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KEDVES OLVASOK!

z analitikai kémia a kémia egyik legfontosabb alkalmazott tudomdnyteriilete. A mit? és a mennyit?
kérdések megvdlaszoldsdnak tudomdnya, a minta pedig lehet bdrmi: egy elem elddllitdsdhoz sziik-
séges érc, melyben az illetd elem koncentrdcidja a fontos adat szdmunkra; bioldgiai minta, melyben a diag-
nosztikailag fontos komponensek mennyiségére vagyunk kivdncsiak; levegdminta, melyben a kdros anya-
gok mennyiségét akarjuk meghatdrozni; esetleg jdték, mert a forgalomba hozatal elétt el kell donteni,
hogy nem tartalmaz-e a gyermekek szdmdra kdros adalékanyagokat. Ezek csak kiragadott példdk, a sor
még folytathatd, de taldn ezek a példdk is szemléltetik, hogy az analitikai kémia életiink szinte minden
tertiletén megjelenik. Ezért is forditunk kiemelt figyelmet az analitikai kémia oktatdsdra — taldn nem
csak az egyetemeken. Ezt nem jdszdntunkbdl tessziik; ez a tdrsadalmi elvdrds. Akdrmilyen felmérést né-
ziink, analitikai kémiai szakirdnyii ismeretekkel rendelkezd végzds hallgatdink, vegyészek vagy vegyész-
mérnikok, konnyen el tudnak helyezkedni ma Magyarorszdgon, de szerte a nagyvildgban is.

Hazdnk bévelkedett hires analitikusokban — egy egész oldal is kevés volna a felsoroldsukhoz, de né-
hdnyukat feltétleniil meg kell emliteni: Winkler Lajos, Schulek Elemér, Szebellédy Ldszld, Erdey LdszId,
Pungor Ernd.

Az analitikai kémiai laboratdriumok képe az utdbbi 6tven évben alaposan megvdltozott. Kordbban
ivegeszkozik, pipettdk, biirettdk, lombikok, szines oldatok, gdzfejlédés és csapadékok jellemezték az ana-
litikai laboratériumok vildgdt. Ma mdr ezekkel ritkdbban taldlkozunk. Sokkal inkdbb miiszerek, nagyon
is szofisztikdlt miiszerek, szdmitdgépek népesitik be a légkondiciondlt analitikai laboratdriumokat. A mé-
1és sokszor automatizdlt, a minta eldkészitése sokkal bonyolultabb, az eredmények kiértékelése szintiigy.
Sokszor a mérési adatok értelmezése jelenti az embert prébdld analitikusi feladatot. A 21 szdzadra meg-
vdltozott az analitikai kémia tudomdnya. Errdl szol lapunk jelen szdma.

A szdm szerkesztésére a teriilet hdrom szakértdjét kértem fel. Engedjék meg, hogy roviden bemutas-
sam dket.

Kovér Katalin a Magyar Tudomdnyos Akadémia rendes tagja, a Debreceni Egyetem egye-
temi tandra, az NMR-spektroszkdpia nemzetkozi hirii szakértdje. Kutatdsai egyrészrdl az
NMR-mddszer teljesitéképességének kiterjesztését szolgdld mddszerfejlesztd tevékenység, mds-
részrdl a fehérjék szerkezetének, bioldgiai rendszerekben vald kilcsonhatdsainak, mozgdsai-
nak tanulmdnyozdsa.

Galbdcs Gdbor az MTA doktora, a Szegedi Tudomdnyegyetem Szervetlen és Analitikai Ké-
miai Tanszékének tanszékvezetd egyetemi docense, a spektrokémiai mddszerek nemzetko-
zileg elismert miiveldje. Kutatdsai kiterjednek a lézer- és plazmaalapii miiszerek és anali-
tikai eljdrdsok fejlesztése, valamint a plazmadiagnosztika, a nyomelem-analitika és a
spektroszkdpiai adatkiértékelés teriiletére.

Ritz Ferenc nyugdijas vegyészmérnok, a magyar vegyipar jd ismerdje — dolgozott legfon-
tosabb vdllalataindl: a Tiszai Vegyi Kombindtban, a Tiszai Kdolajfinomitdban, a Chinoin-
ban, a Richterben. Munkdja a kozvetlen termelésirdnyitdstdl, a technoldgia-fejlesztésen dt
a kornyezetvédelmi-biztonsdgtechnikai feliigyeletig terjedt. FG érdeklddési teriilete a kir-
nyezetvédelmi analitika.

Tematikus szdmunkhoz jo olvasdst kivdnok!

Szeged, 2018. februdr M O\ /
AN VVD

Kiss Tamds

felelds szerkesztd

: ANALITIKAI KEMIA - 2018

- Kovér Katalin, Ritz Ferenc, Galbacs Gabor: SzerkesztGi koszontd 38
: Urbdnyi Zoltan: A biologikum-analitika kihivdsai 39
- Bihari Zsolt, Bagdi Attila, Baginé Timadri Sarolta, Hida Viktor:

© Terdpids fehérjék karakterizélsa: az els6dleges szerkezet vizsgdlata

. tomegspektrometridval 43

: Kiss Rébert, Fizil Addm, Szdntay Csaba: Az NMR-spektroszképia

¢ szerepe a biologikumok analitikdjdban 49

- Gaspdr Attila: Kromatogréfids toltetek alkalmazdsa mikrofluidikai

: csipekben 56

Cimlap: : Braun Mihdly, Galbacs Gabor: Aktudlis kutatdsi irdnyzatok
e ke az induktiv csatoldsti plazma tomegspektrometridban 60
grif;rzil%kr'nésjﬂr : Bozoki Zoltan, Szab6 Anna, Ajtai Tibor, Szab6 Gdbor:

Foté: Mikios Gergs A fotoakusztikus gdzdetektdlds gyakorlati alkalmazdsai 64



Analitikai kémia — 2018

kereskedelemben beszerezhetd, automatizalt és egyre kifinomultabb, érzékenyebb, sokoldalibb analitikai mérémsze-
A rek, valamint a szdmitégépes adatkiértékelés gyors titemd fejlédése lattan mostandban egyre tobb vegyészkollégdban

felmertiil a kérdés, hogy fejlédik-e még az analitikai kémia mint kutatdsi teriilet, sziikség van-e még analitikai kémi-
kusokra. (Példaként csak egyetlen, néhany évvel ezelGtt megjelent vitaindité cikket idéznénk: Gorog Sandor: Quo vadis, anali-
tika? Quo vadis, analitikus? Magyar Kémikusok Lapja (2009) 64, 307-311.) Ezek a kérdések rovid megfontolds utdn 6nmagukat
vélaszoljdk meg, ha azt is megkérdezi magdtdl az ember, hogy kik fejlesztik ki most is azokat az djabb és djabb analitikai elja-
rdsokat, protokollokat, amelyeket oly sokan alkalmaznak a mérémiszereket hasznalva.

Erthetd azonban, hogy a modern analitikai kémidval nem kutatdsszertien foglalkozékban felmeriilnek ezek a kérdések, hi-
szen valéban torténtek jelentds valtozdsok ezen a tudomadnyteriileten. Igaz, az elmult egy-két évtizedben az analitikai kémia
tobb ,hagyomdnyos” alapkutatdsi irdnyzata o6ridsit veszitett jelent§ségébdl (példdul a titrimetria, a gravimetria, az elektro-
analitikai mddszerek egy része), de tobb mds, f6ként miszeres analitikai alapkutatdsi tertilet, amely érzékeny és szelektiv mdd-
szerekkel foglalkozik, igen jelent§sen megerdsodott. Idetartozik elsGsorban a spektroszképia (ezen belil is f6ként a lézeralapi
és/vagy tomegspektrometrids médszerek, szerkezetvizsgdld eljdrdsok), az elvalasztdstechnika és a szenzorika. Nem is beszélve
arrdl, hogy a tudomdnyban elGretortek azok a tudomanytertiiletek is (példdul az anyagtudomany és a bioanalitika), amelyek
haladdsa, sikere nagymértékben nyugszik az dj analitikai vizsgalati eljdrdsok teljesit6képességén — ezen eljardsok tokéletesité-
sén pedig sok analitikai kémikus (is) dolgozik.

Példa lehet a tavaly szeptemberben Budapesten tartott Molecular Frontiers Szimpézium, amelynek kézéppontjdban a fehér-
jék gydgyitdsban betoltott szerepe dllt, és ahol hdrom Nobel-dijas, a 2001-es év egyik orvosi dijazottja, Timothy Hunt, a 2013-as év
egyik kémiai kitiintetettje, Arich Warshel és Kurt Wiithrich tartott el6addst. Rviden idéziink a vele késziilt interjubdl.

Hatezer hivatkozads — Kurt Wiithrich svdjci biofizikus, kémikus
Részlet

— A PhD-fokozatdt szervetlen kémiai témdban szerezte. Ezutdn fordult a bioldgia és a biokémia felé. Mit javasol, a pdlya-
kezdd kémikusok milyen irdnyba specializdlodjanak?

— Nem tudom, hogy mit tegyenek a vegyészek. Fizikusnak tartom magam, annak ellenére is, hogy 2002-ben kémiai No-
bel-dfjat kaptam. Amit én javaslok, hogy akit ez a teriilet érdekel, az fizikdt és kémidt tanuljon, amit matematikai és in-
formatikai tuddssal er@sit, mert akkor bioldgiai és orvosbioldgiai kutatdsokban is eredményes lehet.

— Mit tart legfontosabb eredményének?

— Sokak szerint megnyitottam az utat a fehérjék térszerkezetének NMR-spektroszképidval, oldatfédzisban torténd vizs-
gdlatéhoz. A Nobel-dij-bizottsdg is ezzel - ,,olyan magmadgneses rezonanciaspektroszképiai mddszer kifejlesztéséért, amely
lehet6vé teszi az oldott bioldgiai makromolekuldk haromdimenziés strukturdjanak meghatdrozdsat” — indokolta 2002-ben
a kémiai Nobel-dfjamat.

Otvis Zoltdn (magyaridok.hu, 2017. szeptember 4.)

Statisztikai szempontbdl bétran dllithatd, hogy a természettudomdnyos eredmények kétharmada bizonyosan valamilyen anali-
tikai kémiai mtiszer vagy eljdrds segitségével sziiletik meg (mds szavakkal, az analitikai kémia egyike a fontos ,,science-enabling”
teriileteknek). Ezzel szemben analitikai kémiai alapkutatdssal (4j miszerek és radikdlisan Uj eljdrdsok fejlesztésével) ma mdr vi-
szonylag kevesen foglalkoznak még az analitikusok koziil is — becslésiink szerint ezek ardnya 20-30%-ndl biztosan nem tobb sem
itthon, sem kilfoldon. Igen, az analitikai kémia tudomédnyteriilete dtalakuléban van, de nemhogy hanyatlana, hanem virdgzik.

A mostani tematikus szdm a fenti dllitdsok egyfajta illusztrdldsra véllalkozik, amikor az analitikai kémiai alapkutatdsokat
folytat6 hazai kutatémdhelyek dltal {rt kozleményeken keresztiil roviden bemutatja néhdny, a vildgon nagy intenzitdssal kuta-
tott és itthon is nemzetkozi jelent§ségii eredményeket elérd, korszerd kutatdsi teriilet jelenlegi helyzetét, irdnyzatait. A cikk-
sorozatba tartozo, analitikai szenzorok teriiletérdl késziilt kozlemény, a lapszdm terjedelmi korldtai miatt, egy késébbi szdm-
ban jelenik meg.

Debrecen-Budapest-Szeged, 2018. februdr
Kovér Katalin, Ritz Ferenc, Galbacs Gabor

a tematikus szdm szerkesztdi
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Urbdnyi Zoltdn

M Richter Gedeon Nyrt.

A biologikum-

analitika kihivdsai

fehérjemolekuldkat hatéanyagként tartalmazé gyégyszerek

(biologikumok) elterjedése és felfutdsa az 1990-es években
kezd@dott és napjainkban is tart. 2014-os adatok szerint a vildg
10 legnagyobb drbevételd gyégyszere koziil 7 biologikum volt. Az
ilyen gydgyszerek sikerét elsGsorban a kismolekuldkéndl nagyobb
specificitdsuk és hatékonysdguk indokolja. Ezek a gydgyszermo-
lekuldk nagy affinitdssal és nagy szelektivitdssal képesek felis-
merni a célmolekuldt, ami lehet sejtfelszini vagy szolubilis anti-
gén, receptor, vagy akdr a receptor ligandja. Ezen hatéanyagok
nagy hatékonysdga és mérete, szerkezetének komplexitdsa ter-
mészetesen nem fiiggetlen egymdstdl. Mit értiink nagy méret és
komplexitds alatt? Hogyan befolydsolja ez a gyégyszermolekula
biolégiai aktivitdsdt és persze az analitikus munkdjét? Jelen cikk-
ben errdl kivanok rovid dttekintést nydjtani.

Els6 megkdozelitésben a fehérjék és az egyéb szerves moleku-
ldk kémiailag nem sokban kiilonb6znek. Egyardnt szén, hidro-
gén, nitrogén, kén, esetleg foszfor vagy fémionok épitik fel, a
molekuldkban 1év§ kotéstipusok is megegyeznek a szerves ké-
midban ismert kétéstipusokkal. Mi tehdt a kiilonbség? Tényleg a
méret a lényeg? Részben igen.

Ha kozelebbrdl megnézziik ezeket a molekuldkat, ldtjuk, hogy
mig a Vinpocetin huszonkét szénatomot tartalmaz, addig egy
kozepes méretd terdpids fehérje, a Filgrastim nyolcszdznegyven-
Gtot, a klinikumban szintén elterjedt monoklondlis antitestek pe-
dig tobb mint hdromezer-négyszdzat. A nagy méret azonban na-
gyobb komplexitdssal, nagyobb véltozékonysdggal is tdrsul. En-
nek forrdsa egyrészt a fehérjék térszerkezetének nagy variabili-
tdsa a mdsod-, harmad- és negyedrendd szerkezeti szinteken,
mdsrészt a poszttranszldciés médositdsok és egyéb olyan mddo-
sulatok keletkezése, amelyek akdr a gydrtds kozben, akdr a fe-
hérje tdroldsa sordn is keletkezhetnek.

A poszttranszldciés mdédosulatok gyakori fajtdja a glikozildcid.
Az eritropoetin esetében t6bb mint harmincféle glikozildcids val-
tozatot irtak le, melyek akdr egyetlen kiszerelési egységben
egyiittesen is jelen lehetnek. A feldolgozds, illetve tdrolds sordn
kiilonboz§ oxidélt, deamiddlt és egyéb kémiailag médositott va-
ridnsok keletkeznek, ami tovédbb noveli a gydgyszermolekula osz-
szetettségét. Steven Kozlowskinak, az FDA munkatdrsdnak becs-
lése szerint monoklondlis antitestek esetében a kiilonb6z§ vari-
dnsokbdl egyiittesen mintegy 6-10° féle lehet jelen akdr egyetlen
ampulldban [1]. Ezek a szdmok jél mutatjék a biologikum-anali-
tika eldtt 4ll6 kihivdsokat, a feladat bonyolultsdgét.

Jogosan vetddik fel a kérdés: ilyen fokud komplexitds mellett
hogyan lehet esély arra, hogy ezeket a fehérjéket a gydégyszerek
esetében elvért alapossdggal, részletességgel és pontossdggal vizs-
gdljuk? Ezt csak akkor tudjuk megtenni, ha az ortogondlis méd-

szerek arzendljdt vetjiik be és a kapott adatokat komplexen érté-
keljiik, hiszen minden egyes vizsgélat a fehérje jellemz&inek kis
részérdl ad informdciét. Méretiikbdl és komplexitdsukbol ads-
ddéan még a modern spektroszkdpiai és diffrakciés mddszerek
sem képesek arra, hogy pontos képet adjanak a molekula hd-
romdimenziés szerkezetérdl, ezért a szerkezeti és bioldgiai akti-
vitds adatokat egytittesen kell értékelniink. A bioldgiai aktivitds-
ban tapasztalt eltérések utalhatnak olyan szerkezeti kiilonbozg-
ségekre, amelyeket fizikokémiai médszerekkel nem tudunk de-
tektdlni. Az 1. 4brdn bemutatott 3 dimenzids grafikon ezt hiva-
tott szemléltetni.
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1. abra. A bioldgiai tér és a fizikai kémiai tér

Ahhoz, hogy gydgyszerhatéanyagunkat megfelelGen jellemez-
ni tudjuk, a szerkezeti paramétereket, a varidnsokat, a szennye-
z8ket és a bioldgiai tulajdonsdgokat egytittesen sziikséges ele-
mezni, és ebbdl a megfelel§ kovetkeztetéseket levonni. Bar az dl-
latkisérletek sziikségessége az origindlis biologikumok fejlesztése
sordn nem kérdGjelez8dott meg, ez, valamint a hatésdgok (EMA,
FDA) azon felismerése, hogy az in vivo preklinikai vizsgalatok
nem minden esetben relevdnsak (gyakran az immunvélasz nagy
fajspecificitdsa miatt), az analitikai vizsgdlatok mennyisége és si-
lya jelent§sen megndtt a ,hagyomdnyos” kismolekulds gyogy-
szerek fejlesztéséhez képest.

A killonboz8 hat6sdgi ,.guideline”-ok jé irdnymutatdst adnak
a biologikumok jellemzéséhez sziikséges analitikai vizsgdlatok ko-
rérél 2, 3]. Ezeket a vizsgdlatokat és a lehetséges analitikai mdd-
szereket az 1. tdbldzat foglalja ossze.

LXXIIL EVFOLYAM 2. SZAM « 2018. FEBRUAR  DOI: 10.24364/MKL.2018.02 39
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1. tablazat. Fehérje gyogyszerhatéanyagok analitikai vizsgalati médszerei

Azonossdg/szerkezet

Els6dleges szerkezet

Aminosavsorrend

HPLC-MS/MS, Edman-lebontds

Aminosav-osszetétel
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Magasabb rendd szerkezet
Midsodrendii szerkezet
Harmadrend( szerkezet

»Far UV-CD” (190-250 nm)

»Near UV-CD” (250-350 nm)
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(DSC)

FT infravoros spektroszkdpia

Hidrogén-deutérium csere (HDX) MS
NMR

Rontgendiffrakecié

Konformadciés ELISA

Poszttranszldcids
mdédositdsok
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HPLC-MS/MS
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HPLC-MS/MS

kvantitativ cukorosszetétel

Fluoreszcens szdrmazékképzést
kovets HILIC-HPLC

monoszacharid- magas pH-jti ioncserél§ HPLC pulzdlé
meghatdrozds amperometrids detektdldssal
szidlsavtartalom HPLC

glikoformdk szerkezete HPLC-MS/MS

Tisztasdg/varidnsok

o IgG C-termindlis Lys- loncsere-kromatogréfia,
Kulgnbozo toltésd varidnsok izoelektromos fékuszalds,
varidnsok B

Deamidécié (Asn, Gln) HPLC-MS
Oxiddcié
N-termindlis piroglutamat- HPLC(-MYS)

képzédés

Eltérd méret( varidnsok

Dimer, trimer

Meéretkizardsos kromatogréfia,
analitikai ultracentrifuga, fényszérdson
alapulé médszerek, mikrodramldsos

Nagy aggregdtumok képalkotds (microflow imaging,
MFI)
Meéretkizardsos kormatogréfia,
Fragmensek

HPLC-MS

Hatéanyag-tartalom

Koncentraciomérés

RP-HPLC, Protein A—HPLC (IgG),
UV-abszorbancia

Extinkcids koefficiens
meghatdrozdsa

Aminosav-analizis

Bioldgiai aktivitds

Kotésen alapulé
mddszerek

Receptor-ligand

Atigén-antitest

Fc-receptorok

Komplement komponensek)
(Clq

Sejtalapi mddszerek

Receptor- aktivélds/gatlds

Feliileti plazmonrezonancia (SPR),
bioréteg-interferometria (BLI), ELISA

IgG Fc-funkcidk

ADCC

CDC

Egyéb

Hatdsmechanizmustdl fiigg6en
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Mindenekel8tt meg kell hatdroznunk, milyen paramétereket
sziikséges vizsgdlnunk termékiink jellemzéséhez. A széba johetd
mindségi jellemzdk (quality attributes) koziil kockdzatértékelés
keretében meg kell hatdroznunk a kritikusakat (critical quality
attributes, CQA). Ennek sordn értékelni kell, milyen hatdsa lehet
az adott mindségi jellemzdnek a termék terdpids szempontbdl
legfontosabb tulajdonsdgaira, mint a bioldgiai aktivitds, farma-
kokinetika, farmakodinamika, hatdsossdg és gydgyszerbiztonsdg,
ezen beliil is kiemelten az immunogenitdsi jellemz8kre. A kriti-
kussdg értékeléséhez figyelembe kell venni az adott molekuldval
vagy rokon szerkezet molekuldkkal (pl immunoglobulinok ese-
tében) nyert tapasztalatokat és az irodalmi adatokat is megfele-
16 sulyozdssal [4]. Az aldbbiakban a kiilonboz6 mingségi para-
méterek vizsgdlatdra alkalmas médszereket mutatom be.

Egy fehérje vizsgélatdnak alfdja és mindennek alapja a primer
aminosavsorrend, amely elsddlegesen befolydsolja az adott fe-
hérje funkcidjdt, bioldgiai aktivitdsdt, a gydgyszer hatdsossdgdt
és biztonsdgossdgdt. Kiemelten fontos annak biztositdsa és iga-
zoldsa, hogy a fehérje-hatéanyag aminosav-szekvencidja meg-
egyezik a tervezettel, és abban sem a gydrtds sordn, sem a
gyogyszer életciklusdban nem kovetkezhet be eltérés. Az amino-
savszekvencia-meghatdrozds majdnem egyeduralkodé mdédszere
az MS/MS-szekvendlds, amely sordn el§szor a nagyméret( fehér-
jét tobb (dltaldban két-hdrom) enzimmel pdrhuzamos reakcidk-
ban peptidekre hasitjak. A peptideket HPLC-n elvélasztva, majd
a tomegspektrométer ionforrdsdba vezetve az MS/MS-spektru-
mokbdl szoftveres és/vagy manudlis kiértékeléssel az aminosav-
sorrendet visszafejtik. Mivel a jelenlegi tomegspektrometrids
mddszerek kevés kivételtl eltekintve nem képesek kiilonbséget
tenni az azonos tomeg( (izobdr) leucin és izoleucin aminosavak
kozott, ezen aminosavak meghatdrozdsdra a hagyomdnyos Ed-
man-lebontdsra is sziikség lehet. Tomegspektrometrids médszer-
rel lehet@ség nyilik kiilonboz8 poszttranszldciés médosuldsok, di-
szulfidhidak pozicidjdnak meghatdrozdsdra is.

A teljes lefedettségti MS/MS-szekvendlds rendkiviil munka-
igényes és idGrabld, ezért lehet§ség van a primer szerkezet el-
lendrzéséhez az dgynevezett peptidtérkép (peptide mapping) al-
kalmazdsdra, amely a rutin analitikai vizsgdlatokra is alkalmaz-
hatd. Ebben az esetben csak egy enzimmel torténik az emésztés,
a peptidtérkép kormatogram-meghatdrozdsa forditott fézisd
HPLC-vel, UV- vagy MS-detektdldssal torténik. Eben az esetben
elvdrds a peptidszinten meghatdrozott legaldbb 90-95%-os lefe-
dettség.

Szdmos olyan poszttranszldciés médositdsrél vagy a gydrtds
sordn keletkezd médosulatrdl is szamot kell adnunk, melyek bi-
oldgiai aktivitdssal rendelkeznek, ezért nem tekinthetjitk Gket
szennyez8knek, hanem varidnsokként kell kezelniink.

A poszttranszldciés médositdsok koziil az egyik legfontosabb
a glikozildcid, amely jelentdsen befolydsolhatja a fehérje bioldgi-
ai aktivitdsdt és farmakokinetikai viselkedését [5]. Az egyik leg-
gyakoribb terdpids fehérjecsaldd, a monoklondlis antitestek ese-
tében a nehéz ldnc C-termindlis lizinje a fehérje processzédléddsa
sordn enzimatikusan lehasadhat, illetve az N-termindlison piro-
glutaminsav képzd&dhet.

Ezek vizsgélatdnak dltaldnosan haszndlt mddszere a tomeg-
spektrometrids analizis, azonban nagy mdszer- és munkaigénye
miatt egyszertbb, célzott mdédszerekre is szitkség van. A glikozi-
l4ci6 rutinszer vizsgdlata leggyakrabban a cukorrész lehasitdsdt
és fluoreszcens szdrmazékképzést kiovetGen kromatografids ana-
lizissel (pl. HILIC) torténik. A mdr emlitett C-termindlis lizinva-
ridnsok mellett a kiilonbdz§ aszparagin és glutamin aminosavak
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dezamiddléddséval (és egyéb médokon) keletkez§ toltésvaridnsok
ioncsere-kromatogréfidval, a metionon vagy cisztein aminosavak
oxidécidjdval keletkezd formék célzott peptidtérkép-vizsgdlattal,
a tenyésztd kozeg vagy a formuldls kozeg redukdl$ cukortartal-
madval és a lizin-oldalldncok reakcidjdval keletkez§ tgynevezett
glikdlt médosulatok pedig borondt affinitdskromatogréfidval vizs-
gélhatdak.

Ide sorolandék még az eltérd molekulatémeg( varidnsok is,
melyek kozil a kiilonboz§ aggregdtumok lehetnek dimerek, tri-
merek vagy akdr t6bb milli6 dalton témegii nagy asszocidtumok.
Ezek, 1évén potencidlisan immunogének, els§sorban immunold-
giai kockdzatot jelenthetnek

Ezek vizsgdlata rendszerint valamilyen kormatografids techni-
kéval torténhet, melyeket az 1. tabldazat foglal 6ssze. Mivel ezek
a varidnsok bioldgiailag aktivak, ezért nemcsak szerkezetiiket és
mennyiségiiket, de terdpids szempontbdl relevans bioldgiai akti-
vitdsukat is részleteiben fel kell deriteni, meg kell hatdrozni, il-
letve ezeket megfontolva kockdzatukat értékelni kell!

A fehérjék magasabb rendd szerkezete, melyet részben meg-
hatdroz a primer szerkezet, bioldgiai aktivitds szempontjdbdl
szintén kiemelt jelent§ség, azonban vizsgdlata mdr nem olyan
egyértelmd, mint az elsGleges szerkezeté. A mdsodlagos szerke-
zet vizsgalatdra alkalmazott cirkuldris dikroizmus spektroszko-
pia nagyobb fehérjék esetében mdr nem kell6képpen érzékeny a
kisebb szerkezeti eltérésekre, de ugyanez igaz a harmadlagos
szerkezet vizsgdlatdra haszndlt fluoreszcens spektroszkdpidra is.
Erzékeny médszer az egy- és kétdimenziés NMR, amely jél haszndl-
hat6 a spektrumok ujjlenyomatszerd sszehasonlitdsdra, azon-
ban a bonyolult spektrumokban a jelek asszigndcidja rendkiviil
nehéz. Elterjedten haszndlt médszer a fehérjék magasabb rendd,
térbeli szerkezetének felderitésére a rontgendiffrakcid, ahol nagy-
méretd fehérjék esetén komoly kihivést jelent a kristélyositds. To-
vébbi, jelentds, részben még kihaszndlatlan lehetGségek lehetnek
a kis szogli rontgen- és neutronszdrési technikdkban és egy teljesen
4j megkozelitést alkalmazé konforméciés ELISA mddszerben is.

A bioldgiai/funkciondlis vizsgélatok szerepe esetiinkben lénye-
gesen nagyobb, mint a kismolekulds gydgyszerhatéanyagok ese-
tében, mivel a szerkezet bonyolultsdga és nagyfoku variabilitdsa
nem teszi lehet6vé, hogy pontos, részletes és teljes képet kapjunk
a fehérje szerkezetérdl és az attdl valé lehetséges eltérésekrdl.
Amellett, hogy a bioldgiai aktivitds mérés fontos informéciét ad
a fehérje funkcionalitdsdrdl, a bioldgiai aktivitdsban tapasztal-
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hat( eltérések a szerkezetvizsgdlati mddszerek dltal nem ldthaté
szerkezeti kiilonbségekre is felhivhatjdk a figyelmiinket. A biold-
giai/funkciondlis vizsgdlatokrdl nem lehet dltaldnos megolddso-
kat bemutatni, hiszen az alkalmazott megkozelitéseknek és méd-
szereknek tiikrozniiik kell a vizsgélt fehérje bioldgiai funkcidit és
a terdpids szempontbdl relevans hatdsmechanizmusukat. Ezek
természetszertleg fehérjénként eltérdek. Az alkalmazott model-
leknek ki kell terjedniiik az adott hatdsmechanizmus felderitésé-
re és vizsgdlatdra a megfelel§ kolcsonhatdsok (leggyakrabban fe-
hérje-fehérje kolcsonhatds) kozvetlen mérésével, a kotési dllandok
meghatdrozdsdval és a sejtszintd folyamatok vizsgélatdra is.

Altaldnosnak tekinthetd irdnymutatdst a monoklondlis anti-
testek esetében a relevains EMA guideline-bdl [2] kaphatunk. Bdr
a guideline bioszimildris monoklondlis antitestekre érvényes, az
ebben megfogalmazott f6bb irdnyvonalak origindlis monoklond-
lis antitestek jellemzésére is figyelembe vehetdk és veendSk. Az
aldbbiakban, a feladat komplexitdsdt bemutatandd, az egyik leg-
kordbban engedélyezett monoklondlis antitest, a rituximab pél-
ddjan mutatom be, milyen médon vizsgdlhaté-vizsgalandé egy te-
rdpids fehérje bioldgiai aktivitdsa.

A rituximab forgalomba hozataldt 1998-ban engedélyezték re-
umatoid arthritis és non-Hodgkin-limfémdk kezelésére. Eurépd-
ban MabThera, az Egyesiilt Allamokban és Japdnban Rituxan né-
ven van forgalomba. Hatdsdnak alapja az érett B-sejteken kifeje-
z8d4 sejtfelszini CD20 fehérjeantigén felismerése és megkotése.
Ezt kovetGen az igy ,,megjeldlt” B-sejtek elimindcidja hdrom 6
csapds mentén haladhat (2. dbra).

CDC

/‘? Clq

O
“‘ B-sejt -—h ) Apoptozis
v -

NK-sejt

ADCC

2. abra. A B-sejtek eliminacidja

A CD20 megkdtésének eredményeképpen, mivel egy rituxi-
mab molekula két antigénmolekula megkstésére képes, a CD20
fehérje dimerizdldsdn keresztiil a célsejt apoptézisit indithatja be,
aminek kovetkeztében a célsejt aktiv mdédon elpusztitja 6nmagit.
Az IgG1 molekula, jelen esetben a rituximab, amennyiben kiala-
kult az antigén-antitest komplex Fc-régidja, képes megkstni a
komplement-rendszer els§ komponensét, a Clq fehérjekomple-
xet, ami a komplement-kaszkddfolyamat aktivéldsdhoz vezet, és
a célsejt lizisét véltja ki (complement mediated cytotoxicity,
CDC). Amennyiben az antigén-antitest komplexben kotott IgG1l
(rituximab) Fc-régidja a természetes 6lGsejt (natural killer cell,
NK-sejt) felszinén expresszdlédé CD16a (FcyRIIla) receptorhoz
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CD20 antigén-
kotés
Apoptdzis
FcyRIIIa (nagy
affinitdsu)
receptorkotés
FcyRIIIa )

(kis affinitdsd
receptorkotés)
FcyRIIIb recep-
torkotés
FcyRIIa receptor-
kotés

FcyRIIb receptor-
kotés

FcyRI receptor-
kotés

FcRn receptor-
kotés

CDC

ADCC

SPR, BLI, ELISA,
dramldsi citometria
Sejtes mddszer

Csak Fab-régidhoz
kotott hatdsok

Fc-région
keresztiil
megvalésuld
hatdsok

SPR, BLI

Sejtes mddszer

2. tablazat. A rituximab biolégiai/funkcionalis analitikai
modszerei

kotddik, dgy az aktivdlja az NK-sejtet. Az aktivalt NK-sejt olyan
fehérjéket (perforin, granzyme B) bocsdt ki, amelyek a térben
hozzé kozel 16v6 célsejt pusztuldsdt okozzdk (antibody-dependent
cell mediated cytotoxicity, ADCC). Ezen hdrom f§ ttvonal mellett
egyéb, terdpids szempontbdl lényegesen kisebb jelentdségti titvo-
nalak is széba johetnek, mint példdul a fagocitézis (ADCP) vagy
a sejtproliferdcié gdtldsa.

Megfontolva a fentebb ismertetett hatdsmechanizmusokat a
hatdségi elvdrdsok fiiggvényében a 2. tdbldzatban 6sszefoglalt
bioldgiai/funkciondlis mdédszerpanel kidolgozdsa tekinthetd sziik-
ségesnek és elégségesnek.

Tekintettel a fehérje gydgyszerhatéanyagok méretére, szerke-
zetiik Gsszetettségére és nagyfoku variabilitdsdra, ezen moleku-
ldk jellemzése és mindsitése csak a killonboz§ szakteriiletekrdl
szdrmaz6 adatok egyiittes értékelésével lehetséges. Csak a szer-
kezeti, tisztasdgi és bioldgiai adatok egyiittes értékelésével kap-
hatunk tiszta és egyértelmi képet ezeknek a molekuldknak a ming-
ségérdl, emiatt az ezen a tertileten dolgozé analitikusoknak a ké-
mia és a bioldgia hatdrmezsgyéjén mozogva kell megterveznitik, ki-
viteleznitik és értékelniiik az analitikai vizsgélatokat.
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rapids fehérjék
kara”lzterlzalasa
.az elsGdleges szerkezet

tomegspektrometridval

Bevezetés — a terdpids fehérjék és analitikdjuk

Egy évtizede a legnagyobb drbevételt elér§ gydgyszerek még el-
s@sorban hagyomdnyos kismolekulds készitmények voltak. Né-
hény évvel ezelStt azonban a biotechnoldgiai uton elgdllitott ha-
téanyagok (biologikumok) keriiltek el§térbe, melyekben makro-
molekuldk — kisebb fehérjék, hormonok, fuzids fehérjék vagy
monoklondlis antitestek (1. dbra) — a hatéanyagok. Az els§ ori-
gindlis készitmények szabadalmi lejérata utdn, 2005-t61 kezd§-
dden lehetdség nyilt e molekuldk generikus véltozatai, az un. bio-
szimildris készitmények torzskonyvezésére. Az origindtor készit-
ményekhez képest a bioszimildris gydgyszerek alacsonyabb dr-

1. abra. Monoklonalis antitest felépitése és lehetséges modosu-
lasai. A két nehéz (HC) és két konnyii lancbél (LC) felépiild,
egyetlen sejtklon altal termelt monoklonalis antitest jellegzetes
,Y” szerkezettel rendelkezik, melyet diszulfidhidak kétnek 6ssze.
Az Un. kapocs (,hinge”) régio koti 6ssze az antigénkotésért felelés
variabilis régiét tartalmazo Fab-fragmenst, és a cukorlancot
tartalmazo Fc-fragmenst, mely az antitest bioldgiai aktivitasaért
felel6s

Fab
(50 kDa)
P HC
e i LC
! 1
i i <« N-term pGlu
: i <« Fragmentacio
! | TR R
Fab), | \ <-Diszulfidhid zlanab}hsk [eguﬁ .
100 kDa)  »Hinge” i variansok antigénkots hely)
( ) régio
Fc Diszulfidh i <« Izomerizacio (D) o
(50 kDa) Diszulfid ld’ ‘B < Racemizacio (N) | Konstansrégio.
et K L (biologiai aktivitas)
i o ¥ <« Deamidacié (N, Q)

<4 Oxidacié (M, W, H)

Cukorlénci
< C-term Lys

Fc/2 HC
(25 kDa)

fekvésiik révén a tdrsadalom nagyobb hdnyada részére biztosit-
hatnak modern gydgyszeres terdpidt silyos kérok, igy kiilonbo-
z8 daganatos megbetegedések esetén. Egyuttal ezek a készitmé-
nyek a gyégyszergydrték szdmdra hatalmas piacot kindlnak eze-
ken a terdpids teriileteken.

A kismolekulds hatéanyagokhoz képest a biotechnoldgiai titon
elgdllitott fehérjealapt gydgyszerek szdmos kihivés elé éllitjék a
gyégyszergydrtokat. A hatéanyagot él§ szervezetek, tébbnyire
emlGssejtek vagy baktériumok dllitjék eld, és a gydrtdsi folya-
matok szabdlyozdsa lényegesen Gsszetettebb technoldgidt igényel,
mint a kismolekuldk el@éllitdsdra irdnyuld szintetikus kémiai re-
akcick kivitelezése. A fermentdcids technoldgidk nem teszik le-

2. abra. A bioszimilaris gyogyszerkészitmények fejlesztésének
és forgalombahozatali engedélyezési eljarasanak folyamata

4 ™\
1. AZ ORIGINATOR KARAKTERIZALASA

2. ORIGINATOR FEHERJE ALAPJAN DNS-SZINTEZIS

<
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<
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het§vé egytéle hatéanyag gydrtdsit, hanem a hatéanyag kiilon-
boz§ véltozatait tudjék eléllitani. Ez a variabilitds, a makromo-
lekuldk hatalmas mérete és szerkezeti komplexitdsa lényegesen
megneheziti a karakterizédldsukhoz sziikséges analitikai mérések
kivitelezését és az eredmények értékelését. Mig a kismolekuldk
kémiai szerkezete hagyomanyosan NMR- és MS-spektroszképiai
mddszerekkel konstitticié és sztereokémia szempontjdbdl is eg-
zakt médon jellemezhetd, a fehérjemolekuldk szerkezeti karak-
terizaldsa mds, komplexebb megkazelitést igényel.

A bioszimildrisok fejlesztése az origindtor termék karakteri-
zédldsdval indul (2. dbra), igy mdr a kezdeti szakaszban fontos
szerepe van az analitikdnak, kiilonos tekintettel az aminosav-
szekvencia meghatdrozdsdra. Ezt kovet§en a hatéanyag-fehérje
aminosavjait megfelel§ sorrendben kddolé DNS-szakaszt dllitjuk
elg, ezt kiilonféle gazdasejtekbe klonozzuk, amelyek igy el§dllit-
jak a kivdnt fehérjét. Kivdlasztjuk a legmegfelel6bb gazdasejtet
és laboratériumi méretben kidolgozzuk a gydrtdstechnolégidt. A
technoldgidt ipari léptékre iiltetjiik &t, és legydrtjuk a készit-
ményt. Analitikai és klinikai vizsgdlatokat végziink, melyekkel
igazoljuk, hogy a készitményiink hasonlé az origindtorhoz mind
mindségét, mind pedig hatdsossdgét és biztonsdgossdgdt tekint-
ve. Végiil osszedllitjuk a torzskonyvi dokumentécidt, mely admi-
nisztratfv, min§ségi, nem-klinikai és klinikai fejezetekbdl dll. A
bioszimildris gydgyszer dokumentdcidjdnak értékelését az Eurd-
pai Gydgyszeriigynokség emberi felhaszndldsra szdnt gydgysze-
rek bizottsdga végzi (Committee for Human Medicinal Products).
A bizottsdg véleményét az Eurdpai Bizottsdg hatdrozatba foglal-
ja, és ezzel az Eurdpai Unid teljes teriiletére érvényes engedélyt
ad ki. Az analitikai vizsgdlatok az egész fejlesztési folyamaton 4t-
ivelnek, az origindtor karakterizdldsdtdl kezdve a technoldgia fej-
lesztésén keresztiil egészen a készitmény vizsgdlatdig. A torzs-
konyvi engedély megszerzése utdn a termék életciklusdt kovetve
(pl. gyértéhely-dthelyezés) folyamatosan analitikai vizsgdlatokkal
kell bizonyitani a termék min§ségét.

A gydgyszerhatdsdgok jogszabdlyokat és irdnyelveket tesznek
kozzé, melyeket kovetni kell [1, 2]. A fejleszt§ cégek feladata
adott analitikai adatcsomag 6sszedllitdsa, amellyel bizonyitani
tudjék, hogy a bioszimildris termék szerkezete a lehetd legna-
gyobb mértékig hasonlit az origindtor termékéhez, kiilonos te-
kintettel a bioldgiai hatdst befolydsold kritikus mingségi jellem-
zG6kre (CQA: Critical Quality Attributes). Mivel a bioszimildris
gyogyszereket €16 organizmusok felhaszndldsdval 4llitjdk eld,
szerkezetiiket tekintve kismértékben eltérhetnek a referenciaké-
szitménytdl. Ezek a kisebb eltérések azonban klinikai szempont-
bdl nem jelentdsek. A természetes variabilitds a bioldgiai gy6gy-
szerek jellemz§ sajétsdga, a szigord mindség-ellendrzés azonban
biztositja, hogy ez a véltozékonysdg nem befolydsolja a készit-
mény hatdsossdgdt és biztonsdgossdgdt. A biohasonld gydgysze-
rek fejlesztésének kulcseleme a biohasonldsdg igazoldsa, azaz a
kémiai szerkezet, a bioldgiai hatds és a hatékonysdg, a biztonsd-
gossdg, valamint az immunogenitdsi profil tekintetében igazolt
nagyfoku hasonlésdg dokumentéldsa.

Ahhoz, hogy ennek a hatésdgi elvdrdsnak megfelelhessiink,
széles analitikai eszkoztdr alkalmazdsdra van sziikség, hiszen az
egyes technikdk dnmagukban nem képesek a hatéanyag-mole-
kula teljes szerkezetét és kiillonboz§ vdltozatait karakterizdlni.
Emiatt holisztikus megkozelitést kell alkalmaznunk dgy, hogy a
kiilonboz6 mérési médszerekkel a lehetd legtobb analitikai in-
forméciét nyerjik a vizsgdlt molekuldkrdl. A terdpids fehérjék
karakterizdldsdra szdmos analitikai technikdt haszndlnak a min-
dennapi gyakorlatban. A kiilénboz§ folyadékkromatografids tech-

44

nikdk, mint példdul a méretkizdrdsos (SE), a forditott fdzisu (RP),
a hidrofil interakcids (HILIC) és az ioncserés (IEX) nagy haté-
konysdgu folyadékkromatografia (HPLC) a fehérjék egyes tulaj-
donsdgainak (példdul méret, toltés, hidrofobicitds) kiilonbozdsé-
gét kihaszndlva vdlasztjdk el egymdstdl a vizsgdlt mintdk kom-
ponenseit. Ugyancsak eredményesen haszndlhatdk fehérijék elva-
lasztdsra a kapilldris elektroforézis (CE) és a poliakrilamid géle-
lektroforézis (PAGE) is. A folyadékkromatogréffal kapcsolt to-
megspektrometria (LC-MS), a mdtrix dltal segitett lézerdeszorp-
Ci6s ionizdcids tomegspektrometria (MALDI-MS), a mdgneses
magrezonancia spektroszkdépia (NMR), a cirkuldris dikroizmus
spektroszkdpia (CD) és az infravords spektroszképia (IR) a fe-
hérjék szerkezetvizsgdlatdra alkalmazhatéak. Az enzimmel kotott
immunoszorbens (ELISA) mdédszer és a feliileti plazmonrezo-
nancia (SPR) a biolégiai aktivitds vizsgdlatdnak elengedhetetlen
mdodszerei.

Az elmdlt 2-3 évtizedben tapasztalhaté rendkiviil nagy mérté-
ki technikai fejlddésnek koszonhet8en a fentiekben felsorolt mé-
rési modszerek koziil a tomegspektrometridnak (MS) kitiintetett
és egyre nagyobb szerepe van [3-6]. A nagyméretd fehérjemole-
kuldk szerkezeti karakterizaldsdban az j ionizdcids és fragmen-
téciés technikdkkal rendelkez§ és egyre nagyobb érzékenységii
késziilékek (Orbitrap-analizdtor [7]) megjelenése mérfoldkd volt.
A gyakorlatban Q-TOF- (Quadrupole Time-of-Flight) és hibrid
FTMS- (Fourier Transform Mass Spectrometry) késziilékeket al-
kalmazunk ilyen célra. Az FTMS-késziilékek esetében az 1j ge-
nerdcids Orbitrap-késziilékek mdra szinte teljesen héttérbe szo-
ritottdk az FT-ICR- (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance)
tomegspektrométerek alkalmazdsdt, melyek fenntartdsa rendki-
viil koltséges. A legtijabb Orbitrap-késziilékekre, a mar klasszi-
kusnak tekinthetd iitkozésaktivalt disszocidcids technikdk (CID:
Collision Induced Dissociation, HCD: Higher-energy Collisional
Dissociation) mellett olyan 4j fragmentdcids technikdt (ETD:
Electron Transfer Dissociation [8]) fejlesztettek ki, amely komp-
lementer alkalmazdsédval (ETD-CID és ETD-HCD) a fehérjék
aminosav-szekvencidja pontosabban meghatdrozhatd. A peptidek
fragmentdldsa utdn kapott MS-MS-spektrumokban nemcsak
egyszeri hasaddssal keletkez§ N- és C-termindlis fragmensek de-
tektdlhatdk, hanem ezek viz- vagy ammdniavesztett fragmensei,
s6t interndlis fragmensek is keletkeznek, amelyek értelmezésé-
hez megbizhatd, pontos tomegadatokra van sziikségiink.

Tomegspektrometridval meghatdrozhatjuk a bioldgiai gydgy-
szerhatéanyagok pontos molekulatémegét, az enzimatikus és ké-
miai poszttranszldciés médosuldsokat, a glikozildciés mintdzatot
és a fehérje harmadlagos szerkezetét stabilizdlé kénhidak helyét,
valamint a HDX-MS (Hydrogen Deuterium Exchange Mass Spect-
rometry) technika révén mdr a fehérjék magasabb rendi szerke-
zetét is jellemezhetjilk. Mindezek mellett azonban a tomeg-
spektrometridnak a fehérjék aminosav-szekvencidja meghatdro-
zdsdban és az ezekhez kapcsol6édé analitikai feladatokban van
kiilondsen nagy szerepe.

A Richter Gedeon Nyrt.-ben kozel egy évtizede folynak bioszi-
mildris fejlesztések, és az el@dllitott fehérjék karakterizdldsdra ru-
tinszertien alkalmazunk tomegspektrometriai méréseket. Mun-
kénk sordn tobb esetben is feladatunk a fehérjék aminosav-szek-
vencidjanak meghatdrozdsa, valamint enzimatikus és kémiai
poszttranszldciés médosuldsok vizsgédlata. A bioszimildris fej-
lesztés kiilonb6z6 szakaszaiban (2. dbra) mds-mds kérdésekre
keressiik a vdlaszt, amit mdr a kisérleti munka megtervezése so-
rdn figyelembe kell venniink. Minden esetben meg kell vizsgdl-
nunk azt, hogy milyen minta-el6készitési stratégidt célszerd va-
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lasztani egy adott feladat megolddsdhoz, milyen mérési médszert
alkalmazzunk, milyen szoftverrel és hogyan értékeljiik ki a ka-
pott eredményeket. Kozleményiinkben a napi munkdnk sordn
gytjtott tapasztalataink felhaszndldséval szeretnénk dltaldnos ké-
pet adni az aminosav-szekvencia meghatdrozdsdnak — néz&pon-
tunk szerint — legfontosabb aspektusairdl. Az egyes fejezeteket a
teljesség igénye nélkiil éllitottuk ossze, de bizunk abban, hogy ko-
zelebb hozzuk az olvasékhoz a terdpids fehérjék elsddleges szer-
kezetének tomegspektrometria-alapt vizsgdlatat.

Az aminosav-szekvencia
meghatdrozasdnak jelentGsége

A bioszimildris termékek aminosav-szekvencidjit — elsGdleges
szerkezetét — illetGen egyértelmd és hatdrozott hatdsdgi elvdrds
dll rendelkezésiinkre: a bioszimildris és az origindtor fehérjék
aminosav-szekvencidjdnak teljesen azonosnak kell lennie, ideértve
az izobdr (azonos tomeg) leucin és izoleucin aminosavakat is [1,
2]. Kis mennyiség szekvenciavaridnsok ugyan jelen lehetnek a
termékben, de ezek szerkezetazonositdsdra is sziikség van.

Az origindtor készitmény aminosav-szekvencidja tobbnyire
megszerezhetd nyilvdnos forrdsokbdl, tehdt internetes adatbd-
zisokbdl, szabadalmakbdl vagy tudoményos publikdciokbdl. Azon-
ban figyelembe kell venniink, hogy ezek az adatok tartalmazhat-
nak emberi vagy kisérleti hibdt [9], st akdr olyan tudatosan be-
épitett hibdt is, amely a versenytdrs megtévesztésére irdnyul.
Mindezek miatt az aminosav-szekvencia mdr a bioszimildris fej-
lesztés kezdetén kritikus analitikai informédci6 (2. dbra). Rend-
kiviil kockdzatos lehet egy bioszimildris projekt klénozdsi fazisdt
kizdrélag adatbdzisokbdl nyert informdcidval elinditani. Ahhoz,
hogy nagy biztonsdggal az origindtor termék aminosavldncét ké-
dolé DNS-szekvencidt klénozzuk be a termeld sejtvonalba és igy
azzal megegyez§ aminosav-szekvencidju bioszimildris terméket
fejlessziink, be kell szerezniink az origindtor termékét, majd azt
szekvendlnunk sziikséges. Hibdsan meghatdrozott aminosav-szek-
vencia akdr a fejlesztési projekt bukdsdhoz is vezethet, mivel a
terméket bioszimildrisként nem lehet torzskonyvezni.

A fejlesztés kezdeti szakaszdban torténd részletes aminosav-
szekvencia-meghatdrozds mellett a fejlesztés késGbbi fdzisaiban
is monitoroznunk kell, hogy megfelel§-e a hatéanyagunk amino-
savsorrendje. Ekkor a vizsgélati megkozelités mdr kiilonboz4 le-
het; beszélhetiink teljes aminosavszekvencia-meghatdrozdsrol
vagy osszehasonlitd jellegl vizsgdlatokrdl, amikor az origindtor
termékhez torténd hasonlitdst végezziik el gyorsabb, kevésbé
részletes kiértékelést igényl mddszerekkel. Ahhoz, hogy vizsgél-
ni tudjuk az aminosav-szekvencidt, minden esetben kivélasztjuk
a céljainknak leginkdbb megfelel§ minta-el6készitési stratégidt a
szakirodalomban is leggyakrabban alkalmazott megkozelitések
koziil.

Az aminosav-szekvencia meghatdrozasanak
minta-el6készitési megkozelitései: bottom-up,
top-down vagy middle-up/middle-down

Az aminosav-szekvencia meghatdrozdsara hagyomdnyosan €és ru-
tinszertien alkalmazott technika a bottom-up (vagyis ,,alulrdl fel-
felé¢”) megkdozelités, amely sordn a fehérjét egy proteolitikus en-
zimmel (pl. tripszin, Asp-N, Lys-C, Glu-C) emésztjiik, redukaljuk
(DTT, ditiotreitol) és a keletkez§ peptidszakaszokat folyadékkro-
matogréfidval vagy kapilldris elektroforézissel torténd elvélasztds
utdn MS- és MS/MS-mérésekkel vizsgdljuk (3. dbra). A cél min-
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3. abra. Aminosav-szekvencia meghatarozasanak minta-el6-
készitési megkozelitései egy monoklonalis antitesten bemutatva

dig az, hogy a mérés sordn sikeriiljon az enzimatikus emésztés-
kor keletkez8 peptidek koziil annyit detektdlni, hogy azok a fe-
hérje egészét lefedjék, azaz 100%-o0s aminosav-szekvencia lefe-
dettséget kapjunk.

A middle-up (vagyis ,,kozéprdl felfelé”) megkozelités sordn
korldtozott proteolizissel és kénhid-redukciéval nagyobb méreti
alegységek, fragmensek dllithatdk el§. Az alegységek elgdllitdsa-
ra leggyakrabban az IdeS vagy papain enzimet haszndljuk, me-
lyek specifikusan hasitanak a monoklondlis antitest ,,hinge” ré-
gidjdban. A hasitdst kovetd kémiai redukciéval (DTT) ~25 kDa
tomegi alegységek nyerhet6k, melyek tomegspektrometriai ana-
lizise sordn az antitest egyes régi6irdl (pl. Fc, Fd’) kaphatunk in-
formdciét (3. dbra). Az alegységek fragmentédldsa, azaz MS/MS-
alapu vizsgdlata az un. middle-down (vagyis ,,kozéprél lefelé”)
megkozelités.

A fehérje emésztése nélkiili top-down (vagyis ,feliilrdl lefelé”)
megkozelitéssel is nyerhetd szekvenciainformdcié a vizsgélt fe-
hérjérél. Ebben az esetben az intakt (azaz emésztetlen) fehérjét
juttatjuk a tomegspektrométerbe, és ott megfelel§ technikdval
fragmentdljuk. Bar a bottom-up megkozelités sordn kisebb pep-
tidek vizsgdlata révén részletesebb szerkezeti informdcié nyerhe-
t6, az elmult években szdmos biztat eredmény sziiletett mo-
noklondlis antitestek top-down [10, 11] és middle-down [12] ana-
lizisében Orbitrap- és Q-TOF-analizdtorokat alkalmazva. Bdr ezek
a megkozelitések még nem biztositanak teljes szekvencialefe-
dettséget, a szekvenciaadatok, mint kiegészit§ eredmények, fel-
hasznélhatck a bottom-up analizis mellett. Mivel aminosavszek-
vencia-meghatdrozdsra rutinszertien a bottom-up megkozelités
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alkalmazhatd, a kovetkez§ fejezetben ezt mutatjuk be részlete-
sebben.

Bottom-up megkozelités — LC-MS/MS-peptidtérkép

A bottom-up megkézelitést terdpids fehérjék azonossdgvizsgdla-
ta esetén peptidtérkép-vizsgdlatnak nevezziik [13]. Az enzimati-
kus emésztés elStt a fehérjéket denaturdlni sziikséges, a minta-
el6készités sordn a kénhidakat redukdljuk és alkildljuk. Ez utéb-
bira azért van sziikség, hogy megakaddlyozzuk a redukcié ered-
ményeképpen kapott tiolcsoportok dsszekapcsoléddsdt, azaz a
kénhidak ujbdli kialakuldsdt. Az emésztés eredményeképpen ka-
pott peptideket kromatogréfidsan elvélasztjuk, majd tandem MS-
mérések sordn fragmentdljuk. Kézenfekvs, hogy kisebb peptid-
egységeket vizsgdlva részletesebb szerkezeti informdci6t nyerhe-
tiink, mint az intakt fehérje vizsgélata sordn.

A fehérjék aminosav-szekvencidjdnak meghatdrozdsdban ato-
mi szintd szerkezetmeghatdrozdsra nincs sziikség, mivel a fehér-
jéket az ismert oi-aminosavak épitik fel. A fehérjéket felépitd
aminosavak nagy szdma viszont olyan mértékd variabilitdst
okoz, amely komoly analitikai kihivdst jelent, amikor egy na-
gyobb méretii fehérje esetén az N-termindlist6l a C-terminalis ré-
szig az Osszes aminosavat azonositanunk sziikséges. A nagymé-
ret biomolekuldk bottom-up analizise sordn a kiilonboz§ enzi-
matikus emésztmények azonositott peptidjeivel tudjuk lefedni a
teljes aminosav-szekvencidt (4. dbra).

Az egyes peptidszakaszok molekulatomegeik és jellemz§ to-
megspektrometriai fragmenseik alapjdn azonosithaték. A szom-
szédos aminosavak kozotti hasaddssal keletkezd N- vagy C-ter-
mindlis fragmensek kozotti pontos tomegérték-kiilonbségek alap-
jan az adott poziciékban taldlhaté aminosavakat egyértelmtien
azonosithatjuk (5.a,b,e,f dbra). El6fordulhat azonban, hogy a
kiértékelés sordn nem vesziink figyelembe kihagyott hasaddso-
kat, a hasonlé vagy azonos pontos tomegadattal rendelkezd,
ugyanakkor kiilonboz§ aminosavakat nem vessziik szdmitdsba.
A Gly-Gly (114,043 Da) kozott kihagyott hasitds révén a két ami-
nosav Asn aminosavként (114,043 Da) is azonosithatd. A Gln
aminosav (128,059 Da) Lys aminosavként (128,095 Da) is azo-
nosithaté a nagyon hasonlé pontos tomegadat miatt, ugyanigy
a Lys aminosav is azonosithaté Gln aminosavként nem megfe-
lel§ pontos tomegadat esetén, vagy a miiszerre jellemz§ tomeg-
pontossdg nem megfelel§ figyelembevételével. Nagyobb méret
peptidek fragmentdcidja esetén tobbnyire részleges szekvencia-
lefedettséget kapunk, azonban komplementer fragmentdcids
technika alkalmazdsa mellett kiegészit§ szekvenciainformdciot
is nyerhetiink.
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5. abra. Egy monoklonalis antitest DTLMISR szekvenciaju peptid-
szakaszanak HCD (a) és ETD (e) MS? spektruma;

a DTLM(ox)ISR oxidalt peptidszakasz HCD (b) és ETD (f) MS2
spektruma, valamint a leucin/izoleucin meghatarozasara iranyulo
HCD MS* (c/d) és ETD-HCD MS? (g/h) spektruma

Moédositdsok vizsgélata sordn is figyelembe vessziik a lehetsé-
ges buktatdkat (hasonld tomegadatok miatti hibds azonositds),
igy osszetett analitikai megkozelitést alkalmazunk azért, hogy
megbizhaté mindségii adatokat nyerjiink. A glikozildciés médo-
sitdsok vizsgélata esetében példdul nagy szerep jut a kiilonbozd
kromatogréfids technikdknak, amig a nem-enzimatikus poszt-
transzldciés médositdsok jellemzd tomegkiilonbségeket eredmé-
nyeznek adott aminosavak esetén, igy ezek a médositdsok meg-
hatdrozhatdk a fragmensek kozotti tomegkiilonbségek detektdld-
sdval.

Nem-enzimatikus poszttranszldciés médositasok
meghatdrozasa: ,,hotspot”-analizis

Az emlitett nem-enzimatikus poszttranszldciés médositdsok a te-
rdpids fehérjekészitmények tdroldsa sordn vagy stresszhatdsra ke-
letkez§, kiilonboz8 bomldstermékeket foglaljék magukba. Ezek a

4. abra. Egy monoklonalis antitest 213 aminosavbal all6 fehérjelancanak kétenzimes (eltéré szinnel jelélve) emésztésével azonositott

peptidszakaszok

1 1 21 31 a1 51

61 71 81 91 101
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bomldstermékek leggyakrabban a fehérje oxidélt és deamiddlt
formdi, de a fragmensek és az izomer aminosavat tartalmazé
szdrmazékok is ebbe a csoportba tartoznak. A szakmai zsargon-
ban a fehérje érintett részeit ,,hotspot’-oknak hivjuk (1. dbra).
Mivel a natfv fehérjéhez képest ezek a bomldstermékek eltérd bi-
oldgiai aktivitdssal rendelkezhetnek [14], azonositdsuk és azt ko-
vet§ mennyiségi analizisiik kritikus eleme a termék karakterizd-
ldsdnak.

Ahhoz, hogy azonositani tudjuk a fehérje ,,hotspot’jait, a na-
tiv fehérje vizsgdlata mellett érdemes stresszvizsgélatokat is vé-
gezniink. gy lehet§ségiink nyilik arra, hogy tanulmdnyozzuk,
mely aminosavak hajlamosak oxiddciéra, deamiddciéra, izome-
rizdciéra. Az oxiddci6 jellemzGen és legnagyobb mértékben a me-
tionin aminosavat érinti, annak kénatomja szulfoxiddd alakul 4t
16 Da tomegkiilonbséget eredményezve a fehérjében (5. dbra).
Ezt a véltozdst mdr az intakt fehérje mérése sordn is detektdl-
hatjuk, az oxiddci6 lejatszéddsdt akdr top-down analizis segitsé-
gével is igazolhatjuk. Azonban, ha az oxidécié pontos helyét sze-
retnénk meghatdrozni, tébbnyire alkalmaznunk kell a bottom-
up megkdozelitést és a fragmentécids tomegspektrum elemzésé-
vel kaphatunk egyértelmi valaszt. Deamiddcié vizsgdlata sordn
is hasonlé médon jérunk el; az Asn aminosav deamiddlédds ré-
vén Asp és isoAsp izomer aminosavakkd alakul dt. A tomegkii-
lonbség a nativ és deamiddlt formdk kozott csupdn 1 Da, amely
nagyobb méretd fehérjék esetén csak peptidszinten hatdrozhaté
meg. Az Asp és isoAsp izobdr aminosavak kozott a hagyomdnyos
titkozésaktivalt disszocidcids technikdval rdaddsul nem tudunk
kiillonbséget tenni, viszont ETD-fragmentdcidval egyértelmten
azonosithaték [15]. A ,hotspot” helyek MS-alapt azonositdsa
utdn mdr lehetségiink nyilik arra, hogy egy olyan UV-alapt kro-
matografids médszert fejlessziink a bomldstermékek mennyisé-
gi monitorozdsdra, amely gyors, robusztus és tomegspektromet-
rids detektdlds nélkiil is megbizhaté informdciét szolgdltat [16].
Egy ilyen mddszer kiilondsen dsszehasonlité tanulmdnyokban le-
het hasznos, ha az origindtor és a bioszimildris termék szdmos
kiilonbozd sarzsét kell karakterizdlnunk. Emellett alkalmas lehet
arra, hogy a terdpids fehérjekészitmény tdroldsa sordn kovessiik
a bomldstermékek mennyiségének vdltozdsat.

A gyégyszerhatdsdghoz benyujtandd bioszimilaritdsi tanul-
mény részét képezik olyan stresszvizsgdlatok is, amelyek sordn
az origindtor és a bioszimildris termék viselkedését tanulmd-
nyozzuk kiilonboz§ stresszelések hatdsdra. A stresszvizsgdlatok
sordn idgben tbb pontot monitorozunk. A keletkez8 bomldster-
mékek hasonld kinetikai gorbéje részben igazolhatja azt, hogy
nincs kiilonbség a vizsgdlt fehérjék magasabb rendd szerkezeté-
ben. Ugyanis esetlegesen eltér§ magasabb rendd szerkezet kovet-
keztében adott aminosavak hozzaférhetGsége eltérd lehet, igy egy
bomldstermék keletkezésének mértékében eltérés tapasztalhatd.
Tehdt a ,hotspot’-ok analizise révén elsGrendd szerkezeti infor-
méciobdl kiindulva kévetkeztethetiink hasonld vagy eltérd ma-
gasabb rendd szerkezetre is.

Izobdr leucin és izoleucin aminosavak
tomegspektrometria-alapi meghatarozasa

Amig az el§zGekben bemutatott nem-enzimatikus poszttranszld-
ciés mddositdsok jellemz§ tomegkiilonbségeket eredményeznek,
addig az azonos tomeg( (izobdr) leucin és izoleucin aminosavak
azonositdsa eltérd megkozelitéssel valdsithaté meg. Habdr a leu-
cin és izoleucin aminosavak elemi dsszetétele azonos, és az ol-
dalldncban mutatkozé izoméria minor szerkezeti kiilonbségnek
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tlinhet egy monoklondlis antitest méretéhez képest, ez a kiilonb-
ség nem hagyhat¢ figyelmen kiviil. Ennek egyik oka a szigord
hatdsédgi szabdlyozdson tul az, hogy egy leucin-izoleucin ,,csere”
az origindtor és bioszimildris termék kozott akdr jelents kii-
lonbséget is okozhat a bioldgiai aktivitdsban [17]. Hagyomdnyo-
san Edman-szekvendldsi technikdval kiilonbéztethetjikk meg egy-
értelmden a Leu/Ile aminosavakat. Egy nagyméret( fehérje szek-
vencidjdban bdrhol el6forduld izobdr aminosavak meghatdrozdsa
céljébdl a fehérjét enzimatikus emésztésnek vetjiik ald, majd az
MS-mérések alapjdn azonositott, a kérdéses aminosavakat tar-
talmazé peptideket izoldljuk, esetleg dusitjuk. Ezt kdvetGen Ed-
man-szekvendldssal az adott peptidszakasz izobdr aminosavait
egyértelmtien azonositjuk. Mivel egy monoklondlis antitest enzi-
matikus emésztménye rendkiviil nagy szdmu peptidet tartalmaz,
ezért ez a megkozelités nagyon id§igényes munkafolyamat. Az
adott izobdr aminosavakat tartalmazé peptidek elvélasztdsa és
legytjtése komoly kihivdst jelenthet, tobbnyire kromatografids
modszer fejlesztését is sziikségessé teszi.

A Klasszikusnak szdmité Edman-szekvendldsi technika mellett
mdra tobb olyan MS-alapd mddszert fejlesztettek ki, amellyel
ezek az aminosavak egyértelmtien megkiilonboztethet6k. Ezen
mddszerek kozé tartozik a HCD MS" (n = 3-5) technika [18]. Mig
a HCD M$? alapjdn nem lehet megkiilonboztetni az izobdr ami-
nosavakat, addig tovdbbi fragmentdcié alkalmazdsdval (HCD
MS*®) a Leu/Ile aminosavak megkiilonboztethet§ek (5.a—d db-
ra). Bz az un. iminium-ion mddszer, ahol az izobdr aminosav
iminium-ionjdnak (m/z 86,1) fragmentéldsdval a Leu esetében
nincs vagy igen kis intenzitdsi az ammdniavesztés. Ezzel szem-
ben az izoleucinndl nagy intenzitdssal jelenik meg a spektrum-
ban az m/z 69 fragmens. Az izobdr aminosavak megkiilonbézte-
tésére szolgdlé mdsik MS-megkozelités az ETD-HCD MS® mdd-
szer [19], amelyben a w-szatellit médszert haszndljuk, azaz a to-
megspektrumban a leucin esetében C;H; (-43 Da), mig az izole-
ucinndl C,H; (-29 Da) és/vagy C,Hg (-56 Da) vesztés figyelhetd
meg (5.e-h dbra). Az MS technikdkkal torténd izobdr aminosav
megkiilonboztetésnek azonban vannak korldtai. A kis ioninten-
zitdsok mellett szdmolnunk kell a hidrogéntranszfer jelenséggel
[20], az un. prolineffektussal, valamint a kivélasztandé fragmens-
ionok tomegtartomdnya is korldtozott [18].

Az adatbdazisok és a szoftveres kiértékelés
alkalmazdsanak sziikségessége és buktatoéi

A fehérje-emésztmények tomegspektrometriai analizise sordn
hatalmas adatmennyiség keletkezik, amely manudlisan nem ke-
zelhetd, egyértelmien szoftveres adatfeldolgozdsra és kiértéke-
lésre van sziikség. Az azonositds sordn az alkalmazott szoftver a
mért tomegspektrometriai fragmenseket adatbdzisban (pl. Mas-
cot) taldlhat6 szekvencidk alapjén szdmolt elméleti értékeknek fe-
lelteti meg [21, 22]. A szoftvereket alkalmazhatjuk de novo szek-
vendldsra (olyan szekvendldsi folyamat, amely sordn az amino-
savsorrendet mindenféle el§zetes informdci6 nélkiil hatdrozzuk
meg) is olyan peptidszakaszokra, amelyek nem azonosithaték
adatbdzis alapjdn. De novo szekvendldsra és adatbdzis-keresésre
is alkalmas szoftver a PEAKS [23]. Biotechnoldgiai készitmények
fehérje-hatéanyagainak karakterizdldsa sordn azokat nem azo-
nositanunk kell, hanem szerkezeti szempontbdl a lehet§ legtelje-
sebb mértékben jellemezni, {gy aminosav-szekvencia szempont-
jabdl a vart szekvencidt kell igazolnunk. Ekkor a teljes szekvenci-
dra kiterjed§ részletes analizis esetén mdr nem beszélhetiink va-
l6jdban de novo szekvenciameghatdrozdsrol. Ennek ellenére egy
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monoklondlis antitest teljes szekvencidjdnak igazoldsa rendkiviil
idGigényes és szisztematikus munkafolyamatot igénylg feladat.

A terdpids fehérje-hatéanyagok mellett nemcsak azok varidn-
sai, hanem technoldgiai eredetd szennyezdk is jelen lehetnek,
ilyenek tobbek kozott a gazdasejt fehérjék (HCP — Host Cell Pro-
tein), amelyek azonositdsa a potencidlis immunogenicitds miatt
kiilonosen fontos. A rutinszertien alkalmazott ELISA mdédszer
mellett ezen szennyez§ fehérjék mindségi azonositdsa HPLC—
MS/MS technika alkalmazdsdval valésithaté meg. Adatbdzisok al-
kalmazdsa sziikséges ahhoz, hogy a szennyez§ fehérjéket azono-
sitani tudjuk a termékben. Ilyen esetekben is tulajdonképpen
szekvendlunk, azonban nincs sziikség a teljes szekvencia meg-
hatdrozdsdra, részleges szekvencialefedettség elegend§ az egyér-
telmd azonositdshoz. A szoftveres kiértékelés hdtrdnya a mért to-
megspektrometriai fragmensek azonositdsdnak megbizhatésdga.
El6fordulhat, hogy a szoftverek nem valddi fragmenseket, hanem
zajcstcsokat azonositanak MS-fragmensként, valamint t5bbszo-
rosen toltott ionok dtfedd izotGpkstegeit gyakran nem megfele-
16en értelmezik. A nyers adatok manudlis ellendrzésével a szoft-
veres kiértékelés buktatéi kikiiszobolhetSk vagy legalédbbis ezek
el6forduldsa minimalizdlhatd.

Automatizdlt, 6sszehasonlité jellegii vizsgdlatok
az aminosav-szekvencia igazoldsara

Mikoézben egy bioszimildris készitmény fejlesztésének kezdetén
sziikség van az origindtor termék teljes szekvencidjanak megha-
tdrozdsdra, addig nem kivitelezhetd és nem is indokolt ugyanezt
a részletes vizsgdlatot elvégezni a fejlesztés késGbbi fdzisaiban
vagy a termelés sordn vizsgdlandé gydrtdsi sarzsok esetében.
Mindazondltal ekkor is igazolnunk kell a szekvencia azonossdgét
az origindtor termékhez hasonlitva, sokszor igen nagyszdmu
mintdn. Ezt a feladatot szintén peptidtérkép-osszehasonlitdssal,
bottom-up megkozelitéssel végezziik, bizonyitva, hogy ugyan-
azok a peptidszakaszok keletkeznek az origindtor és a bioszimi-
léris termék enzimatikus emésztése sordn. Ekkor a hatékonysdg
novelése érdekében — a nagy mintaszdm miatt — célszerd a pep-
tidtérkép-adatok kiértékelésének bonyolult és hosszadalmas
munkafolyamatdt automatizdlva vagy részben automatizdlva vé-
gezni. Ehhez nagy szdmitdsigényd, koltséges szoftverekre van
sziikség. Az MS-késziilékek gydrtéi a bioszimildris ipar felfutd-
sdval padrhuzamosan olyan ,,.biopharma” célszoftvereket dobtak
a piacra, amelyek erre alkalmasak (Bruker, BioPharma Compass;
Thermo Fisher Scientific, BioPharma Finder; Waters, Biophar-
maLynx; Sciex, BioPharmaView). Emellett szdmos gydrtofiigget-
len szoftvert is taldlhatunk a piacon (Genedata Expressionist,
ProteinMetrics, PEAKS), amelyek bdrmely tipust késziilék ada-
tait képesek kezelni és a késziilékgydrtok szoftvereinél sok te-
kintetben rugalmasabb, a gydgyszeripari kérnyezethez jobban il-
leszkedd megolddst kindlnak. A szoftverek kivélasztdsdndl rend-
kiviil fontos, hogy a kiértékel§ munkafolyamatok validdlhatéak
legyenek és a gydgyszeripari min§ségbiztositdssal 6sszhangban
miikodjenek.

Osszefoglalds

s

A biotechnoldgiai tton elgéllitott terdpids fehérjék elsGdleges szer-
kezetének, azaz aminosav-szekvencidjdnak meghatdrozdsa sordn
lényegesen t6bb analitikai adatra van sziikségiink, mint egy fe-
hérje azonositdsa sordn, amelyben részleges szekvencialefedett-
ség is elégséges ahhoz, hogy egy fehérjét azonositottnak tekint-
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stink. A terdpids fehérjék teljes aminosav-szekvencidjdt holiszti-
kus megkozelitéssel tudjuk meghatdrozni, kiilonboz8 enzimati-
kus emésztmények vizsgélata mellett egymadst kiegészit§ frag-
mentécids technikdkat alkalmazunk dgy, hogy az izobdr amino-
savakat is egyértelmden azonositsuk. Ezt az dtfogé aminosav-
szekvencia-analizist a bioszimildrisok fejlesztése elején az origi-
nétor termékre nézve célszertd elvégezni ahhoz, hogy megbizhaté
szekvenciaadatokkal inditsuk a klénozdst. A bioszimildris fej-
lesztés kiilonboz§ fazisaibdl szdrmazé sarzsok aminosav-szek-
vencidjét is igazolni kell, amely peptidtérkép-mérések adatainak
automatizdlt osszehasonlité vizsgdlatdval hatékonyan hajthaté
végre.

A tomegspektrometria teriiletén tapasztalhaté biztaté techni-
kai fejlesztések, példdul az dj, nagyobb felbontdst, témegpontos-
sdgot és érzékenységet nyujté analizdtorok, a kiegészit§ szek-
venciaadatokat szolgdltatd 4j fragmentdcids technikdk mind azt
sugalljak, hogy a jovében az id§- és munkaigényes bottom-up
megkozelités helyett (amely jelenleg a legszélesebb korben alkal-
mazott megkozelités), az analitikusok egyre inkdbb a middle-
up/middle-down vagy esetleg a top-down megkdzelitést fogjék al-
kalmazni a biotechnoldgiai eredetii fehérjegydgyszerek elsGrendi
szerkezetének jellemzésében. Az adatok értékelésében vdrhatéan
még nagyobb szerep jut majd a szoftvereknek, és a teljes adatér-
tékelési munkafolyamatok automatizéldséval lehet6vé vélik a gyogy-
szerhatdsdgok dltal igényelt, nagyszdmu mintdra kiterjed§ osz-
szehasonlité tanulmdnyok hatékony kivitelezése.
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Az NMR-spektroszkdpia szerepe
a biologikumok analitikdjdban

Bevezetés

Az elmult két évtizedben a gydgyszeripar globdlis piaca jelentds
dtalakuldsokon ment keresztiil, melyek koziil kétségkiviil a leg-
l4tvdnyosabb a biotechnoldgiai dton elddllitott gyégyszereknek a
hagyomadnyos (kismolekulds, azaz tipikusan néhdny szdz Da mo-
lekulatomeg) gydgyszerekkel szemben vald térnyerése. A bio-
technoldgiai gyégyszerkészitmények (tn. biologikumok) haté-
anyaga — amely tobbnyire fehérje — nem csupdn az el@éllitds méd-
jdban kiilonbozik a hagyomédnyos gydgyszerhatéanyagoktdl, ha-
nem a molekula méretében (a nagyobb terdpids fehérjék kb. 1300
aminosavbdl 4ll6 és kozel 150 000 Da témegd ,,monstrumok’),
szerkezetének Gsszetettségében és szerkezeti heterogenitdsdban
is nagysdgrendnyi kiilonbségek vannak. A bioldgiai gydgyszer-
hatéanyagok szerkezetének jellemzésében a magneses magrezo-
nancia (nuclear magnetic resonance, NMR) spektroszkdpia és a
tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) nyujtjdk a legbd-
ségesebb — a tobbi spektroszkdpiai mddszerhez képest egyediil-
4ll6 médon atomi felbontdst — informdciét (itt eltekintiink az
ugyancsak atomi felbontdst egykristdly-rontgendiffrakci6tdl,
amelynek haszndlata a jelen cikkben tdrgyalt analitikai problé-
mdk tekintetében erdsen limitdlt). Fontos hangstlyozni, hogy az
»NMR-spektroszkdpia” és az ,MS” is gytjt6fogalom, hiszen mind-
kettd jelenleg is intenziven fejlesztett mddszerek sokasdgdt fog-
lalja magéban.

A kismolekulds gydgyszerhatéanyagok és a biologikumok szer-
kezetvizsgdlatdban az NMR és MS énmagukban is, tovdbbd egy-
mds kiegészit§iként is merében mds szerepet toltenek be, mds-
mds médszertani appardtust haszndlva. A kismolekuldk esetében
a ,szerkezet” fogalma egyértelmd abban a tekintetben, hogy adott
hatéanyag egyetlen és csakis egyetlen, egzaktul definidlt konsti-
tuciéval, illetve relativ és abszolut konfigurdciéval rendelkezd mo-
lekuldt jelent. Bdrki, bdrhol és barmikor éllitja el§ ezt a hatd-
anyagot (példdul az origindtor hatéanyagét egy generikus gydr-
té), minden sarzs minden egyes hatéanyag-molekuldjanak pon-
tosan ilyen szerkezettinek kell lennie, amit az esetek tilnyomé
tobbségében NMR és MS segitségével egyértelmiien bizonyitani
is lehet. A kismolekuldk szerkezetvizsgdlatdban az MS legf 6bb
szerepe az elemi Gsszetétel meghatdrozdsa, esetlegesen kiegészitve
a konstitucidra vonatkozé hasznos, de nem mélyrehat$ adatok-
kal, mig az NMR ,,dolga”, hogy a molekula konstitticidjét és tér-
szerkezetét mélyrehatdan és egzaktul feltdrja, amire tobbnyire ab
initio médon (tehdt referens szerkezetekkel vald 6sszehasonlitds
nélkiil) is képes. Ezek a szerepkorok jol ismertek és jél koriilha-
tdroltak. Ezzel szemben a biologikumok vildgéban (késébb bé-

vebben részletezett okokbdl) mdr maga a szerkezet definicidja is
mds értelmezést kivdn meg, és igy merében mds tipusu fizikai-
kémiai jellemzést, 0j analitikai mddszerek kidolgozdsét teszi
sziikségessé, amelyben az MS és NMR alkalmazott mdédszertana
és szerepkore is teljesen eltérd. A szerkezet értelmezésével kap-
csolatban az okozza az egyik nehézséget, hogy adott gydrtdsbél
szdrmazé hatéanyag-sarzson beliil megjelenik némi szerkezeti
variabilitds az egyes biomolekuldk kozott, és a kiilonbozd helye-
ken és idGben gydrtott sarzsok sem pontosan egyformék a szer-
kezet minden részlete tekintetében. A szabadalom lejértdval az
origindtor hatéanyagdt ,mdsol6” gydrték hatéanyaga ezért so-
hasem egyezik meg pontosan az eredetivel, a redlis cél csak az le-
het, hogy kellgen hasonld legyen hozzd. Ezért van az, hogy az
ilyen ,,mdsolt” biologikumokat nem biogenerikus, hanem ,,bio-
hasonld” vagy ,,bioszimildris” (angolul biosimilar) gyégyszerek-
nek nevezziik. A nemzetkozi gyégyszeripari tevékenységeket sza-
bdlyozé hatésdgoknak — ilyen az Eurépai Uniéban a European
Medicines Agency (EMA), az USA-ban pedig a Federal Drug Ad-
ministration (FDA) — tehdt a biologikumokra nézve olyan Uj
gyogyszerbiztonsdgi és mindségi kritériumokat kellett kidolgoz-
niuk, amelyek sok tekintetben kiilonboznek a hagyoményos gydgy-
szerekétdl (1, 2]. Ezeknek a mindségi kritériumoknak a lefekte-
tése rengeteg kihivdst jelent, hiszen kozel sem egyértelmd, hogy
a biomolekuldk szdmos szerkezeti aspektusdt szdmitdsba véve
pontosan mit értiink ,,kell§en hasonlé” alatt, és hogy ezt a ha-
sonldsdgot milyen analitikai mddszerekkel és milyen mélységben
kell, illetve lehet megfelelden demonstrélni. A teriilet jelenleg is
szdmos ,,sziirke z6ndt” tartalmaz, de folyamatosan fejlgdik, még-
hozzd a gydgyszeripari analitikusok, az analitikai mészergydr-
tok és a hatdsdgok olyan dinamikus, egymadst pressziondld/inspi-
rdlé kolesonhatdsdban, ahol a szakmai és technikai kérdéseken
tul az egyes gyogyszeripari szerepldk kozotti verseny is dontd
szerepet kap.

Habdr a jelenlegi dltaldnos gyakorlat szerint kiiléndsen a nagy-
méret fehérjék szerkezeti jellemzésének legf&bb eszkoze az MS,
a jelen cikkel arra szeretnénk ravildgitani, hogy mennyire kivéte-
les, olykor nélkiilozhetetlen szerepet télthet be az NMR a biologi-
kumok, leginkdbb a fehérjealapu biohasonld biologikumok fejlesz-
tésében. Azért tartjuk fontosnak tisztdzni ennek az egyediildllé
szerepnek a mibenlétét, mert az részben a biologikumokat érintd
hatdsdgi szabdlyozdsok jelenleg is tarté formdléddsa miatt, rész-
ben pedig a gyégyszeripar rendkiviil dsszetett, multidiszciplind-
ris mikdésébdl adéddan sem a szlikebb szakma (gydgyszera-
nalitika, spektroszkdpia), sem pedig a biologikum ipar tdgabban
vett szerepl6i szdémdra nem mondhatd jél megértett és letisztult
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stdtuszinak. Az elmdlt hdrom-6t év sordn ebben a témdban meg-
jelent szakirodalom 6sszefoglaldsdval és a Richter Gedeon Nyrt.-
ben egy évtizede foly6 biotechnoldgiai fejlesztések sordn Gssze-
gydlt szakmai tapasztalataink alapjdn szeretnénk egyrészt be-
mutatni, hogy a biotechnoldgiai fejlesztések sordn a gydgyszer-
iparban dolgozé NMR-spektroszképus milyen vdltozatos problé-
mafelvetésekkel szembesiil, mdsrészt, hogy e kérdések megvéla-
szoldsdra az NMR-eszkoztdr milyen széles palettdja 4ll rendelke-
zésére.

A fenti célkitiizéssel 6sszhangban, a részletek tdrgyaldsa el§tt
fontos kiemelni azt a kontextust, ami a gydgyszeriparban a bio-
logikumok jellemzésére alkalmazott NMR-spektroszképidt a
tobbnyire az akadémiai szférdban mivelt, felfedez§ jellegl ku-
tatdsokat célz6/tdmogaté biomolekuldris NMR diszciplindjétdl 1é-
nyegesen megkiilonbozteti. Utébbi tobb mint 30 éves hagyomd-
nyokra tekint vissza, és médszertana, bdr folyamatosan fejlédik,
jol kiérleltnek tekinthet8. Az ilyen NMR-kutatdsok z6ménél a
vizsgdlt biomolekuldt igen specidlis koriilmények kozott mérjiik:
preparativ kromatografids médszerekkel tisztitott formdban, a
spektroszkdpiai méréseknek kedvez§ fizikokémiai koriilmények
kozott, melyek koziil taldn a leglényegesebb, hogy a molekuldt az
erre alkalmas biotechnoldgiai eszk6zok, tin. expresszids rendsze-
rek segitségével ,NMR-aktiv”, vagyis mdgneses momentummal
rendelkez§ stabil izotdpokkal (legf6képpen N és/vagy C) dusi-
tott formdban dllitjuk el§. Erre azért van sziikség, mert a mdg-
neses magrezonancia jelensége csak az NMR-aktiv atomokon
,mikodik’, egy protein szerkezeti jellemzése szempontjabdl az
NMR-spektroszkdpia legfébb ereje pedig éppen abban rejlik,
hogy képes annak hdrom legfébb atomfajtdja (H, C, N) kozt a
térbeli, illetve kotéseken 4t hatd atomi kolcsonhatdsokat feltérké-
pezni. Mig azonban az NMR-aktiv 'H-izotép természetes elGfor-
duldsa 99,99%, a C és N domindns természetes izotdpjai, vagyis
a 2C (98,93%) és “N (99,63%), nem NMR-aktiv (illetve a “N ese-
tében fizikai okokbdl nehezen vizsgdlhaté) magok, addig az
NMR-rel jél vizsgdlhaté “C (1,07%) és N (0,37%) izotépok ter-
mészetes elGforduldsi ardnya mellett sokszor irredlisan hosszd
mérésekre lenne sziikség. Amennyiben azonban a vizsgalt mole-
kuldt e kovetelményeknek megfelelGen sikertilt prepardlni, bo-
nyolult t6bbdimenziés NMR-mérési médszerek (tn. pulzusszek-
vencidk) szdzai dllnak rendelkezéstinkre, melyek alkalmasak ar-
ra, hogy atomi felbontdsu térszerkezeti és dinamikai (a moleku-
ldk belsd mozgdsait leird) informdciét nyerjink. [3, 4] Kis tul-
zédssal élve a jelenleg elérhet§ biotechnolégiai és NMR-mérés-
technikai héttérrel csak a kutatdsra szdnt koltség és id§ kérdése,
hogy adott (megfelel§ méretd és megfelel§ koriilmények kozott
vizsgdlt) biomolekula esetében felmeriil§ szerkezeti kérdést a
megfeleld mddszer kivélasztdsdval megvdlaszoljuk. Ezzel szem-
ben gydgyszeripari koriillmények kozott az alkalmazhaté NMR-
mddszerek tdrhdza drdmaian lecsokken, mivel a terdpids fehér-
jéket stabilizdl6 segédanyagokat tartalmazé sokkomponensti puf-
feroldatban forgalmazzdk, és a gydrtdsi koriillmények nem teszik
lehet6vé a fehérje-hatéanyagok izotdpjeldlt formédban torténd eld-
dllitdsdt. Tovabbi kiilonbség, hogy a bioanalitika feladatkére nem
meriil ki a termék jellemzésében: a fejlesztésnek szinte minden
1épése folyamatos analitikai tdmogatdst igényel, példdul a fer-
mentécié koriilményeinek optimalizdldsa vagy a gydrtdskozi szeny-
nyez8k azonositdsa és jellemzése tekintetében. Ezért a biotech-
noldgiai gydgyszeriparban dolgozé NMR-spektroszképus szd-
mdra az jelenti az egyik legnagyobb kihivdst, hogy a komplex fej-
lesztési folyamat egészét dtldtva felismerje az NMR-spektrosz-
kdpidval megoldhaté kérdéseket és az elérhet§ modszerek soka-
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sdgdbdl kivdlassza a megfelel6t. Ezt a tevékenységet tdgabban ér-
telmezve egy harmadik (az els§ kett6nél semmivel sem kisebb)
kihivds is adédik, melyet a jelen sszefoglal is szolgél: az NMR-
eredmények megfelel§ interpretdldsa és a szakmai kozeg felé
t6bb szinten torténd kommunikdldsa. Ezt azért is fontos hangsu-
lyozni, mert minden biologikum kifejlesztése egy nagy létszdmu
multidiszciplindris csapat munkdjén alapul, a csapatbeli egytitt-
miikodés mindsége pedig dontben fontos a sikerhez. Ebben az
egytittmiikodésben elengedhetetlen, hogy ne csak az NMR-spekt-
roszképusok értsék, mivel tudnak hozzdjdrulni a folyamathoz,
hanem ez a csapat egésze szdmadra is — legaldbb koncepciondlis
szinten - vildgos legyen. Ezektdl a motivaciktdl vezérelve ossze-
geztilk a teriileten szerzett tapasztalatainkat és a legfrissebb szak-
irodalmat egy nemrég angolul megjelent dsszefoglalé formdjiban
[5]. A jelen irds e kordbbi cikk magyar nyelvii kivonata és egyben
kiterjesztése is.

Terapids fehérjék szerkezetvizsgdlata

Biohasonlo termékek szerkezetének jellemzése
a hatdsdgi elvdrdsok tiikrében

A kismolekulds gyégyszerek jellemzésében is dltaldnosan elfoga-
dott megkozelités, hogy egy molekuldrdl szerzett tuddsunkat an-
ndl részletesebbnek és teljesebbnek tekintjiikk, minél tobbféle
(egymidstdl eltérd fizikai elven miikodd) analitikai mérésnek vet-
jiik ald. A biomolekuldkra ez fokozottan érvényes, hiszen szerke-
zetiik (tobbek kozt méretitkbsl adédéan) nem csak joval Gssze-
tettebb, de mdr egy-egy gydrtdsi sarzson beliil is heterogenitdsok
fedezhetdk fel, azaz nem feltétleniil beszélhetiink a hatéanyag-
molekula homogén oldatdrdl, hanem egymdshoz nagymértékben
hasonlitd, de egyedileg kis kiilonbségeket mutaté molekuldk so-
kasdgdrdl. Ezért az analitikai mérések sordn e véltozé tulajdon-
sdgok étlagdt vizsgdljuk, és a médszerek jelentGsen eltérnek ab-
ban, hogy milyen jellegii kiilonbségekre érzékenyek. A fenti okok
miatt a biohasonld hatéanyagok szerkezetére vonatkozé mingsé-
gi kritériumok is nehezen megfogalmazhatdk.

A fehérjék bioldgiai funkcigjit a primer és magasabb rendd
szerkezet (higher order structure, HOS), tovdbbd az tn. poszt-
transzldciés médositdsok (ldsd aldbb) egyiittesen hatdrozzdk
meg. Ezért a biohasonldsdg demonstréldsdban hatdsdgi elvédrds
az, hogy az origindtor hatéanyagdval val6 dsszehasonlitds olyan
analitikai mddszerek minél kiterjedtebb alkalmazdsdn alapuljon,
amelyek kiilon-kiilon a lehetd leginkdbb alkalmasak ezeknek a
szerkezeti aspektusoknak a robusztus és érzékeny monitoroza-
sdra. Fontos igazolni, hogy az egyes sarzsok kozétti, illetve a bio-
szimildris és az origindtor hatéanyaga kozotti eltérések az egyes
analitikai adatokban egy meghatdrozott elfogaddsi hatdron beliil
vannak, tovabbd értelmezni kell az eltérések szerkezeti okdt és
tisztdzni kell azok bioldgiai relevancidjét.

A terdpids fehérjék magasabb rendd szerkezetének vizsgdlata
a bioanalitika egyik legnehezebb feladata. Habdr mds technikdk
is, mint példdul a Fourier-transzformédcids infravirds spektrosz-
képia (FT-IR) vagy a cirkuldris dikroizmus (CD) tobbé-kevésbé
érzékenyek a magasabb rendd szerkezet véltozdsaira, nem adnak
lehetdséget az eltérések lokalizdldsdra a fehérjén beliil. A proton-
deutérium csere témegspektrometria (HDX-MS) ugyan nydjthat
lokdlis informdcié6t a fehérjék konformédcidjardl vagy konformd-
ci6s dinamikdjdnak vdltozdsairdl, azonban a minta-el6készités
rendkiviil id6- és munkaigényes, és csak megfeleld szintd auto-
matizdltsdg mellett ad reprodukdlhatd eredményt. A folyadékfd-
zisti NMR-spektroszkdpia a vizoldékony fehérjék nativ kozegben
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1. abra. Egy kézepes méretii

(17 kDa) rekombinans fehérjét
tartalmazo készitmény (feliil), valamint
U egy kozel hétszer tobb 'H-atommal

rendelkez6 monoklonalis antitestet
(150 kDa) tartalmazé készitmény

1D 'H NMR-spektruma (alul). Utébbi
a molekula méretébdl adodo zsufoltsag

L

e e és jelszélesedés miatt joval kevesebb
. értékelhet6 jelet tartalmaz

torténd magasabb rendd szerkezetvizsgdlatdnak leghatékonyabb
eszkoze. A biologikumok jelentds része olyan méret fehérjék vi-
zes oldata, amely lehet§vé teszi NMR-spektroszkdpids vizsgéla-
tukat.

A fentebb emlitett ,,NMR-bardt” minta-el6készitési 1épések hi-
jan, a bioldgiai hatéanyagok NMR-vizsgdlatakor els§ kozelitésben
a legkézenfekvébb megolddst a jol detektdlhaté egydimenzids
(ID) 'H NMR-spektrumok elkészitése jelentheti. Egy 1D 'H NMR-
spektrumban (példdul a CD-spektrumokkal ellentétben) minden
egyes jel egyedi H-atomokhoz rendelhetd, a jelek kémiai eltold-
dédsa pedig informdciét hordoz a hidrogénatomok kémiai kor-
nyezetérdl, az aminosavak konfigurdcidjdrdl, konstitticiéjrdl és
konforméciéjardl.

Kisméret( fehérjék esetében (kevesebb, mint 30 aminosav) gyak-
ran az 1D 'H NMR-spektrumban minden egyes H-atom jele kii-
1ondll6 jelet ad és igy a fehérje szerkezete atomi szinten jellemez-
hetd. A fehérje méretének novekedésével a jelek kiszélesednek és
a spektrumok zstfolttd vélnak (1. dbra).

Rituximab- és filgrastimminték esetében sikerrel alkalmaztdk
az 1D 'H NMR-spektrumokat szerkezeti 6sszehasonlitdsra [6, 7].
A spektrumok értékelését neheziti, hogy a fehérjék mellett jelen-
tds mennyiségben hozzdadott segédanyagok ugyancsak jelet ad-
nak, ezzel elfedve a fehérje jeleinek jelentds részét. Az ilyen zavaré
jelek kikiiszobolésére lehetséges megoldds a teljes puffercsere. Ez
a mddszer azonban felvetheti a kérdést, hogy a puffercsere sordn
a fehérje szerkezete nem vdltozhatott-e meg, ami példdul a haté-
sdgok szemszogébdl aggdlyos lehet és nemkivénatos vitdra adhat
okot. Az NMR-spektroszkdpia fizikdjdnak sokrétiisége, hatalmas
mddszertani tdrhdza, tovdbbd az NMR-spektroszképusok kreati-
vitdsa azonban szdmos lehetdséget nyujt a probléma megolddsdra.
Példdul Poppe és munkatdrsai [8] a kismolekuldk és fehérjék
NMR-rel is j6l detektdlhatd eltérd diffdzids tulajdonsdgait hasz-
nélva csokkentették (kiilonboz6 mddszertani megolddsokkal) a
segédanyagok jeleinek intenzitdsdt a spektrumokban. A méd-
szeriik hatékonysdgét kiilonboz6 monoklondlis antitesteket tar-
talmazé készitmények mintdin igazoltdk. Franks és munkatdrsai
[9] a molekuldk eltérg relaxdcids tulajdonsdgait haszndlték ki ha-
sonld céllal.

A novekvd molekulamérettel az 1D 'H NMR-spektrumokban a
jelek szdma és szélessége is né, igy egy adott mérethatdr folott
(kb. 35 kDa) a spektrumok kezelhetetleniil zsuifolttd vdlnak. Ez a
probléma kétdimenzids (2D) NMR-spektrumok felvételével haté-
konyan kezelhet8, amelynek szdmos formdja létezik, azonban el-

készitésiik meglehetdsen idGigényes. A 2D NMR-spektrumok két
egymadsra merGleges 1D spektrum jelei kozott un. keresztcsicsok
formdjéban jelenitik meg a téren vagy kotéseken dt kozvetitett
atomi kolcsonhatdsokat. Példdul az tin. 2D 'H-'H NOESY- (Nucle-
ar Overhauser Effect SpectroscopY) spektrum keresztcstcsai azt
mutatjdk meg, hogy a fehérje mely H-atompdrjai vannak térben
egymdshoz kb. 5 A tévolsdgnal kozelebb. Freedberg és munkatdr-
sai [10] 2D 'H-'H NOESY-spektrumokat haszndltak rituximab- és
filgrastimmintdk vizsgdlatdra. Ugyanakkor pl. a 2D 'H-"N HSQC-
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) és 2D 'H-"N HMQC-
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) spektrumokban
a keresztcsucsokbdl az olvashat6 ki, hogy a fehérje mely H-atom-
ja kotddik kozvetleniil, vagy tobb kovalens kotésen dt, a fehérje
valamely N-atomjéhoz. A '"H-"N HSQC- és HMQC-spektrumok
egyszerre nydjtanak megolddst a zsifoltsdg és a segédanyagok
intenziv jelei okozta problémdk kikiiszobolésére (2. dbra). Egy-
részt, mivel az amidcsoportok kozvetleniil a fehérje gerincében
helyezkednek el, kémiai eltoléddsukat a fehérjegerinc konformé-
cijdnak véltozdsa jelentGsen befolydsolja. Eppen ezért egy adott
fehérje minden egyes konformdciéjdhoz a 2D spektrumokban
egy specifikus keresztcsicsmintdzat tartozik, vagyis a spektru-
mok amolyan kétdimenzids ,ujjlenyomatként” haszndlhatdk.

2. abra. Egy ~20 kDa molekulatémegii rekombinans fehérje
természetes izotop-eléfordulas mellett felvett 'H-'SN HSQC-
spektruma. Minden egyes keresztcstcs a spektrumban egy
N-H-kotéshez rendelhetd

87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75
F2 (ppm)
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Mdsrészt, mig a fehérje egyes aminosavai egy, esetleg két N-H-
kotést tartalmaznak, a segédanyagokban nincs ilyen egység, ezért
a spektrumok jelent§sen egyszertisddnek és a segédanyagok sem
adnak jelet. Ugyanakkor a mérésekhez sziikséges id6t jelentds
mértékben megnoveli, hogy a spektrumokat sziikségszerten ter-
mészetes izotGp-el6fordulds mellett (a ®C és PN természetes el§-
forduldsa 1,07, illetve 0,37%) kell felvenni. 2D 'H-"N HSQC-spekt-
rumok alkalmazdsdval sikeresen vizsgdltdk példdul inzulin [11] és
interferon-alpha [12] készitmény hatéanyagdnak szerkezetét.

Aubin és munkatdrsai [13] izotdpjelolt fehérjék vizsgdlatdval
igazoltdk, hogy akdr egy aszparagin-oldalldnc deamiddcidja (NH,
— OH csere) is jol detektdlhatd véltozdst okoz a fehérje 'H-"N
HSQC-spektrumdban. Ugyanakkor arra is rdmutattak, hogy az
oldatkoriilmények (pH, ionerdsség) kismértéki eltérései is jelen-
tds hatdssal vannak az amidcsoportok kémiai eltoldddsdra.

Arbogast [14] metilcsoportokra szelektiv 'H-"C HMQC-spekt-
rumok alkalmazdsit javasolta az eltérd oldatkoriilményekbdl adé-
d6 anomdlidk kikiiszobolésére. A hidroféb metilcsoportok kémiai
eltol6ddsdt ugyanis kevésbé befolydsolja a pH, mint a vizzel cse-
refolyamatban 1év6 amidcsoportokét.

Adott fehérje-mérethatdr folott, példdul monoklondlis antites-
tek esetében, a 2D spektrumok is tilsdgosan zstfolttd vdlhatnak.
Arbogast és munkatdrsai [15] enzimatikus emésztéssel az ilyen
molekuldkat kettévdgtdk, ezzel jobb mingségii HSQC-spektrumok
felvételére nyilt médjuk. Igazoltdk, hogy a hasitds érdemben nem
befolyésolta a fehérje szerkezetét.

A bioszimildris hatéanyagok jellemzése, tn. osszehasonlitd
vizsgdlatok (comparability studies) keretében torténik, ahol a bio-
szimildris és az origindtor termékek kiilonboz§ fizikokémiai pa-
ramétereit paronként vetik dssze. Az, hogy ez az dsszevetés pon-
tosan milyen mddszerrel torténjék meg, jelenleg intenziven fej-
lesztett és egyuttal vitatott teriilet: elvi szinten természetesen az
lenne kivdnatos, ha az dsszehasonlitand¢ analitikai adatok kozott
a hasonldsdg mértékét valamilyen kemometriai médszerrel
szdmszertsiteni lehetne, és igy egyértelmt megfelelGségi kritériu-
mokat lehetne definidlni, a gyakorlatban azonban ez szdmos ne-
hézséget vet fel. Az NMR-spektrumok 6sszehasonlitdsdnak leg-
egyszer(ibb médja a vizudlis osszevetés, ami nem mentes a szub-
jektiv elemekt6l és a hasonlésdg mértékének szdmszerdsitését
sem teszi lehet§vé, azonban a médszer el6nye, hogy t6bb spekt-
rum Gsszevetésére ad médot és a ,,szakértdi szem” j6 eséllyel azon-
nal értelmezni tudja az eltérések szerkezeti okdt, bioldgiai rele-
vancidjdt. A kemometriai médszerek nvelik az objektivitdst, azon-
ban eltérések esetén tovédbbra is sziikséges a vizudlis értékelés. A
kemometriai értékelés sordn alkalmazandé matematikai méd-
szerek kivélasztdsa fligg a spektrumok mingségétdl és szdmétol.
Kevésbé zstifolt, jé felbontdst spektrumok esetében lehet§ség
van az ugynevezett peak-to-peak (csticsrdl csucsra) analizisre,
ahol a jelek kémiai eltoldddsét és jelintenzitdsdt a vizsgdlt mintdk
spektrumaiban egyenként vethetjiik dssze. [13] Nagyméret( fe-
hérjék esetében, ahol a spektrumok gyakran zstfoltak és jel4tfe-
désekkel terheltek, célravezetd lehet a spektrumok kis részletek-
re valé osztdsdn alapuld tn. bucketing vagy binning alapu feldol-
gozds. [16] Az igy kapott adatsorokat mds-mds statisztikai esz-
kozokkel dolgozhatjuk fel attdl fiiggden, hogy két vagy nagyszé-
mu adatsort kivdnunk osszevetni. [17]

Poszttranszldcids mdédositdsok vizsgdlata

A fehérjék bioszintézisének azt a szakaszdt, mely sordn egy osz-
szetett biokémiai ldncolaton keresztiil a nukleinsavakban kddolt
genetikai kédnak megfelel§ polipeptidldnc kialakul, transzlécid-
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nak nevezziik (utalva ezzel egyik ,,nyelvrél” vagy kédoldsi méd-
rél egy mdsikra torténd leforditdsra). Ezen nevezéktan mentén
az olyan véltozdsokat, melyek a fehérjék szerkezetében a transz-
l4ci6 utdn torténnek, poszttranszldciés mddositdsoknak nevez-
ziik. Az ilyen médositdsok kozé soroljuk példdul a fehérjemole-
kuldn beliil bizonyos ciszteinpdrok kézotti kénhidak kialakuldsdt,
a bizonyos aminosav-oldallincokhoz kovalensen kotott 6sszetett
szerkezet( oligoszacharidok kapcsoldsdt, a deamiddciét, de té-
gabb értelemben példdul a fehérje-polietilénglikol (roviden PEG)
konjugdtumok mesterséges 1étrehozasdt (,,pegildciot”’) is. Az ilyen
véltoztatdsok a fehérje magasabb rendd szerkezetének kialakitd-
sdban és bioldgiai szerepének betoltésében is kulcsfontossdgu sze-
repet toltenek be, ezért analitikai vizsgdlatuk is a hatéanyag jel-
lemzésének kritikus eleme.

A molekuldn beliil 1étrejové diszulfidhidak megléte és kapcso-
16d4si sorrendje esszencidlis a fehérjék magasabb rendd szerke-
zetének kialakitdsdban és stabilizdldsdban. A diszulfidhidak min-
tdzatdnak meghatdrozdsa a biomolekuldris NMR-teriileten sem
mondhaté trividlis kérdésnek, ugyanis amennyiben a fehérje
adott pontossdggal meghatdrozott térszerkezetébdl a geometriai
és tdvolsdg jellegi kritériumok alapjdn az nem kovetkezik egyér-
telmden, csupdn két megkozelités kindlkozik: az osszetartozd
ciszteinpdrok [-hidrogénjei kozotti tdvolsigmérés NOESY mod-
szerekkel, vagy a ciszteinegységek szelenociszteinre valg cseréje,
és az igy keletkez§ diszelenid hidak Se-atomjai kozétti direkt csa-
toldsok mérése. [18] Ezek a megkozelitések egyrészt biotechno-
16giai és NMR-méréstechnikai szempontbdl is szdmos nehézség-
be iitkozhetnek, mdsrészt a fent mér részletezett okokbdl (pl. a
készitmény izotépos dusitdsdnak problematikdja) gydgyszeripa-
ri kériilmények kozott nem kivitelezhet8k. Viszont miutédn a di-
szulfidhidak mintdzata meghatdrozza a harmadlagos és negyed-
leges szerkezetet, az origindlis és bioszimildris hatéanyagok
NMR-spektrumainak sszehasonlitdsdval kozvetett médon még-
is egyértelmi informdci6t nyerhetiink a diszulfidhidak hasonlé-
sdgdrdl vagy az esetleges eltérésekrdl.

A pegildci6 sordn a fehérje adott NH-csoportjdhoz (vagy cso-
portjaihoz) kovalensen polietilén-glikol-ldncot kapcsolnak, ezzel
javitva a terdpids fehérjék farmakodinamikai és farmakokineti-
kai tulajdonsdgait. Bioszimildris fehérjék esetében kiemelten fon-
tos azt igazolni, hogy ez a kapcsoldddsi pont az origindtor ter-
mékével megegyezik. Ennek meghatdrozdsdt leggyakrabban a fe-
hérje enzimes emésztését kovetSen az emésztmény LC-MS-
analizisével végzik, ami az MS-mddszer sajdtsdgai miatt elsGsor-
ban kozvetett informdciét ad a PEG-ldnc kapcsoldddsi pontjéra.
Az MS- és NMR-mddszerek az ilyen kérdésekben egymdst ki-
egészitd informdcidt szolgdltathatnak, amire jé példa Wang és
munkatdrsai munkdja [19], melyben pegildlt interferon alfa-2b fe-
hérje enzimatikus emésztését, majd a keletkez§ peptidek kro-
matogréfids elvdlasztdsdt kovetGen, 1D, illetve 2D NMR-spektru-
mok segitségével - ilyen mddon a ,nagymolekulds” kérdést ,,kis-
molekulds” kérdéssé alakitva — klasszikus NMR mddszerekkel
kozvetleniil is igazoltdk a PEG kapcsoléddsdnak helyét.

A glikoproteinek esetében — mely csoportba példdul a terdpi-
ds monoklondlis antitestek is tartoznak — a polipeptidhez kap-
csolddé oligoszacharidok szerkezete és a kiilonboz§ glikoformdk
eloszldsa jelentds mértékben befolydsolhatja a fehérje bioldgiai
aktivitdsat és immunoldgiai tulajdonsdgait. A glikdnldncok vizs-
gdlata komplexitdsuk és heterogenitdsuk miatt komoly kihivds elé
allitjdk az analitikdt. Mivel az emberi immunrendszer éltal ide-
genként felismert cukorformdk mdr kis mennyiségben valé elg-
fordulds esetén is nemkivdnatos immunreakciét vdlthatnak ki, a
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3. abra. A megfelel6 NMR-mérési
modszer alkalmazasaval a nagy
molekulatémegi 6sszetevok jelei
kiszlirheték a spektrumbdl anélkiil,
hogy az egyes komponenseket fizikailag
elvalasztanank. [21] Az alsé abran

egy fehérjekészitmény 'H NMR-spekt-
rumanak részlete, még a felsén ugyan-
ezen minta ,relaxaciosan sz(rt”

H NMR-spektrumanak részlete lathato.
Mig az alsé spektrumon a fehérje jelei
zsufoltta teszik a spektrumot, a felsé
spektrumban jol azonosithaté egy puffer-

komponens (~2 ppm) és egy kioldédo
szennyez6 jele (1,17 ppm)

glikdnmintdzat jellemzése az esetek tobbségében osszetett enzi-
mes emésztéssel kombindlt, nagy érzékenységli LC-MS-mddsze-
rekkel torténik. Az NMR-spektroszképia glikoformdk vizsgélatd-
ban betdltétt szerepe olyan esetekben kertil el§térbe, amikor az
MS mddszerekkel nem megkiilonboztethetd (tn. izobdr) cukor-
egységek elkiilonitése vagy a kapcsolddé cukoregységek kapcso-
léddsénak pontjai vagy anomer-konfigurdciéjdnak meghatdrozdsa
a cél. Ilyen esetekben célravezet lehet az NMR- és LC-MS-mdd-
szerek egyiittes haszndlata, melyre szép példdt ldthatunk Wie-
gandt és munkatdrsai publikdcijdban [20], melyben a cetuximab
nevi terdpids antitest glikdnmintdzatdt vizsgdltdk NMR- és LC—
MS-mddszerek kombindci6jdval és rdmutattak, hogy ezzel a meg-
kozelitéssel el lehet kiiloniteni az akdr 15 pmol koncentréciéban
el6fordul6 izobdr N-glikdn szerkezeteket is, ami fontos lehet az
immunogén strukturdk jelenlétének kizdrdséban.

Alapanyagok mingségellendrzése
és technologiai eredetii szennyez6k azonositdsa

A biotechnoldgiai fejlesztések sordn az NMR szerepe messze tul-
mutat a hatéanyagok szerkezetvizsgélatdn. A fejlesztés egymdsra
épiild, sokszor egymdssal parhuzamosan futé és igen dsszetett
folyamatai sordn gyakran adédik olyan analitikai kérdés, mely-
nek megolddsdban az NMR kulcsfontossdgu szerephez juthat, és
mddszertanilag a fent leirtaktdl eltérd megkozelitést kovetel. Az
aldbbiakban az ilyen jellegii analitikai kihivdsok és lehetséges
megolddsaik koziil sorolunk fel néhdny példat.

Kioldédo szennyezdk vizsgdlata

A bioldgiai készitmények gydrtdsa sordn a tisztitdsi lépések ha-
tékonysdgdnak demonstrdldsa kiemelt szempont hatésagi vizs-
gdlatok sordn. A készitmények jellemz8en olyan vizes oldatok,
melyek a fehérje-hatéanyagon kiviil kismolekulds osszeteviket,
példdul stabilizdtorokat és pufferkomponenseket tartalmazhat-
nak. Ezekben a komplex oldatokban az ismert 6sszetevék mel-
lett azonositani kell azokat a kismolekulds szennyezdket, melyek
lehetnek magdhoz a gydrtds folyamatdhoz kothetd molekuldk,
vagy a gydrtds sordn alkalmazott eszkozokbdl kioldhaté vagy ki-
0ld6dé szennyezdk (utébbiakra az angol nyelvi irodalomban az
extractable and leachable, roviden E&L kifejezés haszndlatos). A

gydrtdsi folyamathoz kothet§ szennyezdk lehetnek példdul a ter-
mel§ sejtkultirdbdl szdrmazé anyagok (pl. az dn. gazdasejtbdl
szdrmazd DNS és fehérje), a fermentdcid tdpkozegébdl szdrmazé
tdpanyagok és metabolitjai vagy a hatGanyag tisztitdsi lépéseinek
valamelyikébdl szdrmazé anyagok. A szennyez8k mdsik lehetsé-
ges forrdsa a gydrtds sordn és a termék tdroldsa sordn haszndlt
— a biotechnoldgia-iparban egyre elterjedtebb — egyszer hasznd-
latos, jellemz&en miianyag eszkozok, melyekbd] példdul ldgyitdk,
stabilizdtorok, valamint ezek bomldstermékei oldédhatnak be a
készitménybe. A szennyez8k detektdldsa és azonositdsa a fehér-
je hatéanyaga és a segédanyagok mellett kiilondsen nehéz fel-
adat, és gyakran tobbféle analitikai médszer (VRK, HPLC-MS,
GC) egyiittes alkalmazdsdt igényli. Ezen a tertileten az NMR ki-
emelt szerephez juthat, mivel a tobbi technikdhoz képest egye-
diildllé médon a kvézi-intakt mintdrél médositds vagy fizikai el-
vélasztds nélkiil egyszerre kaphatunk mingségi és mennyiségi in-
formécidt az osszes el6forduld szennyezGrél. Ezek az adatok egy-
részt fontos kiinduldsi pontot vagy kiegészit§ informdciét szol-
gdltatnak a tobbi médszerrel torténd vizsgalatokhoz, masrészt
olyan szennyezGk is azonosithat6vd vdlnak, melyek mds analiti-
kai mddszerekkel, példdul a hozzdjuk kéthet§ minta-el6készitési
1épések miatt, nem detektdlhatdk (3. dbra). Skidmore és mun-
katdrsai olyan NMR-mérési médszert dolgoztak ki, mely alkal-
mas a kis molekulatomeg(i molekuldk vizsgdlatdra olyan oldatok
esetében, melyek nagy koncentrdciéban fehérjét is tartalmaznak
[21]. A mddszer azt a jelenséget haszndlja ki, hogy a gerjesztd
pulzusokat kovetden a kismolekuldk és a fehérjék H-atomjai je-
lentdsen mds sebességgel térnek vissza a termikus egyensuly 4l-
lapotdba, azaz mds a relaxdcids idejiik. Ezt a kiilonbséget kihasz-
ndlva, egy specidlis pulzusszekvencia segitségével, a fehérjétdl
szdrmazd jelek intenzitdsa nagymértékben csokkenthetd (akdr
teljesen elnyomhat), igy a kismolekulds szennyez6k mingségi és
mennyiségi azonositdsa egyetlen mérésben, elvdlasztds nélkiil is
megyvaldsithatd.

Fehérjék mennyiségi meghatdrozdsa

Egy gydgyszerkészitményben a hatéanyag koncentrdcidjdnak
meghatdrozdsa mind farmakokinetikai, mind a biohasonlésdg
szempontjébdl az egyik legkritikusabb analitikai feladat. Ugyan-
akkor ismert jelenség, hogy fehérjéknél és peptideknél a meny-
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4. abra. A terapias fehérjék
gyartasahoz hasznalt alapanyagok
H NMR-spektrumainak 0ssze-

hasonlitasa

nyiségi meghatdrozds klasszikus mddszerei egyes esetekben elté-
r§ eredményeket adhatnak [22]. Az NMR-spektroszkdpia elvben
nagyon is alkalmas lehet az oldatban 1év§ hatéanyag mennyisé-
gi meghatdrozdsdra, hiszen megfelel§ mérési koriilmények kozott
az 'H NMR-spektrumban az egyes jelek jel alatti teriiletei (integ-
rdljai) egyenesen ardnyosak a jelet add protonok szdmadval, fiig-
getleniil attdl, hogy a kérdéses protonok ugyanabbdl vagy mds
molekuldbdl szdrmaznak. Ismert koncentrdcidju referencia al-
kalmazdsdval ezért elméletileg megoldhaté a fehérjekoncentracié
meghatdrozdsa. A vizsgdlt oldathoz adott bels§ referenciavegyii-
let a fehérjéhez vald kotddés veszélye és az ebbdl eredd esetleges
jelintenzitds-torzuldsok miatt nem lenne elénydés, ezért erre a cél-
ra dltaldban kiilsg referencidt alkalmaznak. A két kiilon oldatban
mért integrélértékek osszehasonlithatésdga szdmos méréstech-
nikai és adatfeldolgozdsi kérdést vet fel, amit Wider és munka-
tdrsai részleteiben tdrgyaltak, és az eltérések korrekcidjdra dlta-
ldnos képletet is javasoltak [23]. Munkdjukban kiemelten foglal-
koztak a megfelel§ vizelnyomdsi mddszer (miutdn a fehérjéket
tébbnyire vizes oldatban mérjiik, az 'H NMR-spektrumban a viz
sokszor hatalmas zavard jelet ad, ennek csokkentésére szdmos
méréstechnikai lehet§ség létezik) kivalasztdsdval, és szisztemati-
kusan vizsgéltdk a kiilonféle vizelnyomdsi technikédk jelintenzi-
tdst torzit6 hatdsdnak mértékét. Az NMR-rel torténd fehérjekon-
centrédcié-meghatdrozdskor — kiilondsen nagy fehérjék esetében
- az okozza a legnagyobb nehézséget, hogy a zsufolt 'H-spekt-
rumban olyan jelet taldljunk, melyrél biztosan tudhatjuk, hogy
kizdrélag a fehérjétdl szdrmazik, tovdbbd ismerniink kell (vagy jé
kozelitéssel meg kell tudni becsiilni) a jelhez vagy jelekhez tarto-
z6 H-atomok szdmdt. A spektrum ebbdl a célbdl torténd egysze-
riisitésére az egyik kézenfekvé megoldds a minta 100%-os ne-
hézvizben torténd felolddsa, ami egyrészt felvethet hatdsdgi sza-
bélyozési szempontokat, mdsrészt a minta fagyasztva szdritdsa
sziikséges hozzd, ami egyes fehérjékben drdmai szerkezeti vélto-
zédsokat (pl. denaturdcidt) okoz. A mdsik megkozelités a fehérjé-
t6l szdrmazd jelek elkiillonitésére a felbontds 2D mdédszerrel vald
novelése dltal. A jelenleg elérhetd 2D NMR mddszerek zome
azonban szdmos ismert méréstechnikai ok miatt [24, 25] (me-
lyeket itt nem részleteziink) nem tekinthetd kvantitativ mdéd-
szernek. RemélhetGleg a jelenleg is folyé tij NMR-mddszerfej-
lesztések révén a kozeljovében elérhet§vé védlnak olyan kvantita-
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tiv kétdimenziés pulzus-szekvencidk, melyek egyszerd, gyors és
egzakt alternativ mddszert kindlnak a fehérjék mds komponen-
sek jelenlétében torténd mennyiségi meghatdrozdsara.

A hatdanyagot termeld sejtkultiirdk

metabonomikai vizsgdlata

A sejtes rendszerben el@dllitott biologikumok fejlesztése és gydr-
tdsa sordn a biotechnolégus szdmadra felbecsiilhetetlen értékd in-
formdciét jelent a fermentdcié tdpkozeg-osszetételének minél
részletesebb ismerete [26, 27]. A kismolekuldk komplex folya-
dékelegyben torténd parallel azonositdsa és mennyiségi megha-
tdrozdsa mddszertanilag azonos a metabonomikdval (melynek
nem meglepd mddon szintén az MS és az NMR a két legjellem-
z8bb miszeres vizsgdlé mddszere). Bradley és munkatdrsai si-
kerrel alkalmaztak NMR-méréstechnikdkat terdpids fehérjék elg-
allitdsdra haszndlt emlGssejtes fermentdcidk tdpkozeg-osszetéte-
lének elemzésére, és ezt a megkdozelitést dsszefoglald néven fer-
mentanomikdnak nevezték el [27]. A fermentdcids kozegbdl
a gydrtds kiilonboz§ id6pontjaiban mintét vettek, melyekrdl
NOESY-spektrumokat gytjtottek belsd referencia haszndlatdval.
A mintdkban taldlhaté szerves komponensek koncentrdcigval
ardnyos jeleinek analizisével olyan kordbban nem detektdlt kom-
ponensek mennyiségi meghatdrozdsa is lehetségessé vdlt, mint
példdul az ecetsav és hangyasav. Tovdbbd, bizonyos a sejtnoveke-
dés és a fehérjetermeltetés szempontjébdl kritikus tdpanyagok
id6beli fogydsa alapjdn valé tdpkozeg-optimalizéldssal a haté-
anyag-kihozatal novekedését érték el [28]. A mérések automati-
zédldsdval és az adatok tobbvdltozds statisztikai médszerrel torté-
nd feldolgozdsdval médszeriiket tovdbbfejlesztették [29]. Ezzel a
megkozelitéssel osszefiiggést taldltak bizonyos fermentdcids ko-
rilmények és a termék mindségi jellemzdi (pl. a fehérje glikozi-
ldciés mintdzata) kozott. A fermentanomikdval megegyezd maéd-
szertannal megkozelithetd egy igen fontos, a hatéanyaggydrtds
sordn felmeriil6 mingségbiztositdsi kérdés is: a fermentdciéhoz
haszndlt tdptalajok Osszetételének sarzsrél sarzsra valé azonos-
sdgdnak igazoldsa. A gydrtdshoz haszndlt, részben készen kaphaté
alapanyagok sokkomponensi vizben oldhat6 porkeverékek, me-
lyek vizes oldatai a fentiekben leirtakkal azonos médon jél vizs-
gdlhatdk, és az igy kapott NMR-spektrumok kivéléan alkalma-
sak az adott tdptalaj ujjlenyomat szert azonositdsdra (4. dbra).
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Osszefoglalds

Napjainkban a biotechnoldgiai tdton el§dllitott gydgyszerek, kii-
londsen a bioszimildris fehérje-hatéanyagok és -készitmények
analitikai mddszertana igen intenziven fejléd§ teriilet, amelyen
beliil a kiilonboz8 miiszeres technikdk szerepkore és egymdssal
val6 kapcsolata még nem tekinthetd kiforrottnak. Ez kiilonosen
igaz az NMR-spektroszkdpidra, amelynek lehet§ségeit és korld-
tait ebben a biotechnoldgiai ,,mili6ben” t6bb olyan ,,mitosz” is
ovezi, amik abbdl adédnak, hogy sokan hajlamosak az NMR-nek
a kismolekuldk, illetve a tisztitott és izotdpjelzett fehérjék szer-
kezetvizsgdlatdban bet6ltstt, nagy hagyomdnyokra visszatekintd,
j6l koriilhatdrolt és jol ismert szerepét a bioszimildrisok vildgdra
spontén ,,extrapoldlni”. Mindez pedig kénnyen e ,,drédga és bo-
nyolult” mddszer tul- vagy aldbecsiiléséhez vezethet a biohason-
16k analitikdjdban. A biohasonl6k analitikai jellemzése igen komp-
lex feladat, amelyben minden egyes analitikai technika szoros
egyiittmiikodésére van sziikség, amelyhez viszont elengedhetet-
len, hogy az egyes szerepl6k jél ldssék az egyéb mddszerek lehe-
t@ségeit és korldtait. A jelen kozleményben ehhez akartunk tdm-
pontot nydjtani azzal, hogy tapasztalataink és a legfrissebb szak-
irodalom alapjdn osszefoglaltuk azokat az analitikai kihivdsokat,
melyek az NMR tekintetében a bioszimildris fehérjék fejlesztése
és gydrtdsa sordn felmeriilhetnek. Igyekeztiink rdvildgitani az
NMR-spektroszképia ezen a teriileten sok tekintetben egyediil-
all6 szerepére és sokréti alkalmazdsainak lehetGségeire, valamint
korldtaira is.

Koszonetnyilvanitds. A jelen kozleményben bemutatott dbrékat az 5-6s irodalmi hi-
vatkozdsndl megadott kozleményiinkbdl vettiik 4t az Elsevier kiadé engedélyével.
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Kromatografids
toltetek alkalmazdsa

mikrofluidikai csipekb

Bevezetés

Az utébbi 20 évben kifejlesztett mikrofluidikai rendszerek, a
»lab-on-a-chip” technoldgia termékei egyre inkdbb dtalakitjdk a
laboratériumi kisérletezést és az analitikai vizsgdlatokat. Az ana-
litikai mérérendszerek miniatiirizdldsa ugyanis nem csupén a je-
lenlegi technolégia méreteinek csokkentését jelenti, de egytttal
egészen djfajta analitikai rendszerek megsziiletését is lehet§vé te-
szi. Amellett, hogy a mikrocsipek tébbnyire olcsék és sok esetben
egyszer haszndlatosak, a mikrocsipekben végzett vizsgdlatok sok-
kal gyorsabbak, pikoliternyi mintaoldatot, illetve nanoliternyi re-
agensoldatot igényelnek. Ezek a kutatdsok intenziven folynak a
biotechnoldgiai, klinikai és analitikai teriileteken.

Mivel a kromatografids elvdlasztdsok az analitikai kémia egyik
leggyakrabban alkalmazott mddszerei, a mikrofluidikai kutatd-
sokban is fontos teriilet a kromatogréfids dlléfézisok kialakitdsa
a mikrocsipek csatorndiban. A mikrocsipek kromatogréfids 4ll6-
tézisaként monolitokat [1], kereskedelmi forgalomban levd, 1-5 um
méretl kromatogréfids részecskéket [2], tjabban pedig nanoré-
szecskéket [3] is haszndlnak. E nagy feliilet/térfogat ardnnyal jel-
lemezhetd mikrotoltetek jél alkalmazhaték akdr nagy hatékony-
sdgi kromatogréfids elvdlasztdsokhoz, on-line minta-el6készitési
eljdrasokhoz vagy enzimreaktorok hordozéanyagaiként. Jelen koz-
leményben a hagyomdnyos kromatogréfids részecskékbdl mik-
rocsipekben kialakitott toltetekrdl lesz sz6. A kutatdsi teriilet to-
mor dttekintése mellett az elmult években elért, a témdhoz kap-
csolédé sajét eredményeinkrél is beszdmolok.

Mikrofluidikai csipek készitése

A mikrofluidikai csipeket eleinte az elektronikai ipar dltal is
hasznélt kemény anyagokbdl (szilicium, kvarc, iiveg) készitették
a mikroelektronikai fejlesztésekben alkalmazott mdédszerek (pl.
maratdsi eljdrdsok, finom rétegek kialakitdsa) segitségével. A ké-
sGbbiekben egyre inkdbb az olcsébb és konnyebben megmunkal-
haté mtianyagok [plexi, poliimid, polidimetilsziloxdn (PDMS)] al-
kalmazdsa felé fordult a kutatdk figyelme. Kiilonosen népszertivé
valt a PDMS-b6l késziilt mikrofluidikai csipek elkészitésére al-
kalmas tn. ldgy litogréfids mddszer, mellyel kevesebb mint 24 éra
alatt elkészithet8ek a mikrocsipek egy dtlagos felszereltség la-
borban [4]. A médszer lényege, hogy egy sziliciumlap hordozén
elGszor egy vékony fényérzékeny réteget (fotoreziszt) alakitanak
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1. abra. Mikrofluidikai csip készitésének Iépései lagy litografias
maodszerrel [4]: a) a fotolitografias maszk, b) egyenletes vastag-
sagu fényérzékeny réteg kialakitasa Si-lapka forgatasaval

(3200 rpm), c) a Si-lapka fotolitografias maszkon keresztiil
torténd besugarzasa UV-fénnyel, d) a kész ontéforma az eléhivé
szerrel lathatéva tett csatornamintazattal, e) PDMS és térhalésité
adalék keverékének ontéformara ontése, f) a megkeményedett
polimer lehlzasa, g) portok kialakitasa lyukasztoval, h) feliiletek
reaktivva tétele leveg6plazmas aktivalassal és i) a kész mikroflui-
dikai csip (a szerpentin alaku csatornak atmérdje 50 um) [5]

ki, majd erre helyezik rd a csatorndk mintdzatdt tartalmazd litog-
rdfids maszkot (a csatornamintdzat &tldtsz6 a fekete alapon),
amit UV-fénnyel besugdroznak, majd a mintdzatot ,,el6hivjdk’.
Ezzel az eljardssal a maszk mintdzata dtvihet§ az ont§formadra,
az ontéforma pedig egy tobblépéses eljdrdst haszndlva alkalmas
a PDMS-csipek készitésére (1. dbra).

Kromatogrifids toltetek kialakitdsa mikrocsipekben

A mikrocsipekben a kromatogréfids részecskéket dltaldban vala-
milyen frit vagy fizikai akaddly (gét, pillér, sztikiilet) segitségé-
vel tartjék vissza, hogy ily médon kromatogréfids téltetet kapja-
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2. abra. Kromatografias toltetek kialakitasa a kromatografias
részecskeék frit [2] (a) vagy szlikiilet [7] (b) segitségével torténd
visszatartasaval

nak. Az egyik leghatékonyabb eljarast az Agilent cég kutatéi dolgoz-
tdk ki, akik a mikrocsip kemény poliimid anyagdban alakitottdk
ki a csatorndkat lézerabldciéval, kifejlesztve a HPLC-csip rendszert
(2.a 4bra) [2]. Ez a mikrocsip alkalmas volt nagy nyomdst haté-
kony elvalasztdsokra és tomegspektrométerhez valg illesztéshez).

Kutatécsoportunk olyan egyszer( eljérdsrél szdmolt be (2.b
dbra), ahol a kromatografids részecskék rugalmas PDMS-b6l ké-
sziilt csipbe torténd integrdldsa frit kialakitdsa nélkiil is lehetsé-
ges [6, 7]. Az tn. zdrék§-hatds miatt a szikiilet felé dramoltatott
részecskék koziil az eliils§ részecskék megszorulnak a csatornd-
ban, és ezek tartjdk vissza a mogottiik jovd részecskéket.

Analitikai alkalmazdsi teriiletek

Kromatogrdfids elvdlasztdsok

A mikrofluidikai csipekben folyadékkromatogréfids (LC) vagy
elektrokromatogréfids (CEC) elvélasztdsok egyardnt végrehajtha-
ték. Az el6bbi mdédszer esetén a mobilfdzist és a mintdt nyomds-
sal, az utébbi esetén elektromos térerd (elektroozmotikus dram-
1ds) segitségével hajtjdk 4t az dll6fdzison. A CEC alkalmazdsa
azért vélt népszertivé, mert a mikrofluidikai eszkozokben vald
megvaldsitdsa viszonylag egyszeri és az elektrokinetikus dram-
l4s profilja lapos. Az egyik elsdként kifejlesztett LC-mikrocsipben
1,5 pm méretd C18 részecskékbdl kialakitott télteten két kompo-
nens CEC-elvdlasztdsa 20 s-on beliil 2 um tédnyérmagassdgi érték
elérése mellett elvégezhetd volt [8]. A technikai fejlesztéseknek ko-
szonhetden a HPLC mikrocsiprendszerek (pl. az Agilent terméke
[2]) hasonl6 vagy akdr jobb elvélasztdsi hatékonysdgot, szimmet-
rikusabb és keskenyebb csicsokat kindlnak, mint a létez§ nano-
HPLC rendszerek.

A kromatografids elvdlasztdsok mikrocsipben torténg alkal-
mazdsdra elegdns példdt mutattak be Lee és mtsai [9]. Mikroflu-
idikai rendszeriik 3 elektrolizisen alapulé pumpat integrdlt, me-
lyekbdl egy a mintaoldat szdllitdsdt, kett§ pedig az olddszergra-
diens kialakitdsét és a mobilfdzis mozgatdsét végezte (3. dbra).
Az alkalmazott Pt-elektrédok egyrészt a pumpdk, mdsrészt az
elektrospray mikodtetéséhez szikségesek. A forditott fézisa tol-
tetet a kromatogréfids részecskék frittel valg visszatartdsédval ala-
kitottdk ki. A mikrocsip MS-hez on-line kapcsolhatd, igy a fehér-
jék tripszines bontdsdval kapott peptidelegy kozvetleniil elemez-
hetd. A szerz8k hasonlé elvdlasztdsi felbontdsrdl, de sokkal révi-
debb analizisid6rél szdmoltak be a kereskedelmi nano-LC-MS
rendszerekhez képest.
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3. abra. LC-mikrocsip fotdja és felépitésének vazlatos rajza [9].
A pumpak azon az elven miikédnek, hogy a mobilfazis zart
tartalyaban elektrolizist végezve a fejl6dé gazok (akar 17 bar
nyomassal) kinyomjak a folyadékot a kromatografias téltet, majd
az elektrospray-kapillaris felé
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Mintaelékészités

A mikrocsipekbe integrélt kromatogréfids tolteteken nem csupdn
nagy hatékonysdgu elvdlasztdsok, de olyan minta-el6készitési el-
jardsok is elvégezhetSk, melyek nagy feliilet( szildrd 4lléfdzist/
hordozdét igényelnek. Ezek a mikrotéltetek — hasonléan a szildrd
tézisd extrakci6 (SPE) tolteteihez — alkalmasak lehetnek egy sok-
komponenst minta valamely vizsgdlandé komponensének dusi-
tdsdra vagy mds (zavard) komponensek (pl. sék, fehérjék) eltdvo-
litdsdra. A mikrofludikai eszkozok alkalmazdsdnak elénye, hogy
kénnyen kialakithatdk olyan rendszerek (array), amelyekben pér-
huzamos miveletek egyidejtileg végezhetdk.

Ekstrom és mtsai [10] olyan, fehérjemintdk elGkezelésére szol-
gdl6 platformot fejlesztettek ki, mely egyuttal a MALDI-MS min-
tatart6 lemeze is volt. A platform 96 perfordlt mintatarté edény-
kéi 40 nL-nyi forditott fdzisd toltetet tartalmaztak (4. dbra). A
toltet anyaga vdltozatosan funkcionalizdlhat6 a megfelel§ szelek-
tivitds elérése érdekében. Az edénykék aljdn a 15 pm-es nyildsok
visszatartottdk a toltetrészecskéket a rajtuk adszorbedlédott pep-
tidekkel, mig a mozgé6fdzis szabadon eltdvozhatott. A felddsult
peptideket ezt kovetGen acetonitril/MALDI métrixeleggyel koz-
vetleniil eludltdk a nyilds koriili 500 pm-nyi részbe. A peptidek
gyors kikristdlyosoddsdt kovetGen a platformot megforditva a
mintatarté megfelel§ pozicidiban a minta MALDI-MS-sel ele-
mezhetS. A mddszer minimalizélja a minta kezeléseinek és dthe-
lyezéseinek szdmdt, igy novelve az elemzés érzékenységét.

Kutatécsoportunkban a kromatogréfids tolteteket (mint egy-
fajta SPE-mikrooszlopokat) tartalmazé mikrofluidikai csipeket
léng-atomabszorpcids (FAAS) [11] és 1ézer indukdlt plazma (LIBS)
[12] spektrométerekkel on-line dsszekapcsoltuk. A megfelel§ rep-
rodukdlhatdsdgu és érzékenységli FAAS-méréshez sziikséges mi-
nimdlis mintatérfogat (30 pl) biztositdsdhoz a mikrocsipben 20
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4. abra. a) A MALDI-MS mintatartéjan elhelyezhet6, szelektiv
dusitast elésegité platform felépitésének rajza. A keresztmetszeti
rajzok illusztraljak a forditott fazisu kromatografias részecskékkel
toltott mintatarté edénykét (A); az eluens/matrix keverék hozza-
adasat a mintatarté edényke tetejére (B); és az elualt minta
kristalyosodasat (C) a mintatarté edényke kifolyé nyilasa koriil

(a mintanak e formaja alkalmas a MALDI-elemzésre).

b) A platformrol készitett foto, kinagyitva egyetlen minta-

tarté edénykét, az abba integralt kromatografias részecskékkel
[10]

mm hosszd, 1 mm széles és 0,1 mm vastag, 5 um-es C18 kroma-
togréfids tolteteket alakitottuk ki. A Cr(VI) elvalasztdsdt/dusitd-
sdt ionpdr-kromatogréfids médszerrel végeztiik el, azaz a mintdk
Cr(VI)-tartalmét ionpdrképzés utdn a forditott fézisu tolteten
megkotottik, majd a koncentrdlédott komponenst metanollal
eludltuk a toltet végén elhelyezett mintatdrolé edénykékbe. Innen
az oldatot a spektrométer porlasztdjanak kapilldrisa felszivta, és
a minta Cr(VI)-tartalma igy kozvetleniil a spektrométer langja-
ba jutott (5. dbra) [11].

Enzimreaktorok

Az utdbbi idGben egyre fontosabb tendencidt mutat az enzimek
immobilizdldsa mikrofluidikai eszkozokben analitikai kémiai cél-
bél. Az immobilizdlt mikrofluidikai enzimreaktorban lejétsz6dé
reakcidk gyakorlatilag megegyeznek az oldatban valé emésztés
sordn lejdtsz6dé reakcidkkal. A mikrofluidikai csipek hasznéla-
tdnak azonban szdmos elénye van. Egyrészt lehet§vé teszi a kis
(uL-nél kisebb) mintatérfogatok alkalmazdsdt, ami kifejezetten
el6ny6s bioldgiai mintdkndl. Mdsrészt a mikrofluidikai reakto-
rokban sokkal rovidebb reakciéidg sziikséges az oldatban torté-
nd emésztéshez képest, hiszen a feliileten valé immobilizaldssal
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5. abra. Az effluensek Osszegyiijtésére készitett taroloedények
mikrocsiphez csatlakoztatasa (a), illetve a mikrocsip és az FAAS-
késziilek 6sszekapcsolasa (b) [11]

nagy feliileti enzimkoncentrécid érhetd el. Természetesen a mik-
rofluidikai reaktorokndl is célravezetd minél nagyobb fajlagos fe-
liletd, porézus anyagot (kromatogréfids részecskék, polimerek,
gélek) haszndlni az enzim szildrd fdzisd hordozéjaként. Enzimek
immobilizéldsdra sok példa taldlhaté a szakirodalomban, de leg-
gyakrabban kovalens kétéssel torténik az enzim rogzitése. Kova-
lens kotést immobilizédldskor a reaktor élettartama novelhetd,
mivel a kovalensen rogzitett enzim gyakorlatilag nem mobilizd-
16dhat a feliiletrdl. A kotés az enzim egy aminosav-oldalldnca és
a feliilet egy reaktiv csoportja kozott alakul ki.

Kundu és mtsai [13] gytir(inyitdsos polimerizdcié (e-kaprolak-
ton — polikaprolakton) enzimes katalizéldsdra alkalmas mikro-
fluidikai reaktort fejlesztett ki (6. dbra). A Candida antartica Li-
pase B (CAL B) enzimet a kereskedelmi forgalomban levd No-
vozym 435% részecskékhez rogzitették. E heterogén reakciét fo-
lyamatos médban, szerves oldészeres kozegben és magas hé-
mérsékleten jitszattdk le. Azt dllapitottédk meg, hogy a mikroflui-
dikai reaktorral a polimerizécids reakcié gyorsabban ment végbe,

6. abra. Folyamatos miikddésii, enzim altal katalizalt polimeri-
zacios mikroreaktor fényképe és felépitésének vazlatos rajza.
A CAL B enzimet szilard gyongyokre [makroporusos poli(metil-
metakrilat)] immobilizaltak, és a mikrocsatornaba toltétték.

A reaktansok mikroreaktorbeli tartozkodasi idejét az aramlasi
sebesség valtoztatasaval lehetett szabalyozni [13]

* Monomer
<5 Oligomer/polymer

Outlet
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rdaddsul nagyobb molekulatomeg( polimereket kaptak, mint a
hagyomdnyos reaktorokban.

A mikroreaktorokban az egyik leggyakrabban alkalmazott en-
zim a tripszin, amely proteolitikus enzimként a fehérjéket pepti-
dekre bontja. A kapott enzimelegyet elvdlasztdstechnikai méd-
szerrel (HPLC vagy kapilldris elektroforézis) és tomegspektromet-
ridval elemezve, adatbdzisok felhaszndldsdval a mintdban taldl-
hat¢ fehérjék azonosithaték. A mikrofluidikai immobiliz4lt en-
zimreaktorok (IMER) off-line vagy on-line is kapcsolhatdk a to-
megspektrometrids rendszerekhez, sgt olyan rendszereket is ki-
fejlesztettek mdr, ahol a mikrocsipen nem csupdn a fehérjetartal-
mu minta emésztése, de az emésztett minta SPE-sémentesitése
és LC-elvédlasztdsa is megtorténik. A kromatogréfids részecskékb6l
kialakitott tolteteken kovalensen immobilizlt tripszines reaktor

i N §

o}-o/N
Ry o
Pump tubing

Packedbead
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(~10uL) E
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7. abra. a) A tripszin kovalens kotéssel (EDC/NHS reagensek
segitségével) torténé immobilizalasa amino-funkcionalt szilika-
részecskék feliiletére. b-e) Optikai mikroszkopos felvételek

a mikroreaktortoltet kialakitasarol a részecskék sziikiiletek
segitségével torténé visszatartasaval. A szilikarészecskék szusz-
penziojanak aramoltatasa a szlikiiletek felé torténik. f) A 9 minta
egyidejli emésztésére szolgalé mikrofluidikai enzimreaktor fény-
képe [14]

el6nye, hogy aktivitdsdt akdr tobb hénapig is megdrizheti meg-
felel§ koriilmények kozott tdrolva, és ez id§ alatt a reaktor tobb-
szor felhaszndlhat6 fehérjék emésztésére. Mig a hagyomdnyos, ol-
datban torténd emésztéshez sokszor 16 dra is sziikséges, addig a
mikrocsip IMER-egységekben, példdul az dltalunk kifejlesztett
IMER-ben (7. 4bra), 10 s-ndl rovidebb idtartam is mdr elegen-
dé [14].

Varhato trendek, kildtasok

A kromatografids toltetet tartalmazé mikrocsipek fejlesztései
vérhatdan i) 4j tipust mikrofluidikai eszkozok tervezésére és eld-
allitdsdra, ii) kiilonb6z6 mechanizmusu elvélasztdsok (LC, CEC,
CE) kombindldsdra, uj dll6fézisok integrdldsa, illetve iii) a kifej-
lesztett mikrofluidikai eszkozok orvosdiagnosztikai, gydgyszer-
és kornyezetanalitikai alkalmazdsaira fognak irdnyulni. Fontos
lenne olyan mikrocsipek el§dllitdsa, amelyeknek pdrhuzamos
csatorndiban nagyszdmu kromatogréfids tolteten lehetne nagy
nyomdssal hatékony elvdlasztdst végezni, hogy ezdltal nagy elem-
zési sebességii analitikai eszk6zhoz juthassunk, amely akdr tobb
hagyomdnyos analitikai labor elemzési sebességével érhetne fel.
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A sokcsatornds rendszerek egyetlen mikrocsipen torténd meg-
valésitdsa lehetséget adhat 2D elvdlasztdsok (pl. CEC-LC) vég-
rehajtdsdra is. A kifejlesztett csipeket alkalmazva kihaszndlhaték
a technoldgidbdl adédé olyan jellemz§ elénydk, mint a csupdn mi-
nimdlis minta- (100-500 pL) és reagensmennyiség (1-10 uL) sziik-
ségessége, gyors analizis (1-2 perc) és egyszerd multiplex (2 vagy
tobb elvdlasztegység ugyanazon a csipen) lehetdsége.

Olyan vdrakozdsok is ismeretesek a jovdbeni fejlesztésekkel kap-
csolatban, amelyek szerint a mikrocsipekben pardnyi mintdk so-
kasdgdval lehetiink képesek parhuzamosan kémiai reakcidkat le-
jatszatni (pl. enzimreaktorokban) és komponenseket analizdlni,
ily médon csokkentve drasztikusan a koltségeket és fokozva az
elemzési sebességet a diagnosztikdban és a gydgyszerkutatdsban.
Rédaddsul a mikrofluidikai csipekben elvileg akdr ezernyi lehet-
séges gyégyszervegyiilet (bio)kémiai sajitsdgai is meghatdrozha-
tok egyidejiileg, gyorsan és csupdn néhdny nL-nyi mintarészle-
teket felhaszndlva. e

Koszonetnyilvdnitas. Koszonom, hogy a bemutatott témdk kutatdsdban egyiittm-
kodott velem Nagy Andrea, Kecskeméti Addm, Nagy Cynthia, Dr. Lézdr Istvan (DE),
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OTKA (K111932) és a GINOP (2.3.2-15-2016-00008 és 2.3.3-15-2016-00004) tdmogatdst.
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irdnyzatok az induktiv
csatoldsu plazma
tomegspektrometridban

Bevezetés

Az induktiv csatoldsd plazma témegspektrometria (ICP-MS) ma
az egyik legszélesebb korben elterjedt, sokoldald és hatékony
nyomelem- és stabilizotépanalitikai médszer. Alkalmazdsai a
kornyezetvédelemtdl és az anyagtudoménytdl az ipar kiilonboz8
szektorain dt az orvosdiagnosztikdig és a régészetig nagyon sok
teriiletre kiterjednek, ennek megfelelGen az ICP-MS alapkutatd-
si témdk is igen sokrétiiek. A szakirodalom éves termése alapjdn
mdr kozel két évtizede az ICP-MS és a lézerindukdlt plazma-
spektrometria (LIBS) tekinthetd az analitikai atomspektrometria
két ,,szupersztdrjdnak’ [1-5].

Elterjedtsége miatt ma az ICP-MS-spektrométereknek mdr a
sokadik generdcidja van forgalomban, és az egyes analitikai fel-
adatokra kiilon-kiilon optimdlt kiviteld mdszerek is kaphatdk (pl.
nagy felbontdst tomeganalizdtor, nagy adatgytjtési sebességii
elektronika, iitkozési és reakciécelldk az interferencidk csokken-
tésére stb., 1. dbra).

Az ICP-MS-teriilet szakirodalmédnak b8sége miatt a jelen koz-

1. abra. Korszerii ICP-MS tomegspektrométer-valtozatok [3]

Time of Flight (TOF)
ICP-TOF-MS
Mattauch-Herzog
MH-ICP-MS
Simultaneous data acquisition
of the entire m/z range

High-Resolution
HR-ICP-SF-MS
High sensitivity
and real physical interference
separation

Multi-Collector
MC-ICP-MS
Precise isotope ratios

Quadrupole
ICP-Q-MS
Fast scan apeed

Triple Quadrupole
HR-ICP-SF-MS
Improved interference reduction

Dynamic Reaction Cell
ICP-DRC-MS
Collision and Reaction Cell

ICP-CRC-ICP-MS
Interference reduction, fast scan speed
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2. abra. Eziist nanorészecskék elegyének splCP-MS-hisztogramja
és a részecskék elektronmikroszkopos képe

lemény szerz6i semmiképpen nem vdllalkozhatnak arra, hogy a
rovid formdtum adta keretek kozott részletes dttekintést nyujt-
sanak a teriilet kutatdsairdl — ehelyett minddssze arra toreksze-
nek, hogy a £6bb aktudlis irdnyzatok (,,hot topics”) koncepcidjdt,
fejlddését ismertessék roviden. Ezek a f8bb irdnyzatok nagyjabdl
ma a kovetkezdk: i) részecskék karakterizdldsa, ii) biomolekuldk
analizise, iii) elem- és izotdpeloszldsok vizsgdlata.

Részecskék karakterizaldsa

Az ICP-MS-kutatdsok egyik korszerd irdnyzata az dn. egyré-
szecske- (spICP-MS) mdédszer. Ez a mddszer, amelyet Degueldre
és tdrsai 2003-ban vezettek be [6], nanorészecskék vizes diszper-
ziéinak hatékony vizsgdlatdra alkalmas. A mddszer alapjdt az
ICP-MS-mérések idGfelbontdsos (time resolved analysis) iizem-
mddban valg elvégzése képezi — kellGen hig (pl. 10*~10%/ml kon-
centrécidji) nanodiszperzié beporlasztdsakor az egyes nanoré-
szecskék ugyanis individudlisan detektédlhaték. Mivel a jelcsicsok
magassdga (teriilete) az egyes részecskékben taldlhaté anyag-
mennyiséggel (térfogattal) lesz ardnyos, a jelek statisztikai kiér-
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tékelése révén a részecskék koncentricidja és méreteloszldsa
megdllapithaté (2. dbra). Az ICP-MS-detektélds szelektivitdsa a
részecskék elem- vagy izot6p-osszetételének meghatdrozdsdt is
lehetdvé teszi. Mig a hisztogramon a hdttérjel Poisson-eloszldsu,
kis intenzitdsd csticsként jelenik meg, addig a nanorészecskék
log-normdlis fiiggvénnyel illeszthet§ csicsot adnak, ezért a mé-
rend§ elem oldott és részecske formdi elkiilonithet6k. A mérés
100-120 s idGtartama alatt t6bb ezer vagy akdr tizezer részecske
jelcsticsainak detektdldsa is megtorténik, ezért a kapott eredmé-
nyek ismételhetGsége kivdls. A mérés tehdt gyors, megbizhatd és
a jelek kalibrdcidihoz csak néhdny ismert méreteloszldst nano-
részecske-standard sziikséges.

A nanodiszperzidk fenti szdmos paraméterének egyiittes meg-
hatdrozdsdra mds mdédszer (pl. pdsztdzé elektronmikroszkdpia
energiadiszperziv spektroszképidval, UV-Vis-spektroszkdpia, di-
namikus fényszérdsmérés, rontgen fotoelektron-spektroszképia
stb.) nem képes, ezért az spICP-MS-mddszert mostandban ko-
moly érdeklgdés dvezi a szakirodalomban [7, 8]. A miszerek ér-
zékenysége jelenleg a 10-15 nm dtmérdnél nagyobb nanorészecs-
kék detektdldsat teszi lehetvé, bdr egyes specidlis esetekben na-
nokompozitok ultrakis méretd (pl. 1,6 nm-es) részecskéinek ki-
mutathatdsdgét, s6t kvantitativ meghatdrozhatdsdgdt is sikeresen
demonstrdltdk [9]. A kimutathatdsdgot, illetve a méretbeli fel-
bontdst természetesen az is befolydsolja, hogy a detektdlt izotép
milyen gyakorisdgu, illetve a plazmabeli mérési korillmények
mennyire optimdltak [10]. A mérés kivitelezhet§ségéhez az is
fontos, hogy a szuszpenzid stabil maradjon a mérés ideje alatt,
aminek biztositdsdra szonikélds és stabilizdlé adalék hozzdaddsa
(pl. poliakrilsav, citromsav, tanninsav stb.) sziikséges.

A kutatdsok egyik fontos irdnya azoknak a kiilonleges spekt-
rdlis zavaré hatdsoknak a felderitése, amelyeket a nanodiszper-
ziok jellegzetességei okoznak. Ezen hatdsok kozé tartoznak az ol-
dott anyagtdl, a plazmdban képz8d§ tobbatomos adduktumok-
tdl, a stabilizdldszertdl és a tobbkomponensi nanorészecskék al-
kotéinak egymadsra hatdsdtdl szdrmazé effektusok [11]. Megmu-
tathatd, hogy az titkozési cella és a nanodiszperzi6 higitdsdnak
koriiltekintd alkalmazdsa hatékony mdédszer a legtobb zavards
hatdsdnak csokkentésére.

A korszer(, sokadik generdcids ICP-MS-késziilékek ma mar
nem csak ms, de akdr ms idéfelbontdssal is lehet§vé teszik az
spICP-MS-mérések elvégzését [12]. Ez mdr lehet§séget ad a ré-
szecskejelnek az oldott anyag tartalomtdl vald jobb elkiilonitésé-
re, a mérések szélesebb koncentricitartomdnyban valé elvégzé-
sére és a nanorészecskék ionfelhdje dthaladdsi idejének vizsgdla-
tdra is. Mindezek révén szdmos Uj alapkutatdsi irdny és alkalma-
zds szdmdra adddik lehetdség. A legtjabb publikdcick példdul
megmutattdk azt is, hogy a normadl (ms) és nagy (ms) id6felbon-
tdst mérések kombindldsdval és az ionfelhd tulajdonsdgai alap-
jdn a nanorészecskék alakja (pl. gémb, pélcika, cs§) és struktu-
rdja (pl. 6tvozet vagy mag-héj) is felderithetd, és kétkomponen-
s nanorészecskék pontos dsszetétele is meghatdrozhatd [13, 14].
Az spICP-MS-mddszer sokoldaltisdgat, gyorsasdgdt és teljesits-
képességét jdl jelzi gyors elterjedése. Sikeres alkalmazdsainak szd-
ma ma mdr gyorsan emelkedik az olyan komplex, kérnyezeti
mintamdtrixokban is, mint pl. a viz- [15], talaj- [16], élelmiszer-
és bioldgiai mintdk [17], de legtijabban egyre tobb olyan sikeres
kisérletrdl is beszdmolnak, amelynek sordn individudlis sejteket
vizsgéltak (single cell ICP-MS vagy SC-ICP-MS) [18]. Kiilondllé
nukledris részecskék (pl. torvényszéki vagy biztositéki rendszer-
b6l szdrmazé mintdk) karakterizédldsdnak lehetGségeit 1ézerabld-
ciés (LA) ICP-MS-mddszerrel is vizsgdljék [19].
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Biomolekuldk analizise

A biomolekuldk vizsgdlata sokféle analitikai kémiai kutatds f6-
kuszdban 4ll, a teriilet egyre novekvd gyakorlati jelent§sége mi-
att. A kutaték hamar felismerték, hogy az ICP-MS-spektromet-
ria kindlta ultranyomelem-analitikai lehet§ségek igen el6nydsen
alkalmazhatdk ezen a teriileten is (3. dbra). A biokémiai gya-
korlatban kordbban elterjedt mds optikai mddszerekhez képest
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3. abra. Biomolekulak analizise ICP-MS-maédszerrel [3]

az ICP-MS f6ként igen alacsony kimutatdsi hatdraival, széles di-
namikus tartomdnydval, tobbféle komponens (elem) meghatdro-
zdsi lehet@ségével és a méréseknek a mdtrixtdl valé nagyfokd
fliggetlenségével tiinik ki [3, 20].

A biomolekuldkban el6fordulé fémek (pl. Fe, Cu, Zn) mellett
egyes organogén elemek (pl. S, B Se, I) érzékeny detektdlhatGsd-
ga révén az elmult egy-két évtizedben dinamikusan fejl6dd terii-
letté valt az ICP-MS alkalmazdsa sokféle bioaktiv molekula, pl.
fehérjék, nukleinsavak, foszfolipidek, fémorganikus vegyiiletek
vagy novényvédd szerek kvantitativ meghatdrozdsdra. Itt meg kell
jegyezni, hogy a biomolekuldk analizise teriiletén hagyoményo-
san alkalmazott mddszerek kvantitativ célokra kevéssé alkal-
mazhatok a jelképzés osszetettsége (pl. ESI-MS vagy MALDI-
MS) vagy az érzéketlenség és sziik dinamikus tartomdny (pl. 2D
gélalapu elvédlasztdstechnika) miatt. Az ICP-MS-meghatdrozdsi
mddszerek ezért a metallomika, proteomika és specidciés anali-
tika fontos eszkozévé viltak [21, 22, 23].

Noha a kvantitativ meghatdrozdsok tobb esetben kozvetleniil
lehetségesek egyes kis tomegd heteroatomok (pl. B S, Se) kon-
centrdciéjdnak mérése révén, a kimutatdsi hatdrokat ilyenkor
gyakran korldtozzdk a jol ismert poliatomos zavaré hatdsok [2].
Ennek a problémdnak a kikiiszobolésére ma egyre gyakrabban
alkalmazzdk a biomolekuldk elemekkel vald szelektiv megjelolé-
sének mddszerét (,,exogenous tagging”, ,,elemental labeling”). Az
eljdrds sordn egy olyan elemet kotnek a vizsgdlandé biomoleku-
lédhoz, amely biolégiai métrixokban praktikusan nem fordul eld,
ugyanakkor kis zavardsok mellett jél detektdlhatd. A gyakran al-
kalmazott médszerek kozé tartozik a ,,cimkézés” lantanida kel-
dtképzd reagensekkel vagy nanorészecskékkel (pl. Au, Ag), to-
vébbd a fémtartalmu vegyiiletek (pl. CH;Hg*, p-kloromerkuri-
benzodt, ferrocén) kapcsoldsa [20, 21]. Minden esetben feltétel,
hogy az eljdrds kémidja nagy szelektivitdst, koncentrdcidard-
nyossdgot és biokompatibilitdst kindljon, emellett a cimkével el-
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ldtott konjugdtum elvélasztdsdra is kell taldlni alkalmasan egy-
szerd és hatékony mddszert. A nehézségek ellenére az irodalom
ma mdr nagyszdmu, sikeresen alkalmazott eljrdst ir le [20]. A
szervetlen elemeken alapul$ cimkézési eljdrdsok haszndlatdnak
tovabbi elénye, hogy ezek olcsék és stabilak.

A kvantitativ bioanalitikai alkalmazdsok szdmdra torténd
mddszerfejlesztések sordn a megfelel kalibrdciés megolddsok
megtaldldsa is jelentds feladat. A biomolekuldk sokfélesége mi-
att a métrixazonos kalibrécid lehet§sége ugyanis korldtozott, mi-
vel a legt6bb esetben nem édllnak rendelkezésre megfelel stan-
dardok. Noha alapvetden az alternativ kvantitativ eljardsok pon-
tossdgdt az ICP-MS-mérések pontossidga még egyszerd (nem
métrixillesztett), kozvetlen kalibrécié esetén is konnyedén eléri
vagy meghaladja (10-20% hiba), a nagyobb pontossdgt méré-
sekhez leggyakrabban a standard addicids és izotdphigitdsos ka-
libréciés mddszereket alkalmazzdk. Az izotGphigitds kimagaslé
pontossdgot biztosit, azonban nem haszndlhaté monoizotépos
elemeknél (pl. P vagy As). A bels§ standard alkalmazdsdn alaku-
16 korrekcids eljdrds is jol haszndlhatd, sok esetben kihaszndlva a
biomolekuldkban egyébként is jelenlévs egyes j6l mérhetd ele-
meket (pl. S, P) [21, 22].

Tekintettel arra, hogy a biomolekuldk vizsgélata 6sszetett bio-
légiai mdtrixokban torténik, a mérések igen gyakran sziikség
van az ICP-MS kiilonboz8 kromatogréfids miszerekhez (pl. GC,
HPLC, HILIC, SEC) val6 kapcsoldsdra is, sGt a legkorszertibb
megoldds az atomi és molekula-tomegspektrometria komple-
menter alkalmazdsa (pl. ICP-MS és ESI-MS) [23, 24].

Elem- és izotopeloszldsok vizsgalata
lézerabldciés ICP-MS (LA-ICP-MS) technikdval

A lézerablécids induktiv csatoldsu tomegspektrometria (LA-ICP-
MS) hatékony technika szildrd mintdk kozvetlen elemzésére. Ez-
zel a mddszerrel mikroanalizis is végezhetd, lehetséges mélység
szerinti profil elemzése, valamint az elemeloszldsok kétdimenzi-
s térképezése. Az oldatos mddszerekhez képest viszonylag cse-
kély minta-elGkészitést igényel. Mivel az analizis csupdn csekély
mértékben roncsolja a mintdt (szabad szemmel nem, vagy alig
kivehetd médon), alkalmas régészeti anyagok, mtitérgyak vizs-
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gdlatdra is. Lényegesen érzékenyebb (optimdlis esetben a ng/kg
is elérhetd), mint a gyakran alkalmazott roncsoldsmentes mik-
roelemanalitikai médszerek (pl. SEM—EDAX, PIXE) és alkalmas
izotépardnyok (pl.-2°°Pb/*7Pb, 2%Pb/*’Pb) meghatdrozdsdra is. Az
LA-ICP-MS-moédszerrel elemezhetSek vezetd és nem vezetd, at-
ldtszo és dttetsz§ mintdk is. Olyan anyagok is elemezhet6k, me-
lyeket igen nehéz oldatba vinni (pl. gyémdnt, szilicium-karbid,
kiilonboz§ kerdmidk). A forgalomban 1év§ 1ézerabldcids késziilé-
kek viszonylag konnyen illeszthetSk a kiilonboz§ tipust ICP-MS-
rendszerekhez (v6. 1. dbra).

A lézerablécids berendezések felépitését a 4. dbran mutatjuk
be. LA-ICP-MS célra elterjedten hasznaljdk a 213 nm hulldm-
hosszusdgu (frekvencia-6tszorozott) Nd:YAG lézert, és a 193 nm
hulldmhosszt ArF excimerlézert. A mintdt egy mozgathaté min-
tatartd asztalon helyezik el. Mikroszkép segitségével jelolik ki a
vizsgdlt teriiletet. A 1ézersugdr dtmérdje dltaldban 5-100 pm ko-
zott dllithatd, az elterjedten haszndlt kor keresztmetszet mellett
a folt négyzet és téglalap alakd is lehet. A 1ézerimpulzus energid-
jat, a mdsodpercenkénti 16vések szdmdt, a folton téltstt id§ hosz-
szdt lehet bedllitani. A képz3d§ aeroszolt dltaldban hélium vive-
gdz széllitja az ICP-MS-késziilék plazmdjdba [25].

Tobb 1épésbdl 4ll6 folyamat végén keriilnek az ionok a detek-
torba, ezért a bejutd ionok gyakorisdga nem biztos, hogy meg-
egyezik a minta eredeti dsszetételével. A 1ézersugdr és a minta fe-
lilete kozotti kolcsonhatds (abszorpcid, reflexid, hdvezetés) anya-
gonként véltozhat. Az abldciés folyamat dltal termelt aeroszol
szemcsemérete és a szemcsék alakja fiigg a métrixtdl. Az abldci-
6s folyamat nem feltétleniil sztochiometrikus, az illékony kom-
ponensek nagyobb ardnyban keriilhetnek a plazmdba. A képzg-
d§ aeroszol Gsszetétele sem biztos, hogy homogén. A transzport-
folyamat sordn méret, illetve tomeg szerinti szepardlddds is be-
kovetkezhet. A plazmdba juté részecskék atomizdcids-ionizdcids
folyamatai eltérhetnek. Az ionnyaldb osszetétele id6ben véltoz-
hat a tomegspektrométerben [26].

A fent emlitett folyamatok miatt a kvantitativ analizis az LA-
ICP-MS-mddszerrel lényegesen bonyolultabb feladat, mint a ha-
gyomdnyos ,oldatos” ICP-MS-technikdval. A koncentricié/jel
fiiggvény meghatdrozdsdnak egyszerd mdédja, ha rendelkezésre
all a vizsgdlt mintdhoz hasonlé mdtrixd tandsitott anyagminta

Lézerablacios berendezéshez
kapcsolt induktiv csatolasu plazma
tomegspektrométer (LA-ICP-MS)

I v am

N
Impulzus-
Nd: YAG energia méré l: Fokuszald
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Reflexios 4 +
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fényforras e ||
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4. abra. Lézerablacios késziilékek
felépitése
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(»certified reference material”: CRM). Ezek kozil elterjedten
haszndljék a NIST SRM 610, 612, 614 és 616 tivegeket. Karbond-
tos mintdkhoz az USG MACS-1 és USG MACS-3 standardokat, va-
lamint az NRC FEBS-1 jeld hal hallécsontbdl késziilt referencia-
anyagot. Haj- és korommintdkhoz a BCR CRM 397 hasznalhaté
[27-28].

A kalibrdciéhoz haszndlnak madtrixillesztett standardokat,
amelyeket a mintdval azonos alapanyagbdl készitenek. Leggyak-
rabban littum-metabordtos 6mlesztéssel, polimer gyantdba dgya-
zéssal, vagy tablettapréseléssel késziilnek a standardok. Bizonyos
esetekben jol haszndlhat a ,,jelnormalizdciés” mdédszer. Feltéte-
le, hogy legyen olyan elem, melynek eloszldsa viszonylag homo-
gén a vizsgdlt mintdban, és hasonl¢ tulajdonsdgokat mutat az ab-
l4cids, transzport- és ionizdcids folyamatokban. Ebben az esetben
a vizsgdlt elem jelét a referenciaelem jelére normaljék. Példdul
haj- és korommintdkndl a kén, a csont-, cseppkd és csigahéj min-
tdkndl a kalcium haszndlhat6 ,,referenciajelként” [29, 30]. Erde-
kes megoldds az un. ,,folyadék-szildrd kalibrdcié”. Ennél a méd-
szernél a mintdbdl lézerabldcidval elgdllitott aeroszolhoz olyan ae-
roszolt kevernek hozzd, melyet oldatporlasztdssal éllitanak el6.
Az oldatbdl el@dllitott aeroszol viztartalmdt deszolvatdlé beren-
dezéssel tdvolitjak el, hogy a plazmdba az abldciéval elgéllitott
szédraz aeroszolhoz hasonlé anyag keriiljon.

Az LA-ICP-MS-mérések eredményeit dssze lehet vetni a ha-
gyomdnyos ,,oldatos” ICP-MS-mérésekkel. K8zeteknél, fémeknél
lehet8ség van arra, hogy a mikrofurdssal vett anyagot feloldjék,
és a keletkezett lyuk aljdgn LA-ICP-MS-méréseket végezzenek.

A fémek elemzésénél dltaldban elegendd egy-két forgdcs, me-
lyeket polimer gyantéba dgyaznak és megcsiszolnak, de jél hasz-
ndlhat6k a spektrogrdfidban megszokott prébatestek is. Kisebb
tdrgyak (pl. érmék, gytirtk) kozvetleniil is, el6készités nélkiil ele-
mezhetdSk. A felszini szennyezéseket az analizishez haszndltndl
nagyobb dtmérdji lézernyaldbbal el lehet tévolitani. Kalibrdcié-
hoz a spektrogréfids fémetalonok, standardok haszndlhatéak. A
kézetek, tivegek, csontok és fogak, csigdk, kagyldk és korallok,
toll- és kérommintdk elemzése is kozvetleniil elvégezhetd.

Az LA-ICP-MS-technika lehetvé teszi ldgy szovetek vizsgéla-
tdt is (5. dbra). A novényekbdl késziilt szovetmetszetek kozvet-
leniil vagy poliészter gyantdba dgyazva elemezhetdk (6. dbra).
Az dllati és humdn mintdkbdl (pl. mdj, agy, szem, vese) 5-20 pm
vastagsdgu metszeteket készitenek, és a teljes réteget abldljdk. A
réteg ald vagy folé bels§ standardként aranyat pdrologtatnak. Bi-
olégiai mintdk elemzésénél problémat jelenthet, hogy a métrix
mintdn belill is véltozhat. A mdtrixazonos kalibracié ilyenkor kii-
lonosen fontossd vélik. Cellulézban gazdag novényi mintdknal si-
kerrel alkalmaztak standard oldattal 4titatott papircsikokat. Al-

5. abra. Elemek eloszlasa egér agyaban LA-ICP-MS-mérések
alapjan [32]

Mg24
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6. abra. Elemek eloszlasa a szalkamenta (Elsholtzia splendens)
levelében [33]

lati szoveteknél pedig a fixdldshoz haszndlt mligyantédba kevert
standardokkal kalibréltak [25].

Az izot6pardny-mérések az izotépos nyomjelzéses médsze-
reknél, az eredetvizsgdlatokndl fontosak a bioanalitikdban. 1zo-
tépardny-méréseket haszndlnak a geokronoldégidban (pl. U/Pb),
de fontosak a nukledris iparban is. Az ICP-ionforr4s instabil, és
ehhez hozzdjon a lézerabldcié okozta bizonytalansdg. A kvadru-
polus (ICP-QMS) rendszerekkel 0,2-1% relativ hiba érhetd el, ha
oldatporlasztdst haszndlnak. Lézerabldci6 (LA-ICP-QMS) esetén
ez 10-50%-ra néhet. Az izotépardny-méréseknél szamolni kell az
izobdr és a poliatomos zavardssal, a témeg-diszkrimindciéval, a
detektor holt idejével, a memdriahatdssal, a 1ézerabldciéhoz ko-
t6d¢ izotSpfrakciondléddssal és mdtrixhatdsokkal [31]. A frakcio-
ndléddst csokkenteni lehet nagyobb energiastirtiségd 1ézerrel (kb.
10° Wem2). A 1ézerablécid kozbeni frakciondlddds dltaldban nem
jelent jelentds gondot, ha ugyanazon elem izotdpjainak ardnyét
hatdrozzdk meg (pl. ¥“Zn/**Zn), de jelentds lehet kiilonbsz§ ele-
mek izotépjai esetében (pl. 2°°Pb/**U). Ezeket a hibdkat tandusitott
izotépardny referenciamintdkkal lehet kikiiszobolni. Az iitko-
zési/reakcideelldkkal kiegészitett ICP-QMS-késziilékek mdr ké-
pesek a molekulaionok okozta zavaré hatdsok kikiiszobolésére, a
két kvadrupdlus egység kozé helyezett titkozési celldval pedig olyan
zavaré hatdsok is megsziintethet6k, melyek egyéb médon nem
(pl. a **Hg és a **Pb elkiilonithet§ NHs/He reakciégdz haszndla-
tdval, mert a Hg*-ion elvesziti a toltését, a Pb* viszont nem). Ezek
a technikdk jelentds lokést adtak a geokémiai kutatdsoknak, mert
olyan elemek izot6pjai is mérhetdvé vdltak, melyeket a hagyo-
madnyos izotépardny-mérési médszerekkel (pl. termikus ioniza-
cids tomegspektrometria, TIMS) nem lehetett vizsgdlni (pl. Fe-, Si-
izotpok).

A multikollektoros (MC) késziilékek lényegesen nagyobb pre-
cizitdsu izotépardny-méréseket tesznek lehet6vé (0,01-0,1% rela-
tiv sz6érds is elérhet), mig a nagy felbontdsu (,sector field”)
késziilékekkel a poliatomos interferencidk tobbsége kikiiszobol-
hetd.

Koszonetnyilvanitds. Galbdcs Gdbor koszoni az EFOP-3.6.2-16-2017-00005 éltal nyuj-
tott pénziigyi tdmogatdst a projekt szdmdra.
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Bozdki Zoltdn — Szabé Anna — Ajtai Tibor — Szabdé Gabor

W MTA-SZTE Fotoakusztikus Kutatécsoport | Szegedi Tudoményegytem, Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék

A fotoakusztikus
gdzdetektdlds gyakorlati

alkalmazdsai

Bevezetés

A gédzkoncentréciét méré miszerek piacdn egyre jelentGsebb sze-
rephez jutnak az optikai abszorpcids spektroszképidn alapulé mé-
rési médszerek, sok esetben héttérbe szoritva az alternativ mé-
rési mddszereket (pl. szildrdtest-szenzorok, katalitikus érzékel6k
stb.). Ehhez a gyors népszertiség-novekedéshez sziikséges hajté-
erdt dontd mértékben a spektroszkdépiai médszerek megbizha-
tdsdga, szelektivitdsa biztositja, mivel egy molekula optikai ab-
szorpcids spektruma ujjlenyomatszertien azonosithatéva teszi a
molekuldt még egy sokkomponenst gdzkeverék esetében is. A fo-
toakusztikus spektroszkdpia egyike a ldtvdnyosan fejlsdg spekt-
roszképiai médszereknek, ami nagyrészt a médszer egyedi el§-
nyeinek koszénhetd.

Jelen dolgozat keretében megvizsgéljuk, hogy melyek azok az
alkalmazdsi teriiletek, ahol a fotoakusztikus médszer a legel§-
nydsebben haszndlhatd, és arra a kovetkeztetésre jutunk, hogy mind
ez iddig a médszer egy specidlis valtozata, amit a tovabbiakban dif-
ferencidlis fotoakusztikdnak fogunk nevezni, terjedt el leginkdbb
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a gyakorlatban. A differencidlis fotoakusztika legfontosabb jel-
lemzGje, hogy az alkalmazott fotoakusztikus rendszer kétcsator-
nds, és segitségével két, egymdstdl csak kismértékben eltér§ gdz-
dramban a két gdzdram kozotti kis koncentrécidkiilonbségek nagy
pontossdgti mérésére alkalmas (1. dbra).

A dolgozat felépitése a kovetkez§: a kovetkez§ fejezetben is-
mertetjiik a fotoakusztika alapjait és azokat az elény6s tulajdon-
sdgokat, amelyek a mddszer gyakorlati elterjedését elgsegitik. Ez-
utdn bemutatjuk a fotoakusztikus médszer néhdny gyakorlati al-
kalmazdsdt. Végiil a mddszer lehetséges uj fejl§dési irdnyait mu-
tatjuk be.

A fotoakusztika alapjai

A fotoakusztikus jelkeltés alapja, hogy ha egy anyagmintdban,
amely lehet géznemd, folyékony vagy akdr szildrd halmazéllapo-
td is [1], id6ben valtozé mértékben fény nyelddik el, akkor a min-
tdban (illetve annak kornyezetében) akusztikus jel (hanghulldm)
keletkezik, melyet egy, a zdrt vagy kvdzizdrt gdztérhez illesztett
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mikrofonnal detektdlni lehet. Ez az un. fotoakusztikus vagy — a
t6leg az amerikai szakirodalomban idénként alkalmazott sz6-
haszndlat szerint — optoakusztikus effektus. A jelenséget A. G.
Bell fedezte fel 1880-ban, amikor egy fonendoszkép membrénjt,
illetve a membrdnnal érintkezd, erdsen fényelnyel§ folyadékot
egy fényszaggatd egységen (azaz egy forgé tdrcsdn) dtvezetett, és
igy teljesitménymoduldlt napfénnyel megvildgitva hangot észlelt.
Tovébbi vizsgdlatai sordn azt is megfigyelte, hogy bizonyos fény-
szaggatdsi frekvencidkon a keletkez§ jel rezondns médon meg-
erdsodik. Megdllapitotta, hogy a rezondns erdsodés frekvencidi
megegyeznek a mintatarté (késGbbiekben fotoakusztikus kam-
ra) egy-egy akusztikus rezonanciafrekvencidjdval.

Mér a mult szdzad negyvenes éveiben felvetddott, hogy a foto-
akusztikus médszert alkalmazni lehetne gdzkomponensek kon-
centrdcidjdnak mérésére, de a megfelel§ fényforrds hidnya miatt
csak néhdny ilyen irdnyd prébalkozds tortént. A lézerek felfede-
zése a tudomdny és a technika szdmos teriilete mellett a fotoa-
kusztikus gdzdetektdldsban is forradalmi fejlédést idézett eld.
Szinte a lézerek felfedezésével egy id6ben elkezdték vizsgélni a 1é-
zerek alkalmazhatGsdgét fotoakusztikus mérésekben. Hamar nyil-
vénval6vd vdlt, hogy lézerekre alapozva olyan mérdeszkozoket le-
het 1étrehozni, amelyekkel szennyez§ komponensek koncentracié-
jat kiemelked@en kis koncentréciéban (ppb vagy sub-ppb) és —a
lézerek keskeny emisszids sédvszélességének koszonhetGen — nagy
szelektivitdssal lehet mérni (2-3. dbra).

Virdgkordt a fotoakusztikus médszer a mult szdzad 80-as éve-
iben élte, amikor CO és CO, gdzlézerekre alapozva ppb vagy ppb
alatti koncentrdciék kimutathatésdgdt demonstrdltdk kiilonbozs
kutatélaboratériumokban. A gdzlézerek el6nye, hogy fénytelje-
sitményiik a watt nagysdgrendbe esik, és mtikodési hullimhosz-
szuk a kozép-infravorosben taldlhatd, ahol a legtobb gdzkompo-
nens erds (jellemz8en rezgési alapdtmenetekhez tartozo) elnye-
1ési vonalakkal rendelkezik. Azonban ezek a lézerrendszerek rend-
kiviil bonyolultak és nehezen tizemeltethet6k voltak, ezért a kez-
deti lelkesedés elmtilta utdn egyértelmiivé vdlt, hogy a gdzlézere-
ken alapul6 fotoakusztikus rendszerek gyakorlati alkalmazhaté-
sdga er@sen korldtozott. Példaként megemlithetd az a ziirichi
ETH intézetben kifejlesztett CO,-1ézeres fotoakusztikus gdzde-
tektdlé rendszer [2], melyet egy kamionba telepitettek, és mt-
kodtetéséhez jelentds szakembergdrddra volt sziikség. A rendszer
bonyolultsdga az elért nagy érzékenység ellenére meggdtolta a
mddszer széles kord elterjedését.

Az 1990-es évek elejétdl kezdve djfajta fényforrdsok alkalma-
zésa tette lehetGvé a fotoakusztikus mddszer egyre szélesebb ko-
rd elterjedését az iparban és a kornyezetvédelemben. Killondsen
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el6nyosen alkalmazhatéknak bizonyultak fotoakusztikus méré-
sek céljdra a szobahdmérsékleten miikodd, a lézerre adott dram
véltoztatdsdval hullimhossz-hangolhatd, optikai szélba csatolt fé-
nyd diddalézerek, melyeket eredetileg telekommunikdcids alkal-
mazdsokra fejlesztettek ki. E 1ézerek vdrhaté élettartalma meg-
haladja a tiz évet, nagy mechanikai stabilitdssal rendelkeznek, és
miikodésiik teljesen automatizélhatd. A diddalézeres fényforrdsok
alkalmazdsdval a fotoakusztikus rendszerek felépitése jelentGsen
leegyszertisodott. Ugyanakkor, mivel a szoba-hdmérsékletd did-
dalézerek a kozeli infravoros tartomdnyban emittdlnak, ahol a
molekuldk viszonylag gyenge rezgési felhangjai és kombindcids
sdvjai taldlhatdk, a diddalézeres fotoakusztikus detektdldssal el-
ért legkisebb kimutathat6 koncentrdci6 jellemz&en a ppm, né-
hény esetben a sub-ppm tartoményba esik. Ezért a fotoakuszti-
kus rendszerek fejlesztésének és alkalmazdsdnak elsGdleges ird-
nydvé az emissziés mérések vdltak, ahol viszonylag nagy kon-
centrécidkat kell mérni, de kiemelkedd fontossdggal bir a rend-
szer rovid (lehet8leg mdsodperc kozeli) vélaszideje, nagy meg-
bizhatdsdga, robusztussdga.

Tovébb4 a fotoakusztikus médszer egyik nagy elénye, hogy a
fotoakusztikus jelet gerjesztd fény a fotoakusztikus kamrdn 4t-
haladva éltaldban csak kismértékben gyengiil, és mivel a fotoa-
kusztikus mérések sordn nem a mérékamrdn dthaladd, hanem
a kamrdban elnyelt fény mérése torténik, az dthaladé fény fel-
hasznélhaté egy médsodik (esetleg egy harmadik stb.) kamrdban
a fotoakusztikus jel mérésére (1. dbra). Ennek megfelelgen a fo-
toakusztikus mérési mddszert kordbban mdr szdmos olyan eset-
ben alkalmaztdk sikeresen, amikor két vagy tébb gdzaramban szi-
multdn vagy kvéziszimultédn folyik egy vagy tobb komponens mé-
rése.

Példék a fotoakusztika gyakorlati alkalmazdsaira

Foldgdz kén-hidrogén- és vizgdztartalmdnak mérése

A kén-hidrogén (H,S) és a vizg6z (H,0) mérése kiemelt fontos-
sdggal bir a foldgdziparban, mivel a H,S rendkiviil korroziv hatd-
st a csGvezetékekre, kiilondsen abban az esetben, amikor a fold-
gdz nagy koncentrécidban vizg@zt is tartalmaz. Tovdbbd a fold-
gdz elégetésekor a H,S-bdl a kornyezetre kdros kén-dioxid (SO,)
keletkezik. Ezért a kén-hidrogén-tartalom a vizg8z- és szén-di-
oxid- (CO,) tartalommal egyiitt a foldgdz kritikus mingségi pa-
ramétere, és mint ilyet szigordan szabdlyozni és ellendrizni kell.
Kilonféle médszerek léteznek ezeknek a komponenseknek a
koncentrdciémérésére, de ezek hosszu tdvii megbizhatésdga erd-
sen korldtozott, ezért egyik mddszer alkalmazdsa sem vdlt még

1. abra. A fotoakusztikus mérési 6sszeallitas két gazaramban tértén6é mérésekhez. Ez az elrendezés optimalisan hasznalhaté a két

gazarambeli kis kiillonbségek differencialis méréséhez

Fotoakusztikus
kamra 1

Fotoakusztikus
kamra 2

Diodalézer

g Elektronika

rmeghajtoé

Gazaram 1

Gazaram 2

ofoneroésité

Idolgozo egys:
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2. abra. Fotoakusztikus kén-hidrogén-méré fényképe. 1. A nyomas-
allé tokozas, amelyben az elektronika és a lézerek talalhatok,
2. a fotoakusztikus kamrakat tartalmazé rozsdamentes doboz

3. abra. Kilélegzett levegé metankoncentraciojanak mérése
fotoakusztikus miiszerrel. Az alany egy csovon keresztiil fajja egy
livegpalackba a kilélegzett leveg6t, amelyet a miiszer folyamatos
gazaramlas mellett mintavételez

teljesen rutinszer(vé, illetve dltaldnossd foldgdziparban. A kén-
hidrogén és a vizgdz olyan foldgdzszennyezd komponensek, me-
lyek koncentrdcidjénak folyamatos mérését torvényi szabélyozds
irja el§. Spektroszkdpiai elvii mérésiikre kivdlan alkalmas a ko-
zeli infravoros tartomdny, ezen beliil vizg6z esetén az 1371 nm,
mig kén-hidrogén esetében az 1574 nm koriili hullimhossztarto-
mény. Azonban a spektroszkdpiai elvii koncentrdciéméréseket
neheziti az a koriilmény, hogy a koézeli infravords hullimhossz-
tartomdnyban a f6ldgédz f6 komponensei (azaz a szénhidrogének
és ezen beliil elsGsorban a metdn (CH,), valamint a szén-dioxid)
jelentds mértékd elnyeléssel bir. Valéjdban ezeknek a spektralis
interferencidt okozé CH,-, CO,-elnyelési vonalaknak az egység-
nyi koncentrdciéra normadlt elnyelése nagysdgrendekkel kisebb,
mint a mérendd H,S és H,0 komponenseké, azonban a koncent-
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Foldgaz + 1000 ppm H,S
Féldgaz O ppm H,S

Fotoakusztikus jel [nV]

24 25 26 27 28 29 30

Lézerhémérséklet [°C]

4. abra. Foldgaz fotoakusztikus spektruma mesterségesen meg-
novelt H,S-tartalom mellett, illetve a kén-hidrogén-mentesitett
esetben (megjegyzés: a valodi mérési koriilmények kozott,
amikor néhany ppm H,S-koncentracié mérésére van sziikség,
vizualisan nem érzékelhetd a H,S-t tartalmazé és a nullgaz
spektruma kozotti kiillonbség)

rdciéjuk nagysdgrendekkel nagyobb (4. dbra). Ez teszi sziiksé-
gessé a differencidlis mérési elrendezést, amit dgy valdsitunk
meg, hogy az egyik kamrédba a mérendd gdzmintdt juttatjuk, mig
a mdsik kamrdba bevezetett gdzmintdt elGzetesen dtvezetjiik egy
kén-hidrogén-mentesit§ vegyszeren, azaz nullgdzt (kén-hidrogén-
mentes gdzt) generdlunk [3]. Mivel a vegyszer lényegében nem
véltoztatja meg a H,S-koncentriciét, igy a mér6kamrdban mért
H,S + CO, jelbél levonva a referenciakamréban mért CO, jelet, a
kiilonbségi jel ardnyos lesz a H,S-koncentrécidval, azaz a diffe-
rencidlis mérés segitségével a H,Sjel elfedését meg lehet sziin-
tetni (vagy legaldbbis nagymértékben csokkenteni lehet). Erre a
differencidlis mérési eljdrdsra alapozott fotoakusztikus mérémd-
szereket gydrt a holland Hobré Instruments BV cég, illetve ma-
gyarorszdgi lednyvdllalata, a Hobré Laser Technology Kft. Eddig
tobb mint 60 ilyen mdszert telepitettek a vildg szdmos részén,
példdul Norvégidban, Brazilidban, tébbek kozott tengeri furétor-
nyokra; és éveken dt tart folyamatos, hibamentes miikodésiik-
kel bizonyitjék a fotoakusztikus médszer elény6s tulajdonsdgait.

Repiilégépes vizgdz- és teljes viztartalom-mérés

A légkorben taldlhaté vizgdznek, illetve a felhdknek a globalis
energiamérlegben jdtszott szerepének fontossdga kozismert. En-
nek megfelelGen évtizedek 6ta komoly erdfeszitések torténnek
arra, hogy minél t6bb repiil§gépet felszereljenek legaldbbis viz-
g8z-, de optimdlis esetben kombindlt vizgdz- és teljes viztarta-
lommérd miiszerekkel (ldsd a kiilonbozd nemzetkozi projekteket,
pl. MOZAIC, CARIBIC, IAGOS). Ezen beliil a CARIBIC-projektben
egy Szegedi Tudomdnyegyetemen kifejlesztett miszer szolgdl a
vizgbz és a teljes viztartalom mérésére az aldbbiak szerint [4]. A
repiil6gépre telepitett fotoakusztikus miszerbe a repiil6gép kiils§
testére szerelt specidlis mintavevd egységbdl jut a két mérendd
gdzminta, méghozzd oly médon, hogy az egyik mér6kamrdba
(ami a leveg§ vizg@ztartalmdt méri) a leveg6bdl csak a vizgdz
jut, mig a mdsik mérkamrdba (ami a levegd teljes viztartalmdt
méri) a vizgGzon kiviil bejutnak a leveg@ben taldlhat6 folyékony
vagy szildrd fézisu tn. felh§cseppek is. (Megjegyzés: a mintavé-
telezés gy van kialakitva, hogy a felhGcseppek teljes mértékben
elpdrolognak, mire a fotoakusztikus mér6kamréba jutnak, azaz
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vizg§zként jelennek meg a teljes viztartalmat mérd kamrédban).
Ha a két mérékamraban ugyanazt a vizg6z-koncentrdciét mér-
jiik, azt jelenti, hogy az aktudlisan mintavételezett leveg&térfo-
gatban nincsenek felhGcseppek. Azonban, ha a teljes viztartalmat
mér§ kamrdban mért vizgdz-koncentrédcié meghaladja a mdsik
kamrédban mért vizgdz-koncentrécidt, akkor a repiil6gép felhén
halad keresztiil, és a teljes viztartalmat mérd kamrdban mért viz-
gGz-koncentrdcibdl levonva a vizg6zt mér§ kamrdban mért viz-
g@z-koncentréciét megkapjuk az un. felh§csepp-koncentraciot (5.
abra).

CARIBIC flight LH-311
Frankfurt-Osaka 23. September 2010
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5. abra. Atmoszférikus vizg6z (fekete gorbe) és a teljes viztartalom
(piros gorbe: fotoakusztikusan mért, kék gorbe: referencia-
modszerrel mért), valamint a kett6 kiilonbségébdl szamolt felh6-
csepp-koncentracio (zéld gérbe) mérése fotoakusztikus rend-
szerrel egy repiilégépes ut soran

Légkori aeroszol-részecskék vizsgdlata

A légkori fényelnyeld aeroszol-részecskék jellemzGen a teljes ldt-
haté tartomdnyban elnyelik a fényt, de az elnyelés hullimhossz-
fuggése fiigg a részecskék osszetételétdl, és attdl, hogy milyen
forrdsbdl szdrmaznak [5]. A részecskék abszorpcids spektrumd-
nak jellemzésére bevezették, a log-log skéldn dbrdzolt abszorpci-
6s spektrum meredekségét, az tin. Absorption Angstrom Expo-
nenst (AAE). Az AAE érték fotoakusztikus mérése igy egyediil-
4ll6 médon teszi lehet6vé a 1égkori aeroszol-részecskék in-situ
(természetes kozegiikben) és valds id6ben torténd azonositasdt.
A fényelnyel§ (korom) részecskéket bonyolult keveredési geo-
metridju, alacsony termalis stabilitdsu (illékony) és magas hgti-
16 képességgel rendelkezd (nem illékony) komponensek alkotjdk.
Az illékony komponenseket (pl. termikus médon, azaz felftitve)
eltdvolitva a részecskékrdl, megvdltozik az optikai abszorpcié
mértéke és hullimhosszfiiggése, igy az optikai mérésekbdl meny-
nyiségi és mingségi informdciét kaphatunk a részecske kevere-
dési dllapotdrdl is. Ilyen céld mérésekre lett kifejlesztve egy tobb
hullimhosszon miikodd kétkamrds fotoakusztikus rendszer, ahol
az egyik kamra ki lett egészitve egy un. termodenuder (TD) egy-
séggel, amely alkalmas az aeroszol-részecskék illékony kompo-
nensének eltdvolitdsdra [6]. Ha a két mér6kamra egyikébe kor-
nyezeti leveg$t, mig a mdsikba a TD egységben, adott hdmér-
sékleten el6kezelt kornyezeti leveg6t juttatunk, akkor a két kam-
rdban mért, az aeroszol dltal keltett fotoakusztikus jelek kiilonb-
sége mdr nemcsak a részecske dtlagolt spektralis sajdtossdgairdl,
hanem a keveredési dllapotdrdl, az illékony komponensek kémiai

2,2 AAE

Termodenuder hémérséklet
W 250 °C
® 40°C

-
o

Normal abszorpcios egyiitthato

-
|

400 600 800 1000
Hullamhossz [nm]
6. abra. a) Fotoakusztikus aeroszolmérével kiilonb6z6 termo-
denuder hémérséklet mellett mért AAE értékek (szerves)mag -
(szervetlen)burok aeroszolkeveredési geometriak esetén,
illetve sematikus abrak a kiilonb6z6 keveredési geometriakrol:
b) kornyezeti hé6mérsékleten, c) termalis kezelés utan

és fizikai tulajdonsdgairdl is hordoz informécidt. A légkori fény-
elnyel részecskék fotoakusztikus, tobb hullimhosszu, tobbesator-
nds, komplex, Gsszetétel- és keveredési dllapotfiiggs spektralis va-
laszdnak in-situ vizsgdlata a jovében tj lehet§séget teremthet a
legfontosabb klimatikus és élettani kockdzattal rendelkezd ré-
szecskék szelektiv és valds idejd monitorozdsdban (6. dbra).

Fold-felszin feletti koncentrdcidgradiensek mérése

A légkorben szdmos komponens koncentricidja véltozik a Fold-
felszin feletti magassdg fiiggvényében, és a koncentrécidgradi-
ens, illetve az ebbdl szdmolt kibocsdtdsi vagy tilepedési fluxus
fontos informdcidkat hordoz példdul a novényzetrdl. Egy hdrom-
csatornds fotoakusztikus rendszer bizonyitottan alkalmas ilyen
(pl. ammoniafluxus) mérésére. A koncentréciéprofil meghatdro-
zéséhoz dltaldban 2-6 kiilonboz8 magassdgban mért koncentrd-
ciGértéket haszndlnak. A fluxus szdmitdsédhoz elvileg elegendd
két kiillonbozd magassdgban mérni, a tovdbbi mérési pontok a
szdmitds pontossdgdt, megbizhatésdgdt novelik. A Szegedi Tudo-
mdényegyetemen fejlesztett terepi ammdniafluxus-mérd fotoa-
kusztikus mtszer (7. dbra) hdrom mintavevd dggal rendelkezik,
igy hdrom egyidejd, kiilonb6z§ magassdgu mérést tesz lehet§vé
oly médon, hogy a rendszer mindegyik mérgdga tartalmaz egy-

7. abra. Harom kiilonb6z6 mérési magassagban nagy pontossagu
ammoniakoncentracié-mérésre alkalmas fotoakusztikus
berendezés

Dusité adszorber —> TSz

MSZ] 1>
| ~ Dusito adszorber L ]
74 Z| 1
| Dusito adszorber . I e
[

> 2 =

— TSz

17 R AT

Sz: 1 mm porusmeéretli PTFE sz(ird

MSz: magnesszelep

TSz: tdmegaramlas-szabalyozo

— PTFE gazvezet6 csé
elektromos vezeték

1: levegdminta-vétel, 3x4000 cm3/min
2: koncentraciémérés, 20 cm3/min
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egy dusit6 abszorbert, amin els§ lépésben keresztiildramlik a kii-
16nb6z8 mérési magassdgokbdl vett levegéminta, majd ezek egy-
mds utdn torténd kiftitésének segitségével visszanyerjiik az el-
nyelt ammdénidt, aminek osszmennyiségét egy fotoakusztikus
mérSkamrdban mérjiik [7]. Egy hdromhetes nemzetkozi dssze-
hasonlité méréssorozat eredményei bizonyitjék, hogy a fotoa-
kusztikus mtszer kimutatdsi hatdra és id6beli felbontdsa megfe-
lel a kérnyezetvédelmi céli ammdniakoncentrécié-mérés elvard-
sainak, tovdbbd lényegesen kevesebb karbantartdst igényel és
egyszertibben mtikodtethets, mint a legtobb, mds elven mtikdd
mérdmdiszer [8].

Orvosi alkalmazdsok

A kilélegzett gédzok a szervezet anyagcseréjérél, bioldgiai dllapo-
tdrol hordoznak informdciét, ezért detektdldsuk az orvosi diag-
nosztikai kutatdsok egyik dinamikusan fejl6dg teriilete. A méd-
szer valds idejd, non-invaziv vizsgdlatokat biztosit, alkalmazhaté
diagnosztikai célra, terdpia és fizioldgiai folyamatok nyomon ko-
vetésére. A kilélegzett leveganalizishez haszndlt mérérendsze-
reknél a kivélg szelektivitds és reprodukdlhatésdg alapkovetel-
mény, emellett fontos a folyamatos mintavételezés lehetdsége, a
rovid vélaszidd, a hordozhatdsdg és a konny( kezelhet§ség. A 1é-
zerspektroszkdpiai elven miikods gézkoncentrdcié-mérdket —
koztiik a fotoakusztikus spektroszképiai elviieket — elterjedten
alkalmazzdk élettani és orvosi kutatdsokhoz. A diédalézeres fo-
toakusztikus mérés kiilonosen el6nyosnek bizonyult a kilélegzett
metdnkoncentrdcié meghatdrozdsdhoz humdn és dllatmodellek-
ben [9]. A vizsgélatok sordn a mérési tartomdny tipikusan 0,5-200
ppmV kozott véltozhat. A Szegedi Tudomédnyegyetem Sebészeti
Mitéttani Intézetében az oxidoreduktiv stresszéllapotok és a vé-
konybél mikrokeringési zavarainak kilélegzett metdnkoncentrd-
cié-vdltozdsaival kapcsolatos Gsszefiiggéseit vizsgéljdk fotoakusz-
tikus mdszerrel [10]. Eredményeik alapjédn a kilélegzett metdn-kon-
centrdcié mérése non-invaziv, valds idejd diagnosztikai eljards-
nak igérkezik kiilonboz8 nehezen észlelhet§ kéréllapotokban [11].

Lehetséges 1j fejldési iranyok

Mindenképpen fontos megemliteni az Uj fényforrdsok megjele-
nését, melyek dra folyamatosan csokken, mig megbizhatésdguk
nd, igy egyre inkdbb alkalmassd vélnak arra, hogy a fotoakuszti-
kus mérdrendszerek fényforrdsaiként hasznosuljanak [12]. Ezek
koziil is kiemelkednek az tn. kvantumkaszkdd-lézerek, melyek a
kozép-infravorosben mikodnek, és segitségiikkel a kozeli infra-
vorosnél nagysdgrendekkel erdsebb elnyelési vonalakon lehet fo-
toakusztikus méréseket végezni, azaz a kozeli infravoros tarto-
ményra jellemz§ ppm helyett ppb vagy sub-ppb érzékenységek
érhetdk el. Félvezetd 1ézerekben alapvet8en a félvezetd anyagok
véltoztatdsdval érhetdk el killonbozd, tipikusan 3 pm-nél kisebb
emissziés hulldimhosszak. A kvantumkaszkdd-lézerek esetén vi-
szont a hulldmhossz elsGsorban a geometriai struktirdtdl fiigg,
és megfeleld tervezéssel 4-24 pm kozott barmely hulldimhossza
emisszio elérhetGvé valik. A nagyobb érzékenységnek és a ger-
jeszthet§ hulldimhossz-tartomény bgviilésének koszonhetGen vj
komponensek vdlnak mérhetdvé, és ez dltal jelentGsen béviil az
alkalmazdsi lehet&ségek kore is.

Az 4j fényforrdsok fotoakusztikus rendszerekbe torténd in-
tegraldsa mellett intenziven kutatott az dj tipusu detektorok, va-
lamint 4j kamratipusok bevezetése. Egyre szélesebb korben el-
terjedt példdul a kvarckristdly detektoron alapulé mérés, amely-
nél a detektor egy hangvilla alaku kvarckristaly [13]; legf6bb els-
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nyei a nagy érzékenység és a kis térfogati gdzminta mérésének
lehet8sége. A fotoakusztikus kamrdk fejlesztésekor dltaldnos cél
a mérés pontossdgnak novelése, emellett azonban érdemes meg-
emliteni, hogy a valds idejd, rovid valaszidejd koncentrdcidada-
tokat igényld alkalmazdsok megjelenése miatt gdzkezelés nélkiili,
nyitott kamrdk is késziilnek [14, 15].

Koszonetnyilvanitds. Szerz6k koszonetet nyilvdnitanak a GINOP-2.3.2-15-2016-
00036 és az EFOP-3.6.1-16-2016-00014 projektek dltal nyujtott tdmogatdsdért.
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14. Nemzetkozi Junior Természettudomdnyi Didkolimpia
(Nijmegen, Hollandia, 2017. december 3-12.)

Nemzetkozi Junior Természettudomanyi Didkolimpidt (In-
ternational Junior Science Olympiad, réviden IJSO) Indo-
nézia alapitotta 2004-ben. A versenyen, ahol elvileg egyenl§ ardny-
ban szerepel a hdrom természettudomdnyos tantdrgy (fizika, ké-
mia, bioldgia), csak 16. éviiket be nem t6ltétt didkok indulhatnak.
Ebben az évben minddssze 14 magyar didk jelentkezett a ver-
senyre. Ez részben azzal magyardzhatd, hogy egy eurdpai uticél
kevéssé motivdlja a didkokat a kemény, féléves felkésziilésre. A
madsik ok viszont sokkal silyosabb, ugyanis egyre nagyobb se-
bességgel romlik a természettudomdnyos oktatdsunk szinvonala.
A természettudomadnyos tdrgyak dltaldnos iskolai heti 1 6réds ok-
tatdsa és a kovetelmények tovdbbi zsugoritdsa mind ezt az irdnyt
erdsitik.

Ezt az olimpidt az oktatdsi kormdnyzat 2007 6ta anyagi segit-
séggel is tdmogatja. A Richter Gedeon Nyrt. a verseny elejétél
fogva jelent§s anyagi tdmogatdst nyujt a csapatnak. Ebben az év-
ben - a viszonylag alacsony utazdsi koltségek miatt — nem volt
sziikség nagy osszegl szponzordldsra, igy az el6bb emlitetteken
kiviil csak a Servier Kutatdintézet Kft.-t6l kaptunk még anyagi
tdmogatdst. A Magyar Kémikusok Egyesiilete szervezi a kiuta-
zést és az ezzel jaré adminisztrécidt, tovdbbd az anyagi forrdsok
megszerzését, a tdmogatdsi palydzatok elkészitését és teljes bonyo-
litdsdt.

A versenyre vald felkészitést ebben az évben is juniusban
kezdtitk meg. Az elsg vélogaté eredménye alapjdn a legaldbb 50%-
os teljesitményt elérd legjobb nyolc didkot valasztottuk ki a sz(i-
kebb felkészitébe. Oket szeptemberben és oktéberben minden
hétvégén a kordbbi versenyek tapasztalatai és a kovetelmények
alapjdn az ELTE Apéczai Csere Jdnos Gimndziumban készitettiik
fel (Gyertyén Attila fizikdbdl, Acs Zoltdn biolégiabdl, Villdnyi At-
tila és Voros Tamds kémidbdl). A médsodik valogaté utédn kialakult
hatfds csapat az utolsé hénapban a tovdbbi elméleti felkészits
mellett kiprébélhatta a gyakorlati fordulé team-munkdjdt is.

Az idei magyar csapat tagjai: Farkas Csandd, a budapesti Eét-
vos Jézsef Gimndzium 10. osztdlyos tanuldja, Balogh Zsdfia, a
gy6ri Révai Miklés Gimndzium 9. osztdlyos tanuléja, Tdth-Roho-
nyi Ivdn, a budapesti Fazekas Mihdly Altaldnos Iskola és Gimn4-
zium 9. osztdlyos tanuldja, Csonka Zétény, a pécsi Ciszterci Rend
Nagy Lajos Gimndzium 9. osztdlyos tanuldja, Serban Andrada, a
budapesti E6tvos Jézsef Gimndzium 10. osztélyos tanuldja, Boni-
fert Baldzs, a budapesti Badr-Madas Reformdtus Gimndzium 9.
osztalyos tanuldja.

Ebben az évben a szervezdk kiilon fizikai, kémiai és bioldgiai
témdju feladatokat készitettek, nem prébélkoztak az integrald-
sukkal, dm az egyes feladatokban fel-felttintek a mdsik tan-
tdrgyhoz erdsen kapcsolédé kérdések is. Ha roviden kellene 6sz-
szefoglalni a feladatok mingségét, akkor — az Eurdpai Unié ok-
tatdsi rendszerének megfelelGen — a feladatok tobbségének meg-
olddséban jelentds szerepet jitszott a szovegértés, vagyis alap-
vetden természettudomdnyi ismereteket ugyan elvdrtak, de a
legtobb osszefliggést a feladatlap tartalmazta, és ezeket mind-
Ossze értelmezni kellett, vagy be kellett helyettesiteni a képlet-
be. Emiatt tobb eurdpai orszdg sokkal jobban teljesitett a verse-
nyen, mint dltaldban. Az eredmények alapjdn a bioldgia feladat-
sorok mutatkoztak a legnehezebbnek, a kémia dtlagos nehézsé-
gl volt. Fizikdbdl killondsen a gyakorlati forduléndl ldtszott,
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A magyar csapat (balrél): Farkas Csanad, Balogh Zsofia, Serban
Andrada, Villanyi Attila felkészit6 és kisér6 tanar, Bonifert Balazs,
Toéth-Rohonyi Ivan, Csonka Zétény Eléd

hogy az utolsé kérdésekre mdr nem maradt ideje a csapatok
tobbségének.

A feladatok megvitatdsa az dtlagosndl jéval zokkendmentesebb
volt. A szerzdk dltaldban elfogadtdk a kritikdt és készségesen mo-
dositottdk a kérdéseket.

A versenyzdk a versenyek kozti napokban, a tandrok a didkok
versenynapjain vettek részt kiilonféle programokon. Igazi kirdn-
dulds csak az egésznapos amszterdami vdrosnézés volt, a t6bbi al-
kalommal elsGsorban a verseny szponzorai tartottak el¢addso-
kat, bemutatdkat. Ezek koziil taldn a legérdekesebb a hollandiai
mélyfold csatornarendszereit miikodtet§ szervezetek bemutatéi
voltak. A programok lebonyolitdsdt jelent§sen megnehezitette a
szokatlan idgjdrds, ugyanis Nijmegent és kornyékét erds héesés
és hideg idGjdrds sujtotta a verseny majdnem teljes idGtartama
alatt.

Az idGjérds miatt tobb csapatban megfdztak a didkok. A ma-
gyar csapatot ennél is sdlyosabb virusfert§zés tdmadta meg (vald-
szintileg az egyik didkunk itthonrdl hozta). Ennek ellenére min-
denki minden versenynapon részt vett, és nagyon szépen szerepelt.

Az idei versenyen 48 orszdg 285 versenyzdje mérte dssze tu-
ddsdt. Ebben az évben is valamennyi didkunk éremmel tért haza.
Ezzel az orszdgok nem hivatalos versenyében koriilbeliil a 13. he-
lyen végeztiink. Farkas Csandd, Bonifert Baldzs, Balogh Zsdfia,
Téth-Rohonyi Ivédn és Serban Andrada eziistérmet kapott, Csonka
Zétény bronzérmes lett.

Az IJSO idei feladatsorait az érdekl§dék hamarosan letdlthe-
tik a magyar csapat hivatalos honlapjardl (http://ijso.kemavill.hu).

Villanyi Attila
TAMOGATOK
* —_—
—~ SERVIER

GEDEON RICHTER LTD.

-
EMBERI EROFORRASOK
MINISZTERIUMA
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Egy dramaian mas ICP-MS

A Thermo Scientific iCAP RQ ICP-MS analitikai teljesitményben és az egyszer( kezelhetéségben
dramaian kulonbdzik a korabbi készuilékektdl. Az Uj RQ Cell flatapol technoldgia a jelenleg elérhetd legjobb
kimutatasi hatéarokat biztositja a teljes analizis id6 akar 50%-0s cstkkenése mellett. A néhany kattintassal
elérhetd automatizalt bedllitasok segitségével gyorsan fejleszthet megbizhatd mérési moédszereket, anélkl
hogy az ICP-MS technika szakértéje lenne. Az egyszer( karbantartas és a rendkivil kompakt méretek

koltséghatékony Uzemeltetést biztositanak.

nyomelem analizisre

» thermofisher.com/icaprqg
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