Immunanalitika és fluorimetria laborleirat

A gyakorlat célja (1) egy kompetitiv immunoassay elvégzésén keresztil az immunanalitikai
madszerek megismerése, (2) fluorimetridas moddszerrel egy uditGital kinin-tartalmanak
meghatdarozasa, (3) a mennyiségi meghatarozas mddszerei koziil a kalibracids és a standard addicids
maddszer alkalmazasa.

A gyakorlatra a tankdonyvbdl (Pokol Gyorgy: Analitikai kémia, Fluoreszcencia spektroszkdpia (III.B.
3.2.1) és Immunanalitika (lll. D) fejezetek), a bevezet6 el6adas anyagabdl, valamint ezen jegyzetbdl
kell felkészlni.

A laborgyakorlat érdemjegye els6sorban a beugrd zh eredménye, amelyen a jegyz6koényv és a
gyakorlaton mutatott teljesitmény pozitiv és negativ iranyba is mdédosithat!

A leirat végén taldlhaté ellen6rz6 kérdések a felkészilést segitik, a beugré zh kérdései nem
feltétlendl ezek kozil kertlnek ki.

Immunanalitika

Az immunanalitikai mérést harom csoportban fogjak végezni, igy toébb lehetdsége lesz mindenkinek
arra, hogy az immunoassay készlettel dolgozzon. Harom egyforma készletet kapnak, de a csoportok
kozott ne cserélgessék a készletek tartalmat.

A mérési modszer elve

Vizmintdk karbamazepin tartalmat hatarozzuk meg, ami egy epilepszia-gyégyszer. A méréshez egy
gyari készletet hasznalunk, ami a kompetitiv immunoassay elvén alapszik: a mérGedény falara
rogzitett, korldtozott szdmu anti-karbamazepin antitest kotShelyekért verseng a mintaban |évé
karbamazepin és a mintahoz ismert mennyiségben adott jelzett karbamazepin (tracer). A vetélkedés
eredményeképpen az edényben (wellben) megkotott jelzett karbamazepin mennyisége forditottan
aranyos a minta karbamazepin-koncentrdciéjaval. A jelz6 funkciét tormaperoxidaz (horseradish
peroxidase, HRPO) enzim latja el, ami a szintelen tetrametil-benzidin (TMB) szubsztrat hidrogén-
peroxiddal valé oxidacidjat katalizalja. A 30 perc alatt keletkezett, szines termék mennyisége
fotometridsan mérhets, és egyenesen aranyos a wellben megkotott jelzett karbamazepin
mennyiségével, ami pedig a minta karbamazepin-tartalmaval forditottan aranyos.

A gyakorlaton alkalmazott készletben az antitest rogzitését a sztreptavidin fehérje és a biotin
molekula kozotti erds kotés kihasznaldsaval oldottak meg: a wellek falat sztreptavidinnel vontak be,
az anti-karbamazepin antitestekhez pedig biotint kapcsoltak. A wellekhez adott antitest igy a
biotinon keresztil kikotédik a wellek falan rogzitett sztreptavidinhez. A készlet minden sziikséges
reagenst, és ismert karbamazepin-koncentracidju kalibralé standardokat tartalmaz. Ezen kivil egy
ismert koncentrdcidji, de a mérés soran ismeretlen mintaként kezelt Un. kontroll mintat is
tartalmaz, mellyel a munkankat ellenérizhetjik.
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A standardok abszorbancia értékeibGl kalibracids egyenest szerkesztiink: a karbamazepin-
koncentraciok logaritmusanak fliggvényében abrazoljuk a mért relativ abszorbanciakat (A/A,, %-os
formaban, ahol A, a vakmintdhoz tartozé abszorbancia). A vakmintat nem &abrazoljuk, mivel a 0
koncentracié logaritmusa nem értelmezett. A széles koncentracié-tartomdanyban felvett adatok
forditott S alaku gorbét adnak. A kdzépsé, kozelitSleg linedris szakaszra egyenest illesztlink, melynek
segitségével kiszamoljuk az ismeretlen minta és a kontroll minta karbamazepin-koncentracidjat. A
kontroll minta szdmitott koncentraciéjat Osszevetjik a gydrtd altal megadott névleges
koncentracidjaval. Ha az eltérés kisebb, mint + 15%, akkor a mérés elfogadhaté.
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Az immunoassay varakozasi idejét a jegyz6kdnyv megirdsaval és a masik, fluorimetrids méréssel
toltjuk ki.



Fluorimetria
Tonik uditGital kinin-tartalmdat hatdrozzuk meg fluorimetridsan. Ezt a mérést az O6sszes hallgatd
egyltt, egy csoportban végzi.

A mérési mdodszer elve és a miszer felépitése

A fluoreszcencia spektroszképia a fotolumineszcencia targykorébe tartozd médszerek gyakorlatban
leginkdbb elterjedt valfaja. A fotolumineszcencia molekuldk, atomok és ionok esetében is
megfigyelhetS. Fotolumineszcencia alatt azt a jelenséget értjiik, amikor az anyag ultraibolya vagy
lathaté fénysugarzas hatasara gerjesztédik, majd az elnyelt energiat fény formdajaban, atomok
esetében az elnyelttel azonos, molekuldk esetében az elnyeltnél nagyobb hullamhosszisagu

(kisebb energiaju) fényként sugarozza ki. Az aldbbiakban csak molekuldk lumineszcencidjaval
foglalkozunk.

A folyamat sordn a gerjesztett allapot élettartama kiilonb6z6 lehet. Leggyakrabban az elektron a
gerjesztést kovetSen ns-us (10°-10°s) idStartam elteltével visszakeril az alacsonyabb
energiaszintre, vagyis a fényemisszid gyakorlatilag azonnal megszlinik a fénybesugdrzas
megszlintével. Ezt a fajta fotolumineszcenciat fluoreszcencidnak nevezzik. Ezzel a hétkdznapok
soran is talalkozhatunk, hiszen UV megvilagitas hatasara fluoreszkalnak a masolasvédelem céljabol
specidlis festékkel szinezett bankjegyek, ruhadarabok, stb.

A foszforeszcencia jelenségekor a fénykisugdrzds joval hosszabb folyamat, a megvilagitas
besziintetése utdn ps-tdl mintegy 100 masodpercig terjedd ideig, csokkend intenzitdssal folytatodik.
Ennek oka, hogy gerjesztett allapotban megvaltozik az elektron spinallapota, Uj, az un. triplett allapot
jon létre, melyben az elektronok spindllapota parhuzamos (1 és 1°). Mivel a triplett allapotbdl a
szingulett alapallapotba vald visszatérés kvantumkémiailag tiltott atmenet, ennek valdszinlisége
nagyon kicsi (de nem nulla) ezért a fénykisugdrzas hosszu ideig tart.

A kémiai analizis gyakorlatdban leginkabb a fluoreszcencianak jut szerep.

Azok a molekuldk mutatnak intenziv fluoreszcenciat, amelyek aromas jellegliek vagy tobbszorosen
konjugalt kett6s kotést tartalmaznak, tovabbd merev, sik szerkezetliek (pl. naftalin, antracén,
fenantrén). Minden fluorofor anyag mas és mas hullamhosszu fénnyel besugarozva késztethetd
fluoreszkalasra, raadasul az emittalt fénysugarzas spektruma is eltéré anyagrdl anyagra. Ebbdl
kovetkez6en a fluoreszcencia spektroszkdpia igen szelektiv analitikai médszer.

A fluoriméter, vagy masképpen spektrofluoriméter felépitése az alabbi abran lathato.
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1. dbra. A fluoreszcencia spektrofotométerek vazlatos felépitése



Az abszorpcids spektrofotométerekhez képest két jelentds kilonbséget figyelhetliink meg. Egyfeldl itt
két monokromatort kell alkalmaznunk, hiszen nemcsak a megvilagité fény hulldmhosszusagat kell
tudnunk szabalyozni, hanem a kibocsatott fénybdl is ki kell tudnunk valasztani a kivant (jellemzg)
hulldmhosszisagi komponenst (egyszerl felépitésii célmiszerekben a monokromatorokat
szinsz(r6k helyettesithetik). A masik kilonbség, hogy itt a megvildgitast és a detektdlast végzé
optikai elemek nem egy tengelyben vannak elhelyezve, hanem azok egymassal szoget
(leggyakrabban derékszoget) zarnak be. Ez az elrendezés biztositja ugyanis leginkabb, hogy a nem
ritkdn a besugéarzé fénnyel azonos hullimhosszon keletkezé kibocsatott fénysugarzas' mérését ne
zavarja az el6bbi. A nagyfoku érzékenység oka az, hogy az eltéré gerjesztési és emisszios hullamhossz
miatt az emisszids médszerekhez hasonldan itt is Iényegében zérus hattérjel mellett mérhetjik az
analitikai jelet.

Megmutathaté, hogy a fluoreszcencids fénysugdrzds intenzitdsa ardnyos a besugarzo fény
intenzitasaval, az okozott abszorpcidval és a koncentracidval. Kozelebbrél, egy adott emisszids
hulldmhosszon a kibocsatott fényintenzitas a kdvetkezd altaldnos formuldval irhatd le:

I=k-lp-e-c

ahol ¢ a minta koncentracidja, € az elnyelés (besugarzas) hullamhosszdn érvényes molaris
abszorpcids koefficiens, I, a besugarzé monokromatikus fény intenzitasa, k pedig a kiivettara és a
miszerre jellemzé allandok és a vizsgalandd vegyiilet Un. kvantumhasznositdsat’ Gsszegzé
aranyossagi allandd. A koncentraciéval valé linedris fliggés csak igen hig oldatokban, kozelitleg a
10*—10®° M tartomanyban teljesill; ezt jelentésen meghaladd koncentracidok esetén a kalibrécids
gorbe visszahajlasat tapasztaljuk, aminek sok esetben az Onabszorpcié az oka (a fluoreszkald
komponens nem ritkdn képes a maga &ltal kibocsatott hullamhosszisagu fényt elnyelni'). A
fluoreszcencia intenzitasat gyakran befolyasolja az oldat pH-ja és az olddszer anyagi minGsége is. A
fluoreszcencia spektrofotometriat kilonosen aromads szerves vegyliletek (pl. novényvédGszer-
maradvanyok, egyes szénhidrogének, stb.) kimutatdsara és mérésére hasznaljdk kornyezeti mintak
elemzése soran. Eppen ezért hasonld anyagok folyadékkromatografids analizisekor is hasznalatosak
fluoreszcens detektorok.

Tonik tiditdital kinin tartalmdnak meghatdrozdsa

Jelen gyakorlat soran kinin-szulfat (szabatosan: kininin-szulfat) meghatarozasat fogjak fluorimetrias
madszerrel elvégezni. A kinin-szulfat a kinin kénsavval valé reakcidja eredményeképpen képz6d6 so
tipusu vegyiilet. A fluoreszcencia szempontjabdl természetesen a kinin rész meghatdrozé, a szulfat
sot jelen esetben csupdn annak jobb vizoldhatésaga miatt hasznaljuk.

Amint az a kinin alabbi szerkezeti képletén (2. abra) is lathatd, ez a vegyilet kondenzalt gy(ir(s
molekularészlettel rendelkezik, vagyis varhatdan intenziv fluoreszkaldst mutat.

! Ahogy a 2. dbran lathato, a gerjesztési spektrum és az emisszids spektrum atlapolhat.
% A kvantumhasznositds azt jelenti, hogy a gerjesztett molekuldk hanyadrésze tér vissza alapallapotba
fénykibocsatassal.
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2. abra. A kinin szerkezeti képlete (a) és fluoreszcencia spektrumai (b)

Sziikséges anyagok, eszkdzok és mliszerek
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0,05 M H,SO, oldat

7 db 25 cm’-es mérélombik

2 db 100 cm® -es f6z3pohar (a pipettazas segitésére)

1-1 db 200 és 1000 pl-es automata pipetta

kivetta

papirvatta

JASCO FP 920 tipusu spektrofluoriméter

El6szor elkészitjik a kalibrald standardokat, meghigitjuk a tonik mintat, és elkészitjik az addicionalt
tonik mintat is. A kalibralé oldatokat az 50 ppm koncentraciéju kinin-szulfat térzsoldatbdl allitjuk el
0,05 M kénsav-oldattal vald higitassal. A szlikséges koncentraciék: 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 0,75
ppm és 1 ppm. A tonik mintat 100x-ra higitjuk. Az addicionalt tonik mintahoz az tdit6t szintén 100x-
ra higitjuk, de a végtérfogatra vald kiegészités el6tt hozzaadunk 150 pl torzsoldatot (50 ppm kinin-
szulfat).

Ezutdn sorban lemérjik az oldatokat: el6szor a vakminta (0,05 M kénsav) segitségével
hattérkorrekciét végziink, vagyis a vakmintdval nulldzzuk a m(szert (Autozero). A mlszer ekkor
eltdrolja a vakmintara regisztralt jelet, s ezt a tovabbiakban minden minta jelébdl kivonja, és a
kijelz6n mar a hattérrel korrigalt jel olvashatd le. A kalibrald sort névekvé koncentracidk felé haladva
mérjik le, majd a kiivetta alapos atoblitése utdan a mintat, végil az addicionalt mintat is megmérjik.
A kalibraléd oldatokra mért intenzitds értékekbdl kalibraciés egyenest szerkesztiink, és ennek
segitségével meghatarozzuk a tonik minta kinintartalmat (— eredmény kalibracioval). Ezutan csak a
minta és az addicionalt minta eredményét (tehat két adatot) felhasznalva, a standard addicids
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Ellen6rzé kérdések
1. Adja meg a kovetkezd fogalmak jelentését: antitest (ellenanyag), antigén, haptén, epitdp,
immunkomplex.

2. Milyen molekuldk az ellenanyagok? Milyen a szerkezetilik?



. Mi a kémiai alapja az antigén—antitest kélcsonhatas rendkiviili szelektivitasanak és er6sségének?

3
4. Hogyan csoportosithatdak az immunoassay modszerek?
5. Milyen jelolési technikdk alkalmazhatdak?

6

. Mutassa be egy immunometrikus assay menetét (a mérendé anyag antigén) és kalibraciés

gorbéjét.

7. Mutassa be egy kompetitiv immunoassay menetét (a mérendd anyag antigén) és kalibracios
gorbéjét.

8. Mit értiink a fotolumineszcencia jelensége alatt?

9. Mi a fluoreszcencia és foszforeszcencia kozotti kiilonbség?

10. Mi biztositja a fluoreszcencia spektroszkdépia moddszerének nagy szelektivitasat és nagy
érzékenységét?

11. Mi a fluoreszcencia spektroszkdpia tipikus mérési koncentracio tartomanya?

12. Milyen képlettel irhatd le a fluoreszcencids intenzitds koncentraciofliggése a linearis
tartomanyban? Minden bet(ih6z adjon betlimagyarazatot.

13. Szélesebb koncentracidtartomdanyban milyen alaku kalibracids gorbe jellemzd a fluoreszcencids
mérésekre és mi ennek az oka?

14. Altalaban milyen szerkezet( molekuldk mutatnak intenziv fluoreszcenciat?

15. Rajzolja fel egy fluoriméter elvi elrendezését.



