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· Publikáció, tananyag
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· Oktatási program

Beszámoló/Eredmények

Az elmúlt évtizedekben számos tudományos publikáció foglalkozott biológiai minták elemanalitikai vizsgálatával. Különösen fontosak azok az emberi sejtekben vagy szövetekben végzett elem-meghatározások, amelyek vagy egy biológiai változásnak, vagy egy emberi megbetegedésnek a vizsgált szövet kémiai összetételére gyakorolt hatását kutatják. A témakör jelentősége nyilvánvaló, ezen projekt a meglévő tudás gyarapítását célozta.
Eredményeinket három csoportra oszthatjuk:
1. Részletesen vizsgáltuk a sejtekben biológiailag fontos kisrendszámú elemek (Na, P, S, K, Ca) TXRF (totál-reflexiós röntgen fluoreszcencia) meghatározási lehetőségeit biológiai mátrixok felhasználásával. A TXRF módszer előnye, hogy a sejtanalitikai munka során nyert csekély mintamennyiség elegendő az analitikai munkához több elem egyidejű meghatározása esetén is. Hátránya, hogy a kisrendszámú elemek emittált röntgenfotonjainak energiája kicsi, ezek könnyen elnyelődnek a mintában, így a módszer érzékenysége és megbízhatósága is korlátozott. 
2. A biológiai szempontból kiemelten fontos vas, réz és cink elemek sejtekből történő meghatározására dolgoztunk ki egy módszert TXRF és GF-AAS (grafitkemencés atomabszorpciós spektrometria) felhasználásával [1]. A probléma ebben az esetben az előző feladathoz képest teljesen eltérő, a kontaminációt kell, hogy elkerüljük. Az általunk vizsgált sejtek vastartalma átlagosan 10-20ng/millió sejt, réztartalma 4-8ng/millió sejt, cinktartalma 50-80 ng/millió sejt. A saját laboratóriumunkban a nagytisztaságú víz jellemzően 0,1-1 μg/dm3 fémtartalommal rendelkezik, amit csak igen költséges módon lehet tovább csökkenteni. Hasonló a helyzet a nagytisztaságú vegyszerekkel is. Amennyiben 1 millió sejtet a mintakezelés során 10 cm3-végtérfogatra hígítunk, az általunk bevitt fémek mennyisége még suprapur tisztasági fok esetén is meghaladja, vagy durván módosítja a sejtben lévő mennyiséget, így belátható, hogy a klasszikus feltárási módszerek nem alkalmazhatók. Ugyanez igaz a mikrohullámú feltárórendszerekre is, előkísérleteink során jelentős kontaminációt tapasztaltunk. Az általunk kifejlesztett két analitikai eljárás együttes használatával olyan módszerhez jutottunk, mely alkalmas 0,1-2 millió sejt fémtartalmának meghatározására, a kontamináció jelentős részének elkerülésével. Módszerünk érzékenységét és nagyfokú pontosságát a GF-AAS, széles koncetráció-tartományban való alkalmazhatóságát a TXRF módszer biztosítja.

3.  HT-29 kolorektális karcinóma-sejtek gyors (4 óra) vasfelvételét vizsgáltuk 4 különböző vasforma alkalmazásával (Fe(II)-szulfát, Fe(III)-klorid, -citrát és -transzferrin). Lineáris koncentrációnövekedést találtunk a sójellegű vasformákkal való kezelésekkel, míg a komplexben kötött formák felvétele telítési görbe jellegű.
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Bericht

Es haben sich zahlreiche wissenschaftliche Publikationen in den letzten Jahrzehnten mit der elementanalytischen Untersuchung von biologischen Proben beschäftigt. Besonders wichtig sind diejenigen Elementbestimmungen in menschlichen Geweben, die die Wirkung entweder einer biologischen Veränderung, oder einer menschlichen Krankheit auf die chemische Zusammensetzung des untersuchten Gewebes forschen. Die Bedeutung des Themenkreises ist offensichtlich, dieses Projekt erzielte die Vermehrung des Wissens auf diesem Gebiet.
Unsere Ergebnisse können in drei Gruppen eingeteilt werden:

1. Wir haben die Bestimmungsmöglichkeiten der biologisch wichtigen leichten Elemente (Na, P, S, K, Ca) mittels TRFA (Totalreflexions-Röntgenfluorencenzanalyse)  in biologischen Matrices detailliert untersucht. Die TRFA-Methode hat den Vorteil, dass die sehr kleine Menge an Probe, die während der Zellanalytik gewonnen werden kann, für die Analyse reicht. Nachteil ist, dass die von den leichten Elementen emittierten Röntgenphotonen leicht in der Probe absorbiert werden, so ist sowohl die Empfindlichkeit als auch die Zuverlässigkeit der Methode beeinträchtigt sind.
2. Für die Bestimmung des in biologischer Hinsicht außerordentlich wichtigen Eisen, Kupfer und Zink in Zellproben haben wir eine Methode mittels TRFA und GF-AAS (Graphitofen-Atomabsorptionsspktrometrie) entwickelt [1]. Gegenüber dem ersten Punkt, ist in diesem Fall das Problem völlig anders, die Kontamination soll vermieden werden. Die von uns untersuchten Zellen enthalten durchschnittlich 10-20 ng Eisen, 4-8 ng Kupfer und 50-80 ng Zink, jeweils in einer Million Zellen. In unserem Laboratorium enthält das Reinstwasser etwa 0,1-1 μg/dm3 der Metalle, dieser Gehalt kann nur sehr kostenaufwendig weiter gesenkt werden. Dasselbe trifft die hochreinen Chemikalien. Falls eine Million Zellen auf 10 cm3 verdünnt werden, wird die Menge an eingetragenen Metallen den Zellinhalt übertreffen oder stark verändern, selbst wenn es sich um suprapuren Chemikalien handelt. Somit kann eingesehen werden, dass der konventionelle Aufschluss nicht verwendet werden kann. Dasselbe trifft auch die Mikrowellenaufschlusssysteme, während unserer Vorversuche haben wir eine deutliche Kontamination festgestellt. Mittels gemeinsamer Anwendung beider

von uns entwickelten analytischen Verfahren haben wir zu einer Methode gekommen, die zur Bestimmung von Metallgehalten in 0,1-2 Millionen Zellen geeignet ist, und einen bedeutenden Teil der Kontamination vermeiden lässt. Die Empfindlichkeit und gute Genauigkeit unserer Methode werden von der GF-AAS, die Anwendbarkeit in breitem Konzentrationsbereich wird von der TRFA gewährleistet.
3. Wir haben die schnelle (4 Std.) Eisenaufnahme von HT-29 kolorektalen Karzinomzellen mittels 4 verschiedenen Eisenverbindungen (Fe(II)-sulfat, Fe(III)-chlorid, -citrat und –transferrin) untersucht. Wir haben einen linearen Konzentrationszuwachs im Fall von salzartigen Eisenformen festgestellt, wobei die Aufnahme der komplex gebundenen Formen mit einer Sättigungskurve charakterisiert werden kann.
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