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I. AZ ERTEKEZES TUDOMANYOS ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az utdbbi néhany évtizedben kiemelkedd fontossaguva valt a
biologiai — elsdsorban humanbioldgiai - mintdk makro- és mikroelem
szervezetben lejatszodd biokémiai folyamatokban a jelen 1évo
makroelemek mellett a nyomelemek fontos szerepet jatszanak.
Ezeket a funkciokat csak az utobbi néhany évben kezdték el
felderiteni. Az ¢l6 szervezet szamara fontos esszencidlis
nyomelemek mellett megjelenhetnek olyan nyomelemek is, melyek
mar igen kis koncentracioban toxikusak.

Az emberi szervezetben vizsgalva az esszencialis, ill. toxikus elemek
nyomelem hiadny, taplalkozasi problémak és bizonyos, a nyomelem
staitusz megvaltozasaval jar6 betegségek derithetok fel még a
betegség kezdeti szakaszaban, gyakran a klinikai tiinetek
megjelenése elott. Ezért a nyomelem statusz vizsgalatat a nyugati
orszagok klinikai gyakorlataban egyre elterjedtebben alkalmazzak
(gyakran megel6z6) diagnosztikai modszerként. Magyarorszagon
hasonl6 vizsgalatokat folytattak néhany teriileten, de a klinikai
alkalmazast célzo atfogd kutatasokrdl az altalam vizsgalt teriileten
nincs tudomasom.

A téma kiterjedt nemzetkozi irodalommal rendelkezik, azonban a
humanbioldgiai mintdk el6készitését, analitikai vizsgalatat és az
eredmények kiértékelését valamint gyakorlati hasznositasat ovezd
bizonytalansagok ¢és ellentmondé adatok indokoljak a napjainkban is
végzett kiterjedt kutatasokat.

A humanbioldgiai mintdk nyomelemzése komoly kihivast jelent az
analitikus szdmara. A mintakban a vizsgalandé komponens altalaban
kis koncentracidban van jelen, ezért kimutatasahoz, ill. mennyiségi
meghatarozasdhoz érzékeny analitikai modszerekre van sziikség. A
mintaban jelenlévé nagy mennyiségli szerves matrix neheziti az
analitikai vizsgalatokat, ezért a mintaeldkészités soran célszeri ettdl
részben vagy teljesen megszabadulni. A mintaeldkészitést ugy kell
megvaldsitani, hogy elkeriiljik a mintak nyomelemtartalmanak



valtozasat, azaz a kornyezetbol torténd szennyezddést vagy
mintaveszteséget.

Az analitikai mérés problémain til gondot jelenthet az eredmények
kiértékelése is. Ennek oka a biologiai mintdk nagy egyedi
szorasaban, az egységes mintaclokészitési és mérési modszerek
hianyaban, valamint az egészséges kontrollokra és a kiilonféle
betegcsoportokra megallapitott referencia tartomanyok
megallapitasdban tapasztalhato jelentds eltérésekben keresendo.

A humanbioldgiai nyomelemzések soran kiilonféle mintakat
vizsgalnak, leggyakrabban vért (teljes vér, vérszérum, ill. plazma
formajaban), hajat, esetleg mas szoveteket, szerveket.

A nyomelem statusz vizsgalata kiilonosen fontos olyan betegségben
szenvedd embereknél, ahol a betegség vagy a rendszeresen
alkalmazott kezelés potencialis forrasa lehet a nyomelem statusz
drasztikus megvaltozasanak. Munkam soran a hemodializis kezelés
alatt allo betegeket valasztottam a vizsgalatokhoz azért, mert
szervezetikben a mivese kezelés ¢és a toxikus elemek
kivalasztasanak problémai miatt komoly veszélye van annak, hogy
szervezetiikben a nyomelem statusz drasztikusan megvaltozik, illetve
megjelenhetnek olyan toxikus elemek, melyek az egészséget
jelentdsen karosithatjak. Ezen toxikus elemek koziil kiilondsen
fontos az aluminium, melynek toxikus volta bizonyitott, és
felhalmozodasa kapcsolatban van kiillonbozé betegségekkel (pl.
Alzheimer-kor). A rendszeres hemodializis kezelésben részesiilo
betegek nyomelem statuszanak ellendrzése gyakorlatilag jelenleg
sem megoldott.

A fentiek tiikrében az értekezés elkészitése soran célul tiztem ki a
kovetkezoket:

- megfelel6 mintavételi és -elokészitési modszerek kidolgozasa kis
mennyiségli mintak nagy sorozatban végezheto elokészitésére.

- tobbféle rendelkezésre allo humanbioldgiai minta vizsgalataval
eldonteni, hogy a nyomelem statusz mennyiségi vizsgalatdra melyek
a legalkalmasabbak.



- nagyérzékenységili, lehetéleg multielemes szimultan analitikai
modszer kidolgozasa a kis mennyiségii mintdk analitikai
vizsgalatara.

- az egészséges kontrollokra és a hemodializis kezelésben részesiilé
betegekre referencia tartomanyok megallapitasa a rendelkezésre allo
irodalmi adatok és sajat kisérletek alapjan, az eredmények
diagnosztikai alkalmazasa céljabol.

- rendszeres hemodializis kezelésben részesiilo betegek vizsgalataval
bizonyitani a modszer alkalmazhatdsagat, vizsgalni a betegek
nyomelem statuszanak alakulasat, felderiteni az esetleges
nyomelemhianyt, ill. felhalmozodast, ennek lehetséges forrasait, ill.
Osszefiiggését bizonyos fiziologids paraméterekkel, valamint
megteremteni a betegek rendszeres nyomelem statusz vizsgalatanak
analitikai hatterét.



Il. ALKALMAZOTT BERENDEZESEK ES ESZKOZOK

Hajmintak mintavételéhez (vagasdhoz) tantalkarbid éli ollot és
volframkarbid pengéjii kést alkalmaztam az esetleges szennyezodés
elkeriilése  érdekében. Az Osszegyljtott mintakat polietilén
tasakokban szobahOmérsékleten taroltam a mintaeldkészitésig. A
vérmintak mintavétele Vacutainer (Beckton-Dickinson, USA)
csovekbe tortént, melyekbdl a vizsgalt elemek kioldodasat, ill. a
kémcso feliiletén valdo megkotodését — eldzetes kisérletek alapjan — a
mintak elemtartalmaval, ill. azok valtozasaval Osszehasonlitva
elhanyagolhatonak taldltam. A vér, vérszérum, ¢s vérplazma
mintdkat ugyanezen kémcsovekben, ill. 1,5 cm’-es Eppendorf
csovekben taroltam, —70°C-on.

Mindkét mintatipus roncsoldsa mikrohullamt roncsoloban tortént
zart rendszerben, nagy homérsékleten (130-140°C) és nyomdason
(max. 150 bar) (Milestone mls 1200 Mega, Microwave Laboratory
Systems, Italy; CEM MARS-5, CEM Microwave Technology Ltd.,
USA).

A mintak multielemes analizisét ICP-OES (Spectroflame, Spectro
GmbH, Németorszag) és ICP-MS (Elan-6000, Perkin-Elmer Sciex,
Ontario, Kanada) késziilékekkel végeztem. A humén szérum mintak
monoelemes aluminium mérését GFAAS modszerrel valositottam
meg (Varian SpectrAA-10, kiegészitve GTA-96-os grafitkiivettas
egységgel). A miiveseallomasrdl szarmazo szilard mintdk mindségi
analizise spektrografias modszerrel tortént (Zeiss Q-24 spektrograf,
Zeiss SP-2-es szinképvetitd). A hajmintak hossz- és keresztmetszet
menti elemodsszetétel eloszlasat PIXE, ill. mikro-PIXE moddszerrel
vizsgéltam (Scanning Nuclear Microprobe, Oxford Microbeams,
Oxford, Nagy-Britannia).



Ill. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Tantalkarbid éli ollot és volframkarbid pengéjli kést terveztem
és készittettem a haj mintavételhez. Ezen eszkozokkel a
hajmintak szennyez6dése a mintavétel soran csak ezekre a nem
vizsgalt elemekre korlatozodott. Harom 1épésbdl alld mosasi
modszert dolgoztam ki hajmintak exogén szennyezddésének
eltavolitasara, mely szerves oldoszerrel (dietil-éter:aceton=3:1),
ionmentes detergenssel (Decon-90 1%-0s vizes oldata) és
ioncserélt vizzel végzett 1épésbdl all. Homogén hajminta
segitségével Osszehasonlitottam az altalam kifejlesztett mosasi
modszert és néhany, az irodalomban szerepld mosasi eljarast.
Bizonyitottam, hogy az altalam kidolgozott modszerrel
egyenletesebb és reprodukalhatobb exogén tisztitds érhetd el,
mint mas, irodalomban leirt médszerek esetén.

2. Kioldasi kisérletekkel vizsgaltam a vérvétel soran alkalmazott
specialis  feliiletkezelésti  Vacutainer  kémcsoveket, és
megallapitottam, hogy a bel6lik kioldodd szennyezddés
elhanyagolhaté a vérmintak nyomelem tartalmahoz, ill. azok
valtozéasaihoz képest, ezért alkalmasak a mintavételre és a mintak
huzamosabb idejli tarolasara.

3. Nagynyomast, zart rendszerli teflonbombas mikrohullamu
roncsolasi modszert dolgoztam ki haj- és  vérmintdk
elokészitésére. A sziikséges minta mennyiségének csokkentésére,
a mintdk higulasadnak elkeriilésére, valamint az egyszerre
roncsolhatd mintak szaméanak novelése érdekében az eredeti
teflonbombakat az aldabbiak szerint modositottam: a
teflonbombakba feliiletkezelt kvarcbetéteket (bombanként 3
darabot) helyeztem, és a mintak roncsolasat e kvarcbetétekben
végeztem. Ezzel a sziikséges minta mennyiségét 500 mg-rol 100
mg-ra tudtam csokkenteni, mig az egyszerre roncsolhatd mintak
szama 6-rol 18-ra volt novelhetd. Kisérletekkel bizonyitottam,
hogy az alkalmazott mintamennyiség és fiitési program esetén a
teflonbombakban nyitottan elhelyezett kvarcbetétekben 1évo
mintak nem futnak ki, ill. a roncsolas soran.



Kiilonb6z6é referencia mintak alkalmazasaval bizonyitottam,
hogy a kifejlesztett mikrohullamil roncsolasi modszerekkel még
igen kis mennyiségii minta is megbizhatoéan roncsolhat6 a mintak
kimutathaté mértékii szennyezddése, ill. nyomelem veszteség
nélkiill. A legkisebb  sikeresen  alkalmazott  szilard
mintamennyiség 1 mg volt, melynél - a nagyobb
mintamennyiségekhez hasonldéan - a roncsolds utan mért és a
szavatolt értékek a vizsgalt elemek esetében jo egyezést mutattak
(95-105%).

A vérszérum mintak vizsgalata soran irracionalisan nagy
aluminium koncentracidkat mértem. Megallapitottam, hogy
ennek a forrdsa a roncsolds soran alkalmazott nagytisztasagl
HNO; és HF vegyszerek aluminium szennyezddése, melyet
forraspont alatti desztillacioval sem sikeriilt eltavolitani. Ennek
elkeriilésére egyszerli, gyors modszert alkalmaztam, melynek
soran trimetil-amin 25%-0s vizes oldataval végeztem a szérum
mintak roncsoldsat az aluminium koncentracié meghatirozasa
elott, sikeresen elkeriilve ezzel az aluminiummal valo
szennyezOdést.

Proton mikroszondas (mikro-PIXE) mérésekkel vizsgaltam
hemodializalt betegek ¢és egészséges kontrollszemélyek
hajmintait. A vizsgalatok soran a Ca, Cl, Fe, K és Zn eloszlasat
mentén azok kiilsé feliletén, és a hajszalakbol 5 mm-es
szakaszokban készitett keresztmetszeti mintak feliiletén,
mosassal kezelt, ill. kezeletlen hajszalak esetében. Mérési
adatokkal és az ezekbdl késziilt nyomelemtérképekkel
bizonyitottam, hogy az egyes elemek eloszlasa a hajszal
keresztmetszete mentén nem homogén, és az egyes elemek a
hajszal mas-mas rétegében dusulhatnak fel, ezért a mosasi
mivelet nem csak a koncentraciojukat befolyasolhatja a

mintaban, hanem - kimosva a jobban hozzaférhetd, ill.
gyengébben kotott elemeket - azok egymashoz viszonyitott
aranyat is.

Egészséges kontroll személyektdl szarmazd szérum mintak
elemzése alapjan referencia tartomanyokat allapitottam meg Al,



10.

Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Sr, Mo, Cd és Pb elemekre. A kapott
referencia értékeket az irodalomban fellelhetd6 adatokkal, a
klinikai gyakorlatban alkalmazott referenciakkal és a WHO
ajanlasaval 0Osszehasonlitva néhdny elem esetében jelentOs
eltérést tapasztaltam. A HD betegekt6l szarmazd szérum
mintakat megvizsgalva megallapitottam, hogy azok Cr, Fe, Co,
Mn, Ni, Cu, Sr és Mo koncentracidja jelentdsen kiilonbozik az
egészséges kontrollokétol.

Megvizsgaltam a dializis kezeléshez hasznalt vizet, ill. az
eldallitasara szolgald berendezést annak kideritésére, hogy lehet-
e a viz, ill. a viztisztité rendszer potencialis Al-forras a betegek
szamara. Megallapitottam, hogy a késziilék egyes részei
aluminium 6tvozetbdl késziiltek, és a klormentesitésre hasznalt
aktiv szén is nagy koncentracioban tartalmaz aluminiumot. A
tisztitatlan bejovo csapvizbdl, a tisztitas egyes 1épésein athaladt
vizbol és a tisztitott vizbol tobb idOpontban vett mintdk
elemzésével bizonyitottam, hogy a tisztitando csapviz aluminium
aluminium tartalmara is, mely azonban a vizsgalt esetekben
mindig a megengedett hatarérték alatt maradt.

A dializis kezelés elott, alatt, ill. utdn nagy szamu betegtol vett
vérmintak elemzésével megallapitottam, hogy a dializis kezelés
hatasara az Al, Mn, Sr, Cd és Pb koncentracioja megnd, mig a
Zn ¢és Mo koncentracioja lecsokken, a Fe, Co, Ni és Cu
mennyisége viszont nem valtozik jelentdsen a betegek vérében.
Eredményeim alapjan valoészini, hogy a mintdk a vérvételi ti
miatt krommal szennyezddtek, igy ezt az elemet a tovabbiakban
nem vizsgaltam a mintakbol.

A klinikai vizsgalati eredmények és a nyomelem koncentraciok
Osszehasonlitasaval megallapitottam, hogy a HD betegek
korében igen gyakori sziv és érrendszeri megbetegedések 6nallo
rizikofaktoraként szamon tartott magas homocisztein szint €s a
szérum kobalt és nikkel koncentracioja kozott szoros kapcsolat
van. Azoknal a betegeknél, akiknek szérumaban a kobalt
koncentraciéja magasabb volt a referencia értékeknél, a
homocisztein koncentracioja jelentdsen nagyobb, mig a B
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vitamin koncentracidja jelentdsen kisebb volt a klinikai
fiiggvényében ellentétes valtozast figyeltiink meg, azaz a szérum
homocisztein koncentracié szignifikansan alacsonyabb, mig a
szérum B, vitamin koncentracidja szignifikansan magasabb
volt. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a Ni szérumbeli
koncentracidjanak emelkedése egyiitt jar a homocisztein
metabolizmus javulasaval (amit az alacsonyabb homocisztein és
magasabb B, koncentracio jelez). Ugyanakkor a Co
részére jellemzo volt) nincs ilyen pozitiv hatassal.

Korrelaciot tapasztaltam egyes fémionok szérumban mérhetd
koncentracigja és az oxidacios stressz kialakulasaval kapcsolatos
két fontos enzim, a szuperoxid-diszmutdz (SOD) és a xantin-
oxidaz (XO) aktivitasa kozott. Mig a SOD aktivitasa
alacsonyabb, a XO aktivitasa magasabb volt a betegek
szérumaban, mint az egészséges kontrolloknal. A SOD aktivitas
valtozasa szoros kapcsolatban allt elsdsorban a Zn, masrészt a

crcr

crcr

Megfigyeltem, hogy a HD kezelés alatt 4ll6 betegek széruméban
bizonyos nyomelemek koncentracidja kapcsolatban all a
veseelégtelenséget kivalto betegséggel, igy pl. a vascularis
okokra visszavezethetd veseelégtelenség esetében kis Mn és Zn,
diabetes mellitus esetében kis Mo koncentraciot mértem.



IV. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITASA

Munkam soran megvizsgaltam a human haj, vér, plazma és szérum
mintak alkalmazasi lehetOségeit a szervezet nyomelem statuszanak
vizsgalata céljabol. Felhivtam a figyelmet néhany, a mintavétellel, a
mintak elokészitésével, analitikai vizsgalataval és az eredmények
kiértékelésével kapcsolatos specialis problémara, €s ezek koziil
néhanyra megoldast is talaltam.

Analitikai modszereket dolgoztam ki a fenti mintdk elemzésére, és
megallapitottam, hogy a vizsgalt elemek koncentracidja, a
mintavétellel, a mintdk tarolasaval ¢és kezelésével kapcsolatos
technikai, biztonsagi és egészségiigyi szempontok alapjan a
hajmintdk alkalmasabbak a szervezet nyomelem statuszanak
vizsgalatara. Probléma viszont, hogy jelenleg nem all rendelkezésre
olyan mintael6készitési modszer, mellyel a hajmintak exogén
szennyezOdése gy tavolithatd el vizsgalat el6tt, hogy az endogén
nyomelem &sszetétel ne valtozzék. A nagy szami publikacio ellenére
tovabbra is gond a klinikai gyakorlatban elfogadott referencia
koncentraciok hianya, ezek nélkiill a hajelemzés diagnosztikai
alkalmazasa jelenleg kelld biztonsaggal nem oldhaté meg.

Ezzel szemben a vér, szérum, ill. plazma mintdk elemzése a klinikai
gyakorlatban elterjedt, igy a sziikséges referenciak is rendelkezésre
allnak. Ezért munkam soran a kiillonb6z0 mintdk Osszehasonlitd
vizsgalatain til a hangsulyt a human szérum mintak elemzésének
fejlesztésére forditottam. Az altalam optimalt analitikai moddszer
alkalmas e mintdk nagy sorozatban végzett analizisére. Ezt egy
kivalasztott betegcsoport (a rendszeres hemodializis kezelés alatt allo
betegek) mintdin keresztiil bizonyitottam.

Az altalam kidolgozott analitikai modszer a klinikumban
hozzaférhetd referencia tartomanyok segitségével megteremti a
lehet6séget mind az egészséges személyek nyomelem statuszanak
rendszeres ellenérzésére, mind pedig a kiilonféle betegségekben
szenvedod alanyok diagnosztikai célu vizsgalatara.
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