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1. Bevezetés

Az emberi vérrel kapcsolatos kutatasok mar évtizedek ota segitik az orvostudomanyt. A
biologiai, mikrobioldgiai ¢és kémiai vizsgalatok révén egyre tobbet tudunk meg ennek a
bonyolult matrixi anyagnak az Osszetételérdl, valamint a szervezetben betoltott biokémiai
szerepérdl. A vér elemanalitikai vizsgalata nagy jelentoséggel bir a fehérjékhez kotdédo
esszencialis és toxikus nyomelemek transzportfolyamatainak feltérképezésében, amely fontos
diagnosztikai informaciot hordozhat.

A klinikai gyakorlatban a vérben 1évé esszencidlis elemek mennyiségi meghatirozasa
altalaban elektrokémiai modszerekkel torténik, szamos létfontossdgii nyomelem mérése
azonban nem képezi a klinikai rutinanalitika részét. A mikrohulldmt plazma atomemisszios
spektrometria (MP-AES) egy olyan 0j emisszids technika, amely gerjeszt6 forrasként nitrogén
gaz segitségével létrehozott plazmat alkalmaz. A modszer eldnye a koltséghatékonysag,
hiszen a plazma fenntartdsdhoz sziikséges nitrogén gazt egy generdtor a laboratorium
levegdjébdl allitja el6. A technikdt megjelenése ota (2011) szamos applikéaciora és
mintatipusra alkalmazzak, a bioldgiai eredetii mintakkal kapcsolatos szakirodalma azonban
minimalis.

A vérszérum mintdk elemanalitikai vizsgéalatanak szlik keresztmetszetét a magas
szervesanyag-tartalom, a rendelkezésre allo sokszor csekély mintamennyiség, valamint a
mérendd komponensek kis koncentracigja jelenti. Az atomspektroszkopiai modszereknél
szamolnunk kell tovabba a bonyolult mintamatrixok okozta zavarohatasokkal is.

Az MP-AES magnetron generalt gerjeszto forrast alkalmaz, a mérések soran lejatsz6do
kémiai zavard hatasok egyeldre nem teljesen ismertek. Vizsgalatunk célja, hogy a vérszérum
mintdk elemanalizisére reprodukalhatd mérési eredményeket biztositdé modszert dolgozzunk
ki MP-AES technikaval. Ennek érdekében kisérletsorozatunk elsé részében modell mintak
segitségével tanulmanyoztuk a human vérszérum mintak magas natrium koncentracidjanak
makro- és mikroelemek intenzitasara gyakorolt hatasat. A matrixhatas vizsgalat soran kapott
eredményeink felhaszndldsdval autoimmun betegektdl szarmazd szérummintdk nyomelem-

tartalmanak meghatarozasat végeztiik szintén MP-AES modszer segitségével.
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2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Az emberi vér dsszetétele és a vérszérum

A vér folyékony ¢és specidlis sejt-kozotti alloménnyal rendelkezd szovet. Testiink
szallitoszerve, a kiilonbdzd anyagokat allando keringésben egyik helyrdl a masikra szallitja. A
vér legfontosabb feladatai a keringéshez és a folyamatos dramlashoz kapcsolédnak. Ha a
kibocsatott vért allni hagyjuk, megalvadas utan két részre valik: vérlepényre és vérsavora. A
vérlepény sotétbarnas-vords szindi, siiri, rostos szerkezetii anyag, amely fibrintomegében a
vér mikroszkoposan lathato alakos elemei, a vérsejtek talalhatoak. A vérsavo ezzel szemben
egy sargas szinii, atlatszo folyadék, amelyet vérszérumnak is neveziink [1; 2]. A vérszérum
fajsulya 1,0261-1,0292 koz¢ es6 érték, a kémhatasa gyengén ligos. Az emberi vérsavoban a
rostanyag kivalasa utan visszamarado fehérjék 7-8 %-ot tesznek ki, amely dont tomegét a
szérumglobulin (3 %) és a szérumalbumin (4,5 %) adja [3].

Az emberi vérszérum tehat szamos, kiillonbozo életfunkciokért felelés plazmafehérjét
tartalmaz, amelyek esszencialis szerepet toltenek be a hozzajuk ko6tddé nyomelemek
transzportfolyamataiban. Egészséges embereknél a vérszérum mennyiségi és mindségi
Osszetétele alland6. Az emberi vér nyomelem-eloszlasanak vizsgalata évtizedek ota
alkalmazott modszer a klinikai diagnosztikaban. A nyomelemek biokémiai szerepet tolthetnek
be egyes betegségek kialakulasaban [4; 5; 6; 7], illetve a biologiai rendszerekben a fehérje-
fém interakciok biomarkerként is szolgalhatnak rendellenes folyamatok feltérképezésében [8;
9; 10; 11; 12; 13]. Az emberi szervezetben az esszencialisan 1étfontossagi makroelemek a test
tomegének kb. 1 %-at teszik ki (Na, K, Mg, Ca), mig a mikroelemek kevesebb, mint 0,01 %-
at (Fe, Zn, Mn, Mo, Cu) adjak. Biologiai szerepiiket sokoldaluan vizsgalva mégis a
mikroelemek Kkeriiltek a kutatasok el6terébe, mivel az alkalifém- és alkalifoldfém-kationok
elenyészé komplexképzd sajatsaguk révén gatoltak az egyes funkcidk felderitését. A kation
megoszlasa a sejten beliili és kiviili tér kozott a termodinamikai egyensulyi allapotnak nem
felel meg. Az alkalifémionok kevés és stabilis komplexet alkotnak az ismert szervetlen vagy
szerves komplexképzokkel. A bioldgiai szereppel rendelkezd atmeneti fémek a mikroelemek

kozé tartoznak és metalloproteinek formajaban stabilizaljak a fehérjék szerkezetét [14].
2.2. A vérszérumban talilhaté legfontosabb makroelemek

2.2.1. Kalium (K)
Egy 70 kg testtomegii felndttben korilbeliil 170 g kalium talalhaté. Az emberi

vorosvértestekben a K': Na* mol aranya 105:10, mig a vérplazméban ugyanez az arany 5:143.
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A Kkapcsolt aktiv transzportfolyamatért feleldss Na'-K* pumpa valamennyi 4allati sejt
plazmamembranjaban megtalalhato, amely Na'-ot ,szallit ki” a sejt intercellularis terébdl és
K*-ot ,,hoz be” az extracellularis térbe. Fontos szerepe van az izom- és idegmiikddésben,
aminek nélkiilozhetetlen feltétele a termodinamikai nyitottsig. A vérplazma K

rrrrrrrr

aldoszteron K* szekréciot idéz el a vesében [14].

2.2.2. Kalcium (Ca)

Az emberi szervezetben atlagosan 1250 g kalcium talalhato, ami oldatlan allapotban a
csontokban és a fogakban fordul eld. Etkezés soran naponta 1200 mg keriil a szervezetbe
elsésorban zoldségek, tej és tejtermékek fogyasztasaval. A plazma Ca?* koncentracidja 2,1-
2,6 mmol/dm?, melynek kézel fele ionos 4llapotban, a mésik fele pedig fehérjékhez kototten
taldlhatd az emberi testben. A kalcium kulcsfontossagu szerepet tolt be szamos
enzimkatalizalt reakcidban, az izom  Osszehuzodasaban, a  véralvadasban, a
neurotranszmitterek felszabadulasaban, valamint ,,masodlagos hirvivéként” a legkiilonb6z6bb
sejten beliili folyamatokban. A sejt felszinéhez érkezd kiilonbozd ingereket tovabbitja és

intracellularis biologiai valtozasokka alakitja at [14].

2.2.3. Magnézium (Mg)

Egy felnétt szervezetben koriilbeliil 20-25 g magnézium talalhato, amely a negyedik
leggyakrabban el6forduld kation a testiinkben és els6dlegesen foszfatcsoportokkal alkotott
komplexek formajaban van jelen. A magnézium mennyiségének 50-60 %-a a csontokban, 20
%-a a vazizomban és csupan 1 %-a talalhat6 az extracellularis térben. A plazméban 1év6 Mg?*
koncentracidja 0,8-1,2 mmol/dm®. A felvételét és kivalasztasat elsésorban a kalciumra
vonatkozo folyamataival lehet 6sszefliggésbe hozni, viszont a vesében szabalyozasa inkabb a

kaliuméra hasonlit [14].
2.3. A vérszérumban talalhato legfontosabb mikroelemek

2.3.1. Cink (zZn)

A cink mennyisége egy 70 kg-0s felnétt szervezetben koriilbeliil 2 g, a masodik
legnagyobb mennyiségben eléforduld elem. Donté hanyada fehérjékhez kotott allapotban
talalhaté meg. A cink létfontossagu €s szinte minden €16 szervezet szamara nélkiilozhetetlen
elem, hatassal van tobbek kozott az emldsok normalis novekedésére és fejlodésére. A cink
napi atlagos sziikséglete 15 mg, amely felszivodasaért a vékonybél felel. Szamottevé cinket

tartalmaz szerveink koziil a hasnyalmirigy, valamint az izom- €s csontrendszer is [14].

5
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2.3.2. Réz (Cu)

Egy feln6tt emberi szervezetben koriilbeliil 100-150 mg réz talalhatd. A taplalékkal
felvett réz az epe altal valasztodik ki, majd a szérumalbuminhoz kétddve transzportalodik. Az
emberi test rézben leggazdagabb szerve a ma4j, ahol a coruloplazmin felelés a rézionok
megkotéséért és vérkeringésen keresztiili szallitasaért. Létfontossaglh enzimek alkotoérészeként

kozponti szerepet jatszott a biologiai evolucidban is [14].

2.3.3. Vas (Fe)

A vas az emberi szervezetben legnagyobb mennyiségben el6forduld atmeneti fém,
felnbttekben atlagosan 4-5 g talalhato. A szervezetben Fe* és Fe®* ionként vizes oldatban van
jelen, napi sziikséglete 20 mg. A vékonybél elsé szakaszaban ionként szabadul fel, majd vagy
beépiil egy vastartalmu fehérjébe, vagy ferritin formajaban raktarozodik. Az emberi szervek

koziil a maj raktarozza/tartalmazza a legnagyobb mennyiségii vasat [14].

2.4. Autoimmun betegségek: Szisztémas lupus erythematosus és Sjogren-szindroma

Az autoimmun betegségek degenerativ elvaltozasok, kialakuldsukat szdmos tényezd
befolyasolja. A vildgon minden huszadik ember érintett valamilyen szerv specifikus vagy
szisztémds autoimmun elvéltozasban. A legtobb autoimmun zavar hasonld patogenezisben
nyilvanul meg, a tiinetek eltér6 manifesztacidja azonban Osszetett korképeket eredményez.
Kialakulasukra genetikai eltérések, autoantitestek jelenléte, kornyezeti tényezok illetve az

¢letkor is hatassal lehet [15; 16].

A Szisztémas lupus erythematosus (SLE) egy kronikus gyulladasos autoimmun betegség,
amely tobbnyire a fiatal reproduktiv korban 1évd ndknél fordul eld. Az elvaltozasok tobb
szervet is érinthetnek, mint a bdr, az iziiletek, a tiidd, a vese és az agy. Kezdeti tlinetei a
gyengeség, héemelkedés, laz, fogyas, rossz kozérzet, amelyek a legtobb betegnél napfény
hatasara jelentkeznek és er6sodhetnek [17; 18, 19].

A Sjogren-szindroma (SS) a poliszisztémas autoimmun betegségek kozé tartozik, amelyet
a szem- és szajszarassag jellemez. A betegség a 40-50 év kozotti nék korében alakul ki. A
betegség multifunkcionalis folyamat eredménye, az autoimmun gyulladas hatasara szoveti
karosodas kovetkezhet be [20, 21, 22, 23].
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2.5. Human vérszérum mintak elokészitése és elemanalizise

2.5.1. Mintavétel, tarolas és elokészités

A miiszeres elemanalitika elengedhetetlen 1épése a minta-elokészitd miivelet, amely soran
a vizsgaland6 mintankat az analizishez megfeleld allapotba hozzuk. A minta-elokészités
gondos tervezése ¢és preciz végrehajtdsa a megbizhatd elemanalizis egyik alapvetd feltétele. A
mintavételnek reprodukalhatonak kell lennie és az egészre vonatkoznia. A minta adatai csak
akkor vonatkoznak a vizsgalt anyag Osszességére, ha gondoskodunk arrol, hogy az analitikai
minta Osszetétele ténylegesen megegyezzen a teljes vizsgalanddo anyagmennyiség
Osszetételével, mivel a minta és az anyag tomegének Osszetétele kozti kiilonbség tobb
tényezobdl tevddik Ossze. Vérmintdk esetében fontos mar a mintavételnél figyelni az
esetleges nyomelem szennyezdOkre, igy a rozsdamentes acélbol késziilt vérvételi tiik helyett
lehetség szerint szilikon bevonatu kaniilt alkalmazni [24,25] a kioldodé mangan, vas és krom
szennyezés elkertilése érdekében.

A helyes mintavétel mellett a minta helyes kezelése €s tarolasa is befolyasolja az analizis
eredményét. Nem hasznalhatd az analizis sordn olyan anyagbol késziilt eszkoz, amely a
mintat szennyezi vagy kolcsonhatasba 1ép vele. A vérmintdk tarolasara szolgdld edények
anyagabol fontos, hogy ne oldodjon ki szennyezd anyag és az elemek ne kotddjenek meg az
edény falan. A minta tarolasarol valamint tartositdsarol a késobbi analizisnek megfelelden kell
gondoskodni [26]. A levett nativ vérmintak 2-8 °C-on hiitészekrényben 1-2 napig, mig a
vérsavo -70 °C-on fagyasztva tovabb tarolhato.

Az analitikai eljaras kivalasztasanal fontos szempont a varhat6 koncentracio, a pontossag,
a koltséghatékonysag valamint a rendelkezésre allé minta mennyisége. Minden esetben az
analizis célja hatarozza meg a megfelel6 analitikai modszer kivalasztasat [19]. Az elemek
mennyiségi meghatarozashoz azonban sziikség van a mintdba 1évé szerves anyag
mineralizacidjara iS. A szerves molekulak elemtartalmuk szerint jellemezhetdk, ilyenek az
oxigén, a hidrogén és a szén mellett a kén, a foszfor, a nitrogén valamint a fémek. A
mineralizalas torténhet az anyag elégetésével, nedves uton savak elegyével vagy olvadékban
[27].

Az elemanalitikai vizsgalatokhoz sziikséges minta-elokészitd eljarasok kozil a
hamvasztds magaban foglalja az illékony vegyiiletek miatt bekdvetkezd elemveszteség, a
hagyomanyos atmoszférikus nyomason torténé nedves roncsolas pedig az elszennyezdédés
veszeélyét. A mikrohullamu roncsold egységben a minta el6készitése zarhato teflon

edényekben torténik, igy kikiiszobolve a nyilt rendszerli roncsolasbol ad6do hatranyokat. A
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nagy nyomas €s magas homérséklet még a magas szerves anyag tartalmu bioldgiai eredetli
mintak esetében is megbizhato feltarast nyujt. A viszonylag rovid el6készitési (20-25 perc),
illetve hiitési id6 (10-15 perc) lehet6vé teszi a mintak gyors oldatba vitelét [28]. A fokozott
nyomas- és hodallosagot az ellenalld, ugynevezett poli-éter-éter-keton (PEEK) miianyagbol
késziilt kopenyek biztositjak. A mikrohulldmt roncsolasi modszernél gyartotol fiiggdben 6
vagy 8 mintat tudunk egyszerre a feltardé egység rotorjaba helyezni. A roncsolasi folyamat
elére programozhat6, a 1épések szamitogépes vezérlés mellett torténnek. A folyamat soran a
mikrohulldmu térben a dipdlus molekulak rezgd mozgast végeznek és litkoznek egymaéssal,
ami hatdsara maga az elegy gyorsan felmelegszik, a taroldo edények azonban nem [26]. A
mikrohullamu feltaras soran leggyakrabban koncentralt salétromsav és hidrogén-peroxid

elegyét hasznaljuk az oxidaciohoz.

2.5.2. Elemanalizis

igényld és roncsolast igényld technikdk segitségével. A roncsolds-mentes mérési modszerek
sokszor rossz kimutatdsi hatarokkal és hosszi mérési iddvel jellemezhetdek, igy a miiszeres
analitikaban elterjedtebbek a feltarassal jar6 elemanalitikai technikak [29].

Az atomspektroszkopiai modszereken beliil az atomabszorpcids spektrometria az 1950-€s
évektdl dinamikusan fejlddé miiszeres elemanalitikai modszercsalad, amely a mai napig
fontos helyet foglal el az elemanalizisben. Lényege, hogy a vizsgalt elemet alapallapota
szabad atomma alakitjuk és az elemre jellemz6 hullamhosszisagu fényt bocsatunk keresztiil
csokkenését. A fényintezitds csokkenésének jellemzésére szolgalo mérési adatot
abszorbancianak nevezziik, amely a kovetkez0 matematikai mivelet eredménye: A = lgl,/ I.
Az abszorbancia és a vizsgalt elem koncentracidja kozotti Osszefiiggést a Lambert-Beer

torvény adjameg: A = [ * ¢ * €.

A langatomabszorpcios spektrometria (FAAS) esetében magas hOmérsékletli, altalaban
acetilén-levegd eldkevert langot alkalmaznak, amelybe a minta aeroszolt beporlasztjdk. Ez a
madszer jelenleg az egyik leggyorsabb elemanalizist biztosité technika, alig 5-6 masodperc
alatt nyujt lehetOséget egy elem Kkoncentracidjanak oldatbol torténd mennyiségi
meghatarozasara. A grafitkemencés atomabszorpcios spektrometria (GFAAS) esetében az
atomizald tér egy magas hOmérsékletre flithetd grafitcsd, amelybe automata mintaadagold

segitségével reprodukalhatéan lehet kis (10-20 pl) térfogatdé mintaoldatot cseppenteni. A
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GFAAS az egyik legérzékenyebb elemanalitikai modszer, amely lehet6séget ad a vizsgalt

elemek pikogramm - femtogramm mennyiségben térténé kvantitativ meghatarozasara [30].

Az emisszids sugarforrasokat alkalmazéd elemanalitikai modszerek koziil az induktiv
csatolasu plazma optikai emisszids spektrometria (ICP-OES) a legszélesebb korben hasznalt
miszeres technika oldatos mintdk elemzésére. Az akar 10 000 K hdémérsékletli plazmat
altalaban argon gaz segitségével radidfrekvencids energia hozza létre és tartja fenn
folyamatosan [31]. Az utdbbi években elterjedtebbek a szimultan optikai rendszerrel

rendelkez0 késziilékek €s a detektalas is dinamikus fejlédésen ment keresztiil (toltéscsatolt és

toltésatviteli eszkdzok).

A mikrohullam®i energiakozléssel (MIP-AES) eldallitott plazmak atomemissziods
alkalmazasi lehetéségeivel szamos hazai és kiilfoldi tanulmany foglalkozott, amely méddszer
az induktiv csatolasi plazma (ICP-AES) technikdkhoz képest kisebb elektromos
teljesitményen és gazaramon miikodik. A MIP-AES elérhetd analitikai teljesitoképessége a
sugarforras matrixérzékenységének koszonhetéen elmarad az induktivan csatolt plazmaétol,
igy a modszer korlatozott alkalmazasi lehetdségei miatt nem terjedt el a spektrometrids

technikak piacan [32; 33; 34; 35; 36; 37].

A mikrohulldmt plazma sugarforrasok fejlesztésében attorést egyetlen gyartd cég ért el
2011-ben, amikor megjelent a kereskedelmi forgalomban kaphat6 elsd, olyan mikrohulldmu
rendszerli spektrométer, amely kikiiszobdlte a moddszer kis plazmatérfogatbol és csekély
termikus kapacitasbol szarmazo hatranyait. A 1. dbra az 0) modszer helyét szemlélteti az

atomspektrometriaban alkalmazott miiszeres technikak kozott.

ICP-OES

Multi-elemes
médszer

médszer

GFAAS

Mono-elemes

FAAS

pPpm ppb ppt

Kimutatdsi hatar

1. dbra A mikrohullamu plazma atomemisszids spektrometria (MP-AES) elhelyezkedése az
atomspektrometriaban alkalmazott miszeres technikak kozott
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A mikrohullami plazma atomemissziés spektrometria (MP-AES) tehat egy qj
elemanalitikai technika, amely a langfotometrids modszerekkel szemben szamos elénnyel
rendelkezik (2. dbra). A magnetron 2,5 GHz frekvencian general -elektromagneses
hullamokat, a keletkez6 magneses mezd axidlis térben fokuszaldédik a plazmaégd koré. A
plazmagazként funkciondld nagy tisztasdgi nitrogént egy generator a laboratorium
levegdjébdl allitja eld, amely szelepeken keresztiil kozvetleniil a plazmaégdbe jut. A kialakulo
torroid alaki plazma hdémérséklete alacsonyabb a hagyoméanyos induktivan csatolt
plazmakhoz képest (5000-6000K). Az altalunk alkalmazott MP-AES 4100-as késziilékben a
plazma radialis irdnyu, a megfigyelés azonban axialis. Az optikai rendszer Czerny-Turner

tipustt monokromatorral van felszerelve, a detektalas CCD detektor segitségével torténik [38].

2. abra A mikrohullamt plazma atomemisszios spektrométer
(MP-AES, 4100 Agilent Technologies)
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3. Anyag és modszer

3.1. Felhasznalt anyagok

o 65 (m/m) % salétromsav (VWR)

o 30 (m/m) % hidrogén-peroxid (reagent grade, Scharlau)

o loncserélt viz (Millipore-MilliQ A10 viztisztitd berendezés)

o natrium-klorid (AnalaR NORMAPUR, VWR)

o kalium, magnézium, kalcium, réz, cink és vas 1000 mg/L torzsoldata (Scharlau, AAS

standard)

3.2. Alkalmazott eszkozok és miiszerek

csavaros kupakkal ellatott milanyag kémcsé (PP edény PE kupakkal, 15 ml)

(@]

o automata pipetta (Biohit proline)
o mikrohullamu roncsold berendezés (Milestone MLS-1200 Mega)
o mikrohullami plazma atomemissziés spektrométer (MP-AES 4100, Agilent

Technologies)

3.3. Matrixhatas vizsgalat Kkisérleti terve
Az atomspektrometrids elemanalizis soran a vizsgalando6 elem spektroszkopiai jelének
nagysagat a matrixhatasoknak két tipusa befolyasolhatja: a fizikai és a kémiai matrixhatds. A
fizikai hatas a minta fizikai tulajdonsagaitol fiigg, mig a kémiai hatas akkor jon 1étre, ha egy
vagy tobb elem jelenléte gyakorol hatdst a mérendd komponens emisszids jellemzdire a

mint4ban [30].

A vérszérumban talalhatd természetesen magas natrium koncentracio konnyen
ionizal6dod elem révén zavarhatja az atomspektrometrias modszerekkel torténd mennyiségi
analizist. A mikrohullamu plazma egy olyan 0j gerjeszt6 forrds, amelyben a lejatsz6do zavaro
hatasok mértéke egyelére nem teljesen ismert. Ezért kutatasainkat a nitrogén plazmaban
esetlegesen lejatszodd matrixhatasok felderitésével kezdtiik. Két modell kisérletet allitottunk
be a mintdkban 1év6 natrium koncentracid K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe intenzitasara gyakorolt

hatasanak vizsgalatara.

Az elsé kisérletben faktoridlis terv alapjan allitottuk Ossze analitikai tisztasagu
spektroszkopias standard oldatokbol (Scharlau) a vizsgélandd elemeket tartalmazo
mintaoldatokat. Eldkisérleteink alapjan a roncsolt vérszérum mintdk maximum tizszeres

higitasban alkalmazhatoak MP-AES analizisre annak érdekében, hogy a mikroelemek is

11
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kimutathaté koncentracioban legyenek. A natrium normal koncentracio tartomanya a humén
vérszérumban 135-145 mmol/l [39, 40, 41], tehat a higitott mintakban (bemért szérum
térfogattol fiiggden) akar 300-500 mg/l is lehet a natrium koncentracidja. A higitott mintak
natrium koncentracio tartomanyanak also (300 mg/1) és felsé (500 mg/1) hatarat alkalmaztuk a
modell mintdkban “minimum” ¢és ,maximum” matrix Kkoncentracioként, valamint
beallitottunk egy ,,centrum” (400 mg/l) matrix koncentraciot is. A matrix koncentracio
beéllitasat a modell oldatokban analitikai tisztasagi NaCl szilard bemérésével végeztiik
(VWR). A modell mintdkban a vizsgalt elemek koncentraciéi a kalibralé oldatsorozat
legkisebb ¢€s legnagyobb tagjainak feleltek meg. Az elemek és a matrixként alkalmazott
tartalmazza, a 2. tdbldzatban pedig a faktorialis vizsgalat soran alkalmazott kisérleti

elrendezés matrix tablazata lathato.

1. tablazat A faktorialis kisérleti tervben meghatarozott modell oldatok Gsszetétele

Elemek minimum koncentracié6 maximum koncentracié centrum koncentracié

Na (mg/l) 300 500 400
K (mg/l) 5 25 15
Ca (mg/l) 2,5 15 7,5
Mg (mg/l) 1 5 3

Cu (mgl/l) 0,1 0,5 0,3
Zn (mg/l) 0,1 0,5 0,3
Fe (mg/l) 0,1 0,5 0,3

2. tablazat A faktorialis terv kisérleti elrendezésének matrix tablazata

Minta oldatok  Elemek Na
1. minimum  minimum
2 minimum  maximum
3 maximum  minimum
4, maximum  maximum
5 centrum centrum

12
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A masodik kisérletnél a novekvO natriumkoncentracié hatasat vizsgaltuk a
vérszérumbol mérendd elemek (K, Ca, Mg, Cu, Zn és Fe) intenzitas értékeire. Az elkészitett
modell mintak tehat ndvekvo koncentracioban tartalmaztak a natrium matrixot, a vizsgalando
mintaoldatok készitésekor az elsd kisérletben alkalmazott vegyszereket hasznaltuk. Az igy

elkészitett oldatok Osszetételét az 3. tabldzat tartalmazza.
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3. tablazat A ndvekvo natrium koncentracié hatdsanak vizsgéalata sordn alkalmazott modell
oldatok Osszetétele

Minta oldat Na (mg/l) Elem Koncentracié (mg/l)

1. 300 Ca 75
2. 300 K 15
3. 300 Mg 3

4. 300 Cu 03
5, 300 Zn 03
6. 300 Fe 0,3
7. 350 Ca 75
8. 350 K 15
9. 350 Mg 3

10. 350 Cu 0,3
11. 350 Zn 0,3
12. 350 Fe 0,3
13. 400 Ca 75
14, 400 K 15
15. 400 Mg 3

16. 400 Cu 0,3
17. 400 Zn 0,3
18. 400 Fe 0,3
19. 450 Ca 75
20. 450 K 15
21, 450 Mg 3

22. 450 Cu 0,3
23, 450 Zn 0,3
24, 450 Fe 0,3
25, 500 Ca 75
26. 500 K 15
27. 500 Mg 3

28. 500 Cu 0,3
29, 500 Zn 0,3
30. 500 Fe 0,3
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3.4. Mintavétel és tarolas

A Belgyogyaszati Intézet (DE OEC AOK) IIL. sz. Belgyogyaszati Klinika ambulans
szakrendelésén megjelent autoimmun betegektdl nativ vérvételi csvel gytijtotték a klinika
munkatarsai a vérmintakat, amely szérum frakcigjat centrifugalas utan a rendelkezésiinkre
bocsatottak. A kutatasainkhoz sziikséges egészséges szérum mintdk az I. sz. Belklinikardl
szarmaztak. A kontroll csoportba tartoz6 mintak fiatal, sajat bevallasuk alapjan nemdohanyzé
onkéntesektdl szarmaztak, akik laboratériumi vizsgalati eredményei koros elvaltozast nem
mutattak. Az Eppendorf csovekben tarolt mintakat -70 °C-on fagyasztva tartottuk a

feldolgozas megkezdéséig.

3.5. Minta el6készitése

Az orvosi etika érdekében minden esetben atlagmintakat hasznéaltunk az analizishez,
Osszesen 60 fliggetlen atlagmintat vizsgaltunk (csoportonként 20 minta). A higitatlan szérum
mintakbol analitikai mérlegen 0,5000 g-ot mértiink be a roncsolashoz, amelyet mikrohullamu
egységben teflon edényekben végeztiink. A zart rendszerben végzett roncsolas soran egy
1épésben adtuk a mintahoz a 2 ml 65 (m/m) %-0s HNOgz at és a 0,2 ml 30 (m/m) %-0s H,0,-
ot. A teflon edényeket a rotor lezarasa utan a feltard egységbe helyeztikk (Milestone MLS-
1200 Mega, 3. dbra) és a roncsolast a 4. abrdn lathatd szabalyozott felfiitési programon
végeztiik. A rotort atfolyd csapvizes rendszerben szobahdmérsékletiire hiitottiik, a mintakat
ioncserélt vizzel (Millipore-MilliQ A10 viztisztitd berendezés) 10 ml-es mérélombikokba
maradékmentesen atmostuk ¢és jelre toltottiik. Minden mintabdl harom parhuzamos roncsolast

végeztiink, a parhuzamos ismétlésekre mért elemkoncentraciokat atlagoltuk.

= E

3. abra Milestone MLS-1200 Mega mikrohullamu feltaro késziilék
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4. abra A mikrohulldmu roncsolés soran alkalmazott program, amely a beallitott teljesitményt
a roncsolasi 1d0 fliggvényében abrazolja

3.6. Mintaoldatok elemanalizise MP-AES médszerrel
Mindkét matrixhatds vizsgalat mintaoldatainak Ca, K, Mg, Cu, Zn ¢és Fe
készitettiikk el, az elemanalizis sordn ismétlésenként tovabbi harom parhuzamos mérést
végeztiink. Az analizis soran a vegyszereink tisztasagat hattér mintak (vakmintak) mérésével
ellendriztik. Magas sotartalmi mintakra specializalt univerzalis porlasztot (OneNeb)
alkalmaztunk, amely a porlasztotest teljes hosszan allando belsé atmérdvel rendelkezik. A

mintaoldatok mérése automata mintaadagold robot segitségével véletlenszerli sorrendben

tortént (Agilent Technologies SPS 3) (5. dbra).

—_—
v

T
l

5. abra Az MP-AES késziilékhez hasznalt OneNeb porlaszto és SPS3 automata
mintaadagolo

A legfontosabb mérési paramétereket a 4. tdblazat foglalja 0Ossze. Fontos

megjegyezni, hogy a mikrohullam(i plazma a hagyomanyos induktivan csatolt plazméakhoz
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képest viszonylag sziik tartomdnyban biztosit stabilitdst, igy a tablazatban talalhato
valtoztathatdo ¢értékeken kiviill a tobbi mérési paraméter gyarilag beallitott érték.
Eldvizsgalatokat végeztiink a mintadk koncentraci6é tartomanyanak megfeleld érzékenységii
elemzé vonalak kivalasztasara, a 4. tablazatban az eldzetes vizsgalataink alapjan

legérzékenyebbnek tlind vonalak lathatoak.

4. tablazat Az MP-AES mérési paraméterei

mérendo hullamhossz  Kkiolvasasiid0  porlasztonyomas
elem (nm) (s) (kPa)

K 766.491 5 240
Ca 430.253 ) 140
Mg 285.213 ) 240
Zn 213.857 20 140
Cu 324.754 10 240

Fe 371.993 20 120

3.6.1. Autoimmun szérummintak elemanalizise MP-AES modszerrel

A két autoimmun betegcsoport, valamint a kontroll csoport mintaibol a mikrohullamu
roncsolast kovetéen MP-AES modszerrel mértik a K, Ca, Mg, Zn, Cu és Fe elemek
paraméterek a matrixhatas vizsgalatokhoz hasonld6 modon a 4. tdblazat alapjan torténtek. Az
analizis soran kalibral6 oldatokat alkalmaztunk, amit analitikai tisztasagli spektroszkopiai
torzsoldatokbol készitettiik (Scharlau). A vegyszereink tisztasagat vak mintaval ellendriztiik.

Az elemanalizis soran minden mintabol 3 parhuzamos ismétlést végeztiink.

3.6.2. Statisztikai analizis

A vizsgalatok soran kapott eredmények kiértékelése statisztikai modszerekkel tortént.

A matrixhatds vizsgilatok elsé modell kisérlete egy 2" faktorialis terv, amely
valaszfiiggvényének grafikus kiértékelésére Statgraphics Centurion szoftvert alkalmaztunk. A
hatasok vizsgalata szorasanalizissel (varianciaanalizis, ANOVA) tortént.

varianciaanalizis (One-way ANOVA) segitségével hasonlitottuk 6ssze SpSS for Windows
programcsomag alkalmazéasaval. Az adatok transzformécioja utdn a homogenitast Levene
teszttel ellendriztiik. A szignifikans kiilonbségeket Tukey teszttel értékeltiik.
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4. Eredmények és azok kiértékelése

4.1. Modellkisérletek a vérszérum mintak analizisekor fellépé matrixhatasok
felderitésére

A teljes faktoridlis kisérlet lehetoséget nyujt arra, hogy az egyes faktorok és azok
egylittes hatasat vizsgaljuk a mindségi jellemzokre vonatkozdéan. Az tigynevezett fohatasok az
egyes faktorok bedllitdsabol szarmaznak, mig a kdlcsonhatdsokat (interakciok) tobb faktor
egyiittes beallitasa eredményezi. A randomizalt sorrendben mért mintadk intenzitasainak
statisztikai értékelése soran elemenként térben abrazoltuk a faktorialis terv eredményét, amely
konnyebben megfigyelhetévé teszi a valdos folyamatot és annak tulajdonsagait. A grafikus

abrazolas a 6. abran lathato.

96 02 g,

T g, T e - 0 4n  o. 3 0 :
) Natrium

" 02 06 T 02 -
Natrium Natrium b L

Cu

0.2 P
Natrium

6. abra A teljes faktorialis terv grafikus kiértékelése a kapott valaszfiiggvények térbeli
abrazolasaval

Az é4brék alapjan jol lathatd, hogy a magas natrium koncentracidé minden elem esetében

hatéassal volt a kapott jelintenzitasokra. A kalcium, réz és vas esetében volt hatdsa a natrium

koncentracionak, mig a cink, magnézium és kalium esetében interakciot is tapasztaltunk.
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A masodik modellkisérlet alatdmasztotta a faktorialis terv eredményeit. A ndvekvd natrium
koncentracié fiiggvényében éabrazoltuk az eclemekre kapott jelintenzitasokat, amelyet a
makroelemek péld4jan a 7. dbra szemléltet. JOl lathaté, hogy a mintdkban novekvo

koncentracioban jelen levd natrium szignifikans jelndvekedést eredményezett.

Kalcium

1280000 -
y =313,12x + 1E+06
R® = 0,9959
1260000 -

1240000 +

cps

> 1220000

Jel

1200000

1180000 -

1160000 \ T T \ \ .
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Magnézium
y = 355,77x + 300762

490000 - R = 0,9901
480000 -
470000 -
460000 -
450000 -
440000 |
430000 -
420000 |
410000
400000
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Natrium, mg/l
Kalium

510000 - y =258,63x+ 367178
R* =0,9807

500000 -
490000 -

480000 -
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470000 -
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7. dbra A novekvo natrium koncentracioé (mg/l) fliggvényében abrazolt intenzitas (cps)
értékek a makroelemek esetében

19



Autoimmun betegektdl szarmazo vérszérum mintak elemanalitikai vizsgalata mikrohullamua plazma
atomemisszios spektrometriaval

A jelnovekedések mértékét szamszerisitettilk ugy, hogy a kisérlet soran alkalmazott
,,centrum” natrium Koncentraciot vettiik alapul (400 mg/l). Kiszamoltuk a higitott vérszérum
mintakban varhaté natrium koncentraci6é tartomany alsd és felsd hatarara vonatkoztatott
szazalékos hibakat, amely a vizsgalt elemeknél a tapasztalt jelnovekedésbdl adodik (5.
tablazat).

5. tablazat A jelndvekedésbdl adodo eltérések mértéke (%) a higitott vérszérum mintdkban
varhat6 natrium koncentracié kozépértékéhez viszonyitva

%

Na (mg/l) K Ca Mg Cu Zn Fe
300 -5,5 -2,8 -7,8 -1,7 0,7 -2,6
400 0 0 0 0 0 0
500 55 2,8 7,8 1,7 -0,7 2,6

A masodik matrixhatas vizsgalat mérése soran minden egyes mintaoldatbol mind a hat
elem intenzitasat felvettiik, tehat azon elemek mérése is megtortént, amelyeket az adott minta
nem tartalmazott. Igy lehetdségiink volt nagy mennyiségii mintabol meghatarozni a hatteret,
amely az analizis soran allandonak bizonyult. A felvett hatteret a kalium példajan a 8. dbran
mutatom be, ahol abrazoltuk a kaliumra kapott intenzitdsokat a natrium matrix
abrazolasat jelenti, amelyek tartalmaztak kaliumot, a hattér jel pedig a kaliumot nem
tartalmazo mintdkban mért intenzitds értékekre vonatkozik. A tovabbi 6t elem mérése soran

felvett hattér nem kiilonbo6zott szignifikansan a kalium hatterétdl, tehat allandonak bizonyult.
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8. dbra A kéliumot tartalmazo (mért jel) €s a kaliumot nem tartalmazo (hattér) modell mintak
intenzitas értékei (Cps) a novekvo natrium koncentracioé (mg/l) fiiggvényében

A nagy mennyiségli mintdbdl felvett hattér intenzitds lehetdséget adott arra is, hogy a
kimutatdsi hatdrokat a hattér intenzitasok varianciaanalizise soran kapott atlag és szoras
értékek alapjan szamoljuk. Igy precizebben tudjuk meghatarozni az adott mintamétrixban 1év6

elemek kimutatési hatarait (LoD), amelyet elemenként a 6. tabldzat szemléltet.
6. tablazat Az elemzd vonalak és a szdmolt kimutatasi hatarok (LoD) értékei

Mért elemek  Hullamhossz (nm) LoD (mg/l)

K 766.491 0,005
Ca 430.253 0,028
Mg 285.213 0,01

Zn 213.857 0,004
Cu 324.754 0,0019
Fe 371.993 0,011

Az MP-AES késziilék MP-Expert elnevezésii szoftvere lehetdséget ad az esetlegesen fellépd
spektralis zavard hatasok utolagos felderitésére azaltal, hogy az elemz06 vonalak kdrnyezetét is
tarolja a spektrumban. fgy a mérések alatt folyamatosan vizsgaltuk a kapott spektrumokat, de

egyéb zavaro hatast nem észleltiink.
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4.2. Autoimmun betegek szérummintainak elemanalizise

A matrixhatds vizsgalatokat kovetden autoimmun betegektdl szarmazd valds szérum
mintdk Ca, K, Mg, Cu, Zn és Fe tartalmat hatdroztuk meg. Osszesen hatvan darab atlagminta
elemzésére keriilt sor, csoportonként (kontroll, SS, SLE) husz darab mikrohullamu egységben
roncsolt mintat vizsgaltunk. Az egyes csoportok jelolése €s a csoportokba tartozd paciensek

atlagéletkora a 7. tabldzatban talalhato.

7. tabldazat Atlagéletkorok alakuldsa az egyes csoportokban

Csoportok  Atlagéletkor
Kontroll* 352+6,3 év
SLE** 43,8 +£10,3 év
SS*** 58,7+ 14,2 év

*Egészséges szérummintak
** Szisztémas lupus erythematosus-os szérummintak
**%Sjogren szindromas szérummintak

A valés mintakra kapott eredményeket a 9. dbra szemlélteti. A diagramokon a harom
kiilonb6zé csoportban kapott elemkoncentraciok atlag értéke a szdrassal egyiitt van

feltlintetve, a kiillonb6zd betiik az oszlopdiagramok felett pedig szignifikans kiilonbségeket

jelolnek.
b [ Zn
20 ] T p [JCu
' I Fe

Kontroll S5 SLE Kontroll 55 SLE

9. abra A makro- és mikroelemek koncentracidja a vizsgalt csoportokban (a kiilonb6z6 betiik
szignifikans kiilonbségeket jelolnek, p<0.05)
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A beteg mintdkban a Mg és a Fe koncentracioban nem mutatkozott szignifikans kiilonbség. A
Ca koncentracioja szignifikdnsan alacsonyabb volt az SS és SLE csoportban a kontrollhoz
képest (p<0.001), valamint a K koncentraci6 is statisztikailag alacsonyabb volt a beteg
mintakban (p<0.05). A Zn tartalom szignifikansan csokkent (p<0.05), mig a Cu tartalom
szignifikdnsan nétt (p<0.001) a beteg mintdkban a kontrollhoz képest. A Zn és Cu
szignifikans eltérését a kontroll mintaktol a 10. dbrdn szemléltetem, ahol jol latszik, hogy a

megndvekedett Cu koncentracié statisztikailag alacsonyabb Zn koncentraciot eredményezett.

—— Cu
2.2 —— 7n

20
1.8
1.6 D
1.4
1.2

1.0
0.8 ~
=

06 _ T I I
|

ug/l

0.4 1
0.2

0,0 r . T - T
Kontroll 55 SLE

10. dbra A Zn és Cu koncentracio alakuléasa a vizsgalt csoportokban
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5. Kovetkeztetések

A mikrohullamu plazma atomemisszios spektrometria egy olyan 0j gerjesztd forrast
alkalmazo késziilék, amelyben a lejatszodd zavard hatasok kevésbé ismertek, valamint

kisszamu bioldgiai applikaciot tartalmazé szakirodalom all a rendelkezéstinkre.

A vizsgalataink elsé 1épésében modellkisérletek segitségével deritettiik fel a vérszérum
meghatarozasara. Mind a két matrixhatas vizsgalat alatamasztotta, hogy a vérszérumban
normal koncentracid tartoméanyban eléforduld natrium hatast gyakorol a kalcium, magnézium,
kalium, réz, cink és vas intenzitds jelére. Ez a hatads a magnézium és a kalium esetében
tekinthetd jelentdsebbnek, de komoly torzulidst az eredményekben nem okoz. A valods
elemanalitikai vizsgalatok sordn alkalmazott, higitott szérumminta natrium koncentracio
tartomanyanak also és fels6 hatarara szamolt hibaszazalékok pedig lehetéséget adnak a

kés6bbi mérések korrekcidba vételére.

Az autoimmun beteg szérummintainkra kapott koncentracié értékeket 6sszehasonlitottuk
Yilmaz és munkatarsai (2004) eredményeivel [42]. A torok kutatok Szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) szenvedd betegek szérumaban ICP-OES modszerrel vizsgaltak a
Mg, Zn, Cu és Fe mennyiségét. A hasonld6 mintaszammal végzett kisérlet eredményei jo

korrelaciot mutatnak a sajat vizsgalatunkkal: nem észleltek szignifikdns kiilonbséget a Mg és

crcr

crer

8. tablazat SLE beteg szérummintak dsszehasonlitasa

Sajat eredmények A. Yilmaz et al. /2004/***
Kontroll SLE Kontroll SLE
n 20 20 20 27
Mg (ug/ml) 20.41+1.19 20.26 £ 3.65 20.00 +2.00 19.00 +2.00
Zn (ung/ml)  0.75+0.16 0.47 £0.23* 0.99 +0.22 0.88 £ 0.20*
Cu (ug/ml)  1.14+0.31 1.60 £ 0.37** 0.94 £ 0.20 1.33 £0.23**
Fe (ug/ml)  1.07+£0.26 1.18 £0.46 1.04 £0.30 0.96 +0.29

*p<0.05, ** p<0.001 a kontroll csoporthoz képest
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A jol ismert kompetitiv antagonizmus jelentkezett a két nyomelem kozott, a
betegségcsoportok esetén megfigyelt Zn hiany tébblet Cu akkumulécioval tarsult. A sajat
eredményeink ezt a megfigyelést aldtdmasztjdk, valamint egy masik autoimmun
betegségcsoport esetében is (SS) igazoljak. A két mikroelem koncentracidja pedig nem
csupan az altalunk egészségesnek tekintett kontroll csoporttdl mutat szignifikans eltérést,
hanem a viszonylag tag, szakirodalomban meghatarozott normal koncentracio tartomanytol is
(9. tabldzat). A cink, a réz és a vas a szervezet normal immunmiikodésében fontos szerepet
jatszik. A koncentraciojukban bekdvetkezd valtozas befolydsolhatja a szuperoxid dizmutdz

enzim aktivitasat, ezaltal elésegitheti az oxidativ stressz kialakulasat [43].

9. tablazat A normadl és az altalunk az egyes vizsgalati csoportokban mért réz és cink
koncentraciok dsszehasonlitasa

Cu (ug/ml) Zn (ng/ml)
Normal  0,787-1,308" 0,620-1,214
Kontroll 1,14 £ 0,31 0,75+ 0,16
SS 1,72 + 0,34 0,49 + 0,14
SLE 1,6 £ 0,37 0,47 £0,23
*[39, 40, 41]

Yilmaz és munkatarsai ugyanezen tanulmanyukban felhivtak a figyelmet arra, hogy az
autoimmun betegek szérum mintai eltérést mutattak egyes extracellularis fehérjék szintjében
is. Mindamellett, hogy ezek a fehérjék antioxiddns tulajdonsidgaiknak koszonhetéen
nagymeértékben jarulnak hozza a normal immunmiikodéshez, részt vesznek az esszencialis
nyomelemek transzportfolyamataiban [44; 45; 46; 47]. A fehérjék szintjének autoimmun
betegségek soran fellépd valtozasa tehat biokémiai folyamatok révén befolyasolhatja a
nyomelem-koté és szallito tevékenységet is, amely akar oka, akar kovetkezménye lehet az
autoimmun elvaltozasnak. Specidcios analitikai technikdkkal lehetdség nyilik a fent vazolt
biokémiai folyamatok tanulmanyozasdra azaltal, hogy elvalasztjuk a betegségekben fontos
szerepet jatszo szallitd és antioxidans fehérjéket, majd meghatarozzuk a nyomelem-
eloszlasukat. Mindezek alapjan a betegségek sordan a szervezet nyomelemstatuszaban

végbemend folyamatok biokémiai hattere tovabbi vizsgalatokat igényel.
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6. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkéri munkam soran mikrohulldmua plazmaban végeztem elemanalitikai
vizsgalatokat human vérszérum mintdk makro- ¢és mikroelem koncentraciojanak
megallapitasdra. Az elsé kereskedelmi forgalomban kaphaté mikrohulldmu rendszer(i
spektrométer (mikrohulldmu plazma atomemisszids spektrométer, MP-AES) jellegzetessége,
hogy az alkalmazott nitrogén plazma hOmérséklete alacsonyabb, mint a hagyoményos

induktivan csatolt plazméké. A specialis gerjesztd forrasban 1étrejovo zavard hatasok egyeldre

kevésbé vizsgaltak.

Az emberi vér elemanalitikai vizsgalata tobb szempontbol is Osszetett feladat, a magas
szerves anyag tartalom okozta bonyolult matrix mellett szdmolni kell a konnyen ionizal6do
natrium magas koncentracigjaval. A vérszérumban 1évé natrium zavard hatdsdnak
vizsgalatara modell mintdkbol 4ll6 faktoridlis kisérletsorozatot allitottunk 0Ossze. A
matrixhatas kisérlet eredményei alapjan elmondhato, hogy az elemanalizisre hasznalt higitott
vérszérumban megtalalhatd natrium koncentracié (300-500 mg/l) szignifikans jelndvekedést
eredményezett a mért kalium, kalcium, magnézium, réz, cink és vas esetében. Kiszamoltuk a
szérummintdkban a higitas utan varhat6 natrium koncentraci6 tartomény alsé és felsé hatarara
vonatkoztatott szazalékos hibakat, amelyek az intenzitds értékek megndvekedésébdl adodtak.
A valos értektdl a magnézium esetében tapasztaltunk nagyobb eltérést. A teljes faktorialis
kisérleti terv szerint végzett matrixhatas vizsgalat a kalcium, réz €s vas esetében hatast, mig a

cink, magnézium és kalium esetében interakciot eredményezett.

Az MP-AES modszer tesztelését valdos mintdkkal folytatva autoimmun betegségben
szenvedd paciensek (Szisztémas lupus erythematosus, SLE és Sjogren szindroma, SS) szérum
mintaiban hataroztuk meg a fent emlitett legfontosabb makro- és mikroelemek mennyiségét.
A mikrohullamu egységben elroncsolt szérumok elemanalizise szignifikans kiilonbséget
bizonyult a beteg mintakban a kontroll csoporthoz képest (p<0.001). A vas és magnézium
koncentraciojaban nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget az egészséges ¢és beteg
vizsgalati csoportban, a cink és réz koncentracioja azonban szintén eltérést mutatott (p<0.05).
Az ismert antagonizmus jelentkezett a két mikroelem kozott, a betegségcsoportokban a
megnovekedett rézkoncentracid cink hidnnyal tarsult. A két autoimmun betegségcsoport

kozott nem mutatkozott azonban statisztikai kiilonbség az elemkoncentraciok tekintetében.
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munkamban nyujtott segitségiiket és tiamogatasukat.

Kiilon koszonom Dr. Tarr Tiindének, Dr. Csipé Istvannak és Dr. Zeher Margitnak a

kutatdsainkhoz szlikséges vérszérum minték biztositasat.

Az elemanalitikai mérésekhez sziikséges MP-AES késziiléket az Agilent Technologies

(Novo-Lab Kft.) bocsatotta a rendelkezésiinkre.

A kutatdés a TAMOP 4.2.4.4/2-11-1-2012-0001 azonosité szémii , Nemzeti Kivadlosag
Program — Hazai hallgatdi, illetve kutatoi személyi tamogatdst biztosito rendszer kidolgozasa
és miikodtetése konvergencia program” cimi kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az

Eurdpai Unid tdAmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.”
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