Klinicka biochemie Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

Kapitola 12 Zelezo a stopové prvky

Stavby organismu se zUc¢astriuje cela fada prvka. Jejich G€ast je rizna a podle obsahu se také rizné
nazyvaiji.

Podil na celkové

hmotnosti Jiny nazev

organismu

1-60% H,C,N,O,P Stalé primarni prvky Prvky |. Fadu

0,05-1% Na, K, Mg, Ca, S, Cl, Fe Stalé sekundarni prvky Prvky Il. fadu

< 0,05% B, Sn, F, Cr, |, Co, Si, Mn, Cu, Mo, Ni, Se, V, Zn Stopoveé prvky invariabilni Pr\_/ky 1, ragu,
»mikroprvky

< 0,05% Li, Rb, Cs, Ag, Be, Sr, Ba, Cd, Al, Ti, Ge, Pb, As Stopové prvky variabilni Pr\(ky . ragu,
~mikroprvky

Hg, T, Bi, Au ... Prvky kontaminujici

V této kapitole se zminime o Zeleze a ze stopovych prvkl pak o médi, zinku, kfemiku, selenu, chromu,
kobaltu, manganu, molybdenu, fluéru a jédu. V tabulce vys jsou zdUraznény tu¢nym pismem.

12.1. Zelezo

Zelezo je jednim z fyziologicky nejvyznamnéjich prvki. V organismu dospélého &lovéka se nachazeji
pFiblizné 3 — 4 g Zeleza. Zelezo hraje dileZitou roli v fadé redoxnich reakci probihajicich v organismu.
Véeobecné znama je role Zeleza (ve formé iontu Fe®") v hemu, ktery je soudasti hemoglobinu a myoglobinu,
cytochrom, cytochromoxidazy, peroxidazy, katalazy a jinych enzym(. V dychacim fetézci se ve formé
FeS-proteinu U€astni pfenosu elektrond. Navzdory nadbytku Fe v pfirodé a v erytrocytech, pfipomina jeho
metabolismus stopovych prvkd. V plasmé a ECT i burikach se nachazi velmi malo volného Fe, organismus
se chrani pfed jeho toxickymi uginky. Sou¢asné si ale organismus i chrani obsah Zeleza, denné dojde ke
ztraté pouze asi jedné tisiciny obsahu Fe a ostatni Zelezo se ,recykluje”.

12.1.1. Rozdéleni zeleza v organismu
Zelezo je v organismu rozdéleno nasledujicim zptsobem (zaujima urgitou oblast &i "oddéleni" &i ,&ast",
anglicky ,compartement®):
e v hemoglobinu,
v myoglobinu,
navazano na transportni bilkovinu apotransferin (= transferin),
v zasobni formé (ferritin + hemosiderin) = ,sklad®, v tkanich,
v hypotetickém tzv. ,labilnim poolu®.

Vstrebdvani Zeleza: Zelezo je do stfevnich bunék (enterocytl v horni &asti tenkého stfeva, duodenu)
pfijimano jako dvojmocné, takZe trojmocné Zelezo, kterého je v potravé piebytek, je pfed resorpci nutno
zredukovat na dvojmocné pomoci Fe(lll)-reduktazy (pfedpoklada se, Ze tuto aktivitu vykazuje duodenalni
cytochrom B, Dcytb) v kartaCovém lemu enterocytl (navic zde pusobi pFiznivy vliv riznych kyselin, napf.
zalude¢ni HCL, askorbové, ale také jable¢né z potravy ap.). Pokud se tak nestane, Zelezo se nevstieba (!).
Vstup se déje prostfednictvim transportéru pro Me®", tzv. DMT-1 (divalent metal transportér — pfenaSece pro
dvojmocné kovy). Mechanismus vstfebavani hemového zeleza neni je$té dostateéné prozkouman,
pravdépodobné se ho u€astni Haem Carrier Protein 1 (HCP1).

DMT1 je znam také jako NRAMP2, tj. natural resistance-associated macrophage protein 2, a také jako DCT1, tj. divalent cation
transporter 1.

Do krevniho obéhu se dostdva Zelezo z enterocytu pomoci feroportinu-1 (viz odst. 12.1.2.).

S feroportinem (velmi pravdépodobné) spolupracuje hephaestin (HEPH) na médi zavisla feroxidaza, kli¢ovy
protein na pruseciku metabolismu Zeleza a médi, ktery méni dvojmocné Zelezo na trojmocné (srovnej

s reakci katalyzované cerulopasminem na str. 12-2 a v kapitole 13, na str. 13-8). Feroportin i hephaestin
Jsou situovany na basolateralni membrané enterocytu (viz obr. na str. 12-4).

) vyslov [i’festin]

Asi 75% celkového obsahu zeleza v organismu se nachazi v hemoglobinu, coz predstavuje 2,5az3 g

Fe, neboli 44,8 az 53,8 umol Fe. Ve vahovém objemu hemoglobinu je asi 0,34% Zeleza.
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Myoglobin obsahuje celkové pfiblizné 130 mg Fe, tj. 2,33 umol Fe. Myoglobin velmi pfipomina podjednotku
hemoglobinu, netvofi vSak tetramery a neni ovliviiovan koncentraci 2,3-DPG (2,3-difosfoglycerat).

Transport zeleza z organu do organu zprostiedkovava plasmaticky transportér apotransferin,
Bi_globulin o molekulové hmotnosti 79 600, s dvéma vazebnymi misty pro atomy Zeleza na jedné molekule.
Kazdé misto vaze jeden ion Fe®* spolu s HCO;". Po navazani Fe* ma vysledny komplex slabé rizovou
barvu. Tento komplex apotransferin-Fe3+ se nazyva transferin (TRF), nebo také siderofilin (siderophyllin).
Nachazi se i v bunééném cytosolu, tzn., Ze plsobi také jako intracelularni pfenasec.

Referenéni hodnoty TRF v plazmé jsou 1,8 — 4,0 g/l.
Pokud neni zelezo v trojmocném stavu, jako je tomu napf. u hemového Zeleza z rozpadlych erytrocytl
pohlceného makrofagy, prevede se pfed vazbou na apotransferin pomoci ceruloplasminu (bilkovina

s oxidazovou aktivitou) na trojmocné a teprve potom se muze na apotransferin navazat:

ceruloplasmin
Fe®* »Fe*

PFi pfekroc¢eni vazebné kapacity transferinu se v plazmé vyskytuje Zelezo volné, které je toxické.
Transferin vstupuje do burky prostfednictvim transferinovych receptort (TfR), procesem zvanym
receptorem zprostredkovana endocytéza (velmi dobfe znazornéno na videu — odkaz pod obrazkem na str. 8-12).
PFi tomto déji dojde opét k redukci zeleza na dvojmocné a jeho uvolnéni (kanalem DMT-1) z endosomu do
bunky (endosom = bunéénd organela, do niz putuji endocytotické vacky).

Schéma metabolismu a metabolickych cest Fe v lidském organismu

Erytropoesa a
syntéza hemu

Kostni
dren

Absorpce ze stieva e > +E Neefektivni
HAERE cr erytropoesa Erytrocyty

23 2 23
o a Fagocyty
Skla Destrukce

N i .
hemosiderin 2 katabolismus Hb Ztraty
Krvdceni a jiné ztraty

(epitelidini buriky,
erytrocyty v moci a ve
stolici, menstruace 20 —
40 mg Fe, téhotenstvi
600 — 900 mg Fe; ztraty
z menstruace a
mg Fe =0,01791 mmol Fe v téhotenstvi jsou tézko

Cisla vyjadruji p¥iblizné mg Fe sménéné za den.
M = muzi, Z = Zeny

nahraditelné

Video o metabolismu Zeleza je moZno nalézt zde.
Hlavni slou€eninou pfi skladovani zeleza je ferritin, sférickd molekula skladajici se ze skofapky
apoferritinu a vnitfniho krystalického jadra s obsahem Fe. Apoferritin je sloZzen z 24 podjednotek (monomert).

Pro zvidavé studenty. Podjednotky maji prdmér asi 13 nm; vnitiniho krystalické jadro je sloZzeno z oxyhydroxidu Zelezitého

(FeOOH)x, dutina ve skordpce ma primeér asi 7 nm. Skorapkou do dutiny vede 6 pérd o prdméru 0,7 - 1,0 nm, kudy mdze dovnitf

difundovat, Fe**, kyselina askorbova a FMN. Konec pérli = enzymaticka vazba Fe. Pfi difuzi dvou Fe?* dojde k tvorbé FeOOH a jeho

navazani na povrch jadra, které se obvykle sklada z maximalné 2000 atomd Fe (i méné), i kdyz maximalné mdze byt v jadre az 4000
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atom{ Fe. Uvolnéni Fe z ferritinu je asi neenzymatické a mdze obsahovat redukci redukovanym FMN ¢i jinymi redukénimi Cinidly.
Uvolnéné Fe”* difunduje pérem ve skorapce ferritinu . Oxidace i redukce jsou rychlé déje, ferritin je tedy jak pasti na Fe, tak
zdrojem Fe. (Podle Tietz Textbook of Clinical Chemistry)

Ferritin se nachazi témér ve vSech somatickych burikach. V hepatocytech v jatrech, v systému makrofagu
kostni dfené a jinych organu slouzi ferritin jako rezerva Zeleza pro hemoglobin a jiné hemové proteiny. Jako
zasobni ferritin se uklada Zelezo v pfipadé, Ze okamzité po vstiebani nedojde k syntéze hemu. P¥i velké
nabidce Zeleza se tvofi hemosiderin (viz dal). Celkova zasoba Zeleza (pfedevsim ve formé ferritinu) je u
zdravych jedincll asi 800 mg (14,3 umol) u muzd a 0 - 200 mg (0 — 3,58 umol) u Zzen

Poskozeni jater (napf. infekénim zanétem jater) vede k uvolnéni relativné velkého mnozstvi ferritinu do plasmy (!), protoZe se
ferritin chova jako reaktant akutni faze (viz kapitola 16, Biomarkery). Nutno brat v potaz pfi hodnoceni stanovenych hodnot.

Druhou zasobni formou Zeleza je hemosiderin, agregovany, ¢astecné deproteinizovany ferritin, na rozdil
od ferritinu nerozpustny ve vodnych roztocich (pGvodné jediny vzajemny rozli§ovaci znak). Zelezo se z
hemosiderinu uvolfiuje pouze pomalu, pravdépodobné proto, Ze se hemosiderin nachazi ve velkych
agregatech a ma tak mnohem mens$i pomér povrch/objem. Podobé jako ferritin i hemosiderin se pfevazné
nachazi v burnikach jater, sleziny a kostni diené.

Tkanové zelezo je obsazeno v enzymech a koenzymech. Mnohé bunééné enzymy a koenzymy vyzaduiji
zelezo bud jako soucast molekuly, nebo jako kofaktor. Zejména to jsou peroxidazy a cytochromy, zelezo
vSak vyZaduje také asi polovina enzym0 z Krebsova cyklu. Toto Zelezo, obsazené v enzymech a
koenzymech nachazejicich se ve v8ech jadernych somatickych burikach, se nazyva kompartment
tkariového Zeleza (tissue iron compartment) &i struéné tkariové Zelezo. Tkanového Zeleza je asi 8 mg (0,14
pmol), malé mnozstvi, ale metabolicky kritické (rozhodujici). Pfi deficitu zeleza mizi tkafiové Zelezo jako
prvni. (Compartment = prostor, oddéleni, pfihradka).

Hypoteticky labilni pool obsahuje asi 80 mg Fe, tj. 1,43 umol Fe. Anatomicka lokalizace této ¢asti neni
jasna: je to koncept vychazejici z kinetickych méfeni s radioaktivné znadenym zelezem. Ma se za to, ze se
jedna bud o Zelezo v lymfatickém obéhu, nebo o cytoplasmatické skladovaci slouceniny Zeleza rozdilné od
ferritinu, které se nachazeji ve vétsiné bunék, a které rychle vychytavaiji ¢i uvolriuji zelezo.

12.1.2. Regulace hladiny zeleza v organismu

Hlavnim regulatorem metabolismu Zeleza

v organismu je hepcidin, peptidovy hormon

slozeny z 25 aminokyselin. Hepcidin je signalni

molekula, ktera zajistuje komunikaci mezi misty,

kde se Fe schrafuje, stfada, jako jsou hepatocyty HIS3

a makrofagy a misty, kde se Fe bud vstiebava GLYa2 HIS15

(enterocty), spotfebovava (erytroidni buriky), ST
Mot

anebo recykluje a uvolfiuje do krevniho obéhu
(makrofagy). Cilovou strukturou pusobeni
hepcidinu je feroportin, coz je hlavni bilkovina
zajistujici export Fe z bunék. Hepcidin je
negativni requlator uvolfiovani zeleza

z enterocytll duodena, z makrofagl a

z hepatocytl: zvySeni koncentrace hepcidinu
vede ve zvySené mife k jeho vazbé na feroportin.
Po navazani hepcidinu se feroportin zanofi do
buriky, kde dojde k jeho rozkladu. P¥isludna
burika tak ztraci schopnost exportu Fe do plazmy.

ars7

Vysledkem zvySeni hladiny Fe je tedy snizeni
jeho hladiny v plazmé a zadrZeni Zeleza
Vv makrofazich a enterocytech.

Hepcidin

Vzhledem k omezenym moznostem vylu€ovani zZeleza z organismu je hlavnim mechanismem udrzovani
homeostazy Fe kontrola jeho pfijmulabsorpce v enterocytech, regulovana pravé popsanym mechanismem
uginku hepcidinu. Pfitom syntéza hepcidinu je regulovana signaly reagujicimi na zanét, aktivitu erytropoezy,
hladinu Fe a jeho zasoby v organismu a na tenzi kysliku.
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Nedostatek Fe, hypoxie a
zvySeni erytropoetické
aktivity se zvySenou

E Fe potrebou prisunu Fe
Hepcidin > - produkci hepcidinu tlumi,

——> wA ; zanét a zvysSena hladina Fe
orFr =
Vg Vv Q

Nedostatek Fe; Akcelerovana erytropoesa; Hypoxie

Vv Kkrvi &i jeho zvySené
zasoby v organismu

produkci hepcidinu stimuluji.
Nadbytek Fe; Zanét

[ &)

vAg¢
<’9:

Konkrétni faktory potlacujici
produkci hepcidinu viak
Fe dosud nebyly kompletné

popsany. Zmeény v hladiné
. hepcidinu mohou byt jak
c vlastni pfiginou, tak

nasledkem zmén, které vedu
k anémii a deficitu Fe

v organismu nebo naopak

k jeho akumulaci v bufikach

Hepcidin
— >

A , oy .
E <!> m a tkanich s rozvojem

v pretlzenl organismu
Enterocyt Makrofag Feroportin zelezem.

Regulace systémové homeostazy Fe hepcidinem
(Podle Kolektiv autort: Vyznam stanoveni hladiny hepcidinu v diagnostice vybranych typi
anémii détském veku; Transfuze Hematol. Dnes, 18,2012)

Pozndmbka: O stanoveni hepcidinu metodou ELISA si miZete pocist zde , pripadné zde.

Pékny obrazek transportu Zzeleza pres enterocyt, Ize nalézt na strankach Vulpe Lab Univerity of California
Berkeley (http://www.vulpelab.net/)

Iron Transport through the Enterocyte

Apical Basolateral  Hephaestin

»
B ga

. 3
ile

Gut

Lumen T Circulation
O

Vysvétlivky:

HC P1 = Haem (Heme) Carrier Protein 1 (protein 1 pfenasejici hem)
FPN = feroportin; HO-1 = Haem (Heme) Oxygenase (viz kap. 9, str. 9-6)
Gut = strevni; Apical = apikalni, vrcholovy
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12.1.3. Klinické poznamky
V organismu muze byt jak nadbytek, tak nedostatek Zeleza, hovofime o poruchdch metabolismu Fe.

! Nedostatek Fe

Patfi k nejrozSifené&jSim porucham, vyskytuje se zvlasté u déti, mladych Zen a starych osob. U déti je
pric¢inou predevsim dieta (karence, tj. nedostatek v potravé) a zvySena potfeba Zeleza (rlst). U dospélych
jsou pfi¢inou chronické ztraty Zeleza (menstruace), Spatné vstfebavani pfi nemocech traviciho Ustroji a
zvySena potieba (téhotenstvi, kojeni). Dalsi pfi¢inou nedostatku zeleza je krvaceni, at’ jiz zjevné nebo skryté
(okultni, ¢asto prvni znak pfitomnosti kolorektalniho karcinomu). Mezi dal$i znamé pfiCiny ztraty zeleza patfi
jicnové varixy, hemoroidy, polypy apod., vyvolavajici pfi¢inou krvaceni mlze byt i nadbyte¢ny pfFijem
nékterych Iéku (kyselina acetylsalicylova, nesteroidni antirevmatika, antikoagulancia aj.). PFi nedostatku
Zeleza je omezena krvetvorba, dochazi ke snizené tvorbé erytrocytu, ty jsou mensi (mikrocyty) a jsou
hypochromni (obsahuji méné hemoglobinu). Vyviji se sideropenicka anémie, tj. anémie z nedostatku
zeleza. Protoze Zelezo ke svému fungovani potfebuje vétSina bunék, mohou byt projevy z nedostatku
Zeleza patrné i na klzi, nehtech a sliznicich.

Obvykle se pro stanoveni nedostatku zeleza pouzivaji hodnoty sérového Zeleza a celkové vazebné kapacity
pro zelezo.

(Pfed nastupem anémie dochazi k poklesu sérového Zeleza, k poklesu sérového ferritinu a vzristu hodnot transferinu,
zvySuje se volna vazebnad kapacita, tj. sniZuje se saturace transferinu).

Sérovy ferritin ma pro tuto poruchu vyssi vypovidaci hodnotu nez sérové Zelezo.

Jako pomlcka se také pouziva stanoveni koncentrace volného protoporfyrinu erytrocytl (FEP = free erythrocyte
protoporphyrin; viz také poznamku na str. 24), kde se nachézeji zvysené hodnoty u pacientd s nedostatkem Zeleza (u
thalassemia minor jsou normalni hodnoty). Velmi spolehlivou metodou pro diagnostiku nedostatku Fe je
cytochemické stanoveni aspiratu kostni diené reakci s pruskou modfi, na priikaz pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
hemosiderinu (mikroskopie). Ale to je spi$ metoda hematologicka.

T Nadbytek Fe

Nadbytek Zeleza m{ize mit pro organismus fatalni nasledky. Diky zvySené tvorbé kyslikovych radikall
dochazi k poSkozeni bunék riznych tkani. K vaznym gjmam mohou dojit zejména jatra (cirhoza,
hepatocelularni karcinom), pankreas (diabetes mellitus jako nasledek zni¢eni Langerhansovych ostrivku),
myokard (kardiomyopatie az se srde¢nim selhanim), klouby (bolesti) a také endokrinni zlazy (rizné
poruchy). Pfi¢inami pfetizeni organismu zelezem jsou nadbyte¢ny pfFivod Zeleza peroralni nebo parenteralni
cestou, mnohacetné transfuze a genetické onemocnéni hereditdrni hemochromatéza.

Hereditdrni hemochromatéza (HH) je klasickd choroba z nadbytku Zeleza, kde pfic¢inou je vrozena porucha ve vstiebavani zeleza.
vice Zeleza neZ za normalnich okolnosti. Existuje nékolik typU hereditarni hemochromatdzy rozlisenych podle zmutované regulacni
molekuly: HH 1. typu je nejobvyklejsi, zde dochazi k mutaci molekuly proteinu HFE (human hemochromatosis protein),
nejzavaznéjsi je juvenilni HH Cili HH 2. typu, kdy je zmutovan tzv. hemojuvelin (membranovy rozpustny protein; zkratky HVJ, HFE2,
RGMc)) pfipadné je zmutovan (velmi vzacné) samotny hepcidin.

Je dlleZité chorobu diagnostikovat, jinak vede béhem nékolika let ke smrti. Lécba spociva v odebirani asi 500 ml krve jednou i
dvakrat tydné do celkového odebraného objemu asi 50 I.

Hemochromatadza je pojem oznacujici pdvodné nadbytek Fe s poskozenim pfislusnych organd, coz se projevuje bunéénou
degeneraci a fibrézou. Dnes se timto pojmem oznacuje stav s nadbytkem Fe bez ohledu na to, zda existuji ¢i neexistuji dikazy o
tkdnovém poskozeni.

Hemosiderdza je pojem oznacujici nadbytek Fe bez poskozeni tkani.

Sideroblastickd anémie - skupina chorob ¢asto z neznamé pticiny, se zmnozenym vyskytem sideroblast(i. Zelezo se hromadi

v erytroidnich prekurzorech.

Metody pouzZivané ke stanoveni nadbytku Zeleza

e Stanoveni koncentrace sérového Zeleza (S-Fe) a hodnoty celkové vazebné kapacity pro Zelezo (S-
TIBC, S-CVK). Podle pouZité metody je u osob s nadbytkem Zeleza koncentrace S-Fe obvykle vétsi
nez 27 umol/l. Vyznam stanoveni sérového Zeleza a celkové vazebné kapacity je v podstaté pouze
ve screeningu chorob s nadbytkem Zeleza a v potvrzeni a monitorovani akutni otravy zelezem u
déti.

e Saturace transferrinu pfesahujici 60% rovnéz veétSinou svédci o nadbytku Fe. V pokrocilych
stadiich nadbytku Fe pfesahuje saturace transferrinu 90%.

FEP test (free erythrocyte protoporphyrin test; viz vys) se pfi diagnostikovani nadbytku zeleza neda pouzit.
Sérovy ferritin (S-ferritin) je necitlivy pro stanoveni ranych stadii nadbytku Fe..
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Pro zvidavé studenty: Interpretace ndlezii sérového Zeleza (S-Fe)
S-Fe predstavuje Fe** vdzané na transferrin, neobsahuje Fe ve volném hemoglobinu v séru.

{ Pokles S-Fe: u vétsiny, ne vSak u vSech, anemii z nedostatku Fe, a u chronickych zdnétlivych chorob, jako jsou akutni
infekce, imunizace a infarkt myokardu (pokles koncentrace sérového Zeleza je vyvolan hepcidinem, ktery reaguje na
zanét jako pozitivni reaktant akutni faze a jeho zvysené mnozstvi inhibuje resorpci Zeleza ve strevé a uvolfiovani
Zeleza z makrofag(; to nasledné vede pravé k poklesu S-Fe a k poklesu koncentrace transferinu; koncentrace ferritinu,
jako pozitivniho reaktantu akutni faze, se zvysuje; stav charakteristicky pro tzv. anémii chronickych chorob; zelezo je
nezbytné i pro bakterie, pokles sérového Zeleza zabranuje bakteriim v mnozeni, je to tedy jeden z obrannych
mechanismud organismu).

Markantni pokles je u pacientl zacinajicich reagovat na specifickou hematologickou Ié¢bu anemii z jinych pfricin, napf.
na léCeni perniciosni anémie vitaminem B12. Akutni ¢i nedavna hemorrhagie, véetné darcovstvi krve, rovnéz vedou k
poklesu S-Fe. Dale: béhem menstruace. Hormonalni kontraceptiva zvysuji hladinu S-Fe, pfi zastaveni antikoncepce
vsak dojde aZ k 30% poklesu S-Fe (uterinni krvaceni).

T Zvygeni S-Fe: u chorob se zvydenym vstfebdvanim Fe - hemochromatosa, akutni otrava zelezem u déti - a u oralni &
parenterdlni medikace Zeleza nebo u akutni hepatitidy (tableta 0,3 g siranu Zeleznatého poZitd dospélym clovékem
mUzZe zvysit hladinu S-Fe o 50 - 90 umol/l).Hodnoty presahujici 35 pmol/l mohou byt pozorovany u Zen beroucich
kontraceptiva na bazi progesteronu pribuznych latek a dale pfi kontaminaci stfikacky, ¢i shérné nadoby.

12.1.4. Metody stanoveni sérového zeleza (S-Fe)

1. Atomové absorpéni spektrofotometrie. Zelezo se stanovuje v supernatantu po deproteinaci séra
(odstranéni hemoglobinu!)

2. Fotometrické stanoveni S-Fe. Zelezo se uvolni z transferrinu snizenim pH séra, zredukuje se z Fe®"
na Fe?* a pak navaze do komplexu s chromogenem, ktery obsahuje reaktivni skupinu
[=N-C-C-N=].(Stejnéa struktura jak u znamého antikoagulans EDTA). Zelezo je vazano chelatovou
vazbou mezi dvéma dusikovymi atomy. Komplex [Fe-chromogen] méa extrémné vysokou
absorbanci, ktera je pfimo umérna koncentraci.

Vyjimku ve strukture tvori chromogen Chromazurol B, ktery neobsahuje dusik. Do této reakce ale vstupuje
cetyltrimethyl ammonium bromid (CTMA).

Chromogeny
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Chromazurol B
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Klinicka biochemie Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

Diagnostické soupravy Erba Lachema s.r.o. :
Zelezo (Fe 70), s bathofenantrolinem, deproteinace séra (roztokem s kyselinou chlorovodikovou, trichloroctovou a thioglykolovou),

Cervené zbarveny komplex, fotometrie pfi 535 (510 —550) nm; velka spotreba séra (1 o N
ml) nelze zpracovavat hemolytickd séra.Normalni hodnoty touto metodou: muzi 14 — 1 / \ |

26 umol/I, zeny 11 — 22 umol/l. HO”\S\ N _
Zelezo PST (Fe 100 PST), s ferrozinem, fialové zbarveny komplex, fotometrie pfi 540 — o) o ~ N
570 nm, nedeproteinuje se, metoda je vhodna k automatizaci, Ize pouzivat i manualné ﬁ o _N

Zelezo liquid 200 (Fe L 200), s Ferene, fotometrie pfi 623, 620 a7 640 nm, metoda HO—g N

uréena k automatizovanému provozu Il \ / Ferene
Diagnostické soupravy jinych firem: napfr. o

Zelezo 400, SKALAB Svitavy, s Ferenem S a kyselinou askorbovou, fotometrie p¥i 580 nm, uréeno pro manudlni i automatizovany
provoz
Serum Iron and TIBC, ,,Diapack®, Dialab, stejny princip jako Zelezo 400 aj.

12.1.5. Transferrin

Sérovy transferrin slouzi, kromé své transportni funkce, jako vazebna rezerva pro Zelezo, nebot za
normalnich okolnosti je obsazena pouze asi 1/3 jeho vazebnych mist. Tato rezerva se nazyva
nesaturovana vazebna kapacita Zeleza UIBC (unsaturated iron binding capacity) a je pro organismus velmi
dalezita, nebot, jak jiz bylo uvedeno, volné Zelezo je toxické. Asi presnéjsi by bylo definovat ,, ... kapacita
pro Zelezo" nebo ,... Zelezo vazajici kapacita®“. Celkova vazebnd kapacita (TIBC) je stanoveni maximaini
koncentrace Zeleza, kterou mohou navazat sérové proteiny, principialné transferrin. S-TIBC kolisa podle
poruch metabolismu Zeleza. Celkova vazebnd kapacita je souCet sérového zeleza (S-Fe, tj. Zeleza jiz na
bilkoviny navazaného) a volné vazebné kapacity (UIBC), jak je znazornéno na schématu:

Schéma vzajemnych vztaht CVK, VVK a S-Fe
UIBC (VVK) S-Fe

(volna vazebna kapacita) (,sérové zZelezo")

TIBC (CVK)

(celkova vazebna kapacita)

UIBC = Unsaturated Iron Binding
Capacity (nevysycend = volnd vazebnd
kapacita pro Fe)

TIBC = Total Iron Binding Capacity
(celkovd vazebnd kapacita pro Zelezo)

12.1.5.1. Stanoveni celkové (TIBC) a volné (UIBC) vazebné kapacity

V testovaném vzorku se stanovi sérové Zelezo (tj. navazané Zelezo, S-Fe) a poté se do vzorku pfida

dostateéné mnozstvi Fe** pro saturaci vazebnych mist na bilkovinach, zejména na transferinu. DalSi postup

ma minimalné dvé varianty:

1. Adsorpci na uhli¢itan hofe€naty, pomoci ionexu, pfipadné jinymi podobnymi technikami, se odstrani
prebytek Zelezitych iontd, tj. iontu, které se na bilkoviny nenavazaly, protoze vSechna vazebna mista jiz
byla obsazena. V tomto vzorku s odstranénym prebytkem Fe®* se znovu stanovi S-Fe. Vysledek
predstavuje celkovou vazebnou kapacitu (TIBC), protoze v pfedchozim kroku byl vzorek nasycen
Zelezem a zelezo obsadilo vSechna vazebna mista: S-Fe = TIBC. Volna kapacita (UIBC) se ziska
odectenim hodnoty sérového Zeleza z puvodniho vzorku (S-Fe) od TIBC, tj. od vysledku z druhého
stanoveni (po Upraveé vzorku):

UIBC = TIBC — S-Fe, resp. VVK = CVK - S-Fe

S-Fe = koncentrace sérového Zeleza naméiena pred pfidanim Fe®"

S-Fe

Dodatecné navdzané Fe +puvodni S-Fe
(,sérové zelezo")

= stanovené sérové Zelezo po vysyceni
vazebnych mist pridavkem Zelezitych
ULES {E0) iontti= TIBC

Dodate¢né navazané Fe (UIBC)

(celkova vazebna kapacita)

2. Stanovi se Ubytek Zeleza z pfidaného mnoZzstvi, coz odpovida vazbé na volnou kapacitu sérovych
bilkovin, zejména transferinu. V praxi to vypada tak, Ze po vysyceni volné kapacity ve vzorku roztokem
Fe** 0 znamé koncentraci Cre, se ve stejném vzorku znovu stanovi koncentrace Zeleza (Fesy). Protoze
navazané zelezo nereaguje (bylo by nutno ho z bilkovin oddélit — viz stanoveni Fe), pfedstavuje tento
vysledek zbylou koncentraci zeleza, tj. toho, které se nenavazalo a zUstalo v roztoku. Odectenim této
hodnoty od pavodni, znamé hodnoty Ck,, ziskame podil, ktery se navazal na volnou kapacitu a
nemohl tak vstoupit do reakce s €inidlem:

Vypocet UIBC (VVK): UIBC (VVK) = cCre — Fegst

kde Cg. = koncentrace pridaného Fe, Fesy = koncentrace Fe naméfena po vysyceni transferinu
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Klinicka biochemie Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

12.1.5.2. Klinické poznamky

lPoklesTIBC: Celkova vazebnd kapacita se sniZuje pfi chronickych infekcich, zhoubnych nadorech, otravé
Zelezem, onemocnéni ledvin, nefroze, Kwashiorkoru a talasemii.

Kwashiorkor je forma zavazné proteinové-energetické malnutrice charakterizovana edémem, drazdivosti, anorexii, ulcerativnimi (s
viedy) dermatdzami a zvétsenymi jatry s tukovymi infiltracemi. Vyskytuje se v oblastech s hladomorem a/nebo s nedostateénym
pfisunem proteind, ve vyspélém svété vzacna.

TNarast TIBC: Béznymi pfi¢inami zvySeni hodnot celkové vazebné kapacity jsou anémie zplsobena
nedostatkem Zeleza, t&€hotenstvi, oralni antikoncepce a virova hepatitida.

12.1.5.3. Saturace a koncentrace transferinu
S—Fe

TIBC

Saturaci transferinu Ize vypoditat napr.: Saturace transferrinu (%) = 100 X
Vypocet koncentrace S-transferinu z hodnot TIBC: S-transferrin (g/l) = 0,007 x TIBC

Vztah neni zcela linearni, je vSak postacujici pro béznou praxi. Transferin Ize stanovit imunochemicky (viz
kapitolu 10.Bilkoviny, Imunochemické metody).

Hodnoty S-Fe, S-TIBC a saturace transferinu by nemély byt pouzivany pro uréeni nedostatku Fe, ale pouze
jako screening pro choroby z chronického nadbyteéného pfijmu Zeleza a pro potvrzeni a monitorovani
akutni otravy zelezem u déti.

Praktické poznamky:
—  kromé AAS ma hemolyza velmi maly vliv na stanoveni S-Fe (z hemoglobinu se uvolni pouze mala mnozZstvi Zeleza) odbér
by mél byt opakovan pouze u markantnich hemolyz.
— stanoveni TIBC je ovlivnéno mnoha faktory (viz tabulka na str. 9-19): kolisani ze dne na den i u zdravych osob, diurnaini
variace (odpoledne jsou nizsi hodnoty nez rano, nejnizsi jsou vecer - rozdil 2 az 4 umol/l). Mnoho osob s nedostatkem
Zeleza ma normalni hodnoty S-Fe a TIBC. Pro vieobecnou rozsifenost Fe je nutno dbat na Cistotu pouzivanych potreb.

12.1.6. Ferritin a vyznam jeho stanoveni

V Kkrvi se nachazi ve velmi nizké koncentraci, asi 1% plasmatického Fe (P-Fe) je obsazeno ve ferritinu.
Plazmaticky ferritin (P-ferritin) je v rovnovaze s télesnymi zasobami a rozdily v kvantitativnhim obsahu

v zasobovacich kompartmentech se odrazi v koncentraci P-ferritinu, jehoZ koncentrace klesa velmi zahy pfi
rozvoji Fe nedostate¢nosti, daleko dfiv, nez jsou pozorovatelné zmény v B-Hb (krevni hemoglobin), velikosti
erytrocytl Ci v S-Fe (sérové Fe) koncentraci. Za normalnich podminek je ferritin produkovan
retikuloendoteliarnimi bufikami sleziny, jater a kostni dfené.

P(S)-Ferritin je citlivy indikator nedostatku Zeleza (neni-li komplikace konkurenénimi chorobami).

Druha strana mince: hladinu S-ferritinu zvySuje mnoho chorob (ferritin se chova jako bilkovina akutni faze
— viz kapitola 15, Biomarkery - napf. chronické infekce, chronické zanétlivé choroby jako revmatoidni
artritida nebo ledvinova choroba, velky po€et malignit, zvl. lymfomy, leukémie, plicni rakovina a
neuroblastom. Kombinace téchto chorob s nedostatkem Fe velmi €asto vede k normalni hladiné
plazmatického/sérového ferritinu. Vzrast P/S-ferritinu se objevuje i u pacient(l s virovou hepatitidou nebo po
toxickém jaternim poSkozeni jako vysledek uvolnéni ferritinu z poSkozenych jaternich bunék. Ke vzristu
dale dochazi u pacientd s hemosiderosou a hemochromatosou. Pro méfeni raného zvyseni Fe se
stanoveni S-ferritinu jevi jako méné citlivd metoda, nez je stanoveni S-Fe, TIBC (CVK), saturace transferinu.

12.1.6.1. Principy stanoveni ferritinu

Ferritin se stanovuje pomoci specifickych protilatek metodami IRMA, ELISA, pfipadné imunoturbidimetricky.
Jednéa o imunochemicka stanoveni na principu reakce antigen + protilatka = komplex [antigen-protilatka].
Vnikly komplex [antigen-protilatka] se kvantifikuje pomoci riznych metod: s vyuzitim radioizotopu = IRMA,
enzymu = ELISA, nebo fotometrickym proméfenim vzniklého homogenniho zékalu = turbidimetrie.
Podrobnosti k metodam viz kapitola 13. Bilkoviny.

Byvala souprava reagencii PLIVA-Lachema Diagnostika pro turbidimetrické stanoveni ferritinu

FERRITIN Ready-to-use (IC-FER R1x15) (protilatka pfipravend k prfimému pouZiti);FERRITIN Pufr (IC-FER DBUF 1x100)

FERRITIN Standard (FERS 6x1); FERRITIN Control (FERC 1x5)

Princip metody pro zvidavé studenty: Ferritin ze vzorku reaguje s monoklonalnimi protilatkami proti lidskému ferritinu, kterymi
jsou potaZeny castice koloidniho zlata. Dochazi k aglutinaci a zvySeni absorbance zlatého koloidu (pti 600 nm). ZvySeni absorbance
je pfimo umérné koncentraci ferritinu ve vzorku.
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Klinicka biochemie

Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

Referenéni intervaly

muzi 20 - 300 pg/l
Zeny 15-120 pg/l
novorozenci 25 - 200 pg/l

1 mésic 200 - 600 g/l

2 - 5 mésicu 50 - 200 pg/!
6 més - 15 let 7-142 pg/l

Poznamky:
- U rliznych metod se dosahuji rizné vysledky - kazda
laborator si musi stanovit vlastni referencni intervaly
- Metody maji sva uskali - vzorky by mély byt redény
na koncentraci 200- 400 ug/I (pokud je koncentrace
vyssi) a stanoveni zopakovano, duplikaty by se
nemély lisit o vice jak 7%, jinak zopakovat.

12.1.7. Podminky, o nichz je znamo, ze ovliviiuji koncentraci S-Fe, TIBC a saturaci

transferrinu

Podminky

Denni variace

Menstruacni cyklus

Téhotenstvi

PFijem Fe (vCetné vitaminu
obohacenych Fe)

Oralni kontraceptiva (progesteron-like)
Kontaminace strikacky zelezem
Injekce dextranu s zelezem
Hepatitida

Akutni zapal (infekce dychacich cest,
absces, imunizace, infarkt myokardu)
Chronicky zapal nebo malignita

Nedostatek Fe

Nadbytek Fe (hemochromatosa)

Efekt

Normalni hodnoty rano, nizké hodnoty uprostfed odpoledne, velmi
nizké hodnoty k pullnoci

Zvysené hodnoty pfed menstruaci (S-Fe o 10-30%), pfi menstruaci nizké
hodnoty (S-Fe pokles o 10-30%)

Maze dojit ke zvySeni S- Fe nasledkem zvySeného progesteronu, muze
dojit ke snizeni S-Fe nasledkem nedostatku Fe

Vysoké hodnoty, mohou zvysit S-Fe o +54 umol/l a saturaci Trf
na 100%

Mohou zvySit S-Fe na > 36 [Imol/l a saturaci Trf na 75%, rovnéz se
zvySuje TIBC (CVK)

Vysoké hodnoty, tj. S-Fe > 30 [Imol/l, saturace Trf o 75 - 100% (obtizné
dokazatelné)

Velmi vysoké hodnoty; S-Fe mlze byt >180 umol/l,saturace Trf
100%, pravdépodobné z cirkulujiciho Zeleza z dextranu, jev
muZze pretrvavat po nékolik tydn(

Velmi vysoké hodnoty; F-Se mize byt >180 umol/l, nasledkem
hyperferritinemie z poSkozeni hepatocytl

Nizké nebo normalni S-Fe; nizka nebo normalni saturace Trf

Nizké nebo normalni S-Fe; nizka nebo normalni saturace Trf

Nizké nebo normalni S-Fe; nizka nebo normalni saturace Trf;

zvysSena TIBC (CVK)

Vysoké S-Fe; vysoka saturace Trf; normalni nebo nizka TIBC

Pavel Nezbeda
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12.2. Stopové prvky

VétSina prvkl v zivych organismech se nachazi v mnozstvich grami na kg tkané. Ty prvky, které se
vyskytuji v mnozstvich miligrami na kg tkané, se nazyvaji prvky stopové .Prvky ultrastopové jsou

v tkanich pfitomny v mnozstvich mikrogramt na kg tkané. V uvedené tabulce jsou vyznaceny stopové
prvky.

X esencidlni stopovy prvek (je nutny jeho prijem potravou)
] X predpokldadany esencidlni stopovy prvek
Li Be X | stopovy prvek s nezndmou fyziologickou funkci B F
Na | Mg - Al | Si P s |d
K | Ca Ti V | C |Mb| Fe | Co | Ni | Cu | Zn As | Se | Br
Rb | Sr Y Mo Ag | Cd Sn |
Ba Pt | Au | Hg Pb Bi

Stopové prvky Ize rozdélit podle jejich biologickych funkci na
Esencialni stopové prvky s definovanou denni davkou: Zn, |, Se, Fe

e Esencialni stopové prvky s definovanou esencialni roli v metabolismu, ale bez pfesného stanoveni
denni davky: Cu, Mn, Cr, Co, Mo, F

e Ultrastopoveé prvky, u nich nebylo doposud jednoznaéné uréeno zda jsou esencialni nebo Skodlivé ve
zjiStovanych koncentracich: Li, Ni, Sn, Si, V, B

e Toxické stopové prvky u nichz neni u lidi znama biologicka funkce, ale které i v relativné nizkych
koncentracich zpUsobuji patologické zmény: Al, As, Cd, Pb, Hg.

Hlavni biochemickou ulohou stopovych prvki je zfejmé katalytické plisobeni v enzymovych systémech, kde
se uplatiuji jako kofaktory, nebo jako sou¢asti metaloenzymu, kde jsou pevné spojeny s bilkovinou. Zda se
také, Ze hraji vyznamnou strukturalni roli v jednotlivych buné&nych komponentach (nuklearni bilkovina,
DNA, bunét&né membrany). Velmi vyznamnou je také ucast stopovych prvku pfi likvidaci volnych radikald

v organismu. Zde se zapojuje nékolik enzym, z nichz asi nejdllezitéjSi je superoxiddismutaza (SOD), ktera
v rliznych &astech buriky méni superoxidoveé radikaly (anion O,) na peroxid vodiku. K tomu vyuziva rGzné
prvky — napf. v mitochondriich Mn, v cytoplazmé Cu a Zn. Obecny priibéh reakce Ize popsat napf. tak, jak je
uvedeno na schématu vpravo.

Tomuto tpr_J (redoxnl'_) reakce se fika dismutace Ugast SOD a kovovych prvki v dismutaci
nebo také disproporcionace - latka se souasné
oxiduje i redukuje a tvofi se dva rozdilné produkty.
Ve vy8e popsané reakci osciluje oxidacni stav
kovového kationtu mezi ,n“ a ,n+1“.

Peroxid je dale rozkladan glutathionperoxidazou
(GPXx), coz je selenoenzym existujici v nékolika (1) o
formach — izoenzymech kédovanych rozdilnymi Me -SOD Me™ - SOD
geny, a které se liSi v bunécné lokalizaci a

substratové specifité.

02

Pro zvidavé studenty: Hlavni biologickou funkci GPx (cozZ je
vseobecné oznaceni enzymové rodiny s peroxidazovou

aktivitou) je ochrana organismu pred oxidacnim stresem. H20;

Biochemickou funkci je preména lipidovych hydroperoxid( na

odpovidajici alkoholy a volného peroxidu vodiku na vodu. (Me = pfislusny kovovy prvek; plati - pro Cu, n=1; Mn, n=2; Fe, n=2;
Ni, n=2)

Obecné klinické poznamky
Rozeznavaji se dva hlavni typy nutri¢nich deficitl:

e Typ I: pfi poklesu tkarfiové koncentrace dojde k defektu specifickych metabolickych cest, ke ztraté
funkce a specifickym klinickym pfiznakdm: Fe, I, Cu, Se. Klinicky deficit se vyviji v riznych
Casovych usecich — Fe tydny, Cu nékolik mésicl, Se mésice i roky.

e Typ II: specifické diagnostické klinické znamky neexistuji nebo se vyvijeji az po pomérné dlouhé
dobé. Typickymi pfedstaviteli jsou Zn a Cr.
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12.2.1. Med’

Me&d je v krvi vdzana na albumin, aminokyselinu histidin (volny i v bilkovinach) a na specialni
transportni bilkovinu transcuprein. Jatra zabudovavaji méd do ceruloplazminu secernovaného do
krve, kde je vazano 90% plazmatické médi. Méd se vyluC€uje zlu€i. Nadmérny pfivod médi blokuje
vstfebavani zinku a naopak. Denni potfeba médi je asi 20 ug/kg, bezpecna davka pro dospélého je
15-30 mg/den.

Zdrojem médi jsou zelenad zelenina, Ustfice, ryby a vnitfnosti, ofechy, suSené ovoce a ¢okolada.

Med je soucasti mnoha enzymdu, které hraji vyznamnou roli v metabolismu katecholamind, pfi
stabilizaci elastinu a kolagenu, v energetickém metabolismu buriky i v antioxidaéni ochrané
organismu. Naopak volné médnaté ionty jsou schopny, podobné jako Zelezo, katalyzovat vznik
volného hydroxylového radikalu.

I Nedostatek médi. Mankesova choroba - dédiéna porucha absorpce médi sttevni sliznici.
Nedostatek médi obecné (pFi¢inou muze byt malnutrice, tézké prijmy, dlouhodoba parenteralni
vyziva bez dodavani médi) muze vést k hypochromni normocytarni anémii, porucham kosti a
nedostate¢né syntéze kolagenu.

T Piebytek médi - toxicita médi.

Wilsonova choroba = hepatolentikularni degenerace*) (dédi¢né onemocnéni). Pricinou je

nedostateéna tvorba ceruloplazminu, celkova koncentrace médi v séru je snizena, je v3ak vysSi volna

frakce médi, ktera pronika do jater, mozku (postizeno je mozkové jadro nukleus lentiformis) a ledvin a

zpUsobuje cirhézu a neurologické poruchy. Pacienti maji zvy$ené vylu¢ovani médi moci.
*)hepatolentiku/drni degenerace — jaterni onemocnéni, pfi némz cirrhosa jater ma vliv na mozek, coZ se projevi fadou
priznakl, mezi jinym velikym tfesem; nucleus lentiformis — jadro v mozku charakteristicky postizené touto chorobou

Hepatitida, razné typy anémii, leukémie apod. - i zde se nachazeji vy$si koncentrace médi.

Akutni intoxikace médi se projevuje zvracenim, prijmy, bolestmi v epigastriu (nadbfiSku), maze vést k

Soku a akutnimu selhani jater a ledvin.

Metody stanoveni médi
1. AAS - z&kladni metoda stanoveni
2. Fotometrické stanoveni s bathocuproinem
V silné kyselém prostiedi tvofi bathocuproin s Cu* oranZové zbarveny komplex
fotometrovatelny pfi 480 nm: Cu” + bathocuproin = barevny komplex
Bathocuproin je latka velmi podobna bathofenantrolinu (viz vzorec bathofenantrolinu
na str. 8-12), obsahujici navic dvé —CH; a dvé —SOsH skupiny. PouZivaji se i jina Cinidla,
napf. diethyldithiokarbamat, bis-cyklohexanon, oxaldihydrazon (cuprizon) aj.

Referenéni hodnoty
Dospéli: 11 - 22 pmol/l
Novorozenci: 3 -10 umol/l

Bathocuproin

HaC CH,

Bathocuproinsulfonat

12.2.2. Zinek

Télo obsahuje asi 2 g zinku. Zinek je sou€asti mnoha enzymu (napf. LD, CA, ALP, AMS, ACE aj.), je
soucasti superoxiddismutazy (zakladni antioxida¢ni enzym), stabilizuje bunécné membrany,
podporuje antioxidaéni u€inek jinych latek. Je potfebny pro bunéénou imunitu, mnozeni bunék, tvorbu
vaziva, hojeni ran a tvorbu spermii, podporuje absorpci glukdzy a usnadriuje vazbu inzulinovych
receptorll na hepatocyty. Pfi nedostatku Zeleza vstupuje do protoporfyrinu a tvofi tzv. ZPP (zinc
protoporhyrin), namisto hemu a dale se vazZe s globinem a tvofi ZPP-globin (analogie hem a
hemoglobin). Koncentrace ZPP tak mohou slouZit jako parametr Fe-deficitni erytropoézy.

Zinek je typicky intracelularni prvek. Pfi katabolismu se vyplavuje z bunék a koncentrace v séru je
umérna stupni katabolismu. V krvi je vazan na bilkovinu metalotionein a na albumin (65%). Neni
skladovan v jatrech, jeho deficit se proto projevuje pomérné brzo. Moci se vylu€uje asi 10% denni
exkrece, vétSina se vylu€uje pankreatickou Stavou a Zlu€i. Denni potfeba u dospélého je 12 - 19 mg,
u déti 50 pg/kg, u novorozencl asi dvojnasobek.

Zdrojem zinku je zejména maso, obzvlasté zvérina. Celozrnné obilniny a zelenina sice obsahuji dostatek zinku,
ale ten je biologicky nedostupny (vegetarianstvi!), protoZe jeho absorpci inhibuje vldknina, ktera je v této
stravé rovnéz pritomna. Absorpci naopak podporuji morské ryby, jatra a vejce.
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T Zvysené mnozstvi Zn je véude tam, kde se tvofi nové burky (tedy i v nadorové tkani).
T Akutni otrava - zvraceni, prijmy, horecka. Zvy$eny pfijem Zn snizuje absorpci médi.

I Nedostatek zinku muze byt zplisoben dédiénym defektem zabrafujicim vstfebavani zinku ve strevé.
Castéji se jedna o malnutrici, malabsorpci a nedostate&ny pfisun pfi parenteralni vyzivé. Ke zvy$enym
ztratam maze dochazet pfi katabolismu, popaleninach, zanétech, vétsich sportovnich vykonech a u
nékterych terapii (penicilaminem aj.). Vysledkem je Spatné hojeni ran, poruchy rlstu, imunity, vypadavani
vlasU, poruchy metabolismu cukru.

Metody stanoveni zinku
1. AAS - prvofada metoda stanoveni
2. Fotometrické stanoveni s 5-Br-PAPS
Zinek tvofi s 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-(N-n-propyl-N-3-sulfopropylamino)fenolem barevny
komplex, jehoz zbarveni se méfi pfi 560 nm. Metoda neni pfilis citliva.

Referenéni hodnoty:
Dospéli: 10 - 20 umol/l
Novorozenci: 11 - 40 umol/l

12.2.3. Kiemik

O metabolismu kfemiku je toho znamo pomérné malo. Pfedpoklada se, zZe je pro ¢lovéka esencialni a tudiz
je vyzadovana urcita denni davka potfeby. Ta se odhaduje na 5 — 20 mg/den, pro sportovce se doporucu;ji
davky vyssi, 30 — 35 mg/den. Z bézné stravy se ho vstfebava asi 50% pfitomného obsahu, absorpce je
vSak znaéné ovlivnéna formou slouc€eniny (anorganické se vstrebavaji asi z 1%, organické asi ze 70%), pH,
pfitomnosti vlakniny, hliniku a molybdenu. V krvi kiemik neni vazan na bilkovinu, vylu€uje se moci.

Kfemik se povazuje za netoxicky, vyssi davky v§ak mohou vést ke vzniku mocovych kamend,

v kamenolomech pracujici lidé mohou byt postizeni poSkozenim plic a silikézou (profesionalni nemoc
vznikajici vdechovanim malych ¢astecek obsahujicich oxid kfemicity).

Kfemik je dalezity pro zesitovani kolagenu a elastinu a pro tvorbu kolagenu. Ovliviiuje sloZeni chrupavek,
predevsim jejich kalcifikaci. Ovlivnéni tvorby kolagenu je na biochemické urovni vysvétleno tim, Ze kfemik je
potfebny pro aktivitu kostni prolylhydroxylazy a ornitinaminotransferazy, enzymu, nezbytnych pro tvorbu
kolagenu. Vyskytuje se v pojivovych tkanich (s narlstajicim vékem obsah kfemiku v pojivovych tkanich
klesa), v kostech, Slachach a kizi, v jatrech, srdci a ve svalech. Kfemik zachovava pevnost a pruznost
Slach, kdze, vlasu, nehtd, cév, fibrinu a vnitfnich organu, ve kterych je pfitomen. Ma zfejmé i vztah

k ateroskleroze, osteoartritide, hypertenzi a k procesu starnuti.

Zdroji kiemiku jsou hlavné potraviny rostlinného ptvodu, vysoky obsah je v presli¢ce a kopfivé.

I Nedostatek kiemiku vede ke ztraté elasticity a zeslabeni cévni stény, ktera se tak stava nachylngjsi
k rozvoji aterosklerézy; negativné ovliviiuje vyvoj pohybového aparatu a celkovy rist, vznikaji abnormality
kosti a chrupavek s vyraznym sniZenim kostniho kolagenu, zejména u lebky a dlouhych kosti.

Metody stanoveni kiemiku: Plamenovéa atomova absorpcni spektrometrie (FAAS), atomova absorpéni
spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETA — AAS)

Referenéni hodnoty: v séru se nachazi (podle zdroje) 0,4/0,3 — 10,0 mg Si/l, tj. 14,2/10,7 — 356 pumol Si/l

12.2.4. Selen
V organismu se selen neskladuje, pfi zastaveni pfijmu (cibulova zelenina) rychle
vznika jeho deficit. Vylu€uje se pfevazné moci. Bezpecény pfijem je 50 - 200 ug/den.
Nejvice Se je obsaZeno v selenoproteinu-P, cozZ je urdita zasobni forma, dale je H,N
obsaZen v nékterych enzymech (napf. glutationperoxidaza - ochrana pfed oxida&nim

« p R, . T e X . 0
poskozenim, viz vys; jodotyronin-5-dejodaza - pfeména T4 na T3 viz kapitola 14.
Hormony, str. 14-13), v proteinech je v podobé selenocysteinu (21. aminokyselina). Selenocystein
Ma vyznam pro spravny vyvoj spermii a chrani pfed rozvojem zhoubného bujeni.
Zdroji selenu jsou cibule, pdr, ¢esnek, paZitka, vnitrnosti, veprové a hovézi maso, nékteré druhy orech(; celozrnné
obiloviny (ovesné vlocky, hnéda ryze). Obecné plati, Ze obsah selenu v obilovinach je ovlivnén obsahem prvku v padé.

HSe

OH

I Nedostatek selenu. Dlouhodoby nedostatek vede ke kardiomyopatii a k postiZzeni kosternich svall

(Keshan disease, onemocnéni Keshan; poprvé zjisténo v r. 1907 v oblasti Keshan, Cina; existuje zde viak souvislost s viry);

degenerativni onemocnéni kloub( (Kashin-Beck syndrom; poprvé ho popsal rusky doktor Nikolaj Ivanovi¢ Kasin
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v roce 1848, priciny zUstaly neobjasnény; podobny pripad poté popsala v roce 1906 americka (USA) doktorka Melinda A.
Beckovad, odtud nazev; onemocnéni ziejmé souvisi i s nedostatkem jédu a konzumaci obilovin kontaminovanych
mykotoxiny a pitné vody kontaminované kyselinou fulvinovou™); zvy$ené riziko karcinogeneze, rozvoje
aterosklerozy, poruchy funkce §titné zlazy, snizeni imunity.

YFulvinové kyseliny (1épe fulvonové kyseliny), patii mezi huminové Idtky, tj. ptirodni organické Iatky vznikajici rozkladem
prevazné rostlinnych zbytkd. Huminové latky se déli (podle rozpustnosti) na huminy, humonové kyseliny a fulvonové
kyseliny.

T1 Toxicita selenu. Pfi dlouhodobé& zvy$eném pfijmu Se dochazi k charakteristickym zmé&nam na
nehtech (roztfepané nehty; ¢ervené zabarveni) a zubech (Eervené zabarveni) a gastrointestinalnim
pfiznakim. U akutni otravy pachne dech typicky po ¢esneku.

Metody stanoveni selenu: Atomova absorpéni spektrometrie (AAS, v riznych provedenich), fluorimetrie

Referenéni hodnoty dospélych: 1,0 - 1,9 umol/l

12.2.5. Chréom

V krvi je chrom pfepravovan transferinem a dostava se do vSech prokrvenych organ(i. Antagonisty
vstfebavani chrému jsou zinek a vanad.. NarUst hladiny chromu nastava bezprostfedné po vzrlstu
koncentrace krevni glukézy a/nebo inzulinu. Tento narust je zavisly na véku, u starSich osob je mensi.
Poloc¢as vyluCovani je 3 mésice. 80% chromu absorbovaného se stfeva se vylouc€i moci, zbytek ZIuci, stolici
a potem. Vylu€ovani moci neni reprezentativni pro zhodnoceni bilance chromu v organismu.

Denni potfeba u dospélych je asi 50 az 200 ug, u novorozenct 0,20 ug/kg hmotnosti.

Zdrojem chrému jsou celozrnné obilniny, brambory, ofechy, zelené fazole, pivovarské kvasnice a morské produkty.
Pti zpracovani potravin klesa v nich obsah chrému, takzZe dieta je obecné na chrom chuda.

Chrém vykazuje rzné vlastnosti podle mocenstvi:
- trojmocny: reguluje Gc€inek inzulinu, zvySuje prinik glukézy do bunék, plsobi jako antioxidans, snizuje
lipoproteinoxidaci lipoprotein(
- Sestimocny: mutagen, karcinogen, podporuje lipoperoxidaci; Sestimocny chrém se vstfebava lépe nez
trojmocny

I Nedostatek chrému Ize Zjistit nejéastgji pfi diabetu, v téhotenstvi a ve stafi. Projevy nedostatku chromu
nejsou za pfirozenych podminek zjistovany, symptomy nedostatku (intolerance glukézy, glykosurie, zvySena
hladina cholesterolu a triacylglyceroll v séru, neuropatie, encefalopatie, snizena fertilita a pocet spermii,
zkraceni délky zivota, poruchy riistu, snizeni podilu svaloviny a naopak zvySeni podilu télesného tuku,
shiZeni humoralni imunitni odpovédi a zvy8ena morbidita) byl pozorovany pouze v experimentech na
rdznych druzich zvifat i na lidech.

Metody stanoveni chrému: AAS (v riznych provedenich), neutronova aktivacni analyza
Referenéni interval hodnot v séru/plazmé: 0,1 — 0,2 pg/l, tj. 1,9 — 3,8 nmol/l.

12.2.6. Kobalt

Biologicky vyznam kobaltu spociva v tom, Ze pusobi jako kofaktor v nékterych enzymatickych reakcich,
konkrétné v téch, které obsahuji cytochromoxidazu, superoxiddismutazu a urikazu a zejména v jeho klicové
Uloze jako soucasti vitaminu By, . V této formé, nikoliv jako volny prvek, se také dostava do organismu (o
vitaminu B;, a korinoidech obecné viz v kapitole 13, Vitaminy). PFi vstfebavani mGze dochazet k interakci
mezi kobaltem a Zzelezem a manganem, coz muze vést k deficitu kobaltu. Vstfebavani kobaltu jako soucasti
kobalaminu ovliviuje mukoprotein parletalnlch bunék Zaludecni sliznice, tzv. vnitini faktor. V krvi je kobalt
transportovan glykoproteinem transkobalaminem” zejména do jater a kostni dfené, kde spoluplsobi pfi
stimulaci erytropoézy. Z organismu se vylu€uje stolici (90%) a moc€i (10%).Tento pomér sv&d&i o jeho
Spatné absorbovatelnosti.

Zdrojem kobaltu jsou listova zelenina a jatra.

") parietalni = nasténny, vztahujici se k vnitini ¢asti stény télesnych dutin

")transkobalamin: typ | = zasobni forma; typ Il = transportuje vitamin do bunék; typ Ill = transportuje vitamin do jater

I Nedostatek kobaltu. Choroba odvozena od izolovaného nedostatku kobaltu neni u lidi znama.

Charakteristické symptomy zpusobené nedostatkem kobaltu doposud u lidi pozorovany nebyly, navzdory

tomu, Ze kobalt funguje jako koenzym i jako inhibitor. SpiSe se projevi nedostatek kobalaminu (vitamin By,),
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nez nedostatek kobaltu. Tento deficit se projevuje anémii, hubnutim, zvySenou Unavou, nechutenstvim a
zpomalenim ristu.

Metody stanoveni kobaltu: Elektrotermicka atomova absorpcni spektrometrie (ETA-AAS). Problém
stanoveni kobaltu tkvi ve skutecnosti, Ze referencni hodnoty jsou obvykle blizké limitu detekce a také
kontaminace rliznych typd vzorkd je znacna.

Referencni interval hodnot v séru/plazmé: 0,01 — 0,3 pg/l, tj. 0,2 — 5,3 nmol/l

12.2.7. Mangan

Soucast nékterych metaloenzymu (superoxiddismutaza - anitoxidacéni ucinky, viz vys). Aktivuje enzymy
uplatiiujici se pfi syntéze glykosaminoglykan (tj. mukopolysacharid(, nevétvenych polysacharidd, které
tvofi velkou ¢ast mezibunééné hmoty v pojivové tkani, zejména v chrupavkach, vazech a Slachach),
cholesterolu a protrombinu. Pfi absorpci v tenkém stfevé soutézi se Zelezem, vyluCuje se hlavné ZIuci.
Zdrojem manganu jsou zejména ceredlie, obilné klicky, ovesné vlocky, dale avokado, kastany, hrach, mandle,
vojtéska, borlvky, petrZel a jefabiny. Uréité mnoZstvi se nachazi i v ryZi, olivach, Spenatu, kokosovych ofesich a fefise.

INedostatek manganu vede k poruchdm syntézy lipoprotein, kostnim defektlim a koznim zménam.
Nedostatek manganu souvisi obecné s malnutrici a pouze velmi vzacné se projevi patobiochemicky. Mangan
je totiz vSeobecné rozsiteny prvek a v dostatecném mnozstvi se dostava do organismu dychanim (inspiraci).
TIntoxikace manganem plsobi zavazné poskozeni bazalnich ganglii (stav podobny Parkinsonové chorobé).
Mangan vykazuje i cytotoxicky efekt na epitel plicnich alveold s moznym vydsténim do pneumonie,
letalnéjsi nez jsou pneumonie zplsobené bakteriemi.

Akutni i chronicka intoxikace manganem jsou zplsobeny inhalaci par a prachu s obsahem manganu (v
hornictvi s vyskytem rud s obsahem manganu, v préimyslu pfi praci se slitinami manganu, jako je tomu ve
sklafstvi, pfi vyrobé suchych baterii, lak{, pesticidd, v keramickém pr@imyslu apod.).

Zvysené hodnoty manganu jsou nachazeny také u akutnich a chronickych hepatitid, u posthepatickych
cirhdz, u pacientd na dialyze a obcas i u pacientd s ischemickou chorobou srdecni. Zvl. vysoké hodnoty
manganu se nachazeji u pacientli s omezenym pritokem v Zlucovych cestach z jater do tenkého stfeva,
tudiz s narusenim normalni cesty exkrece manganu. V téchto pfipadech je nutno pfivod manganu omezit.

Metody stanoveni manganu: Atomova absorp&ni spektrometrie (AAS, v riznych provedenich), atomova
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-AES), neutronova aktivacni analyza (NAA)

Referenéni interval hodnot v séru/plazmé: 0,5 — 1,0 ug/l, tj. 9 — 18 nmol/I

12.2.8. Molybden

V organismu se nachazi asi 90 ug molybdenu. Nachazi se zejména v jatrech, sleziné a ledvinach. Jeho
mnozstvi se méni s vékem (do 20 let stoupa, pak klesa).

Molybden patfi k prostetickym skupinam flavoenzyma. Je soucasti xantinoxidazy, enzymu, ktery se
zUcCastfiuje metabolismu purinovych latek. Z dalSich enzymu to jsou sulfatoxidaza, aldehydoxidaza a enzym
zodpovédny za vstiebavani Zzeleza. Molybden také ovliviiuje metabolismus médi.

Vstfebava se ze Zaludku a z tenkého stfeva. Usp&$nost absorpce je 24 — 80%, podle formy slougeniny.
PFitomnost wolframovych soli, sulfatd a médi snizuje vstfebavani molybdenu.

V Krvi je transportovan v erytrocytech navazan na a2-makroglobulin, v plazmé se nachazi jako molybdenan
(MoO4 2-). Vylu€uje se ledvinami (hlavni mechanismus homeostazy molybdenu v organismu) a zIugi.
Zdrojem molybdenu jsou lusténiny, celozrnnd strava a ryze, dale také vnitifnosti, mléko a mlécné vyrobky, ovoce,
zelenina, ryby a tuky.

T Toxicita molybdenu neni prokazana, avsak pfi nadbyte&ném pFijmu (>5,2 pmol/den) dochazi ke
snizenému vstfebavani médi a mize dojit az jejimu deficitu.

Metody stanoveni molybdenu: Atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETA-AAS)

Referencni interval hodnot v séru/plazmé: <0,1 — 0,5 ug/l, tj. <1,0 — 5,2 nmol/l
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12.2.9. Fluér

V organismu se nachazi asi 2,6 g fluéru, tj. 136 mmold. Uplatfiuje se pfi mineralizaci kosti a zubni skloviny
[fluorapatit - Caz(PO4)sF]. Ma zasadni vyznam pfi rastu zubl a pro zubni sklovinu (kariostatické plsobeni —
inhibuje rist a metabolismus bakterii). Nedostatek se projevi zvySenou kazivosti zubu. Stimulac¢niho U€inku
fluoridd na osteoblasty se vyuziva pfi Ié€bé osteopordzy, kdy se fluoridy podavaji spolu s Ca a vitaminem D.
Tato lé¢ba podporuje osteoblastickou proliferaci, zadrzovani kalcia a novotvorbu kosti.

Vstfebava se v zaludku (jako kyselina fluorovodikova, HF) a v tenkém stfevé (fluoridy). V plazmé se fluér
nachazi ve formé fluoridu, vylu€uje se moci a také je vychytavan v kalcifikovanych tkanich (kosti, zuby). Do
téchto tkani se uklada pfiblizné polovina pfijatého fluoru. Vylu€ovani je ovlivnéno hodnotou pH.

Zdrojem fludru jsou pitna voda, morské ryby, kravské mléko.

I Nedostatek fluéru se projevuje zvySenou kazivosti zubtl a narusenou kalcifikaci kosti (experimentalni
krystalk(l kostniho mineralu, odolnéj$iho vici osteoklastliim. Tohoto jevu se vyuziva pfi 1éCbé osteopordzy,
kde se fluoridy podavaji v kombinaci s vapnikem a vitaminem D, coz vede k zadrzovani vapniku a
novotvorbé kosti. Doporu¢ené davky pro jedince starSi 15 let jsou 1,5 — 4,0 mg/den, pro déti jsou niZsi.
Zdrojem je pfedevsim pitna voda.

TToxicka koncentrace v séru je >15 umol/l. Intoxikace muze byt akutni &i chronicka (napf. ze zakazanych
deratiza¢nich prostfedku a insekticidd na bazi fluoridu sodného, resp. flluorosilikatd, vdechovani prachu

s obsahem fluoru, pfi pozivani jidel a piti vody bohatych na fluor, coZz mize nastat napf. ve vulkanickych
krajinach). PFiznaky intoxikace jsou spazmy a kfe€e (neuromuskularni), slinéni, poceni, snizeni krevni
srazlivosti, krvaceni/hemorrhagie (hematologické). Mlze dojit az k umrti ochrnutim dechovych center a
zastavou srdce v diastole.

Metody stanoveni fluéru: lontové selektivni elektroda (ISE), plynova chromatografie (GC)
Referenéni interval hodnot v séru/plazmé: 20 - 50 ug/l, tj. 1,0— 2,6 umol/l

12.2.10. Jéd

Lidské télo obsahuje pfiblizné 15 — 20 mg (120 — 160 umol) j6du. Vyznamna je uloha jodu pfi syntéze
hormon §titné zlazy, E¢emuz odpovida i jeho vysoky obsah v této zlaze (70 — 80% celkového obsahu).
VySSi mnozstvi jodu je i ve slinnych Zlazach. Nedostate€ny pfisun jodu je pfi€¢inou mnoha funk&nich i
vyvojovych abnormalit, které v extrémnich pfipadech mohou mit fataini nasledky, véetné mentalni
retardace, prenatalni a neonatalni Umrtnosti, kretenismu apod. Potfebna denni davka u dospélého je 150
az 220 ng. Nedostategny pfisun jédu hrozi i v CR (pfedpoklada se, Ze asi 1/3 populace u nas ma deficit
jédu), proto je j6dem napf. fortifikovana kuchyriska sal. NejlepSim ukazatelem deficitu jodu je jeho snizeny
odpad mo¢i (hodnota jédurie).

Zdrojem jodu jsou morské rasy a mofrsti Zivocichové, mléko, mlécné vyrobky, maso, ryby, driibez, cerealie, vejce a
jodidovana sl (obsah jédu 17 ug/g). Cast denni potFeby je kryta i jeho obsahem v pitné vodé&. Pfijem jédu mohou
inhibovat dusi¢nany, chloristany a nékteré rostlinné inhibitory.

! Nedostatek jodu se projevuje rtizné v riznych obdobnich Zivota.
U plodu (fetus) jsou to aborty, kongenitalni anomalie, zvySena perinatalni mortalita, zvySena mortalita
kojencl, neurologicky kretenismus, psychomotorické poruchy, zvySena citlivost §titné zlazy na radiaéni
zatizeni.

Novorozenci mohou mit neonatélni hypotyreoidismus, strumu,
narusené mentaini funkce, zpomaleny fyzicky vyvoj, zvySenou citlivost
§titné zlazy na nuklearni radiaci.

Dospéli trpi strumou s komplikacemi, hypotyreoidismem, narudenim
mentalnich funkci, zvySenou citlivosti titné zlazy na nuklearni radiaci

Metody stanoveni jodu: lontové selektivni elektroda (ISE),
vysokouginna/vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC).

Referenéni interval hodnot v séru/plazmé: 60 — 70 ug/l, tj. 0,47 —
0,56 umol/l

Py . . . ., Elekrochemicky analyzator
Stanoveni jédurie pomoci iontové selektivni elektrody nebo HPLC. EcaFlow 150GLP

Jodidy v mog¢i Ize stanovit i napf. na analyzatoru EcaFlow 150GLP,
ktery vyuziva principy pratokové elektrochemie, coulometrie a coulometrickych titraci.
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12.3. Analytické metody uzivané pro stanoveni stopovych prvku

Preanalyticka faze musi zabranit kontaminaci vzork( prvky, které maiji byt stanovovany. Pouziva se
specialné myté sklo, nebo, zvl. v posledni dobé, odbérové nadobky (zkumavky) vyrobcem pfimo
urcené pro sbér vzorku pro stanoveni stopovych prvkd (metal free = prosté kovi).

Analytické metody pro stanoveni stopovych prvkd musi byt citlivé, specifické, pfesné a relativné
rychlé.

Nejznaméjsi techniky pro stanoveni stopovych prvku v biologickych materialech zahrnuji

e jontové selektivni elektrody (ISE), stanoveni zejména kationtd, z aniontl pak zejména fluoridd
a jodidu

e voltametrii (polarografii), stanoveni latek schopnych ménit oxidacni stupen

e rentgenovou fluorescencni spektrometrii (XRFS: X-ray fluorescence spectrometry; X-ray =
paprsky X, rentgenové zareni), vhodnou zejména pro pevnou matrici, stanoveni kovovych i
nekovovych (P, S, C) prvk

e fotometrii (viz napf. pfiklady stanoveni Cu a Zn)

e atomovou absorpéni spektrometrii (AAS), technika vhodna pro rutinni stanoveni mnoha prvki
((Cu, Ni, Mn, Co, Fe, Ca, Mg, Ba, Sr, Al, Mo, V, Zn, Cd, Pb, As); schéma pfistroje a struény
princip na str. 8-29

e hmotnostni spektrometrii (MS); schéma pfistroje a stru€ny princip na str. 12-19

e neutronovou aktivaéni analyzu (NAA), coz je viceprvkova analyza s vysokou citlivosti a
selektivitou, vhodna pro malé vzorky, patfici mezi jaderné analytické metody; struény princip
dole na strance

e emisni spektroskopii (ES), do které patfi

o plazmova emisni spektrometrie (ICPES: Inductively Coupled Plasma Emission
Spectrometry, emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, resp. ICP-AES:
Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry, atomovéa emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem).
o hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Struéné popisy
metod na str. 12-17.
Popsany byly i HPLC techniky ke stanoveni stopovych prvka.

Struény popis nékterych vyjmenovanych metod

Neutronova aktivacni analyza (NAA) obsahuje ve svém nazvu princip metody: ozarenim vzorkd neutrony
(aktivaci) vznikaji radioaktivni izotopy, které se identifikuji pomoci gama spektrometrie. Zméfené zareni podava
informaci o pfitomnosti prvku, jehoz aktivaci radionuklid vznika a o mnozstvi daného prvku. Zdrojem neutronu

k aktivaci je jaderny reaktor, v Ceské republice se vhodny reaktor (jediny) nachazi v Ustavu jaderného vyzkumu
Rez (viz). K aktivaci Ize uZit i protony z urychlovadii &i vysoce energetické fotony.
Ne bé&znou (rutinni) analyzu (ve zdravotnické laboratofi) tato metoda vhodna
neni.

LVR-15, lehkovodni vyzkumny reaktor
Reaktor je vybaven jednim kandlem s
pneumatickym zafizenim, které umoznuje
rychlou dopravu vzork( pro realizaci kratkodobé
NAA malych vzorke (pracoviété provozuje Ustav
jaderné fyziky Akademie véd CR). Pro
dlouhodobé ozarovani ¢i NAA vétsich vzorkd je
mozné vyuzit dalsi vertikdIni ozafovaci kanaly na
reaktoru.

Podrobnosti Ize nalézt zde.
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Metody s indukéné vazanym plazmatem - ICP

Plazma je ¢tvrtym skupenstvim hmoty a nejrozsifenéjsi formou latky ve vesmiru. Je to elektricky neutraini,
vysoce ionizovany plyn, sestavajici z iontd, elektrontd a atom( PFiklady plazmatu nachazejiciho se v pfirodé jsou
slunce, blesk a severni zafe. V bézném Zivoté se nachazi plazma v zafivkach, neonech a v elektrickém oblouku.
Analytické plazma je tzv. nizkoteplotni (non-thermal), resp. ,cold”, coz nelze prekladat doslova, protoze plazmovy
vyboj dosahuje teplot 5000 — 10000 K, a tento vyraz pouze vyjadfuje stupen ionizace (prevladaji v ném neutralni
molekuly).

ICP vyboj pro analytické ucely je vétSinou vytvorfen v proudu Cistého argonu nebo helia, které obstaravaji
hofeni. Po zapaleni jiskrou se v proudicim plynu vytvofi volné elektrony, které ionizuji dalsi atomy nosného
plynu. Plazma (plazmova hlavice) je umisténo v chlazené kruhové indukéni civce s protékajicim
vysokofrekvenénim proudem, jehoz oscilujici

(indukované) elektromagnetické pole vede po iniciaci Indukéné vazané plazma

ke vzniku nabitych ¢astic a indukénimu ohfevu.

ICP-AES, atomova emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem je jedna z technik atomové

. . . . . N o Plasma
spektrometrie. K atomizaci a excitaci atomd prvkud
pouziva jako zdroj plazma, jak bylo uvedeno, >
dostatecné teplé, aby snadno dochazelo k vypareni
aerosolu vzorku, disociaci, atomizaci a excitaci atomt . .
a iontd prvkd. Emitované zareni je rozkladano mfizkou
a vzniklé spektralni ¢ary se méfi. Schéma postupu i
pfistroje na str. 8-28.

: Indukéni civka
@

ICP-AFS, atomova fluorescencni spektrometrie

S indukéné vazanym plazmatem, je méné pouzivana

metoda. V tomto pfipadé se sleduje fluorescencni Tangencialni

zafeni, vybuzené (monochromatickym) zafenim tok

vybojky s dutou katodou. Vybojek (,dutych katod*)

muZze byt nékolik, uspofadanych do kruhu kolem

plazmového vyboje a pfislusné zafeni je vybirano Vndj&i plazmovy
konkrétnim filtrem a zesilovano fotonasobi¢em. plyn Stredni plazmovy
plyn
ICP-LEAFS, laserem excitovana atomova
fluorescenéni spektrometrie a
Nosny plyn s
. L . - I
ICP-LEIFS, laserem excitovana iontova fluorescenéni AR
spektrometrie, pouzivaji misto vybojek LASER. Sila
fluorescenéniho zafeni se pouzitim laseru zvysi.
ICP-MS, hmotnostni spektrometrie s induk&né vazanym Plazmova hlavice je tvoFfena tfemi kfemennymi trubicemi a je
plazmatem; plazmovy vyboj Ize kombinovat i s hmotnosti umisténa v chlazené kruhové indukéni civce s protékajicim

vysokofrekvencnim proudem. Plazma je udrzovano tim, ze

spektrometrii. Tato metoda ma nizké meze detekce a
v podstaté ,,zastupuje” sekundarni vinuti transformatoru.

moznost multiprvkové analyzy, pfipadné stanoveni

izotopového slozeni. Existuji analyzatory vhodné k rutinni
praxi, jako pfiklad je uveden ICP-MS spektrometr Aurora m90.

Strucny, ale zcela postacujici, prehledny popis metod pro analyzu stopovych prvka
Ize nalézt v publikaci
Kolektiv autorii: Vitaminy a stopové prvky 2007, CSKB, SEKK, Pardubice 2007

http://www.icp-ms.cz/icp-ms-spektrometr-aurora-m90.php#content
Na této adrese lIze nalézt podrobny popis modernich ICP-MS
spektrometrd Aurora m90 a Aurora elite. Kromé toho je na strance
pfistupné video, podrobné popisujici pfistroj Aurora m90 a principy jeho
ICP-MS spektrometr Aurora m90 funkce.
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JEDNOTLIVE KROKY PRI ANALYZE VODNYCH VZORKU METODOU ICP-AES

1. Pfiprava vzorku. Nékteré vzorky vyzaduji
specialni pfipravu, ktera zahrnuje pasobeni HF, heat,
kyselinami, zahfivani a u¢inek mikrovin \’wm %

2. Nebulizace: pfeména tekutiny na aerosol

e : s .. ..o
L] L]
3. Dehydratace/pfeména na plyn: voda je s

odejmuta a zbyvajici tekuté a pevné Casti ) o
jsou pfevedeny na plyn s 0 @

4. Atomizace: vazby v plynné fazi jsou $% o &
pferuseny, pfitomny jsou pouze atomy. 000
Dulezitymi podminkami v této fazi jsou
inertni chemické prostredi a teplota plazmy

5. Excitace/emise: atomy ziskavaji energii
z kolizi a vysilaji charakteristické zareni

6. Separace/detekce: mfizka rozklada svétlo,
které je kvantitativné méreno

ICP-AES

Sber dat

Opticky spektrometr
A —— ZdrojICP

(pneumatickeé

zmlzovani)
Schéma emisniho spektrometru

Vysokofrekvencni generator | ] s indukéné vazanym plazmatem
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Klinicka biochemie

Hmotnostni

spektrometrie:

o |atka se pfevede do
plynného stavu,

e neutralni molekuly plynu se
prevedou (v iontovém
zdroji) na ionty a

e tyjsou v analyzatoru
hmotnostniho spektrometru
rozdéleny podle svych
specifickych naboji (pomér
hmotnosti ¢astice k jejimu
naboji, m/z).

o Detekéni a registracni
zafizeni hmotnostniho
spektrometru zaznamenava
hmotnostni spektrum, kde
poloha vrcholl (pikd,
peaks) pfislusi hmotnosti
iontu a vyska piku odpovida
intenzité svazku
prislusnych iontd.

Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

Schéma hmotnostniho spektroskopu

odrazni dhavid urychlujicistérbina

elektroda vidkno
| I I nezaostrené téiké ionty
7 A ! magnetické pole
QQ) / 500-8000gaussd

T

iontowy zdroj I
nezaostfené lehké ionty

’ detektor
svazekzaostfenych

(fokus ovanych)

iontd

Podrobnosti k metodé viz napt. na adresach

- http://www.pmfhk.cz/Prednasky/Zaklady MS.pdf

- http://webak.upce.cz/~kbbv/Student/Vyuka/Imunologie _imunochemie/Prednasky/Prednasky Henrychova/Zakla

dy _hmotnostni_spektrometrie.pdf

Relativni intenzita
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Hmotnostni spektrum chlorbenzenu
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| b HHE
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Tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS):
Vybrany ion je podroben excitaci (nej¢astéji srazkami s inertnim plynem, tzv. koliznim plynem), ¢imz muze dojit k
rozpadu tohoto iontu na fragmentové ionty, jejichz hmotnostni spektrum se méfi.

Pavel Nezbeda
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Schéma atomového absorpéniho spektrometru

Dutd
katoda

: E Monochromator Detektor

Atomizér

Zesilovac
A

Vzorek i
Vystup

Z vybojky, tzv. duté katody (duta vybojka ma katodu z kovu, ktery chceme stanovit, napf. z vapniku, hofciku ze Zeleza apod.),
prochazi zareni oblakem atom ziskanym v atomizéru (plamen, uhlikovd komora), monochormator vybere konkrétni mérenou
vinovou délku — charakteristické zareni, detektor proméni toto svételné zareni na elektrickou veli¢inu, kterd je v zesilovaci
zesilena, poté zmérena a prislusnym procesorem vyjadrena jako vystupni hodnota. Plati zde nepfima iméra — ¢im vice je atomu
v oblaku, tim vice bude svétlo pohlcovéno a intenzita zareni vstupujiciho do detektoru bude tim mensi.

Zdroj zareni — dutd katoda — mUze byt pouze pro konkrétni prvek, pak je vidy pfi méreni dalsiho prvku zdroj zafeni vyménit,
nebo pro nékolik prvk(, které je v tom pripadé mozno mérit postupné za sebou.
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12.4. Struéné shrnuti kapitoly

12.4.1. Zelezo

Zelezo je jednim z fyziologicky nejvyznamnéj$ich prvki. DalezZité je zejména v hemu, ktery je
soucasti hemoglobinu a myoglobinu, cytochrom{, cytochromoxidazy, peroxidazy, katalazy a jinych
enzymu. Ve formé FeS-proteinu se Zelezo UCastni pfenosu elektron(.
Metabolismus Zeleza pfipomina metabolismus stopovych prvkd, v plazmé, ECT a v burikach se
nachazi velmi malo volného Zeleza, protoze je pro organismus toxické. Organismus si Zelezo
chrani a denné dojde ke ztraté pouze asi jedné tisiciny celkového obsahu zeleza.
V organismu se Zelezo nachazi v hemoglobinu, myoglobinu, v transferinu, ve feritinu a
hemosiderinu, v labilnim poolu.
Zelezo se vsttebava (do enterocytll) jako dvojmocné, proto musi byt pfed absorpci zredukovano
z trojmocného stavu, ve kterém se nachazi v prebytku v potravé. Absorpce se zuc€astriuji Fe(lll)-
reduktaza, rizné kyseliny, transportér pro dvoumocné kovy DMT-1 a pravdépodobné i pfenasec¢
hemu HCP1.
Do krevniho obéhu se dostava zelezo pres transportér feroportin-1, za pfispéni hephaestinu
(ferooxidazy zavislé na médi)
Z organu do organu je transportovano zelezo ve formé transferinu, coz je ,_globulin (apotransferin)
se dvéma vazebnymi misty vzdy pro jeden atom Zeleza. Na apotransferin se vaze Zelezo trojmocné,
pfeménu z dvojmocného na trojmocné Zelezo zajiStuje cerulopasmin.
Skladuje se ve formé feritinu a hemosiderinu.
Regulace metabolismu Zeleza se dé&je prostifednictvim transportéru feroportinu-1 a negativniho
regulatoru uvolfiovani Zeleza z enterocytt duodena, makrofagt a hepatocytl, hepcidinu. ZvySena
hladina Zeleza v plazmé zapficini zvySenou syntézu hepcidinu v jatrech, hepcidin se navaze na
feroportin a ten se zanofi do buriky, kde dojde k jeho rozkladu. Burika pak nemUze exportovat
zelezo do plazmy.
Nedostatek Zeleza patfi k nejrozSifenéjSim porucham. Pfi¢inou nedostatku jsou karence v potravé,
zvySend potfeba Zeleza (déti, t&hotné Zeny), chronické ztraty (krvaceni, menstruace, jicnové varixy,
hemeroidy, polypy), Spatné vstfebavani (malabsorpce), nadbyte¢ny pfijem nékterych 1éka.
Disledkem je omezena krvetvorba, vyviji se sideropenicka anémie.
Nadbytek Zeleza miize byt pro organismus fatalni, diky zvySené tvorbé kyslikovych radikal(.
K vaznym Ujmam mohou dojit zejména jatra (cirh6za, hepatocelularni karcinom), pankreas
(diabetes mellitus jako nasledek zni¢eni Langerhansovych ostravk(), myokard (kardiomyopatie az
se srde¢nim selhanim), klouby (bolesti) a také endokrinni Zlazy (rdzné poruchy). Pfi€¢inami jsou
nadbytecny pfivod Zeleza peroralni nebo parenteralni cestou, mnohacetné transfuze a genetické
onemocnéni hereditarni hemochromatéza.
Metody stanoveni Zeleza jsou

o atomova absorplni spektrometrie (metoda prvni volby)

o fotometrie (bathofenantrolin, ferrozin, TPZT, ferene, chromazurol B, CTMA)
Transferin kromé transportni funkce slouzi jako vazebna rezerva pro zelezo. Transferin se
stanovuje imunochemicky.
Celkova vazebna kapacita je maximalni koncentrace Zeleza, kterou mohou navazat sérové proteiny,
zejména transferin. Je to soulet sérového Zeleza a volné vazebné kapacity. Volna vazebna
kapacita slouzi jako ,naraznik” pro volné Zelezo, méni se podle poruch metabolismu Zeleza.
Celkova vazebna kapacita se sniZuje pfi chronickych infekcich, zhoubnych nadorech, otravé
Zelezem, onemocnéni ledvin, nefréze aj. Nedostatek Zeleza, téhotenstvi, oralni antikoncepce a
virova hepatitida naopak zpUsobuji narist celkové vazebné kapacity.

Plazmaticky ferritin je v rovnovaze s télesnymi zasobami. Jeho koncentrace klesa velmi zahy pfi
rozvoji nedostatku Zeleza. Pro zjiSténi obsahu zeleza v organismu je proto Iépe stanovit ferritin,
pokud tento neni zvy3en jako reaktant akutni faze. Feritin se stanovuje imunochemicky.
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12.4.2.

12.4.3.

Stopové prvky

VétSina prvkl v zivych organismech se nachazi v gramovych mnozstvich na kg tkané. Prvky

stopové se vyskytuji v miligramovych mnozstvich na kg tkané, prvky ultrastopové jsou

v tkanich pfitomny v mikrogramovych mnozstvich na kg tkané.

Stopové prvky Ize rozdélit podle jejich biologickych funkci na esencialni stopové prvky

s definovanou denni davkou (Zn, |, Se, Fe), esencialni stopové prvky s definovanou esencialni roli

v metabolismu, ale bez pfesného stanoveni denni davky (Cu, Mn, Cr, Co, Mo, F), ultrastopové

prvky, u nich nebylo doposud jednoznacné uréeno zda jsou esencialni nebo Skodlivé ve

zjistovanych koncentracich (Li, Ni, Sn, Si, V, B) a toxické stopové prvky u nichZ neni u lidi znama

biologicka funkce, ale které i v relativné nizkych koncentracich zplsobuji patologické zmény (Al, As,

Cd, Pb, Hg).

Hlavni biochemickou ulohou stopovych prvki je katalytické plisobeni v enzymovych systémech, kde

se uplatiuji jako kofaktory, nebo jako soucéasti metaloenzymi, pevné navazany na bilkovinu. Zda se

také, zZe hraji vyznamnou strukturalni roli v jednotlivych buné&nych komponentach. Vyznamnou je

také ucast pfi likvidaci volnych radikald (napf. superoxiddismutaza, SOD).

Obsah stopovych prvk( v organismu je zavisly na dieté, tj. na pfisunu zvenku a na schopnosti

organismu prvky absorbovat. Rozeznavaji se dva hlavni typy nutriénich deficit(:

o Typ I: dojde k defektu specifickych metabolickych cest, ke ztraté funkce a specifickym
klinickym pfiznakim: Fe, I, Cu, Se. Klinicky deficit se vyviji v rliznych ¢asovych usecich —
Fe tydny, Cu nékolik mésict, Se mésice i roky.
o Typ lI: specifické diagnostické klinické znamky neexistuji nebo se vyvijeji az po pomérné

dlouhé dobé. Typickymi predstaviteli jsou Zn a Cr.

Metody stanoveni stopovych prvku
Nejznaméjsi metody pro stanoveni stopovych prvku v biologickych materialech jsou
o Potenciometrie (iontové selektivni elektrody)
Voltametrie (polarografie apod.)
Rentgenova fluorescenéni spektrometrie
Fotometrie a spektrofotometrie
Atomova absorpéni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie
Neutronova aktivaéni analyza
Emisni spektroskopie
=  plazmova emisni spektrometrie,
= hmotnostni spektrometrie s induk&né vazanym plazmatem
o HPLC techniky
Pro klinickou biochemii pfipadaji v Uvahu zejména atomova absorpéni spektrometrie (vétsi
pracovisté) a fotometrie (menSi pracovisté, omezené portfolio metod)
Preanalyticka faze musi zabranit kontaminaci vzorkd prvky, které maji byt stanovovany.
Pouzivaji se metal free (prosté kovu) odbérové nadobky, pfipadné specialné myté sklo.

O O O 0 O O O

12-22

Pavel Nezbeda



Klinicka biochemie Kapitola 12. Zelezo a stopové prvky

12.5. Kontrolni otazky

1
2
3
4
5

10
11
12
13
14
15
16

17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30

Zodpovézte si otazku, pro€ jsou vapnik, hofc¢ik a fosfor probirany spole¢né.

V jakych formach se tyto prvky vyskytuji v organismu? Zejména vapnik a hof&ik?
Co znamena pojem ,ionizovany vapnik“ a formy ,aktivni“ a ,inaktivni“?

Jaky je fyziologicky vyznam vapniku, hoféiku a fosfat(i?

Kde tato kapitola navazuje na kapitolu vénovanou hormoniim? DokazZete najit vSechna styéna
mista?

Jaké jsou metody stanoveni vapniku? V ¢em se shoduji se stanovenim hoi€iku? V ¢em se odliSuji?
Da se stejnymi metodami stanovit ionizovany vapnik?

Jaky je rozdil mezi titraéni latkou pro komplexometrii a komplexometrickym indikatorem?
Jaky vliv maji pfebytek a nedostatek vapniku? A co hof¢ik?

Uplatriuje se zde (otazka €. 7) néjakym zplsobem fosfor? Pfipadné jiné latky?

Stanovuji se tyto prvky i v moci? Pokud ano, pro¢?

Co je to anorganicky a organicky fosfor (fosfat)?

Jak se stanovuji anorganické fosfaty?

Existuji stavy z nedostatku &i prebytku fosfat(i?

Je Zelezo stopovy prvek nebo neni?

V jakych formach existuje zZelezo v téle?

Prostudujte si ,Schéma metabolismu a metabolickych cest Fe v lidském organismu®, pfipadné si i
pustte video (odkaz je pod schématem).

Pochopili jste pojem ,receptorem zprostiedkovana endocytéza“?
Jak je to s mocenstvim Zeleza?

Co zasobni formy?

Co je to ,hepcidin“?

Jak se stanovuje zelezo?

Co je to vazebna kapacita a jak se stanovuje? Rozumite pojmum ,celkova vazebna kapacita“ a
,volna vazebna kapacita“?

Mate predstavu o klinice Fe?

Co je to transferin?

Co je to ferritin? Kde je o ném jesté pojednavano zvlast?

Které stopové prvky jsou pro ¢lovéka esencialni, tj. nezbytné?

Uvédomujete si které prvky jsou pravdépodobné pro ¢lovéka nezbytné?

Co jsou to nutriéni deficity?

Co vite o zinku, médi a selenu?

Umite vyjmenovat zakladni analytické metody stanoveni stopovych prvk(i? Rozumite jejich

principim?
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