-
vos-bioldgiaban a monoklondlis antitest technoldgia
felfedezése és ipari méret(i alkalmazasanak kidolgo-
zasa. A kétféle fejlesztés otvozése kovetkeztében az
automatizalt, nagy érzékenységu és specifikus mod-
szerek ma mar széles korben elterjedtek a rutin labo-
ratériumi diagnosztikdban, és lehetévé teszik a fehér-
jék kvantitativ mérését a pg/ml vagy mas kifejezéssel
a nano-femtomolaris nagysagrendben.

Immunprecipitacion alapulé modszerek

Az egyik legrégebben alkalmazott technika, amely
altalaban szilard hordozén 1évé gél fazist hasznal az
antigén-antitest reakcié kimutatasara. A gél altala-
ban agar- vagy agardztartalmd, a hordozd lehet iiveg
vagy muanyag lemez. Az antigént a gélben kiképzett
lyukakba viszik fel, a specifikus antitestet a gél tar-
talmazza. A legegyszerlibb az un. radialis immun-
diffuziés technika, ahol az antigén és az antitest dif-
fuzi6 utjan taldlkozik egymassal. Gyorsabb eljaras a
,rakéta’-elektroforézis és a ,,counter’-elektroforézis,
ahol fesziiltségkiilonbség hatasara az antigén a gélben
addig vandorol, amig az antitesttel precipitatumot
nem képez. Mindegyik mddszernél gondos mosassal
el kell tavolitani a gélbdl a ki nem csapddott fehérjé-
ket, majd a precipitatumot fehérjefestékkel meg kell
festeni. Az értékelés a precipitacios iv atméréjének
nagysaga vagy az antigén diffuzidjanak mértéke alap-
jan, egyszer(i tavolsagméréssel lehetséges. Mennyi-
ségi meghatarozast standard koncentracidsorra ka-
pott adatok alapjan végezhetiink. A médszer ma mar
kevéssé hasznalt, de olcsd és leolvasdkésziilékek (pl.
CCD-kamera) segitségével automatizalhatd. Nagy
klinikai immunolégiai centrumok is alkalmazzak —
foleg a radialis immundiftuziot - el6re gyartott, ke-
reskedelmi forgalomban megvasarolhaté agarézgélek
hasznalataval. Az eljaras inkabb félautomatizaltnak
tekinthet6, mert a mintdk bemérését dltaldban manu-
alisan kell végezni. Mint minden immunreakciénal,
itt is figyelni kell az optimalis antigén-antitest arany-
ra, mert barmelyik talsulya esetén a komplex a gélbél
kioldédhat, fals eredményeket produkalva.
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Immunturbidimetrids modszerek

Az immunturbidimetrias médszerek a diffazios elja-
rasok tovabbfejlesztett valtozatai. Itt a reakcié csében
vagy kiivettaban megy végbe, a szem szamara latha-
tatlan a képz6dott immunkomplex, nincs sziikség
festési muveletekre. Mar e tényekbdl is kovetkezik,
hogy a technika joval érzékenyebb mennyiségi meg-
hatarozast tesz lehetévé a precipitacids eljarasokhoz
képest. A modszer alapelve, hogy a fény hullam-
hosszaval 6sszemérhetd méretli immunkomplexek
keletkezzenek, melyek a rendszert megvilagité mo-
nokromatikus fényt szorjak. Ez ugy lehetséges, hogy
poliklonalis antitestet alkalmaznak, az immunglobu-
linok mindkét antigénkotd helye aktiv kell hogy le-
gyen (bivalens). A fehérje antigén altalaban elég nagy
ahhoz, hogy tobb epitoppal is rendelkezzék, ezért a
poliklonalis, bivalens antitestpopulacié képes at-
hidalni a molekulak kozti tavolsagot és létrehozni a
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7-1. dbra. Az antigén-antitest arany hatdsa az immun-
komplex fényszorasara (Heidelberger-Kendall-gorbe)
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7-2. dbra. A latexerésitett direkt immunturbidimetrids
mérés elve

megfelel6 méreti komplexet. Itt is érvényes az opti-
malis antigén-antitest arany elve (az ekvivalenciaelv),
mert ellenkez6 esetben az immunkomplex mérete ki-
csiny marad, és a rendszer nem képes a detektaldsa-
ra (7-1. dbra), ami az immunkomplex fényszorasan
alapul. Az dbrardl az is leolvashaté, hogy a turbidi-
metrids technika relative nagy antigénkoncentraciot
igényel az optimalis detektdlasi koriilményekhez. Ha
ez a feltétel nem teljesiil, akkor az un. direkt turbidi-
metria érzékenységét meg kell novelni a kis koncent-
racioban jelen 1év6 antigének kimutatasahoz. Ezt ugy
lehet elérni, hogy a specifikus antitestet standard mé-
retdi részecskékhez (altaldban latexgdmbocskékhez)
kotik. Itt is fontos koériilmény, hogy az antigénnek
kell6en nagynak (tobb epitoppal rendelkezdnek) kell
lennie az immunkomplexek kialakulasdhoz. Az érzé-
kenységnovelés a latexszemcsék fényszorasnoveld tu-
lajdonsagan alapul. A mddszer sematikus attekintése
a 7-2. dbran lathato.

Egy epitoppal rendelkezd, kismérett peptid anti-
gének kimutatasara a direkt turbidimetria nem al-
kalmas, mert nem tud keresztkotott immunkomp-
lex 1étrejonni. A problémat a kompetitiv elvvel lehet
athidalni.
vagy albuminhoz kétik standard mennyiségben a ki-

A tesztrendszerben mikrorészecskékhez

mutatni kivant fehérje antigént. A specifikus antites-
tet és a kotott antigént tartalmazo rendszerben a min-
ta hozzdaddsdra vetélkedés alakul ki a tesztben 1évo
standard mennyiségi antitest és a minta/teszt antigén
kozott. Az immunkomplexek kialakuldsa és igy a fény
szorddasa is forditottan aranyos a kimutatni kivant
analit koncentracidjaval (7-3. dbra).
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7-3. dbra. A kompetitiv, erésitett immunturbidimetria elve
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A TURBIDIMETRIAS JEL MERESE

A turbidimetria alapja a mintan athaladé monokro-
matikus fény szoéroédds miatti intenzitasanak csokke-
nése (latszolagos abszorbancia). A mérés geometria-
janak sematikus abrazolasa a 7-4. dbrdn lathato.

Az optimalis detektalasi koriilményekhez nagyon
sok tényez6t kell figyelembe venni.

Hullamhossz

A direkt (nem erdsitett) méréseknél az ultraibolya
tartomany (340 nm koriil) a legmegfelel6bb. Mikro-
részecskék alkalmazdsanal a részecskeméret (és en-
nek megfeleléen az immunkomplex mérete) donté,
a mérettel ardnyosan né a hulldimhossz. Altaldban
40-60 nm méretli részecskéket alkalmaznak, ame-
lyek 6nmagukban kevéssé szorjék a fényt, de az im-
munreakcid soran méretiik novekszik és a fényszoras
lényegesen erésebbé valik. Detektalasra, megvilagitd
tényforrasként 340-360 nm-es fényt alkalmaznak.

Hémérséklet

A hoémérséklet emelkedésével gyorsul a reakcio-
kinetika, ugyanakkor az antigén-antitest komplex
stabilitdsa csokken. A legtobb késziilék a mérést 37
°C-on végzi.

Végpontos vagy kinetikus mérés?

A végpontos mérés technikailag egyszeriibb, de sok
hibalehetdséget rejt magéban, pl. az ekvivalenciazo-
nat6l messze esd tartomanyt nem jelzi, igy a lineari-
tasi tartomdanyon kiviil es¢ mintak koncentracidjanak
mérése bizonytalanna valik.

A kinetikus modszer kétféle lehet:

« Adott id6egységenként végzett mérés.

« Folyamatos mérés.

fényforras rés minta fotodetektor
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7-4. dbra. Turbidimetrids jel detektalasanak elve

8

Mindkét esetben fontos, hogy a késziilék a reakcio
inditasahoz képest igen rovid id6n beliil (< 5 s) ké-
pes legyen az elsé mérési pont felvételére, ez jelenti
a kiindulasi (vak) értéket. A kinetikus detektalassal
kovetni tudjuk az immunkomplexek kialakulasanak
sebességét és mérni a telitéshez sziikséges iddtar-
tamot. Ezek alapjan a késziilék érzékeli a linearitasi
tartomanyon kiviil esé antigénkoncentraciot és jelzi
a felhaszndlonak, hogy higitds sziikséges (vagy akar
automatikusan higit és Gjramér). A kinetikus mérés
nagyobb érzékenységet is eredményez.

Részecskeszamlalasos elv

Mind a direkt, mind a kompetitiv mddszereknél
hasznalhaté mérési mod. A vérsejtszamlalas elvéhez
hasonléan a mikrorészecskék meghatérozott méretti
nyilason haladnak at, ahol impedancias vagy optikai
elv alapjan miikod6 rendszer (Gn. ablak diszkrimi-
nator) csak a szabad részecskéket szamldja, a dimer
vagy nagyobb komplexeket figyelmen kiviil hagyja.
Ez a detektdldsi technika a turbidimetrids eljaras ér-
zékenységét jelentdsen noveli.

EGYEB MEGFONTOLASOK

Az alkalmazott antitestek sajdtsdgai

A poliklonalis antitestek altaldban jobb eredményt
adnak, mint a monoklonalisak. Ennek oka a jobb
komplexképzd (athidald) sajatsaggal és a nagyobb
aviditassal magyarazhatd. Az affinitdskromatografia-
val tisztitott antitestek jobb eredményt adnak, mint
a tisztitatlan antiszérumok. A részlegesen emésztett
IgG molekuldk, (Fab2’) fragmentek hasznalata el6-
nyosebb a teljes antitestnél, és a reumatoid faktor
(RF) kot rész elvesztése miatt az RF-fel nem mu-
tatnak interferenciat. Biotinnal jelzett antitestek és
streptavidinnel boritott mikrorészecskék hasznalata
noveli a rendszer érzékenységét és stabilitasat.

Az alkalmazott kozeg sajdtsdgai

A reakcios kozeg (puffer) Osszetétele dontden be-
folyasolja az antigén-antitest reakciot. Az optimalis
pH 6,0-8,0 kozott van, a puffer nem tartalmazhat un.
kaotrop anyagokat, amelyek a fehérjék konformacio-
valtozasat segitik elé (pl. perklorat, rodanid, nitrat).
Elényos a foszfat-, kalcium-, magnéziumtartalmu ko-
zeg, keriilni kell a tul alacsony és tul magas ionerdssé-
get.
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fotodetektor
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7-5. dbra. Nefelométer felépitésének elvi vazlata

Nefelometria

Az el6z6kben leirt alapelvek lényegében alkalmazha-
tok a nefelometrids eljarasokra is. Az alapvet6 kiilonb-
ség a két modszer kozott a detektalas elvében van. Itt
a valoban szérddott fényt mérjiik, nem a latszolagos
abszorbanciat. A fényforras a nefelométerekben dlta-
laban 1ézer, amellyel egy kis térrészre tudjuk a fényt
fokuszalni. Az immunkomplexek méretére és szama-
ra elméletileg a 0°-os (szembdl vald) detektalas lenne
a legalkalmasabb, de a megvilagité 1ézer fényforras
jelét a hasznos jeltél nagyon nehéz lenne kiilonvalasz-
tani. Ezért a legtobb nefelométerben 90°-os detekta-
last végeznek (7-5. dbra).

A nefelometria a kisebb méreti immunkomplexe-
ket érzékenyebben detektalja, mint a turbidimetria,
és higabb rendszerekben is hasznalhato, a mérési cik-
lusa rovidebb. A kinetikus detektalast alkalmazo ké-
sziilékek a fényszoras folyamatos kovetésével érzéke-
lik, ha az antigénkoncentracié kiviil esik a linearitdsi
tartomanyon, és a mintat ennek megfeleléen automa-
tikusan higitjak. A turbidimetrids és a nefelometrias
modszerek érzékenysége az antigéntdl fliggéen kb.
107" mol/l koncentréacio6ig terjed.

Immunkémiai analitikai technikak
(immunoassay-k)

Ma a rutin laboratériumi gyakorlatban a legérzéke-
nyebb peptid-, fehérjekimutatasi és mennyiségi meg-
hatdrozasi moédszer az immunoassay (a médszerrdl a
6. fejezetben is olvashatnalk, itt elsésorban az automa-
tizaciora fektetjilk a hangsulyt). Erzékenységét elsé-
sorban annak koszonheti, hogy az antigén-antitest
reakcié detektaldsahoz jelzett antigént vagy antites-
tet hasznal. A jelz6 lehet radioaktiv izotop, fluoresz-

cens vagy kemilumineszcens molekula, ill. enzim. Az
egyes modszerek elnevezései is innen szarmaznak:
RIA, FIA, LIA, EIA stb. Torténelmileg az els6 sike-
res eljaras a radioimmunoassay volt, amelyet a hat-
vanas években fejlesztettek ki, természetesen akkor
még manualis iton mértek, és 1-2 napig is eltartott az
analitikai mtvelet. A radioaktiv jel6lést fokozatosan
kiszoritotta a nem izot6pos eljarasok sokasaga, de ma
is sok bioldgiailag aktiv vegyiilet van, amelyet kizaré-
lag RIA-val tudunk meghatarozni.

Az immunoassay-k csoportositdsa

Logikailag kétféle csoportositds jon szoba:
1. A reakcids kozeg felépitése szerinti csoportositas.
2. Az immunreakci6 tipusa szerinti felosztés.

A kozeg alapu csoportositasban kétféle assay lehetsé-
ges:

o Szilard fazisu (heterogén) assay, ahol vagy az
antitest, vagy az antigén valamilyen szilard hor-
dozohoz van kotve, és az immunkomplexek a
szilard fazis feliiletén jonnek létre.

« Homogén assay, ahol az immunkomplexek
oldatban maradnak, nincs sziikség szilard hor-
dozé kozegre.

A reakci6 elve alapjan lehet:
o Telitési assay.
« Kompetitiv assay (lasd késébb részletesen).

TORTENETI ATTEKINTES

A RIA modszerek a hatvanas évektdl kezdtek elter-
jedni, nagyon sok laboratérium maga éllitotta el a
kivant antitestet és az izotopjelolést is hazilag végez-
ték. A hetvenes években megindult a mtszerek tech-
nikai fejlédése, az automatizacio. Kifejlesztették a 96
lyukd inkubacids lemezeket, az ehhez sziikséges pi-
pettorokat és mosdegységeket, ill. a lemez mélyedése-
iben 1év6 reakcioelegy optikai denzitasat (abszorban-
cidgjat) leolvasé fotométereket. Ezzel parhuzamosan
kidolgoztak az enzimjelolést glutaraldehid-kereszt-
kotés alkalmazasaval. Hamarosan forgalomba keriil-
tek az els6 enzimjelolést alkalmazé ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) gyari tesztek, de
ezeknél tovabbra is tobb manualis [épést kellett be-
iktatni. Id6kozben a miiszeres analitika teljes auto-
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matizacioju, elsésorban RIA és ELISA késziilékeket
fejlesztett ki, un. batch tipusu analizatorokat, amelyek
egyszerre egyféle analit nagyszamu mérésére voltak
alkalmasak. A kilencvenes évektdl kezdték hasznalni
a monoklonalis antitesteket és a nem izotopos jelols-
ket, ami forradalmasitotta az immunoassay-n alapuld
modszereket. A szamitogépes vezérlést alkalmazo 1j
muszercsalad a szamos Uj eljards adaptaldsaval mar
teljes automatizaciot biztositott, és Un. beteg orien-
talt elven miikodott. A betegorientalt késziilékek egy
mintabdl tobbféle meghatarozast képesek elvégezni
a késziilékbe el6zetesen bevitt kérélista alapjan. Ma
mar a laboratériumok 6nallé szamitégépes rendszer-
rel (LIS) vannak ellatva, amely kommunikal a kérhazi
szamitogépes rendszerrel (HIS), és a vizsgalatkérések
és az eredménykozlés is on line megy végbe.

AZ IMMUNOASSAY-KBEN LEGGYAKRABBAN
ALKALMAZOTT JELOLESEK

Radioaktiv izotopos jelolés

Ma aleggyakrabban alkalmazott jel616 a '*I-izotdp.
A fehérjék jodinacidjat korabban kléramin-T segit-
ségével végezték, az izotdpot tartalmazé Na-jodidot
oxidalva, az a fehérjék tirozin aminosavaba épiil be.
Az oxiddcids folyamat soran a fehérje szerkezete és
bioldgiai funkcidja karosodhat, ezért ma mar kevés-
bé agressziv mddszereket alkalmaznak. Egy korszer,
oxidacids jodinalasra alkalmas vegyiilet szerkezete a
7-6. dbrdn lathato.

7-6. dbra. Korszert jodi-
nacios reagens szerkezete
N N (1,3,4,6-tetrakloro-3a,-
6a-difenil-glikoluril)
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7-7. abra. FITC szerkezeti képlete
és spektralis tulajdonsagai

Az izotdpjelolés legfobb korlatja az aranylag rovid
felezési id6, ezért a kiteket ennek megfeleléen iddzit-
ve kell felhasznalni.

Fluoreszcencias jelolés

A fluoreszcens emissziora alkalmas vegytiletek al-
talaban kettds kotéseket tartalmazé gytirlis moleku-
lak, de ismeriink atomi fluoreszcenciét is (lantanida
elemek). Kozos jellemzgjiik, hogy szerkezeti sajat-
saguktol fiiggd hullamhosszusagu fénnyel gerjesztve
Oket, a gerjesztett allapot energiatobbletét foton for-
majaban, szintén az adott struktdrara jellemz6 hul-
lamhosszon bocsatjak ki. A gerjesztett allapot élet-
tartama (Un. fluoreszcens életidd) a legtobb vegytilet
esetében néhany ns, de léteznek olyan molekuldk,
atomok, ahol az élettartam a us-os idéskalan irha-
t6 le (pl. europium, terbium, XL 665). Néhany szé-
les korben elterjedt fluoreszcens jelol6 tulajdonsagait
a tovabbiakban részletezziik. Megjegyezziik, hogy a
fluoreszcenciara képes molekulakat nem mindig koz-
vetleniil kétik az antitestre vagy az antigénre, hanem
az immunreakci6 lezajlasa utan injektaljak a rend-
szerhez. Itt az immunkomplexeket enzimmel jel6lik,
és a fényemisszio az enzimatikus aktivitas hatasara
jon létre.

A fluoreszcein izotiociandt (FITC) reaktiv izotiocia-
natcsoportot tartalmaz, amely enyhén lugos kozeg-
ben kovalens kotésbe 1ép a fehérjék szabad aminocso-
portjaival (diamino-monokarbonsavak és lancvégi
aminosavak). A jelolés utan a feleslegben maradt sza-
bad FITC-t a rendszerbél el kell tavolitani (dializissel,
kromatografiaval stb.). Az FITC elénye a j6 kvantum-
hatasfok és az egyszert jelolési technika, hatranya az
egymashoz kozel es6 gerjesztési és emisszios hullam-
hossz, ami a detektalast optikailag megneheziti. A

gerjesztési emisszios
spektrumok

abszorpcio
relativ fluoresszencia

350 400 450 500 550 600 650
hulldmhossz (nm)
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molekula szerkezete és spektralis tulajdonsagai a 7-7.
dbrdn lathatok.

A lantanida csoport elemei, ezek kozil is az eu-
répium szintén hasznalatos a fehérjék (antitestek)
jelolésére. Legérdekesebb sajatsaguk, hogy a fluo-
reszcencia-élettartamuk hosszu, ezért alkalmasak
un. idéfelbontasu analizisekre. Az eurdpium képes
a gerjesztés soran nyert energiatobbletet egy megfe-
lel6 kozelségben 1évé masik fluoreszkalé molekuld-
nak atadni (donor-akceptor péros), és a hasznos jel
a masodik komponens fluoreszcencidja lesz. A jelen-
séget fluoreszcencia rezonancia energia transzfernek
(FRET) nevezziik (a részleteket lasd kés6bb).

A fluoreszcens jel6l6k masik csoportja az un. fluo-
rogén vegyiiletek, amelyeket az el6bb vazoltak sze-
rint nem kotik antigénhez vagy antitesthez, hanem
az immunreakci6 utdn injektaljak az antigén-antitest
komplexhez. A fluorogén vegyiiletek 6nmagukban
nem mutatnak emissziot, rendszerint foszfatészter
formaban vannak jelen. A fényreakcié indukalasa-
hoz enzimjelolést (alkalikus foszfatdz) alkalmaznak,
ahol az AP enzim az észterkotést hasitja, kivaltva ez-
zel a fluoreszcenciat. Az egyik legismertebb fluorogén
molekula egy kumarinszarmazék, a metil-umbellife-
ron-foszfat-észter. Emisszids sajatsaga a 7-8. dbrdn
lathato.

Kemilumineszcencias médszerek

A kemilumineszcencia alkalmazasa a fluoresz-
cenciaval szemben szdmos technikai elényt jelent.
Nincs sziikség gerjeszté fényre, hiszen a gerjesztett
allapot kémiai reakcié vagy elektrontranszfer utjan
jon létre, igy nem kell szamolnunk a gerjesztés za-
vard optikai hatasaival. Tovabbi elény, hogy a lumi-

relativ fluoreszcencia (log 10)
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7-8. dbra. Szabad kumarinmolekula emisszids spektruma
(gerjesztés: 360 nm; kvantumbhatasfok: 0,73)

neszcencias jel detektalasdhoz nincs sziikség optikai
elemekre (monokromator vagy fénysztird), igy a de-
tektort (fotoelektron-sokszorozd) a mintahoz kozel
tudjuk elhelyezni, a fényveszteség minimalizaldsaval.
A kemilumineszcencias jelol6k ugyanakkor moleku-
laris sajatsagaik alapjan idében kiilonboz6 kinetikaju
fényjelet produkalnak. Alapvetéen haromféle jelti-
pussal talalkozunk:

o Felvillanas (flash) jel, amely altaldban 1 s alatt
lezajlik,

» ,Derengés” jel, amely elsdsorban enzimkatali-
zalt reakcid soran jon létre, és akar tobb percig
is stabil jelet produkal,

+ Idében majdnem konstans fényjel, amelyre leg-
jobb példa a szentjanosbogarbol izolalt, ATP-
tiiggd luciferin/luciferaz rendszer emisszidja.

Itt is érvényes az el6z6kben targyalt elv, hogy a jelolés
lehet kovalensen kotott kemilumineszcenciara alkal-
mas molekula vagy a fluorogén mintara enzimjel6lést
alkalmazé rendszerhez injektalt luminogén vegyiilet
(pl. észterkotésben).

Felvillands (flash) tipusu jelolés

Bevalt jelolok az akridiniumészter tipusu vegyiile-
tek. Kovalensen kothet6k a fehérjékhez, lagos kozeg-
ben, hidrogén-peroxid jelenlétében kb. 1 s-ig tartd
fényjelet produkalnak (7-9. dbra).
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7-9. dbra. Akridiniumészter jelolé fénykibocsatasanak
mechanizmusa
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7-10. dbra. Luminol fényemisszidjanak mechanizmusa

A luminol régéta ismert molekula, lugos kozegben
vagy peroxidvegyiiletek és peroxiddz enzim jelen-
létében fényt emittal, az emisszio flash tipusu (7-10.
dbra).

Er6sité komponensek hatasira az emisszios kine-
tika megvaltozik, és id6ben hosszu ideig stabil fényjel
keletkezik. Az egyik leggyakrabban alkalmazott eré-
sité a p-jodofenol, a jelenséget erdsitett kemiluminesz-
cencidnak nevezik (ECL). A luminol alapu jelolések-
nél kiterjedten alkalmazzak az ECL mddszert.

Elektrokemilumineszcencids jelolés

Ruténiumkomplex. A trisz(2,2’-bipiridil)ruténium-
(IT) vegyiilet alkalmas fehérjék kozvetlen jelolésére. A
gerjesztést itt nem kémiai reakcié soran felszabadu-
16 energiatobblet idézi eld, hanem elektromos aram
(elektrokemilumineszcencia). A rendszerhez sziik-
séges egy elektrondonor és egy specialis, elektrodot
tartalmazo mérdcella. Az elektrondonor szerepét a
tripropilamin (TPA) veszi at, amellyel a mérécellat a
benne 1évé komplexekkel egyiitt feltoltik. Elektromos
aram hatasara a TPA egy elektront ad at a ruténium?**
komplexnek, mely redukalédik ruténium?**-vé, ger-
jesztett allapotba keriil, és egy fotont emittal (620
nm). A ruténiumkomplex az elektron leadasaval re-
generalodik, és tjabb gerjesztési ciklusra lesz képes.
A fényreakcié mindaddig folytatodik, amig az aktiv
TPA el nem fogy, igy a fényjel feler6sodik.

Derengés (glow) tipusii jelolés

A dioxetan-foszfatészterek luminogén vegytiletek,
azaz észteraz (pl. AP) hatasara keriilnek gerjesztett
allapotba, vagyis enzim jelol6t hasznalé immun-
komplexek detektalasara alkalmas. A reakci6 sémajat
a 7-11. dbran lathatjuk.

A luminogén szubsztratot az immunkomplex-
hez injektalva az alkalikus foszfataz enzim hasitja a
foszfatészter-kotést, amelynek eredményeképpen egy
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7-11. dbra. Dioxetan-foszfatészter fényemisszidjanak me-
chanizmusa [AMPPD: 3-(2’-4n-4-metoxi-4-(3foszforilo-
xi)fenil-1,2-dioxetan; AMPD™: metastabil koztes termék,
2-30 perc élettartammal]

tobb perces életideji koztes termék képzddik, amely-
nek a bomlasa soran kialakul a gerjesztett allapot és
a fényemisszio. A jel mindaddig kozel konstans, amig
megfelel6 mennyiségli szubsztrat van jelen a rend-
szerben. A mddszer érzékenysége 107> mol vagy ke-
vesebb AP enzim molekula (vagyis immunkomplex).

A MERT JEL DETEKTALASANAK MODJAI

A ] radioaktiv jelolésti modszereknél y-szamlalot
alkalmaznak, a rovid felezést idejii (60 nap) izotop-
bdl magas specifikus aktivitasa miatt csak igen kevés
szitkséges a mérésekhez, és a gyors lebomlas miatt a
radioaktiv hulladék kezelése viszonylag egyszerti.

A fényemisszio mérésén alapulo modszerek (mind
fluoreszcencids, mind kemilumineszcencids) érzé-
kenységét nagyban noveli az un. egy foton szamla-
lasos technika. Ennek lényege, hogy specidlis (kiilon
erre a célra gyartott) fotoelektron-sokszorozot alkal-
mazva a mintardl beérkezé alacsony intenzitasu jel
fotonjai a detektort egyesével érik el. A fotoelektro-
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mos hatds kovetkeztében minden egyes, a fotokato-
dot ér6 foton elektronlavinat indit el a csében, amely
az andd ellenalldsan keresztiil fesziiltséget indukal.
Egy elemi jelenség a modern késziilékekben 1 ns alatt
lejatszodik, de tudnunk kell, hogy a 1étrejové hasz-
nos jel (fesziiltségtiiske) szélessége is 1 ns kortil mo-
zog, melyet impulzus tizemi er6sit6vel alakitanak at
a késziilékbe épitett szamitogép szamara kompatibilis
formatumba. Az erdsité megkiilonbozteti az egyetlen
foton okozta és az egyszerre, egy csomagban érkez6
tobb foton keltette jelet, amelyet azutan nem vesz fi-
gyelembe (diszkriminator elv). Amennyiben a fényjel
tul erds (vagyis a fotonok csomagokban vagy folyto-
nosan érkeznek), lehetdség van egy optikailag sem-
leges (sziirke) sziiré alkalmazasara, hogy a linearitas
elve megmaradjon. A késziilékek az idGegység alatt
beérkezé fotonok szamat mérik, pl. cps egységben
(beiités/szekundum) vagy egy adott id6 alatt beér-
kezd Osszes foton mennyiségét (valdjaban integralds-
ként foghat¢ fel).

Az idéfelbontdsi technika szintén egy foton szamla-
lason alapul, de ehhez a médszerhez hosszu életideji
fluoreszcens jel6l6k és impulzus tizemi fénygerjesztés
sziikséges. Az els6 kereskedelmi forgalomba keriil6
idéfelbontasu detektalast alkalmazé gyari kiszerelést
teszt eurdpiumot hasznalt. Az eurépium 340 nm-en
gerjeszthetd, és optikailag ettdl tavol es6, 620 nm-es
emissziot ad, minimalisra csokkentve a gerjesztd
fény detektorba szorodasat. A gerjesztés 1 us-ig tartd
fényftelvillanasok sorozatabol all, két ciklus kozt 1 ms
intervallummal. A mintaban esetleg jelen 1évé nem
specifikus hattér-fluoreszcencia ns-ok alatt lecseng,
ugyanakkor az eurdpium fluoreszcencia-élettartama
a ms-os id6skalan van. Ezért un. idékapuzott megfi-
gyeléssel a gerjeszt6 impulzustdl szamitva 400-800 us
kozotti emissziot mérik egymds utan tobb ezer cik-
lusban, a jeleket akkumulaljak. Ezaltal elérhetd lesz,
hogy a hattér-fluoreszcenciat teljesen kikiiszobolve
csak a hasznos jel keriiljon feldolgozasra. A mddszer
sematikusan a 7-12. dbrdn lathato.

E médszert 6tvozhetjiik a FRET elvvel is (fluoresz-
cenciarezonancia-energiatranszfer) ahol az antigént
megcsapdazé két antitest mindegyike mas modon
van jelolve, donor-akceptor parost képezve. A donor
lehet a korabbi példabdl ismert eurdpium, az akcep-
tor pedig pl. egy névényi eredetli bonyolult vegyii-
let, fantazianeve XL 665. Impulzus iizemt UV lézer
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7-12. dbra. Id6felbontasti fluoreszcenciadetektalds elve
(eurdpium jelolést alkalmazva)

gerjesztéssel a donor eurépium a kialakult immun-
komplexben megfeleld kozelségben 1évé akceptort
gerjeszti. Az akceptor jelét szintén az ismertetett id6-
kapuzott technikaval mérik.

IMMUNOASSAY-K TIPUSAI A KOZEG KIALAKITASA
SZERINT

Heterogén, szilard fazisu assay-k

Ezeknél a mddszereknél az immunreakcié vala-
milyen szilard hordozo feliiletén jon létre. Ez lehet
egy kémcsé fala vagy 96 lyuku lemez, mikro-, mak-
rogyongy, specidlis toltettel rendelkezd atfoly6 rend-
szerd kiivettak vagy magnesezhetd részecskék, szam-
talan megoldds ismert. A moédszer lényege, hogy a
reakcidban részt vevd egyik partnert (antigén vagy
antitest) szorosan a hordoz6 fazishoz kotik, kovalen-
sen vagy egyéb modon. A minta hozzdadasa utan a
kialakult immunkomplexet el kell valasztani a felesle-
ges molekulaktdl, ezt mosassal valositjak meg. Gyak-
ran egy masodik inkubdcidra is sziikség van, pl. jelolt
masodik antitest hozzdadasdra, ekkor a detektalas
el6tt egy ujabb mosasi ciklus kovetkezik. A tobblépé-
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7-13. dbra. Szilard fazisa (szendvics) immunoassay sé-
maja, egyszerti cs6ben (bevont csé assay). A két antitest
mindegyike monoklonalis, az antigén mds-mas epitopja-
hoz kotédik

ses technika az an. szekvencidlis eljaras. Tehat a he-
terogén assay-kben sziikséges a kotott és szabad fazis
elkiilonitése. A mddszert sematikusan a 7-13. dbrdn
mutatjuk.

Homogén assay-k

A homogén mddszereknél egytitt vannak jelen a ki-
alakult immunkomplexek és a komplexet nem képezd
molekulak (pl. a reagensben feleslegben 1évé szabad
antitestek vagy a minta egyéb fehérjemolekulai). A ko-
tott és szabad molekuldkat szeparacio/mosas nélkiil,
fizikai-kémiai modszerekkel kiilonitik el egymastol.
Homogén assay a fluoreszcenciapolarizacion alapuld
eljaras (FPIA), ill. a FRET-technika. Részletesebben a
reakciotipusok targyalasanal ismertetjiik 6ket.

IMMUNOASSAY-K TIPUSAI A REAKCIOELV SZERINT

Telitési assay-k

Sokféle megoldas létezik, de a kozos benniik, hogy
akkor alkalmazzak, ha az antigén nagyméretii (pl.
fehérje) és tobb antigéndeterminanssal rendelke-
zik. Mind heterogén, mind homogén rendszerben
kialakithat6. A 7-13. abran val6jaban egy heterogén
telitési assay lathatd (,szendvics’-eljaras). A szilard
fazist leggyakrabban monoklonilis antitesttel bo-
ritjak, elsédlegesen ez adja a mddszer specificitasat.
A masodik, jelzett antitest lehet poliklonalis, mert a
szekvencialitas miatt nem vetélkedik az elsé kotéssel.
Abban az esetben, ha a mérend6 anyag maga is hu-
man immunglobulin, akkor az antigént kell a szilard
fazishoz kotni, és az inkub4cid soran a mérni kivant
immunglobulin képez immunkomplexet a hordozé
feliiletén. A masodik, jelzett antitest pedig valamilyen

\C jeldlt antigén O jeldletlen antigén

7-14. dbra. Szilard fazisu kompetitiv immunoassay elve.
Az dbra a végs6 inkubalas utani (mérés el6tti) allapotot
titkrozi, A kompetitiv mddszernél a jel nagysaga forditot-
tan ardnyos az analit koncentracidjaval. Az eljaras szintén
alkalmas homogén és heterogén esszék kialakitdsara

allatban termeltetett antihuman immunglobulin. A
telitési modszereknél a jel nagysdga egyenesen ara-
nyos az analit koncentracidjaval, szokds az eljarast
immunometrikus assay-nek is nevezni.

Kompetitiv assay-k

Altaldban akkor alkalmazzak Oket, amikor a ki-
mutatni kivant molekula tomege kicsi (pl. gyogysze-
rek, szteroidhormonok stb.), de autoantitesttiter-mé-
réseknél is hasznalatosak (pl. anti-TPO, anti-Tg). A
modszer lényege, hogy a meghatarozas soran stan-
dard mennyiségii jelolt antigént hoznak 6ssze a min-
taban 1év6 ismeretlen koncentraciéju antigénnel és a
jeloletlen/jelolt molekulak aranyatdl fiiggéen versen-
gés alakul ki a specifikus antitesteken 1év kotShelye-
kért. A leegyszertsitett elv a 7-14. dbrdn lathato.

NEHANY PELDA A HETEROGEN ELJARASOK
TECHNIKAI MEGOLDASAIRA

Makrogyongy-modszer

Az eljaras specialis tesztegységeket hasznal, me-
lyekben egy néhany mm atmérdji gyongy talalhato.
A gyongy felszinéhez kotik az antitestet vagy az anti-
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7-15 dbra. Makrogyongyot alkalmazé heterogén immuno-
assay egyes lépései sematikusan (1: inkubacid, 2: tobbszori
mosas, 3: a mosdfolyadék végso eltavolitdsa, 4: szubsztrat in-
jektdldsa utan létrej6vé kemilumineszcencids fényemisszio)
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gént, a késziilékben taldlhato a reagens, amelyben AP
enzimmel jel6lt antitest van. A 7-15. dbrdn lathatok a
meghatdrozas egyes lépései.

Az elsé lépésben a késziilék a mintat és a reagenst a
tesztegységbe pipettazza, majd inkubdcié kovetkezik.
A masodik 1épés a tobbszori mosas, az egyes ciklu-
sok kozott az egység nagy sebességgel forog, a cent-
ripetalis erd a folyadékfazist a fels6, dupla fala részbe
viszi. A kiszaritott gyongyhoz (3. lépés) egy injektor
dioxetan-foszfat-észtert ad, ahol megindul az enzim-
katalizis, az emittalt fényjelet a 4. lépésben a foto-
elektron-sokszorozé méri.

Mikrogyongy-mddszer

Nagyon sokféle megoldas létezik, itt egy para-
magneses sajatsagu gyongyre és elektrokemilumi-
neszcenciara épiilé eljarast mutatunk be. A gyon-
gyok streptavidinnel boritottak, amihez biotinilalt
antitestet kotnek. A gyongyok felszinén kialakulnak
a mintdban és a reagensben 1évé antigénekbdl és
antitestekbdl az immunkomplexek. A 2. antitest ru-
ténium jelolét hordoz (7-16. dbra). A felesleges mo-
lekuldk kimosasat a rendszerbdl szellemes moddon,
egy magnes segitségével biztositjak, amely az inku-
baldcellaban 1év6 mikrogyongyoket immobilizalja. A
fényemisszio elektromos gerjesztésre kovetkezik be, a
modszert elektrokemilumineszcencids immunoassay-
nek (ECLIA) nevezik.

Enzimjelolés alkalmazdsa (ELISA, EIA)

Heterogén assay, a reakciohoz altalaban 96 mélye-
dést tartalmazd lemezeket hasznalnak. A mélyedé-
sekben talalhat6 a kotott reakciopartnerek egyike, a
kialakulé immunkomplexek tormaperoxidaz enzim-

/ [t¥r magneses
/ % @ mikrorészecske
/
7/

S =
" diffazio @ @ ﬁfoton

TPA ¢ 3
YH+ Al I Ly
TPAT TPAst AN
/
y e /
\ e
d elektrod

7-16. dbra. Heterogén szilard fazisi immunoassay (EC-
LIA-mddszer) elve

mel jeloltek. Mosas utan a mélyedésekbe a peroxidaz
enzim szubsztratjat pipettazza a késziilék, majd egy
adott inkubacids id6 utdn erés sav hozzaadasaval a
szines termék képzddését ledllitja. Specialis ELI-
SA-fotométerrel minden egyes lyukban 1év6 reakcio-
elegy abszorbancidja leolvasasra keriil. A hagyoma-
nyos szinezékképzésen kivill fluoreszcencias vagy
luminometrias modszereket is kifejlesztettek.

PELDA HOMOGEN ELJARAS TECHNIKAI
MEGOLDASARA

A legelterjedtebb homogén assay a fluoreszcenciapo-
larizdcion alapulé mddszer (FPIA). Kisméret(i anti-
gének (pl. gyogyszerek) mennyiségi meghatarozasara
alkalmas kompetitiv assay. A késziilék a mérés soran
standard mennyiség(, fluoreszcencidsan jelzett anti-
génhez hozzakeveri a fehérjementesitett mintat és a
specifikus antitestet. Az inkubdcié soran vetélkedés
alakul ki az antitestkotésért. Nagy analitkoncentra-
cional kevés jelzett molekula tud kotédni, kis érté-
keknél pedig sok fluoreszkalé analit kotédik az anti-
testhez. A fluoreszcenciapolarizacio foka a molekulak
rotaciés mozgasi szabadsagat titkrozi, ezért a szaba-
don maradt jelzett molekulak gyors rotdciés mozgasa
miatt a polarizacios fok alacsony lesz. Tehat a gyors
molekularis mozgasok alacsony, nullahoz kézeli fluo-
reszcenciapolarizacioval (p) jellemezhetok, a gatolt,
lassu rotaciéos mozgas (pl. antitesthez kotott fluo-
reszcencidsan jelolt analit esetében) pedig magasabb
p-értékkel. A p dimenzié nélkili szam, maximalis
értéke az adott fluoreszkalé molekula fizikai kémiai
sajatsagaito] figgéen megkozelitheti a 0,5-0s értéket.
A mérés rendkiviil egyszer(i: a mintat fiiggdleges sik-
ban polarizalt gerjeszté fénnyel vilagitjuk meg, majd
az emittalt fény intenzitasat a gerjeszt6 fénnyel par-

() mérend6 analit
(}Z} fluoreszenciasan jelzett analit

7 7 nﬁﬁ specifikus antitest

7-17. dbra. FPIA mérés elve. A nyilak mérete a molekulak
rotacios mozgasi szabadsagat jelképezi (a kicsi nyil az anti-
test kotésben 1év6 komplex lasst mozgasara, a nagy nyil a
szabad, jelzett analitok gyors forgd mozgésara utal)
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huzamos, ill. azzal 90°-os szdget bezard polarizacids
sziirén keresztiil detektaljuk. A polarizacids fok a két
szlirGallasra kapott intenzitds értékekbdl, egyszerti
képlet segitségével szamithato. Az elmondottak alap-
jan amennyiben a jelzett analit az antitesthez kotédni
tud, mozgasa lelassul, a polarizacids fok né. Tehat a
fluoreszcenciapolarizacio értéke forditottan aranyos a
mintdban 1év6, mérni kivant molekuldk koncentraci-
6javal (7-17. abra).

A homogén modszer elénye az egyszerliség és a gyor-
sasag, mivel nincs szitkség szeparaciora és mosasra.
Hatrdnya, hogy pl. az FPIA-eljards csak kisméret(i
antigének mérésekor hasznalhat6. A korabbiakban
vazolt FRET-technika viszont mar alkalmas fehérjék
mennyiségi meghatdrozasara is homogén assay-ben,
pl. a prokalcitonin mérése ilyen elv alapjan is lehet-
séges.

AZ IMMUNOASSAY-K KALIBRACIOJANAK MODJAI

A mennyiségi meghatdrozasok alapveté kérdése a
megfelel6 standardok alkalmazasa és maga a standar-
dizélas modja. Mivel 1072 mol/l vagy annal is kisebb
koncentraciok mérésérdl van szo, ezért nagyon fon-
tos a megfeleld tisztasagu készitmények hasznalata,
ezt ma mar sokszor rekombinans fehérjékkel, pep-
tidekkel érik el. A legtobb cég a diagnosztikai kitek-
nél megadja a standardok visszavezethet6ségét is. A
kalibraciéra hasznalhat6 tobbpontos mddszer (rend-
szerint 6 standard segitségével), ill. in. mesterkalib-
racio. Mindkét esetben parallel méréseket kell vé-
gezni, késziiléktdl fiiggden duplikatumban vagy akar
négyes parallelben. Altaldnosan igaz, hogy kalibraci-
6t az immunoassay-knél 2 hetente, 0j gyartasi szamu
(lot-szam) reagens haszndlatakor, ill. a minéség-ellen-
Orzési szabalyok szerinti, rekalibraciot igénylé hiba
esetén kell végezni. Az automatizalt technikdknal a
legtobb késziilék vezérlé szamitogépébe vonalkddos
beolvasassal be kell vinni az adott mddszerre, kalib-
ratorra, reagens lot-szamra jellemzo kalibracios gor-
be adatait, és a késziilék dsszehasonlitja az aktualisan
mért jeleket a gyarilag definidlt jelekkel. Szintén el6re
definidlt adatok alapjan a késziilék vezérl6egysége jel-
zi, hogy sikeres volt- e a kalibraci6, a megengedettnél
nagyobb eltérés esetén sok muszer automatikusan le
is tiltja a mérést. A manualisabb technikaknal (pl. be-

vont csoves, ELISA-mddszerek) a felhasznalénak kell
eldontenie, hogy a kalibracié megfelelé volt- e vagy
sem. Altalanos szempont még, hogy a kalibratorok-
nak ugyanabban a koézegben (matrix) kell lenniiik,
mint a mintaknak.

Hatpontos kalibracio

Parallel mérések sziikségesek, a mérési pontok at-
lagabdl a késziilékek megrajzoljak a kalibrdcids gorbét
vagy kiszamoljak annak egyenletét. Kompetitiv elja-
rasndl forditott a jel-koncentracid aranyossag, telitési
assay-nél egyenes (7-18. dbra).

Szokas a kalibracios gorbét a kotott/szabad antigén
aranyaban is megadni, ekkor pl. egy kompetitiv assay
mérési pontjai a 7-19. dbrdn lathaté modon néznek
ki, bonyolult matematikai un. 4 paraméteres illesztési
algoritmus felhasznaldsa utan.

A kalibracios gorbe esetenként ,kiegyenesithetd”
az abrazolasmad fliggvényében (pl. logit-log, log-log

valasz
valasz

a koncentracio h koncentracio

7-18. dbra. Jel-koncentracid sszefiiggés
a) Kompetitiv assay esetében
b) Telitési assay esetében
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7-19. dbra. Kompetitiv assay négyparaméteres illesztésti
kalibracios gorbéje a kotott-szabad antigénhanyad (% B/
B,) alapjén. A vizszintes tengely logaritmikus skaldju.
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stb. atszamitas/atalakitas/transzformacid). A késziilé-
kek megadjak a kalibratorok névleges értékeit és az
aktualis gorbe alapjan visszaszamolt koncentraciokat.
A visszaszamolt értékek és a névleges értékek Ossze-
hasonlitasaval a kalibracié elfogadhatdsaga megitél-
hetd.

Mestergorbén alapulé kalibracio

Kiterjedten alkalmazott mddszer, szamos elny-
nyel rendelkezik. A mddszertdl, a detektalas elvétol
fiiggben rendszerint két ,igazitd, korrigald” (adjus-
tor) standard sziikséges, amely lefedi a linearis mé-
rési tartomanyt (alacsony, magas adjustor). A gyartd
egy adott reagens és kalibrator lot-szamra tobb ké-
sztiléken sok parhuzamos mérést végez 6-10 kalibra-
torkoncentracié felhaszndlasaval, a kapott atlagjelek
és a koncentracié képezi az adott rendszerre nézve
igaz un. mestergorbét. A gyartd a mestergorbére ka-
pott jelek adatait mellékeli a reagenshez vonalkéd
formajaban, amelyet kalibrélds el6tt be kell olvasni a
késziilékbe. Ezutdn kovetkezik a sajat késziilék illesz-
tése a gydri Un. alapkésziilékhez. Ez valdjaban nem
tekinthet6 a hagyomanyos értelemben vett kalibra-
ciénak, mert azt a gyar mar elvégezte. Az ,igazitd”
kalibratorok (2-4 parallel) mérésekor kapott jelet a
késziilék szamitogépes algoritmusa megvizsgalja és
osszehasonlitja a mestergorbe megfelel6 mérési pont-
jainak jelével (pl. fotonszam). Amennyiben az azonos
koncentraciora kapott, gyarto altal megadott és sajat
magunk altal mért fotonszamokat megvizsgaljuk, li-
nearis osszefiiggést talalunk, fiiggetleniil a kalibracio
tipusatol. A 2 adjustor jelébdl egyenest képezve és az
egyenes egyenletét dsszehasonlitva a gyari adatokkal,
megkapjuk az aktualis ,,igazitd” egyenes egyenletét:

y=a*x+b

ahol y a gyari adat, x a sajat adjustorra mért adat,
a az egyenes meredekségének egyiitthatdja, b pe-
dig a tengelymetszet. Idedlis esetben a sajat egyene-
stink pontosan illeszkedik a gyarté altal megadott
adatokra, ezért a meredekségi egytitthatd értéke 1,0
lesz. Amennyiben a sajat késziilékre kapott egyenes
egyenlete eltér a gyartd altal megadottol, az aktudlis
meredekséget a rendszer a mestergérbe meredeksé-
géhez illeszti az ,,a” egyiitthatd korrekcidjaval. A még
elfogadhato korrekcids tartomany 0,8-1,2 kozott val-
tozhat. Ennél nagyobb eltérés esetében durva hibaval
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7-20. dbra. Mesterkalibracié: a gyartd éltal megadott és a
sajat mérés alapjan kapott értékek osszevetése. Az alapké-
sziilék és a sajat késziilék kalibracidjanak egymashoz val6
viszonyitasa

kell szamolnunk, és a hiba felderitése, kikiiszobolése
utan djra kell kalibralnunk. A rendszer a tengelymet-
szet értékét is figyeli, ennek kiilondsen a kompetitiv
assay-knél van jelentsége. Egy grafikus dbrazolasu
példat a mesterkalibréciora a 7-20. dbrdn mutatunk.
Példa egy mesterkalibrdaciora: TNF-a kalibracids
egyenlete. TNF Kit Lot 153, az illesztett egyenes ada-
tai: meredekség (a) 1,068, tengelymetszet (b) 3226
cps. A kalibracio megfelel az elfogadhatésagi krité-
riumoknak.

A mesterkalibracié elénye, hogy a mestergorbe
minden egyes pontja (szemben a felhaszndlo altal
mindig aktudlisan végzett 6 pontos kalibrdcidval) a
gyarto altal sok-sok parallel mérés alapjan nagy pon-
tossaggal jellemzi az adott adjustorra elvarhato jel
nagysagat. Tovabbi el6ny a reagensmegtakaritas, a 12
mérési pont helyett rendszerint csak 4 mérést kell vé-
gezniink. Természetesen mindegyik tipusu kalibracié
utan kétszintd, fiiggetlen kontrollméréssel ellendriz-
ziik a modszert.

Analitikai interferenciak

Az interferenciak egy része a betegek mintainak sajat-
sdgaibdl is szarmazhat. Itt azokra a zavaro tényezokre
tértink ki, amelyek in vitro képesek a valosagtol eltérd
eredményeket produkalni.

Hemolizis, lipaemia, sargasag
Az immunkémiai médszerek a hagyomanyos foto-
metrianal kevésbé érzékenyek ezekre a tényezdkre.
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Minden teszt leirasaban megtalalhatok azok a kriti-
kus hatarértékek, amelyek felett a vizsgalatot elvégez-
ni nem szabad.

Heterofil antitestek jelenléte a mintdban

Az atlagpopulacidban is el6fordul, hogy a betegek
vérszéruma ismeretlen okok miatt heterofil antites-
teket tartalmaz kiilonboz6 allati immunglobulinok
ellen. Ez kiilonosen allatgondozdk vagy haziallatot
tartok vizsgalatakor lehet probléma. Mivel a tesztek
allati antitesteket tartalmaznak, ezért a beteg allati
immunglobulin-ellenes ellenanyagai interferalhatnak
a kitben taldlhat6 antitestekkel, hamisan magas vagy
alacsony eredményt adva (a teszt tipusatdl fiiggéen).
Kiilon ki kell térniink az antiegér-immunglobulin
kérdésére.

HAMA (heterofil antiegér antitest). A monoklo-
nalis immunglobulinok jé része egér eredett, ezért
az egérimmunglobulin-ellenes antitestek kiilonosen
nagy problémat okozhatnak az immunkémiai méd-
szereknél (pl. tumormarkermérések). A jelenség gya-
korisdga né, sok beteg kap egérimmunglobulin-ké-
szitményt diagnosztikai vagy terdpias céllal (pl. az un.
célzott immunterapia alkalmaval). A telitési immu-
noassay-kben okoz problémat, szintén hamisan ma-
gas vagy alacsony eredményeket el6idézve.

Analitellenes autoantitestek

Lehetnek a mintaban a mérni kivant analit elleni
immunglobulinok is, erre jé példa az anti-Tg auto-
antitest. Ezért Tg-vizsgalat kérésekor érdemes az an-
ti-Tg-titert is ellendrizni, mert magas érték esetében
a Tg-meghatarozas eredménye fenntartassal kezelen-
dé. Mas, sajat fehérje elleni autoantitestek is eléfor-
dulhatnak, pl. CK, fehérjehormonok, troponin stb.

A reumatoid faktor (RF) szerepe

Titere az életkorral nd, iddseknél akar 80%-os is le-
het a magas RF incidenciaja. Az RF sajatsaga, hogy
hasonléan a heterofil antitestekhez, barmilyen allati
immunglobulinhoz képes hozzakotédni, meghami-
sitva a mérési eredményt.

»High dose hook” effektus

Valéjaban a mérni kivadnt antigén extrém mennyi-
sége idézi el a jelenséget telitési assay-kben. A labo-
ratériumi szakember szdmadra észrevehetetlen hiba,
a kapott hamis eredmény gyakran a referenciatar-
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7-21. dbra. ,High dose hook” effektus jelenség. Extrém
nagy analitkoncentrdciondl gatolt a jelolt immunkomp-
lexek kialakulasa, a mért jel a valdsagos koncentraciohoz
tartozonal kisebb (lehet akdr a referenciatartomanyon be-
lil is)

tomanyba esik. A jelenség in vitro jon létre a mér6-
rendszerben, mert az antigén extrém nagy mennyisé-
ge gatolja a szekunder jelzett antitesttel kialakitandd
szendvics létrejottét, és a mosasi fazis utan tévesen
alacsony jelet kapunk (7-21. dbra).

A jelenséget csak a beteg kezelGorvosa veszi ész-
re, amennyiben az alacsony érték nem illik a klini-
kai képhez. Konzultaci6 utan a hiba kikiiszobolhet6 a
minta higitdsaval és ujramérésével. Mindaddig higi-
tani kell a mintat, amig az eredmény mar nem mutat
tovabbi koncentraciondvekedést.

INTERFERENCIAK KIKUSZOBOLESENEK
LEHETOSEGEI

Elsdsorban a beteg szérumaban jelen 1évé antitest-
interferencia csokkentésére torekszenek. Az egyik
lehetséges modszer pl. az analit szempontjabdl sem-
leges allati (egér) immunglobulin hozzdaddsa a rea-
gensekhez (blokkolas). Csokkenthetjitk az RF zavard
hatdsat immunglobulin-fragmentek (FAb2’) alkalma-
zasaval is. Az Un. visszanyerési (recovery) mddszerek
is hasznalhatok pl. a Tg esetében, de valojaban nem
valtottak be a hozzajuk flizott reményeket.

Talan az egyik legegyszeriibbnek latszo eljards az, ha
interferencia gyanujakor a mintat egy masik mod-
szerrel, masik antitesttel dolgozd laboratériumba is
elkiildjiik és osszehasonlitjuk az eredményeket.
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Kiilonb6z6 immunkémiai mddszerek
érzékenységének osszehasonlitasa

A 7-1. tdblazatban feltiintettiik a klasszikus (jelolot
nem tartalmazo) és a modern immunanalitikai mod-
szerek becsiilt kimutathatdsagi hatarértékeit. Az ada-
tok csak tajékoztatd jellegtiek, mert fehérjék esetében
sokszor nem tudjuk moldris koncentracioban meg-
adni az analit mennyiségét, ill. a jel6l6t nem alkalma-
70 mddszereknél ma mar (a kordbban is leirt) sokféle
érzékenységnoveld eljarast alkalmaznak a kiilonboz6
gyartok.
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7-1. tabldzat. Inmunkémiai mddszerek becsiilt (analitikai) kimutathatdsagi hatarértékei

Jelol6t nem alkalmazé médszer

Kimutathatésdgi hatdr (tomeg/térfogat koncentrdcio)

immunprecipitacié >0,1g/l
immunturbidimetria > 0,05-5 mg/l
immunnefelometria > 0,01 mg/1
Jelolét tartalmazo modszer | Kimutathatésdgi hatdr (moldris koncentrdcio; mol/l) Alkalmazott assay tipusa

RIA 1072-107" heterogén

FIA o™ heterogén

FPIA, FRET 10~° homogén

LIA, ECLIA 1072 heterogén

EIA 1072 heterogén
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Miiszeres analitikai lehetoségek —
Tomegspektrometria

MARK LASzZLS

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS)
napjaink legaltalanosabban alkalmazott analitikai
eljarasa, amely alkalmas szerves és szervetlen kom-
ponensekbdl képz6dott ionok tomeg/toltés (m/z)
aranyanak nagyhatékonysagu meghatarozasara. Kez-
detben az eljarast tomegspektroszkopianak nevezték,
hiszen az ionok egy fluoreszkal6 erny6n detektaltdk,
azonban ez az elnevezés napjainkban nem hasznila-
tos. A tomegspektrometria lényege, hogy a vizsgdlando
vegyiiletek gdz halmazdllapotii részecskéibdl ionokat
allit el6, majd ezeket a relativ tomegiik és toltésiik ha-
nyadosa szerint szétvdlasztja és detektdlja.

A tomegspektrometrias eljarasok kozel 100 éve
jarulnak hozza a fizikai, kémiai, bioldgiai és orvo-
si kutatasok rohamos fejlédéséhez. Napjainkban a
tomegspektrométerek méretének és aranak jelentds
csokkenése nagyban eldsegiti a modszerek elterje-
dését, igy jelenleg ez az egyik legdinamikusabban
fejlédo és legtobbet alkalmazott analitikai eljaras.
Rutinszertien alkalmazhaté széles toémeg- és polari-
tastartomanyban kilonféle vegyiiletek tomegének
és szerkezetének vizsgalatara. Intenziv a fejlesztés a
kiilonb6z6 ionforrasok teriiletén is, amelynek ered-
ményeként jott létre a két leggyakrabban alkalmazott
technika:

o Matrixsegitett 1ézerdeszorpcié (MALDI, Matrix

Assisted Laser Desorption Ionization).
(ESI,

« Elektrosprayionizacids ElectroSpray

Ionization) technika.

Ezek kifejlesztése alapvetd fontossagu volt a modern
tomegspektrometria fejlédésében, hiszen segitsé-
giikkel lehetdség nyilt nagy molekulatomegii, nem
illékony biopolimerek, peptidek, fehérjék, valamint
szintetikus rendszerek szerkezetének komplex tanul-
ményozéséra. Altalanosan kijelenthetjiik, hogy to-
megspektrométerek rendkiviil kis anyagmennyiségti
mintak (subfemtomol) gyors, pontos, megbizhatd
analizisére alkalmasak, és az elvilasztistechnikdban
hasznélatos modszerekkel (HPLC, UPLC, nanolLC,
nanoUPLC, gélelektroforézis) jol kombindlhat6 ké-
sziilékek.

A tomegspektrométer elvi felépitése

A tomegspektrométer-késziiléknek rendelkeznie kell
mintabevivd rendszerrel, ionforrassal, analizdtor-
ral és detektorral, valamint az ezekhez kapcsolodd
szamitogépes adatfeldolgozé és iranyitd rendszerrel
(7-22. dbra). Az analizator, a detektor és a nem lég-
kori nyomdson miik6dé Gn. vakuumionforrasok (pl.
vakuum-MALDI) viszonylag jelentés vakuum (10-*-
10”7 mbar) mellett tizemeltethet6k. A nagyvakuum az
ion-molekula titkozések minimalizaldsat szolgalja, de
hozzajarul az ionizaci6 és a fragmentacié hatékony-
sagahoz is. A nem kivant kinetikai kolcsonhatasok
modosithatjak az ionok repiilési palydit, részben vagy
teljesen kiolthatjak toltésiiket, és igy reprodukalhatat-
lanna tehetik a tomegspektrumot, valamint csokken-
tik a miiszer érzékenységét és felbontdsat.

A VAKUUMRENDSZER

Az jonforrast elhagyd toltéssel rendelkezd részecskék
m/z értékének pontos meghatarozasa csak akkor le-
hetséges, ha az analizatorban és a detektorban az io-
nok energidja — a nem kivant {itkdzések miatt - nem
valtozik meg. Ennek érdekében a tomegspektrométer
e részeibdl el kell tavolitani a gdzmolekuldkat. A mo-
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7-22. dbra. A tomegspektrométer elvi felépitése
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7-23. dabra. A tomegspektrométerben uralkodé nyomas-
viszonyok
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dern tomegspektrométerekben a nagyvakuumot két
lépésben dllitjak eld. Els6ként egy eldvakuum-szivaty-
tyta 102-10" mbar vikuumot hoz létre, erre a célra
altalaban rotacids szivattyut alkalmaznak, de hasznal-
hato olajmentes csavarszivattyud is. A 10°-10"7 mbar
nagyvakuumot egy vagy tobb turbémolekularis szi-
vattyu biztositja. A tomegspektrométerben kialakuld
tipikus nyomadsértékeket a 7-23. dbra szemlélteti. A
vakuumrendszer stabilitasa és megbizhaté mikodése
elengedhetetlen a tomegspektrométer megfeleld iize-
meléséhez, meghibasoddsuk a tomegspektrométer
szamara végzetes lehet, mivel a nagyvakuumba hir-
telen bedraml6 anyagok (olajgdz, vizpara) sulyosan
karositjak a muszert és tartozékait. Ennek elkeriilése
érdekében a vakuumrendszer gondos karbantartast
és folyamatos dramellatast igényel.

MINTABEVITEL

Tomegspektrometriaval elméletileg barmilyen hal-
mazallapoti sokkomponensii rendszer vizsgalha-
to, azonban ezt nagyban befolyasolja az alkalmazott
mintabeviteli és ionizacids technika. Illékony vegyii-
leteket (pl. gazok, konnyen parolgé anyagok) kozvet-
lentil be lehet vezetni a forrdsba, ahol az ionizicid
megtorténik. Ha a vegyiilet nem illékony, akkor el6-
szor fel kell oldani, majd valamilyen alkalmas meg-
oldassal gazfazisba kell juttatni, amely eléidézhet6 pl.
elektromos erdtér vagy porlasztas és szaritégaz segit-
ségével. Az oldoszer helyes megvalasztasa alapvet6en
befolyasolja a tomegspektrum mindségét. Altaldnos-
sagban keriilendé a pufferek és a nem illékony sok al-
kalmazasa.

Egyszer(i, néhany komponenst mintdk, ill. kalib-
raciés standardok esetében alkalmazhatunk kozvet-
len adagolast, amelynek soran egy automata infazi-
6s pumpa és egy fecskendd segitségével juttatjuk a
mintat tartalmazé oldatot az ionforrasba. Komplex
biol6giai mintakndl szinte minden esetben sziikség
van a komponensek elézetes elvalasztasara is, erre al-
kalmazhatunk tobbek kozott gazkromatografot vagy
HPLC-késziiléket. A fejlesztések folyaman a folya-
dékkromatografia és a tomegspektrometria 6sszekap-
csolasa soran legnagyobb megoldandé probléma a
vakuum stabilitdsainak meg6rzése volt, hiszen az ion-
forrasba bekeriil6 mintamolekuldk és oldészerg6zok
rontjak a vakuumot. Napjainkban azonban a nagy

7-24. dbra. A MALDI TOF témegspektrometrianal hasz-
nélatos, a minta toményitésére is alkalmas rozsdamentes
acél mintatartd talca

hatékonysagu vakuum- és zsiliprendszerek hasznala-
taval, ill. a mikro és a nano aramlasi sebességek alkal-
mazasaval ez a probléma kikiiszobolheto.

A 1ézerdeszorpciora épiil6 ionizacios eljarasok so-
ran a mintdt szilard allapotban viszik be, ennek soran
a vizsgalandé mintat altalaban matrix jelenlétében
egy mintatartd talcara kristalyositjak. A mintatartok
mérete és kialakitasa igen valtozatos lehet, azonban
a legelterjedtebb a 384 féréhelyes well-plate méretii
formatum, amely konnytivé teszi a médszerek auto-
matizalasat. A mintatartok anyaga is eltérhet, altala-
ban valamilyen kémiai szempontbdl ellenallé fém-
bl késziilnek, igy igen elterjedtek a rozsdamentes
acél, aluminium- és aranybevonattal ellatott talcak,
de léteznek egyszer hasznalatos mtianyag valtozatok
is (7-24. abra). Néhany klinikai (pl. 1ézersebészet)
és gyogyszergyari alkalmazasnal elterjed6ben van a
kozvetlen deszorpcion alapuld ionizacid is, amely-
nek soran a minta, pl. gyogyszertabletta, szovetminta
kozvetleniil érintkezik az ionizaciot kivalto 1ézerrel.

IONFORRASOK

A tomegspektrometridban szitkség van a vizsgalt
részecskék hatékony ionizaldsara, mivel a részecs-
kék késziilékben valé mozgatdsa és szétvalasztdsa
az elektromos toltésiikre gyakorolt hatason alapul.
A megfelel6 érzékenység eléréséhez elengedhetetlen
az ionizdcids paraméterek optimalizaldsa. Az ioni-
zacids technika megvalasztasat f6ként a vizsgalando
molekula és az azt koriilvevé matrix hatdrozza meg.
Mivel univerzalisan alkalmazhat6 ionizacids techni-
ka nincs, igy a késziilékek fejlddésében meghatarozé
szerepu a kiilonb6z6 ionforrasok cseréjének gyorsa-
saga és egyszerlisége. Ennek kovetkeztében foként az
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atmoszferikus nyomadsu ionforrasok terjedtek el, hi-
szen azok fliggetlenek a késziilék vakuumrendszeré-
tol, igy cseréjik, tisztitasuk, karbantartasuk gyorsan
és konnyen elvégezhetd. A vikuumionforrdsok koziil
a legjelentdsebb a MALDI, ennek karbantartasi igé-
nye joval kisebb a folyadékkromatografidval kapcsolt
valtozatokénal.

A legrégibb és igen gyakran alkalmazott eljards az
elektronionizdcié (EI). Ebben az esetben a minta egy
titott katodbol kilépd elektronnyalabbal talalkozik,
és az litkozések révén elektronok lépnek ki, igy pozi-
tiv ionok jonnek létre. Az elektronok idealis gyorsitd
fesziiltsége jellemzben 70 volt. A mddszer jol alkal-
mazhato a konnyen gazfazisba vihetd szerves vegyii-
letek széles korének vizsgalatara kb. 1000 Da mole-
kulatomegig. Elénye, hogy intenziv, stabil, konnyen
reprodukalhaté ionaramot biztosit, és kompatibilis a
legtobb tomeganalizatorral. Hatranya azonban, hogy
megfelel6 eredményességgel csak a viszonylag illé-
kony, kis molekulatomegti, stabil vegyiiletek vizsga-
latara alkalmazhato, a jelentds fragmentacié miatt a
tomegspektrum bonyolult, gyakran a molekulaion
nem jelentkezik. Az elektronionizacié soran alkalma-
zott magasabb homérsékleten egyes anyagok bom-
last szenvedhetnek az alkalmazott ionizald energiatél
tiiggd mértékben. Ez a jelenség, a forrasban torténd
bomlas (in source decay, ISD), megfeleléen alkal-
mazva hasznos lehet szerkezetvizsgalatokhoz, mivel
tovabbi elemzésre felhasznalhatd, anyagi mindéségre
jellemzd toredékionok (fragmensek) képzédnek.

Ennek elkertilésére alakultak ki a kiméletes (soft)
ionizacids technikak, amelyek kevesebb fragmentu-
mot hoznak létre, igy a spektrum egyszer(ibb, kony-
nyebben értékelhetd. A lagy ionizacids mddszereket
harom csoportba soroljuk: részecskeiitkozéses tech-
nikak, parolgason-porlasztdson alapulé moddszerek
és lézerdeszorpcids mddszerek.

« Részecske iitkozésen alapul6 technikdk:

kémiai ionizacio (CI);
szekunder ion tomegspektrometria (SIMS);

gyors atom- és ioniitkoztetés (FAB, FIB);
plazmadeszorpci6 (PD).

« Parolgason-porlasztason alapuld eljarasok:
- térdeszorpcid (FD);
- térionizacio (FI),
- termikus porlasztdsos (TS) atmoszférikus
nyomason lejatszod6 kémiai ionizacio;
- fotoionizacio (APCI, APPI);

- elektroporlasztasos (ESI, nanoESI, DESI) io-
nizacio.
o+ Lézerdeszorpcios (LDI) technikak koziil a jelen-
tdsebbek:
- matrixsegitett lézerdeszorpcié (MALDI);
ionizacio

- feliiletsegitett lézerdeszorpcids

(SELDI).

Kiméletes eljarast jelent a kémiai ionizdcié (chemical
ionization, CI), amelynek lényege, hogy el6szor egy
nagy foloslegben jelen 1év6 reagens gazt ionizalunk, és
az igy képzédott ionok a minta molekuldival reagalva
azokat ionizdljak. Ezt a jelenséget, amikor az ionizacid
ion-molekula kélcsonhatas eredményeként jon létre,
1913-ban J. ]. THOMSON figyelte meg hidrogéngazban.
A leggyakoribb reagensgazok: metan, izobutan, am-
monia, klor, dinitrogén-oxid. Minthogy a kolcsén-
hatasok valoszintisége ardnyos a nyomassal, ezeket az
ionforrasokat altaldban légkoéri nyomason mukodte-
tik. Ennek a modszernek az elénye a kiméletes ioni-
zacio, igy kevesebb fragmens ion képzédik, valamint
altalaban megjelenik a spektrumban a pozitiv vagy ne-
gativ molekulaion. Pozitiv ionizaci6 esetén gyakori a
[M+H]* protonalt kvazi-molekulaion megjelenése is.

A szekunder ion tomegspektrometria (SIMS) eseté-
ben a sik - altalaban fém - feliileten elhelyezett min-
tat részecske- vagy ionnyalabbal bombazzuk, és a
mintabdl kibocsatott szekunder ionokat analizaljuk.
Ide tartozik a plazmadeszorpci6 és a folyadék szekun-
der ion tomegspektrometria (LSIMS).

A plazmadeszorpcié (PD) elve, hogy a vizsgdlandd
mintat vékony filmrétegre viszik fel, és e mégé, a min-
taval ellentétes oldalra, helyezik el az er6sen a-sugar-
26 **Cf radioaktiv izotopot. Az izotdépbdl kilépd nagy
energidju hasadasi termékek a mintdn val6 athala-
daskor helyi felmelegedést okoznak és mikroplazmat
hoznak létre; igy energidt adnak at a minta moleku-
lainak, amelyek ionizalédnak és deszorbealédnak. A
PDMS volt az elsé modszer, amelynek segitségével
nagy molekulatomegii fehérjék, ill. 6sszetett antibio-
tikumok vizsgalhatok voltak.

A folyadék tomegspektrometria
(LSIMS) technika napjainkban is hasznélatos elssor-
ban a hére érzékeny vagy nem illékony kis és kozepes

szekunderion

molekulatomeggel rendelkez6 anyagok esetében.
Két alapveté modszert kiilonithetiink el:
o A gyors atombombdzds (fast atom bombard-
ment, FAB) soran egy atomagyubdl gyors
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argon- vagy xenonnyaldbot bocsatanak a min-
tara, amely viszkozus, kevéssé illékony folya-
dékban, tobbnyire glicerinben van oldva.

o A gyors ionbombdzds (fast ion bombardment,
FIB) esetében céziumionokat (Cs*) alkalmaz-
nak. A részecskék a folyadékfelszinbe titkozve
energiat adnak at a felszinnek, amely eloszlik a
felileti réteg mintamatrix molekuldi kozott,
azok ionizacidjat eredményezve. A képz6do
minta- és matrixionok kiszakadnak a felszinrdl,
és az igy létrejott szekunder ionokat analizaljuk.
A folyadékfilm feliileti rétege diffuzios folyama-
tok révén allandéan pétlodik, frissiil, ennek
koszonhetéen az analizalt feliilet folyamatosan
regeneralodik.

A FAB héérzékeny, polaros, 300-6000 Da tomegti
molekulak vizsgalatara alkalmas, a FIB pedig els6sor-
ban nagyobb részecsketomegek esetén (akar 30 000
Da). A modszer szerkezeti informaciokat is nyuijt,
mivel jellegzetes fragmensionok is képzédnek. Nap-
jainkban is folyamatos a médszer fejlesztése, tobbek
kozott nagyon igéretes eredményeket értek el fulle-
rénionok (C_*) ionizdl6 részecskeként valé alkalma-
zasaval.

A térdeszorpcié és a térionizdcié a deszorpcids
modszerek kozé tartozé rokon ionizaciés technikak,
amelyeknek f6ként torténelmi jelentésége van. Mind-
két esetben a minta ionizacidjat erds elektromos tér
valtja ki, a mddszerek tulajdonképpen csak a minta-
beviteli mdédban kiilonboznek egymastol. A vizsgalt
részecskék szerkezetér6l ugyan kevés informaciot
szolgaltatnak, azonban tomegpontossaguk jo.

A porlasztdason alapulé ionizdciés eljdrdsok kulo-
nosképpen a folyadékkromatografiaval kapcsolt t6-
megspektrométerek esetében szamitanak nélkiilozhe-
tetlen megoldasnak. A modszer elvét mar a hatvanas
években kigondoltak, de a megvaldsitas a nyolcvanas
évekig varatott magara. A termikus porlasztas jelen-
tette az elsé igazi elorelépést a hére érzékeny, nem il-
lékony anyagok MS-, ill. LC-MS-vizsgalatanak terii-
letén. Elve, hogy a folyadékkromatografids oszlopon
szétvalasztott komponenseket és a mozgofazist nagy
nyomassal egy elektromosan melegitett (100-200 °C)
fémkapillarisba juttatjak, amelynek vége a tomeg-
spektrométer ionforrdsaban van, igy a minta és az
olddszergdzok nagy sebességli ionizalt spray forma-
jaban keriilnek be a tomegspektrométerbe. Ebben az

esetben az ionizdciot az oldoszer (mozgofazis) illé-
kony elektrolitjai valositjak meg.

A leggyakrabban alkalmazott porlasztasos ioniza-
ci6s forma az elekrospray (ESI, nanoESI), amelynek
soran a kromatografrol lejové minta egy fém vagy
fémbevonatt szilika kapillarison halad keresztiil,
amelyre 2-5 kV fesziiltséget kapcsolnak. A kapillaris-
tol és a téle 1-2 cm-re, nanoESI esetén néhany mm-re
elhelyezett, ellentétes toltésti elektrod kozott erds
elektrosztatikus tér képzddik, ennek hatasara a ka-
pillarisbol kilép6 folyadék kapszertien kicsucsosodik
(Taylor-kup), és rola toltéssel rendelkezd folyadék-
cseppek szakadnak le.

A technika tovabbfejlesztése nagyobb aramlasi se-
bességek (100-300 pL/perc) mellett is jol alkalmaz-
hatd. Itt a kapillaris koriil elhelyezkedd kiils6 cs6ben
vezetett inert porlasztogazzal (tobbnyire nitrogénnel)
pneumatikusan hozzuk létre a toltott aeroszolt a fo-
lyadékmintabol. A folyadékcseppekbdl az oldészer
parolgasat tovabbi nagy mennyiség, flitott (200-300
°C) nitrogéndrammal segitjiik el6. A parolgas soran
a cseppecskék térfogata csokken, igy a feliileti toltés-
stirliség egyre nagyobb lesz, ami végiil a cseppek fel-
bomlasat (Coulomb-robbanas) okozza. A folyamat
végén a mintabdl szarmazé kompakt, tobbszordsen
toltott ionokat kapunk (7-25. dbra). Az ESI elsGsor-
ban a nem illékony, polaros, bazikus csoportot hor-
dozo6 molekulak vizsgalatahoz idealis.

A porlasztasos és a kémiai ionizacids eljarasok
kombindcioja a légkori nyomdsii kémiai ionizdcio (at-
mospheric pressure chemical ionization, APCI). Az
aeroszol képzddését és elparologtatasat az ESI-nél is-
mertetett modon idézik eld, de itt nem a kapillaris,
hanem a mintadrammal szemben elhelyezked? elekt-
réd all nagyfesziiltség alatt (koronafesziiltség). E ko-
ril a koronakisiilések hatdsara az elparolgott viz- és
egyéb oldoszer-molekulak ionizal6dnak, és protonal-
jak az itt athaladé mintat is (7-26. dbra). A mddszer

parolégtaté kamra

\
\

kapillaris

minta

7-25. dbra. Az elektrospray-ionforras (ESI) vazlatos mu-
kodési elve
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7-26. dbra. Atmoszférikus nyomast kémiai ionforras (APCI) vazlatos felépitése

nagy elénye, hogy lényegében barmilyen oldészer és
puffer mellett hasznalhatd.

A 1ézerdeszorpcios ionizacié (LDI) lényege a min-
tamolekulak lézersugarral vald elparologtatasa és
ionizacidja, azonban ilyenkor gyakran keletkeznek
rovid élettartalmu fragmentionok. E problémak meg-
oldasat a nyolcvanas évek végén kifejlesztett mdtrix-
segitett lézerdeszorpcids ionizdcié (MALDI) jelentette.
Ilyenkor a mintamolekuldkhoz kis molekulatomegt,
szerves Un. matrixanyagot keveriink, amely elnyeli és
kozvetiti alézer energiajat a vizsgdlandd anyagnalk, ill.
ionizalja azt, mikozben meggatolja a keletkezett io-
nok fragmentacidjat. A mddszer egyik legkényesebb
pontja az adott vizsgalathoz optimalis matrix kiva-
lasztasa, 4ltaldban mustarsavat (SA), a-ciano-4-hid-
roxi-fahéjsavat (HCCA, CHCA), 2,5-dihidroxi-ben-

|ézersugar
\

mintaion

analizator felé

®

c?

\
analit-matrix keverék matrixion

7-27. dbra. A matrix segitette lézerdeszorpcids ionizdcio
elve

zoesavat (DHB) alkalmazunk. A minta-el6készités
soran a matrix és a mintaoldat keverékét (0,2-2 ul)
a mintatartéra szaritjuk ugy, hogy lehetbleg ho-
mogén mikrokristdlyos szilard elegyet kapjunk. A
gyors lézerimpulzusok (50-100 Hz) ebbdl a szilard
feltiletbdl parologtatnak el anyagot, és ez az ionizalt
részecskefelh6 kertil az analizatorba (7-27. dbra). A
MALDI segitségével igen kiméletesen, de hatékonyan
ionizalhatéak még nagy tomegl, bomlékony mole-
kuldk is (fehérjék, szénhidratok, oligonukleotidok,
polimerek), igy igen elterjedt mddszer a bioldgiai,
orvosbiolédgiai kutatasokban. Tovabbi elénye az driasi
mintaateresztd képessége, amely napi tobb ezer minta
automatizalt vizsgalatat is jelentheti.

ANALIZATOR

Az analizatorban zajlik a képzédott ionok szétvalasz-
tasa a tomegiik és a toltésiik hanyadosa (m/z) sze-
rint. Minél kisebb az ion témege, ill. minél nagyobb
a toltése, annal nagyobb sebességre képes szert tenni
egy adott elektromdgneses erdtér hatasara. Lényegé-
ben ezt hasznaljak ki az ionok transzportjan alapuld
modszerek. Az Gjabb, modernebb késziilékek inkabb
az ionok szelektiv taroldsa révén valasztjak szét a ré-
szecskéket. Az analizator jellemz6 paraméterei a ma-
ximalis vizsgalhat6é m/z érték, az atereszt6képesség (a
detektalt és a képzodott ionok szamanak hanyadosa),
ill. egy adott tomegre jellemzé maximalis felbonto-
képesség (molekulatomeg/csucsszélesség). A Fou-
rier-transzformacids tomegspektrométerek esetében
az utobbi érték elérheti akar az egymilliot is.
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A legrégebbi tipusok a szektoros analizdtorok, ahol
az ionok a haladasukra merdleges magneses térbe
jutnak. Itt az elektromdgneses impulzusuk és a tolté-
stik szerint kiilonb6z6 sugart korpalydkra tériilnek.
A magneses térerdsség értékét valtoztatva mas és mas
ionok juttathatok a detektorra. Az ionnyalabot ezt
kovetGen egy elektrosztatikus analizatorban sebes-
ség szerint fokuszaljak, ahol az ionok a haladasukra
meroéleges elektromos térerdsség mellett a kinetikus
energidjuknak megfelel6 korpalyat kovetnek (7-28.
dbra). A szektoros késziilékeket nagy felbontas, nagy
érzékenység és széles mérési tartomdny jellemzi. Hat-
ranyuk, hogy dragak, lasstiak, nagy a technikai hat-
térigényiik, napjainkban az izotéparany-méréseknél
van gyakorlati jelent6ségiik.

Az egyik legelterjedtebb analizatortipus az un.
kvadrupél (quadrupol, Q). Itt az ionok négy par-
huzamos hengeres rad kozott haladnak, amelyekre
egyenaramot és nagyfrekvencias valtéaramot kap-
csolnak. A szemben 1évd rudak azonos, a szomszé-
dosak ellentétes polaritasuak, igy kozottiik oszcillald

detektor

ionforras

V cos(wt)

7-29. dbra. A kvadrupoél-analizator felépitése és miikodési

elve

elektromagneses tér alakul ki. A kvadrupoélba bejuté
kiilonb6z6 m/z értékkel rendelkezé ionok kiilonbozd
amplitudoju kitéréseket végezve haladnak, azonban a
rudak kozti idealis palyat csak meghatérozott m/z ér-
tékd ionok képesek tartani, a tobbi ion vagy elveszti
a kinetikus energidjat, vagy a rudakba csapodik (7-
29. dbra). A rudakra kapcsolt valtéaram frekvenciajat
valtoztatva a kvadrupdl mindig mds-mds m/z érték-
kel rendelkezd ionokat enged a detektorba, igy a tel-
jes tOmegtartomany végigpasztazhaté. A kvadrupdl
késziilékek viszonylag egyszeriibben miikodtethetdk,
gyorsak, mennyiségi vizsgalatokra kivaléan hasznal-
hatdk, mivel linedris tartomanyuk 5-6 nagysagrend,
valamint jol kombindlhatdk kiilonféle ionforrasokkal
és analizatorokkal. Hatranyuk, hogy tomegpontossa-
guk és felbontoképességiik viszonylag alacsony.
Hasonl6 elven miikodik az ioncsapda (iontrap, IT),
amelynél egy gytirti alaku és két masik elektrod ko-
z6tt jon létre az oszcillalé haromdimenzids elektro-
magneses tér. A bejutott ionok ebben az er6térben
haladnak egy korpalyara kényszeritve, mikozben a
korre merdleges iranyban rezgéseket végeznek (7-30.
dbra). Lényeges ujitas, hogy itt az ionok szétvélasz-
tdsdra nem térben, hanem idében keriil sor; ha no-

hatso
szakasz

kozponti
szakasz

elulsé
X szakasz

7-31. dbra. A linedris (2D) ioncsapda analizator felépitése
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7-32. dbra. Az orbitrap analizator vazlatos felépitése

veljiik a valtéaram amplitudojat, akkor az ionok rez-
gbémozgasa egyre fokozottabb lesz, és novekvé m/z
sorrendben tavoznak a kilépési elektréd nyilasan a
detektor felé (un. tomegszelektiv instabilitasi tizem-
moéd). Az ioncsapda elénye a nagyobb érzékenység és
felbontoképesség, a gyorsabb miikodés, a szélesebb
mérési tomegtartomany és a tobbszoros fragmenta-
ci6 (MS") lehet6sége. Hatranya a mennyiségi méré-
sek korlatozott lehet6sége (linedris tartomany kb. 4
nagysagrend). Az ioncsapdas késziilékek sikerét rep-
rezentdlja, hogy szamos tipusuk érhetd el, igy vannak
linearis (2D, LTQ) és 3D ioncsapdék, ill. (7-31. dbra)
un. orbitrap analizatoros (7-32. dbra) késziilékek. Ez
utébbiakra jellemzd a rendkiviili tdmegpontossag és
felbontoképesség.

Az elektrotechnika fejlddésével lehet6vé valt igen
kicsiny id6kiilonbségek pontos észlelése, ami a re-
piilési idén (time-of-flight, TOF) alapulé elvdlasztds
alapjat képezi. A megoldas 1ényege, hogy az elektro-
mosan térmentes repiilési csébe azonos iddpillanat-
ban, azonos kinetikai energiaval rendelkezé ionok kis
csomagjai érkeznek, és a detektort az m/z aranyos re-
piilési id6 utan érik el (7-33. dbra). Kilonféle kisegitd
korrekcios eszkozok (pl. reflektron, iontiikor) révén a

linearis reptlési tavplsag
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7-33. dbra. A repiilési id6 analizator felépitése és miiko-
dési elve
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7-34. dbra. Példak hibrid felépitést tomegspektrométerekre
a) Q-TOF analizatoros késziilék, B)
b) Q-Trap analizatorral ellatott MS

TOF késziilékekkel ma mar igen jo felbontdképesség,
széles mérési tartomany érheto el, ill. alkalmazasuk-
kal megvaldsithato tobbféle fragmentacids lehetdség
is. Megfeleld ionforrassal (MALDI) kombinalva a na-
gyobb biomolekuldak vizsgalataban nélkiilozhetetle-
nek. A MALDI-hoz idedlis a repiilési id6 analizator,
mivel altala kihasznalhat6 a tobb szaz daltonos felsé
tomeghatar, valamint nagy felbontas és érzékenység
érhet el.

A felsorolt analizatortipusok barmilyen kombi-
nacidja is elképzelheté az un. hibrid késziilékekben,
amelyek két vagy tobb analizator 6sszekapcsolasabol
jonnek létre. Leggyakrabban ezeket a hibrid késziilé-
keket alkalmazzak a rutin vizsgalatok sordn, amelyek
koziil a legelterjedtebb kombindacié a Q-TOF, a har-
mas kvadrupdl (QqQ), az LTQ-orbitrap, a Q-IT, az
IT-TOF megoldas (7-34. dbra).

DETEKTOR

A tomegspektrométerben haladé ionok csoportja 1é-
nyegében a forrastol a detektorig tarté elektromos
aramot jelent. A késziilékek detektorai a hozzdjuk
érkez6 rendkiviil kis iondramot (1071°-10"" A) érzé-
kelik, és értékével aranyos analdg elektromos jelet ké-
peznek. A pontdetektorok az idében szétvalasztott, a
sordetektorok pedig a térben elkiilonitett ionok érzé-
keléséhez hasznalatosak. Alapvetd kovetelmény, hogy
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masodlagos elektronok kibocsatasara

e\ alkalmas Uvegkapillarisok
sugarzas o~
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fotoelektron
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elektronok

7-35. dbra. Mikrocsatornas detektor vazlatos miikodési
elve

a detektorok képesek legyenek kovetni az ionaramok
igen gyors valtozasait, tehat ,memoriaeffektusuk”
kicsi legyen. A legelterjedtebben alkalmazott tipus
a mikrocsatornds detektor (7-35. dbra). A kapott kis
jeleket tobbnyire elektron- vagy fotonsokszorozokkal
felerdsitik, majd szamitogépes feldolgozas céljara di-
gitalizaljak.

Fragmentalas és tandem
tomegspektrometria

Ha viszonylag kis energiaval ionizéljuk a vizsgalando
anyagunkat, akkor a molekuldk egészben maradnak,
és a tomegiikre és toltésiikre jellemz6 tin. molekula-
csucsot [M*, M"] kapunk. Tébbnyire azonban jéval
nagyobb mennyiségti informdacié nyerhetd, ill. spe-
cilis problémakra (pl. tobb anyag elkiilonitése, szek-
venalas) jobb megoldast jelent, ha a részecskéket ki-
netikus energia hozzaadasaval pontosan szabalyzott
moddon széttordeljiik, fragmentaljuk. Ez a folyamat
végbemehet az ionizacids folyamat soran, ill. révid-
del utana (in source és post source decay, ISD, PSD),
vagy az analizatorban egy inert gazzal valé titkozés
révén (collision induced dissociation, CID; és elect-
ron transfer dissociation, ETD). A keletkez6 frag-
mentumok kémiai felépitése és aranya az anyaion
anyagi mindségétdl és az alkalmazott energiatdl figg,
és igy tovabbi tomegspektrometrids vizsgalatra fel-
hasznalhatok. Természetesen ilyenkor csak azok a
fragmentumok, mas széval leanyionok jonnek széba,
amelyek az eredeti toltést tovabb hordozzak.

Ezt a jelenséget haszndljak ki a tandem tomeg-
spektrometria — jelolése: MS/MS vagy MS" —eseté-
ben, amikor két egymas utan kapcsolt analizator kozé
egy jellemzdéen argon, hélium vagy nitrogén gdzzal

miikodtetett titkozési cellat (collision cell) iktatnak.
Itt lehetdség van az els6 analizatorban szétvalasztott
ionok egyenkénti fragmentalasara, és a leanyionok
szelektiv vizsgalatara. Tipikus megoldas a QqQ el-
rendezés, ahol két kvadrupol analizator kozé keriil a
cella. Az ioncsapda esetén kissé mas a helyzet: itt a
fragmentdciot megel6z6 és kovets folyamatok nem
térben, hanem id6ben valnak szét egymastol egyet-
len analizatorban. Fontos tudni, hogy a rutinszert-
en haszndlt késziiléktipusokban a fragmenticié az
ionintenzitds 1-2 nagysagrenddel valé csokkenését
okozza, igy tényleges gyakorlati haszna az MS/MS és
MS?® méréseknek van.

Mérési iizemmodok tandem tomegspektrométerrel:

Egyedi ion vizsgdlat (single ion recording). Az egyik
analizator egy bizonyos m/z értéknél enged at, a ma-
sik nem aktiv (7-36. dbra).

Pdsztizds (scan). Az egyik analizator egy bizonyos
m/z tartomanyt pasztdz, a masik nem aktiv (7-37.
dbra).

MS Utkozési cella MS/MS
Q1 Q2 Q3
Q | ) ( ) ( )
0) ) (O ) )
egyedi atenged atenged

ionkivalasztas

7-36. dbra. Az egyedi ionkivalasztas sematikus miikodése

MS Utkdzési cella MS/MS
Qq Qy Qs
Q ) ( ) ( )
- - SEEE LT
s g -
= = —
0) ) ( ) )
minden iont minden iont pasztazas
atenged atenged

7-37. dbra. A teljes pasztazas elvi mitkodése
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MS Utkdzési cella MS/MS MS tkozési cella MS/MS
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ionkivalasztas ionkivalasztas

7-38. dbra. A tobbszoros reakcié megfigyelés elve

Tobbszoros reakcié megfigyelés (multiple reaction
monitoring). Mindkét analizator egy-egy bizonyos
m/z értéknél enged at; altalaban egy iont és valamely
fragmentumat. Tobb, fiiggetlen fragmentacios atme-
net vizsgalhato igy (7-38. dbra).

Anyaion-pdsztdzds (parent ion scan). Az els6 anali-
zator egy tartomanyt pasztaz, a masodik pedig egy
bizonyos m/z értéknél enged at. Azokat az ionokat
vizsgalhatjuk, amelyek egy bizonyos méretl toltott
fragmentumot adnak (7-39. dbra).

MS Utkdzési cella MS/MS
Qq Q» Q3
Q ) ) @ )
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7-39. dbra. Prekurzor ion pasztazas
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7-40. dbra. A fragmens ion pasztazas elvi miikodése

L |

7-41. dbra. A semleges vesztéses pasztazas elve

allandé tdmegveszteség
megfigyelése

Lednyion-pdsztdazds (daughter ion scan). Az els6 ana-
lizator egy bizonyos m/z értéknél enged at, a maso-
dik pedig egy tartomanyt pasztaz. Megvizsgalhatjuk,
hogy egy bizonyos méreti ion milyen fragmentu-
mokra esik szét (7-40. dbra).

Allandé semleges vesztés (constant neutral loss).
Mindkét analizator pasztazé mdédban muikodik, de a
masodik egy allandé m/z értékkel lejjebb. Azok az io-
nok vizsgalhatok, amelyek egy bizonyos méret(i sem-
leges fragmentumot képeznek (7-41. dbra).

A tomegspektrum

A tomegspektrum a témeg/toltés (m/z) ardny és az
ionintenzitas fiiggvényszer(i abrazoldsa. A legmaga-
sabb cstics a baziscstcs, ehhez viszonyitjuk az 6sz-
szes tobbi komponenst. Az abszolut ionmennyiség
aranyos a mintaban jelen 1év6 anyagmennyiséggel, a
fragmentumok relativ ionintenzitasai pedig a mole-
kulatipusra és az alkalmazott mérési eljarasra jellem-
z6ek.

A késziilékre, igy a kapott tomegspektrumra is
jellemz6 a felbontoképesség, amely azt a R = m/Am
értéket jelenti, ahol m a tomegszam, melytSl egy
szomszédos csticsot még éppen el tudunk kiiloniteni.
Ehhez meg kell adni, hogy a két cstics kozos atfedd
szakasza legfeljebb milyen relativ magassagu lehet,
Am a két csucs tomegének kiilonbsége (ill. helyesebb
m/z és A[m/z] értékekrdl beszélni). A felbontoképes-
ség a nagyobb tomegek felé haladva altalaban csok-
ken, tipikusan 15 000-100 000 érték.
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A tomegspektrometria fobb alkalmazasi
teriiletei

Minél tobbet tudunk a gének szerepérdl, annal vi-
lagosabba valik a fehérjék és azok modositasainak
szerepe a patologias folyamatokban. A proteomika
Osszetett fehérjekeverékek, valamint azok enzimati-
kus emésztményeinek egyideji vizsgalatat jelenti. A
proteomkutatds modszertana egyszer(i: az egészséges
és a beteg rendszer fehérjekészletét 9sszehasonlitva
olyan markereket fedezhetiink fel, amelyek egyér-
telmt diagnozis felallitasat teszik lehetévé. Tehat az
adott pillanatban mindségi és lehetSleg mennyiségi
vizsgalatot kell végezni az adott fizioldgias allapotu
sejt teljes fehérjeallomanyardl, és azt ossze kell vetni a
kisérletesen manipulélt vagy beteg sejt proteomjaval.
A kiillonbséget okoz6 fehérjék vagy fehérjetoredékek
mennyiségi és mindségi analizise, pontos szekven-
cidjanak és kovalens médositasainak meghatarozasa
diagnosztikai célokat szolgalhat. A MALDI TOF t6-
megspektrometria altal biztositott széles tomegtar-
tomany miatt célszertien két detektort alkalmazunk.
A kis tomegti ionokat a nagyobb uthosszat biztositd
reflektron detektorban, mig a nagyobb tomegteket li-
nearis modban mérjiik. A kimutatasi hatar rutinsze-
riien femtomol nagysagrendu. A késziilékkel megva-
16sithaté tandem tomegspektrometria (TOF/TOF) is,
amelynek soran az ionforrasbol kilép6 részecskéket
két modon fragmentalhatjuk: kozvetleniil az ionfor-
ras utdn (PSD) vagy argongaz segitségével egy erre a
célra kialakitott titkozési celliban (CID, ETD).

A valésagban a megoldas azért bonyolult, mert tobb
tizezer fehérje vagy peptid egyszerre végzendd anali-
zisérdl van sz90. Ma a legelterjedtebb mddszer az, hogy
valamilyen elvalasztastechnikai mddszerrel a tobb tiz-
ezer fehérje, peptid koziil kivalasztjak azt a nagyobb
csoportot (szubproteomot), amelyben az 9sszehason-
litani kivant peptidek, fehérjék megtalalhatok. Erre
a célra a gélelektroforézis vagy a nagy hatékonysagu
folyadékkromatografia a legalkalmasabb, ezt kévetéen
a frakciokat tisztitjuk és enzimatikusan emésztjikk. Az
igy kapott peptidkeverékhez meghatdrozott arany-
ban matrixoldatot keveriink és az elegyet mintatartd
talcara szaritjuk. A matrix kivalasztasanal a molekula
tipusat, polaritasat, valamint molekulatomegét is fi-
gyelembe kell venni. Ennek megfeleléen a fehérjee-
mésztmények (molekulatomeg < 5 kDa) elemzéséhez
idedlis matrix az a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (HCCA,

CHCA). A vizsgalat soran rogzitjiikk a peptidkeverék-
re jellemz6 tomegspektrumot, majd az értékelés soran
megfelel6 matematikai atalakitasok utan az eredmé-
nyeket elkiildjiik egy fehérjeszekvencidkat tartalmazo
adatbazisba (Mascot, SwissProt, NCBInr). A keresés
eredményeként megkaphatjuk az adott tomegspekt-
rum altal meghatarozott fehérjét vagy fehérjéket. Ezt a
meghatdrozasi modszert Peptide Mass Fingerprinting-
nek (PMF) nevezziik. A gyulladasos betegségek labo-
ratoriumi diagnosztikdjaban alapvetd jelentdsége van
a sejten beliili jelatviteli utak monitorozasanak. A pa-
tologias folyamatok detektalasanak leggyorsabb modja
a jelatviteli utak fontosabb enzimjei, fehérjéi kovalens
modositasanak meghatdrozasa, amely tobbek kozott
jelenthet foszforilaciot, farnezilaciot, lizin oldallancok
acetilezését és fehérjék ADP-ribozilezését is. A MALDI
TOF tomegspektrometria felhasznalasaval azonositjuk
a kiilonboz6 fehérjemddositasokat, valamint azokat a
fehérjéket, amelyek szerepe jelentds a folyamatok pato-
mechanizmusaban, ill., amelyek diagnosztikai értéka-
ek lehetnek. A meghatdrozas soran a PMF-hez hason-
l6an rogzitjikk az elsédleges tomegspektrumot, majd
ezt kovetGen a nagyobb intenzitasi vagy diagnoszti-
kailag jelentés peptideket PSD vagy CID fragmenta-
ciéval tovabb bontjuk. Igy meghatérozhaté a peptidek
pontos elsddleges szerkezete és annak mddosulasa, va-
lamint megismerhetévé valik eddig még nem ismert
peptidek és proteinek felépitése (De Novo Sequencing).

Napjaink egyik legizgalmasabb fejlesztése a MAL-
DI TOF tomegspektrometria képalkoté modszerként
valé alkalmazasa (MALDI Imaging) (7-42. dbra).
Ennek soran egy specidlis mintatartéra 10-20 pm-es
szOvettani metszetet és matrixot szaritunk. Ezt kove-
téen a mintarol elére meghatarozott szisztémaban és
lézerintenzitassal tobb ezer tomegspektrumot vesz-
sziink fel, amelyeket a megfelel szoftverfeldolgoz: az
egyes m/z értékekhez tartozd intenzitasok eloszlasat
képként jeleniti meg. A mycobacteriumok sejtmemb-
ranjaban nagy mennyiségben jelen 1évé mikolsavak
jelenléte igen jol vizsgalhaté MALDI TOF tomeg-
spektrometridval. A mddszer érzékenységét jellemzi,
hogy még tobb szaz éves Mycobacterium tuberculosis-
sal fertdzott csontmintak esetében is eredményesen
alkalmazhato.

A gybgyszergyarak szamdra rendkiviili jelentéssé-
gl a felhasznalt vegyiiletek lehetséges bomlastermé-
keinek ismerete. A MALDI TOF tomegspektrometria
segitségével a gydgyszerhatéanyagok stabilitdsvizsga-
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lata is elvégezhetd. Ilyenkor a mintdk azonos meny-
nyiségeit specialisan elékészitett mintatartd talcara
cseppentjiik, majd analizaljuk. A vizsgélatok utan a
hatéanyagokat tartalmazé talcakat akar —-70 °C-on ta-
rolhatjuk, és a késGbbiek folyaman mérhetjiik a mole-
kulak szerkezetében bekévetkezo valtozasokat.

A tomegspektrometria alkalmazasa az orvosi la-
boratériumi diagnosztikaban mar eddig is szdmos, a
medicina szamara nagy fontossagu anyag vizsgalatat
tette lehetévé vagy éppen egyszer(ibbé, pontosabba.
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7-42. abra. A hypophysis adenilat-ciklaz-aktival6 polipep-

tidjének (PACAP-38) MALDI TOF tomegspektrometrias

vizsgalata

a) A PACAP-38 protonalt kvazimolekula ionja linearis de-

tektaldsi médban

b) A PACAP-38 natriummal képzett kvazimolekula ionja

linedris detektdlasi modban

c) A PACAP-38 triptikus peptidjeinek azonositasa reflekt-

ron médban

Az elemzés ala vont molekulak kore folyamatosan
béviil, gyakran egész betegségcsoportokat lefedd te-
matikus panelekbe rendezédik. Nem elhanyagolhat6
koriilmény, hogy a tomegspektrometrids eljarasok
sok esetben gazdasagilag is a legkedvezdbb megoldast
kindljak mas, hagyoméanyosabb technikakkal 6ssze-
hasonlitva. Természetesen arrdl sem szabad meg-
feledkezni, hogy az alapberuhdzas és a szervizelés
koltségei igen nagyok. Az MS, kiilonosképpen meg-
felel6 kromatografias elvalasztassal és tandem méré-
si moédozattal kombinadlva jelenleg az egyik leghaté-
konyabb technolodgia a szerves molekuldk vizsgalata
terén. Oriasi el6énye, hogy egyetlen révid méréssel,
amelyet gyakran csak egyszerli minta-el6készités el6z
meg, nagyszamu vegyiilet elemzésére van lehetdség,
tovabba ez a repertodr viszonylag konnyen és olcsén
bévithets. A jovében varhatdan egyre tobb mddszer
fog atvandorolni az MS alkalmazasok teriiletére.

A tomegspektrometria tudomanya folyamatosan
és nagy ttemben fejlédik. A tandem triple quadru-
pol késziilékeknél egy-egy tjabb generacié mindig jo
egy nagysagrenddel nagyobb érzékenységi az el6z6-
nél. A korabban koltségesnek szamitd tipusok, mint
pl. a TOF-késziilékek, egyre inkabb elérhet6k lesznek
a klinikai laboratériumok szamara. Az allando tech-
nikai ujitdsok egyre bdvitik az analitikai lehetéségek
korét, fokozva az alkalmazasok és az j igények gya-
rapodasat. A MALDI és a SELDI (Surface Enhan-
ced Laser Desorption Ionization) TOF mddszerek
napjainkban bekovetkez6 intenziv fejlédését Oridsi
mintafeldolgozé képességiiknek, valamint egyszer(i
kezelhet6ségiiknek koszonhetjiik. Ennek megfeleld-
en az elkovetkez6é néhany évben globalisan is a nagy
ateresztképességli analitika nélkiilozhetetlen eszko-
zeivé valnak.
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