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1. BEVEZETES

1. BEVEZETES

AZ utobbi néhany évtizedben kiemelked6 fontossaghiva valt a kiilonféle
biologiai, illetve humén eredetli mintdk f6- és nyomelem analitikai vizsgéalata
[1]. A huménbiologiai mintdk nyomelem analizisével sok esetben megbizhatoan
felderithetok a munkahelyi artalmak, mérgezések, kornyezeti artalmak, illetve az
analizis eredményeinek felhasznalasaval az egészségi allapot jellemezhetd [2]. E
vizsgélatok fontossagat fokozta az a felismerés, mely szerint az emberi szervezet
miikodésében, a biokémiai folyamatokban kulcsszerepet jatszanak kiilonb6zo
nyomelemek, melyek kis mennyiségben sziikségesek az emberi szervezet
zavartalan miikodéséhez, ¢és hidnyuk, illetve a normal tartomany fo6l6tti
koncentraciojuk komoly miikddési problémakat okoz. Ezért fontos, hogy
megfelelden érzékeny analitikai kémiai modszerekkel id6rdl-iddre ellendrizziik az
egyén nyomelem statuszat. A bioldgiai mintdk nyomelem analizise azonban
komoly kihivast jelent az analitikus szamara. A mintdk nagy szervesanyag tartalma
miatt roncsolas vagy hamvasztas sziikséges a szervetlen komponensek analizise
elétt, a kis nyomelem koncentracié pedig jol megtervezett, specialis
mintael6készitést, és érzékeny analitikai modszer alkalmazasat teszi sziikségessé
[3-5].

Ilyen vizsgalatok diagnosztikai célbol vald alkalmazasa az egészséges emberek
rendszeres vizsgalatan tal kiilondsen fontos olyan betegek esetében, akiknél a
betegség vagy az alkalmazott kezelés befolyasol(-hat)ja a makro- és mikroelemek
hemodializis (HD) kezelés alatt allo betegek, akiknél az alkalmazott gyogyszerek,
ill. a miivese kezelés hossza tava valtozasokat idézhet eld a szervezet nyomelem
megvaltozasat, ill. olyan toxikus elemek megjelenését és felhalmozddasat
jelentheti, mint pl. az aluminium [6-8]. Az aluminium mérgezd volta bizonyitott, és
felhalmozodasa kapcsolatban lehet kiilonb6zd betegségekkel (pl. Alzheimer-kor)
[9]. E betegek esetében a nyomelemek (elsésorban az aluminium)

crer
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1. BEVEZETES

médszer a nyomelem stitusz  valtozdsanak vizsgalatara. Ilyen célbol
Magyarorszagon hasonlé atfogé vizsgalatokat még nem végeztek.

Analitikai vizsgalatok sordn alapvetd fontossdgii a megfelelé minta kivalasztésa,
ill. a helyes mintavétel. A human (nyom-)elem analitikdban mintaként a
leggyakrabban vért, szérumot, plazmat, vizeletet, hajat, kormét, esetleg egyéb
szoveteket hasznalnak [10]. Mivel ezek nyomelem koncentracioja kozott akar
nagysagrendi kiilonbségek is lehetnek, ezért a vizsgalt elem hatarozza meg azt,
hogy melyik mintatipust alkalmazzak. A kiilonb6z0 mintdk kivalasztasat
befolyasolja még a rendelkezésre 4ll6 mintavételi-, elokészitési- és vizsgalati
modszer, valamint diagnosztikai alkalmazas esetén az elérhetd referencia
tartomanyok megbizhatdésaga. A mintavétel és -el6készités soran igen gondosan
kell eljarni annak érdekében, hogy a mintdk nyomelem veszteségét vagy
szennyezddését elkeriiljik. Tekintve a mintdk bonyolult Osszetételét, nagy
szervesanyag-tartalmat, ¢és emiatt a bonyolult, gyakran tobb 1épésbdl allo
mintaeldkészitést, ez nehéz feladat. Az esszencidlis elemek gyakran igen alacsony
(ng/L - szub-pg/L) koncentracioja miatt érzékeny és jol reprodukalhatd analitikai
modszert kell alkalmazni, az eredmények értékeléséhez ¢s gyakorlati
hasznositasdhoz pedig az adott szakteriiletben jartas orvos kozremikodése
szlikséges. A gyakorlati hasznositas és diagnosztikai alkalmazas fontos feltétele az
is, hogy az eredmények értékeléséhez megfeleld, nemzetkozileg elfogadott
referencia tartomdnyok 4lljanak rendelkezésre, melyek segitségével a
meghatarozott koncentraciok normalis vagy attdl eltérd volta eldonthetd [11,12].

A fentiek alapjan értekezésemben humadnbioldgiai mintdk mintavételének,
elokészitésének ¢és analitikai  vizsgéalatanak fejlesztésével ¢és a kiilonb6zo
lehetéségek Osszehasonlitasaval olyan modszert kivantam kidolgozni, amely a
klinikai gyakorlatban hasznalt, megbizhaté adatokon alapuld referencia
tartomanyok segitségével lehetdséget teremt mind az egészséges személyek
nyomelem statuszdnak vizsgéalatdra, mind pedig a hemodializis kezelés alatt allo

betegek diagnosztikai célu vizsgélatara.
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Az irodalmi bevezetOben és az értekezés tovabbi fejezeteiben a kovetkezd

roviditéseket alkalmaztam:

EDTA
ETAAS

FAAS

GFAAS

HD
IAEA

ICP-MS

ICP-OES

ID-ICP-MS

LC-ICP-MS

NAA

PIXE

TMAH
ZAAS

etilén-diamin-tetraacetat
Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry, Elektrotermikus
atomabszorpcids spektrometria

Flame Atomic Absorption Spectrometry, Langatomabszorpcios
spektrometria

Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry, Grafitkiivettas
atomabszorpcids spektrometria

hemodializis

International Atomic Energy Agency, Nemzetkozi Atomenergia
Ugynokség

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Induktive csatolt
plazma tomegspektrometria

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry,
Induktive csatolt plazma optikai emisszids spektrometria

Isotope Dilution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
Izotophigitasos induktive csatolt plazma tomegspektrometria

Liquid Chromatography Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry, Folyadékkromatogratiaval kapcsolt induktive csatolt
plazma tomegspektrometria

Neutron Activation Analysis, Neutronaktivacios analizis

Induced  X-Ray

rontgenemisszid

Particle Emission, Részecskeindukalt
Trimethyl Ammonium Hydroxide, Trimetil-amin vizes oldata
Zeeman Atomic Absorption Spectrometry, Zeeman hattérkorrekcios

atomabszorpcios spektrometria



2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

A humdan nyomelem statusz vizsgalatanak novekvd igénye, alkalmazasanak egyre
jelentdsebb orvosbiologiai szerepe tobb tényezdnek koszonhetd: (1) felismerték,
hogy bizonyos betegségek a nyomelemek rendellenes metabolizmusaval szoros
Osszefiiggésben allnak (pl. Wilson-, Menkes-, Danbolt-kér, stb.); (2)
megallapitottak, hogy a taplalkozasi problémak komoly hatassal vannak a szervezet
nyomelem statuszara; (3) az egyre intenzivebb ipari, mezdgazdasagi tevékenység
megfigyelték, hogy bizonyos betegségek (pl. myokardiélis infarktus, mé;j chirrosis,
vesemilkddési problémak) a nyomelem statusz megvaltozasaval jarnak [3].
hasznalhatok, melyek a szervezet karositasa nélkiil a paciensektdl viszonylag
egyszertien gyujthetok, ¢és mintavételiik, taroldsuk nem igényel bonyolult
eszkozoket, modszereket. Erre a célra altalaban vért (szérumot, plazmat), vizeletet
[13,15], hajat, fogat, ill. kormot [14] hasznadlnak. Fentiek koziil a vizeletvizsgalat
csak annak elemzésére alkalmas, hogy a szervezet milyen nyomelemeket veszit el,
ill. valaszt ki. A fog alkalmazisa a nyomelem statusz rendszeres vizsgélatira nem
megoldhato. A kordm nyomelem tartalmarél, a normal koncentraciokrol, valamint
a korom exogén forrasbol szarmazo szennyezddésének lehetdségeirdl igen kevés
informaci6 all rendelkezésre. A publikaciok, diagnosztikai modszerek ¢és
eredmények tilnyomo része ezen okok miatt a haj és vér vizsgalatan alapul [10].

A teljes vér, szérum és plazma napjainkban a legelterjedtebben alkalmazott mintak
a gyakorlatban mind klinikai paraméterek, mind a nyomelem statusz vizsgalatara. E
mintdk elénye (és egyben hatranya), hogy az aktualis nyomelem statuszrol
szolgéltatnak informacidt; tovabbi hatrdnyuk, hogy a kapott informécié csak az
jelent, hogy a mintavétel csak steril koriilmények kozott, szakképzett személy altal
végezhetd, a minta tarolds soran hiitést vagy fagyasztast, ill. tartositast igényel,
valamint a vérmintadkkal végzett munka sordn a fertdzésveszély miatt szigoru
biztonsagi szabalyokat kell betartani. A haj ezzel szemben a szervezetben
eléforduldé nyomelemeket novekedése soran idében folyamatosan akkumuldlja,
ezért vizsgéalatdval a korabbi néhdny honap nyomelem stitusza vizsgalhato.
Hajmintdk esetében a mintavétel egyszerii, a mintdk tarolasa szobahdémérsékleten
megoldhato, és a veliik végzett munka veszélytelen [16, 18-20].
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

Az analizis elsd kritikus 1épése a mintavétel, a kapott eredmények hibajanak egy
része e 1épés rovasara irhatd [21]. Fontos tehat, hogy a mintavétel sordn a mintdk
ne szennyezddjenek a kornyezet vagy a mintavétel eszkozétdl. Vérmintak esetében
Versieck és Cornelis arra hivtak fel a figyelmet, hogy a krém, vas, mangan és
nikkel koncentracidja megnovekedhet a vérben a mintavétel sordn, mert az
alkalmazott rozsdamentes acél tiibol ezek az elemek kioldédhatnak [3,15]. Ennek
kikiiszobolésére a szerzOk szilikon bevonatu acél tii vagy milanyag vérvételi kaniil
alkalmazasat javasoljadk. Hajmintak esetében rogziteni kell a mintavétel helyét,
mivel a haj kiillonbozd teriileteit nem egyforma mértékben érik a kdrnyezeti
hatasok, kozmetikumok. Nyomelem analizis céljabol ezért altalaban a tarkorol
vesznek mintat, mely a szennyezd forrasoktol viszonylag védett [18,22]. A
mintavétel eszkoze a vérmintakhoz hasonléan itt is kritikus. A szennyezdodés
elkeriilése érdekében Caroli és munkatdrsai titan-nitrid bevonata szike [22],
Manson ¢és Zlotkin milanyag vagy kvarc vagoeszkoz alkalmazasat javasoltak [17].
Ezen eszk6zok azonban dragak, sériilékenyek és nehezen hozzaférhetdk, ezért
rutinszer(i alkalmazasuk nem terjedt el.

A téarolas soran szintén szennyezOdés érheti a mintat, ezért a taroldsra szolgald
edényeket eldzetesen meg kell vizsgalni annak megallapitasara, hogy oldddhat-e ki
szennyezddés az edénybdl, ill. kotddhetnek-e meg elemek az edény falan a
mintabol. Ez kiilondsen a vérmintdk esetében okozhat problémat, hajmintaknal
még hosszabb idejii tarolas esetén sem kell a nyomelem koncentracionak, vagy a
minta szerkezetének észlelhetd valtozasaval szadmolni [10,16,23]. Vérmintadk
esetében tovabbi probléma a tartosito, ill. alvadésgatld szerek (Na-heparin, Na-
citrat, EDTA, stb.) gyakran nagy szennyezdanyag koncentracioja [3].

Hajmintdk esetében az el0készitéshez tartozik a mosas, mely mind a mai napig a
hajanalizis egyik legvitatottabb és megoldatlan kérdése, az eredmények legnagyobb
hibaja is ennek rovasara irhatd, és ez a moddszer széles korli elterjedésének
akadalya. A mosas célja, hogy a hajszalak feliiletérél analizis el6tt minél
tokéletesebben eltavolitsuk az exogén eredetli szennyezddéseket anélkiil, hogy a
minta endogén Osszetételét befolydsolnank. Ez azért is bonyolult, mivel a
kiilonb6zé nyomelemek kiilonbozé mobilitdst formaban, ill. a hajszal eltérd

részeiben dusulhatnak [24], ami azt jelenti, hogy a nem megfelel6 mosési miivelet

crer
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

egymashoz viszonyitott aranyukat is. Az irodalomban szdmos mosdsi moddszert
irnak le a szerzk. Az International Atomic Energy Agency ajanlédsa [16] acetonnal,
majd ionmentes vizzel valé mosast javasol, mindkettdt legalabb 10 percig, keverés
mellett, szobahdmérsekleten. Salmela és munkatérsai [25] komplexképzdvel (1%-
os EDTA oldattal), ionos detergenssel (1%-0s natrium-lauril-szulfattal) és
ionmentes detergenssel (1%-os Triton-X100 oldattal) végeztek kisérleteket, és
tanulméanyoztak, hogy néhany elem koncentracidja egymast kovetd mosasi 1épések
utan hogyan valtozik a hajmintdkban. Az IAEA ajanlasdval ellentétben azt talaltak,
hogy az aceton alkalmazdsa nem megfeleldé a hajmintdk tisztitdsdra, a tobbi
modszer pedig eltérd mértékben befolyasolja a vizsgalt elemek (Mn, Fe, Cu, Zn,
oldattal és ionmentes vizzel [27], ill. xilollal [28] torténdé mosast javasoltak az
exogén eredetll Ca eltavolitasara. Caroli és munkatarsai [22] dietil-éter-aceton (3:1)
eleggyel, 5%-0s EDTA oldattal, majd ionmentes vizzel végzett mosasi eljarast
ajanlottak a hajmintdk exogén szennyezOdésének -eltavolitasara. A kiragadott
példakbol lathatd, hogy igen nagy eltérések vannak az alkalmazott mosasi
miiveletekben. A legtobb szerzd egyetért azonban abban, hogy tokéletes, az exogén
szennyezddést bizonyitottan eltavolitd €s az endogén nyomelem Osszetételt nem
befolyasold mosasi modszert még nem sikeriilt kifejleszteni.

Amennyiben a vér- ill. hajmintdk elemkoncentracidjanak meghatarozasdhoz
oldatmintara van sziikség, a mintaeldkészités kovetkezd 1€pése a roncsolas. A
régota alkalmazott nedves 1égkori roncsolds és hamvasztds nyomelem analitikai
célra a legtobb elem esetében nem megfeleld, mivel a minta roncsolasa sordn nagy
a szennyezddés ¢és az illékony vegyiiletek miatt bizonyos nyomelemek
veszteségének veszélye [5,29]. A minta szennyezddésének és veszteségének
megakadalyozasara napjainkban a legjobban bevalt moéddszer a mikrohullamu
roncsolas, melynek tobb valtozata hasznalatos. Mikrohulldmu késziilékbe helyezett
zart, nagynyomasu teflonbombakban [29-31,33] illetve fokuszalt mikrohullamu
sugarzassal nyitott edényekben [32] kiilonbozd savelegyek hasznélatdval gyorsan,
megbizhatéan roncsolhatok el a nagy szervesanyag tartalmu mintdk. Koplik és
munkatarsai [30] kiilonb6z0 savelegyeket haszndlva Gsszehasonlitottak a
mikrohulldmu roncsolasi modszert a hamvasztassal, és azt tapasztaltdk, hogy az
alkalmazott kb. 500 mg ndévényi eredeti referenciamintabol a vizsgalt nyomelemek
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

tobbségénél a hamvasztassal eldkészitett mintakbol jelentds (10-75%) veszteség
tortént, mig a mikrohulldmt késziilékben zart rendszerben elOkészitett mintdk
nyomelem Osszetétele jol egyezett a szavatolt értékekkel. Hasonld kdvetkeztetésre
jutottak Bohrer és munkatarsai 500-1000 pl szérum [5], Maddedu és Rivoldini 500
mg ndvényminta [29], Garraud és munkatarsai 50 mg bioldgiai minta [32], Wu és
munkatarsai 500 mg ndévényminta [31], valamint Friel és munkatirsai 100 mg
kiilonféle referenciaminta [33] vizsgalatdval. A klinikai gyakorlatban azonban
gyakran el6fordul, hogy ennél joval kevesebb (10-20 mg, ill. pl) minta all
rendelkezésre roncsolashoz és az analizis elvégzésére. Ilyen kis mennyiségii mintak
roncsolésara a mikrohulldmii késziilékekhez gyartott és hasznalatos 80-100 cm’
térfogati teflonbombak modositds nélkiill nem alkalmasak. Tovabbi probléma,
hogy a mikrohullamu késziilékek - tipustol fiiggden - 4taldban 6-12 minta egyidejii
roncsolasat teszik lehetdvé, ami a rutin alkalmazas sordn kevésnek bizonyulhat.
Alternativ mintaeldkészitési modszer lehet folyékony mintak esetén a higitas, pl.
desztillalt vizzel [13,34], hig salétromsavval [35], detergens oldattal [36], ill. a
roncsolds trimetil- (vagy tetrametil-) ammonium hidroxid vizes oldataval [4].
Fentiek koziil a hig salétromsavval végzett higitds esetében a nagy szervesanyag
tartalmt mintdkbol fehérjekicsapddas torténhet, mely az oldatbol nyomelemeket
kothet meg. A higitdsos modszerek hatranya, hogy alkalmazdsuk soran mindig
szdmolni kell a mintdban maradd szerves matrix zavard hatasaval és a
higulasaval.

A biologiai mintdk analizisére alkalmazott irodalmi moédszerek igen sokfélék.
Foleg szilard halmazallapoti mintdk elemzésére alkalmazhatok elénydsen a
roncsolas nélkiili analitikai mészerek, mint a neutronaktivaciés analizis (NAA) [37-
39], a részecske-, radioaktiv- [26-28], proton- ,ill. egyéb forrassal indukalt [40-48]
rontgenemisszios ¢és -fluoreszcencids analizis (PIXE). E multielemes modszerek
komoly elénye, hogy nem igényelnek mintaeldkészitést, a szilard mintak
kozvetleniil vizsgalhatok. Ward és munkatarsai [38] a NAA és ICP-MS moddszerek
Osszehasonlitdsa sordn azt tapasztaltdk, hogy az ICP-MS mddszer pontosabb és
megbizhatobb eredményeket szolgaltat kiilondsen a nyomnyi mennyiségben

esetében ad megbizhatobb eredményt. A roncsolasmentes moddszereket széles
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2. IRODALMI OSSZEFOGLALAS

korben alkalmazzdk klinikai jellegli kutatisokra. Bacsd és munkatarsai [26]
rontgenfluoreszcencids mérések segitségével megallapitottak, hogy a haj kalcium
koncentracioja szoros 0sszefiiggésben van a szivbetegségekkel; infarktuson atesett
betegek hajabol a normal Ca koncentracionak mintegy felét mérték. Clayton és
Wooller [41] valamint Tomza ¢és munkatirsai [39] munkahelyi nehézfém
expozicidonak kitett munkasok hajanak elemzése soran nagy Cr, Co, As, Se, Zr és
Cd koncentraciokrol szamoltak be. Kiilonbozd rékbetegek hajmintdinak
vizsgalataval Kwiatek és munkatarsai [44] nem taldltak jelentds kiillonbségeket a
betegek és a kontrollcsoport hajmintdinak nyomelemtartalma kozott. Yin és
munkatarsai mérései azonban eltéréseket mutattak a rakos betegek €s a kontrollok
hajmintainak Ca, Fe, Ni, Cu és Pb koncentracioiban [46]. Zeng és munkatarsai
szintén rakos betegek hajmintainak vizsgalata alapjan a Mn, Cu, Zn és As
koncentracio, valamint a Cu/Zn arany jelentds eltérésérdl szamoltak be a kezelés
elott allo betegek €s a kontroll csoport kozott [47]. Az irodalmi adatok fentiekhez
hasonlo ellentmondasossdga miatt minden betegcsoport esetében meg kell
vizsgalni, hogy roncsolasmentes moddszerek alkalmazhatok-e a felmeriilt klinikai
diagnosztikai probléma megoldasara. A modszerek diagnosztikai alkalmazésat
gatolja tovabba specialis eszkozigényiik, a rossz kimutatasi hatarok, valamint a
gyakran igen hosszu (akar tobb oras) mérési id6. E moddszerek koziil a nagy
felbontastt mikro-PIXE modszer kiilondsen alkalmasnak bizonyult a mintak
nyomelem eloszldsanak tanulmanyozasara.

A roncsolasmentes modszereknél sokkal elterjedtebben alkalmazzak a biologiai
mintdk nyomelem tartalmanak meghatdrozasara a roncsoldssal jar6 analitikai
modszereket. Leggyakrabban alkalmazott médszerek az FAAS [52], ZAAS [57],
ETAAS [5,51,53,56], ICP-OES [13,58-62], GFAAS [63-68] és legjabban az ICP-
MS [1,69-73], ID-ICP-MS [74-76], valamint az LC-ICP-MS [77]. Bagliano ¢és
munkatarsai [52] az FAAS moddszert hasonlitottdk 6ssze a GFAAS-el, ill. Hg
esetében a hidegg6z technikaval. Ugy talaltak, hogy az FAAS modszer ugyanolyan
megbizhatd €s pontos, mint a masik két modszer; az altaluk vizsgalt elemek
koncentraciotartomanya igen széles volt (0,2-300 pg/g ) a hajmintdkban. Az FAAS
monoelemes modszer, és jelentds hatranya, hogy kis nyomelem koncentracidok
(<0,1 pg/g) esetében, ill. ultranyomelemzés (<0,01 pg/g) céljara mar nem
hasznalhat6. Az ICP-OES multielemes volta és a kalibraci6 széles linearis
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tartomanya (3-4 nagysagrend) miatt jOl hasznilhatdé biologiai mintdk
nyomelemeinek és f6 komponenseinek meghatarozéasara is. Caroli és munkatérsai
[62] ezzel a modszerrel nagy szamu nyomelemet vizsgaltak kiilonféle
huménbioldgiai mintakbol (mdj, vese, tiidé, haj, szérum) referencia értékek
megallapitdsa céljabol. Maddedu és munkatarsai az ICP-MS és ICP-OES
Osszehasonlitdsa soran az elébbit a kis koncentracidoban jelen levé nyom- és
ultranyomelemek meghatarozadsara, mig az utobbit a fobb komponensek
vizsgalatara talaltdk megfelelének [29]. Nagy érzékenysége miatt gyakran
alkalmazzak biologiai anyagok nyomelemzésére a GFAAS modszert
[7,36,63,67,68]. E moddszer alkalmazasanak eldnye, hogy a grafitkiivettaban
megfeleld fltési program hasznalatdval a minta szervesanyag tartalma az
atomizalas elott elroncsolhatd, igy folyékony bioldgiai mintak kdzvetlen elemzése
is lehetséges. Knowles és munkatarsai [36] 6lmot és kadmiumot hataroztak meg
higitott vérmintdkbol, illetve aluminiumot higitott szérum mintdkbol GFAAS
modszerrel, mig Gardiner és munkatirsai aluminiumot hatdroztak meg higitott
szérum mintakbdl [68]. Utdbbi szerzdk az érzékenység jelentds javulasat figyeltek
hasznalt  aluminium  standard  oldathoz ~ Mg(NOs;),  oldatot  adtak
martixmodositoként; a matrixmodositdo hatdsat azonban a higitott szérum mintak
esetében nem tudtak reprodukalni. Megéallapitottak tovabba, hogy az érzékenység
tovabb javithato a pirolitikus bevonattal rendelkezd grafitcsébe helyezett L'vov
platform alkalmazasaval. Karadjova és munkatarsai [79] Al, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni és Pb mérése soran jutottak hasonlé megéllapitasra. A szerzok itt N,N-
hexametilén-ditiokarbamat hexametilén-ammonium sojat hasznaltak
matrixmddositoként. Constantini és Giordano [55] aluminium meghatirozasa soran
kiilonb6zé matrixmodositokat hasznaltak, és megallapitottdk, hogy szérum mintak
esetében a Triton-X100 tartalmi Mg(NOs), oldat novelte legnagyobb mértékben az
érzékenységet L'vov platformmal kombinalva. A kiilonb6zé segédanyagok
alkalmazédsa azonban ndveli a mintak szennyezddésének veszélyét is. Blanusa és
munkatarsai [7] human szérum aluminium tartalmanak meghatarozasa soran a
Triton-X100-at tartalmazd6 Mg(NOs), oldattal higitott mintakbol néhany esetben
igen nagy, akar 200 pg/L folotti aluminium koncentraciot mértek. Mivel az

aluminium 50 pg/L {6l6tt er6sen toxikus, 100 pug/L folott pedig letalis lehet, ezért
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ezek az adatok valosziniileg a mintdk elékészitése soran tortént szennyezddésével
magyarazhatok. Napjainkban nyomelem analitikai célra egyre gyakrabban
hasznalnak ICP-MS modszert, melyet multiclemes volta, kivald érzékenysége
(<ng/g, <pg/L) tesz alkalmassa a klinikai ¢s kornyezetvédelmi kutatasok céljara
[69]. E technika jol alkalmazhat6 modszerfejlesztésre és rutin vizsgalatok
végzésére is, bar nagy beruhdzasi és lizemeltetési koltségei miatt klinikai
alkalmazédsa még nem terjedt el széles korben.

Az adatok kiértékelése sordn a kapott eredményeket egészséges kontrollok
mintaibol megallapitott referencia tartomanyokkal hasonlitjuk Gssze. Problémat
jelent azonban, hogy az eredményeket az egészségi allapoton til mas tényezdk is
befolyéasolhatjak. Ezek koziil legfontosabb biologiai tényezdk a kor és a nem [80-
82], mig a kdrnyezeti tényezOk koziil a lakohely, a foglalkozas és az ¢letmod [83-
87]. Zakrgynska-Fontaine ¢s munkatarsai [82] a hajmintak 0sszetételének a nemtol
és ¢életkortol vald fiiggését tanulmanyozva megallapitottak, hogy a Ca, Mg, Zn és
Cu koncentracidja a ndk, mig a Fe és Pb koncentracidja a férfiak hajaban a
nagyobb. Az Al, Ag, Cu és Co a fiataloktol szairmazé mintdkban, a Zn, Ca és Mg
pedig felndtteknél fordultak eld nagyobb koncentracidban. Caroli és munkatéarsai
[22] ezzel szemben referencia tartomanyok megallapitasa soran a varosi populacid
fiatal (15 ¢év alatti) tagjait valasztottak ki, és a kapott értékeket hasznaltak
Osszehasonlitasi alapként a varosi emberek hajmintdinak vizsgalata soran.
személyek vérében, és a marokkoi férfiaknal nagyobb értékeket mértek, mint a
néknél. Ezzel szemben a francia alanyok esetében nem volt jelentds eltérés a
nemek kozott; a szerzOk ezt azzal magyaraztdk, hogy a marokkoi férfiak tulnyomo
része dohanyzik, és a megndvekedett kadmium szint ennek, ill. munkahelyi
artalmaknak a kovetkezménye.

hajmintdkban, és megallapitottadk, hogy a Se és Pb jelentOs része valdsziniileg
exogén szennyezddés eredménye a mintakban. De Kom és munkatarsai [83]
bauxitbanyaban dolgoz6é munkédsok szérumanak vizsgalata sordn nem talaltak
jelentds aluminium koncentracio novekedést a kontroll csoporthoz képest. Moulin
¢s munkatarsai [86] aluminiumkohoban dolgozé munkésok esetében a halalozasi
aranyt és a rak kialakulasdnak valészintiségét vizsgalva jutottak hasonlo
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eredményre. Krauss és munkatarsai [84] azonban robbandanyag gyarban dolgozo
munkésokat vizsgdlva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az aluminiumpor
hatdsara megnd a tiid6 fibrosis kialakuldsanak veszélye. Nuyts és munkatarsai [85]
a kronikus veseelégtelenségben szenvedd betegek esetében hivtdk fel arra a
figyelmet, hogy a dializalt személyek mintegy 3 szdzalé¢kanal a betegség kornyezeti
vagy munkahelyi artalomra vezethetd vissza. Fontos rizikofaktorként az 6lom-, réz-
, krom-, higany- és Onexpozicidt, valamint a hegesztési fiistot és a szilicium
vegyiileteket jelolték meg.

Az eredmények kiértékelését neheziti, hogy az irodalomban igen sok, a fentiekhez
hasonl6 ellentmondas tapasztalhatd a kozolt mérési eredmények és megallapitott
referencia tartomanyok kozott. Még napjainkban is nagy (akar nagysagrendi)
eltérések vannak bizonyos elemek egészséges tartomanyaira vonatkozoan [88-90].
A referencia tartomanyok nagy részénél az sem donthetd el egyértelmiien, hogy a
vizsgalt személyek orvosi szempontbol egészségesek voltak-e ¢és errdl
meggy0zddtek-e a nyomelem analitikai vizsgélatok elétt [89]. Az irodalomban
kozolt referencia értékeket tehat kelld fenntartassal kell fogadni, és célszerii az
adott régiora jellemzd human nyomelem koncentraciokat klinikai tesztek alapjan
egészségesnek bizonyult kontroll személyek mintainak elemzésével feliilvizsgalni
az esetleges helyi eltérések megallapitasa végett.

A felmeriild problémak ellenére a nyomelem analitikai moddszereket egyre
szélesebb korben alkalmazzak nem csak a kornyezeti hatasok ¢és egészséges
referencia tartomanyok megallapitdsara, hanem kiilonb6z6 betegségekben
szenvedd alanyok vizsgalatara is. E vizsgéalatok célja a nyomelem stitusz
megvaltozasaval jaro betegségek korai felismerésének eldsegitése, lehetdleg még a
klinikai tlinetek megjelenése el6tt, ill. azok biologiai, biokémiai hatterének és
kovetkezményeinek vizsgalata [9,44,46,47,84,85,91-94]. Shrestha és Caruhra [91]
mentalisan retardalt gyermekek hajmintait vizsgalva kimutatta, hogy a mintak vas,
réz és magnézium koncentracioja kisebb, a kalcium koncentracioja pedig nagyobb
volt a kontrollokéndl, mig a cink koncentraciéja nem kiilonbozott a két csoport
mintdiban. Mivel a kontroll személyek is ugyanazon kozdsségbdl és korosztalybol
keriiltek ki mint a betegek, ezért a mért kiilonbségek nem magyardzhatok az
esetleges kornyezeti forrdsok vagy biologiai tényezOk hatasaval. Ely és
munkatarsai [92] a levegdben talalhaté szennyezok és a gyerekek tanulési
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problémai kozotti osszefliggéseket vizsgdlva megallapitottak, hogy bar a tanulasi
probléméval kiizd6 gyerekek hajdnak nyomelem 0Osszetétele kiilonbozik a
kontrollokétol (a kontrollokhoz képest a beteg fiknal nagyobb Se és Cd, a beteg
lanyoknal nagyobb volt a Se koncentracid), a mért kiilonbségekért a levegdben
eléforduld szennyezddések nem felelések. Multiplex sclerosisban szenvedd
betegek vizsgalataval Ryan és munkatarsai [93] megéllapitottdk, hogy a betegek
hajmintaiban a V és Se koncentracidja szignifikdnsan nagyobb, mig a Cu, I, Mn ¢és
S koncentracidja szignifikdnsan kisebb mint a kontroll mintdkban. Oster [94]
szivbetegségben szenvedd betegek esetében arrdl szamolt be, hogy nemcsak a
betegek ¢és a kontrollok kozott van szignifikans kiilonbség, hanem a kiilonb6zo
keringési rendellenességekben szenvedd betegek nyomelem statusza is kiillonbozik
egymastol.

A fenti néhany példa is mutatja, hogy e tudomanyteriilet, melynek eredményei a
betegek ¢életmindségét jelentdsen befolydsolhatjak, mennyire kevéssé mivelt és
ismert. Ezek a ,.fehér foltok” tilnyomorészt az analitikusok és az orvosok nem
kielégit6 egylittmiikodésébdl szarmaznak.

Az utobbi években egyre nagyobb figyelem fordul a rendszeres hemodializis (HD)
kezelésben részesiilld betegek nyomelem analitikai vizsgalata felé. E
betegcsoportnal a vesemiikddés problémaja miatt alkalmazott dializis kezelés soran
fokozottan jelentkezik annak a veszélye, hogy a betegeket kornyezeti forrasokbol
vagy a dializis kezelés kovetkeztében toxikus nyomelem expozicié éri, vagy a
kezelés sordn vériikkbol esszencidlis nyomelemek mosodnak ki. Hung és
munkatarsai [95] a HD kezelésben részesiild betegek vizsgalatai alapjan
megallapitottak, hogy a dializalt betegek vérében nagy az aluminium koncentracio,
kicsi a Zn koncentracid, a Cu szintje a normal tartomanyban van, a Cd, Pb és Hg
koncentracioja pedig az egészséges hatarérték alatti. A kontrollokhoz viszonyitva a
HD betegek Al, Cu és Pb szintje nagyobbnak, a Zn szintje kisebbnek bizonyult,
mig a Cd és Hg koncentracidja hasonld volt a két csoportban. Ez arra utal, hogy a
dializis kezelés hosszu tavon az Al, Cu, Pb felhalmozodasaval és a Zn
vizsgaltadk Marumo ¢és munkatarsai [14] haj, korom és plazma mintdkbdl nem
dializalt, hemodializissel és hemofiltracioval kezelt betegek valamint egészséges
kontrollok esetében. Vizsgalataik kimutattdk, hogy a betegeknél a plazma
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aluminium koncentracidja minden esetben nagyobb volt a kontrollokndl mért
értekeknél, és a betegek koziil a hemodializissel vagy hemofiltracidval kezelteknél
nagyobb volt, mint a nem kezelt betegeknél, vagyis a betegek esetében a plazmabol
mérhetdé megnovekedett aluminium koncentracié a dializis kezeléssel van
Osszefiiggésben. A nagyobb Al-szint a nem dializalt és a dializalt betegek
hajmintaiban is tiikroz6dott. Hasonld eltéréseket tapasztaltak a kalcium
koncentracionadl is, mig a betegek plazma Zn koncentracidja kisebb volt, mint a
kontrolloké. E megfigyelések is az aluminiumnak a kezelés hatdsara bekovetkezd
felhalmozodasat €s a cink kimosodasat valoszinisitik.

Az aluminium a szervezetbe keriilé toxikus nyomelemek koziil kiilonosen fontos.
Az aluminium a foldkéreg egyik leggyakoribb eleme, igy bizonyos expozicio
elkeriilhetetlen az emberek szamara. Az aluminium bevitel tulnyomo része szajon
at torténik, és a naponta bevitt mennyiség egészséges felndtteknél altalaban 30-50
mg [96]. Ennek kis része az ivovizbdl szarmazik, nagyobb részének forrasai pedig
az ¢élelmiszer adalékok (féleg az emulgedloszerek). Ez a mennyiség nem jelent
kozvetlen veszélyt az emberi szervezet szdmara, mivel tilnyomo része az emésztd
rendszerbdl nem szivodik fel, és a szervezetbdl eltavozik. Priest és munkatarsai
[97] az aluminium egészséges emberek szervezetében torténd megkdtodeését
tanulméanyoztdk Ggy, hogy 2°Al izotopot juttattak ivovizzel a szervezetbe, és
vizsgaltadk a kiiiriilést. Megallapitottak, hogy a bevitt “°Al kozel 100%-ban
eltavozott a szervezetbdl az expozicid utan 7 nappal, igy az ordlisan (vizzel, ill.
taplalékkal) bevitt aluminium valosziniileg nem befolyasolja jelentdsen a szervezet
A rendszeres hemodializis kezelésben részesiild betegek esetében azonban az
aluminium tovabbi forrasai jelennek meg, melyek koziil a legfontosabbak a dializis
soran hasznalt viz, a dializalo oldatok, infuzidk és gydgyszerek. A keringési
rendszerbe dializis soran, ill. gyogyszereken keresztiill kozvetleniil bekeriild
aluminium nagy része (akar 85%-a) nem iiriil ki a szervezetbdl, mivel stabil fehérje
komplexek formajaban - féleg transzferrinhez, albuminhoz, citrathoz, glutamathoz
¢s hisztidinhez kotve - fordul elé [6,96]. Mivel a szervezetbe keriilo és
felhalmoz6do aluminium stlyos problémékat (idegrendszeri, mozgaskoordinacios
zavarok, osteodystrophia, encephalopathia, mycrocytic anemia, stb.) okoz, és
eltavolitasa dializissel igen nehéz, ezért az aluminium intoxikacié elkeriilésének
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legcélravezetobb modja a megeldzés. Fernandez-Martin és munkatérsai [8] 1988 és
1996 kozott tobb dializis kdzpontban ellendrizték az erre irdnyuld torekvéseket
Spanyolorszagban. Megallapitottak, hogy a dializis kezeléshez hasznalt oldat
aluminium tartalma ez 1d6 alatt a HD kozpontokban jelentdsen csokkent, de 1996-
ban még 20%-uk esetében nagyobb volt az ajanlott maximalis 2 pg/L értéknél.
Ezek koziil az esetek 2,3%-4ban az aluminium koncentracio kifejezetten nagy (>6
pg/L) volt. A megeldzd intézkedések hatisara a vizsgalat 8 évében 16,5%-r6l
54,2%-ra nétt azon betegek szama, akiknek a szérumédban az aluminium
koncentracio az elfogadhat6 hatarérték alatt maradt (<20 pg/L). Megallapitottak
tovabba, hogy a dializdlo folyadékok Europdban kordbban biztonsdgosnak
elfogadott 10 pg/L hatarértéke mara magasnak bizonyult, ¢és helyette 2 pg/L
hatarértéket javasoltak. A rendszeres ellendrzés mellett is torténhet véletlen
aluminium mérgez¢s a dializis kezelés sordn. Ilyen esetrdl szamoltak be Hdez-Jaras
¢s munkatarsai 1988-ban [98]. A problémat az okozta, hogy a dializis sordn
hasznalt infiizids oldat a hosszl tarolas alatt a palackbdl aluminiumot oldott ki, igy
koncentracioja a 10 pg/L alatti értékrdl 400 pg/L-re nétt. Az infizid hatasara 8
dializalt beteg esetében a szérum aluminium szint elérte a 150 pg/L-t, mely érték
lecsokkent a normalis szintre, amint a problémat felismerték és az infuzids
oldatokat kicserélték. Ugyanezen szerzOk hivjak fel a figyelmet arra is, hogy az
aluminium bekeriilhet a dializalé folyadékba nem megfeleld vizkezelés, hibas
reverz ozmozis berendezés, ill. a viztisztitds soran aluminium szerkezeti anyagok
alkalmazdsa miatt is. Ezért alapvetd fontossagi, hogy az aluminium
rendszeres ellendrzésére, hanem terjedjen ki az Osszes gyogyszerre, oldatra, ill. a
viz tisztitdsara szolgald berendezésre is [7]. Di Paolo és munkatarsai HD kezelés
alatt all6 betegek szérum és vizelet vizsgéalatadval megallapitottdk, hogy mindkét
szérum, hanem a vizelet Al-szintje is nagyobb volt a kontroll értékeknél [99].
Ramutattak tovabba, hogy az urémids betegek szervezetében kiilonb6zé mértékben
bar, de minden szdvetben akkumulalodik az aluminium.

Az aluminium akkumuldci6 hatdsdnak vizsgalatat neheziti, hogy felvétele és
beépiilése mas elemekkel kompeticioban valosul meg, és ezekrdl a folyamatokrol

kevés informacio 4ll rendelkezésre. Olyan HD betegeknél példaul, ahol a
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transzferrin vas szaturdcidja magasabb az atlagnal, az aluminium koncentracidja a
vérben, ill. a szérumban alacsony marad, igy kimutatisa nehéz, felhalmozodik
azonban mas szdvetekben, pl. a csontban, €s toxikus hatasat igy is kifejti [100]. A
munkatarsai [101] olyan betegeknél, akiknek a vérében a szilicium koncentracidja
a szokasosnal nagyobb. Mivel azonban a szerzok nem vizsgaltdk mas szovetek
ezért nem tudtdk megallapitani, hogy a szilicium csak a szérum aluminium
tartalmat csokkenti, vagy annak felszivodasat és toxicitasat is befolyasolja.

Fentiek alapjan lathato, hogy a rendszeres dializis kezelés alatt all6 betegek
nyomelem statuszanak vizsgalata orvosi €s analitikai szempontbdl is szamos
problémat vet fel. A betegek nyomelem statuszanak rendszeres vizsgalata
megfeleld analitikai eljards kifejlesztését és jol megszervezett alkalmazasat teszi
szlikségessé. A nyomelem koncentraciok meghatarozasanak megoldasan tul
szlikség van azonban a dializis kezeléseknél a nyomelem statuszra gyakorolt
hatasok alaposabb vizsgalatara, valamint a kiilonb6zé nyomelemek koncentracioja
¢s a biokémiai folyamatok (enzimaktivitds, vitaminok hatasa, stb.) kapcsolatanak,
valamint a kortorténetnek a tanulmanyozédsara is, mivel ezekrdl nem all
rendelkezésre elegendd informacio.
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3. CELKITUZESEK

A nyomelem analitikdnak a klinikai gyakorlatban bet6ltott jelenlegi szerepét és a
korabbi alkalmazasokat figyelembe véve az értekezés elkészitése soran céljaim a
kovetkezdk voltak:

- Megfelel6 mintavételi és -eldkészitési modszerek kidolgozasa kis mennyiségli
mintak nagy sorozatban végezhetd elokészitésére, kiilonds tekintettel a mintavétel,
-tarolas és -elokészités soran bekovetkezd kontaminacio elkeriilésére.

- A mintael6készitési modszerek koziil a napjainkban legelfogadottabbnak és
legmodernebbnek tartott mikrohullamti roncsoldsi mddszer tovabbfejlesztése és
alkalmassa tétele igen kis mintamennyiségek (néhdny mg) roncsoldsara megfeleld
saveleggyel.

- Tobbféle rendelkezésre 4ll6 humanbioldgiai minta vizsgalataval el kell donteni,
hogy a nyomelemstatusz mennyiségi vizsgalatara mely mintak ¢és analitikai kémiai
mddszer(-ek) a legalkalmasabb(-ak). Osszehasonlito vizsgalatokat kell végezni
ugyanazon személyektdl szarmazo haj, vér (plazma, szérum) mintakkal, egészséges
kontroll személyek és HD betegek esetében.

- Nagyérzékenységii, lehetdleg multielemes szimultan analitikai modszer
kidolgozésa a kis mennyiségii mintak analitikai vizsgalatara.

- Az egészséges kontrollokra és a hemodializis kezelésben részesiild betegekre
regiondlis referencia tartomanyok megallapitisa a rendelkezésre allo irodalmi
adatok ¢és sajat kisérletek eredményei alapjan, az eredmények diagnosztikai
alkalmazasa céljabol.

- Rendszeres hemodializis kezelésben részesiilo betegek vizsgalataval bizonyitani a
modszer alkalmazhatdsagat, vizsgalni a betegek nyomelem statuszanak alakulasat a
dializis kezelés soran, felderiteni az esetleges nyomelem hianyt, toxikus elem
felhalmozodast, ill. ezek lehetséges forrasait ¢és Osszefliggését a betegek
kortorténetével.

- Célul tliztem ki a HD kezelésben részesiilo betegek rendszeres nyomelem statusz
vizsgéalatahoz az analitikai hattér kidolgozasat, és megteremteni a megfeleld
idokozonként végzett elemzésekkel a betegek egyénre szabott nyomelem
potlasanak lehetdségét.
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4.1. Felhasznalt vegyszerek és mintak

A mintdk mikrohullamu roncsolasdhoz nagy tisztasagl salétromsavat (suprapur, 65
%(m/m), Merck, Darmstadt, Németorszag) ¢és hidrogén-peroxidot (suprapur, 30
%(m/m), Merck, Darmstadt, Németorszag) alkalmaztam. Abban az esetben, ha a
mintak szilikatot is tartalmaztak, a teljes roncsolas érdekében a roncsold
savelegyhez hidrogén-fluoridot adtam (suprapur, 40 %(m/m), Merck, Darmstadt,
Németorszag).

A kisérletek soran a mintak jelre toltésére €és higitasara, ill. a kiilonféle oldatok
elkészités¢hez nagy tisztasagu ioncserélt vizet hasznaltam, melynek eldallitasa
Milli-Q-Plus ioncseréld berendezéssel (APS Water Services Inc., USA) tortént.

A hajmintdk mosasi modszereinek kidolgozasa soran aceton és dietil-éter 1:3
aranyu elegyét analitikai tisztasdgu acetonbdl (Reanal) és dietil-éterbdl (Reanal)
készitettem el. Az 1 %-os ionmentes detergens oldatot Decon-90 koncentratumbol
ionmentes vizzel higitottam.

A vér- szérum- ¢s plazmamintdk alternativ elOkészitése trimetil-amin vizes
oldataval tortént (semiconductor grade, 25 %(m/m), Tamapure-AA, Tama Co. Ltd.,
Japén).

A hajmintdk mikro-PIXE modszerrel végzett vizsgalataihoz a mintakat araldit
gyantaba Ontottem (Eporapid), illetve a hossz menti vizsgalatokhoz cianoakrilat
ragasztoval rogzitettem a mintatartohoz (Heurel KGaA, Diisseldorf, Németorszag).
A vérmintdk GFAAS mérése soran habzasgatloként Szilorol-M, Szilorhab-OR,
Szilorhab-9,Caola Antischaum, DOW DB-110/A, DOW DB 100, Silkolapse 5000,
ICI Silicone EP6590, Tenzidef 2014, Tensiofix LO-51, Silkolapse 5020 ¢és
Entschaumer SF ionmentes vizzel készitett, ~1 %-os oldatat, ill. szuszpenziojat
hasznaltam. A fenti anyagok koziil a nehezen oldéddak esetében megvartam, mig a
telitett oldatbol a szilard anyag kiiilepszik, s a kisérletekhez az oldat tisztajat
hasznaltam. Matrixmoddositoként 0,2 %-os Mg(NO;), oldatot hasznaltam, melyet
analitikai tisztasdgu kristdlyos magnézium nitratbol (Mg(NO;),.6H,O, Reanal)
készitettem. A matrixmddositdé oldathoz 0,05 % Triton-X100-at (analitikai
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mindség, SERVA Feinbiochemica, Heidelberg, Németorszag) is adtam a mintdk
fehérjetartalméanak kicsapodasa ellen.

A mintdk analitikai vizsgélata soran a mono- és multielemes kalibralo oldatok,
valamint a standard addiciés oldatsorozatok elkészitéséhez monoelemes
spektrometrids standard oldatokat hasznaltam (Merck, Fluka, Carlo-Erba, 1000
mg/L). A kalibral6 oldatokat minden esetben 2 %-o0s salétromsavban készitettem
el. Azokat az oldatokat, melyeknek koncentracidja 1 mg/L-nél kisebb volt, naponta
frissen készitettem.

A vizsgalatokhoz sziikséges, egészséges személyektdl és rendszeres HD kezelés
alatt allo betegektdl szarmazo haj- illetve vérmintak gytljtése a Debreceni Egyetem
Orvos- ¢és Egészségiigytudomanyi Centrum (DE OEC) 1. sz. Belgyogyaszati
Klinika Miivesedllomasan tortént. A hajmintadkat szobahdmérsékleten, polietilén
tasakokban lezarva taroltuk, megjel6lve minden esetben a hajszalak proximalis
(fejborhoz kozeli) végét. A vérmintdk tarolasa a vérvételhez hasznalt Vacutainer
csovekben tortént —70 °C-on, a szérum, ill. plazma mintakat 1,5 cm’-es Eppendorf
csOvekben taroltuk lefagyasztva az analizis kezdetéig.

A mintaelOkészitési modszerek fejlesztése és ellendrzése sordn a kovetkezd
referencia mintdkat (CRM, certified reference material) hasznaltam:

- NIST SRM 1577b Bovine Liver

- CTA-OTL-1 Oriental Tobacco Leaves

- NCS DC 73347 Human Hair.

A Miveseallomds viztisztitd berendezésének vizsgdlata soran a berendezés
kiilonb6ozd pontjairdl, a dializishez hasznalt viz tisztitdsanak egyes 1épései utan 1-1
liter vizmintat vettem, eldzetesen 0,1 M HNOs-val aztatott polietilén flakonokba,
majd a mintakat 10 cm® 65%-0s HNO; hozzaadasival megsavanyitottam, és az
analizis megkezdés€ig hiitdszekrényben taroltam. A viztisztitdé berendezés fém
részeibdl vett kis mennyiségii reszelék mintakat, ill. a viztisztitds soran hasznalt
segédanyagokbdl vett mintakat (aktiv szén, stb.) mianyag edényben taroltam.
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4.2. Alkalmazott eszk6zok és berendezések

A hajmintak mintavételére kezdetben rozsdamentes acélbol késziilt ollot (Medicor,
Debrecen), majd amikor ennek szennyezd hatdsat kimutattam, sajat fejlesztésii
tantalkarbid ¢l ollot illetve volframkarbid pengéjii kést hasznaltam (lasd
részletesebben az 5.1.1. fejezetben).

Vérmintak mintavétele az 1. sz. Belgyogyaszati Klinika napi rutinjaban is hasznalt
Vacutainer rendszerrel tortént (Beckton-Dickinson, USA). Ennek legfontosabb
eleme egy olyan zart, 7 cm’-es iiveg vagy milanyag kémcsé, melyben vakuum van.
A vénaba vezetett vérvételi kantilt a kémcsore csatlakoztatva a csében 1évé vakuum
hataséara a vér gyorsan a csébe dramlik, és a minta nem érintkezik levegdvel, illetve
egyéb szennyezé forrasokkal. Vizsgalataim céljara a s6tétkék kupakkal jelslt 7 cm’
térfogatl, natrium-heparin alvaddsgatlét is tartalmazéd Vacutainer csoveket
hasznaltam, melyek belsé falat specialis bevonattal tették alkalmassd nyomelem
analitikai célra vett vérminta tarolasara.

A mintdk roncsoldsa soran az Osszehasonlitd vizsgalatokat sajat készitési flitheto,
20-140 °C-ig szabanyozhat6 hoémérsékletii blokkroncsoldoban, maximalisan 1000
°C-ig elektromosan flitheté kemencében (Elekthermax, Papa), illetve zart rendszer
teflonbombés mikrohulldmu roncsolo késziilékekben (Milestone MLS 1200 Mega,
Microwave Laboratory Systems, Olaszorszag, ¢s CEM MARS-5, CEM Microwave
Technology Ltd., USA) végeztem. A sorozatban végzett mintaroncsolasok
mikrohullamu késziilékekben torténtek a roncsolasi program modositasa utan, sajat
fejlesztésti kvarckémcsovekben valamint teflonbetétekben (Savillex Co. Ltd.,
USA).

A hajmintdk hossz és  keresztmetszet menti nyomelemeloszlasanak
tanulméanyozéasara ¢és az alkalmazott mosasi eljards nyomelem koncentraciokra
gyakorolt hatasanak vizsgalatara mikro-PIXE mddszert hasznaltam. A mérések
Scanning Nuclear Microprobe tipusu, Oxford Microbeams gyartmanyu késziiléken
torténtek a debreceni Atommagkutatd Intézetben.

tipust ICP-OES késziilékkel (Spectro GmbH, Németorszag) (beallitasokat lasd: 1.
tablazat), Elan-6000 tipusu ICP-QMS késziilékkel (Perkin-Elmer Sciex, Ontario,
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Kanada) (2. tablazat), és GTA-96-os grafitkiivettds egységgel felszerelt Varian
SpectrAA-10 tipusi atomabszorpcids spektrométerrel (beallitasokat lasd: 3.
tablazat) torténtek.

Miiszer tipusa SPECTROFLAME ICP-AES
Frekvencia 27,1MHz

Porlaszto Meinhardt-tipusa

Kodkamra SCOTT-tipusu

Plazmagaz Ar, 1,5 liter/perc

Hitégaz Ar, 15 liter/perc

Porlaszto gaz Ar, 1 liter/perc

Mintabevitel 1 cm?/perc

Integracios id6 a detektalas

soran 25masodperc a vonalon,
Szoftver SPECTRO EPC3 for Windows

1. tablazat: az alkalmazott ICP-OES késziilék beallitasi adatai

Késziilek Perkin-Elmer Sciex ELAN-6000
RF tejesitmény 1300 W

Hité argonaram 14 L/min.

Kozbelsé argondram 1.2 L/min

Porlaszt6 argondram 0.93 L/min
Mintabeviteli sebesség 0.087 cm*/min
Porlaszto Micromist

Kodkamra Minicyclonic

Sampler Nikkel, 1.1 mm nyilast
Skimmer Nikkel, 0.9 mm nyilasu
Felbontas (m/Am) 300

Szkennelési mod Peak hopping

Dwell time/amu 200
Szkennelés/ismétlés 10

Ismétlések 3

2. tablazat: az alakalmazott ICP-MS késziilék beallitasi adatai

A DE OEC Miiveseallomasarol szdrmaz6 szilard mintdk mindségi és tajékoztatd
mennyiségi elemzése (elsdsorban fémnyomok attekintd elemzése céljabol) Zeiss Q-
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24 tipust spektrograffal tortént, a szinképlemezeket Zeiss SP-2-es szinképvetitd
segitségével értékeltem.

Késziilék Varian SpektrAA-10 + GTA-96
Hullamhossz 309,0 nm

Lampadram 12 mA

Erdsités 2983V

Rés 0,5 nm

Injektalt mintamennyiség 20 uL

Fiitési program szaritas 85°C405s,95°C 10s,120°C 5 s

hamvasztas 1200°C 5 s
atomizalas 2600 °C 3 s
tisztitas 2700 °C 1 s

3. tablazat: az aluminium mérésére hasznalt GFAAS késziilék beallitasi adatai

A vizsgalatok sordn a haj- és vérmintak, valamint a felhasznalt vegyszerek, oldatok
tarolasa, kezelése ¢és elOkészitése az eszkozokbdl kioldodd szennyezddések
lehetéségének minimalisra csokkentése érdekében nagy tisztasdgu, milanyagbol
késziilt laboratériumi eszkozokkel(-ben) tortént.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK
5.1. Mintavételi és —el6készitési moédszerek kidolgozasa

5.1.1. Hajmintak

A haj novekedése soran folyamatosan ki van téve a kornyezetbdl,
kozmetikumokbdl és egyéb forrdsokbdl szarmazo szennyezddéseknek. Tovabbi
szennyezd forrast jelentenek azok a laboratoriumi miiveletek is, melyek a
mintavétel és -elokészités soran keriilnek alkalmazisra. Munkdm elsé részében
ezért a hajmintaval kapcsolatos mintavételi és mintaelokészitési problémakkal
foglalkoztam. Célom volt, hogy olyan mintaeldkészitési protokollt dolgozzak ki,
mely minimalis kontaminacioval jar, és hatékonyan tavolitja el az exogén feliileti
szennyezddéseket. A hajmintdk nagy szervesanyag tartalma miatt a megfeleld
roncsolasi moddszer alkalmazasa sem keriilhetd el. A rendelkezésre 4allo
modszereket alapul véve itt olyan ) megoldasokat alkalmaztam, melyek
segitségével az analizishez sziikséges minta mennyisége nagymértékben
csokkenthet6 a mintdk tovabbi szennyezddése ¢és az  eredmények
megbizhatosdganak  csokkenése  nélkiil. A kidolgozott =~ modszerek

alkalmazhatdsagat referencia mintak segitségével bizonyitottam.

5.1.1.1. A mintavétel eszkozei

Hajmintdk esetében a mintavétel soran az alkalmazott eszkoz (ollo, kés, szike, stb.)
komoly forrasa lehet a mintak szennyezddésének.

Ennek elkertilésére az irodalomban kiilonb6z6 eszkdzoket javasolnak mintavételre,
pl. titdn-nitrid vagy teflon bevonatu, esetleg kvarcbol késziilt szikét. Ezek bar nem
szennyezik a hajmintakat nyomelemekkel, de nehezen hozzaférhetoek ¢és
sériilékenyek. Ezért a mintavétel céljara két eszkozt terveztem és készittettem el:
(1) tantal-karbid vagdéli ollot és (2) wolfram-karbid pengéji szikét (1. abra). A
tantal-karbid vagoelli olld rozsdamentes acél olld6 moddositdsaval késziilt, a

vagoeleket és a surlodo feliileteket karbidizalt feliileti, nagytisztasagl tantal
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lemezzel borittattuk be. A altalunk készittetett szikének acél nyélbe forrasztott,
kovacsolt wolfram-karbid pengéje van. Ezen eszk6zok csak tantallal, ill.
wolframmal szennyezik a mintdkat, mely elemeket a hajmintakbdl nem mértem.

1. abra: A mintavétel eszkozei:

tantal-karbid éli oll6 és wolfram-karbid pengéjii szike

Az elkészitett eszkdzok esetében vizsgaltam, hogy a haj mintavétele, ill. a minta
roncsolds eldtt sziikséges apritdsa sordn szennyezik-e a meghatdrozni kivant
elemekkel a hajmintdkat. Ennek sordn kis (~3-5 g) hajminta részleteket apritottam
kb. 0,5 cm-es darabokra a fenti két eszkozzel, illetve rozsdamentes acél olloval. A
felapritott mintdkat ezutan mikrohullamt késziilékben elroncsoltam ¢és az
elemkoncentracidkat ICP-OES ¢és GFAAS modszerekkel meghataroztam. A
kiilonboz6 eszkdzokkel apritott hajmintakra kapott eredmények a 2. dbran lathatok.
A koncentraciok pg/kg-ban értenddk (a logaritmus skala alkalmazasat az egyes
minden elem esetében feltiintettem a WHO 1996-0s ajanlasaban szerepld, hajra
vonatkoz6 minimum (ref.min.) és maximum (ref.max.) értékeket is. Lathatd, hogy
a WHO altal megadott koncentraci6 tartomanyok és a vizsgalt hajminta nyomelem
Osszetétele igen hasonld. Kiemelkedden nagy volt azonban a Cr, Fe, Mn és V
koncentracioja abban a mintdban, melyet rozsdamentes acél olloval apritottam
Ossze. A tobbi elem koncentracidja a harom mintaban kozel azonos volt. A tantal-
karbid ¢éli ollot és a wolfram-karbid pengéjli szikét Osszehasonlitva azt
tapasztaltam, hogy bar az eredmények igen hasonloak, a Cd, Cr, Fe, Mn és Pb
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tekintetében a wolfram-karbid szikével apritott mintak koncentracidja kisebb volt.
Mivel a hajmintdk ugyanazon személytdl szarmaztak és az elokészités valamint a
mérés ugyanugy tortént minden minta esetében, ezért a tapasztalt jelentds
kiilonbségek oka csak a vagdeszkozok anyagéanak kiilonbozdsége lehetett.

1000000
100000 -
10000 E ref.min.
o O ref.max.
g: 1000 A H acél ollo
- O tantal-karbid olld
100 O volfram-karbid kés
10 -
1 | | | | | | | | | | | | 1]
Al Ba Cd Cr Cu Fe Mn Pb V Zn
vizsgalt elemek

2. abra: a vagdeszkozok tesztjének eredményei (a fliggéleges tengelyen a pg/kg-ban mért
koncentracio logaritmusa szerepel)

A mintavételi eszkdzok alkalmazasa soran kideriilt, hogy a tantal-karbid €l olld
hossza tavon nem hasznalhaté megbizhatéan, mivel a vagoél vékony karbidizalt
rétegét az élek egymason valo strlodasa hamar elkoptatja, és a visszamaradé tantal
felillet meglehetdsen puha, vagasra alkalmatlan. Ezért a haj mintavételéhez és
elékészitéséhez a vizsgalatok soran a wolfram-karbid pengéjii szikét hasznaltam.
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5.1.1.2. Mosasi médszerek kidolgozasa és vizsgalata

A hajanalizissel kapcsolatban az egyik alapvet6 és gyakran vitatott kérdés a
hajminta tisztitasa, mosésa, az el6készités sordn. Az irodalomban talalhato
modszerek két sz€lsdség kozott valtoznak; a csak desztillalt vizzel térténd mosastol
a szerves oldoszer elegyek és ionmentes detergenst alkalmaz6 moséasi modszerekig
igen sok variaci6 létezik.

Az irodalmi adatok alapjan kisérleteket végeztem annak megallapitasara,
hogy a kivalasztott mosasi modszerek alkalmazdsa hogyan befolyasolja a
az altalam készitett atlaghajminta egy-egy részletét készitettem eld az alabbi
kombinalt mosasi miiveletek egyikével:

1. Mosas szerves olddszer eleggyel, majd kétszer desztillalt vizzel

2. Mosas ionmentes detergenssel, majd kétszer desztillalt vizzel

3. Mosas szerves oldoszer eleggyel, ionmentes detergenssel, majd kétszer
desztillalt vizzel

4. Mosas ionmentes detergenssel, szerves oldoszer eleggyel, majd kétszer
desztillalt vizzel

A kiilonféle moséasi modszereket ugy hasonlitottam Ossze, hogy a mosasi
modszerekkel kezelt hajmintékat elroncsoltam, és meghatdroztam a mintdkban az
dietiléter=1:3 aranyu elegy volt, az ionmentes detergens pedig kétszer desztillalt
vizzel késziilt 1 %-os Decon-90 oldat. Az egyes oldatokbol mindig annyit
alkalmaztam, hogy a hajmintat elfedje, és rovid keverés utan ledntoéttem a mintarol.
Minden olddszerrel haromszor ismételtem meg a mosasi miiveletet, friss oldoszert
hasznalva minden esetben. Ezutdn a mintdkat szaritoszekrényben 105°C-on
tomegallandosagig szaritottam. Az igy eldkészitett mintakbol ~0,5 g-os (0.1 mg)
részleteket mértem teflonbombdkba (minden mintdbol 5 parhuzamos mérés
késziilt), 0,25 cm® 30 %-os hidrogén-peroxidot és 3,00 cm’ 65 %-os salétromsavat
adtam hozzd, majd mikrohullamu késziilékben végeztem el a roncsoldst. A

mintakat maradéktalanul milanyag kémcsovekbe vittem at, 10,00 cm’-re t5ltottem
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0,1 mol/dm’ salétromsavval, és ICP-AES késziilékkel hatdroztam meg a nyomelem
Osszetételt.

A barium, a vas, magnézium ¢és cink esetében azt tapasztaltam, hogy a szerves
oldoszer elegyet ¢és ionmentes detergenst is alkalmazo mosasi modszer esetén a
kapott koncentraciok kisebbek voltak, mint amikor csak az egyik illetve masik
anyagot alkalmaztam a mosas soran.

nyomelem moséssal nem A hajmintak elemkoncentracidja pg/g-ban a 3. modszerrel
kezelt haj 1. szerves 2. ionmentes 3. szerves 4. ionmentes m.osott hajban
nyomelerrr'x-, oldoszerelegy | detergens vizes | oldoszerelegy | detergens vizes visszamaragt
kloncentracm- oldata + ionmentes oldata + nyorflelemek
ja, pg/g-ban detergens vizes szerves aranya a
. mosassal nem
oldata oldoszerelegy
kezelt
hajmitakhoz
képest, %
B 1,55+0,08 1,14£0,71 1,95+0,92 1,06£0,21 1,01£0,16 58,06
Ba 1,0610,05 2,21+0,25 3,13+0,42 3,16+0,36 3,28+0,29 25,47
Ca 1385£105 621432 644421 598+39 619428 44,03
Cu 12,3740,38 11,36%0,61 11,56£0,38 11,86%0,24 11,85+0,69 95,91
Fe 26,47£6,51 28,28%7,14 22,66+14,9 17,01+4,7 20,20+5,93 64,24
Mg 247426 125+10 103430 10620 104420 42,89
Mn 2,34+0,18 0,85+0,15 1,13£0,043 1,02+0,10 0,87£0,10 43,90
Zn 168+12 179+10 18849 16448 170+7 97,81
Pb 19,76£2,78 5,25+1,06 5,124£0,91 5,04£0,99 5,45+1,19 25,51

4. tablazat: A hajmintak mosasi kisérleteinek eredményei

A tobbi kivalasztott elem esetében nem tapasztaltam jelentds kiilonbséget a mért
koncentraciok kozott kiilonbozé mosasi modszerek alkalmazdsa esetén. Ez
valdszintileg azt jelenti, hogy az adott elem hasonld hatékonysaggal tavolithat6 el
az alkalmazott mosasi modszerekkel. Az 4. tablazat adataibdl lathatd, hogy az
Osszehasonlitott mosasi modszerek kozott jelentds kiilonbség lehet abban, hogy
milyen hatasfokkal tavolitjak el az exogén szennyezddéseket a hajmintdkrol. A
kisérleti adatok alapjan, figyelembe véve a rendelkezésre alld irodalmi adatokat és
ajanlasokat is [10,13-17], a kisérleti részben 3-as sorszammal szereplé moddszert

valasztottam a tovabbi vizsgalatokhoz. Ez a mddszer szerves oldoszer eleggyel,
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ionmentes detergens oldattal, majd kétszer desztillalt vizzel valé mosast tartalmaz.
Lathatd, hogy a modszer csak a miiveletek sorrendjében kiilonbozik a 4-es
szamutol, és elénye azzal szemben, hogy a szerves oldoszer elegyet a mivelet
elején kell alkalmazni, igy annak nyomai (melyek a szaritoszekrényben valo
szaritas soran esetleg langra lobbanhatnak illetve egészségre karosak) az ionmentes
detergenssel ¢és a kétszer desztillalt vizzel tortént mosas soran teljesen
eltavolithatok. Megvizsgaltam azt is, hogy a kivalasztott moséasi modszerrel kezelt
hajmintdkban a nyomelemek hany %-a marad meg a mosas utdn a nem kezelt
hajhoz képest. Lathato, hogy az elemek tobbségénél, a réz és cink kivételével, a
mosasi miivelet sordn igen jelentés mennyiség tavozik a mintabol. Ez talan azzal
magyarazhatd, hogy az emlitett két elem kivételével nagy mennyiségli anyag
szarmazik exogén forrasbol, vagy az emlitett két elem exogén nyomai olyan erdsen
kotddnek a hajhoz, hogy azok nem tavolithatok el az alkalmazott mosasi
miiveletekkel (e feltételezés azonban még tovabbi kisérleti bizonyitast igényel). Az
6lom, barium, kalcium, magnézium és mangan esetében a teljes mennyiség tobb,
mint felét (az 6lom ¢és barium esetében 75%-at) tavolitja el az alkalmazott mosasi
miivelet. A vas és bor esetében ez a mennyiség kisebb. A nagy kiilonbségek oka az,
hogy egyrészt az elemek egy része a feliiletrél konnyen eltavolithato szalloporban
talalhatd, masrészt az elemek a hajszal kiilonbozd rétegeiben, mas-mas kotés- és
vegylletformdkban vannak jelen, ezért a mosasi moddszerek kiillonbozé
hatékonysaggal tavolitjak el azokat.

Az, hogy a hajban ténylegesen jelenlévd endogén eredeti nyomelemek
mennyiségét csokkenti-e kis mértékben az alkalmazott mosasi miivelet vagy sem, e
kisérleteknél nem hatdroztam meg. A mosasi miiveletek ilyen jellegi vizsgéalatara
irodalmi adatok sem &llnak rendelkezésre. A fentiekben szerepld eredményekbdl
lathatd, hogy bar a kivalasztott mosasi modszert Osszehasonlitottam héarom
irodalmi eljarassal, megfeleld analitikai eljards hidnyaban annak tényleges
hatékonysagat nem allt médomban vizsgalni. Annak igazolasara, hogy az egyes
elemek eltérd eloszlasban és rétegben akkumulalodnak a hajszélban, mikro-PIXE
modszerrel  végeztiink méréseket a Magyar Tudomanyos Akadémia

Atommagkutat6 Intézetében, Debrecenben.
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5.1.1.3. Hajmintdk nyomelem eloszlasanak vizsgalata mikro-PIXE
maddszerrel

A hajmintak esetében kiilondsen fontos, hogy az elemek milyen erésen kotddnek a
hajszal anyagahoz, és az, hogy a hajszal mely részében helyezkednek el, ill.
dusulnak fel. A kiilonb6zé helyen és moddon kotott elemek esetében ugyanis
kiilonbozo lehet az elokészités soran alkalmazott mosasi méodszerek hatékonysaga,
¢s kiillonboz6é modon befolyasolhatdé az endogén nyomelem Osszetétel is. A mosasi
kisérletek soran korabban bemutattam, hogy a vizsgalt elemek koncentracidjat az
alkalmazott kombinalt tisztitasi mddszer eltérd mértékben befolydsolta a hajban
(lasd 5.1.1.2. fejezet, 4. tablazat). Ennek oka lehet a nagymértékben kiilonb6zo
exogén szennyezOdés, de az is, hogy az elemek egy része erdsebben, mas része
gyengébben kotddik a haj anyagdhoz, és ezért nehezebben, ill. koénnyebben
tavolithato el.

Az eredmények Osszehasonlithatésaga miatt fontos kérdés az is, hogy az altalam
vizsgalt hemodializis kezelés alatt 4ll6 betegek és a kontrollok esetében az elemek
azonos modon oszlanak-e meg a hajszal belsejében vagy sem.

Ezért néhany elem esetében vizsgaltam, hogy azok hogyan oszlanak el a hajszal
hossza, ill. keresztmetszete mentén, milyen hatast gyakorol a mosasi miivelet ezen

crer

kiilonbség a kontrollok ¢és a HD betegek hajmintdinak nyomelem

koncentraciojaban, ill. eloszlasaban. A vizsgalt elemeket elsdsorban a PIXE
modszer korlatainak figyelembe vételével valasztottam ki.

Késziilek Scanning Nuclear Microprobe, Oxford Microbeams Ltd.

Protonnyaldb energidja |2 MeV

Aramerésség ~50 pA
Osszegytijtott toltés ~02uC
Integracios ido 60 perc
Protonnyalab atmérdje ~2 %2 pm

5. tablazat: az alkalmazott mikro-PIXE késziilék fontosabb adatai (~: kdzelito értékek)
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A vizsgalatokhoz mikro-PIXE modszert alkalmaztam, mely képes igen nagy
felbontasban kozvetleniil vizsgalni a szilard mintat. A késziilek legfontosabb
beallitasi adatai a 5. tablazatban lathatok. A mérések soran a Zn, K, Ca, Fe és Cl
(atlag életkor 47+1 év, n=3) és HD betegektdl (atlag életkor 57+1 év, n=3)
szarmazo6 hajmintak esetében.

A vizsgalathoz sziikséges néhany hajszal eltdvolitdsa mindenkinél a tarkérol
tortént, a fejbOrbdl kihlizva azokat lehetéleg a hajhagymaval egyiitt (ez késdbb
megkonnyitette a hajszal fejborhoz kozeli végének azonositdsat). A hajszalak
vizsgalata az 5.1.1. fejezetben részletezett modon tisztitva, illetve tisztitas nélkiil is
megtortént.

Az elemek keresztmetszeti eloszlasanak vizsgalatahoz az egyes hajszalakat 10 mm
belsd atmérdjli, 5 cm hosszisagh polisztirol csovek belsejében, azok hossztengelye
mentén kifeszitettem, és araldit migyantaval kidntve rdgzitettem. A gyanta
megszilarduldsa utan a mintdbol a hajszal proximalis (fejbérhoz kozeli) végétdl
kezdve 5 mm-enként szeleteket vagtam le, és e metszetek feliiletét a vizsgalat eldtt
poliroztam, nagy  tisztasdgi  ioncserélt  vizzel ledblitettem,  majd
szobahOmérsékleten megszaritottam. Egy ilyen el0készitett metszet lathatdé a 3.
abran, a hajszal helyét a gyantaban nyil jeldli.

" -u-l-!-!q‘i'ﬂ"!ﬂq
[ e

3. bra: gyantaba agyazott hajminta a mikro-PIXE vizsgélatokhoz
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A hossz menti vizsgalatokhoz a hajszalakat aluminium keretre feszitettem ki a 4.
abran lathaté moddon, egymastol 3 mm tavolsagra, a végiiket cianoakrilat
ragasztoval rogzitettem a kerethez. A szort Rontgen-sugarzas detektdlasanak
megakadalyozéasara a keret mogé 3 mm vastagsagu, nagytisztasagi Teflon lapot
rogzitettiink. A hajszalak keretbe foglalt 25 mm-es darabjainak vizsgalatat 2,5 mm-
es szakaszokon végeztiik, az ezen szakaszokrol szarmazo jelet integraltuk, és igy
minden hajszdl minta esetében az adott szegmensekre jellemzd
atlagkoncentraciokat hataroztuk meg.

4. abra: hajszalak rogzitése az aluminium kerethez hosszmenti vizsgalatokhoz

A mérések soran a karakterisztikus Rontgen-szinképeket a PIXYKLM programmal
értékeltiik ki, a koncentraciok szamitdsa soran a hajmintdkban nagy mennyiségben
jelen 1évo ként hasznaltuk bels6 standardként.

A mikro-PIXE modszer ellenérzésére referencia hajmintat (NCS DC 73347 Human
Hair) hasznaltunk, melybdl a vizsgalathoz 1 cm atmérdjli, 2 mm vastagsagu
tablettat préseltiink. A kapott eredmények, a referencia értékek és a roncsolt minta
oldatab6l ICP-OES modszerrel meghatarozott koncentraciok a 6. tablazatban
lathatok. A Ca, K és Zn esetében az ICP-OES modszerrel kapott eredmények jobb
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egyezést mutatnak a szavatolt koncentraciokkal, mig a vas mennyiségét a mintaban
ICP-OES modszerrel jelentdsen ald, mikro-PIXE moddszerrel jelentésen folé
mértem. A minta klortartalmara sem szavatolt koncentracid, sem direkt ICP-OES
modszerrel meghatarozott eredmény nem allt rendelkezésre. A mikro-PIXE
modszerrel kapott gyengébb visszanyerések a kalibracid6 nehézségének ¢és
pontatlansaganak tulajdonithatok.

elem koncentracié (ug/g £ SD)
szavatolt ICP-OES PIXE
Ca 29004200 2768%110 3700+£200
Cl -- -- 100+40
Fe 54+6 4347 6545
K 20" 1942 1745
Zn 190+5 195+8 210+15

* nem szavatolt érték

6. tablazat: a vizsgalt elemek koncentracidi a referencia hajmintabol

Mivel a mosasi miivelet elsésorban a hajszal kiilsd rétegében befolyésolja az
elemkoncentraciokat, ezért meghataroztam a feliileti nyomelem koncentraciokat a

nem mosott ¢s a mosott hajmintdk esetében. Ennek eredményei lathatok a 7.

tablazatban.
koncentracio (ug/g £ SD)

elem mosas elott mosas utan
Ca 408+150 384+112
Cl 6107+1714 347011446
Fe 32420 31422
K 11641846 4974552
Zn 142424 121142

7. tablazat: a mosas hatasa a hajszal feliileti elemkoncentracioira

A varakozasnak megfelelden jelentds koncentracié csokkenést okozott a mosasi

miivelet a kalium esetében, ami arra utal, hogy a kdlium a haj szerkezetében csak
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gyengén kotott, ezért konnyen eltavolithatd. A Cl koncentracioja is nagymértékben
csOkkent a mosds hatdsdra, annak ellenére, hogy eloszlasa homogén volt a
hajszalban. A Ca, Fe €és Zn koncentracioja alig valtozott, ami erésebb kotodésiikre,
ill. kis mobilizalhatésagukra enged kovetkeztetni.

A hajszalak keresztmetszete mentén mért koncentracidot a hajhagymatol mért
tavolsag fliggvényében vizsgalva (8. tablazat) azt tapasztaltuk, hogy a Ca
koncentracidja a proximalis végtdl tdvolodva csokken. A K és Cl esetében ezzel
ellentétben novekedést figyeltem meg a fejbortdl tdvolodva; mindkét elemnél a 2.
szegmensben mértem a legmagasabb koncentracidkat. A vas koncentracidja az
egyes szegmensekben erdsen ingadozott, mig a cinké nem valtozott jelentdsen a
hajszal hossza mentén.

koncentracié (ug/gxSD) kiilonbdzo tavolsagokra (/) a
hajhagymatol

elem [=5mm I=10mm I1=15mm
Ca 1130+14 62917 713£8
Cl 1474172 3362140 2162+49
Fe 57+11 614 4916
K 17949 42016 23916
Zn 202430 17516 186120

8. tablazat: a kereszmetszeti koncentraciok valtozasa a hajhagymatol mért tavolsag fliggvényében

A mosasi miiveletnek a haj feliileti koncentracidra gyakorolt hatdsat megvizsgaltam
a 25 mm-es hajszal 2,5 mm-es szegmenseiben is. A 5. dbran lathaté diagramokon a
mosott és nem mosott hajszal eredményeit tiintettem fel, a szegmensek sorszama a
fejbortol tdvolodva nd.

A cink koncentracioja a nem mosott hajszal feliiletén gyakorlatilag nem valtozott.
A hajszal végén megfigyelhetd kis mértékii ndvekedés lokalis szennyezddésre utal.
Ezt igazolja az, hogy a hajszdl mosasa utdn ez a maximum nagymértékben
lecsdkkent, és a koncentracié a tobbi szegmensben mért értékhez valt hasonlova. A
mosassal kezelt hajszal cink koncentracidja a nem mosott hajhoz képest kb. 15%-
kal csokkent és kis mértékli ingadozast mutatott. A legnagyobb koncentraciot a
fejborhoz kozeli szegmensben mértem. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a hajszal
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cink tartalma a kornyezeti hatdsok miatt a novekedés soran kis mértékben csokken.
Hasonlé eredményeket kaptam a keresztmetszeti mintdk vizsgélataval is (lasd 8.
tablazat).

Cink Kalium
250 2500
=] o
S 200 o 2000
=1 =]
~c, )
E 150 - g 1500 -
.E 100 4 @ mosatlan 'E 1000 | @ mosatlan
8 W mosott 3 W mosott
§ 50 S 500 -
x x
0 04
1.2 3 45 6 7 8 9 10 12 3 456 7 8 910
hajszegmens szama haj szegmens szama
Klor Kalcium
10000 600
o =]
Eu 8000 §, 500
" o 400
2 6000 - 2
£ @ mosatlan £ 300 @ mosatlan
c 4000 - c
8 W mosott 3 200 W mosott
S 2000 - § 100
£ 4 E
0 - 0
12 3 45 6 7 8 910 12 3 45 6 7 8 910
haj szegmens szama haj szegmens szama
Vas
70
=d
5 60
3 50
0
S 40
g 30 @ mosatlan
§ 20 W mosott
2 10
0
12 3 4 5 6 7 8 9 10
hajszegmens szama

5. abra: az elemkoncentraciok valtozasa a hajszal feliiletén a hossz fliggvényében, mosas el6tt €s

utan

A kalium és klor esetében a nem mosott hajminta feliiletén novekedést figyeltem
meg a proximalis végtdl tdvolodva. Ez a novekedés mindkét elemnél hasonld volt,
a koncentraci6 értékek azonban eltéréen valtoztak. A klor esetében a minimum és a
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maximum kozott kb. kétszeres kiilonbséget tapasztaltam, mig a kaliumndl ez a
kiilonbség négy-0tszords volt. Ez a tendencia a kiilsé réteg mosassal torténd
eltavolitdsaval megsziint. Lathato, hogy a kalium koncentracioja az elsé 5
szegmensben a mosas hatasara alig valtozott, majd a 6-10 szegmensekben
drasztikusan lecsokkent. Ennek oka az lehet, hogy az exogén eredetii kalium az
eltelt idével aranyosan halmozodik fel a hajszal feliiletén és kiils6 rétegében, illetve
a haj szerkezete valtozhat meg iddvel oly mértékben, hogy a kalium a mosasi
miivelettel jobban eltdvolithatd. A kaliumhoz hasonléan valtozott a klor
mennyisége is a szegmensekben, a proximalis véghez kozeli 5 szegmensben a
mosas hatdsara bekovetkezO valtozas kisebb, mig a disztalis (a fejbortdl tavoli)
szegmensekben a mosas hatasara bekovetkezd koncentracié csokkenés jelentds.

A kalcium mennyisége kis mértékben nétt a hajszal feliiletén a fejbortdl tavolodva
a mosassal nem kezelt minta esetében, az exogén eredetii kalcium feliileten torténd
akkumulacidja miatt. A mosasi miivelet utdn a koncentracio fluktudlt, de nem
figyelheté meg tendencidzus valtozads a hajszal hossza mentén. A kaliumhoz

hasonloan itt is a 4-5. szegmensekben figyeltem meg a legnagyobb koncentraciot.

crer

crer

tapasztaltam a proximalis végtél tdvolodva. Ez a csokkend tendencia annak a
kovetkezménye, hogy a vas a kiils6 rétegben dusul fel a hajszal novekedése soran.
Mivel a vas tulnyomo6 része nem a vérbdl, hanem féleg a borhoz kozeli mirigyek
valadékabol keriil be a hajba [42], nem ¢épiil be annak anyagaba, és ezért a
kornyezeti hatasok a hajszal novekedése soran egyre nagyobb mennyiséget mosnak
ki az eredeti vastartalombol.

A kontroll személyek ¢s a HD betegek hajmintdinak hosszmenti koncentracio
tartomanyait és az irodalmi értékeket 6sszehasonlitva (9. tdblazat) azt tapasztaltam,
hogy a Fe, Zn és Ca koncentraciok nagysagrendileg egyeznek a két csoport
esetében, mig a Cl és K koncentracidja a HD betegek esetében nagyobb, mint a
kontroll mintakban.

A referencia tartomanyhoz képest a betegek Zn és Ca koncentracioja — atlagat
tekintve - kisebb, a Cl és K nagyobb volt, mig a vas koncentracidja kozel
azonosnak adodott. A klinikai gyakorlatban ismert, hogy a HD betegek szérumaban
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a K koncentracidja magasabb a normal értéknél, mig a Fe, Ca és Cl koncentracidja
alacsonyabb. Hajmintakbol e megfigyeléseket csak a Ca és K esetében sikeriilt
igazolni, ami arra hivja fel a figyelmet, hogy a vér (szérum, plazma) és haj

Osszetétele kozott nincs minden elemre szoros korrelacid a  vizsgalt
betegcsoportnal.
koncentracio tartomanyok (png/g)
elem irodalom [89] HD beteg (n=3) kontroll (n=3)

Ca 146-3190 298-559 135-1598

Cl 950-4805 2746-7821 394-2382

Fe 5-45 15-58 6-51

K 150-663 327-2031 54-1055

Zn 99-450 96-163 102-183

9. tablazat: hosszmenti eredmények dsszehasonlitdsa (mosassal kezelt mintak)

Zn Fe
N koncentracio
kicsi nagy
S0pm S0pm

6. abra: elemeloszlasok a hajszal keresztmetszete mentén (HD beteg, mosassal nem kezelt mintak)
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A vizsgalt elemek keresztmetszeti eloszlasaban nem tapasztaltam kiilonbséget a
kontrollok ¢és a HD betegek kozott. Néhany kivalasztott keresztmetszeti eloszlas
lathat6 a 6. abran.

Az elemek koziil az 1 o6ras integralasi 1d6 alatt a Ca, K és Cl esetében sikertilt jol
értékelhetd elemeloszlas térképeket meghatarozni, a Zn és Fe koncentracidja ehhez
tal kicsi volt. Lathaté, hogy a Cl eloszlasa homogén a hajszal teljes
keresztmetszetében. A kalium eloszldsa is homogén, de a hajszal felszin¢hez kozel
kis mértékli dusulas figyelheté meg. Ez a felszini dusulas a tisztitas soran
kimosodéashoz vezethet. A kalcium eloszldsa még markansabb kiilonbséget mutat a
hajban: a felszinhez kozeli kiilsé rétegben dusul fel, kisebb szigetek formajaban. A
kevésbe értékelhetd eloszlas térképek alapjan a Zn eloszlasa a hajban kozel
homogén, mig a Fe a kiilsé rétegben dusul fel. Az eredmények alapjan a vizsgalt
elemek koziil ezért a kaliumon kivill a kalcium és vas esetében is jelentésebb
kimoso6das volt varhato.

A vizsgalt elemek esetében jelentOs eltéréseket tapasztaltam az eloszlasban mind a
keresztmetszetek, mind pedig a hajszélak hossza mentén. Az elemek kiilonbdzd
eloszlasa ¢és a hajszal mas rétegeiben vald dusulasa jelentds hatdssal van arra, hogy
milyen mértékben valtozik az endogén nyomelem Osszetétel a mosasi miivelet
soran. Ugyanakkor magyarazatot ad arra is, hogy miért vannak jelentds eltérések az
egyes elemek mosas hatdsara bekovetkez6 koncentracid valtozasaban. A kisérleti
eredményeim azt mutattdk, hogy az alkalmazott mikro-PIXE modszer kivaldan
alkalmas a hajszalak feliileti ¢és keresztmetszeti nyomelem eloszladsdnak
vizsgalatara. Bar a modszer draga és lassu, az altala szolgaltatott informaciok
alapjan a hajmintak analizisére alkalmazott rutin analitikai mddszerek konnyebben
tervezhetok.
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5.1.1.4. Mikrohullamu roncsolasi moédszer fejlesztése

A mintdk mosasa utdn az eldkészités kovetkezd 1épése a roncsolas. Ennek célja a
minta maradék nélkiili felolddsa és a nagy szervesanyag tartalom lehetd
legtokéletesebb eltavolitasa. Az irodalmi 6sszefoglaloban leirtaknak megfelelden a
bioldgiai mintdk roncsolasara tobbféle moddszer ismeretes. Ezek kozil a
leggyakoribbak a hamvasztas, a nedves 1égkori roncsolas €s ijabban a zart térben
végzett mikrohulldmu roncsolas.

Jelenleg a mikrohullamu roncsolast tartjdk a legmegfelelobb és leggyorsabb
elokészitési modszernek bioldgiai mintdk esetében, mely képes a roncsolds soran
bekovetkezd mintaveszteségek ill. szennyezddések megakadalyozdsara. A modszer
azonban driga eszkozoket igényel, és erésen korlatozott az egyszerre roncsolhato
minta mennyisége is (maximum 0,5-1 g/bomba). A hagyomanyos moddszerek ezért
még mindig jO alternativat kinadlnak a roncsolasok elvégzésére, mivel
eszkozigényiik minimalis, alkalmazasuk olcso.

Mivel a mikrohulldmu roncsolas igen érzékeny a minta mennyiségére, ezért elészor
meghatdroztam azt a legkisebb hajminta mennyiséget, mely a mikrohulldmu
késziilékben elroncsolhatd, és beldle a vizsgalt elemek koncentracidja még
meghatarozhato. Indikatorként olyan elemeket valasztottunk ki, melyek
koncentracioja a kivalasztott modszerekkel jol mérhetd. Nagyobb mennyiségii (kb.
45-50 g) atlag hajmintat allitottam eld kiilonb6zd személyektdl szarmazo hajminta
mosasaval, szaritdsaval, 3-5 mm-es darabokra apritasaval, majd alapos
homogenizalasaval. A tovabbi kisérletek soran ezt a hajmintadt hasznaltam. A
mikrohullamu késziilék teflonbombaiba ndvekvé mintamennyiséget (0,25; 0,5;
0,75 és 1,0 g) mértem be és a mintakhoz 0,25 cm® 30 %-os H,0,-ot és 3,00 cm® 65
%-0s HNOs-at adtam. A roncsolast a 10. tdblazatban lathaté programmal végeztem
el, majd a mintakat maradék nélkiil miianyag kémcsovekbe vittem at, s 10,00 cm’-
re toltottem fel. A koncentraciokat ICP-OES, ill. GFAAS moddszerrel hataroztam
meg.

idd/perc 2 2 2 2 5 5

teljesitmény/W 250 0 250 300 400 600

10. tablazat: az eredetileg alkalmazott roncsoloprogram
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a kiilonbo6z6 atlag hajminta mennyiségekre mért koncentraciok pg/g-ban

elem
025¢g 05¢g 0.75 g 10g

B kim. hatar alatt 091 =+ 0.07 099 + 0.06 078 + 0.18
Ba 018 + 0.04 027 + 0.01 028 + 0.02 022 + 0.04
Ca 91 =+ 19 107 + 3 109 + 2 108 + 3
Cu 516 + 021 6.81 + 0.11 6.63 + 0.09 671 + 0.12
Fe 794 + 0.82 |[11.65 + 024 [12.07 + 028 |10.09 + 053
Mg | 962 + 1.76 (1244 + 037 |1226 + 032 |1039 <+ 1.25
Mn kim. hatar alatt 0.18 + 0.01 0.19 + 0.01 007 <+ 0.02
Pb kim. hatar alatt 636 + 094 6.14 + 0.2 492 + 0.76
Zn 83 + 11 95 + 29 94 + 33 78 + 16

11. tablazat: a teflonbombékban végzett hajminta roncsolasok mintamennyiség-optimalasa

Az eredmények kiértékelése (11. tablazat) soran a kovetkezoket allapitottam meg:

e A 0,25 g-os bemérésekbdl szarmazd mintdk esetében a kis bemért
mintamennyiségbdl ad6do kis koncentracié miatt nem volt kimutathaté az 6lom, a
bor €s a mangan. A réz, vas és cink 5-15%-os standard deviacidval volt mérhetd, a
barium, kalcium és magnézium esetében a szoérds elérte a 20 %-ot is. Azon
elemekre, amelyek koncentraciojat meg tudtam hatarozni, abszolut értékben
mintegy 20-25%-kal kisebb koncentraciot mértem, mint a tobbi bemérés esetében.

e A 0,50 illetve 0,75 g-os bemérésekbdl szarmazé mintdk mind abszolut
értekiikben, mind szérasukban hasonldé eredményeket szolgéltattak. Minden
kivalasztott elem jol mérhetdnek bizonyult, a legnagyobb szérast az 6lom esetében
tapasztaltam (14,8 %).

e Az 1,00 g-os bemérésbdl szdrmaz6é minta zavaros volt, szerves anyag
maradt a bomba aljan. Ezt a mintat ismételt roncsolassal, tobb salétromsav és
hidrogén-peroxid hozziadasaval sem tudtam tokéletesen elroncsolni. A
teflonbomba a roncsolds sordn tobbszor lefjt a hirtelen gazfejlédés kovetkeztében.
Ez mintavesztéshez vezetett, igy az 1g-os bemérés nem alkalmazhat6 az analizis
soran.

A kisérleti tapasztalatok alapjan a teflonbombdkban végzett roncsoldhoz az

optimalis mintamennyiséget ezért kb. 0,5 — 0,75 g-ban hatdroztam meg.
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A teflonbombdakban végzett roncsolas hatranya, hogy a bombdk elhasznaldédasa
soran belsé faluk porozussa valik, emiatt képesek a mintdk nyomelem tartalmat
megvaltoztatni a feliileten lejatsz6do adszorpcids-deszorpcids folyamatok révén.
szennyezddés a kdvetkezO minta roncsolasa soran visszaoldodhat. A bombak ezen
tulajdonsaganak ellendrzésére a kovetkezd kisérletet végeztem el. Nagy mangan,
barium, 6lom, boér, kalcium, réz, vas €és magnézium tartalmi 4svanyminta
roncsolasa utan a bombdékat desztillalt vizzel kidblitettem, majd a gyarté altal eldirt

tisztité programot 0tsz0r egymas utan megismételtem.

1.6
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1. tisztitas 2. tisztitas 3. tisztitas 4. tisztitas 5. tisztitas
tisztitasi lépések

7. abra: a teflonbombak szennyezettségének vizsgalata

Ez a program a bombak 3,00 cm’ 65 %-os HNOs-val és 0,50 cm’ H,0,-dal valo
megtoltését, majd lezaras utan 10 percig 250W, ill. 10 percig S00W teljesitménnyel
valo melegitését jelenti a mikrohulldmu késziilékben. Az egyes tisztitasi lépések
utdn kapott oldatokat a fenti elemekre megvizsgalva a 7. é&bran lathatd
eredményeket kaptam (az abran példaként a 4. szdmu bomba eredményei lathatok).
A kapott eredményekbdl a kovetkezoket allapitottam meg:

e Az egyes bombak teflonbetétjében nem azonos mennyiségben voltak jelen
a vizsgalt nyomelemek, egyesek erdsebben, masok gyengébben szennyezettnek
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bizonyultak, illetve voltak olyan teflonbetétek, amelybdl az adott elem nem volt
kimutathat6.

e Mangan, barium ¢és oOlom szennyezddéseket egyik teflonbetétbdl sem
sikeriilt kimutatni.

e A Dbor esetében a betétek szennyezettsége megkozelitette azt a
koncentraciot, amelyet az egyes hajmintdkbol mértiink. A szennyezddést az ot
egymast koveto tisztitasi ciklus sem tavolitotta el teljesen a teflonbetétekbol. A haj
bortartalmanak meghatarozasa igy ezzel a modszerrel nem végezhetd el
megbizhatdan.

o A kalcium, réz, vas €¢s magnézium minden teflonbetétbdl kimutathatd volt
¢s ezen elemek eltavolitasa az Ot tisztitasi ciklussal sem sikeriilt teljesen. A mért
koncentraciok kb. két nagysagrenddel voltak kisebbek, mint a hajmintakbol

altalunk mért koncentraciok.

TR W R T
S
B3 B e

8. abra: teflonbomba a behelyezett kvarckémecsovekkel

(1-milanyag rugd, 2-rugoétarto lap, 3-teflon bombafedél, 4-teflon rogzitégyiirt, S-teflonbomba (120mm magas, 35mm belsd
atmérdjir), 6-nyomasalld védékopeny, 7-kvarckémesd (75mm magas, 14mm kiilsé atmérdjii), 8-a teflonbombaba toltott
salétromsav, 9-hajminta és salétromsav-hidogén-peroxid elegy a kvarckémcsében)
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Mivel a fenti kisérleteim igazoltdk, hogy a teflonbombédkban végzett roncsolas
soran a minta szennyezddésének lehetdsége a bombakban lerakodott fémnyomok
miatt a bombak hasznélataval, igénybevételével az 1d6 folyaman fokozatosan nd,
ezért olyan roncsolasi médszert kerestem, melynek segitségével ez a szennyezddés
kikiiszobolhetd. Erre a célra vezettem be a mikrohullami bombakba helyezhetd
kvarckémcsovek alkalmazdsdt a haj- és vérmintdk roncsoldsa sordn. A
kvarckémcsoveket olyan méretben készittettem el, hogy beldliik 3 darab fért el a
teflonedényekben (8. dbra). Az altalam alkalmazott elrendezés eldnyei, hogy a
mintak nem érintkeznek kozvetleniil a bombaval, a roncsolt mintakat az eldézetesen
4,00 cm’-re kalibralt kémesovekben jelre toltve elkeriilheté azok jelentds higulésa,
valamint az egy korben roncsolhaté mintak szama hatrol 18-ra nétt.

Mivel a teflonbombakba helyezett kvarckémcsovek belsd atmérdje csak 13 mm,
ezért a roncsolas sordn jelentds gazfejlodést produkald mintak esetén, mint amilyen
a haj és a vér, a kihabzas elkeriilésének érdekében a mintak és a roncsolod savelegy
Osszemérése utdn szobahOmérsékleten, 1égkdéri nyomason eldroncsolést
alkalmaztam, és a bombékat csak a kezdeti intenziv habzas lejatszodasa utan (kb.
15-20 perc) zartam le. Modositottam tovabba az eredeti roncsolo programot, amely
a 12. tdblazatban lathato.

id6/perc 1 2 1 2 1 2 1 2 2

teljesitmény/W | 250 0 250 0 250 0 350 0 400

12. tablazat: a modositott mikrohullamu roncsoléprogram

A kvarckémcsovekben végzett roncsolas soran is elvégeztem a mintamennyiség
optimalasat 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 és 0,30 g atlag hajminta mennyiségek
bemérésével. A mintakhoz 1,00 cm’ 65 %-0s HNOs-at és 0,10 cm’ 30 %-0s H,0,-
ot adtam, a kémcsdveken kiviilre pedig 5,00 cm® 65 %-o0s HNOs-at toltottem.
Tapasztalataim a kdvetkezok voltak:

e A 0,05 g-os bemérés esetén kapott minta nyomelem koncentracioja
annyira kicsi, hogy csak a legnagyobb mennyiségben jelen 1évd elemeket sikertilt
kimutatni az oldatbdl. Ezek a kalcium, a cink és a magnézium.
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oA 0,10 g-os beméréseknél az oldatokbol a boér, kalcium, réz, vas,
mennyiségét azonban nem.

e A 0,15 ¢s 0,20 g-os bemérések esetén a mintakbdl minden vizsgalt elem

crer

crer

(17,4%) kivételével minden elemnél 13% alatti érték.

e A kvarckémcsovekbe bemért 0,25 és 0,30 g hajminta tul soknak bizonyult
a roncsolas soran, mert a salétromsav és hidrogén-peroxid hozzaadasa utan mar a
szobahdmérsékleten végzett 1€gkori eldroncsolas soran kihabzott a kémcsdbol, ami
ellendrizhetetlen veszteséghez vezetett. Ezen mintak roncsolasa utan az oldatban
szilard maradékot taldltam. A 0,25 g-os bemérések esetén a szildrd maradék
mennyisége kevés volt, de a 0,30 g-os beméréseknél a minta jelentds része nem
roncsolddott el az adott koriilmények kozott. Ezen minték ijabb roncsolésa tovabbi
salétromsav ¢és hidrogén-peroxid hozzaaddsdval nem volt lehetséges, mivel a
kvarckémcsovek kis térfogata nem tette lehetové tovabbi folyadék hozzdadasat a
mintakhoz. A masik lehetdség, hogy a részben feltarodott hajmintat vizfiirdén
beparolva ujabb adag salétromsav ¢és hidrogén-peroxid elegyével tarjam fel; ezt a

mivelet iddigényessége és a mintak szennyezddésének veszélye miatt elvetettem.

A kisérletsorozat eredményibdl megallapitottam, hogy a kvarckémcsovekben
végzett mikrohulldimi roncsolashoz kb. 0,15-0,20 g hajminta bemérése a
megfeleld, mert ez maradéktalanul elroncsolhaté az alkalmazott modszerrel,
valamint koncentracidja megfeleld ahhoz, hogy az altalunk kivalasztott
nyomelemek mennyiségét megfeleld pontossaggal hatdrozhassam meg a mintakbol
nyert oldatokbdl.

Az elvégzett roncsolasi kisérleteket Osszehasonlitva egyértelmilen a
kvarckémcsovek alkalmazasa mellett sz0l a mintegy 60 %-kal kisebb minta- és
vegyszerigény, s az, hogy megharomszorozhaté az egy roncsolasi ciklusban
feltarhaté mintdk mennyisége.

A kvarckémcsovekben, mikrohulldmu késziilékben végzett roncsoldsi modszert
Osszehasonlitottam a nedves Iégkori roncsoldssal, illetve a hamvasztasos

mintaelOkészitéssel is.
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Mindharom kisérletsorozathoz ugyanazt az A4ltalam készitett 4atlag hajmintat
hasznéltam fel. Az egyes mintasorozatok bemérése elétt minden esetben 1 6ran at
szaritottam az elOkészitett hajmintat 105 °C-on szaritdszekrényben, s azonnal
bemértem, mivel a széraz haj erésen higroszkopos tulajdonsagu.

Az atmoszférikus (nyitott) rendszerben végzett nedves roncsolds soran a hajminta
0,1 g-os (£0,1mg) részleteit kvarckémcsdvekbe mértem, hozzaadtam 0,60 cm’® 65
%-0s salétromsavat és 0,05 cm® 30 %-os hidrogén-peroxidot, majd a kémesoveket
furatokkal ellatott aluminium blokkba helyeztem. Az aluminium blokkot
elektromos fézd6lappal melegitettem. A hémérséklet szabalyozasat ugy oldottam
meg, hogy egy kvarckémcsdbe 65 %-os salétromsavat toltottem, e kémcsdvet a
tobbi mellé helyeztem az aluminium blokkba, és ebbe kontakt hdmérot allitottam.
A kontakt homéré altal vezérelt kapcsold elektronika segitségével a mintak
hémeérsékletét 100-130 °C kozotti homérsékleten tartottam. A mintdkat addig
melegitettem, amig teljesen tiszta, atlatszo sarga oldatot kaptam. Ezutan az
oldatokat 0,1 mol/dm’ salétromsavval 2,00 cm’-re toltdttem.

Az atmoszférikus nyomasu (nyilt) rendszerben végzett nedves roncsolds elonye,
hogy a mintadk bemérése, €s a roncsold savelegy hozzdadasa utan az aluminium
blokkban a roncsolds automatikusan az eldre bedllitott homérsékleten zajlik.
Probléma volt viszont, hogy az aluminium blokk illetve az elektromos f6z6lap
nagy tehetetlensége miatt a homérséklet szabilyozasa nem bizonyult kielégitd
pontossaginak. Tovabbi hatranya volt ennek a modszernek az, hogy mivel a
roncsolas nyitott rendszerben jatszodott le, az eltdvozo gdézok folyadékcseppeket
ragadhattak magukkal a forrasban 1év0, erésen buborékold oldatbol, és igy
veszteséget okozhattak. A savelegy parolgasa miatt a roncsolas id6tartama alatt (3-
3,5 6ra) egyszer minden kémcsdébe Ujra salétromsavat és hidrogén-peroxidot kellett
tolteni. Azok a mintdk, amelyeknél ezt elmulasztottam kb. 1,5 6ra alatt teljesen
szdrazra parolodtak. Ezt a szdraz maradékot tovabbi roncsoldssal sem sikertilt
maradéktalanul oldatba vinni. Ezzel a modszerrel tehat viszonylag gyorsan
valosithaté meg a hajmintak roncsolasa, de a hdmérséklet szabalyozas ellenére sem
lehet feliigyelet nélkiil hagyni a berendezést a roncsolés ideje alatt.

A zart rendszerii mikrohulldmu roncsolds soran a kvarckémcsovekbe kb. 0,2 g
hajmintat mértem, hozzaadtam 0,10 cm® 30 %-os hidrogén-peroxidot és 1,00 cm’

65 %-os salétromsavat, majd 3-5 Oran 4t a mintdkat 1égkdri nyomadson,
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szobahdémérsékleten eldroncsoldasnak vetettem ald. Ezutdn a kémcsoveket
harmaséval teflonbombdkba helyeztem, a bombéakba a kémcsoveken kiviilre 4,00
cm’ 65%-os salétromsavat toltSttem (ez azért szitkséges, hogy az oxidald elegy ne
desztillaljon ki a kémcsovekbdl a mikrohullamu késziilék teflonbombajaba a
melegités soran). A lezart bombdkat a mikrohullamu késziilékbe helyezve
végeztem el a roncsolast.

Mivel a roncsoldst zart térben végeztem, a mintdkbol nem tortént nyomelem
veszteség, €és a kornyezetbdl sem kertilt a mintdkba szennyezddés. A mikrohullamu
késziilékkel gyorsan, jol reprodukalhatéan tudtam roncsolni.

A harmadik kisérletsorozatban hamvasztasos roncsolast végeztem. A moddszer
segitségeével sikeriilt az Osszes szerves anyagot eltavolitani a mintakbol, igy azok
hatdsa nem zavarta az egyes nyomelemek koncentracidjanak meghatarozasat.
Probléma volt viszont, hogy az eléhamvasztds és a hamvasztds is nyitott
rendszerben tortént, és a fejlédé nagy mennyiségli gazzal illetve flisttel a
nyomelemek egy része is tavozott a mintdbol. Abbol a célbol, hogy
megakadalyozzam a nyomelem veszteséget, nyomfogoként 0,20 cm’ 5%-os
magnézium-nitrat oldatot adtam minden bemért mintdhoz. Ennek viszont az volt a
soran.

Az egyes modszerekkel roncsolt mintakbdl meghatarozott elemkoncentraciok a 13.
tablazatban talalhatok. Lathatd, hogy mind a nedves légkori roncsolds, mind a
mint a zart rendszerben végzett nedves roncsolds soran. Ennek oka hamvasztas
esetében a nagy homérsékleten lejatsz6dd mintaveszteség, mig nedves roncsolasnal
a mintdk frocskolése volt. Ez aldtdmasztja azt a feltevést, hogy az atmoszférikus
nyomadsu nyitott rendszerben végzett roncsolas illetve hamvasztds - a nyomfogd
miatt - nem sikeriilt meghatdrozni sem atmoszférikus, nyilt rendszerti nedves
roncsolas utan, sem pedig hamvasztassal el0készitett mintakbol. Minden moédszer
esetén 5 parhuzamos bemérést végeztem. Az eredmények szordsa a zart
rendszerben végzett mikrohullamu roncsolassal el6készitett mintdk esetében volt a
legkisebb.
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mért koncentraciok, pg/g
nyomelem nyitott rendszerii zart rendszer hamvasztas
nedves roncsolas mikrohullami roncsolas
B 3,73£0,93 4,05+1,21 2,48+0,80
Ba 0,23£0,21 1,76+0,15 1,41+0,91
Ca 14116 696181 553+152
Cu 8,31+0,82 10,38+0,66 7,3241,73
Fe 17,66+15,74 19,62+1,03 8,95+4,48
Mg 20,99+2,30 78,04+17,29 <0,005
Mn 0,37£0,21 0,86+0,48 0,50+0,13
Pb <0,001 6,33£1,57 < 0,001
Zn 12248 161+18 127+105

13. tablazat: a kiilonbdz6 roncsolasi modszerek 6sszehasonlitasanak eredményei

A fenti kisérleti tapasztalatok alapjan a mikrohullamu késziilékkel, zart
rendszerben, nagy nyomason, teflonbombakba helyezett kvarckémcsdvekben
végzett - a masik ketténél ugyan munkaigényesebb - roncsolast taldltuk a

legmegfelelobbnek a hajmintak analitikai vizsgalatdhoz.
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5.1.2. Vér-, szérum-, és plazmamintak el6készitése

A vér-, szérum- és plazma mintavétel és elOkészités soran fokozottabban
jelentkeztek a mar korabban is tapasztalt szennyezddési problémak, mivel benniik a
vizsgalt nyomelemek koncentraciéja joval kisebb, mint a hajmintdkban. Az
alacsony nyomelem koncentraciok miatt viszonylag jelentdsebb volt a roncsolo
savbol szarmazo szennyezOdések hatasa is. Ezért e mintdkkal kapcsolatban
vizsgaltam a mintavétel ¢és tarolas eszkozeibdl szarmazd szennyezddések
lehetdségét, és megprobaltam olyan alternativ roncsolasi mddszert keresni, amely
szlikségtelenné teszi az esetenként szennyezett salétromsav, ill. hidrogén-peroxid
hasznalatat a mintael6készités soran.

5.1.2.1. Vacutainer® csévek és Eppendorf csévek tesztje

A vérvétel soran alkalmazott 7 cm’-es iiveg Vacutainer csoveket belsé falat
specialis bevonattal tették alkalmassd nyomelem-analitikai vizsgalatra vett
vérminta taroldsara. A sorozatban végzett mintavétel el6tt ICP-MS modszerrel
megvizsgaltam a vakuumcsdveket, hogy van-e beldliik olyan mértékii kioldodas,

crer

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
Eppendorf cs6, sav <0,01 | <0,03 | <0,05 0,1 0,2 0,4 <0,02 | <0,01
Eppendorf cs6, dv <0,01 | <0,03 | <0,05 | <0,05 0,1 0,6 <0,02 | <0,01
milanyag kcs. sav <0,01 | <0,03 | <0,05 0,1 7,0 4,0 <0,02 0,3

mianyag kcs. dv <0,01 | <0,03 0,3 2,0 3,0 2,0 <0,02 | <0,01
Vacutainer sav <0,01 | <0,03 0,8 1,0 6,0 6,0 0,1 0,2
Vacutainer dv <0,01 | <0,03 0,3 3,0 6,0 8,7 0,1 0,9
koncentracid a vérben 1-5 15-45 | 57,5- 800- 800- 1600 | 27,1- 800-
[88] 78,0 1100 1200 45,8 1100

14. tablazat: a Vacutainer csovek és Eppendorf csovek tesztjének eredményei
(adatok pg/dm’-ben, n=6)
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A kisérlet sordn 6 Vacutainer csovet és Osszehasonlitas céljabol 6, a mintak
taroldsara haszndlatos nagytisztasdgh milanyag kémecsovet hasznaltam. A
vakuumcsovek és milanyag kémcsovek egyik részét ioncserélt vizzel (Milli-Q),
masik felét 0,1 mol/dm® salétromsavval toltdttem fel, majd a szobahdmérsékleten
egy hétig tarolt oldatokat a vizsgalt elemekre ICP-MS modszerrel elemeztem.
Hasonl6 modon vizsgéaltam a mintak tarolasara, ill. mérés el6tti higitdsara hasznalt
Eppendorf csoveket is (1,5 cm® térfogat, Merck). Az eredmények a 14. tiblazatban
lathatok. Az eredmények alapjan a Vacutainer csovekbdl desztillalt viz, ill. 0,1
mol/dm’ salétromsav hatasara kioldodo elemek mennyisége Ca, K, Fe, Zn és Mg
esetében nagyobb ugyan, mint a nagytisztasagii miianyag kémcsdvekbdl kioldodo
szennyezddés, de legalabb 1-2 (néhany esetben 3-4) nagysagrenddel igy is alatta
marad a vérmintakbdl varhatd koncentracioknak. Az Eppendorf csovek esetében a
mért koncentraciok a legtobb elemnél a kimutatasi hatar kozelében, ill. az alatt
voltak. Mivel a Vacutainer csdvekbél és az Eppendorf csévekbdl a 1,0 mol/dm’
salétromsav sem oldott ki jelentésebb elem mennyiséget, ezért azokat megfelelonek
taldltam a mintak révidebb idejli (néhany napos) tarolasara, ill. el6készitésére.

5.1.2.2. Vérmintak mikrohullamu roncsolasa

A vérmintak roncsolasdra az 5.1.3. fejezetben részletezett modositott mikrohulldmu
roncsolasi modszert alkalmaztam. Mintavétel utan az alvadasgatlot (Na-heparin)
tartalmazo teljes vért centrifugaléssal valasztottam szét plazma és vOrdsvértest
(VVT) frakciora. Az alvadasgatloval ellatott teljes vérbol és a centrifugalassal nyert
plazmébol a vizsgalatokhoz sziikséges mennyiséget (kb. 0,6 cm’) 1 cm’-es
mianyag Eppendorf-csévekben taroltam —70 °C-ra hiitve. A mintdkat csak
kozvetleniil az eldkészitéshez torténd bemérés eldtt olvasztottam ki. A vér és
plazma mintdk roncsoldsa mikrohullima berendezésben (MILESTONE mls 1200
Mega) tortént, nagynyomast (120 bar) teflonbombakban. A mintdkat nem
kozvetleniil a teflonbombéakba, hanem kalibralt térfogatu, passzivalt, nagy
tisztasagu kvarc kémcsovekbe mértem. A mintdkhoz adtam a roncsolashoz

sziikséges savelegyet, majd a kordbban részletezett mddon elvégeztem a roncsolast.
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Az irodalmi adatok és tapasztalataink szerint a mintdk savkoncentracidja jelentésen
befolyasolhatja az adott koncentracidban jelenlévd elemtdl szdrmazo analitikai jel
intenzitasat, igy az adott elem kimutatdsi hatarat is. A 9. dbran lathato, hogy az

crer

mért analitikai jel intenzitasa nagymértékben csokken.
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9. 4bra: a savkoncentracio hatasa a relativ érzékenységre [102]

Ezért kisérleteket végeztem az altalam vizsgalt mintdk esetében az idealis
salétromsav-koncentracid meghatarozasara. A kisérletekhez ugyanazon vérminta
0,6 cm’-es részleteit roncsoltam el, a mintékat szarazra paroltam, majd a szilard
maradékot kiilonb6zé koncentracioja  (0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,5 mol/dm3)
A 10. éabran lathaté eredmények szerint a savkoncentracid novelése valoban
jelentésen csokkentheti a mért analitikai jel intenzitasat, és emiatt a szamitott
koncentraciot is abban az esetben, ha a kalibralo oldatok és a mintak
savkoncentracidja kiilonbdzo. A vart tendencia nem igazolddott az altalam mért
elemek koziil a kaliumra, és eltéréseket tapasztaltam Mg és Zn esetében is.
Megallapitottam tovabba, hogy a jel nem azonos mértékben csokkent minden
elemre a savkoncentracido ndvelésének hatdsara. Bizonyos elemeknél az intenzités
csokkenés igen nagy volt, pl. aluminiumnal 60%, kalciumnal 40%, magnéziumnal

¢s cinknél 25-30%, mig mas elemeknél a megfigyelt valtozas joval kisebb, pl. vas
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és réz esetében 5-15%. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a savkoncentraci6 nem
csak az oldat porlasztasi tulajdonsagait, ill. a mintabeviteli hatdsfokot valtoztatja
meg, hanem mas modon is hatdssal van a mért analitikai jelre.

600
00,1 mol/L
500
0,5 mol/L
:g 400 = 1,0 mollL
“g 02,0 mol/L
c 300 03,5 mol/L
Q
(3)
c
O 200 -
X
100
0 |
AlI*100 B*100 Ca/100 Cu Fe
vizsgalt elemek

10. abra: a salétromsav koncentracio hatasa a vérmintakbol meghatarozott koncentraciora (adatok

ug/g-ban, n=5)

A kvarckémcsovekkel = kombinalt  mikrohulliami  roncsoldsi  moddszer
teljesitoképességét megfeleld referencia anyag hidnyaban standard addicios
kisérletekkel vizsgaltam, melynek soran ugyanazon huméan szérum minta
roncsolashoz bemért részleteihez kiilonb6z6 mennyiségli multielemes standard
oldatot adtam, és a roncsolds utdn kapott oldatokbol ICP-MS moédszerrel
meghatdroztam a hozzdadott elemek visszanyerését. A 11. abran lathatd
eredmények szerint a vizsgalt elemek koziil a Cr, Mn, Ni, Co, Zn, Sr, Mo, Cd és Pb
esetében a legkisebb hozzdadott koncentracioknal (0,5 pg/L) is kozel 100 %-os volt
a visszanyerés. Néhany elemnél (a Cu mindkét vizsgalt izotopja, ®*Zn) a kisebb
addicionalt mennyiségek visszanyerése nem volt megfeleld. A vas irredlisan magas
eredményét az m/z= 54, ill. 57-nél fellépd molekularis interferenciak (pl. Ar'*N",
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Ar'°OH") okoztdk. Az aluminium esetében kapott magas visszanyerések oka
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11. 4bra: szérum standard addicios kisérletek eredményei

5.1.2.3. Roncsolasok TMAH oldattal
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készitettem. Az oldatokat az altalam hasznalt, bontott csomagolast vegyszerekkel
¢s frissen bontott anyagokkal is elvégeztem, hogy az utdlag bevitt szennyezddés
lehetdségét kizarjam. Az oldatokat ICP-MS mddszerrel elemezve a 15. tablazatban

lathato eredményeket kaptam.

Minta Al koncentracié pg/L-ben
Suprapur HNO;, 65%-0s 0-3
Suprapur H,0,, 30%-0s <0,01
Suprapur HF, 40%-o0s 2700-3100
Human szérum (egészséges) [88] 1-5

15. tablazat: a roncsolashoz hasznalt vegyszerek aluminium szennyezddése

A hidrogén-peroxid nem tartalmazott kimutathat6 mennyiségii aluminiumot. Ezzel
szemben a salétromsav a mintakkal Gsszemérhetdé mennyiségben tartalmazott
aluminiumot, a néhany esetben alkalmazott hidrogén-fluorid pedig azoknal joval
nagyobb koncentracidban.

E problémak kikiiszobolésére vezettem be a trimetil-amin vizes oldataval (TMAH)
végzett roncsolast. Ennek sordn a human szérum mintak 0,50 cm’-es részletét 0,50
cm® 25 %-0s, 0,2 % EDTA-t tartalmazo, félvezetd tisztasagt TMAH oldattal

crer

meghataroztam.
Elemek Mikrohullamu roncsolas TMAH-s roncsolas

Al 8.0-55.2 0.98-1.74

Cr (42.8-59.3)* (88.58-99.90)*

Mn 2.27-5.05 1.45-2.39

Fe 1282-2050 nem mérheté molekularis interferenciak miatt
Co 0.22-0.88 0.01-0.08

Ni 0.03-16.33 3.21-3.73

Cu 691-1003 778-1124

7n 591-1217 nem mérheté molekularis interferenciak miatt
Sr 30.37-47.37 26.7-41.26

Mo 0.73-1.19 0.72-1.34

Cd 0.02-0.62 0.01-0.15

Pb 0.02-2.70 0.08-0.50

16. tablazat: szérum mintak mikrohullamu és TMAH-val végzett roncsolasanak eredményei (adatok

pg/L-ben) *: szennyez6dés a mintavétel soran (vérvételi i)
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Ezzel a mddszerrel a mintaeldkészités soran sikeriilt kikiiszobolni a salétromsavbol
szarmazd aluminium szennyezddést. Ugyanazon minta salétromsav — hidrogén-
peroxid eleggyel végzett roncsolasa ¢s TMAH-s roncsolasa utan kapott analitikai
eredményekbdl (16. tablazat) lathato, hogy az eredmények néhany elem esetében
jol egyeznek (Cu, Sr, Mo), mig masoknal jelentds eltéréseket mutatnak (Al, Cr,
Mn, Co, Ni, Cd). E kiilonbségek a mintamatrix jelentds -eltérésének és
szennyezddésének tudhaté be. Hasonld okokra vezethetd vissza a két modszerrel
elékészitett szérum mintdkra meghatarozott kimutatasi hatarok kiilonbsége is (17.
tablazat).

Elemek Mikrohullamu roncsolas (savas) TMAH roncsolas
Al 0.125 0.095
Cr 0.030 0.067
Mn 0.005 0.050
Fe 0.406 nem mérhetdé molekularis interferenciak
miatt
Co 0.003 0.175
Ni 0.023 0.040
Cu 0.017 0.015
7n 0.120 nem mérheté molekularis interferenciak
miatt
Sr 0.014 0.012
Mo 0.003 0.020
Cd 0.002 0.004
Pb 0.008 0.008

17. tablazat: ICP-MS kimutatasi hatarok (adatok pg/L-ben)

A savas roncsoldssal el0készitett ¢s a TMAH oldattal roncsolt mintdkra
meghatarozott kimutatasi hatarokat (17. tablazat) 6sszehasonlitva lathat6, hogy Cr,
Mn, Co, Ni, Mo ¢s Cd esetében a kimutatasi hatar savas roncsolas utan volt jobb,
mig az Al, Cu és Sr a TMAH-s roncsolas utan detektalhato érzékenyebben. Ennek
oka, hogy a TMAH-s mintel6készités utan nyert oldat szervesanyag-tartalma joval
nagyobb, mint mikrohulldimi mintael6készités esetén, igy megnd a szerves
fragmentumokbol szarmazo6 molekularis interferencidk lehetdsége. Ez legélesebben
a Fe, Co és Zn esetében latszik.

Mivel a savas roncsolassal végzett standard addicios kisérletek és az 5.1.3. pontban
részletezett referencia mintakkal végzett ellendrzés az elemekre az aluminium

kivételével megbizhato eredményeket adott, a TMAH-val végzett mintaelokészitést
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crer

soran alkalmaztam.

5.1.3. Kis mennyiségl referencia mintak roncsolasa és analizise

Az analitikai médszerek fejlesztése €s alkalmazasa soran a referencia anyagoknak
igen fontos szerepilk van. Alkalmazasuk célja egyrészt a kifejlesztett
mintaelokészitési, analitikai 1épések teljesitoképességének vizsgalata ¢és az
esetleges szennyezd forrasok vagy mintaveszteség felderitése, masrészt a modszer
rutin alkalmazasa sordan az eredmények pontossidgédnak és megbizhatdsdganak
folyamatos ellendrzése.

A modszerek vizsgélatat és folyamatos ellendrzését kiillondsen fontossa tette az,
hogy munkdm sordn torekedtem a lehetd legkisebb mintamennyiségek
alkalmazasara, melyeknél fokozottabban jelentkezik a mintaveszteség és a
kontaminaci6 veszélye. A roncsoldsi és analitikai modszer vizsgélata soran a
referencia mintat olyan mennyiségben kell alkalmazni, amely megfelel az
analizisre keriil6 valodi mintakbol rendelkezésre all6 mennyiségnek, hiszen a
modszer — kiilondsen a mintaeldkészités — erdsen fiigg a rendelkezésre allo minta
mennyiségétdl is. Problémat jelentett viszont, hogy a referencia anyagok esetében a
bizonylatokon szereplé nyomelem koncentraciok visszanyerését (és a megfeleld
homogenitast) csak akkor szavatolja a gyarto, ha legalabb az 4ltala meghatarozott

¢€s a bizonylaton rogzitett mennyiséggel végezziik az analizist.

Referencia minta megnevezése Minimalisan sziikséges mintamennyiség, mg
NIST SRM 1577b Bovine Liver 250
NCS DC 73347 Human Hair 500

s

sziikséges mintamennyiségek

Az éltalam kivélasztott NIST SRM 1577b Bovine Liver és NCS DC 73347 Human
Hair standard referencia anyagok esetében ezek a gyartd altal meghatarozott
mennyiségek a 18. tdbldzatban lathatok. Ezek az értékek munkam soran néhany
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esetben akdr egy nagysagrenddel is nagyobbak voltak, mint a vizsgélt haj, ill.
vérmintak mennyisége. Ezeket a sziikséges mintamennyiségeket a gyartok a minta
(in)homogenitasanak fliggvényében hatdrozzak meg.

A referencia anyagokkal végzett kisérleteim soran ezért a kifejlesztett modszer
teljesitOképességének vizsgalatan til valaszt kerestem arra is, hogy a kivalasztott
referencia anyagok nyomelemtartalma milyen visszanyeréssel hatarozhat6 meg
akkor, ha az ajanlottnal joval kisebb mintamennyiséggel végzem el a
meghatarozast, illetve alkalmasak-e ezek a referencia anyagok az analitikai
modszer ellendrzésére akkor, ha az ajanlottndl kisebb mintamennyiségekkel kell
dolgozni.

A referencia mintak roncsolasat zart rendszerben, mikrohullamt késziilékben,
teflonbombékba helyezett betétekben végeztem. Mivel az eldzetes kisérletek soran
a referencia anyagokban kis mennyiségli szilikatot talaltam, ezért a tokéletesebb
roncsolas érdekében a roncsold savelegyhez minden esetben 0,1 cm’ hidrogén-
fluoridot is adtam.

A referencia anyagokbol 1, 5, 20 és 50 mg-os mennyiségeket roncsoltam el, majd a
kapott oldatok elemkoncentracidit ICP-MS és ICP-OES mddszerekkel hataroztam
meg. Mindkét referencia mintdbol, minden mintamennyiség esetén 10 parhuzamos
roncsolast és mérést végeztem. A parhuzamos bemérésekre kapott eredményeket
atlagoltam, és kiszamoltam a visszanyerési szazalékot is a szavatolt

koncentraciokhoz képest.

Mérési eredmények pg/kg-ban, a bemért mintamennyiség szerint Szavatolt
1 mg 5 mg 20 mg 50 mg ertékek

Na 2405£15 2442+13 2430+5 2334430 2420460
Mg 610+46 63612 600+16 59647 601+28
Ca 122+13 11441 114+15 114418 11644
Fe 187+13 18243 17442 178+6 184+15

Mn 10.9+0.8 10.3+0.3 8.9+0.2 7.4+0.2 10.5+1.7
Cu 162+25 158+8 15942 16042 160+8
Zn 134420 130+1 11745 12545 127+16

Cd 0.5£0.07 0.5+0.01 0.5+0.02 0.5+0.05 0.5+0.03

19. tablazat: a NIST SRM 1577b Bovine Liver minta mérési eredményei kiilonb6z6

mintamennyiségek esetén (n=10)
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12. dbra: a NIST SRM 1577b Bovine Liver minta visszanyerési eredményei

A NIST SRM 1577b Bovine Liver minta mérési eredményei €s visszanyerési adatai
a 19. tablazatban és a 12. dbran lathatok. E mintdban a Na, Mg, Fe, Cu és Zn
szerepel nagy mennyiségben, a Mn ¢és Cd pedig nyomnyi mennyiségben. Az
elemek koziil a mangan kivételével minden elemre és minden mintamennyiségre
igen j6 visszanyeréseket tapasztaltam. A mangan esetében a mért koncentraciok jol
egyeztek a szavatolt értékkel az 1 és 5 mg-os mintamennyiségekre, azonban a
minta mennyiségének ndvelésével a visszanyerés csokkent, valdszinlileg a
mintamatrixbo6l szarmaz6 molekularis interferenciak novekedése miatt.
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Meérési eredmények pg/g-ban, a bemért mintamennyiség szerint Szavatolt
1 mg 5 mg 20 mg 50 mg értékek
Li 2.3+0.7 1.7+0.1 2+0.5 1.940.02 2+0.1
Na 143+9 155+7 146+6 153+3 152+10
Mg 365+4 312+8 361+33 361+19 360+30
Ca® 2790+115 2970+79 2931435 2905+208 2900+200
Cr 1.87+0.48 0.39+0.05 0.37+0.07 0.29+0.09 0.37+0.05
Fe 62+7 5542 55+1 5445 546
Mn 6.3£0.3 6.7+0.2 5.5+0.2 5.540.1 6.3+0.5
Ni 2.37+0.39 0.86+0.02 0.90+0.05 1.02+0.07 0.83+0.15
Cu 10.8+2.2 10.9+0.1 10.7+0.8 10.8+0.2 10.6+0.7
Zn 169+10 13243 195+6 182+2 190+5
Sr 22+0.3 24+1 25+1 25+1 24+1
Cd 0.14+0.01 0.12+0.01 0.10+0.02 0.11+0.02 0.11+0.02
Ba 16+0.2 17£1 17+1 16+1 17£1
Pb 8.6+0.2 7.9+0.2 8.9+0.3 9.2+0.9 8.8+0.9

*ICP-OES eredmények

20. tablazat: az NTS DC 73347 Human Hair CRM minta mérési eredményei kiillonb6z6
mintamennyiségek esetén (n=10)

Az NTS DC 73347 Human Hair CRM minta eredményeit €s a visszanyerési
adatokat a 20. tablazat és a 13. abra tartalmazza. A kivalasztott elemek koziil a Na,
Mg ¢és Zn elemeket nagy mennyiségben, a Li, Cr, Mn, Ni, Cu, Sr, Ba és Pb
elemeket nyomnyi mennyiségben a Cd-ot pedig ultranyomnyi mennyiségben
tartalmazta. J6 egyezést tapasztaltam a mért és a szavatolt értékek kozott a Na, Mg,
Fe, Mn, Cu, Sr, Cd, Ba ¢s Pb esetében, viszont a Ni és Cr eredményeket az 1 mg-os
mintasorozatban nem tudtam kiértékelni, mivel a mintak ezekkel az elemekkel
jelentésen szennyezddtek az elOkészités soran. A Cd ¢és a Li visszanyerési
eredményei a szavatolt értéknél nagyobbak voltak, Zn esetében pedig veszetséget
figyeltem meg az 1 és 5 mg-os mintamennyiségeknél.
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13. abra: NCS DC 73347 Human Hair CRM minta visszanyerési eredményei

A fenti eredmények alapjan lathatd, hogy mind a kifejlesztett roncsolési eljaras,
mind az analitikai modszer a legtobb vizsgalt elem esetében alkalmas igen kis
(néhany mg) mintamennyiség megbizhatd, gyors roncsoldsdra és analitikai
vizsgalatara, a mért értékekhez képest elhanyagolhatd mintaveszteség ill.
szennyezddés mellett.

A fenti két referencia mintaval kapcsolatban az eredmények alapjan
megallapitottam, hogy koziiliik, bar a Bovine Liver mintara adott meg a gyarto a
legkevesebb elemre szavatolt koncentracidt, e mintdit homogenitasa alkalmassa
teszi arra, hogy — a mangan kivételével - az ajanlott koncentracional joval kisebb
mennyiségben alkalmazzam a moédszerek ellenérzésére. Bar a Human Hair minta
bizonylata tobb elemre tartalmazott szavatolt értékeket, ennél a mintanal nagyobb
eltéréseket tapasztaltam a szavatolt koncentracioktdl, még viszonylag nagyobb
mintamennyiségek (20, ill. 50 mg) esetén is. E mintat a tovabbi vizsgalatok soran

csak az ajanlott mintamennyiség betartdsaval alkalmaztam.
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5.3. Az aluminium lehetséges forrasai a miiveseallomason

Amint azt mar korabban is emlitettem, a rendszeres hemodializis kezelés alatt allo
betegek esetében kiillondsen fontos a szervezetbe keriild toxikus elemek koziil az
aluminium. A sz4jon at bekeriilé aluminium nem jelent szamottevd veszélyt sem az
egészséges személyekre, sem a betegekre nézve. HD betegek esetében azonban az
aluminium lehetséges forrasai kibdviilnek a kezelés soran hasznalt oldatokkal,
vizzel, gyogyszerekkel is, de a leglényegesebb, hogy e forrasokbol az aluminium
kozvetleniil a véraramba keriil be, ami azért veszélyes, mert stabil fehérje
komplexek forméjaban a vérben akkumulalédik, és a dializis kezelés nem alkalmas

arra, hogy az erésen kotott aluminiumot a vérbdl eltavolitsa.

5.3.1. A viztisztitd berendezés

Az irodalomban a szerz6k az aluminium lehetséges fo forrasaként a dializishez
hasznalt vizet, és ezzel Osszefiiggésben a dializdlo berendezés felépitését,
alkatrészeit, és a tisztitas soran felhasznalt segédanyagokat jelolik meg [7,8,98,99],
¢s fontosnak tartjdk ezek rendszeres ellendrzését is. A fentiek miatt vizsgéalataim
soran a kis mennyiségli aluminium meghatarozasara kifejlesztett analitikai
modszereket alkalmazva elvégeztem a Miuveseallomason a tisztitd berendezés
atfogd vizsgalatait abbol a szempontbol, hogy lehetséges-e az adott tisztitd
berendezés alkalmazasa mellett a tisztitott viz aluminium tartalmanak novekedése.
A mivese allomason a viz tisztitasa egy tObblépcsds, ioncserén és reverz
ozmozison alapuld berendezés alkalmazasaval torténik. A tisztitas Iépései a

kovetkezok:

1. A késziilékbe érkezd csapvizet ioncseréld gyantaval ionmentesitik, kevert dgyas
ioncseréld oszlopokon.
2. Az ioncserélt vizet aktiv szénnel tSltott oszlopon sziirik keresztiil, a viz szabad

klortartalmanak eltavolitasa céljabol.
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3. A sziirt, ioncserélt vizet reverz ozmozis segitségével tisztitjadk és ionmentesitik
tovabb.
4. A tisztitott viz csiramentesitése a tarolotartalyba vezetés eldtt UV sugarzassal
torténik.

A tisztitd berendezésbe érkezd vizbél, az ioncserélt vizb6l, az aktiv szénen atszirt
vizbdl és a reverz orzmozissal tisztitott vizbdl 1-1 liter mintat vettem eldztesen
gondosan Kkitisztitott polietilén palackokba, és a mintét a helyszinen nagy tisztasagu
salétromsavval savanyitottam meg. Az analizis megkezdéséig a mintdk tdrolasa
hiitészekrényben tortént. A mintakbol 100-100 cm’-t mikrohullamt késziilékben,
TPX anyagu, nagy tisztasagu mianyag fézdpoharakban szdrazra paroltam 80-85
°C-on, majd a szilard maradékot 1 cm® 0,1 mol/dm’® salétromsavval oldottam fel. E
mintak elemzése GFAAS modszerrel tortént.

Si Mg | Cu Al Ca | Mn | Pb Cr

Vak (szinképszén) + + + - - _ _ _
Szeleptomb + |+ + | |+ + + T
Sopasztilla + + + + - _ _ i

Hasznalt aktiv szén a ++ ++ - ++ ++ + - .
cserepatronbol

Vak (szinképszén) - - - - - - -
Szeleptomb - - - - - - -
Sopasztilla +++ + + - - - -

Hasznalt aktiv szén a - - - + + + +
cserepatronbol
Jelmagyarazat:
- : nem mutathat6 ki a mintabol
+ : nyomnyi mennyiségben kimutathatd
++ : nagyobb mennyiségben kimutathatd
+++ : alapanyag

21. tablazat: a miivese allomasrol szarmazo6 szilard mintak spektrografis tajékoztatd mennyiségi
elemzésének eredményei
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A mintavételt két alkalommal, egy hét kiilonbséggel végeztem el, és az aluminium
mennyiségét mindkét sorozatban meghataroztam. A tisztitott viz vizsgalatan tal a
berendezés részeit és az alkalmazott segédanyagokat is vizsgaltam. Ennek soran kis
mennyiségti  (0,1-0,2 g) reszelék mintdt vettem a vizzel ¢érintkezd fém
alkatrészekbol, és nagyobb mennyiséget (néhany g) a szlirésre hasznalt aktiv
szénbdl és az ioncseréld regeneralasara szolgald sooldat elkészitéséhez hasznalt
sopasztillabol is. A szilard minték tdjékoztatd mennyiségi elemzését spektrografias
modszerrel végeztem el.

A szilard mintak spektrografids tajékoztatd mennyiségi elmezéseinek eredményei a
21. tablazatban lathatok. A mintak furatos grafitelektrodba rogzitése soran hasznalt
aldehid alapt gyanta és szinképszén kis mennyiségli sziliciumot, magnéziumot és
rezet tartalmazott. A tisztitdé berendezésben két helyen is megtalalhato
szeleptombnek azonban a nagy mennyiségili szilicium és magnézium, valamint a
nyomokban eléforduld réz, kalcium, magnézium, 6lom és krom mellett aluminium
az alapanyaga, mely aluminium forradsként szerepelhet a tisztitds alatt allo viz
szdmara. Az ioncseréld gyanta regeneralasara szolgald nartium-klorid pasztillak kis
mennyiségben tartalmaztak sziliciumot, magnéziumot, rezet, aluminiumot,
molibdént és nikkelt is, mig nagyobb mennyiségben kromot. Ezeknek a forrasa
valosziniileg a sopasztilla készitése soran alkalmazott présszerszam volt. A
klormentesitésre hasznalt aktiv szenes patron toltete is jelentds mennyiségben
tartalmazott aluminiumot. Mivel a mintavétel soran csak a cserére varo, hasznalt
aktiv szén vizsgalatat allt modomban elvégezni, ezért nem tudtam meghatarozni,
hogy ez az aluminium mennyiség mar az 0j aktiv szénben is jelen van, vagy csak a
hasznalat soran halmozodik fel benne. Az aktiv szénben az aluminiumon kiviil még
sziliclumot, magnéziumot ¢és kalciumot nagyobb mennyiségben, mig mangant,
bariumot, bort, stronciumot €s titant nyomnyi mennyiségben tudtam kimutatni.
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5.3.2. A dializishez hasznalt viz

A dializis kezelés sordn a betegek vére igen nagy mennyiségti (akar 100-150 liter)
mosofolyadékkal érintkezik, amely tisztitott, fertStlenitett vizbdl és megfeleld
sokoncentratumbol késziil, ezért igen fontos, hogy a moséfolyadék elkészitéséhez
hasznalt viz a lehetd legkevesebb aluminiumot tartalmazza. Az egyes tisztitasi
Iépéseken athaladd viz aluminium koncentracidja lathato a 14. dbran. Azt
tapasztaltam, hogy a két sorozatban végzett elemzés soran a mintdk aluminium
tartalma hasonld moddon valtozott a tisztitds egyes lépéseiben. Mivel az elsd
sorozatban mar a bejovo csapviz aluminium tartalma is joval nagyobb volt, mint a
masodik esetben, itt a valtozasok is sokkal markansabbak. A tisztitasra keriilo
csapviz aluminium koncentracidja az ioncsere soran nagymértékben lecsokkent,
majd az aktiv szénen valo szlirés sordn megnétt. Ez a ndvekedés az elsd sorozatban
tobbszords, a masodik sorozatban viszont kevésbé jelentds. Az eredmények alapjan
feltételezem, hogy a csapviz nagy aluminium tartalma, melyet az alkalmazott
ioncseréld gyanta nem képes megfeleld mértékben csokkenteni, felhalmozodik az
aktiv szenes oszlop toltetén, ami az aktiv szén telitddését okozza, majd az
novekedését okozza, és ezt a nagy aluminium mennyiséget a reverz ozmozis (RO)
sem képes tokéletesen eltavolitani.

Ha a csapviz aluminium tartalma alacsony volt, akkor a tisztitds hatékonyabbnak
bizonyult. A tisztitas utolsé 1épéseként alkalmazott reverz ozmdzis az aluminium
igy a tisztitott viz aluminium tartalma minden esetben joval a megengedett
hatarérték alatt maradt.
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Al-koncentracié (ug/l)

30

25 A

20 A

15 +

10

5

[

0

bejévé csapviz

ioncserélt viz

sz(irt viz

RO viz

1. sorozat

5,68

2,45

241

8,9

M 2. sorozat

1,22

1

1,44

0,28

14. 4bra: a viz aluminium tartalmanak valtozasa a tisztitas kiilonb6zo fazisaiban (koncentraciok

pg/l-ben)

A miivese allomés tisztitd berendezésének €s a viz vizsgalatanak eredményei
alapjan jelentds eltéréseket tapasztaltam a tisztitott viz aluminium tartalmaban.
Amennyiben a tisztitasra keriild vizben tobb volt az aluminium, Ggy a reverz
ozmo6zis a maradék aluminium kb. 60-65%-at tavolitotta el, mig kisebb aluminium
koncentracio mellett ez a hatasfok 80% folo6tt volt. Megallapitotam, hogy a tisztitott
viz aluminium tartalma fiigg ugyan a csapviz aluminium tartalmatol, de a hatékony
tisztitasi miivelet utdn ez az érték minden esetben az egészségligyi hatarértékek ala
csokkent. Ugy vélem, hogy a tisztitd berendezésben az emlitett aluminium
otvozetbdl késziilt szelepek cseréjével, illetve az aktiv szenes sziird
hatékonysaganak ndvelésével (ill. aluminium koncentracidjanak csokkentésével) a

tisztitott viz mindsége valdsziniileg tovabb javithato.
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5.4. Haj- és vérmintak nyomelem 6sszetételének vizsgalata

A dializis kezelés alatt allo betegek és az egészséges kontroll személyek vizsgalt
mintai kozott teljes vér, plazma, szérum ¢és haj szerepelt. Annak eldontésére, hogy a
tovabiakban a nyomelem analitikai vizsgdlatok sordn melyik mintat részesitsem
elényben (azaz mely minta a legjobb indikatora a vizsgalt csoportok egészségi
allapotanak, ill. a kozottiik levo kiilonbségeknek), egy kisérletsorozatot végeztem
30 HD kezelés alatt allo beteg és 14 kontroll bevonasaval. A betegektdl és a
kontrolloktdl ugyanazon idében vér- plazma- és hajmintat gytijtdttem, és a mintak
nyomelem tartalmat meghataroztam ICP-OES, ill. GFAAS modszerrel. Sor keriilt
szérum mintdk analizisére is, e vizsgalatok eredményeivel részletesen az 5.5.
fejezetben foglalkozom.

A vér- plazma- ¢és hajmintdk esetében megvizsgaltam azt, hogy a kontroll
személyek ¢és HD betegek mintaibol meghatarozott elemkoncentraciok mennyire
egyeznek, ill. térnek el az irodalomban szerepld adatoktol, és hogy kimutathato-e
valamilyen kiilonbség a betegek és a kontrollok kdzott a vizsgalt elemek esetében.
Vizsgaltam tovabba, hogy van-e egyértelmli korrelacio a kiilonbdzé mintak
nyomelem koncentracidja kozott a két csoportnal. A vér, plazma és hajmintakban
meghatarozott elemkoncentraciokat a 22., 23. és 24. tablazatokban tiintettem fel.

A tablazatok adataibdl lathatd, hogy az elemek tobbségénél az irodalomban
szerepld referencia tartomanyok igen eltérdek lehetnek. Ennek 6 oka, hogy az
analitikai modszerek fejlodésével a szervezetben jelen levd kis nyomelem
koncentraciok egyre pontosabb meghatarozdsa valt lehetdvé, és a hatarokat az
ujabb eredményeknek megfelelden mindig moédositottak. Ha az eredmények
értékelése soran nagy (akar nagysagrendi) eltéréseket tapasztaltam az egyes
irodalmi referenciak, ill. a mért és az irodalmi értékek kozott, akkor a Fiscbach-
féle klinikai diagnosztikai értékeket [90] vettem figyelembe. A fejezet tovabbi
részében elOszor a sajat kontroll eredményeket és az irodalmi referencidkat
hasonlitom 6ssze réviden, majd a fontosabb megfigyeléseket elemenként veszem
sorra.

A sajat kontroll mintdk eredményeit a klinikai gyakorlatban ma leginkabb
alkalmazott referencidkkal [90] Osszevetve megallapitottam, hogy az daltalam
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meghatarozott lokalis referencia értékek altalaban 6sszhagban vannak a nemzetkozi

referenciakkal. A fontosabb megallapitasok az egyes mintakra a kdvetkezdk voltak:

A teljes vér mintdk esetében a legfeltiinébb a sajat kontrollokbol mért

alacsony aluminium, kalcium, réz és cink koncentraciok voltak. A bor, vas

¢s kalium koncentracidja a klinikai referencidknak megfeleld volt. A

magnézium koncentracidja az irodalmi tartomany also6 részére esett.

A plazma mintak elemkoncentracioi a teljes vérhez hasonléak voltak, a

cinkhidny itt mar nem volt olyan jelentds.

A kontroll hajmintdk aluminium koncentracidja a vérrel és plazmaval

ellentétben magasabb volt, mint a referencia érték. Ugyanakkor a bor és réz

koncentracioja e mintaban alacsonyabb volt, mint a referencia tartomanyok.

A kalium és vas koncentracidjanak atlaga a referencia tartomanyok also

hataran volt. Hajmintak esetében a teljes vérbdl és a plazmdbdl is mérhetd

cinkhiany nem volt kimutathato.

Teljes vér (kontroll, mg/L)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 0,024 1,08 68,15 1,19 560,2 1748 36,37 10,11
min. <0,0005 | <0,02 12,86 0,21 255,1 901,45 10,06 1,70
atlag 0,01 0,37 40,51 0,52 354,3 1478 24,89 5,73
irod.[90] | 0,1-0,72 | 0,04-0,7 | 57,5-78,0 | 0,64-1,2 | 301-530 1600 27,1-45,8 | 9,3-48,1
irod.[88] | 0,002- 0,02- 0,8-1,1 425-500 6-7
0,008 0,05

Plazma (kontroll, mg/L)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 0,018 0,75 103,0 1,84 3,17 212,8 22,24 7,68
min. <0,0005 | <0,02 37,99 0,22 <0,05 109,3 4,85 <0,01
atlag 0,009 0,09 74,02 0,77 1,25 157,9 14,69 2,04
irod.[90] | 0,28- 0,12 89-106 0,61- 0,71-1,27 | 137-208 | 13-27,4 0,79-1,70
0,41 1,41
irod.[88] | 0,001- 0,015- 0,8-1,1 0,8-1,2 0,8-1,1
0,005 0,045

22. tablazat:

kontroll személyek vér- és plazma vizsgalatainak eredményei (n=14)

Az aluminium nem tartozik az eszencialis nyomelemek koz¢, de felhasznalasanak

jelentés mértékli novekedése, és a kornyezetkdrositd tényezdk (pl. savas esdk)
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hatasara megnovekedett mobilitdsa miatt egyre komolyabb aluminium expozicio
éri az embereket. Ezért fontos az aluminium élettani hatdsainak és az emberi
szervezetben mérhetd koncentraciojanak vizsgalata. A vérkeringésbe bekeriild
aluminium stlyos klinikai tiineteket okoz: emlékezés, beszéd és motoros funkciok
zavara, mentalis leépiilés, csontlagyulas, stb. Rendszeres HD kezelésben részesiild
betegek esetében mind a vér, mind a plazma nyomelem koncentracidja szélesebb
tartomanyban mozgott, és tobb volt a referencia tartomanyt meghalad6 érték.
Ennek megfelelden az atlagértékek a kontrollokhoz és a referencidhoz képest is
nagyobbak voltak. A hajmintdk aluminium koncentracidja hasonld eltéréseket
mutatott, bar mindkét csoportban voltak a referencia tartoményt meghalado
értékek. Az atlagkoncentracio a betegeknél volt a nagyobb. Az aluminium esetében
bar voltak kisebb kiilonbségek a két csoport kiilonbdzo mintainak atlaga kozott,
ezek nem voltak jelentdsek sem vér, sem plazma, sem pedig haj esetében. Nem
talaltam szoros Osszefliggést a kiilonbozé mintdk aluminium tartalméanak alakuldsa
kozott sem.

Teljes vér (HD beteg, mg/L)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 0,033 0,67 84,59 1,42 405,6 1772 44,60 13,62
min. <0,0005 | 0,02 15,00 <0,04 100,6 928,5 13,74 <0,01
atlag 0,020 0,28 41,26 0,64 284,5 1276 30,86 3,89
irod. [90] | 0,1-0,72 | 0,04-0,7 | 57,5- 0,64-1,2 | 301-530 | 1600 27,1- 9,3-48,1
78,0 45,8
irod. [88] | 0,002- 0,02- 0,8-1,1 425-500 6-7
0,008 0,05

—_—— s s
Plazma (HD beteg, mg/L)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 0,038 0,35 118,8 1,48 3,15 284,6 30,8 7,70
min. <0,0005 | <0,02 24,85 <0,04 <0,05 79,77 4,78 <0,01
atlag 0,009 0,08 59,09 0,89 0,90 205,5 18,55 2,33
irod. [90] | 0,28- 0,12 89-106 0,61- 0,71- 137-208 | 13-27,4 0,79-
0,41 1,41 1,27 1,70
irod. [88] | 0,001- 0,015- 0,8-1,1 0,8-1,2 0,8-1,1
0,005 0,045

23. tablazat: HD betegek vér- és szérum vizsgalatanak eredményei (n=30)
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A bér az eszencidlis nyomelemek ko6zé sorolhatd, fontos szerepe van a
kontrollok vérében ¢és plazma mintdiban jelentdsen eltér. A betegeknél vérben és
plazmaban mért koncetraciok kisebbek voltak, mint a kontrolloknal. Betegek
esetében a bor  koncentracidja szlikebb tartomanyban ingadozott, mint a
adodott mind vérben (beteg 0,28 mg/L , kontroll 0,37 mg/L), mind pedig a plazma
mintdkban (beteg 0,08 mg/L , kontroll 0,09 mg/L). A hajmintdkban ezzel
ellentétben a betegeknél mértem nagyobb, mig kontrolloknal kisebb bor
koncentraciokat.

A kalcium létfontossagt elem, fontos szerepet jatszik ioncsere-folyamatokban, a
novekedésben és a csontképzésben. Hidnya novekedési zavarokat, csontlagyulast
okozhat. HD betegek esetében teljes vérbdl a kontrollokhoz hasonlé atlagértéket
mértem (beteg 41,26 mg/L , kontroll 40,51 mg/L), a plazma eredmények azonban a
kontrolloknal is joval kisebbnek bizonyultak (beteg 59,09 mg/L , kontroll 74,02
mg/L).

Kontroll (mg/kg)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 14,28 1,75 2605 11,18 15,76 368,1 211,8 418,0
min. 1,38 <0,02 3878 4,0 3,08 19,2 16,65 70,4
atlag 4,90 0,20 883,6 6,64 6,94 151,3 66,90 179,8
irod.[90] | 4,2-4,6 5 146- 11-34 5-44,7 150-663 | 19-163 99-450

3190

irod.[88] | 3-10 1-2 15-25 30-60 150-250

—_————
Haemodializalt beteg (mg/kg)

Al B Ca Cu Fe K Mg Zn
max. 20,10 11,69 3766 12,66 20,27 1044 569,6 311,9
min. <0,0005 | <0,02 115,6 1,52 <0,05 9,63 8,58 55,3
atlag 6,18 1,75 589,4 5,48 6,32 259,9 104,1 152,3

24. tablazat: a kontroll és HD beteg hajvizsgalatok eredményei (n=14, ill. 30)
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A hajmintakb6l mért kalcium koncentraciok mind a kontrollok, mind pedig a
betegek esetében meglehetdsen széles tartomanyban mozogtak. Az éltalam
meghatarozott kontroll atlagértékhez képest a betegek atlag kalcium koncentracioja
jelentdsen kisebbnek bizonyult (beteg 589 mg/kg , kontroll 884 mg/kg).

A réz fontos szerepet jatszik a hemoglobin szintézisben, a vordsvértestek
kialakitasaban, a csontképzésben, ¢és a neurotranszmitter szintézisben is.
Koncentracid tartoménya mindkét hivatkozott referencidban hasonlo, és a teljes vér
¢s plazma kozott sincs jelentds kiilonbség. A kontroll eredményekhez képest a HD
nagyobbnak mértem (beteg vér 0,64 mg/L , kontroll 0,52 mg/L; beteg plazma 0,89
mg/L , kontroll 0,77 mg/L). Ezen eredmények koziil a plazmaban mért ért€k mar
megfelel az irodalmi referencia tartomanynak. Hasonlo tendenciat tapasztaltam a
hajmintdk eredményeinél is. Mindkét csoport hajanak réztartalma a referencia
tartomanyok als6 hatéra alatt volt (kontroll 6,64 mg/kg, beteg 5,48 mg/kg, kontroll
11-34 mg/kg, ill. 15-25 mg/kg), a betegek hajaban a rézkoncentracié nagyobb, mint
a kontroll személyekében.

A vas legfontosabb biologiai szerepe a szervezetben az oxigén szallitdsaban, ill.
rovid tavu tarolasdban van. A teljes vér és a plazma vastartalmanak jelentOs
eltérését az okozza, hogy a vérben a vas tilnyomodrészt a hemoglobinhoz kotve
fordul eld, mely azonban a plazmaban nem taldlhaté meg. A betegek vérében és
plazméjaban a vas koncentracidja mind az egészséges kontrollokhoz, mind pedig a
referencia tartomanyokhoz képest jelentésen, mintegy 20-25 %-kal kisebbnek
adodott (vérben 285 mg/L, plazmaban 0,90 mg/L). A vérbdl és plazmébol
tapasztalt kiilonbség hajmintdk esetében is hasonld tendencidt mutatott. A
hajmintdk mérési eredményei vasra szélesebb tartomanyban ingadoztak a
betegekénél, a kontroll vas eredmények (6,94 mg/kg) és a betegek eredményeinek
atlaga (6,32 mg/kg) kozott csak mintegy 10 %-os kiillonbséget tapasztaltam a
kontrollok javara.

A kalium jelen van a kiilonféle szovetekben ¢és testfolyadékokban, szerepet jatszik
a ioncsere folyamatokban és az ingeriilet atvitelben. A HD kezelés alatt 4llo
betegek esetében vérmintdkbol kisebb kalium koncentraciét mértem, mint a
kontrollok esetében (kontroll 1478 mg/L , beteg 1276 mg/L). Ezzel szemben a
plazma mintdkbdl meghatarozott koncentracié a betegeknél nagyobb volt, mint a
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kontrolloknal, és az atlagérték (206 mg/L) a referencia tartomany felsé hatdrahoz
volt kozel. A hajmintdk kalium tartalmdban sokkal jelentdsebb kiilonbséget
talaltam a kontrollok ¢és a betegek kozott. Mig a kontrollok hajaban a kélium
koncentracioja 151 mg/kg volt, addig a HD betegek mintaiban ennél joval nagyobb
koncentraciot, 260 mg/kg-ot mértem.

A magnézium szerepét foleg sav-bazis katalizatorok aktiv centrumaként tdlti be az
€16 szervezetben. A HD betegek mintdiban a kontrollokhoz viszonyitva nagyobb
magnézium koncentracidt taldltam, melyek jol illeszkedtek a referencia
tartomanyok kozépsd szakaszaba (kontroll vér 24,89 mg/L , beteg 30,86 mg/L;
kontroll plazma 14,69 mg/L , beteg 18,55 mg/L). Hasonld tendenciat figyeltem
meg a hajmintdkbdl is. A kontroll személyek €s a betegek hajanak magnézium
koncentracidja egyarant megfelelt a referencia tartomanynak, de a betegek
mintdiban kozel 40 %-kal nagyobb magnézium koncentraciot talaltam (kontroll
66,90 mg/kg , beteg 104 mg/kg, referencia tartomany 19-163 mg/kg).

A cink a nukleinsav szintézis, a proteinszintézis és a sejtosztdédas folyamataban
szerepld eszencialis nyomelem. A kontrollok vérében mért atlagérték mindkét
referenciahoz képest alacsonynak bizonyult (kontroll 5,73 mg/L , referencia 9,3-
48,1 mg/L, ill. 6-7 mg/L), mig a plazmabol mért eredmények nagyobbak voltak a
referencia tartomany felsé hataranal (kontroll plazma 2,04 mg/L , referencia 0,79-
1,70 mg/L, ill. 0,8-1,1 mg/L). Betegek esetében a vérbol mintegy 30 %-kal
alacsonyabb cink koncentraciét mértem, mint a kontrollok mintaibol (3,89 mg/L),
mig a plazma mintadkban ezzel ellentétben a kontrolloknal magasabb cink tartalmat
mértem (2,33 mg/L). A hajmintdk vizsgalata sordn azt tapasztaltam, hogy a
kontrolloknal mért atlagos cink koncentracié kb. 15 %-kal nagyobb, mint a
betegeknél mért érték (kontroll 180 mg/kg , beteg 152,3 mg/kg).

A fenti eredményekbdl lathatd, hogy bar a vizsgalt elemek nagy részénél kiilonbség
tapasztalhatd a kiilonb6zé mintdkbol meghatarozott atlagértékek kozott az
egészséges kontroll személyek és a HD kezelés alatt allo betegek kozott, ezek a
kiilonbségek a nagy bioldgiai szoras miatt nem mindig egyértelmiiek. Nem sikertilt
egyértelmilen bebizonyitani azt sem, hogy a vizsgalt elemek koncentracidja a
kiilonb6zé mintdkban (kiilonds tekintettel a haj és a vér, ill. a haj és a plazma

kozotti korrelaciora) azonos modon valtozik.
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Mivel a klinikai gyakorlatban a legelterjedtebben szérumot, illetve plazmat
haszalnak az analitikai vizsgélatok elvégzésére, e mintdkhoz elfogadott klinikai
referencia tartomanyok Iéteznek. A hajrol ugyanez nem mondhaté el; az
irodalomban ko6zo6lt adatok a normalis, egészséges elemkoncentracidkra nagyon
eltérdek, €s nem all rendelkezésre a klinikai gyakorlatban elfogadott, széles korben
haszalhato referencia tablazat.

A fentiek miatt ezért a tovabbi vizsgalatokhoz plazmat, ill. szérumot haszaltam. A
két minta elemdsszetétele hasonld, azonban az utdbbi szervesanyag tartalma
jelentdsen kisebb, igy a szérum hasznédlata volt a legcélszeriibb, kiilondsen a
roncsolas nélkiil végzett higitdsos mintaeldkészités €s az aluminium GFAAS
modszerrel torténd mérése soran.

Az egészséges emberek szérum mintdiban sajat kornyezetiinkben (Debrecen és
kornyéke) a nyomelemek mennyiségére vonatkozéan korabbi, korszerli analitikai
modszerrel meghatarozott referencia értékek nem ismertek. Mivel a nyomelem
Osszetételt a helyi kornyezeti hatasok (ipari tevékenység, a talaj és viz Osszetétele),
taplalkozasi szokasok, stb. befolyasoljak, igy az 4altalam fiatal, egészséges
kontrollok mintdiban mért koncentracio értékek lokalis referenciaként
szerepelhetnek a tovabbi kutatdsok soran.
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5.5. Kontroll személyek és hemodializis kezelésben részesiilé6 betegek
szérumanak vizsgalata

A fejezetben szerepld statisztikai kiértékelésekhez a Chi-square modszert és a
Student T-tesztet hasznaltam [103].

5.5.1. Referencia tartomanyok megallapitasa a vizsgalt nyomelemekre

Az eredmények kiértékeléséhez sziikséges klinikai referencia tartomanyok, melyek
meghatdrozasa nemzetkozi eredmények alapjan tortént, a kordbban targyalt okok
miatt jelentésen eltérhetnek az adott teriileten ¢€l6 populdciondl egészséges
egyéneknél mérhetd értékektdl. A vizsgalatokat mind a kontrollok, mind a betegek
esetében szérum mintdkbol végeztem. Valasztdsom az 5.4. fejezetben targyalt okok
miatt esett e mintara.

A vizsgalatok sordn az egészséges kontrolloktol gytijtott mintdkat (n=19, életkor:
22445 év) mikrohulldmu késziilékben, ill. TMAH oldattal roncsoltam el, és az
elemkoncentraciokat ICP-MS és GFAAS moédszerrel hataroztam meg.

Az elemkoncentraciok visszanyerésének megbizhatdsdgat megfeleld referencia
minta hidnyaban nagyobb mennyiségli szérum mintaval tanulmanyoztam. A minta
10 parhuzamos részletéhez roncsolds elétt multielemes standard oldatot adtam

crer

10 ng/L legyen. A kisérlet eredményei a 25. tablazatban lathatok.
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Koncentracio novekedés a hozzdadott mennyiség fiiggvényében
Elemek 1 ug/L 10 pg/L

Al 1,05+0.09 10.24+0.20
Cr 1.00+0.05 10.09+0.15
Mn 0.99+0.04 10.19£0.29
Fe 2.19£1.23 11.17+£0.43
Co 1.00+0.03 10.26+0.25
Ni 1.00+0.04 10.1840.13
Cu 0.95+0.02 10.05+0.13
Zn 1.04£0.03 10.17+0.16
Sr 1.05+0.06 10.4520.44
Mo 1.01£0.03 10.22+0.24
Cd 1.01+0.03 10.07+£0.23
Pb 0.99+0.03 10.11£0.30

25. tablazat: a szérum visszanyerési tesztek eredményei (n=10)

A visszanyerések altalaban igen jol egyeztek a mintdkhoz adott nyomelem
mennyiségekkel. A vasnal tapasztalt magas visszanyerések oka a molekulaionoktol
szarmazo jelent6s interferencia (pl. Ar'*N™, Ar'®°OH").

A kontroll személyek széruméaban mért elemkoncentraciokat a 26. tablazatban
tiintettem fel, néhany irodalmi tartoméannyal Osszevetve. A kontrollok adatainal
szerepel a mért koncentracid tartomany és az arra meghatarozott atlagérték is,

melynek szordsa nem a modszer szordsat jelenti, hanem a biologiai kiillonbségek

miatt tapasztalhato nagy eltérésekre utal.
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Elemek | Iyengar [89] Fischbach WHO [88] Mert Meért atlag
[90] tartomany

Al 110-780 4 1-5 <0.95 <0.95
Cr 2-20 14 0.1-0.2 42.8-59.3 | 51.8£10.1
Mn 0.54-61 4-11.4 0.5-1 2.27-5.05 3.9+1.3
Fe 870-1870 500-1600 800-1200 | 1282-2050 | 1465+287
Co 0.2-62 1.2-2 0.1-0.3 0.22-0.88 | 0.57+0.32
Ni 7.8-58 26 1-2 0.03-16.3 | 2.35+2.21
Cu 970-1640 700-1400 800-1100 | 691-1003 802+98
Zn 670-1830 550-1500 800-1100 | 591-1217 843+300
Sr <46 - - 30.4-47.4 34.8+£5.6
Mo 6-27 5-30 0.1-0.5 0.73-1.19 | 0.91+0.19
Cd 2.3-12 1-5 0.1-0.3 0.02-0.62 | 0.30+0.25
Pb 16-130 <100 <1 0.02-2.70 | 0.84+0.54

26. tablazat: a kontroll szérum mérési eredmeények és a referencia értékek dsszehasonlitasa (n=19,

koncentraciok pg/L-ben, a referencia értékek felnétt férfiakra vonatkoznak)

A megadott referencia tartomanyok koziil a legrégebbi az Iyengar és munkatérsai
altal 0Osszeallitott volt, melynek adatai sok esetben jelentdsen eltérnek a
napjainkban hasznélatos egészséges referencia tartomanyoktol (pl. aluminium,
kobalt, mangan, nikkel, réz, cink esetében). Ezért a kiértékeléshez a tovabbiakban
is a klinikai gyakorlatban hasznalt, Fischbach altal 0sszegytijtott adatokat, ill. a
WHO 1996-0s ajanlasat hasznaltam.

A kontrollok esetében az aluminium koncentracidja a normal tartomanyba esett, a
WHO altal megadott als6 hatar kdzelében volt (mért 0,95 pug/L , WHO 1-5 pg/L,
Fischbach 4 pg/L). A mangénra megadott referencia értékek igen eltérdek, 4-11,4
ng/L és 0,5-1 ug/L értékek is szerepelnek. Az altalam meghatarozott 3,9+1,3 pg/L
érték az egyik esetben a referencia tartomdny als6 hataran van, mig a WHO

74



5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

ajanlasandl ez az érték joval magasabb. A kontrollok egy részénél a mangin
koncentracioja a kimutatdsi hatar alatt volt (0,06 ug/L). A vas koncentracioja a
kontrollok szérumaban nok ¢és férfiak esetében is a normal tartomanyban volt (férfi:
500-1600 pg/L, n6: 400-1500 pg/L), néhany extrém eltérd adat kivételével, melyek
a minta hemolizise miatt a referencia tartomanyndl magasabbnak adddtak. A
kobaltndl a mangénhoz hasonléan az irodalmi tartomanyok széles hatarok kozott
valtoznak (1,2-2 pg/L, ill. 0,1-0,3 pg/L), ennek megfeleléen a kontrollokban mért
értekeket (0,22-0,88 ng/L) a referencia tartomanynak megfeleldnek tekintettem. A
nikkel esetében a referencidk kozott nagysagrendi kiilonbség van (26 pug/L, ill. 1-2
pg/L), az &ltalam meghatarozott értékek tilnyomo6 része a WHO ajanlasaban
szerepld értékhez kozeli (2,35+£2,21 ug/L). A réz koncentracidja (802+98 ug/L) az
irodalmi tartomanyok als6 hataran, illetve kevéssel az alatt mozgott a kontroll
szérum mintdkban. A cink koncentracioja széles hatarok kozott valtozott a kontroll
mintdkban (591-1217 pg/L), lefedve a teljes referencia tartomanyt (550-1500 pg/L,
ill. 800-1100 pg/L). A stroncium koncentracidja, melynek meghatarozasa nuklearis
balesetek hatdsanak felderitésében lehet igen fontos, az irodalomban talalt egyetlen
referecia értéknek megfeleld volt (mért: 30,4-47,4 ng/L , referencia < 46 pg/L).
Figyelembe véve az irodalmi adatok kozotti nagy kiillonbségeket (5-30 ng/L, ill.
0,1-0,5 pg/L), a molibdén koncentracidjat a kontroll szérum mintdkban
megfelelének tekintettem (0,73-1,19 pg/L). Hasonld tapasztalataim voltak a
kadmiummal kapcsolatban is: a referencia értékekben (mely a toxikus nehézfémek
esetében, mint példaul a kadmium és az o6lom, a megengedett koncentracid
tartomany felsd hatarat jelentik) nagysagrendi eltérést tapasztaltam (1-5 pg/L, ill.
0,1-0,3 ng/L), a mért kontroll értékek ezek koziil leginkabb a WHO ajanlasanak
feleltek meg (0,02-0,62 pg/L). Az d6lom esetében is jelentds a kiilonbség a
megadott hatarértékek kozott (< 100 pg/L, ill. < 1 ug/L). Az altalam mért értékek
megfeleltek mindkét hatarértéknek, de ebben az esetben is a WHO ajanlasdhoz
voltak kozelebb (0,02-2,70 pg/L). Az egyetlen elem a krom volt, melynél az
irodalmi tartomanyok €s a mért értékek kozott nagyon jelentds eltérés adodott. A
krém koncentracioja az irodalmi ajanldsokban nagysagrendileg is kiilonbozik (14
pg/L, ill. 0,1-0,2 pg/L), de az altalam mért értékek még a magasabb irodalmi
hatarértéket is tobbszordsen meghaladjak (42,8-59,3 ug/L). Ennek oka valosziniileg
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az, hogy a vérvétel soran alkalmazott rozsdamentes acél vérvételi tii a levett vért
krommal szennyezi, mialatt az athalad a tli belsejében. Ennek kikiiszobdlésére az
irodalomban teflon bevonata vérvételi tiit, vagy miianyag kaniilt javasolnak a
szerzok [15], de ezek alkalmazasa munkam soran nem allt médomban.

5.5.2. Hemodializalt betegek szérumanak nyomelem 6sszetétele

A rendszeres hemodializis kezelés alatt all6 betegek szérumanak analitikai
vizsgalata a kontroll mintadkkal egyez6 modon tortént. Vizsgalataim soran 65
betegtdl szarmazo mintat analizaltam (életkor: 5847 év).

A betegek szérum elemzésének eredményeit a kontroll mérésekkel dsszehasonlitva
a 27. tdblazatban mutatom be.

Elemek Hemodializalt beteg | Kontroll [ug/L]
[ng/L]

Al 6,01+5,04 <0,95
Cr 63,2+11,4 51,8+10,1 **
Mn 1,15+1,12 3,9+1,3 **
Fe 1036+393 1465287 **
Co 0,99+0,96 0,57+0,32 *
Ni 11,42+10,5 2354221 **
Cu 1205+316 802+98 **
Zn 875+446 843+300
Sr 215454 34,8+5,57 ***
Mo 6,55+2,91 0,91+0,19 ***
Cd 0,44+0,36 0,30+0,25
Pb 0.80+0,77 0,84+0,54

27. tablazat: a hemodializalt betegek és a kontrollok szérumanak elemkoncentracioja
(*: 0,01<p<0,05; **: 0,001<p<0,01; ***: p<0,001)
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A tablazat adataibol lathato, hogy jelentds kiillonbségeket taldltam a betegek ¢€s a
kontrollok széruménak elemdsszetétele kozott a legtobb elem esetében. Az
aluminium koncentracidja a betegek szérumaban az egészséges hatarérték koriil
ingadozott, volt azonban néhany kiugréan magas érték. A betegeknél az aluminium
koncentrécioja kozel hatszoros volt a kontrollokhoz képest (beteg 6,01+£5,04 pg/L ,
kontroll < 0,95 pg/L). A krom koncentracidja a kontrolloknal megfigyelt
szennyezddés ellenére is kiilonbozott a két csoportnal. A dializalt betegeknél a
kontrollokhoz képest nagyobb krom koncentraciot tapasztaltam (beteg 63,2+11,4
png/L , kontroll 51,8+10,1 pg/L). A betegek szérumanak mangan koncentracidja
alacsonyabb volt, mint a kontrolloké ( beteg 1,15+1,12 ug/L , kontroll 3,9+1,3
pg/L). A manganhoz hasonléan a vas koncentracidja is a betegeknél volt
alacsonyabb (beteg 1036+393 ng/L , kontroll 1465+287 ug/L). Kobalt esetében a
betegeknél magasabb koncentraciokat mértem (0,99+0,96 pg/L) mint a
kontrolloknal (0,57+0,32 pg/L), de ez a kiilonbség a betegeknél tapasztalt nagy
egyéni ingadozasok miatt nem volt egyértelmii. A nikkel koncentracidok széles
tartomanyban ingadoztak a betegekél (11,4+10,5 pg/L) ¢és a kontrolloknal
(2,35+£2,21 pg/L) egyarant, azonban a betegek szérumaban a nikkel koncentracioja
joval magasabb volt, mint a kontrolloknal. A réz koncentracidja is a betegeknél volt
magasabb a szérumban (beteg 1205£316 pg/L , kontroll 802+98 pg/L). A
stroncium koncentracidja a betegek szérumdban tobb, mint hatszorosa volt a
kontrolloknal mért értékeknek (beteg 215+54 ng/L , kontroll 34,8+5,6 ug/L). E
meglepden magas stroncium koncentraciokat nem tudtam megmagyardzni, és az
megallapitasokat. A molibdén koncentracidja a betegeknél kb. hatszorosa volt, mint
a kontrolloknal (beteg 6,55+2,91 pg/L , kontroll 0,91+0,19 ng/L). A kadmium
esetében szintén a betegeknél mértem magasabb koncentraciokat, ez a kiilonbség
azonban nem volt egyértelmli. A cink és az Olom atlagkoncentracidja a két
csoportban csak igen kis mértékben tért el.

A rendszeres HD kezelés alatt allo betegek esetében tanulméanyoztam azt is, hogy
az egyes elemek esetében a mért koncentraciok hany betegnél vannak az irodalmi
referencia tartomany alatt, illetve folott. Ezek az eredmények lathatok a 28.

tdblazatban. Az eredmények szerint az aluminium koncentracio 19 beteg
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szérumaban nagyobb volt 5 pg/L-nél, azonban a 10 pg/L-es értéket csak 2 esetben

haladta meg. A krém (hasonldan a kontrollokhoz) minden beteg esetében a normal

tartomany felsd hatara folott volt a mintavétel sordn tortént szennyezddés miatt.

mért meért A HD betegek szama a mért Mintak szama a
minimum | maximum | koncentraciok alapjan (n=65) | referencia tartomanyok
Elem alapjan Chi
ref tart. | ref. tart. | extrém | betegek | Kontrollok
ng/L-ben alatt felett nagy | NeM | yeor | N | et
megf. megf.
Al 1 28.9 0 19 2 21 | 44 | 0 | 22 | 9369
Cr 44,1 92,5 0 65 0 65| 0 | 22| 0
Mn | <0,005 6,36 26 0 0 26 | 39 | 0 | 22 |12.551%
Fe 300 1995 12 11 1 24 | 41 | 7 | 15| 0.186
Co | <0,003 3,34 23 0 1 24 | 41 | 0 | 22 |1L217%
Ni | <0,023 | 81,62 6 3 4 13 52| 0 |22 5173
Cu 802 2182 0 8 1 9 | 56| 0 | 22| 339
Zn | <0,120 | 2593 4 2 1 7 |58 | 0 |22 2576
Sr 136 466 0 17 48 65| 0 | 0 |22
Mo 1,52 16,89 9 0 3 12 53] 3 |19 | 0268
Cd | <0,002 | 12,81 34 1 0 35130 | 0 | 22 |19819%=
Pb | <0,008 | 14,84 32 1 2 163 0 | 22| 069

28. tablazat: a HD betegek és kontrollok szamanak alakulésa a referencia tartomanyok szerint

(extrém magas: a referencia tartomany felso hatarat legalabb 50%-kal meghalado)
(*: 0,01<p<0,05; **: 0,001<p<0,01; ***: p<0,001)

Az eszencidlis nyomelemek koziil a mangan 26 beteg szérumdban nem volt jelen

mérheté mennyiségben, a kobalt 23 beteg mintaiban ugyancsak kisebb volt, mint a

referencia tartomany alsé hatara. A nikkel koncentracioja 6 betegnél a referencia

tartomany alatt volt, 3 betegnél e folott alakult, és 4 olyan esetet talaltam, ahol

nagyon magas volt. A molibdén 9 esetben ugyancsak kisebb volt, mint a referencia

tartomany alsé értéke. A vas esetében kb. ugyanannyi betegnél volt a koncentracio

a referencia tartomany alsé hatdra alatt, mint folott. Az 6lom és a kadmium
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koncentracidja a betegek szérumdaban tobbnyire igen alacsony volt, az 6lom
esetében minddssze egy betegnél mértem extrém magas értéket. Ahogy az atlagok
alakulasabol is lathatdo volt, a betegek szérumanak stroncium koncentracidja a
fellelt egyetlen referencia értékhez képest nagyobbnak, a betegek tobbségénél
extrém nagynak bizonyult.

Mig a 27. tdblazatban a betegeknél €és kontrolloknal mért atlag koncentraciokat
mutattam be, addig a 28. tdblazat harmadik részében azt hasonlitottam 6ssze, hogy
hany betegnek ill. kontrollnak a széruméban mért nyomelem koncentracié van a
klinikai referencia tartomanyban, ill. azon kiviil. Lathatd, hogy az aluminium,
mangan, kobalt, nikkel, stroncium ¢és kadmium esetében szignifikdns kiilonbség
van a két csoport kozott. Mig a kontrollok mérési eredményei gyakorlatilag minden
esetben a referencia tartomanyban voltak, addig a betegek eredményeinek jelentds
része e tartomanyon kiviil talalhato.

Mivel a mintdk a mintavétel soran valdszinlileg krommal szennyezddtek, ezért a
krom mérési eredményeket a tovabbiakban nem vettem figyelembe az értékelések

soran.
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crer

A hemodializis az urémids betegek kezelésének az a modja, amely potolja a kiesett
vesefunkcidkat. A veseelégtelenség hatterében szamos patoldgias folyamat all, ezt
tovabb bonyolitja, hogy maga a hemodializis kezelés sem mentes a kockazatoktol.
A kronikus vesebetegség esetén alkalmazott hemodializis eltdvolitja a szervezetben
felhalmozott salakanyagokat (pl. a protein lebontas végtermékeit, mint a karbamid,
kreatinin, stb.), azonban a nagyobb molekulasulyu, elsésorban proteinhez kotott
anyagok vagy éppen protein tipusi vegyiiletek eltavolitdsa nem oldhatd meg.
Ennek kovetkezménye lehet pl. a vesén keresztiil iiriil6, nagyobb molekulastlyu
proteinekhez kotott toxikus fémek felszaporodésa, illetve a mobilis, vagy kisebb
molekulakhoz kotott elemek kimosoddsa a dializis kezelés soran. A
nyomelemstatusz megvaltozasanak masik forrasa, hogy a veseelégtelenségben
szenvedd betegek komoly étrendi megszoritasokkal taplalkozhatnak (pl. redukalt
protein bevitel), és ennek kovetkeztében nem megfelelé a nyomelemekkel és
vitaminokkal valo ellatottsaguk.

A nyomelem statusz valtozdsdnak tanulmdnyozasa szempontjabol ezért fontos,
hogy a vizsgaljuk a dializis kezelés hatasara bekovetkezé nyomelem koncentracio
valtozasokat. Mivel ilyen adatok jelenleg nem allnak rendelkezésre, vizsgalatokat
végeztem egyrészt tobb betegnél egyetlen dializis kezelés hatdsara bekovetkezd
valtozasok megallapitdsara, masrészt a dializis sordn a dializis id6 fiiggvényében
lejatsz6do valtozasok kovetésére is.

5.5.3.1. A szérum mintak nyomelem oOsszetételének eltérései a dializis
kezelés el6tt és utan

Ugyanazon betegektdl dializis eldtt és dializis utdn (az ioncsere egyensulyok,

valamint az extracellularis ¢és intracelluldris tér kozotti egyenstly beéllasat

crer

crer

koncentraciok atlagai a 29. tablazatban lathatok.

80



5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Elem Hemodializis eldtt [ug/L] | Hemodializis utan [ug/L]
Al 6,72+2,46 6,83+1,80
Mn 0.91£1,16 3.41+1,98
Fe 1021£353 1031+613
Co 1,08+0,88 1,16£0,68
Ni 13,3%12.1 13,3+8,3
Cu 1225+260 1318+275
Zn 898+312 798+380
Sr 227433 263120
Mo 6,80£2,16 2,85+0,94
Cd 0,54+0,79 0,42+0,38
Pb 0,93+1,47 1,04+0,69

29. tablazat: az egyszeri dializis kezelés kdzvetlen hatasa a betegek szérumanak atlagos nyomelem

ey

A tablazat adataibol lathato, hogy figyelembe véve az egyének kozotti szorasok
nagysagat, az aluminium, vas, kobalt, nikkel és réz atlagkoncentracidja nem
valtozott jelentdsen a dializis kezelés hatasara. Cink és kadmium esetében kis
meértékli csokkenés tortént a dializis kezelés hatdsara. A koncentracid csokkenés
jelent6sebb (kb. 50 %-o0s) volt molibdénnél. A dializis kezelés hatdsara megnétt a
szérumban a stroncium, 6lom és mangan koncentracioja. Ez utobbinal a novekedés
jelentds.

Az atlagértékek Osszehasonlitdsa a nagy egyéni eltérések miatt nem minden elem
esetén ad szignifikdns eltérést, ezért a dializis el6tti és utdni koncentracidkat

betegenként is érdemes 0sszehasonlitani. Ezek az adatok lathatok a 15-25. dbrakon.
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15. 4bra: az aluminium koncentracidjanak valtozasa a dializis hatasara
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16. abra: a mangan koncentraciojanak valtozasa a dializis kezelés soran
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17. abra: a vas koncentracidjanak valtozasa a dializis kezelés hatasara
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18. abra: a kobalt koncentraciojanak valtozasa a dializis soran
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19. 4bra: a nikkel koncentraciojanak valtozasa a dializis hatasara
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20. abra: a réz koncentracidjanak valtozasa a dializis hatasara
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21. 4bra: a cink koncentracidjanak valtozasa a dializis hatasara
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22. abra: a stroncium koncentraciojanak valtozésa a szérumban a dializis hatasara
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23. abra: a molibdén koncentracidjanak valtozasa dializis hatasara
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24. abra: a kadmium koncentracidjanak valtozasa a dializis soran
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A 15. abran lathatd, hogy az aluminium koncentracidja kis mértékben ndvekedett a
dializis kezelés hatasara, bar ez az atlagértékek dsszehasonlitasaval nem mutathatd
abran. Az atlagértékeknek megfelelden itt egyértelmii novekedést figyeltem meg a
dializis kezelés befejezése utan. Vas esetében (17. abra) az atlagkoncentraciokkal
Osszhangban nem figyelhetd meg egyértelmii valtozas a dializis hatdsara. A néhany
kiemelkedéen magas mért érték a vérminta hemolizisének kovetkezménye. A
kobalt (18. abra), nikkel (19. abra) és réz (20. dbra) koncentracidja sem valtozik
jelentdsen a hemodializis kovetkeztében, az eredmények kozott kis mértéki
csOkkenés ¢és novekedés egyarant szerepelt. A cink koncentracidja az atlag értékek
alapjan csokken, a 21. abran lathatd adatok viszont azt mutatjak, hogy ez csak a
betegek egy részére igaz. A stronciumnal az atlag értékeknek megfelelden az egyes
betegek eredményei is kis mértékii ndvekedést mutatnak a dializis kezelés hatasara
(22. abra). Molibdén esetében csokkenést tapasztaltam (23. dbra). A 24. abran
lathatd, hogy a kadmium koncentracidja az atlagértékekkel ellentétben a betegek
tobbségénél kis mértékben nodvekedett a dializis kezelés soran. Az Olom
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crer

crer

kiilonb6zé moddon befolyasolhatja, azok kotésformainak, mobilitasasak, illetve
el6fordulasanak fiiggvényében.
Osszegezve, a vizsgalt nyomelemek koziil a dializis kezelés hatdsara ndvekedést

crer

esetében, mig az Fe, Co, Ni és Cu koncentracioja nem valtozott jelentdsen.
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5.5.3.2. A nyomelemek koncentraciéjanak valtozasa a dializis kezelés
soran

A dializis kovetése soran néhany betegtdl a dializis el6tt, a dializis megkezdése
utan 15 és 30 perccel, a dializis végén (4ltalaban 4 6ra) és a dializis befejezése utan
2 6raval tortént mintavétel. A szérum mintak elemzését a kordbbiakban részletezett
modon végeztem el, a mérések ICP-MS ¢és GFAAS modszerrel torténtek. A
vizsgalt elemek koncentracidjanak dializis soran bekovetkezd valtozasait 2 beteg
adataival mutatom be a 26-36. abrakon.
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26. abra: az aluminium koncentracidjanak valtozasa a dializis soran
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29. abra: a kobalt koncentraciojanak valtozasa a dializis hatasara
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30.

abra: a nikkel koncentracidjanak alakulasa a dializis alatt
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31. abra: a réz koncentracidjanak valtozasa a dializis hatasara
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32. abra: a cink koncentracidjanak valtozasa a dializis alatt
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. abra: a stroncium koncentraciojanak valtozasa a dializis soran
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Az aluminium koncentracidja a betegek nagy részénél hasonldé modon valtozott
(26. abra). A kezdeti kisebb koncentracio a dializis soran fokozatosan nétt, majd a
dializis utan fokozatosan csokkent. A dializis utdn 2 6raval azonban még mindig a
dializis elotti érték folotti koncentraciokat mértem. A mangan koncentracidja a
betegeknél kiilonb6zé modon valtozott a dializis folyaman (27. abra), és a dializis
végén, ill. utdn mért koncentracid az esetek tobbségénél a kiindulasi érték folott
volt. A vas esetében a koncentracid a dializis elején kis mértékben csokkent, a
tovabbiakban viszont stabil volt, ill. a betegek egy részénél csokkent (28. abra). A
kobalt koncentracidja a kezdeti ndvekedéstdl eltekintve a teljes kezelés alatt
jelentds kiilonbségeket a dializis eldtti és utdni koncentracidokban, azonban a
dializis kovetése soran néhany betegnél a koncentracié ugrasszerii emelkedését
figyeltem meg. A kezelés tovabbi részében a koncentracid minden betegnél
hasonléan alakult (30. &bra). A réz koncentracidja a dializis soran és utan alig
valtozott, kimosodast vagy felhalmozddast nem tapasztaltam (31. éabra). Cink
esetében a betegek tobbségénél a koncentracid csokkenése jatszodott le, altalaban a
dializis elején, utana pedig alig valtozott (32. &bra). Néhany betegnél ezzel
ellentétben kis mértékii novekedést tapasztaltam. A stroncium koncentracidja
novekedett a dializis soran a betegek szérumdban. Ez a novekedés a betegek
tobbségénél a kezelés elsé harmadara tehet6 (33. dbra). A molibdén és kadmium
koncentracioja (34. és 35. abra) a dializis soran ndvekedett a betegek szérumaban,
bar a novekedés mértéke nagyon eltéré volt. E kiilonbségek oka valdszinlileg a
kortorténetben keresendd. A kadmium esetében az aluminiumhoz és a kromhoz
hasonloan a dializis befejezése utan a koncentracid csokkenését figyeltem meg. Az
6lom koncentracigja a kezelés elején ugrasszerlien megndvekedett, majd
lecsokkent, a kezelés végén, illetve a kezelés utan mért értékek meghaladtak a
kezdeti koncentracidkat (36. abra).

Az eredmények az elemek tobbségénél jol egyeznek a korabbi, csak a dializis elott
ill. utdn vett mintdk eredményeivel; az eltérések valoszinii oka az, hogy a
A dializis el6tt és utan, illetve a dializis soran vett mintdk eredményeibdl lathato,

hogy a kezelés komoly hatdst gyakorol a betegek nyomelem statuszara. A dializis

crer
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csOkkenését figyeltem meg, mig néhany toxikus elem mennyisége (pl. aluminium,
stroncium, kadmium ¢és 6lom) megnétt a vérben. Megallapitottam tovabba, hogy a
kezelés soran a betegeknek altalanos egészségi allapotatdl ¢és kortdrténetétol
fliggden kiilonbozé mértékben valtozhat a nyomelemek koncentracidja a vérben.
Ezért fontos a hemodializis kezelés alatt allo betegek nyomelem statuszanak
rendszeres ellendrzése, kiilonos tekintettel a kimos6dd eszencidlis, és az esetleg
felszaporod6 toxikus elemekre. Az eszencidlis nyomelemek poétlasat pedig a nagy
egyéni kiilonbségek miatt az analitikai eredmények és a rendszeres monitorozas

alapjan személyre szabottan kell megvalositani.
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5.5.4. A diagndzis és a nyomelem statusz 6sszeflggesei

A nyomelem statusz és a diagnozis kozotti kapcsolat vizsgéalata soran a betegeket a
veseelégtelenség diagndzisa alapjan csoportositottam, és az egyes csoportok kdzotti
kapcsolatokat ¢s eltéréseket vizsgaltam.

A betegeket a diagn6zis alapjan 6t csoportba lehetett beosztani:

- Vascularis okokra visszavezethetd veseelégtelenség (Vasc)

- Diabetes Mellitus (DM)

- Glomerulo Nephrosis (GN)

- Tubulo Interstitialis Nephrosis (TIN)

- Egyéb, a fentiektdl eltérd diagndzis, ill. a diagndzis nem allapithaté meg.

A fenti csoportositas szerint a betegek szérumdban mért nyomelem koncentraciok a
30. tablazatban lathatok. A kiemelt elemek 6sszehasonlitasa kiilon, a 37. abran
szerepel.

Vasc DM GN TIN egyéb
atlag | £SD | atlag | +SD | atlag | £SD | atlag | £SD | atlag | +SD
Al 527 | 047 | 526 | 0,55 | 9,01 | 594 | 545 | 0,65 | 525 | 0,63
Mn 044 | 054 | 0,86 | 1,06 | 1,02 | 1,33 | 1,11 1,2 2,11 | 2,05
Fe [1014,0| 254 974 347 997 385 | 1201 159 534 | 76,1
Co 1,03 | 0,58 | 0,95 | 0,65 | 1,14 0,9 1,07 | 1,12 ] 2,22 ] 0,78
Ni 8,27 3.8 12,2 | 133 | 8,83 | 724 | 16,6 | 18,8 | 8,73 | 1,05
Cu 1317 | 344 | 1129 | 239 | 1217 | 235 | 1231 | 208 | 1239 | 343
Zn | 693,0 | 246 | 1064 | 306 707 198 943 187 | 1622 | 335
Sr | 212,0 | 21 229 | 37,6 | 231 46,1 248 | 224 | 241 4,98
Mo 7,38 | 2,52 | 4,55 | 1,87 7,3 2,37 | 843 | 2,99 | 7,04 | 1,37
Cd 221 | 353 | 0,25 | 025 | 0,15 | 0,18 | 0,39 | 0,42 | 0,01 | 0,01
Pb 0,10 0,1 0,36 | 0,36 | 2,14 | 3,07 | 0,18 | 0,28 | 2,87 | 2,85

elem

sy
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Lathatd, hogy néhany vizsgalt nyomelem koncentracioja jelentdsen eltér bizonyos
diagndzisok esetében a tobbi csoportban talalt értéktél. Vascularis okokra
visszavezethetd megbetegedés esetében a Mn és Zn koncentracidja alacsonyabb
volt mint a tdbbi csoportban (rendre 0,44 pg/L , 0,8-1,2 ng/L és 693 pg/L , 943-
1622 pg/L). Diabetes mellitus esetében a molibdén koncentracidja a betegek
szérumaban kb. a fele volt, mint a tobbi betegcsoportnal (4,55 ng/L , 7,0-8,4 ug/L).

Jellemz6 elemkoncentraciok diagnoézis szerint
25
OVasc atlag
DM éatlag
20 OGN atlag
n ETIN atlag
§) Oegyéb atlag
: 15 - T O kontroll tartomany
Re]
[&]
©
& 10 BB
[&]
c
[e]
X
5 i
o LA | seddifE
Mn*10 Co
Elemek

37. abra: a jellemz6 elemkoncentraci6 kiillonbségek az egyes betegcsoportok kozott
(koncentraciok pg/L-ben)

A glomerulo nephrosisos betegeknél a vascularis okokhoz hasonléan a cink
koncentréciodja a tobbi betegcsoportndl alacsonyabbnak bizonyult (707 pg/L , 943-
1622 pg/L). Egyéb, nem azonosithatd okok esetében a mangan ¢s kobalt és cink

crer

A tapasztalt eltérések okainak kideritésére tovabbi klinikai vizsgalatok
sziikségesek.
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5.5.5. A mért nyomelem koncentraciok és néhany biokémiai paraméter
kozti 0sszefuggeés

Egy népesség egészségi allapotanak, egyik fontos mutatdja a nyomelemekkel vald
mértéke a szervezetben. A fémek és vegylileteik a legtobb bioldgiai folyamatra
jelentds hatast gyakorolnak. A nyomelemek mennyisége, mint pl. az oxidacios
folyamatok szabalyozasaban szerepet jatszé metalloproteinek alkotd részei, azaz
cink (Zn), réz (Cu), mangan (Mn), szelén (Se), vas (Fe) és megoszlasa a human
plazméaban, a vér alakos elemeiben, onmagaban is fontos jele egy populacid
egészségi allapotanak. A nyomelem statusz meghatarozasa ezért az egészséges
populacidban is fontos feladat.

A rendszeres dializis kezelés alatt 4116 betegek és a kontroll személyek szérumaban
mért atlagos nyomelem koncentraciok a cink, kadmium és olom kivételével
jelentds eltérést mutattak. A kontrollokhoz képest a betegeknél a szérum mangan
novekedését allapitottam meg. A cink koncentracidja mind a betegek, mind a
kontrollok esetében a referencia tartomany also hatdrahoz kozeli értéknek adodott.
kotrollokhoz képest részben a dializis kezelésnek, részben pedig az étrendi
megszoritasoknak tudhat6 be. Annak kideritésére, hogy a kronikus vesebetegekben
tapasztalt megvaltozott nyomelem koncentraciok Osszefiiggésben allnak-e néhany
biologiai paraméterrel, ill. a betegek kortorténetével, a DE OEC 1 Belgyogyaszati
Klinika munkatérsaival egylittmikddve végeztiink vizsgélatokat. A kivalasztott és
meghatarozott biokémiai paraméterek mindegyike szoros kapcsolatban all bizonyos
nyomelemekkel, pl. a nyomelemek az enzimek kofaktorai (szuperoxid dizmutaz,
SOD: Cu, Zn, Mn vagy xantin oxiddz, XO: Mn, Mo) vagy egy metabolikus kdrben
tobb ponton is szabalyozo szerepiik van (pl. Co, Ni).

E fejezetben az 4ltalam mért nyomelem koncentraciok mellett olyan eredményeket
is felhasznaltam, melyeket konzulensem, Dr. Varga Zsuzsa vezetésével hataroztak
meg a DE OEC 1. sz. Belgyogyaszati Klinik4jan. Ezek féleg enzimkoncentracio és
—aktivitas eredmények voltak, melyekkel sajat eredményeimet kiegészitve jutottunk
a fejezetben megfogalmazott kovetkeztetésekre.
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5.5.5.1. A szérum Co, Ni koncentracidja és a homocisztein kor
kapcsolata

A vizsgalt nyomelemek koziil a Co és a Ni a metionin ¢és folsav metabolizmusban
jatszik szerepet, a Co az emberi szervezet szamara nélkiilozhetetlen B, vitamin
(cianokobalamin) kozponti fémionja. Mindkét nyomelem esszencidlis a
szervezetben fiziologidsan metioninbol keletkez6 homocisztein metioninna torténd
visszaalakitasban. A szervezet sziikségleteitél fliggden, metioninhidny esetén a
homocisztein a folsav ciklus segitségével alakul vissza metioninnd. E ciklusban
(homocisztein kor) jatszik fontos szerepet a kobalt és a nikkel. A kobalt szerepérdl
tudott, hogy mint a B, vitamin kdzponti fémionja sziikséges a kor mitkodéséhez,
mig a nikkel konkrét szerepe ismeretlen, azonban allatkisérletek alapjan egyértelmii
bizonyitékok vannak arra, hogy a Co és a Ni s6forméban adva a taplalékhoz,
csokkenti a homocisztein szinteket. A homocisztein felszaporodasa bizonyos
esetekben megfigyelhetd, és demografiai adatok bizonyitjdk, hogy a magas
homocisztein szint 6nall6 riziké faktora a sziv és érrendszeri megbetegedéseknek.
HD betegek azon veszélyeztetett csoportba tartoznak, akiknél mind a sziv és
érrendszeri megbetegedések, mind a magas homocisztein szint nagy gyakorisadggal
fordul eld. A HD betegek a homocisztein szintjének csokkentésére folsavat kapnak,
azonban sok olyan beteg van aki rezisztens a folsav kezelésre. Az allatkisérletek
eredményei valamint a HD betegekben talalt, a kontrolltdl eltéré Co és Ni statusz
alapjan megvizsgaltuk, hogy ezekben a betegekben van-e kapcsolat a nyomelemek
és a homocisztein-metionin korben fontos Bj, vitamin, folsav és homocisztein
koncentraciok kozott.

Azt tapasztaltuk, hogy a rendszeres dializis kezelés alatt 4ll6 betegek esetében a
kontrolloké. A betegek kb. azonos részének volt a kimutatasi hatar alatti (0,04
png/L), ill. a referencia tartomany fels6 hataranal (2 ug/L) magasabb Co-szintje. A
nikkel koncentracioja a betegek kb. 50 szazalékanal a referencia tartomany felso
hatara f6lotti volt.

A betegekben meghatarozott homocisztein, B, vitamin és folsav koncentracidkat

Osszevetettiik a szérumban mért Co és a Ni koncentraciokkal. Vizsgalatok soran azt
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talaltuk, hogy azokban a betegekben, akikben a normadl tartomany folotti volt a
szérum kobalt koncentracidja, a homocisztein koncentracidja jelentdsen nagyobb,
mig a By, vitamin koncentracidja kisebb, mint amit a normal tartomanyba esd
kobalt szintli betegek szérumaban talaltunk (31. tablazat). A szérum nikkel
homocisztein koncentracié szignifikansan alacsonyabb, a B, vitamin koncentracio
magasabb volt azokban a betegekben, akikben a szérum nikkel koncentracié magas
volt. Nem volt kiilonbség a folsav szintekben egyik csoport esetén sem, ami a
betegek napi 2 mg folsav-potlasdnak tulajdonithato.

Koncentraciok . .
Co<2ug/L | Co>2ug/L t Ni<5ug/L. | Ni>5ug/L t
png/L-ben

B, vitamin 648+328 377131 | 8,274* | 475£189 | 633+£342 | -2,508**
Homocisztein | 20,5£6,06 | 24,6+3,5 | 2706 | 257476 | 18,946,5 | 2,684**
Folsav 20,2+£15,9 | 27,7€16,7 | -1,887 | 23,7+17,8 | 21,5+15,7 | 0,371
Co 0,75+0,48 | 2,61+0,3 -- 1,16+£0,96 | 1,43+0,74 --
Ni 10,8+10,4 | 18,9+16,4 - 2,11+1,66 | 21,5+15.9 --

31. tablazat: A B12 vitamin, homocisztein és a folsav mennyiségének dsszefiiggése a Co és Ni

ey

A kobalt, nikkel, By, vitamin, folsav és homocisztein koz6tt hasonld kapcsolatot a
kontrollokban nem vizsgalhattunk, ugyanis a kontrollok szérumaban sem a kobalt,
sem a nikkel esetében a normal tartoméany fels6é hatdrat meghalad6 értéket nem
emelkedése egyiitt jar a homocisztein metabolizmus javulasaval (amit az
alacsonyabb homocisztein és a magasabb Bj, vitamin szint jelez), ugyanakkor a

crer

egy részére jellemzd volt) nincs ilyen pozitiv hatdssal. Az eredmények
Osszhangban 4llnak az allatkisérletek eredményeivel, ahol a nikkelnek hasonlo
pozitiv hatdsa volt a homocisztein metabolizmusra. Az a mechanizmus, amelyen

keresztiil a nikkel ezt a hatast kifejti, jelenleg még ismeretlen.
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5.5.5.2. A szérum Cu, Zn, Mo, Mn koncentracioja és a metallo-enzimek
aktivitasa kozotti kapcsolat

A Cu, Zn, Mn és Mo szamos enzim milkddéséhez sziikséges kofaktor. Jelen
munkiban annak illusztrdldsara, hogy a nyomelem Osszetétel eltérése az
optimalistol befolyésolja az enzimek mitkddését, vizsgaltam a szuperoxid dizmutaz
(SOD) ¢és a xantin oxidaz (XO) aktivitasanak alakuldsat a nyomelem koncentraciok
figgvényében. A SOD feladata, hogy a sejteket vagy szdveteket megvédje a
szuperoxid anion gyok (O,") okozta karosodastol. A SOD megtaldlhaté a
citoplazmaban, a mitokondriumban ¢és az extracellularis térben egyarant. A
citoplazmaban és a keringésben megtaldlhaté formaja rezet és cinket, mig a
mitokondridlis formdja mangéant igényel kofaktorként. A masik tanulmanyozott
enzim, a xantin-oxidaz (XO) felelds a purin- és pirimidin bazisok lebontasaért, e
folyamat kozben O, gyokok is termelddnek. A XO miikddéséhez molibdén és
mangan sziikséges.

A mért mintdk atlagos cink koncentracidja betegek és kontrollok esetében is az
irodalmi normal tartomany alsé értékéhez volt kozeli és nem kiilonbozott
egymastol jelentdsen. Ezen beliil a betegek 38 szdzalékaban a normal érték alatti,
mig 14 szézalékaban a normal tartomany fol6tti koncentraciokat mértem.

A betegek szérumédban a réz koncentracidja a kontrollokhoz képest jelentdsen
magasabb volt, és a betegek 19 szdzalékanal meghaladta a referencia tartomany
fels6 hatarat (1500 pg/L) is.

A molibdén koncentracioja az egészséges személyek széruméban éltalaban 5 pg/L-
nél alacsonyabb volt. A betegeknél azonban a molibdén koncentracié az esetek
tobb mint 60 szazalékanal a referencia tartomany fo6l6tt volt.

A betegek egy részénél (30 %) a mangan koncentracidja joval alacsonyabb az
egészséges hatarértéknél és néhany esetben a kimutatasi hatar alatt volt (v.6. 27-28.
tablazatok)

A 32. tablazatban lathatok a betegek ¢és kontrollok szérumédban mért SOD
aktivitasanak és a Cu, Zn, és Mn koncentracidknak az Osszefiiggései. Az enzimek
aktivitasat Unit/liter (U/L), ill. Unit/milliliter (U/mL) egységben adtuk meg, ennek
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definicioja enzimenként valtozik. SOD esetén 1 Unit az aktivitds akkor, ha az
enzim 50%-kal gatolja a citokrom C redukciojat a xantin/xantin-oxiddz
rendszerben (pH=7.8, t=25°C), ahol a xantin-oxiddz mennyisédét ugy kell
megvalasztani, hogy a citokrom C redukcidjanak sebessége Aqps=0.025/min legyen
550 nm-en mérve. XO esetében az aktivitds 1 Unit akkor, ha az enzim 1umol
xantint konvertal hugysavva percenként (pH=7.8, t=25°C, A= 295nm) [90].

Nyomelem szint SOD aktivitas (U/mL) ,
HD beteg Kontroll

Mn <2 ng/L 0,98+0,14 - --
Mn > 2 ng/L 0,92+0,12 1,16+0,11 4,000%*
Cu<1100 pg/L 0,93+0,15 1,16+0,11 3,066*

Cu> 1100 pg/L 0,99+0,10 -- --
Zn < 800 pg/L 0,90+0,11 1,13+0,08 5,532*
Zn > 800 ng/L 1,045+0,15 1,19+0,11 2,368%*

srer

Unit/mL, a mértékegység magyarazatat lasd a szovegben) (Student T-proba,*: p<0,05;
**:0,05<p<0,1)

A kontrollokkal 6sszehasonlitva a betegek esetében a szérum SOD aktivitas atlaga
szignifikansan alacsonyabb volt, mint a kontrollokban mért érték (1,02+0,21 U/mL,
1,16+0,11 U/mL, p<0,05). A kontrollok kdzott olyan egyént, akinek a szérumaban
alacsony mangan illetve magas réz koncentracio lett volna, nem talaltunk. A HD
betegekben a szérum SOD aktivitdsa nem fiiggdtt jelentdsen attdl, hogy a szérum
Mn és Cu koncentracidja a normal tartomanyba esett vagy eltért attol. Jelentds
kiilonbséget talaltunk azonban a szérum SOD aktivitdsdban a cink koncentracid
figgvényében. Voltak olyan kontrollok, akiknek a szérumdban a cink
koncentracioja kisebb volt mint 800 pg/L, ezeknek a kontrolloknak a tobbi
kontrollhoz képest kisebb volt a SOD aktivitasa is. Azokban a HD betegekben,
akikben cink hianyt taldltunk, szignifikdnsan csokkent SOD aktivitast mértiink,

crer

képest is. Azokban a HD betegekben, akikben a szérum cink-tartalma a normal
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tartomanyba esett a szérum SOD aktivitdsa is az egészséges kontrollokéval
egyezett meg.

Ezek az eredmények aldtamasztjdk azt, hogy a cink koncentracidja (elsésorban a
cink-hidny) igen fontos a SOD enzim aktivitasa és az immunrendszer megfeleld
miikodése szempontjabol.

A XO aktivitas fokozottabb volt a HD betegekben, mint a kontrollokban, azonban a
kiilonbség a nagy szoras miatt nem volt szignifikans (3,47+0,84; 3,24+0,44 U/L). A
tablazat tartalmazza. Lathato, hogy a betegek esetében a szérum XO aktivitasa
kiemelkedden nagy azoknal a betegeknél, akik szérumaban a Mn koncentracioja
2ng/L-nél kisebb.

. XO aktivitas (U/L)
Nyomelem szint t
HD beteg Kontroll
Mo < 5 ng/L 3,59+1,08 3,24+0,44 -0,648
Mo > 5 ng/L 3,41+0,74 - -
Mn <2 pg/L 3,74+0,74 - -
Mn > 2 ng/L 2,87+0,99 3,24+0,44 2,636**

V4

sy

A kontrollok kozott nem volt olyan, akinek széruméban a Mo koncentracioja nagy,
vagy a Mn koncentracidja kicsi lett volna a referencia tartomanyokhoz képest. A
dializalt betegek kozott nem volt szignifikans kiilonbség a XO aktivitasban akkor,
ha a szérum Mo koncentracidoja a normal tartoményba esett (5 pg/L-nél
alacsonyabb) vagy annal magasabb volt.

Kroénikus veseelégtelenségben az oxidacids stressz fokozoddsa ismert, ennek
hatterében szdmos ok felfedezhetd, pl. maga a vesepotld kezelés is, kiilondsen, ha

nem biokompatibilis membrannal torténik. Az eritrocitdk SOD aktivitdsanak
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csokkenését Cu, Zn vagy Se hidnyos vesebetegekben mar leirtak. Az itt bemutatott
adatok bizonyitjdk, hogy a szérum antioxiddns kapacitasat (SOD aktivitds) és
reaktiv oxigén gyok termelését (XO aktivitas) azon nyomelemek koncentracidja
befolyéasolja, amelyeket az enzimek kofaktorként alkalmaznak. Megvaltozott
miikodés azokban az esetekben figyelheté meg, akiknél a koncentracié eltér a
normal tartomanytol, mégpedig kisebb az adott elem koncentracidja (azaz Zn hiany
esetén a SOD szignifikdnsan alacsonyabb, Mn hidny esetén az XO aktivitas
szignifikdnsan magasabb a HD betegekben, mint a kontrollokban).
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Munkdm sordn megvizsgaltam a humdn haj, vér, plazma és szérum mintak
alkalmazasi lehetdségeit a szervezet nyomelem statuszdnak meghatarozasara
kontrollok és hemodializis kezelésben részesiild betegek esetében. Felhivtam a
figyelmet néhany, a mintavétellel, a mintak el6készitésével, analitikai vizsgélataval
¢s az eredmények kiértékelésével kapcsolatos specidlis problémara, és ezek koziil
néhanyra tudomanyos — technikai megoldast is talaltam.

Az analitikai mddszerek kidolgozasa soran kiilonds figyelmet forditottam a mintak
szennyezddési lehetdségeinek csokkentésére a mintaelOkészités soran. Hajmintdk
esetében 0j eszkdzoket terveztem ¢€s készittettem, melyekkel a mintdk mintavétel
soran torténd szennyezddése megakadalyozhatd. A mintdk eldkészitésére a
napjainkban legkorszeriibbnek szamitd zart rendszerii teflonbombés mikrohullamu
roncsolast hasznaltam, és ennek hidnyossagait kvarcbetétek alkalmazaséaval sikertilt
kikiiszobolndm. Analitikai modszereket dolgoztam ki a fenti mintdk elemzésére, és
megallapitottam, hogy a vizsgalt elemek koncentracidja, a mintavétel, a mintak
tarolasaval ¢és kezelésével kapcsolatos technikai, biztonsagi és egészségligyi
szempontok alapjan a hajmintdk a legveszélytelenebbek a szervezet
nyomelemstatuszanak vizsgalatara. Probléma viszont, hogy jelenleg nem all
rendelkezésre olyan mintael6készitési modszer, mellyel a hajmintdk exogén
szennyezddése ugy tavolithatd el vizsgélat eldtt, hogy az endogén nyomelem
Osszetétel ne valtozzék. A nagy szamu publikédcid ellenére tovabbra is gond a
klinikai gyakorlatban elfogadott referencia koncentracid tartomanyok hianya, ezek
nélkiil a hajelemzés a szervezet nyomelem statuszdnak felmérésére nem
alkalmazhaté megbizhatoan.

Ezzel szemben a vér, szérum, ill. plazma mintdk elemzése a klinikai gyakorlatban
elterjedt, igy a sziikséges referencidk ha jelentds szordssal is, de rendelkezésre
allnak. Munkdm sordn a kiilonb6zé mintdk Osszehasonlitd vizsgalatain tal a
hangsulyt a humén szérum mintdk elemzésének fejlesztésére helyeztem. Az altalam
kifejlesztett és optimalt analitikai moddszereket nemzetkozi referencia mintak
segitségével ellendriztem. A vizsalatok eredményei bizonyitottak, hogy az ICP-
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OES, ICP-MS ¢és GFAAS analitikai moddszerek alkalmasak e mintdk nagy

sorozatban végzett analizisére.

A Dbedllitott mintaelokészitési modszerek alkalmazasaval regionalis referencia
taromanyokat allitottam fel bizonyitottan egészséges kontroll személyek szérum
mintdinak vizsgéalatdval. Az igy kapott referencia értékeket alkalmaztam a dializis
kezelés alatt 4llo betegek szérum mintdinak elemzése, valamint az eredmények
kiértékelése soran.

E betegcsoport nyomelem statusza jelentdsen eltér az egészségestdl, és ezen
eltérések nagymértékben befolyasolhatjak a betegek életkoriilményeit, egészségi
allapotat, a betegség lefolydsat €s a betegek tulélési esélyeit. Nagy jelentdsége
ellenére a nyomelem statusz rendszeres vizsgalata jelenleg sem megoldott e
betegcsoportnal.

Vizsgaltam a dializis sordn az aluminium véraramba torténd kozvetlen bejutdsat
okozo, igy kiemelkedden fontos aluminium forrdsokat, és megallapitottam, hogy a
viztisztitd berendezés a kovetelményeknek megfeleld mindségli vizet allit eld a
dializishez, bar a késziiléken eszkozolhetd valtoztatasokkal ez a tisztitas
hatékonyabba tehetd.

Vizsgaltam a rendszeres hemodializis kezelés alatt allo betegek és a kontrollok
széruméanak nyomelem Osszetételében mutatkozo eltéréseiket, ¢és arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a betegek és a kontrollok nyomelem statusza a
legtobb vizsgalt elem esetében jelentdsen eltér. Ennek oka a betegeknél az étrendi
megszoritdsokban ¢és a dializis kezelésben keresendd. Tanulmdnyoztam a
betegeknél az egyszeri dializis kezelés hatdsat a nyomelem statuszra és a
hogy a dializis kezelés a nyomelem statuszt jelentésen befolyasolhatja, ¢és
bizonyitottam, hogy egyes toxikus elemek felhalmozddasa ¢és eszencidlis
nyomelemek kimosodasa jol nyomon kovethetd az analizisekkel. Az egyes
amelybdl az a kovetkeztetés vonhato le, hogy a betegek nyomelem poétlasa csak az
analitikai eredmények ismeretében, szelektiven és egyénre szabottan oldhat6 meg

optimalisan.

105



6. OSSZEFOGLALAS

Mivel a betegek nyomelem stitusza jelentdsen kiilonbozott a kontrollokétol,
folyamatokban bekovetkezd valtozasokkal kapcsolatba hozhato-e. Ennek
illusztralasara meghataroztuk néhany metalloprotein aktivitasat. Megallapitottam,
hogy a betegekben gyakori cinkhidny csokkenti az antioxidans hatasit SOD enzim
aktivitasat.

Osszefiiggést talaltam a szérum Co, Ni koncentracioja és a betegek homocisztein
kedvezden befolyasolja a homocisztein szinteket.

A modszerfejlesztés és a gyakorlati alkalmazas sordn elért eredmények alapjan
megallapitottam, hogy a kifejlesztett analitikai modszer sikeresen alkalmazhatd
mind az egészséges személyek, mind pedig kiilonb6z6 betegesoportok mintainak
elemzésével a nyomelem statusz rendszeres vizsgalatara, az esetleges toxikus elem

felhalmozodas vagy eszencidlis nyomelem hidny megallapitasara.
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In the last few decades the trace and ultratrace analysis of human biological
samples become very important, because by using the obtained results of essential
and toxic analytes, environmental exposures, nutritional and health problems can
be determined.

The trace element analysis is a basic tool for diagnostic purposes in most highly-
developed countries. In Hungary, similar studies were made in some specific areas,
but more general research for clinical applications in the examined field has not
been made yet.

The analytical study of the human biological samples and the evaluation of the
results requires special care because of the discrepancies of methods and results
available in the literature. The trace and ultratrace analysis of human biological
samples is a challenge for the analyst. Usually the examined component is present
in the sample in small quantities, hence sensitive analytical methods are needed for
their detection and quantification. In addition, the presence of the biological matrix
components requires special care during sample preparation.

The sample matrix needs to be digested in the sample solution, while the trace
element content must remain intact, thus, contamination or losses of the examined
trace elements must be prevented.

In addition to the analytical problems, the evaluation of the results is also difficult.
This problem is due to several reasons: 1) the high biological deviation of the
measured analytes even for healthy controls; 2) the lack of uniform, standardized
methods for the preparation, analysis and evaluation of the examined human
samples; 3) the huge differences observed for the healthy control ranges and the
trace element levels of different patients in the literature.

For the study of the human trace element levels, usually blood (whole blood,
plasma or serum), hair, nails, or other tissues are applied as the sample. The study
of the trace element levels is especially important for those patients where the
illness or the applied treatment can be sources of the changes in the trace element
levels leading to the malfunctioning of the physiological processes in the body.
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During this work a group of patients undergoing regular haemodialysis (HD)
treatment have been selected. In the case of these patients, the kidney problems
result in several physiological problems, including the inability of the removal of
toxic metal complexes from the circulatory system. The HD treatment may also
increase the level of some toxic components in their body, and also can remove
essential trace elements and their complexes. Hence the HD treatment may result in
trace element lack or intoxication. Among the toxic elements, aluminium is
especially important. Its accumulation in the body of the HD patients is already
known, and its increased level is related to several problems and symptoms,
including Alzheimer’s disease, mental defficiencies, etc.

The aims of the present work and thesis were the following:

- the development of sampling and sample preparation method(s) for the
preparation of large number of biological samples.

- to select the most useful human biological sample for the analytical study of the
trace element levels of healthy controls and HD patients by analyzing and
comparing several samples reported in the literature.

- to develop sensitive, multiclemental analytical method(s) for the analysis of small
amounts of biological materials.

- to determine local reference ranges for the selected analytes for healthy controls

- to determine the concentrations of selected trace elements in HD patients and to
compare the obtained results to data in literature and to the results of the selected
control group.

- to apply the developed method on the group of HD patients to determine the
changes of trace element levels due to the HD treatment and to study the
correlation between the trace element concentrations and their effects on the
physiological parameters.

- to establish the possibility and analytical background for the regular check of the
trace element levels of the HD patients.

During my work I have applied tantalum scissors and tungsten-carbide scalpels for
the sampling of human hair. I have proved that by using these tools, hair samples
are not contaminated with the examined trace elements. By using stainless steel
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scissors, scalpels or razor blades, samples were significantly contaminated with
different analytes.

I have developed a washing method to remove the exogeneous contamination from
the hair surface. This method includes washing with organic solvent mixture
(diethyl-ether:acetone=3:1), nonionic detergent solution (1% Decon-90 in triple
distilled water) and high purity water. By using a homogeneous hair sample, it was
shown, that with the developed washing procedure more reproducible results can
be obtained than with other methods found in the literature.

High pressure microwave digestion was applied to destroy the organic matrix and
to dissolve the samples. Sample amounts were decreased and the contaminations
from the memory effect of the teflon vessels was eliminated by using quartz tubes
inside the teflon vessels for the digestion. With this method, the number of samples
digested in one cycle has been increased to 18 (originally it was 6).

The capabilities of the developed sample preparation methods were tested with
standard reference materials (the applied amount of the materials varied between 1
and 50 mg). Alternative sample preparation method was developed for the
determination of aluminium in biological samples to avoid aluminium
contamination from the applied chemicals. This method involves trimethyl-
ammonium-hydroxide (TMAH) which was applied for the dilution of the blood and
serum samples prior to analysis.

The distribution of some analytes in the hair samples of healthy subjects and HD
patients was studied with micro-PIXE method. It was shown, that the analytes are
not homogeneously distributed in the hair. Hence the applied sample preparation
methods (e.g. washing) may affect the endogeneous trace element content of the
analysed hair sample.

Considerable differences were found between the obtained trace element
concentrations in the serum samples and the results published in the literature.
These discrepancies show that further study of the trace element levels of human
biological samples and the establishment of local reference ranges are necessary.
Comparing the results of the serum samples from healthy controls and HD patients,
serious differences were found in the concentrations of Al, Ni, Cu, Mo, Cd and Pb.

The accumulation of aluminium is an important problem for HD patients due to its
toxicity. I examined the aluminium content of the water used durind the HD
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treatment, and the instrument applied for its cleaning. It was shown, that the
aluminium content may fluctuate in the cleaned water due to the changes in the
aluminium content of the inlet water. However, the aluminium concentration in the
cleaned water always remained well below the limit.

By analysing serum samples taken before, during and after the HD treatment, I
found that the concentrations of Al, Mn, Sr, Cd and Pb is increased, the
concentrations of Ni and Mo decreased, while the concentrations of Fe, Co, Ni and
Cu remained nearly constant during the whole treatment.

By comparing the trace element levels and the results of the clinical tests, it has
been proved, that there is a close relationship between the concentrations of Ni and
Co and hyperhomocysteinaemia, which is an individual risk factor of the
cardiovascular diseases. When the concentration of Ni was higher than the normal
values in the serum of HD patients, the concentration vitamin B,,, which play
important role in the deposition of homocystein, is increased with a concomittant
decrease of homocystein.

In addition, there was a correlation between the activity of superoxide dismutase
(SOD), and xantin oxidase (XO) and the concentration of Zn, Cu and Mn. These
enzymes play impotrant role in the formation and removal of reactive oxygen
species, which concentration is usually higher in the serum of HD patients than the
healthy range.

My results show that the developed method can be applied successfully for the
determination of the trace element concentrations in human biological samples. By
using this method it is possible to regularly check the trace element levels of
healthy subjects and patients with various symptoms. The trace element
concentrations may provide information and help for the early diagnosis of some
diseases, and for the selective, individually optimized trace element
supplementation.
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