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Anotace

Cilem prace bylo posoudit vhodnost pouziti atomové absorpéni spektrometrie
pro stanoveni selenu a manganu v likvoru a stanovit koncentrace Se a Mn ve vybraném
souboru pacienti. Pro selen byla stanovena mez detekce 2,9 ug/l a pro mangan
0,26 pg/l.

Bylo vysetfeno 73 pacienti (31 zen, 42 muzi), jejichz primérny vék ¢inil
14,1 let. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle veéku (56 déti, 17 dospélych)
a do dvou podskupin podle diagnéz (onkologické, neurologické). Kontrolni skupinu
tvofilo 18 jedinct (5 Zen, 13 muzd, prumérny veék 21,7 let) s neonkologickymi
a neneurologickymi diagn6zami.

Prokazali jsme statisticky vyznamné zvySené koncentrace selenu Vv likvoru
Vv kontrolni skupiné oproti skupiné neurologické (median = 14,4 ng/l vs. 12,4 ng/l,
p <0,05). Zvysené hladiny manganu v likvoru jsme zaznamenali v détské skuping
s onkologickymi  onemocnénimi v porovnani s kontrolni  skupinou pacienti
(1,2 pg/1 vs. 0,5 pg/l, p <0,05).

Stanoveni selenu a manganu v likvoru mize byt diagnosticky vyznamné

u vybranych skupin pacientt.
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Annotation

The aim of this study was to confirm the use of electrothermal atomic absorption
spectrometry for the determination of selenium and manganese in the cerebrospinal
fluid and to investigate concentrations of selenium and manganese in selected group of
patients. For selenium was determined the detection limit 2,9 ug/l, for manganese
0,26 ng/l.

73 patients were examined (31 women, 42 men) whose average age was
14,1 years. The patients were divided into two groups according to age (56 children,
17 adults) and into two subgroups according to diagnoses (oncological, neurological).
The control group consists of 18 subjects (5 women, 13 men, average age 21,7 years)
with non-oncological and non-neurological diagnoses.

We found significantly increased selenium concentrations in cerebrospinal fluid
in the control group, compared with the group with neurological diagnoses
(median =14,4 g/l vs. 12,4 pg/l, p < 0.05). Elevated levels of manganese
in cerebrospinal fluid was observed in a group of children with oncological diseases
compared with control group (1,2 pg/l vs. 0,5 pg/l, p < 0.05).

Determination of selenium and manganese in the cerebrospinal fluid may have

diagnostic importance in selected groups of patients.
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UVOD

Selen a mangan patii mezi vyznamné stopové prvky podilejici se na fadé
a metaloproteindz), které se podileji na Sirokém spektru ochrannych procest
v organizmu. NaruSeni antioxidacni rovnovahy v dusledku oxida¢niho stresu hraje
dilezitou roli v patogenezi fady chorob véetné nadoru, proto je nezbytné vySetiovat
koncentraci selenu a manganu v riznych biologickych materialech.

Ve své praci se budu vénovat stanoveni selenu a manganu v likvoru. Stanoveni
Se a Mn v likvoru neni v laboratofich bézn¢ provadéno, v literatuie vSak lze nalézt
studie, které se stanovenim koncentraci stopovych prvkid v mozkomi$nim moku
zabyvaji [52; 53; 60; 61; 62].

Cilem prace je posoudit moznost stanoveni selenu a manganu v likvoru metodou
atomové absorpcni spektrometrie ovéfenim meze detekce, stanovit koncentraci Se a Mn
ve vybranych skupinidch pacientd (pacienti s nadorovymi onemocnénimi, pacienti
s neurologickymi onemocnénimi) a provést porovnani vysledkd s vysledky jinych

studii.
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TEORETICKA CAST

1 STOPOVE PRVKY V ORGANISMU

Stopové prvky, nékdy nazyvané jako mikroelementy, mikroprvky
¢i mikronutrienty, jsou biologicky u¢inné anorganické latky, které nachazime ve vodach
a pudach, odkud je také ziskavame. V pfirod¢ se vyskytuji ve forme soli [7, s. 8]. Jina
definice tika, Ze se jednd o prvky, jejichz mnozstvi nepiesahuje 50 mg/kg tkane,
tedy 0,01 % t€lesné hmotnosti [1, s. 287].

Ptesto, ze se v nasem téle stopové prvky vyskytuji ve velmi nizkych hodnotach
anejsou nositeli energie, jsou nezbytné pro spravné fungovani fady metabolickych
procest. Stopové prvky nemohou byt v téle samy vytvafeny a museji byt pfijimany
potravou [7, s. 8; 9].

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 30 stopovych prvki. Jejich klasifikace vSak
neni v literatufe jednotna. Piedkladana prace vyuziva tfidéni dle Chromého a kol. Autofi
fadi Zelezo, jod, méd’, zinek, kobalt, chrom, selen, fluor, mangan, nikl mezi prvky
esencialni a arsen, kfemik a vanad mezi prvky neesencialni [1, s. 287; 4, s. 8;
44, s. 330].

Esenciélni prvky jsou ty, které organismus potfebuje nejen pro svilj normalni
rist a zdravy vyvoj, ale také pro svou reprodukci, kdyZ vSechny ostatni vyZivové
faktory jsou optimalni [4 s. 12]. Esencidlni stopové prvky jsou nepostradatelné
pro organismus [6, s. 8].

Neesencidlni stopové prvky nemaji v lidském téle pfirozené fyziologické ucinky
a obvykle se v ném ani nevyskytuji. Pati k nim, kromé tfi vy$e uvedenych, také hlinik,
bismut, zlato, sttibro ¢i lithium [8].

Obrazek 1 znazornuje umisténi stopovych prvkl v periodické tabulce.
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Obrazek 1. Stopové prvky v periodické tabulce
Prevzato z <http://2012books.lardbucket.org> [47].
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Stopové prvky se daji rozdélit i na zaklad€ jejich biologickych funkci na:

— esencidlni s definovanou denni davkou, napf. selen, jod, Zelezo, zinek

— esencialni, ale bez presného stanoveni denni davky, napt. mangan, méd’,
fluor, chrom, kobalt, molybden

— ultrastopové (vyskytuji se ve tkani fadoveé v pg/kg), u nichz zatim nebylo
jasné urceno, zda jsou v urcitych koncentracich esencidlni ¢i Skodlivé
a nebyla tedy jasné definovana ani jejich role v organismu, napft. lithium,
bor, nikl, vanad, kiemik, cin [9; 10]

— toxické, jejichZ biologicka funkce neni u lidi znama, ale které i v nizkych
koncentracich zpiisobuji patologické zmény, napft. rtut’, arsen, kadmium,

olovo, hlinik [9].

Esencidlni stopové prvky se podileji na ftad€¢ biochemickych dé&.
V enzymovych systémech ptsobi jako kofaktory, nebo jako soucasti metaloenzymu
¢i metaloproteinti. Hraji dulezitou ulohu v metabolismu celé fady Zivin. Jsou soucasti
bunéénych struktur membrdan a DNA. Uplatiuji se pifi ochrané organismu
pied oxida¢nim stresem. Ne&které stopové prvky hraji klicovou roli v regulaci
imunitniho systému [9; 11; 44, s. 333].

Pokud neni lidsky organismus dostate¢né zasoben nckterym z téchto prvki,

dochazi k funkéni poruée na bunécné Urovni. Nedostatek stopovych prvki v lidském

Mrwe
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alkoholismem, poruchami pankreatu, nadory duodena, zdnétlivymi onemocnénimi stiev.
Dlouhodoby deficit je spojen se zavaznymi nasledky. Vzhledem k mnozstvi a funkcim
stopovych prvku jsou projevy deficitu velmi rozdilné a ¢asto nespecifické [44, s. 333].

Pichled stopovych prvki jako kofaktorti izoenzymu je znazornén v tabulce 1.

Tabulka 1. Stopové prvky jako kofaktory enzymu; upraveno dle [44].

ENZYM STOPOVY PRVEK
aminopeptidazy Mg | Mn
aldehydoxidaza Cu Mo
alkalicka fosfataza Zn
arginaza Ca Mg | Mn
karboxypeptidaza A Co Fe Mn Ni | Zn
karboxypeptidaza B Co Zn
cytochrom C oxidaza Co Cu
enolaza Fe Mn Zn
dipeptidazy Ca Mg Ni
glukokinédza Ca | Co Mg | Mn Zn
glutamatdehydrogenaza Zn
laktatdehydrogenaza Ni
malatdehydrogenaza Ni
NADP cytochromreduktaza Fe
nukleosidfosforylaza Zn
sukcinatdehydrogenaza Fe
fosfatazy Ca Cu |Fe | Mg Ni | Zn
tyraminaza Cu
tyrosinaza Cu
urikdza Cu

xantinoxidaza Cu Mo

1.1 Prehled stopovych prvki a jejich vyznam v organismu

1.1.1 Esencidlni stopové prvky

Zelezo (Fe)
Zelezo zaujima v dospélém lidském téle asi 40 - 50 mg na 1 kg télesné
hmotnosti. Mnozstvi Fe v organismu zavisi na véku, pohlavi, hmotnosti, stavu vyzivy

[4, s. 44].

10
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Zelezo je soudasti hemu, ktery je zdkladnim vychozim produktem pro tvorbu
¢erven¢ho krevniho barviva hemoglobinu. Hemoglobin ve své molekule obsahuje
kromé &tyf molekul kysliku také tyfi molekuly hemu. Fe?* spojenim s hemoglobinem
a myoglobinem slouzi k pfenosu kysliku v krvi [25, s. 410].

Nejvice zeleza je obsazeno v myoglobinu, transferinu a laktoferrinu [25, s. 410].

Fe je absorbovano v horni Casti tenkého stfeva. Z zeleza vézaného na hem
je vstiebano vice nez 20 %, z volného Zeleza se vstiebavaji jen asi 3 %. Malé mnozstvi
zeleza je vylucovano zluéi [25, s. 409].

Zelezo je souGasti  mitochondridlnich  enzymt  dychaciho  fetézce
cytochromoxidazy, sukcinatdehydrogendzy, NADH dehydrogendzy, mitochondridlnich
cytochromi a enzym tcastnicich se syntézy DNA [25, s. 410; 48].

Transport Zzeleza je uskutecnovan prostfednictvim plazmatické bilkoviny
transferinu. Z hodnoty transferinu je mozné zjistit celkovou vazebnou kapacitu zeleza.
Zelezo je v organismu skladovano v retikuloendotelialnim systému kostni dieng,
jatrech, a slezing, v mensi mife je obsaZzeno ve feritinu a hemosiderinu [25, s. 410].

Koncentraci zeleza v organismu muzeme Stanovit vySetfenim koncentrace Fe
Vv séru, piipadné vysetienim koncentraci feritinu, transferinu, hemoglobinu a erytrocytu.
K laboratornim vySetfenim patfi 1 stanoveni transferinového receptoru v séru
[25, s. 410].

Pokles hladiny Zeleza v krvi tlumi rist bakterii. Naopak zvySené hladiny zvysuji
ucinnost nékterych bakterii [46, s. 200].

wevr

Deficit Zeleza je nejCastéj§im vyzivovym deficitem. Hyposideremie
neboli nedostatek Fe muze byt zapfi¢inén nevyvazenou, na zelezo chudou stravou,
krvacenim, poruchou resorpce. MiiZe se objevit i u malignich nadorti a chronickych
zanéti [1, s. 287; 25, s. 410].

Fyziologicky dochazi ke ztratam zeleza u zen pii menstruaci. Hyposideremie
muZe vyustit v anemii, charakterizovanou bledosti, inavou, dusnosti, snizenou imunitou
a zménami v travicim Ustroji. ZvysSeny piijem Zeleza je nutny v t¢hotenstvi [6, S. 64].

Potraviny s vyssim obsahem zeleza jsou zivocisné produkty vcéetné masa
a vnitfnosti, Spenat [6, s. 64; 7, s. 84].

K hypersideremii, neboli nadbytku Zeleza, dochéazi u lidi s hemochromat6zou,

dédicnym onemocnénim spojenym s poruchou absorpce Zzeleza a jeho néslednou

akumulaci v jatrech, pankreatu, srdci a dalSich organech. K pfiznakiim intoxikace

11
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dochazi, piesahuje-li koncentrace plazmatického Fe jeho vazebnou kapacitu [4, s. 49;
46, s. 201].

Toxické ucinky byly pozorovany i u lidi s nadmérnym pozivanim potravinovych
dopliikit obsahujicich zelezo a objevily se 1 pfi opakovanych transfuzich v disledku
nadbytecného ukladani zeleza v organismu. Tento stav je oznaCovan jako hemosiderdza

[25, 5. 411].

Jod (1)

Jod je v celkovém mnozstvi 15-20 mg pfitomen pievazné ve §titné Zlaze. Mensi
mnozstvi se nachazi ve slinach. Vstiebany jod z tenkého stieva je vychytavan Stitnou
zldzou a pouzit pro syntézu tyreoglobulinu. Vylucovan je prevazné moci
[13; 25, s. 413].

Jod je potiebny pro tvorbu hormont §titné zlazy trijodtyroninu (T3) a tyroxinu
(T4), které ovliviiuji metabolické aktivity a jejich dostate¢ny piijem je neodmyslitelné
spjat se spravnym vyvojem kosti a centrdlniho nervového systému b&hem fetadlniho
| postnatalniho vyvoje. Thyroidni hormony dale reguluji mnohé dilezité biochemické
reakce, v¢etné syntézy bilkovin a enzymatické aktivity [4, s. 60; 13].

Koncentraci jodu Vv organismu muizeme vySetfit stanovenim jodu v modi,
pfipadné mulZeme stanovit koncentraci jodu véazaného v organismu ve formé
thyreoidalnich hormonit T4 a T, pfipadné tyreotropniho hormonu (TSH). Pokud je
pfijem jodu nizky, koncentrace TSH stoupa a koncentrace perifernich hormont
(fT3 a fT4) klesaji [25, s. 413].

Deficit jodu se mize projevit zvétSenim $§titné Zlazy, tzv. strumou v dusledku
snizené funkce Stitné Zlazy, kdy Stitnd Zldza nevytvari dostatecné mnoZstvi hormoni.
Hypotyre6za u tchotnych Zen predstavuje vysoké riziko vrozenych vad, mentalni
retardace a poruch rastu plodu [12].

Opacny piipad, kdy Stitna Zzlaza produkuje nadbytek hormonii, se nazyva
hypertyre6za. Jeji nejcastéjsi pri¢inou je Graves-Basedowova choroba, ale muze to byt
také nadmérny piisun jodu, tyreoiditida a dalsi [14].

Jod se pfirozené¢ vyskytuje v nékterych potravinich. Puady po celém
sveéte se vSak znacné€ liSi v mnoZstvi jodu, které obsahuji, tedy i plodiny na nich
vypéstované se vtomto mnoZzstvi zna¢né odliSuji. Né&které oblasti jsou postizeny

trvalym nedostatkem jodu. Vzhledem k Casto se vyskytujicimu jodovému deficitu

12
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se zacala jodem obohacovat kuchyfiska sil a n€které dalsi potraviny. NejlepSimi zdroji

jodu ale zlstavaji motské ryby, motské plody, jatra a hrach [13].

Méd’ (Cu)

Celkové mnozstvi médi v organismu je asi 100 mg. Prevazna vétsina (95 %)
meédi je navazana na transportni bilkovinu ceruloplazmin, zbytek na albumin. Absorpce
médi probiha v zaludku a duodenu a je regulovana mnoZstvim metalothioneinu
v bunkach stieva. Méd’ je vylucovana zluci. Nejvyssi koncentrace médi je v jatrech
[25, s. 406]. V literatufe jsou uvadény hodnoty v rozmezi 0,3 - 0,8 umol/g jaterni tkan¢,
nebo 20 - 50 pg/g jaterni tkang [49].

M¢éd’ je ve tkanich navazana na metaloenzymy a metaloproteiny. Je soucasti fady
enzymi, konkrétné¢ oxidaz (napf. cytochromoxidéza, kterd hraje roli v transportu
kysliku, ferroxiddza katalyzujici oxidaci dvojmocného zZeleza na trojmocné,
lyzyloxydaza zajistujici pevnost vazivové tkan¢), hydrolaz a superoxiddismutéz.
Superoxiddismutaza je dilezita v obrané proti volnym radikalim.

Cu se podili na tvorbé melaninu, metabolismu glukézy, cholesterolu a zeleza
a je dalezitym antioxidantem imunitniho systému [15, s. 61; 1, s. 287; 6, S. 66-68;
25, s. 407].

Po urazech hodnoty kupremie a ceruloplazminu stoupaji [45, s. 203].

Deficit médi mize vzniknout v dusledku nedostate¢ného ptivodu potravou,
malabsorpce, dale také pti dlouhodobé parenteralni vyziveé ¢i nadmérném piijmu zinku
nebo Zeleza. S nedostatkem Cu se setkavame u popalenin, familiarni hypokupremie
a Menkesovy choroby [25, s. 407; 44, s. 337; 45, s. 203].

Menkesova nemoc je vrozena porucha metabolismu médi, kdy se setkavame
S jejim deficitem v disledku sniZzené absorpce meédi, zvySené¢ho vylucovani moci
a abnormalnim transportem v burkach.

Vzhledem Kktomu, ze zabudovani Zeleza do hemoglobinu je zavislé
na pfitomnosti médi, jeji nedostateCny pifijem muize mit za nasledek vznik mikrocytarni
hyporchromni anemie. Nedostate¢ny piijem médi mize byt také asociovan
S osteoporozou.

Deficit médi u déti vede ke zpomaleni rastu a mentdlniho vyvoje,
doprovazenému poruchami pigmentace, narusenou elasticitou tepen, hypertrofii
a fibrozou myokardu. ZvySuji se sérové hladiny cholesterolu, triacylglyceroli

a fosfolipidt. Je narusena tvorba inzulinu a tolerance glukézy [6, s. 67; 25, s. 407].
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Akutni intoxikace mtize byt vyvoldna vdechovdnim prachu s obsahem médi.
Projevuje se kaslem, bolesti hlavy, teplotou, tiesavkou a malatnosti [25, s. 407].

Toxické ucinky médi se projevuji u choroby oznac¢ované jako Wilsonova nemoc.
Pti Wilsonové nemoci se méd’ v disledku omezené vazby na ceruloplazmin hromadi
v mozku, jatrech, ledvinach a rohovce, a vyvolava nekrézu bunék [6, S. 67-68;
25, s. 407].

Typické laboratorni nalezy u Wilsonovy choroby jsou snizené sérové
koncentrace ceruloplazminu a médi. Mize vSak byt i normalni nebo zvysSena. V ptipad¢,
ze je v séru naméfena zvySend hladina Cu, jedna se o toxickou méd’. V moci nachédzime
zvySené hodnoty, ve stolici snizené [25, s. 407].

Dobrymi zdroji médi jsou lusténiny, celozrnné pecivo, vepfova a hovézi jatra,
ofechy a mofiské produkty [6, s. 67; 7, s. 50].

Autofi Brodskd a kol. zmifnuji antimikrobidlni ucinky médi. Vysledky
z mikrobiologické studie, provedené na oddéleni jednotky intenzivni péce, prokazaly,
ze médeéné povrchy predméti bézného vybaveni jsou daleko méné kontaminovany

mikroby, nez jakékoliv jiné povrchy téch samych pfedméti [45, s. 203].

Kobalt (Co)

Kobalt je dle nékterych literarnich prament [1; 4; 9; 44] fazen mezi esencialni
stopové prvky. Je soucasti kobalaminu (vitaminu Bj). Vitamin By, napomaha pti tvorbé
erytrocytl, zlepSuje pifijem jodu ve S§titné zlaze a je dulezity pro nékteré enzymy.
Co se ucastni tvorby erytropoetinu a ptisobi jako vazodilatans. Je také kofaktorem tady
enzymatickych reakci, zahrnujicich plisobeni cytochromoxidazy, superoxiddizmutazy
a urikazy.

Ptricinou deficitu kobaltu miize byt jeho kompetice se Zelezem a manganem
béhem absorpce v tenkém stievé, nebo dlouhodoby deficit kobalaminu. Deficit Co
je spojen se vznikem perniciézni anemie, dale s hubnutim, nechutenstvim, unavou
a zpomalenim rastu.

NejvydatnéjSimi zdroji kobalaminu jsou maso, vnitinosti, listova zelenina, vejce
a mlécné vyrobky.

Kobalt se dtive piidaval do piva. P¥i nadmérném piti piva se u nékterych jedinci
projevily toxické uc¢inky kobaltu v podobé kardiomyopatii. ZvySené koncentrace
kobaltu jsou spojovany se zvétSenim S§titné zlazy blokovanim piijmu jodu kobaltem
[7,s.40; 4, s. 75-76; 25, s. 413; 44, s. 336].
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Fluor (F)

Pfijem fluoru je zajiStén nejen potravou, ale i pitnou vodou a mineralnimi
vodami. Ptijaty fluor se absorbuje v zaludku a tenkém stfeve a jeho exkrece je zajisténa
hlavné moci [25, s. 414].

Fluor tvoii s ostatnimi prvky nerozpustné soli. Dilezity je pro stavbu kosti
a zubl, kde se nachazi ve form¢ fluoroapatitu. Fluor na zubech z¢asti zabranuje ristu
bakterii. Ve formé fluoridi pak podporuje osteoblasty k tvorbé osteoidu [25, s. 414].

Nedostatek muze byt zpusoben deficitem fluoru v pitné vodé. Klinicky
se projevi zvySenou kazivosti zubu a kalcifikaci kosti [7, s. 17; 25, s. 414].

Akutni intoxikace je doprovazena kiecemi, hemorragii, slinénim, pocenim,
sniZzenou krevni srazlivosti.

Chronicka intoxikace muze nastat pii vdechovani prachu s obsahem fluoru
nebo pii po dlouhodobé&jsim pozivani vody a potravin bohatych na fluor. Na kostech
se projevuje dekalcifikaci, lomivosti, na zubech se objevuji téméf Cerné skvrny

[25, s. 414].

Molybden (Mo)

Nejvyssi obsah molybdenu je v jatrech, ledvinach a slezing. Jeho zédsoby
se od dvacatého roku Zzivota snizuji. V Krvi se nachazi ptredev§im ve formé iontl
a vylucovan je hlavné moci, méné Zluéi [25, s. 413].

Molybden je kofaktorem enzymul, napf. xantinoxiddza, aldehydoxidéza
a sulfitoxidaza, které¢ jsou dulezité pro metabolismus pyrimidinu, purinu a vznik
kyseliny mocové. Xantinoxiddza pfeménuje hypoxantin pomoci xantinu na kyselinu
mocovou. Molybden tvofi soucast flavoproteini [1, s. 288; 6, s. 75; 44, s. 343].

Pii dlouhodobé parenteralni vyzivé muze dojit k deficitu molybdenu.
Mize se projevit jako zvraceni, tachykardie, mentalni poruchy, vady zraku, kéma
[25, s. 413; 44, s. 342].

Deficit molybdenu je spojen s pomérné vzacnym onemocnénim, xanthinurii,
vrozenou chorobou, projevujici se hypourikemii a zvysenym vylucovanim xantinu moci
a tvorbou kamenu. Pfi¢ina onemocnéni je vSak neznama [44, s. 342].

Zvysené hladiny molybdenu se objevuji na pocatku virové hepatitidy a u fady
hepatobiliarnich onemocnéni, napi. hepatitidy, cirh6zy, poSkozeni jater alkoholem
nebo 1éky, metastazy, obstrukce Zlu¢ovodu nebo rakoviny pankreatu [44, s. 343].

Molybden se stanovuje pievazné v moci [44, s. 342].
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Mlécné produkty, teleci jatra, luSténiny, zelenina, kokos a obili jsou dilezité

zdroje molybdenu. Jsou vSak zavislé na kvalité ptdy [44, s. 343].

Zinek (Zn)

Zinek je stopovy prvek, ktery tvofi nepostradatelnou soucast asi 250 enzymi.
Mezi enzymy obsahujici zinek patii naptiklad superoxiddizmutazy, alkalické fosfatazy,
karbohydrazy, ligdzy, transferdzy, izomerazy, polymerdzy, reverzni transkriptazy,
laktatdehydrogenazy a alkoholdehydrogenazy.

V téle je zinek pfitomen v mnozstvi 2 - 2,5 g. V krvi je vazan na albumin a alfa-
2-makroglobulin. Je soucasti erytrocytd. Jeho absorpce je negativné ovlivnéna
mnozstvim pfivadéného Zeleza, médi, vlakniny a fytatd. Ve tkanich je vazan
na metalothionein. Zn je vylucovan pfevazné stolici, v mens$i mife moci [4, s. 52;
25, s. 405].

Zn je dilezity pro funkci imunitniho systému, syntézu a konformaci bilkovin
a s tim souvisejici hojeni ran, pro udrzeni celistvosti kiize a také pro tvorbu inzulinu.
Podporuje zdravy rist a vyvoj béhem téhotenstvi, détstvi i dospivani. Tzv. ,,zinkové
prsty” maji vyznam pfi regulaci genové exprese. Jejich proteiny mohou fungovat
jako transkrip¢ni faktory [6, s. 65; 13; 25, s. 405; 46, s. 198].

Vzhledem k tomu, ze si naSe télo nevytvari zasoby zinku, musi byt denné
pfijiman potravou v dostatecném mnozstvi. NejvydatnéjSimi zdroji jsou obilniny,
vyrobky z obili, ustfice a tmavé maso [6, . 65; 13].

Zinkemie klesa pii reakci akutni fdze a jeji zmény by se mély porovnavat
s hodnotami albuminu a C-reaktivniho proteinu. V kritickych stavech je také popisovan
pokles zinkemie a zvysSené vylucovani moci [25, s. 405; 46, s. 198].
resorpce, pi. u celiakie, dale zvySenymi ztratami zinku u popalenin, traumat. V mozném
riziku jsou i t€hotné zeny, lidé trpici alkoholismem ¢i lidé s malnutrici [25, s. 405, 406].

Nedostatek zinku se projevuje fadou piiznakd, ale velmi Casto to byvaji rtizné
zanéty, prijem, poruchy cichu a chuti. Ve vaznéjSich ptipadech se muzeme setkat
s vypadavanim vlasii, opozdénym sexudlnim vyzravanim ¢i hypogonadismem u muZzu.
Je vSak nutné si uvédomit, Ze fada téchto pfiznakl neni specificka, a je nutné, aby lékar
vzdy ovéftil, zda se jedna skute€né o nedostatek zinku, nebo zda je pfic¢ina téchto zmén

jina [6, s. 66; 13].
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Je znama také vrozena porucha resorpce a transportu zinku (akrodermatitis
enterohepatica), ktera je ale Gspésné 1éCena obohacovanim stravy o zinkové preparaty.
Charakteristickym projevem jsou hyperpigmentované kozni 1éze na kolenech, loktech,
Casto 1 tvarich. Laboratorné¢ se projevuje snizenim hladiny zinku v séru, poklesem
syntézy bilkovin a kolagenu [6, s. 66; 25, s. 406].

Toxicita zinku je pomémé nizkd a kpredavkovani zinkem dochazi
pouze ojedinéle, napt. pii poziti oxidu zineCnatého. Otravy zinkem se pii jeho
nadmérném piisunu do organismu, nejcastéji vdechovanim par nebo prachu
s jeho obsahem, projevuji nevolnosti, zvracenim, ztratou chuti k jidlu, kieCemi v bfise,
prijmy, bolesti hlavy, kovovou chuti v tstech, podrazdénim dychacich cest, letargii
akoznimi zanéty. Pfi laboratornim vySetfeni je zjistén glykosurie, proteinurie
a leukocytoza [13; 25, s. 406; 46, s. 200].

Dlouhodoby nadmérny piijem zinku zptusobuje zhorSené vstiebavani az deficit
médi. Zinek totiz v tenkém stfeveé soupetfi s médi o navazani na transferovou bilkovinu

vvvvvv

v nadbytku [6, s. 66].

Chrom (Cr)

V piirodé se nejcastéji Cr vyskytuje v trojmocné nebo Sestimocné formé.
Zatimco Sestimocny chrom je genotoxicky, trojmocny chrom ma v téle fyziologickou
funkci. Pro lidsky organismus je 1épe vyuzitelny chrom ziskany z organickych zdrojd,
nezli ten z anorganickych [25, s. 411; 44, s. 335]. Celkovy obsah v lidském téle
se pohybuje v rozmezi 1,7 -6 mg [6, s. 72; 7, s. 33].

V krvi se vyskytuje jak ve formé vazané, tak ve formé& volné. Vazan je
na transportni bilkoviny albumin a transferin a tvoii soucast glukézového toleranéniho
faktoru. Je soucasti oligopeptidu chromodulinu, ktery se vaze na receptory stimulované
inzulinem a zesiluje tak jeho signalizaci. Chrom tak zlepSuje vyuziti glukdzy, snizuje
riziko cévnich onemocnéni, koncentraci cholesterolu a triacylglycerolti.

Zkrve je vychytdvan kostmi a hromadi se v jatrech, slezin€ a ledvinach.
Vyluéovan je hlavné moci [25, s. 411].

Chrom inhibuje superoxiddismutazu [44, s. 335].

Nedostatecny piijjem chromu mé za nasledek poruchy metabolismu glukozy,
bilkovin a tukd. Deficit chromu byl prokdzan u pacienti dlouhodobé zavislych
na parenterdlni  vyzivé, u kterych byla zaroven zjiSténa hyperglykémie,
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ktera nereagovala na 1écbu inzulinem. Dale bylo pozorovano hubnuti, glykosurie,
zvySend hladina krevnich tukd, ataxie a periferni neuropatie. Tyto pfiznaky zmizely
pii zvySeni ptijmu chromu standardni vyzivou [6, s. 73; 4, s. 88; 25, s. 411].

ProtoZze je chrom obsazen skoro ve vSech potravinach, nesetkdvame se
U zdravych lidi sjeho nedostatkem. Pfijem chromu by vSak mél byt dostatecny
u diabetikti a té¢hotnych zen. Chrom obsahuji napiiklad kvasnice, ceredlie, rostlinné
oleje, drozdi, maso, pSenice, ustfice, brambory, moiské plody nebo jatra [7,s. 33-34;
16; 25, s. 411].

Toxické ucCinky Sestimocného chromu byly pozorovany pouze u piimo
exponovanych osob pii vdechovani chromu v primyslovych exhalacich. U takovych
osob se mohou objevit dermatitidy, kozni (chromové) viedy nebo zvySeny vyskyt
rakoviny plic. V akutnich pfipadech se setkavame s prijmy, bolestmi bticha, zvracenim
a neni-li véas zjisténa 1ékaiska pomoc, miize dojit k t€Zkému poskozeni ledvin a jater
[4,s.88;6,s.73;7,s. 34; 25, s. 411].

Toxické koncentrace chromu maji za nasledek inhibici DNA polymerazy.

Selen (Se)

Selen je stopovy prvek, ktery je nezbytny v malych mnozstvich a stejné
jako vsechny ostatni prvky, je ve vysokych davkach toxicky [19].

Biologicky dostupngjs$i je selen zorganickych forem sloucenin. Resorpce,
probihajici hlavné v duodenu, je negativné ovliviiovana vldkninou, metioninem,
zinkem, kadmiem a rtuti. Resorbovan je jako selenomethionin a selenocystein. Poruchy
resorpce selenu jsou znamy naptiklad u pacientti s Crohnovou chorobou. Vyskytuje se
Vv mozku, Stitné zlaze, srdeCnim a kosternim svalu, ovariich a varlatech. Selen
je vylucovan prevazné moci a stolici [25, s. 408].

Selen je jako soucast selenocysteinu zabudovan do selenoproteinu. V Krvi
je nejvice obsazen v selenoproteinu P a v antioxida¢nim enzymu glutationperoxidaze.
Mensi Cast je navazana na albumin. Funkce selenoproteinti je nejen transportni
a strukturalni, ale predevsim enzymaticka. Uginky selenu jsou spojovany s piisobenim
selenocysteinu v aktivnich centrech enzymu. Ten se tak podili na fadé vyznamnych
fyziologickych 1 patologickych dé&ji [25, s. 408].

Selen je dulezity antioxidant. Je soucasti enzymu glutationperoxidazy (GPX).
Glutationperoxiddza chrani bunky pied poskozenim peroxidy, hlavné peroxidem

vodiku, hydroxylovymi radikaly. Katalyzuje redukci hydroperoxida lipida (LOOH)
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na alkoholy (LOH). Peroxid vodiku redukuje na vodu a molekularni kyslik [19; 20;
25, s. 408].

2GSH + H,0, GSSG + 2H,0

GEH peroxidiza

G55G+ NADPH+ HY*———— 2G5H + NADP?
GEEG reduktiaza

LOOH + 2GSH — G55G + H,0 + LOH

2H,0, — 2H,0 + 0,

Selen je soucasti dilezitého enzymu jodtyronin-dejodazy. Dejodaza se tcastni
pfemény tetrajodtyroninu na biologicky aktivni trijodtyronin. Jiny enzym vyzadujici
selen, thioredoxin reduktaza, hraje roli v regulaci bunécného rastu [21; 19; 45, s. 346;
57].

Selenoproteiny maji fadu funkci. Prostaticky selenoprotein je pii nedostatku Se
spojovan s rakovinou prostaty. Selenoprotein R pak ma antioxidacni funkci.

Selen je schopen do urcité miry chranit pfed vlivy nékterych toxickych prvka.
Utinkuje také v endotelu, kde inhibuje adhezi molekul a chrani ho pied peroxinitritem.
Proto se o ném mluvi také v souvislosti s prevenci vaskularnich a srde¢nich chorob
[25, s. 408; 45, s. 204].

Se se dale ucastni spermiogeneze a metabolismu testosteronu, a jeho nedostatek
tak muze vést k neplodnosti. Dulezity je také pro imunitu, protoze nedostatek selenu
pusobi apoptozu T-bunék. Uplatiuje se i pii progresi HIV infekce. Deficit selenu
V organismu ma cCasto za nasledek zvySenou mutagenitu a virulenci vira [5 s. 51;
25, s. 408-409].

Recentni studie zminuji vyznamnou roli selenu v prevenci a 1écbé nadorovych
onemocnéni. Tyto studie ukazaly, ze doplnéni stravy o urcité davky selenu dramaticky
sniZilo pocet pfipadl rakoviny. Byl zaznamenan pokles iimrtnosti na rakovinu a pokles
vyskytu kolorektalniho karcinomu, rakovinu plic a prostaty u dobrovolnikd,
kteti po urc¢itou dobu uzivali selenové doplitkky ve srovnani s témi, kteti uzivali placebo.

Jiné vyzkumy ukézaly, Ze selen inhibuje rist bunc¢k rakoviny prsu. Na druhé strané
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vsak existuji studie, které¢ tyto informace nepotvrdily, ¢i dokonce vyloucily
[5s. 15, 39, 42, 46-48].

Vyrazny pokles plazmatickych hladin selenu je zdivodinovan jeho zvySenym
pifijmem do traumatizovanych tkéni. U nemocnych s nadory byvaji snizené hladiny
sérového selenu, zatimco v nddorové tkani jsou hodnoty selenu zvysené [25, s. 408;
45, s. 204].

Snizené hladiny selenu v organismu se objevuji pii proteinurii, kdy je selen
ve zvySené mife vyluCovan moc¢i. Koncentrace selenu klesaji také pii renalni
insuficienci, u dialyzovanych pacientd, déti na umélé vyzivé a u pacientl v kritickych
stavech. Dusledkem nedostate¢ného piijmu selenu v potravé mohou byt rizna
onemocnéni srdce a cév [25, s. 409].

Deficit selenu se miZze projevit jako Keshanskd nemoc. Jednd se
0 kardiomyopatii postihujici déti a t¢hotné zeny. Muze se také rozvinout Kashin-
Beckova choroba, kterd je charakterizovana degeneraci patefe a kloubni chrupavky.
Z dalsich pftiznakil je to napiiklad poskozeni imunity, anemie, fibrozy jater a slinivky
bfis$ni, porucha reprodukce u muzi. Keshanska nemoc a Kashin-Beckova choroba byly
pozorovany predeviim v Cing. V Evropé se vyskytuji deficity, které se projevuji méné
zédvazné, napiiklad ubytkem svalstva, svalovou slabosti, sniZenou vykonnosti
a celkovou zpomalenosti [6, S. 69; 25, s. 409].

K lidem ohrozenym deficitem selenu patfi t€hotné Zzeny, lidé s Downovym
syndromem a cystickou fibrozou, pacienti na kardiochirurgickych, anesteziologickych
a resuscitac¢nich oddélenich a jednotkéach intenzivni péce, a také pacienti s popaleninami
[25, s. 409, 45, s. 204].

Toxicita selenu (selendza) je vzacna. Zvysuje ji deficit vitaminu E. Mohou se
pfini objevit pocity na zvraceni, zvraceni, ztrata vlast, problémy s nehty, podrazdénost,
unava, zapach z st po Cesneku [6, s. 69; 14; 25, s. 409].

Zdrojem selenu jsou masa, moiské plody a ryby, mlééné vyrobky, vejce,
para ofechy, Cesnek, fazole a obilné produkty. Vzdy vsak zilezi na obsahu selenu

Vv padé [6, s. 68; 22, s. 11].
Mangan (Mn)

Mangan patii mezi prvky esencialni, je ale také velmi toxicky. Vyskytuje se

ve dvojmocné, trojmocné a Ctyfmocné formé. S niz§im stupném oxidace stoupa
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jeho toxicita. Pfirozené¢ se mangan vyskytuje v osmi ruznych oxidac¢nich stavech
[44, s. 341].

Transport manganu V téle je zprostfedkovan vazbou na krevni bilkoviny,
zejména tedy na alfa-2-makroglobulin. Je pfenesen do jater, oxidovan, navazan
na transferin a transportovan tak do télesnych tkani. VyluCovan je ptfedevSim Zzluci
[6,s. 73].

Mangan je soucasti pigmentil, tmavé kize a tmavych vlast [44, s. 342].

Mn* moze byt u mnoha enzymatickych reakci nahrazen Mg2+, a naopak.
Presto ma mangan né¢kolik klicovych roli, zejména v fad¢ fyziologickych procest.
Je soucasti enzymi glykosyltransferdz a kinaz, které se podileji na tvorbé energie
z mastnych kyselin. Mn se Ucastni syntézy cholesterolu a lipolyzy V jatrech. Podili
se tvorbé glukozy z laktatu prostfednictvim pyruvatkarboxylazy. Je také aktivatorem
fady dalSich enzymii. Aktivuje napiiklad alkalickou fosfatdzu a aminopeptidazu. Tvofii
nepostradatelnou ¢ast enzymu karboxypeptidazy. Pyruvatdekarboxyldza zase vyzaduje
malé mnoZstvi manganu jako kofaktoru. SniZuje syntézu glukosaminoglykant
prosttednictvim glykosyltransferdz. Mangan je téz soucasti antioxida¢niho enzymu
superoxiddismutazy (SOD), ktery pomaha v boji proti volnym radikalim. Zajistuje
odstranéni nejbéznéjsiho volného radikalu, superoxidu. Ten sam o sobé neni pfili$
reaktivni, ale mohou zn¢j vznikat mnohem S$kodlivgjsi reaktivni formy kysliku
jako naptiklad peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, peroxynitrit nebo kyselina chlorna
[19; 6, s. 73; 23; 44, s. 341-342].

Rada enzym@ zavislyjch na manganu hraje dilezitou roli v metabolismu
sacharidli, aminokyselin a cholesterolu. Pyruvatkarboxyldza a fosfoenolpyruvat-
karboxykinaza jsou velmi dileZité v glukoneogenezi. Arginaza je potifebnd v jatrech
vV moc¢ovinovém cyklu [19].

Mangan béhem své absorpce interaguje s vapnikem, fosfaty a zelezem.
Pti deficitu Zeleza je jeho absorpce zvySena asi dvakrat az tfikrat [44, s. 342].

Mangan je kofaktorem glykosyltransferaz, potiebnych pro syntézu
proteoglykanti, které potiebujeme pro tvorbu zdravych chrupavek a kosti,
jeho nedostatek tedy vede k abnormalnimu vyvoji skeletu [19].

Deficit manganu je spojovan s nevolnosti, zvracenim, gluk6zovou intoleranci,
kozni vyrdZkou, nadmémym Ubytkem kostni hmoty, hypocholesterolemii, zaévrati

a poruchou funkce reprodukéniho systému [20].
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Toxicita manganu muze byt zpiisobena vdechovanim par a prachu obsahujicich
mangan. U exponovanych povolani (hornici) se v disledku nadmérného vdechovani par
a prachu mohou objevit halucinace a projevy podobné jako u Parkinsonovy choroby.
Tyto ptiznaky vzniklé intoxikaci manganem jsou oznaCovany jako tzv. manganové
Silenstvi [6, s. 74].

Zvysené hladiny manganu byly nalezeny ve spojeni s akutni a chronickou
hepatitidou nebo u posthepatalni cirhézy, u dialyzovanych pacienti a nékdy takeé
u akutnich ischemickych chorob srdecnich. Vysoké hodnoty manganu se vyskytuji
také u pacientt s biliarni obstrukci [44, s. 341].

Bohaté potravinové zdroje manganu jsou ofechy, pSenicné klicky, lusténiny,

zelenina, ananas a z napoju napiiklad ¢aje [24; 6, s. 73].

1.1.2 Ultrastopové prvky

Ultrastopové prvky jsou ty, jejichz odhadovana potieba je obvykle mensi
nez 1 png/g. Do této kategorie patii hlinik, arsen, bor, brom, kadmium, chrom, fluor,
germanium, jod, olovo, lithium, molybden, nikl, rubidium, selen, kfemik, cin a vanad
[50; 51, s. 397].

Nedostatecny piijem byl pozorovan zatim spiSe pii laboratornich pokusech,
takze jejich esencialni role byla prokdzdna pouze u nckterych zivocisSnych druha
[6, s. 75].

Vzhledem k tomu, ze nékteré prvky patiici do této skupiny jsou jiz v této praci
zminény podrobnéji, a také proto, Ze funkce fady z téchto prvki (napf. Sn, V, B, Br, Rb)
neni zcela objasnéna, zminim zde pouze kratce jejich pravdépodobnou roli v organismu.

Predpoklada se, ze bor je metabolickym regulatorem a mize mit vliv na funkci
bunééné membrany [6, S. 75].

Biochemicka funkce vanadu zatim nebyla jasn¢ prokézana. Zjistilo se vsak,
ze svymi ucinky podporuje funkci inzulinu. Jeho nedostatek u ¢lovéka neni dosud zndm
[6,s. 76-77].

Nikl je zfejmé také soucasti nekterych enzymu. Dilezity je snad i v metabolismu
vitaminu Bj; a listové kyseliny [6, S. 75]. Néktefi autofi se zminuji i o jeho vlivu
na zelezo [4, s. 95; 7, s. 53].
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Kfemik je zminovan v souvislosti s tvorbou a formovanim kosti. Ovliviuje
slozeni a kalcifikaci chrupavky a tvorbu kolagenu a pojivové tkané a podili se
na metabolismu fosforu [6, s. 76; 4, s. 90].

Germanium je studovano zhlediska moznych protinadorovych tu¢inku,
jeho anorganické formy jsou vSak vysoce toxické [6, S. 77].

Lithium se pouziva v 1ébé a prevenci dusevnich chorob. Nékdy je také
pouzivano k 1éc¢be urcitych krevnich poruch, deprese Ci schizofrenie. Pti laboratornich
experimentech na zvitatech byla v disledku deficitu lithia pozorovana snizena porodni
hmotnost a zhorSena fertilita [17; 6, s. 78].

Rubidium je prvek, jehoz funkce v téle zatim neni jasna. Nedostatek rubidia byl

pozorovan u nckterych zvifat, avSak u clovéka nebyl zatim s jistotou prokdzan

[18; 6, s. 78].

1.1.3 Toxické prvky

Toxické kovy predstavuji anorganické prvky, které jsou pro ¢lovéka i v malém
mnozstvi jedovaté. Jsou schopny zpusobit charakteristické funkéni poskozeni
a organové zmeény [44, s. 350].

Casto jsou uvadény pod pojmem tézké kovy. Do této skupiny jsou Fazeny
zejména kadmium, olovo, hlinik, rtut’ a thalium [44, s. 350].

V piirod¢ se tyto prvky hromadi ve formé rozpustnych soli, napt. v rostlinach,
vodach a potravé. V téle vytvaii komplexy s proteiny a maji tak toxicky a inhibi¢ni vliv
na enzymy.

U téchto latek neni vylouceno, Ze jsou v nepatrnych mnoZstvich pro organismus
nezbytné a to i presto, ze jsou velmi toxické. Stanovuji se metodami atomové absorpcni
spektrofotometrie [7, s. 8; 10; 44, s. 350].

Utinek toxickych kovii se projevuje nejéastdji mikroangiopatii. Typické
pfiznaky toxickych kovl jsou glomeruldrni nefropatie, encefalopatie, porucha funkce
sttev ¢i stomatitidy. Poskozeni jednotlivych orgdnti zavisi na jejich rozdilné schopnosti
absorbovat a ukladat tyto prvky. Naptiklad rtut’ a olovo se z nejasnych divodi hromadi

ptednostné v ledvinach, kostech a jatrech [44, s. 350].
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1.2 Indikace k vySetieni stopovych prvki

Vysetieni stopovych prvka v biologickych materidlech je indikovéano
v piipadech, kdy existuje podezieni na jejich mozny deficit a to pfedevsim tehdy, jsou-li
pritomny klinické ptfiznaky svédcici pro jejich nedostatek. Tyto pfiznaky vsak casto
nebyvaji specifické. Pokud organismu neni zajistén dostateCny piisun chybéjici slozky,
muze deficit nékterych prvka vést ke vzniku chorob. Koncentrace stopovych prvki
v krvi mize byt také citlivym ukazatelem stfevni malabsorpce. VySetfeni se dale
indikuje u pacientii na dlouhodobé parenterdlni vyzive, pifi zavedené 1€cb¢ zahrnujici
néktery z elementd a dulezité je také sledovani koncentraci u lidi, ktefi jsou uc¢inkim

stopového prvku dlouhodobé vystavovani, napt. hornici, sklafi [6, S. 74; 44, s. 330].

1.2.1 Preanalyticka faze

Vzhledem Kk tomu, Ze koncentrace stopovych prvkd jsou velmi nizké, je nutné
Vv preanalytické fazi zabranit kontaminaci vzorku. Je doporuceno pouzivat odbérové
soupravy a nadobky vyvinuté pro analyzu stopovych prvki. Pro sérum se pouzivaji
plastové nadobky zvhodnych materiali (polypropylen, polyethylen) myté 10 %
kyselinou dusi¢nou minimaln¢ 24 hodin a pak oplachnuté 3x redestilovanou vodou
nebo komerénimi piipravky na odstranovani stop kovi. Nadoby pro odbér vzorkt musi
byt sterilni a ihned po odbéru opatfené¢ zatkou. Mohou se pouzit 1 zkumavky
se separacnim gelem, pokud splituji podminky pro analyzy stopovych prvki. Neni v§ak
vhodné pouzivat zatky gumové. Po odbéru je nutno vzorky ihned dopravit
do laboratofe. K analyze je potieba 100 ul séra, proto je nutné odebrat alespon 200 ul
[58; 59].

Stabilita Se i Mn v séru je za laboratorni teploty 1 tyden (pii cca 20 °C), 2 tydny
v chladniéce (pii 4 — 8 °C) a 1 rok v mrazicim boxu (pii -20 °C) [44, s. 332; 58; 59].

1.2.2 VySetfovany materidal

Stopové prvky se stanovuji Vrtznych biologickych materidlech. NejCastéji
je to sérum, plazma, plna krev nebo mo¢, ale mohou to byt i vlasy, pfipadné nehty.
Jejich koncentrace se lisi vzhledem kodlisné fyziologické funkci v organismu
a s ohledem na druh tkang, ve které se nachazeji. Koncentrace stopovych prvkt mohou

fyziologicky kolisat v pribéhu dne. Jejich vyrazné kratkodobé vykyvy lze zaznamenat
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pti poranénich nebo chirurgickych zakrocich. Naopak, nedostate¢ny piijem potravou
je dlouhodobé Vv krvi nerozpoznatelny. Je tedy nutné si uvédomit, ze sérové
ani plazmatické hladiny stopovych prvkti nemusi nutné odrazet jejich koncentrace
Vv organech, a tudiz nemusi jasn¢€ vypovidat o situaci v organismu. Pfi vybéru analytické
metody by mély byt vSechny tyto aspekty uvazeny [44, s. 331].

Vysetteni stopovych prvka v likvoru se v bézné klinické praxi neprovadi.
Je vSak n¢kolik studii, které se zabyvaji stanovenim koncentraci stopovych prvkl
a hledanim souvislosti mezi jejich hladinami v télnich tekutinach a pfitomnym

onemocnénim [52; 53; 60; 61; 62].
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2 METODY STANOVENI STOPOVYCH PRVKU

Ke stanoveni stopovych prvkl je v soucasné dobé vyuzivano n€kolik metod.
Nekteré z nich se v laboratofich pouzivaji rutinng, jiné nachazeji své uplatnéni spise
na vyzkumnych pracovistich. K bézné¢ pouzivanym metoddm v laboratofich patii
fotometrie, atomova absorpcni spektrofotometrie (AAS), plamenova emisni
spektrofotometrie (FES), voltametrie a optickd emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-OES).

Vyzkumné se vyuzivaji napf. neutronova aktivacni analyza (NAA), hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS), hmotnostni spektrometrie
sizotopovou diluci (ID-MS), atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-AES), rentgenova fluorescen¢ni spektrometrie (XRF), elektrochemické
metody, spektrometrie laserem indukovaného plazmatu (LIBS), fluorimetrie, reflexni
rentgenova fluorescence (TR-RF), diferen¢ni pulzni anodicka voltametrie (DPASV),
Casticemi vyvolana rentgenova emise (PIXE) [25, s. 404; 31; 32; 33; 44, s. 330-331].

Ve své praci vyuziji ke stanoveni stopovych prvkll atomovou absorpéni
spektrometrii, proto se budu této metod€ podrobnéji vénovat v nasledujici samostatné
kapitole. Vénovat se budu také modifikacim metody AAS a podrobné&ji popisi zakladni

¢asti a princip absorp¢niho fotometru.

2.1 Atomova absorpéni fotometrie

Atomova absorpéni spektrometrie (AAS) je jednou z nejrozsitengjSich
analytickych metod. Podstatou metody je absorpce vhodného elektromagnetického
zéafeni volnymi atomy v plynném stavu. Pfi srdzce fotonu s volnym atomem dochézi
k absorpci elektromagnetického zafeni, tedy k pohlceni energie (energetickych kvant
fotontll) témito atomy prvku a prevedeni elektronti v atomech ze zékladnich atomovych
orbital na orbitaly s vyssi energii, tzv. excitace atomu. Jelikoz jsou rozdily energii
jednotlivych elektronovych stavli charakteristické pro kazdy prvek, Ize volbou vinové
délky jednotlivé prvky selektivné stanovovat [36, s. 87; 35, s. 67; 37].

Pokud ma molekula pfejit ze stavu s nizsi energii Eq do stavu s energii vyssi Ep,
musi absorbovat zafeni takové frekvence v, kterda odpovidd rozdilu energii

mezi hladinami obou kvantovych stavii podle Planckova zakona [38, s. 128]:
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h-c
ﬂEzEp—quh-vazh-c-c

kde

Ep = energie excitovaného stavu [J]

Eq= energie zdkladniho stavu [J]

h = Planckova konstanta (h = 6,6262.10°%* J-s)
v = frekvence [s™ = Hz]

¢ = rychlost zafeni [m-s™]

A =vlnova délka [m]

o = vlno&et [m™]

Pti prechodu ze zakladniho do excitovaného stavu dochdzi k ubytku primarniho
zafeni. Ubytek primarniho zafeni je zaroveit mirou koncentrace volnych atomi prvku,
ktery zateni absorboval [10; 37]. Absorbance je dle Lambertova -Beerova zakona piimo

umérna latkové koncentraci a tloust’ce absorbujici vrstvy dle vztahu:

Py
Azlnggza-c-]

kde A je absorbance, @q je svétlo vstupujici do méfeného prostiedi, @ svétlo
vystupujici z méfeného prostiedi, | tloustka absorbujici vrstvy (délka optické drahy),
a = molarni absorpéni koeficient pro danou vinovou délku a ¢ je latkova koncentrace

roztoku [25, s. 1023].

2.2 Instrumentace v AAS

K méfeni intenzity zatfeni v ultrafialové (UV) a viditelné (VIS) oblasti spektra
se pouzivaji spektrometry [25, s. 1023].

Atomové absorp¢ni spektrometry jsou konstruovéany jako jednopaprskové nebo
dvoupaprskové pfistroje. Jednopaprskové pfistroje sekvencné méefi  nejprve
neabsorbovanou ¢aru, a pak absorbovanou. Dvoupaprskové pfistroje porovnavaji dva

paprsky ziskané délenim zdrojového zéfeni rotujicimi zrcadlovymi segmenty. Jeden
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paprsek prochdzi ptes absorbujici prostiedi, druhy mimo. Schéma jednopaprskového

a dvoupaprskového spektrofotometru je na obrazcich 2 a 3.

Obrazek 2. Schéma jednopaprskového fotometru

Prevzato z: http://ach.upol.cz/user-files/intranet/03-asx-aas-1321623157.pdf [40].

R ‘[: ot — j
o £ 15
3
1 - carovy zdroj
2 - rotacn modulator

3 - atommizator
4 - monochromator

Obrazek 3. Schéma dvoupaprskového fotometru

Pievzato z: http://ach.upol.cz/user-files/intranet/03-asx-aas-1321623157.pdf [40].

1 — vybojka s dutou katodou

2 — modulator paprsku

3 — absorpéni z6na (plamen nebo elektrotermicky atomizator)
4 — monochromator a detektor

5 — duta zreadla

6 — polopropustna zreadla
7 — deuteriové lampa

Podstatnymi sou¢astmi atomového absorpéniho spektrofotometru je zdroj
monochromatického zareni, absorpcni prostfedi (atomizator), miizkovy nebo hranolovy
monochromator, fotondsobi¢ jako detektor se zesilovacem, zafizeni pro zadznam

absorpéniho signalu.
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Zdrojem svétla pro viditelnou ¢ast spektra byva nejcastéji wolframova zarovka,
pro ultrafialovou ¢ast spektra se pouzivaji predevSim deuteriové vybojky a pro obé
oblasti potom rtutové a xenonové vybojky. Uplatnéni v optickych metodach jako zdroje
zateni nachazeji i LED lampy a laser [25, s. 1023; 1, s. 104]. Protoze zdroj svétla
vyzafuje Siroké spektrum zafeni, je nutné z néj izolovat pouze co nejuzsi pas vinové
délky charakteristicky pro stanovovany prvek. K tomuto ucelu slouzi interferencni filtry
nebo reflexni miizky. Mfiizky jsou soucdsti monochromatoru, ktery obsahuje jesté
vstupni a vystupni Stérbinu. Diky nim vychazi z monochromatoru uzky pas vinovych
délek zafeni blizky nominalni vinové délce [25, s. 1024; 28].

Atomizator slouzi k prevedeni vzorku do stavu volnych atomii. Jeho teplota
by méla byt dostatecna k atomizaci, ale nizsi, nez je tfeba k excitaci atomu. Potfebna
teplota je obvykle 2000 az 3000 °C.

Detektory slouzi k méfeni zativé energie propusténé vzorkem a naslednému
pfevodu této energie na energii elektrickou. Jako detektor se pouziva fotonasobiC.
Principem fotonasobi¢e je ozafeni dynod ve fotokatodé s naslednym uvolnénim
sekundéarnich elektronti. Elektrony emitované zprvni dynody jsou urychlovany
a dopadaji na druhou dynodu, kde se proces sekundarni emise opakuje. Z posledni
dynody dopadaji elektrony na anodu a jejich pocet je né€kolikandsobné vyssi nez pocet
fotoelektronu [25, s. 1023-1024; 29].

U fotonek se elektrony uvoliuji z fotokatody a po dopadu fotonl se Uc¢inkem
saciho napéti pohybuji smérem k anod¢ [25, s. 1024].

U detektortt s diodovym polem je svétlo rozptyleno mtizkou na pole mnoha
fotosenzitivnich diod. Vznik4 tak napéti, které je pievedeno na digitalni signél
[25, s. 1024].

2.3 Pracovni techniky AAS

Mezi nejbéZznéji pouzivané laboratorni techniky AAS patfi plamenova AAS,
vhodnd pro stanoveni vysSich koncentraci (fddové desetiny az desitky pg)
a elektrotermicka AAS pro stanoveni stopovych mnozstvi (fadovée setiny az desitky ng).

Mezi specialni metody je mozno zatadit hydridovou techniku AAS.
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2.3.1 Plamenovd atomova absorpéni spektrofotometrie (FAAS)

Stanovované prvky jsou atomizovany pii teplot¢ 2000 — 3000 °C. Vzorek
je poinjekci transportovan na nebulizer, neboli zmlzova¢, ve kterém je vzorek
pfeménén v aerosol. V této formé je rozprasovan pomoci trysky do mlzné komory
aproudi spolus palivovou smési acetylen-vzduch pfes hofak do plamene, kterym
prochazi paprsek svétla o vhodné vinové délce. Zdrojem tohoto zafeni je nejcastéji
vybojka (lampa) s dutou katodou. Katoda je vyrobena z kovu, pro ktery je dana lampa
urCena. Jako zdroj zafeni se pouzivaji 1 bezelektrodové vybojky, superlampy
nebo laserové diody [1, s. 105; 3, s. 179]. Miizkovy monochromator vyéleni uzky obor
vlnovych délek zS§irSiho spektra elektromagnetického viInéni. Proslé zareni
je zaznamenavano detektorem, kterym je fotonasobi¢ [3, s. 179].

Vyhody plamenové AAS jsou piedevS§im rychla analyza, velmi dobra
opakovatelnost, snadna korekce ruSivych vlivi a mensi vliv interference matrice,
narozdil od ETA-AAS, snadnd automatizace méfeni, piijatelnd cena pfistroju,
stejné jako nendkladny provoz.

Nevyhodou této metody je, Ze se pouze mald ¢ast analyzovaného vzorku
skute¢né vyuzije pro analyzu, takze se tato metoda pouziva jen pii stanovovani vétsSiho
mnozstvi analytu ve vzorku. Dal§im problémem je také ionizace nékterych analyth

Vv plameni, zejména alkalickych kovii a kovii alkalickych zemin [35, s. 75; 42; 43].

2.3.2 Atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ETA-
AAS)

ETA-AAS je jednou z nejpouzivanéjSich technik pro stopovou analyzu
klinickych materiali a to diky malé potiebé vzorku, vysoké citlivosti a specifi¢nosti
a dobré cenové dostupnosti [25, s. 404; 31; 32; 33; 44, s. 330-331].

Pro tvorbu volnych atomt slouzi v pfipadé této metody tzv. atomizator. V ném
se neexcituje iontova forma prvku, ale dochdzi k rozruseni chemickych vazeb
v molekulach pfitomnych sloucenin [36, s. 87]. Atomizator je schopen pievést prvky
z roztoku vzorku do plynného atomarniho stavu. Atomizatorem je mala grafitova kyveta
s davkovacim otvorem, do kterého je davkovacem pii analyze aplikovano 10-40 pl
vzorku. Aby mohlo dojit k pfechodu prvku do plynného atomdarniho stavu, je zapotiebi

velmi vysokych teplot. Proto je tato kyveta vyhiivana elektrickym proudem na teplotu
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2000 — 3000 °C. Kyveta je zahfivdna v pfitomnosti velmi c¢istého argonu,
¢imz se zabrafiuje tomu, aby se k atomlim stanovované latky dostal kyslik ze vzduchu.

Teplotni program uvnitt atomizatoru je tvofen nékolika teplotné odlisSnymi kroky
a musi byt pro dany pfistroj a dany prvek optimalizovan. Prvnim krokem je odpaieni
vzorku z odporové vyhiivané podlozky, nasleduje pyrolyza, kterou se odstrani tékavé
latky a provede se atomizace. Ctvrtym krokem je ¢isténi a v poslednim kroku se kyveta
ochladi a mize nasledovat dalsi cyklus [25, s. 1025; 34; 35, s. 75-77].

Kyvety se nejcastéji vyrabi z grafitu, pyrolytického grafitu, wolframu, tantalu,
molybdenu nebo skelného uhliku, materiald, které jsou elektricky vodivé a pii vysokych
teplotach stalé. Vzorek mize byt aplikovan na sténu kyvety, na platformu
nebo na sondu [35, s. 75].

Jako zdroj zéteni emitujiciho elektromagnetické zafeni se pro netékavé kovy
pouziva duta katodova vybojka. Katoda je vyrobena z vysoce ¢istého kovu, pro ktery je
dana vybojka uréena. Vybojky s dutou katodou jsou plnény vzacnym plynem, argonem
¢i neonem. K jejich vyhoddm patii provozni stalost. Jejich zivotnost je nékolik set
provoznich hodin. Pro nckteré tékavé kovy je lepSi pouzit bezelektrodovou
vysokofrekven¢ni vybojku, kterd pottebuje samostatny napdjeci zdroj. Na jeho kvalité
zavisi stabilita emitovaného zafeni [25, s. 1025; 35, s. 71-72].

Oddéleni zafeni o urcité vlnové délce umoziuji hranoly, difrakéni mifizka
¢iinterferencni filtry. Hranol rozdéluje svétlo refrakci a ohybem a vznika
tak monochromatické zateni o kratSich vinovych délkach. Difrakéni mtizka déli svétlo
refrakci na sklenéné nebo plastové plose vybavené soustavou vrypt. Interferenéni filtry
ze spektra vyfiltruji svétlo o urc¢ité vinové délce a vytvaii téméf jednobarevné svétlo.

ETA-AAS ktomuto Uéelu vyuzivdA monochromator. Jeho soucasti je miizka,
ale muze to byt i hranol, dale vstupni a vystupni $térbina a zrcadla jako pomocna optika.
Tento disperzni systém izoluje analyzovanou spektralni ¢aru pozadované vinové délky
od ostatnich Car spektra. Pros§lé zafeni je zaznamenavano detektorem [1, s. 104;
35,s. 79].

Ukolem detektoru, ktery zaznamenal pro§lé elektromagnetické zafeni
Z monochromatoru je prevést toto zatreni na elektricky signal. Detektorem je nejcastéji
fotondsobi¢, jehoz vyhodou je velmi vysokd citlivost. N&které moderni pfistroje
pouzivaji kfemikové fotodiody s rozsahem citlivosti 185-1100 nm nebo CCD detektory
[39,s. 12, 14].
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Prednosti ETA-AAS oproti FAAS je ucast kompletniho nadavkovaného
mnozstvi vzorku na absorpci primarniho zéafeni, az o 2 fady vyssi citlivost, a az o ti
rady snizeny detekcni limit, oproti FAAS.

Problémem metody je nutnost kompenzace pozadi vlivem cetnych rusivych

vlivli, pomalé analyza a pomérné vysoké pofizovaci naklady [35, s. 77; 42; 43].

2.3.3 Hydridova technika (HG-AAS)

Tato metoda vyuzivad pievedeni prvku chemickou reakci na t€kavy hydrid,
ktery se tak oddéli od matrice vzorku je néasledn¢ proudem inertniho plynu dopraven
do specialniho kiemenného atomizatoru ve tvaru T. Atomizatory jsou vyhfivany
plamenem nebo elektricky.

Ke tvorbé hydridi se pouziva tetrahydridoboritan sodny (NaBH4) Vv roztoku
NaOH a v ptitomnosti kyseliny, nejcastéji HCI.

Existuje nékolik typti hydridovych generatort, davkové, kontinudlni a pratokové
injekéni. U posledniho zminovaného typu se analyt davkuje ptimo do kyseliny.

Pti kontinudlnim provedeni je hydrid v separatoru oddélen od kapalné faze
a nosnym plynem veden do atomizatoru. Nosny plyn zde pfedstavuje argon nebo dusik.

Metoda se vyuziva pro stanoveni stopovych koncentraci hydridotvornych prvki
jako jsou As, Se, Pb, Te, Sb, Sn, Ge, Bi a dalsi [2, s. 161; 35, s. 78; 42].

Jinou technikou generovani t€kavych sloucenin je technika studenych par.
Spociva v redukei rtuti chloridem cinatym (SnCly) nebo tetrahydroboritanem sodnym
(NaBH,4) na pary rtuti elementarni, které jsou nosnym plynem unaseny pies susSici
vrstvu do kyvety.

K vyhoddm technik generovani par patfi nizké limity detekce srovnatelné
s ETA-AAS, rychlost méfeni a omezeni rusivych vlivii oddélenim matrice od vzorku.

K nevyhodam patii nutnost vhodné chemické formy stanovované latky.
Problémy zplsobuji 1 vysoké koncentrace né€kterych kovl a vzajemny ruSivy ucinek

pii vyrazném nadbytku jednoho hydridotvorného prvku nad druhym [35, s. 79; 42].

2.4 Zdroje chyb v AAS

VvV wew

Mezi nejbéznéjsi zdroje chyb v AAS patii nespecifickd absorpce, interference

a matricové efekty.
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2.4.1 Nespecificka absorpce

Zateni prochéazejici absorpénim prostfedim mulze byt zeslabeno absorpci
volnymi atomy analytu nebo absorpci pozadi (nespecifickou absorpci). Ta se pii méteni
pricte k signalu stanovované latky a vysledkem je chyba ve smyslu falesné zvySené
hodnoty. Tato chyba je velkym problémem piedev§im metody ETA, kdy se pracuje
se vzorkem obsahujicim velmi malé mnozstvi analytu. K ziskani spravného vysledku
je potieba odecist signal pozadi od celkové absorbance. K absorpci pozadi dochazi
tehdy, kdyz na nevypafenych c¢asticich dojde k rozptylu svétla. Rozptyl svétla
se projevuje hlavné u kratkych vinovych délek. Falesn¢ zvySena chyba méfeni vznika
také v pritomnosti nedisociovanych molekul anorganickych soli obsazenych ve vzorku
ana rozdil od rozptylu svétla se projevuje ve vSech pouzivanych vinovych délkach
[35, s. 80].

Nespecifickou absorpci lze eliminovat prostfednictvim korekce pozadi.

Nejcastéji vyuzivanymi zpusoby korekce pozadi jsou korekce se zdrojem
kontinudlniho zafeni, Zemanova korekce, Stokesova korekce a korekce pozadi

dle metody Smith Hjetfje.

Korekce pozadi se zdrojem kontinualniho zareni (systéem s Dy vybojkou)

Vybojka s dutou katodou a vybojka deuteriova stfidavé ozatuji absorpcni
prostiedi. Sttidavé jsou tedy méteny dva signaly, které¢ se od sebe odecitaji. Detektor
zaznamenava signal odpovidajici absorpci samotného analytu.

Korekce D, vybojkou je mozna jen pro vlnové délky mensi nez 350 nm
a spravné vysledky poskytuje pouze v ptipad€, Ze se na pozadi nevyskytuji ostré pasy

zpusobené rota¢nimi ¢i vibracnimi pfechody [35, s. 80-81].
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Obrazek 4. Schéma korekce D; vybojkou
Prevzato z: http://www.scribd.com/doc/24668309/42/Deuterium-background-correction
[27].

HCL = hollow cathode lamp = duta katodova vybojka

D,-lamp = deuteriova vybojka

Korekce pozadi s vyuzitim Zeemanova jevu

Zeemanovym jevem je nazyvano rozstépeni spektralnich Car vyzafovanych
atomy v magnetickém poli. Roz§té€peni nastava se zménou energie jednotlivych hladin
atomu, které jsou zpusobeny pravé magnetickym polem. Pii St€peni energetickych
hladin atomu vznikaji komponenty oznacované jako « a G.

Ptistroj obsahuje polarizator a svllj zdroj zafeni nebo atomizitor ma umistén
v poli elektromagnetu. Absorbance je stiidavé odecitana pfi vypnutém a zapnutém
magnetickém poli. Pfi vypnutém magnetickém poli se méii celkova absorbance,
ktera odpovida absorpci analytu a pozadi. Pfi zapnutém magnetickém poli se meéfi
pouze absorpce pozadi pomoci ¢ komponent, které projdou polarizatorem. Detektor
poté opét zaznamenava rozdil téchto dvou signald, jakoZto absorpci €istého analytu.

Tento zplsob korekce je nejlepSi pro strukturni pozadi a korekci v celém

spektralnim intervalu. Jejich citlivost je v§ak niz§i a cenova dostupnost vyssi [35, s. 81].
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Obrazek 5. Schéma Zeemanovy korekce pozadi
Prevzato z: http://www.scribd.com/doc/24668309/42/Deuterium-background-correction
[27].
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Korekce pozadi metodou Smith-Hieftje

Duta katodova vybojka je napajena v cyklu sestdvajictho z normalniho,
vysokého a relaxa¢niho pulsu napajeciho proudu. Z rozdili absorbance pfi normalnim
a vysokém napéjecim proudu zjistime absorbanci vzorku.

Vyhody a nevyhody jsou stejné jako u kompenzace ,,systému Zeeman*
[35, s. 81].

Stokesova korekce (Stokesiv posun)

Pokud atomy pfijmou elektromagnetické zateni, prechdzi do excitovaného stavu.
V ptipadé, zZe se elektron po excitaci vrati do vyssi energetické hladiny, nez ze které byl
vybuzen, dojde k vyzafeni fotonu s delsi vlnovou délkou nez ma budici zafeni.
ProtoZe vyzafena energie mize byt nejvyse rovna té piijaté, vinova délka emitovaného

zateni je vétsi nez excitacniho [54, s. 15].

I;Le*mise = *;Lexc itace

Rozdil v energiich maxima absorpéniho a emisniho pasu se nazyva Stokestv

posun.
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Obrazek 6. Stokesiiv posun

Pievzato z <http://www.advancedaquarist.com> [55].
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2.4.2 Interference

Pojmem interference se rozumi jakékoliv rusivé vlivy, které svou pritomnosti
pfianalyze ovlivni vysledek a spravnost méfeni. Jejich neZadouci piitomnost
ma za nasledek rozdilnou velikost signalu naméteného pro stejnou koncentraci analytu
ve vzorku a v ¢istém standardu [35, s. 83]. ,,Interferenci v AAS obecné rozumime vliv,
ktery zpusobi systematické odchylky signalu pii analyze* [35, s. 83].

Interference rozdélujeme podle mista, kde se vyskytuji, na interference
v kondenzované a plynné fazi [40]. Dale lze interference rozdélit podle mechanismu,
kterym vznikaji, na chemické a fyzikalni [41, s. 21]. Poslednim typem interferenci
jsou interference spektralni a nespektralni [35, s. 83].

Ke spektralnim interferencim dochdzi v pfipadé, ze meétené spektralni Cary
nejsou dostatecné izolovany od =zafeni absorbovaného ostatnimi castmi vzorku
nebo absorpci pozadi. Tomu Ize zabranit vybérem jinych car a korekci pozadi.

Nespektralni interference souviseji s vlastnostmi roztoku vzorku a piitomnosti
rusicich prvku matrice [35, s. 83].
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Interference v plamenové verzi AAS

V plameni se setkavame s interferencemi transportu, vzniklymi zménami
rychlosti sani vzorku nebo ucinnosti zmlzovani, vlivem viskozity a povrchového napéti
roztokli. Déle to mohou byt interference vypatrovani, kdy je signal ovlivnén piitomnosti
tékavych latek co do stupné jejich tékavosti. Aby byly tyto vlivy odstranény, je nutné
pouzit roztoky se stejnou tékavosti. VEtSi uplatnéni mé pouziti uvolnovaciho ¢inidla,
které nezadouci interferenci pieméni na t€zko t€kavou slouceninu.

Prostorové rozlozeni atomi v plameni a ovlivnéni disociace ¢i ionizace
predstavuji interference plynné faze. Ty jsou eliminovany ptidavkem ioniza¢niho pufru

[35, 5. 83; 40].

Interference v bezplamenové verzi AAS

V kondenzované fazi jsou pozorovany jako zmény v rozlozeni stanovované latky
na atomizaéni podloZzce, stejné tak jako zmény nasdkavosti této podlozky. Dale mohou
interference predstavovat vznik snadno tékavych sloucenin a tudiz ubytek analytu
nebo vznik termostabilni slouceniny, ktera se t€zko atomizuje [40].

V plynné fazi ovliviiuji disocia¢ni rovnovahy a kinetiku procesu [35, s. 83; 40].

Tyto interference lze eliminovat pouzitim matricovych modifikatord a zvySenim
izotermic¢nosti atomizace, eventualné pouzitim jiného povrchu pro atomizaci [40].

Matricové modifikatory jsou slouceniny, které eliminuji plsobeni interferenci
tim, Ze ovliviiuji jejich tékavost. Jsou pfiddvany ke vzorku bud’ pred nastfikem,
nebo po nastiiku do kyvety. Modifikatory prevadéji matrice na t€kavéjsi slozky, které
jsou eliminovany z atomizatoru jesté¢ pred atomizaci a vytvaii s analyty termostabilni

komplexy, coz umozni zvysit teplotu atomizace [40].
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3 CILE PRACE

1. Ovérit moznost stanoveni selenu a manganu Vv likvoru metodou

atomové absorpcni spektrometrie prostiednictvim stanoveni

meze detekce.

2. Stanovit koncentrace selenu a manganu v likvoru na vybranych

souborech pacienti

a) u pacientu S neurologickymi onemocnénimi

b) u pacienti s onkologickymi onemocnénimi
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EXPERIMENTALNI CAST
4 CHARAKTERISTIKA PACIENTU, MATERIAL A METODY

4.1 Charakteristika souboru pacientii

Bylo vySetieno 73 pacientll (pramérny vék 14,1 let, vékové rozmezi od 4 mésict
do 77 let), z toho bylo 31 Zen (primérny vék 17 let, vékové rozmezi 5,5 mésice
az 77 let) a 42 muzu (pramérny vék 12 let, vékové rozmezi 4 mésice az 76 let). Pacienti
byli rozdéleni do dvou skupin dle véku na déti (56 jedinct) a dospé€lé (17 jedinci).

Dale byli pacienti rozdé€leni do t¥i podskupin podle diagnoz. Prvni skupina byla
tvofena 26 pacienty s neurologickymi diagnézami (napi. epilepsie, lymeska nemoc,
encefalitidy, myelitidy a encefalomyelitidy). Druha skupina byla tvofena 29 pacienty
s onkologickymi diagnézami (leukemie, lymfomy, zhoubné nadory mozku). Treti
srovnavaci skupina byla tvofena 18 pacienty, sjinymi nez onkologickymi
a neurologickymi diagnézami (napf. traumaticka poranéni, ileus, pneumonie).

Pfed zpracovanim vzorku byl u kazdého pacienta subjektivné zhodnocen vzhled
likvoru. Hodnocena byla ptitomnost hemolyzy a bilirubinu.

K analyze bylo odebrano vzdy 100 pl vzorku likvoru a nasledné bylo smichano
se 400 pl fediciho roztoku.

Pro stanoveni Mn a Se v likvoru byly pouZity stejné reagencie a roztoky,

které se pouZzivaji pro rutinni stanoveni Mn a Se v séru.

4.2 Stanoveni selenu

Tabulka 2. Kontrolni material pro selen

ClinChek — Serum Control, for trace elements

Level 1
100 pul
Sttedni hodnota 63,3 pg/l, rozmezi (£ 2SD)
(50,6 — 76 ug/l)
ClinChek — Serum Control, for trace elements
Level 2
100 pul

Stfedni hodnota 103 ug/l, rozmezi (= 2SD)
(82,4 — 124 pghl)
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Pracovni standard (30 pg/l Se) priprava:

Do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 100 pl zasobniho standardniho roztoku
selenu o koncentraci 1000 ug/ml ve 2 % HNO3 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 24,792-8), ptida
se 1 ml 37 % HCI (Fluka, for trace analysis) a doplni se Cerstvou deionizovanou vodou
po rysku. Z tohoto roztoku se odeberou 3 ml, ptida se 1 ml HCI a doplni se do 100 ml
deionizovanou vodou (v odmérné barnce).

Stabilita roztoku v chladnicce pii 5 - 8 °C je jeden rok.

Paladiovy modifikator (pro eliminaci interferenci)
0,5 ml 37 % HCI (Fluka, for trace analysis)
250 pl Triton X-100 (~ 10 % v H,0, Fluka, Ultra, kat. ¢. 93443)
500 pl dusi¢nanu paladnatého (paladiovy matricovy modifikator, 10 % roztok, Sigma
Aldrich, kat. ¢. 76040)
15 ul Antifoam A (Fluka, kat. ¢. 10794) — emulze silikonového polymeru zabranujici
pénéni. V§e bylo smichano a v5 ml odmérné banice doplnéno deionizovanou vodou

po rysku. Piipraven byl vzdy Cerstvy paladiovy modifikator.

Redici roztok
12,5 ml Triton X-100 (~ 10% roztok v H,O, Fluka, Ultra, kat. ¢. 93443)
1 ml Antifoam A (Fluka, kat. ¢. 10794)
15,6 g kyseliny askorbové (99,5 %, Fluka, Ultra, kat. ¢. 95209)
250 ul 37 % HCI (Fluka, for trace analysis)
VSe bylo smichiano a ve 250 ml odmérné bance doplnéno deionizovanou vodou
po rysku.
Stabilita 3 tydny pii 5 - 8 °C.

Proplachovaci roztok
2500 pl Triton X-100 (~ 10 % roztok v H,0, Fluka, Ultra, kat. ¢. 93443)
2080 pl Antifoam A (Fluka, kat. ¢. 10794)
250 ul 37 % HCI (Fluka, for trace analysis)
Ve bylo smichano a v 500 ml odmérné baice doplnéno deionizovanou vodou po rysku.
Byl ptipraven proplachovaci roztok o objemu 1 litr.

Stabilita je 6 mé&sict pfi teploté 15 - 30 °C.
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4.3 Stanoveni manganu

Tabulka 3. Kontrolni material pro mangan

ClinChek — Serum Control, for trace elements

Level 1
100 pl
Stfedni hodnota 28,4 ug/l, rozmezi (£ 2SD)
(22,7 - 34,1 ugl)
ClinChek — Serum Control, for trace elements
Level 2
100 ul

Sttedni hodnota 32,7 pg/l, rozmezi (£ 2SD)
(26,2 — 39,2 ug/l)

Pracovni mezistandard A (2 mg/l Mn) pi¥iprava:

Do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 200 pul zasobniho standardniho roztoku
manganu o koncentraci 1000 pg/ml ve 2 % HNOg; (certifikovany referenéni material
998 mg/l + 4 mg/l, Fluka, kat. ¢. 63534), ptidaji se 2 ml 37 % HNO; (certifikovany
referen¢ni material, Fluka, for trace analysis) a doplni se fedicim roztokem po rysku.

Stabilita roztoku v chladnicce pii 5 — 8 °C je jeden rok.

Pracovni standard (2 pg/l Mn)
Do 100 ml odmérné banky se odpipetuje 100 pl mezistandardu A, ptidaji se 2 ml
koncentrované HNOj3 (Fluka) a doplni se fedicim roztokem po rysku. Stabilita standardu

v chladnicce pii 5 — 8 °C je cca 3 tydny.

Redici roztok
2 ml Triton X-100 (~ 10 % roztok v H,0, Fluka, Ultra, kat. ¢. 93443)
2 ml Antifoam A (Fluka, kat. ¢. 10794)
Vse bylo smichano a v 1000 ml odmérné baiice doplnéno deionizovanou vodou

po rysku.

Proplachovaci roztok

Byl pouzit stejny roztok jako pro selen.
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4.4

4.5

Pristroje a pomicky

Automaticky analyzator SpectrAA 220Z Varian

Elektrotermicky atomizator GTA 110

Podavac vzorka PSD 100

Ridici modul pro ultralampy UltrAA Varian
Chladici jednotka Van der Heijden Kiihlmobil

Lampa pro selen (A = 196,0 nm)

Lampa Photron pro mangan (A =279,5 nm)

Automatické pipety

Spicky

Odmérné baiky

Stojan

Kadinky

Ttepacka

Zkumavky umélohmotné, sklenéné
Zkumavky Eppendorf
Plastové reagen¢ni nadobky
Stojan na zkumavky

Vahy

Miska

Lzicka

Charakteristika metody ETA-AAS na méreni Se a Mn

Pro tuto praci byl pouzit atomovy absorpéni spektrofotometr SpectrAA

220Z Varian s grafitovou pickou pro elektrotermickou atomizaci vzorku, pracujici

V inertni argonové atmosfére za vysoké teploty generované elektromagnetickym polem.

Spektrofotometr vyuziva Zeemanovy korekce pozadi. K méfeni selenu byla pouzita

duta katodova lampa s vinovou délkou 196 nm, mangan byl méfen pii vinové délce

279,5 nm. Kazdy vzorek byl pfistrojem zméfen tiikrat a z naméfenych hodnot byl

vypocitan prumer.
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4.6 Statisticka analyza

Ke statistickému hodnoceni dat byl vyuzit software GraphPad verze
6.0 (San Diego, Kalifornie). Normalita rozloZzeni dat byla testovana pomoci
D’Agostinova-Wilsonova testu. K posouzeni rozdild mezi skupinami byl vyuzit

Manntv-Whitneylv U-test. Hladina p < 0,05 byla zvolena jako statisticky vyznamna.
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5 VYSLEDKY

5.1 Ovéreni moznosti stanoveni selenu a manganu

Stanoveni meze detekce Se

Mez detekce (LOD) selenu byla ziskdna zméfenim 10 vzorka fediciho roztoku
0 nulové koncentraci selenu metodou standardniho pifidavku. Bylo ziskano 10 hodnot
rozdilt absorbanci pied piidavkem a po ptidani standardniho piidavku. Pro kazdy rozdil
absorbanci byl vypocten primér a trojnadsobek smérodatné odchylky. Ke kazdé hodnoté
rozdilu absorbance byla stanovena odpovidajici koncentrace blanku a koncentrace

odpovidajici trojnasobku smérodatné odchylky byla ur¢ena jako mez detekce.

Tabulka 4. Uréeni meze detekce selenu

Blank Absorbance”

1 0,0002

2 0,0001

3 0,0005

4 0,0002

5 0,0001

6 0,0003

7 0,0002

8 0,0004

9 0,0002

10 0,0006

Primér 0,00028
Smérodatna odchylka 0,000169
3krat SD absorbanci 0,000507
Mez detekce 2,9 pg/l

* V tabulce jsou zndzornény rozdily absorbanci pted pfidavkem a po piidani

standardniho ptidavku.
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Obrazek 7. Selen: graf kalibraéni piimky

Abs Sec Standard Additions - Cal. Set 1
0,06 |

0,04

0,02

0,00

1 i I 1
t12,?’6 0,00 10,00 20,00 30,00
Se ug/L

Stanoveni meze detekce Mn
Mez detekce manganu byla ziskana zméfenim absorbanci 10 vzorkt fediciho
roztoku o nulové koncentraci manganu. Z uvedenych vysledk byl vypoéitan primér

a smérodatna odchylka (viz tabulka 5).
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Tabulka 5. Urceni meze detekce manganu

blank absorbance
1 0,0073
2 0,0065
3 0,0076
4 0,0094
5 0,0175
6 0,0081
7 0,011
8 0,0089
9 0,01
10 0,0077
Prumér 0,0094
Smérodatna odchylka 0,003152
3krat smérodatna
odchylka 0,009456

Obrazek 8. Mangan: graf kalibra¢ni primky

Abs Quadratic Origin - Cal. Set 1
0,18 |

0,15 |

0,10

0,05
0,00 |

) T 1 T | 1
0,000 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000
Mn ug/L

Abs = -0,00015x Cx C-+0,03635x C
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Hodnota koncentrace 0,26 pg/l pro mez detekce manganu byla po dosazeni
absorbance odpovidajici trojndsobku smeérodatné odchylky blanku do kvadratické

rovnice vypoctena dle nasledujiciho vypoctu:

—0,00015¢* + 0,03635¢ — 0,009456 = 0

D =b? — 4ac
D = 0,03635% — 4 - (—0,00015 - (—0,009456))
D =0,0013156
=
= 22V
_ —0,03635+,/0,0013156
1 2 -(—0,00015)
X, =026 ug/l
4. — ~0.03635 —,/0,0013156
2 2+ (—0,00015)

X, = 242,07 pg/l

Koncentraci X, = 242,07 pg/l nelze pouzit jako detekéni limit pro stanoveni Mn,
nebot’ je vyznamné vysSi, neZ jsou publikovand referencni rozmezi pro Mn

Vv biologickych materialech (Mn v séru 0,43 — 0,76 ng/l) [58].

Paraleln¢ se slepymi vzorky byl stanovovan v kazdé sérii méfeni kontrolni

material ClinChek (viz kapitola 4.2 a 4.3).

Pro mangan byly naméfeny hodnoty kontrol 30,96 ug/l a 31,06 ug/l. Pro selen
byly ziskany hodnoty kontrol 68,12 pg/l a 89,96 pg/l. Koncentrace Mn a Se
V kontrolnim materidlu v kazdé sérii méfeni leZely uvniti deklarovaného rozmezi

hodnot kontrolniho materialu.

5.2 Vysledky stanoveni koncentrace Se a Mn u pacientua

Koncentrace Mn a Se byly méfeny v likvoru pacienttl, ktefi byli rozdéleni do tfi

skupin podle diagnéz. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 6, 7 a 8. Hodnoty v tabulkach
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jsou uvedeny jako median + SD (pg/l). Pismeno ,,n“ znai pocet pacientd v dané

skuping. Tu¢n€ jsou oznaceny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami.

Tabulka 6. Se a Mn v celém souboru pacienti (déti + dospéli)

selen (ug/1) mangan (pg/1) n
onkologické dg. 13£3.9 0,9+0,6 29
neurologické dg. 12,4 +3,4 09+22 26
ostatni dg. 14,4 +2,7 0,6 £0,6 18
Statisticka vyznamnost
selen mangan
el B e R
onkocl)(s);g;tcnlié Vs. 0 =042 onkogcs);gaitcnl;é Vs. 0= 0,098
neurgrzilclli(é Vs. 0 < 0,05 neur(::;iitili(é Vs. =04
Tabulka 7. Se a Mn u déti
selen (ug/) mangan (pg/1) n
onkologické dg. 13+3,9 1,2+0,6 23
neurologické dg. 126 +35 1+0,7 21
ostatni dg. 144+ 2,6 05+0,6 12
Statisticka vyznamnost
selen mangan
s | peoms | o | peom
onkocl)(s)‘;g;:nlié Vs. 0=0308 onk(:)l;)tiitcnkié Vs. 0 < 0,05
neurologické vs. 0= 0,053 neurologické vs. p=0,231

ostatni

ostatni
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Tabulka 8. Se a Mn u dospélych

selen (ug/1) mangan (pg/1) n
onkologické dg. 16,2+ 3,2 05+0,3 6
neurologické dg. 12+ 3,3 0,6+4,9 5
ostatni dg. 143+3 09+04 6
Statisticka vyznamnost
selen mangan
Cowsiogere | PO | e p=1
onkocl)(s);g;tcnlié Vs. 0=0571 onkogziéllié Vs. 0= 0,387
neurologické vs. 0=0414 neurologické vs. 0= 0,749

ostatni

ostatni
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6 DISKUZE

Cilem prace bylo ovéfit moznost stanoveni Se a Mn v mozkomisnim moku
pomoci atomové absorpcni spektrometrie.

Stanoveni selenu a manganu v likvoru dosud nepatii mezi rutinné¢ provadéné
analyzy, a proto nejsou pro koncentrace v likvoru dostupné zadné relevantni analytické
udaje (limit detekce, rozmezi koncentraci). Je tedy nutné k ziskani téchto udaji
vychazet z dat publikovanych pro ostatni biologické materialy (sérum, moc¢, plna krev).

Piehled publikovanych limitt detekce je znazornén v tabulce 9.

Tabulka 9. Limity detekce selenu a manganu v rutinné vySetiovanych

materialech (hodnoty LOD jsou uvedeny v pg/l)

sérum mo¢ pIna krev citace
selen 5-9,82 1 4 [26; 59; 64]
mangan 0,1-0,14 0,06 -0,1 0,1-0,6 [30; 56; 58; 63; 65]

K ovéfeni meze detekce jsme s vyuzitim reagencii a roztoktl pro analyzu Se
aMn v séru stanovili limit detekce Se a Mn. Mez detekce Se byla 2,9 pg/l a mez
detekce pro Mn byla 0,26 pg/l. Je tedy ziejmé, Ze stanovené¢ meze detekce odpovidaji
publikovanym tdajim uvedenym v tabulce 9.

Koncentrace stopovych prvka v likvoru jsou vysetiovany v souvislosti
s neurologickymi  onemocnénimi  (Alzheimerova choroba) a onkologickymi
onemocnénimi  (sarkomy), proto jsme zvolili rozdéleni pacientt do skupin
dle neurologickych a onkologickych diagnéz a koncentrace ve skupinach jsme
pak porovnali s koncentracemi v kontrolni skupin€ pacientt s ostatnimi diagnozami.

Porovnanim hodnot naméfenych koncentraci Se a Mn v likvoru jsme zjistili
statisticky vyznamny rozdil v hladindch Se u pacientl s neurologickymi diagndézami
oproti pacientim s ostatnimi diagnézami (12,4 vs. 14,4 ng/l, p < 0,05, viz tabulka 6).
Statisticky vyznamny rozdil hladin manganu jsme zjistili ve skupiné¢ déti
s onkologickymi  diagnézami oproti srovnavaci skupin¢ ostatnich diagnoz

(1,2 vs. 0,5 ug/l, p < 0,05, viz tabulka 7).
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Primérné hodnoty naméfenych koncentraci selenu u pacientti s onkologickymi
diagnézami jsou zvysené u dospélych v porovnani s détmi, ale zvySeni neni statisticky
vyznamne.

Vysledky v tabulce 7 ukazuji vyssi koncentrace manganu u déti s onkologickymi
a neurologickymi chorobami. Hodnoty selenu jsou u détskych pacientd v porovnani

S celym souborem srovnatelné.
Nase vysledky jsme déle porovnavali s vysledky studii dalSich autori.

V tabulce 10 jsou uvedeny vysledky stanoveni selenu a manganu v likvoru

V nasi praci a v jinych studiich.
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Tabulka 10. Porovnani koncentraci selenu a manganu u neurologickych

diagnoz
primér + SD (ng/l) T oo
nazev studie skupina statisticka pouZita
Se Mn vyznamnost metoda
Meseguer, I. a ko, Alzheimer 11,4+78 - hodnocen ETA-AAS
(1998) [52] KS 133+7,0 -
Gazzaniga a kol. Parkinson - 6,0+ 1,3 \s ETA-AAS
(1992) [60] KS - 57+1,8
Jiménez-Jiménez Parkinson - 1,2+0,98
a kol. (1998) [60] KS - 0882076 NS ETA-AAS
Bocca a kol. (2006) Parkinson - 0,69 +0,42
[60] KS - 0,95+ 0,39 NS SF-ICP-MS
. Parkinson 179+ 123 -
Aguilar :EGIB(;I. (1998) NS ETA-AAS
KS 13,5+8,2 -
. Parkinson 22,7+2.1 -
Qureshi ?GIBc]ul. (2006) S> ETA-AAS
KS 142+18 -
Forte, G. a kol. (2004) Parkinson - 0,63 + 0,43
[53] NS SF-ICP-MS
KS - 0,85+ 0,36
Alzheimer 1,8* 0,61*
Gerhardsson, L. akol. | Alzheimer + S (Mn)
1.8 0,63* ICP-MS
(2008) [61] cévni zmeény ' )
KS 1,9* 0,73*
Cely soubor 126+34 1,3+22
Nase vysledky S < (Se) ETA-AAS
Ostatni (KS) 148+27 0,8+0,6

KS = kontrolni skupina

NS = nesignifikantni rozdil mezi koncentracemi

S = signifikantni rozdil mezi koncentracemi

S < = signifikantn¢ nizsi

S > = signifikantné vyssi

* Vysledky takto oznacené jsou uvedeny jako median (ug/l).
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Rozmezi stfednich hodnot ve vybranych studiich je 11,4 ug/l — 22,7 pg/l
proselen a 0,63 ug/l — 6 ug/l pro mangan. Je tedy ziejmé, Ze nase vysledky jsou
srovnatelné.

Pro porovnani koncentraci u onkologickych pacienti byla pouzita pouze jedna
relevantni prace El-Yazigiho a kol. [62]. Autofi uvadéji koncentrace Se v rozmezi
18,4 ng/l — 157 pg/l v zavislosti na diagnoéze, typu tumoru (benigni tumory, maligni
tumory) a ve€ku pacientd. Tyto koncentrace Se vyznamné neli$i od koncentraci
stanovenych v kontrolni skupiné (19,1 pg/l) [62]. Vysledky prezentované Vv této studii
se zdaji byt vyssi oproti vysledkiim ziskanym v nasi praci, ale autofi zde pouzili
podrobnéjsi déleni jednotlivych malignich a benignich tumort.

Vy$8i hodnoty selenu Vramci onkologickych diagndéz jsme naméfili
u dospélych, oproti skupiné déti (16,2 pg/l vs. 13 pg/l). Rozdily ve srovnani s kontrolni
skupinou nejsou vyznamné (p = 0,571; p = 0,308).

Statisticky vyznamny rozdil v koncentracich manganu jsme zjistili u déti
s onkologickymi diagn6zami oproti skupiné ostatnich diagnéz (1,2 pg/l vs. 0,5 pg/l,
p <0,05). Vzhledem ktomu, Ze vySetfeni koncentrace Mn v likvoru u pacientl
s onkologickymi diagndézami dosud nebylo dokumentovano, Ize tyto vysledky
povazovat za zcela unikatni a jisté¢ by mohly byt vyuzity k dal§Simu podrobnému studiu.

Vysledky prace je nutné interpretovat s piihlédnutim k nckterym faktorim
(heterogenita souboru pacientli, hodnoceni hemolyzy, preanalytické podminky).

Soubor pacienti, je veékové a diagnosticky heterogenni. VE&kové rozmezi
pacientll zaujima (pfi nizkém poctu jedincll) témét vSechny veékové kategorie a vice
diagnoz. K témto aspektlim je nutno piihliZet pfi porovnani vysledkl s jinymi studiemi,
kde jsou vySetfovanym souborem pacienti ptesné¢ definované vekové kategorie
(napft. pacienti s Alzheimerovou chorobou).

Hodnoceni hemolyzy ve vzorku bylo provedeno pouze vizualng,
nikoliv fotometricky. Nemusely tak byt rozpoznany vSechny hemolytické vzorky. Vliv
hemolyzy na vysledky stanoveni nelze prokdzat také ztoho divodu,
ze jako jednoznacné hemolyticky byl subjektivné oznafen pouze jeden vzorek.
Vysledky méteni tedy nelze posuzovat s ohledem na pfitomnost hemolyzy ¢i ikteru
ve vzorku. Dalsim faktorem by mohla byt centrifugace vzorku, ktera byla pfed piivodni
analyzou likvoru standardné provedena, ale tento postup jiZ nebyl pfed analyzou
stopovych prvkl opakovan. Doba od provedeni centrifugace vzorkl do sbéru pro ucely

analyzy stopovych prvkl ptedstavovala cca 1 tyden. Také fakt, ze vzorky likvoru
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nebyly odebrany za ucelem analyzy stopovych prvkl, a nebyl tedy dodrzen odbér
do specialnich plastovych zkumavek urCenych pro stopovou analyzu, mohl mit

vyznamny vliv na vysledky métent.
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ZAVER

Ovéftili jsme moznost stanoveni selenu a manganu v likvoru metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie. Stanovili jsme mez detekce pro Se 2,9 pg/l a pro Mn 0,26 pg/l.
Tyto hodnoty jsou srovnatelné s publikovanymi hodnotami meze detekce Mn a Se
V séru.

Na souboru déti a dospélych pacientd s onkologickymi, neurologickymi
a ostatnimi (jinymi nez onkologickymi a neurologickymi) diagnézami jsme stanovili
koncentrace selenu a manganu v likvoru.

Zjistili  jsme vyznamné rozdily v hladinach selenu mezi pacienty
s neurologickymi a ostatnimi onemocnénimi.

Zvysené hladiny selenu jsme zaznamenali ve skupin€ pacienti
s neonkologickymi a neneurologickymi diagndézami. Vyznamné rozdily v koncentracich
manganu jsme naméfili u déti v porovnani ostatnimi a onkologickymi diagnézami,
pfi¢emZ vyssi koncentrace jsou ve skupiné¢ onkologické. Vysledky jsou srovnatelné
s publikovanymi vysledky jinych studii.

Stanoveni selenu a manganu v mozkomiSnim moku ma diagnosticky vyznam

u vybranych skupin pacientt.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAS atomova absorpéni spektrometrie
CCD zafizeni s vazanymi naboji

DNA deoxyribonukleova kyselina
DPASV diferen¢ni pulzni anodicka voltametrie
ETA-AAS  AAS s elektrotermickou atomizaci
FAAS plamenova AAS

fT3 volny trijodtyronin

fT4 volny tetrajodtyronin

GPx glutationperoxidéaza

GSH redukovana forma glutathionu
GSSG oxidovana forma glutathionu

HG-AAS AAS s hydridovou technikou

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti

ICP-AES atomova emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP-OES optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ID-MS izotopova diluéni hmotnostni spektrometrie

LOD limit detekce

LOH lipidovy alkohol

LOOH lipidovy hydroperoxid

NAA neutronova aktivacni analyza

NADH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NADP* oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
PIXE ¢asticemi vyvolana rentgenova emise

SD smérodatnd odchylka

SF-ICP-MS  ICP-MS se sektorovym polem

SOD superoxiddismutaza

TR-RF reflexni rentgenova fluorescence

TSH thyreotropni hormon

T3 trijodtyronin
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T4 tetrajodtyronin (tyroxin)

uv ultrafialovy

VIS viditelny

XRF rentgenova fluorescen¢ni analyza
A delta; rozdil absorbanci
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