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VSCHT PRAHA

Sledované prvky v organismu

« Esencialni prvky

Méd

— Transportni proteiny

— Enzymy

— Nedostatek vede k anémii, poklesu
obsahu ceruloplasminu,
hypercholesterolémii

Selen

— Syntéza thyroidnich hormonu

— Ugast pii produkci prostaglandint

— Podpora ristu a plodnosti

— Esencialni pouze ve stopovém
mnozstvi, nadmérny pfijem vede k
poskozeni jater, kosti, srdecniho svalu

— Nedostatek mlze vést ke svalové
degradaci

* Zinek
— Enzymy

+ Zelezo
— Transportni proteiny
— Cytochromy dychaciho
fetézce
— Pigmenty
— Enzymy

+ Jod
— Thyroidni hormony

— Nedostak jodu a selenu
muze vést ke vzniku
kretenismu

Cile prace

Optimalizace metody IEC

Srovnani metod SEC a IEC

Kvantifikace IEC — vnitfni normalizace

— Spravnost — porovnani s metodou ID (Cu, Zn)
— Odhad nejistot

Identifikace vybranych specii

Uspofadani aparatury pro IEC a SEC

1 — zasobniky mobilnich fazi

2 — vysokotlaké ¢erpadlo

3 — 100 pl davkovaci smycka
pro nastfik vzorku

4 — chromatograficka kolona

5 — zasobnik roztoku vnitfniho
standardu a izotopové
obohaceného roztoku pro
izotopové zfedovani

6 — peristaltické Cerpadlo

7 — ICP-MS ELAN 6000

Kolona: Mono Q HR 5/5

Mobilni faze:
- A-TRIS, 0,05 mol/l, pH=7,4
- B - TRIS-HNO, 0,05 mol/l, pH=7,4 + HCOONH,

« V3e predcisténo na koloné Superformance 150 x 10 mm,
napln Chelex 100

Pratok mobilni faze: 0,5 ml/min

— Omin 100 % A
— 5 min 100 % A
— 45 min 50% A+50%B
— 60 min 50 % A +50% B
— 61 min 100 % B
— 70 min 100 % B

Objem vzorku: 100 pl, nefedény

ICP-MS: 57Fe, 65Cu, 53Cu, 66Zn, 68Zn, 82Se, 127,

IS - 193Rh, 13Te
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PFiklady elu€nich profill

« Separace na koloné Superdex 200 HR 10/30
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PFiklady elu€nich profill

« Separace na koloné Mono Q 5/5
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Vybér porovnavaciho prvku

Roztok cufe

,
Typ Separace Meziprvkova | Znegisténi Ovlivnéni - 200 ng/ml Cu, Zn, 500 ng/ml %00
chromatografie | jednotlivych | separace vzorkovaciho | citlivosti Fe, 40 ng/ml Se z
specii systému ICP- | mé&feni ICP- - 50 ng/ml Rh, In, Te, Y £
MS MS pfisavan do proudu mobilni faze =
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Vzorky Stanoveni celkového obsahu prvki

* 7 zdravych dobrovolnikd (4 Zeny, vék 23 — 61 let)
« Odbér krve: nalacno venepunkci kubitalni zily

» Po koagulaci krev centrifugovana (3000 ot/min,
10 min, 4°C), sérum prechovavano v PE
zkumavkach pfi 4°C

* Analyzy provedeny béhem nékolika hodin po
odbéru

ICP-MS: Metoda externi kalibrace

« Zfedéni vzorku zfedénou kyselinou dusiénou a roztokem
Tritonu X-100

Méd’ Zelezo Selen |Zinek
Celk. konc. | 1130 1680 95 1050
[ng/l]
Rozsah  |740-2200| 1100-2800 | 65-130 | 700 - 1600

Rel. stand. 0,020 0,020 0,030 0,020
nejistota u,

Kvantifikace prvku — pfesnost a nejistota

+ Studie zaméfena na aplikaci metody
vnitini normalizace pikd (VN)

A-f

Pi :T'Pm. fi... empirické korekce pro Zn
ot (1,00 — 0,95) a Se (1,00 — 1,05)

7 vzork( séra analyzovano ve
dvou opakovanich

i((p.l -po)P )

s.(p)= 2.7

Parametr Méd | Zelezo |Selen| Zinek
Frakce |

Pramér 1060 555 46 565
Rozsah 620 - 2030|230 - 1000 | 25 - 60 {410 - 820
Rel. opakovatelnost s,| 0,031 0,042 | 0,044 | 0,035
Frakce Il

Primér 54 350 13 23
Rozsah 40 - 80 170-480 | 10-16| 15-39
Rel. opakovatelnost s,| 0,155 0,062 0,055 | 0,060




. o v . e o .
Kvantifikace prvku — pfesnost a nejistota Kvantifikace prvkl — spravnost
i X i _ f f « Spravnost byla ovéfena srovnanim s vysledky izotopového ziedovani
+ Formaini rovnice méfeni: P =P nonspekt ' tot « Vzajemné porovnani obou metod provedeno pomoci Wilcoxonova
parového T testu
Oznaceni Zdroj Relativni nejistota
Vzorek | Cu frakce | [ug/l] Cu frakce Il [ug/l] | Zn frakce | [ug/l] | Zn frakce Il
Pral Opakovatelnost 0,03 -0,07 (0,16) [ug/ll
VN ID VN ID VN ID VN |ID
Tronspekt Nespektralni interference 0,01
1 622+437 634432 |40+9 |42+5 525+35 | 497+25 | 17+2 | 16+2
fot Celkovy obsah prvku v séru | 0,02 2 1000460 |950+48 |44+10 |47+6  |818+55 | 790+40 | 30+4 | 34+3
3 825+50 | 873+44 |64+14 [71+9 408+27 | 425+21 | 18+2 | 14+2
4 2030+120 | 1960+98 | 81+18 |80+10 |461+31 |458+23 | 18+2 | 19+2
5 1130468 | 1130+57 | 59+13 | 59+7 532+36 |481+24 | 23+2 | 21+2
+ Kombinovana nejistota: U(P):p'\/Srz(/)nm)/n+U(fnonspm)2+U(fm:a|)2 6 955+57 | 984+49 |48+11 |50+6 560+38 |544+27 | 15+2 | 14+2
7 880+53 932+47 | 40+9 | 4245 653+44 | 618+31 | 29+3 | 25+3
Identifikace Identifikace
» Porovnani reten¢nich ¢asu vybranych specii: « Porovnani reten¢nich ¢asu vybranych specii:
plasma x albumin (IEC) plasma x transferrin
® Zn-vzorek " Fe—vzorek
40
° % ™ Zn-albumin " Fe — transferrin
" Cu-vzorek *
" Cu - albumin %
" UV 280 nm-— 2%
:  albumin Sy
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Identifikace Majoritni slou¢eniny Se v séru
« Porovnani reten¢nich ¢asu vybranych specii:
plasma x ceruloplasmin
® Cu - vzorek M, IEB
160 ® Cu - ceruloplasmin
140 Albumin 67 kDa 48 49 52
»120
E. 0[] . e
31 Glutathionperoxidaza 23-25 kDa 49 51
=80
S 60
> 40 Selenoprotein P 57 kDa 5,2-5,3
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Chromatografické podminky

+ Kolona: silné bazicky anex Mono Q
Gradientova eluce: 0,05 mol/l TRIS — HNO, +
1 mol/l NH,NO,

—0-5min 100% TRIS

—5-40min 100 — 50% TRIS + 0 —50% NH,NO,
—40 - 60 min 50% TRIS + 50% NH,NO,

* Nastfikova smycka: 200 pl
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Usporadani aparatury

Identifikace specii: spojeni afinitni a iontové vyménné chromatografie
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Identifikace

Sérum, spojeni afinitni + IEC/ICP-MS
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