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Stanovenie stopovych prvkov v krvnom sére

RNDr. Stefan Hauks
Medirex, a. s., ¢len MEDIREX GROUP, Kosice

Cielom tejto prace bolo vyvinut a zvalidovat pracovné postupy pre metédy na stanovenie stopovych prvkov med'a zinok v krvnom sére
pre rutinnu diagnostiku v laboratériu klinickej biochémie. Validované analytické metody su prevadzkovo realizovatelné s presnostou
(opakovatelnost, reprodukovatelnost) do 5 % a spravnostou (vytaznost) v intervale 85 — 115 % v celom kalibra¢cnom rozsahu.
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Determination of trace elements in serum

The aim of this work was to develop and validate a method of operating procedures for the determination of trace elements copper
and zinc in serum for routine diagnostic in laboratory of clinical biochemistry. Validated analytical methods are operationally feasible
with precision (repeatability, reproducibility) up to 5% and an accuracy (recovery) in the interval of 85-115% at the all calibration screen.

Key words: electrothermal atomization, temperature and timing, calibration curve, precision, accuracy.

Uvod

Vacsina stopovych kovov su esencialne vyzivové prvky pre ¢love-
ka, ale aj pre zvieratd, patria sem selén, zinok, med, kobalt, mangan,
molybdén, chréom, nikel a zelezo. Medzi vyznamné funkcie stopovych
prvkov patri determindcia, mobilizacia a konstantnd vézba na biologické
ligandy. Niektoré st vyuzité pri elektrickych impulzoch pozdiZ nervo-
vych vldkien, iné su stabilnou sucastou komplexov s enzymami alebo
nukleovymi kyselinami, pripadne ligandmi. V biologickych procesoch
sa uplatiiuju ako spustace, aktivatory, ako aj kontrolory celej $kaly reakcif.
Ind skupina stopovych prvkov vytvdra pevny staticky komplex a stavaju
sa integrédlnou Castou proteinov a enzymov. MnoZstvo biologickych
systémov je zavislé od denného prijmu stopovych prvkov (med, zinok,
mangan). Oxidativny stres je vyznamnym faktorom v infekénom procese,
ak su v deficite mikroprvky (1). Stopové prvky a niektoré ich zltceniny
maju antivirusovu aktivitu prostrednictvom inaktivacie celuldrnych pro-
tefnov. Teda stopové prvky zohravaju vyznamnu Ulohu pri chorobéch
vyvolanych virusmi (2 — 5). Imunitny systém predstavuje vyznamnu
zlozku organizmu integrujiceho fyziologické funkcie, ktoré eliminuju
cudzorodé zlozky, infekéné mikréby, ako aj odumreté vlastné bunky.
Tieto mechanizmy su zabezpecené prostrednictvom nespecifickej
(vrodenej) alebo Specifickej (ziskanej) imunity so zlozitymi procesmi,
ktoré su koordinované celym radom buniek (lymfocyty, makrofagy,
antigén prezentujuce bunky) a molekuldrnych latok (cytokinov, imuno-
globulinoy, imunohormdénov). Makrofagy predstavuju bunky prvej linie
pri obrannych procesoch vyznacujuce sa fagocytac¢nou, cytotoxickou

a sekretorickou aktivitou. Mikroelementy ako zinok, selén, Zzelezo, med

a iné vyznamne ovplyviuju jednotlivé zlozky nespecifickej imunity.
Vybrané mikroelementy zohréavaju délezitd dlohu v ochrane buniek pred
poskodenim vyvolanym oxidantmi. Fagocyty produkujice reaktivne
oxidanty sa zUc¢astnuju na ochrane proti infekénym agens. Nedostatok
zinku znizuje funkciu NK buniek, pricom pridavok tohto prvku vyrazne
zlepsi aktivitu NK buniek. Poznatky o $pecifickom tcinku mikroelementov
na funkciu neutrofilov su nejasné (6).
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Stopové prvky sa v tkanivach nachadzaju v koncentréacii nizSej ako
50 ppm (< 50 x 10-¢ g/g). Ich potrebny denny prijem je mensi nez 50 mg
denne. Hlavné prvky - Fe, |, Cu, Zn, Co, Cr, Mo, Se, F, Mn, Ni, As, Sn, Si, V:
B sUesencidlne — telo siich nedokéZe samo vytvorit a su zavislé od ich

prijmu potravou;

W ich nedostatok alebo nadbytok spdsobuje zdravotné problémy.

Hlavnou biochemickou tlohou stopovych prvkov je katalytické pdso-
benie v enzymoch a moduldcidch enzymovych aktivit. Taktiez maju velky
vyznam v ochrane pred oxidacnym stresom (SOD potrebuje Mn, Cu a Zn).

Pri reakcii akutnej fazy IL-1 a IL-6 spdsobi redistriblciu stopovych
prvkov (pokles Zn a Fe v sére).

Toxicita — u zdravych jedincov je velkd tolerancia v koncentra¢nom
rozmedzi. Pri rendlnych poruchdch sa méze horsie vylucovat Se a Cr,
Cu a Mn zasa pri chorobdch pecene. Stanovuju sa metddou atdmovej
absorpcnej spektrometrie.

Med'(Cu)

Med je sucast aktivneho centra mnohych (predovsetkym oxidore-
dukénych) enzymov. Suvisi to so schopnostou medi prijat alebo odovzdat
elektron (Cut/Cut). Prikladom je cytochrom — c oxiddza, posledny ¢lanok
prenosu elektrénov v termindlnej oxidacii. Dalsi enzym, lyzyloxidaza, ma
vyznam v syntéze elastinu a kolagénu.

V fudskom tele je 100 — 150 mg medi. Z gastrointesticidlneho traktu
sa med dostane do krvi, kde sa viaze na albumin, aminokyseliny a trans-
cuprein. Tieto transportné formy sa dostanu do pecene, kde sa med zabu-
duje do ceruloplazminu, ktory je hlavnym transportnym proteinom medi.

Odporucena denna davka je 2 - 3 mg. Nutri¢ny nedostatok medi
sa v praxi nevyskytuje, v experimente vedie k anémii.

Zinok (Zn)

Zinok je sucastou aktivneho centra viac ako 300 enzymov a pre iné
bielkoviny je potrebny ako aktivator alebo stabilizétor Struktdry. Zinok
je esencialny prvok pri syntéze nukleovych kyselin a pre funkciu génov.



Tabulka 1. Pracovné podmienky na stanovenie Cu a Zn

Tabulka 2. Teplotny a ¢asovy program na stanovenie Cu a Zn

VInova dizka (nm) 324,8 2139

Strbina (nm) 0,5 1,0

Korektor pozadia bez korekcie bez korekcie

Zdroj Ziarenia

Prad lampy (mA) 4,0 50

katodové vybojka katodové vybojka

ZvIastnost zinku v porovnani s inymi stopovymi prvkami spociva v tom,
Ze nie je velmi aktivny v oxida¢no-redukenych reakcidch (nekatalyzuje
vznik a premenu bioreaktivnych foriem kyslika). Je schopny vytvorit
4 koordinacné vazby s atémami siry v cysteinoch alebo s dusikmi histidinov.

Zinok je prvok, ktory ma vztah k vnimavosti k niektorym druhom
zhubnych nadorov. Hré totiz vyznamnu rolu v tvorbe T-lymfocytov, ktoré
maju schopnost likvidovat nddorové bunky a k zhorsenej funkcii imunit-
ného systému.

Cielom tejto préce bolo vyvinut a zvalidovat pracovny postup pre
metddu na stanovenie stopovych prvkov med a zinok v krvnom sére pre
rutinnu diagnostiku v laboratériu klinickej biochémie.

Experimentalna cast

Pouzité pristroje a zariadenia

Na stanovenie stopovych prvkov bol pouZity atémovy absorpény spek-
trometer firmy Agilent Technologies 240Z AA (Austrélia) s elektrotermickou
atomizaciou GTA 120 (Graphite Tube Atomizer) v spojeni s automatickym po-
dévacom vzoriek PSD 120 (Programmable Sample Dispenser). Ako ochranny
plyn bol pouzity argén (0,3 I/min). Merania boli analyzované na pyrolytickych
grafitovych kyvetach bez platformy firmy Agilent Technologies (Nemecko).
Dévkovany objem vzoriek bol 20ul pre med' a 10ul pre zinok. Pracovné
podmienky na stanovenie oboch stopovych prvkov st uvedené v tabulke
1 a teplotné programy su uvedené v tabulke 2.

Chemikdlie a roztoky

Kyselina dusi¢na TraceSELECT" (Sigma-Aldrich Co., USA); Triton” X-100
p. a. (Merck, Nemecko), voda TraceSELECT" (Sigma-Aldrich Co., USA), lyo-
filizovany sérovy kalibrator ClinCal” — Serum Calibrator $arZa 243 Recipe”
Chemical + Instruments, Nemecko), standardny referencny materidl
Seronorm” Trace Elements Serum Sarza 0903106 (SERO AS, Norsko), kon-
trolné lyofilizované krvné sérum ClinChek” s dvoma hladinami kontrol
(Level |, 1) SarZa 347 (Recipe” Chemical + Instruments, Nemecko).

Pracovné postupy

Priprava sérového kalibratora, kontrolného krvného séra
a Standardného referené¢ného materialu

K lyofilizovanému sérovému kalibratoru, kontrolnému krvnému séru
a standardnému referenc¢nému materidlu sme pridali 3 ml deionizovanej
vody, ktoré sme miesali krizivym pohybom, nechali sme stat 30 minut
pri laboratérnej teplote. Po 30 minutach bolo mozné sérovy kalibrator,
kontrolné sérum a standardny referen¢ny material pouzit na stanovenie.
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Graf 1. Optimalizécia teplotného programu pre Cu
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Graf 2. Optimalizacia teplotného programu pre Zn
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Priame stanovenie

Standardny referen¢ny material a kontrolné krvné sérum na pria-
me stanovenie boli riedené 20 x 0,2 % (v/v) Tritonom X-100 a 1 %
HNO, a sérovy kalibrator bol riedeny 20 x 0,2 % HNO, v pripade medi
a v pripade zinku bol standardny referencny material a kontrolné krvné
sérum riedené 100 x 0,2 % (v/v) Tritonom X-100 a 1 % HNO, a sérovy
kalibrator 100 x 0,2 % HNO, priamo v 2 ml autosamplerovych nadob-
kach, z ktorych boli ndsledne davkované do grafitovej kyvety (20 pl
nastanovenie media 10 pl na stanovenie zinku). Na stanovenie obsahu
Cu a Zn v sére sa pouzila metdda kalibracnej krivky, na vyhodnotenie
sa pouzila vyska signalu.
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Obrdzok 1. Kalibra¢nd krivka Cu

Obrdzok 2. Graficky zaznam signalu Cu v case (2 replikaty)
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Obrdzok 3. Kalibra¢na krivka Zn
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Vysledky a diskusia

Optimalizacia teplotného programu

Délezitym krokom pri stanoveni stopovych prvkov technikou ETAAS
je optimalizacia teploty a ¢asu v teplotnom programe. K tejto optima-
lizacii nam posluzili krivky termického rozkladu (pyrolyzy) a krivky ato-
mizécie pre med a zinok (graf 1 a 2). Z tejto optimalizacie sme stanovili
pre med teplotu pyrolyzy na 1 100 °C a teplotu atomizacie na 2 200 °C
a v pripade zinku bola stanovend teplota pyrolyzy 300 °C a teplota
atomizacie 1900 °C.

Dalsim dolezitym krokom bolo pouzitie Tritonu X-100 na riedenie, aby
sme dosiahli reprodukovatelné susenie vsetkych analyzovanych vzoriek.
V tabulke 2 sU uvedené teplotné a ¢asové programy na stanovenie medi
a zinku.

Na obrédzku 1 a 3 st namerané kalibra¢né krivky pre Cu a Zn. Na obraz-
ku 2 a4 st zndzornené grafické zadznamy signélu Cu a Zn pre dva replikaty.

Linearita a citlivost
Kalibracné grafy boli linedrne pre cely koncentra¢ny rozsah 5 - 30
pmol/l pre Cu a4 - 35 umol/l pre Zn, korelacny koeficient kalibracnej krivky
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Cu bol 09992 a kalibracnej krivky Zn bol 0,9995. Citlivost definovana ako
koncentrdcia, ktord je potrebnd na dosiahnutie signdlu 0,0044 AU. s. (tzv.
charakteristickd hmotnost), bola 12,7 pg pre Cu a 16,3 pg pre Zn.

Spravnost

Spravnost navrhnutého postupu bola overena analyzou standardného
referen¢ného materialu krvného séra (Seronorm” Trace Elements Serum
sarza 0903106) a dalsim kontrolnym materidlom krvné sérum ClinChek®
s dvoma hladinami kontrol (Level |, Il) Sarza 347 (Recipe’ Chemical +
Instruments, Nemecko). Pocet merani nasledujlcich za sebou bol rovny
10. Kompletné vyhodnotenie vysledkov kontrol je uvedené v tabulke 3.

Presnost

Presnost bola vypocitand z nameranych hodnét pre standardny
referenc¢ny material krvného séra Seronorm™ a kontrolny materidl krvné
sérum ClinChek’. Presnost sme vyjadrili opakovatelnostou v pocte 10 za
sebou nasledujtcich meranf a reprodukovatelnostou v pocte 15 merani
ziskanych za niekolko dnf (tabulka 3).

Medza detekcie (LOD) a stanovenia (LOQ)

Na urcenie medzi bolo pouzité 3o kritérium, ktorym je ur¢end medza
detekcie analytu ako trojndsobok smerodajnej odchylky Sumového signalu
(LOD). Medza stanovenia bola vypocitana ako desatnasobok smerodajnej
odchylky Sumového signalu (LOQ). V pripade Cu bola medza detekcie
0,18 umol/l a medza stanovenia 0,61 umol/l, v pripade Zn bola medza
detekcie 0,16 umol/l a medza stanovenia 0,53 pmol/I.

Tabulka 3.
Seronorm™ 0,99 (Cu) 1,61 206+ 14 295+0,3 99,7
(Sarza 0903106) 197 (Zn) 122 266413 259405 975
ClinChek® - 141 (Cu) 251 126419 127 +02 101
Levell Barza 347) 1,86 (Zn) 237 20,2 +3,0 20,3+ 04 1005
ClinChek® - 123 (Cu) 246 21,1 +3 213403 1009
LevelllSarZa347) 5 35 (7p) 201 312447 308+07 98,7
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Zaver

V tejto praci bola vypracovana analyticka metdda na kvantitativne
stanovenie stopovych prvkov med a zinok v krvnom sére na rutinnu dia-
gnostiku v laboratériu klinickej biochémie. Validovana analytickd metéda
je prevadzkovo realizovatelnd s presnostou (opakovatelnost, reprodukova-
telnost) do 5 % a spravnostou (vytaznost) v intervale 85 — 115 % v celom
kalibra¢nom rozsahu.

Tento ¢ldnok vznikol vdaka podpore v rdmci OP Vyskum a vyvoj pre projekt:
Vyskumné centrum modernych technoldgii monitorovania a diagnostiky
ochoreni ohrozujticich verejné zdravie, ITMS 26220220197, spolufinancovany
70 zdrojov Eurépskeho fondu regiondineho rozvoja.
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