Egyszer( eljaras plazmavas meghatarozasara

irta: Mandi Erika €s Sztanyik Laszl6 dr. orvosprnagy.
Technikai munkatars: Fagaras Katalin

Besugarzott allatok vasanyagcseréjének vizsgalatdhoz sziikségink volt a
plazmavas, illetve szérumvas koncentraciéjanak meghatarozasara. Erre a célra
az irodalomban szdmos methodika taldlhatd. Sajnos, a methodikak nagy részé-
nél olyan sok plazméara van szikség (2—5 ml), hogy kis allatok — egerek,
patkanyok — esetében nem alkalmazhaték.: 2 De meég nagyobb allatoktdl sem
vehetlink le rendszeresen 5—10 ml vért, ha el akarjuk kerilni, hogy magaval
a veérvétellel befolyasoljuk a vasanyagcserét.

A plazmavas meghatarozasara szolgalé methodikak mas részénél elenged
hetetlen, hogy a plazma vagy szérum még nyomokban, se tartalmazzon haemo-
globints Ugyanis a fehérjementesitést roncsoldssal végzik, és ilyenkor a haemo-
globin-vas is felszabadul. Ennek kovetkeztében a plazmavas koncentraciora
hamis, talsagosan magas értékeket kapunk. Marpedig egyes allatfajtaktél szinte
lehetetlen haemolysismentesen vért venni, kuléndsen nagy doézisa besugarzas
utan.

Més mddszerekhez a reagens beszerzése Utkdzik nehézségekbe, vagy az
eljaras tulsadgosan bonyolult és hosszadalmas, ezért sorozatvizsgalatokra nem
alkalmazhat6.« Kénytelenek voltunk tehat olyan eljarést kidolgozni, amelyhez
aranylag kevés plazma sziikséges, egyszer(ien végrehajthatd és az esetleges
haemolysis nem zavar.

A vasat ferro- vagy ferri-formaban lehet meghatdrozni thiocyanéttal, di-
vagy tripyridyllel, phenantrolinnal, illetve ennek kulonbdz8 szarmazékaival kép-
zett szinreakcié segitségével. Eljarasunkhoz Natelson methodikdjat vettik ala-
puls annak jelentds modositasaval dolgoztuk ki mddszeriinket a plazmavas
meghatarozasara.

1 A meghatarozas alapelve:
A plazmavas, illetve szérumvas levalasztasat a fehérjérél savanyitassal

és pH 4,5—5 kozott teljesen végbemegy.s A vasat nem tartalmazd fehérje ke-
vésbé oldhatd, konnyen precipitdl- A savanyitast eleinte kilon elvégez-
tik s6savval, majd a fehérjét trichlorecetsavval (TCA) csaptuk ki, ahogy azt
Heilmeyer és mtsa ajanljak.s Kés6bb kiderult, hogy a savanyitas és a fehérje
lecsapasa egy Iépésben is végezhets, magaval a TCA-val. Miutén irodalmi utalas
van arra, hogy a képzdd6é csapadék tobb-kevesebb vasat vihet magéaval, a
fehérje-precipitdtumot mégegyszer atmossuk.

A szinreakcié kivaltasahoz kalium-thiocyanatot hasznalunk (KSCN). Ez
a vegyllet savanyl kozegben ferri-ionokkal vorés szinl ferrithiocyanatot ké-
pez: Fe[Fe(CNS)s]. A ferro-ionokat tehat el6zetesen fel kell oxidalni. Erre
kalium-perszulfatot hasznalunk (K2S05).

A szinreakci6t egyéb kationok (Cwu, Co, Mg, Ca, stb.) és bizonyos anionok
(Cos, SO4, PO4, sth.) jelenléte zavarhatja. Ilyenkor az oldat zavaros, opaleszkal.
Ennek elkertlése érdekében a képz6dd vaskomplexet nem a vizes oldatban
hatarozzuk meg, hanem amylalkohollal extrahaljuk, aminek még az is elénye,
hogy ilyen mddon a vas tetsz6legesen bekoncentralhatd.

Azonos térfogatok esetén a szin intenzitésa aranyos az oldat illetve a plazma
vaskoncentrécidjaval. A szinintenzitast kolorimeterrel mérjuk.
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2. Reagensek:

@) Vas-torzsoldat: 0351 g p. a Mohr-sot (ferroammoniumszulfat — (NH.);
SO. . FeSU. . sH.0) — kb. 10 ml. bidesztillalt vizben oldunk. Hozzdadunk ... ml.
cc. kénsavat és :o ml. telitett kaliumperszulfat-oldatot, majd :00 ml-re toltjuk fel
utg a|r1csak bidesztillalt vizzel. Ez a torzsoldat 50 mg % vasat tartalmaz és szobah6n
sta

A standard oldatot ebbdl a torzsoldatbol esetenként higitjuk 1:500 aranyban,
igy a higitott standard oldat 1.0 mg %-0s.

b? Kaliumthiocyanat: 146 g KSCN-t oldunk 100—150 ml bidesztillalt vizben. Tel-
jes felold4ds utdn hozzdadunk 20 ml acetont, majd kiegészitjuk 500 ml-re. Az oldat
9,2%-0s, jégszekrényben tartando.

C) Trichlorecetsav: 20%0-0S p. a

d) Kaliumpersziljat telitett oldata: 16 g K.S05-0t szamitunk 200 ml vizre.
Alapos Osszerazas utan ulepitjik, majd a szupernatanst hasznaljuk. Szobahén stabil.

€) n-Amylalkohol . a

3. A meghatarozas menete:

Centrlfugacsoben 0,5 ml plazmat vagy szérumot 25 ml bidesztillalt vizzel
3 ml-re’ higitunk. Hozzaadunk 1 ml 20%-0s TCA-t. Uvegbottal alaposan elke-
verjik, 5—10 percig szobahén allni hagyjuk, majd 10—15 percig 90—9 C°
hémérséklet(i vizfird6ben melegitjik. llyenkor tluro6s csapadék képz6dik, amit
1500—2000 rpm-mel lecentrifugalunk. A szupernatanst atontjuk egy masik cent-
rifugacs6be. A csapadékot 1 ml bidesztillalt viz és 05 ml 20%;-0s TCA hozza.s
adasa utan mégegyszer feltdrjuk Uvegbottal, alaposan Osszerazzuk és 10 percre
ismét 90 Cr°-os vizfurd6be helyezziik, majd lecentrifugéljuk. FelllUszéjat az
el6z8 centrifugélasnal kapott fellisz6hoz ontjik. Az egyesitett szupernatan-
sokhoz 0,5 ml telitett K-perszulfatot és 1 ml K-thiocyanat-oldatot adunk a szin-
reakcio kivaltasa céljabol, majd 4 ml amylalkohollal kirdzzuk és lecentrifugal-
juk. A felul elhelyezkedd amylalkoholos fazisbél 3 ml-t kémcs6be pipettazunk.
Ezutan a kirazast Ujabb 3 ml amylalkohollal megismételjik és a két amylal-
koholos frakciot dsszedntjuk.

Mindenegyes meghatarozashoz standard sorozatot készitiink. A 100 jug %-0s
standard oldatbél 5 centrifugacsébe 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; illetve 25 ml-t mérink
be és bidesztillalt vizzel kiegészitjuk 3 mi-re.

Vakproba készitéséhez a plazma, illetve a standard oldat helyett bidesz-
tillalt vizet haszndlunk. Mind a standard sorozathoz, mind a vakhoz azonos
mennyiségekben adjuk hozza a reagenseket, a fentebb ismertetett eljaras szerint.

A képz6d6 ferrithiocyanat szinintenzitasat kétfényelemes, Haveman-féle
MGF-kolorimeterrel mérjik 495 - s my hulldmhossznal, specidlis 5 cm réteg-
vastagsagu Kisklvettaban.

4. A vaskoncentracié kiszamitasai

A standard sorozattal kapott skalaértékek 100, 200, 300, 400 és 500 yg %0-0s
vaskoncentracionak felelnek meg. Ennek alapjan a kapott gdrbe, vagy a 100
yg %-o0s vaskoncentricionak megfelel§ atlag segitségével szdmitjuk ki az isme-
retlen oldat vaskoncentraciojat.

A standard sorozat egyes tagjaival, kis szorassal, kozel azonos skéalaér-
tékeket kaptunk (L 1 sz. tdblazat). Az egyes koncentracioknak megfelelé skala-
értékek atlaganak hibaja + 3—5 skalaérték kozodtt mozog (azaz + 1—2,5%)
minden esetben tobb mint 80 meghatarozas alapjan. A skalaértékek atlaga egy
egyenesen helyezkedik el, tehat a gorbe lefutdsa jol kdveti a Lambert—Beer
torvényt (lasd abra).

Az eljaras megbizhatosagat plazmahoz adott ismert mennyiségl vas visz-
szanyerésével ellendriztik. El6szor meghataroztuk a plazmavas koncentraciojat,
majd a plazmavas és az ismert mennyiségben hozzaadott vas egyuttes koncent-
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1. sz. tablazat

Standard sorozattal kapott skalaértékek.

IO jug % 200 jug % 300 fig % 400 fug % 500 My %

Leolvasott skala- 112 208 303 392 481
értékek étlaga +2,94 +2,94 +3,70 +4,42 +481

Meghatarozasok

szama 85 86 0 88 83

2. sz. tablazat.

Plazmahoz adott vas visszanyerése.

Plazma-vas Hozz4adott 0sszes vas Talalt vas %-0s vissza-

NZ % vas jug % M % My % nyerés
133 100 233 226 96,0
133 100 / 233 232 99,5
172 100 272 258 95,0
172 100 272 261 96,0
172 100 272 261 96,0
172 100 272 261 96,0
atl. 96,4

193 200 393 382 97,0
193 200 393 377 95,7
133 200 333 322 96,7
133 200 333 326 98,0
133 200 333 322 96,7
133 200 333 318 95,5
atl. 96,6

133 300 433 417 96,7
133 300 433 422 97,5
140 300 440 415 94,5
140 300 440 412 94.0
140 300 440 412 94.0
140 300 440 412 94,0
atl. 95,1

133 400 533 508 95,5
133 400 533 508 95,5
133 400 533 515 96,7
133 400 533 515 96,7
140 400 540 502 93,0
140 400 540 504 932

atl. 95,1



racidjat. Ebb6l Kiszamitottuk a hozzdadott vas %,-0s visszanyerését. A 2. sz.
ta: "azatban négyféle koncentraciéban hozzaadott vassal elvégzett s— s meg-
hatarozas eredményeit lathatjuk. Az atlagos visszanyerés minden esetben 95%
felett volt.

A vas visszanyeréseben mutatkoz6 minimalis (3,5—5,0%0;-0s) eltérés annak
tulajdonithaté, hogy a hozzaadott amylalkoholt nem szivjuk le teljesen az eset-
leges zavarosodas elkeriilése érdekében, masrészt annak, hogy a vas kis meny-
nyisége a precipititumban még igy is visszamaradhat. A sorozatban elvégzett,
nagyszamu meghatarozas azonban azt mutatja, hogy a modszerrel kapott érté-
kek jél reprodukalhatok.2

1 @&bra. Plasmavas-megliatarozashoz készitett —standard-
sorozat koncentracioja és a megfelel6 skalaértékek. Pontozott
vonal 1:1 0Osszefiggésnek felel meg.

osszefoglalas:

Egyszer( eljarast dolgoztunk ki a plazmavas meghatarozasara. Elénye,
hogy Kkis mennyiség(i plazméabdl végrehajthatd, a haemoglobin jelenléte nem
zavarja, gyors, és a szUkséges vegyszerek konnyen beszerezhet6k. A mddszer
mind klinikai laboratérium, mind allatkisérletek céljaira jol alkalmazhaté.

IRODALOM:

1 Kitzes G, C. A. Elvehjem a N. A. Schuette: J. Bioi. Chem.,255: 653, 1944.—
2. Ramsay W. N. M.: Biochem J. 53: 227, 1953. — 3 Natelson S. a C. M. Menning:
Clin. Chem., 1.165 1955. - 4. Peterson R. E.: Anal. Chem. 25:1337, 1953. - 5.
Natelson S.: Microtechniques of Clinical Chemistry for the Routin Laboratory. Char-
les C. Thomas Publ. Springfield—11 1957. pp. 23%—237. — . Surgenor D. M,
Koechlin B. A, Strong L. E.: J Clin. Invest., 28 :73, 1949. — 7. Koechlin B. A.: J.
Am. Chem. Soc., 74: 2649, 1952. — 5. Heilmeyer L. u. K. Plétzner: Das Serumeisen
und die Eisenmangelkrankheit. Jena, Fischer, 1937.
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3. MaHan wn maiop m/cn a-p /1. CTaHuk:
MPOCTAA METOAVMKA ANA ONPEAENEHWNA XXENE3A B NMAA3ME

PaspaboTanace npocTas MeTogMka ANA OMpefesieHNst xefnesa B CbIBOPOTKe. [lpemmyLiecT-
BOM METOAVKW SIBMISIETCSA, YTO He MOTpebyeTcs 60/bLUOE KOMMYECTBO MIasMbl, HajMume remo-
rno6uHa He MMeeT He6MaronpuATHOE BAWSIHWE, MeTOf ObICTPO MPOBOAWMMBIA W HeobXoauMble
XMMUYeCKMe CpeAcTBa Jierko npuobpetaembl. MeToAMKa OT/IMYHO MPUMEHSETCH KaK B K/MHUYe-
cKoli nabopaTopun Tak W AN Lieneil 3KCNepyMEHTOB Ha >XUBOTHBbIX.

Frau Erika Mandi, Dr. L. Sztanyik, Major d. Med. D.:
EINFACHE BESTIMMUNGSMETHODE FUR PLASMAEISEN

Es wurde ein einfaches Verfahren zur Bestimmung des Plasmaeisens ausgearbei-
tet. Dessen Vorteile sind: geringer Plasmabedarf, durch Zumischung von Hamoglo-
bin wird es nicht gestort, es ist ein schnelles Verfahren, schliesslich sind die nétigen
Chemikalien leicht zu erwerben. Die Methode ist zu klinischen Laborzwecken sowie
zu Tierversuchen gleichsam geeignet.

Valtozasok a transport-vas koncentracidjaban
besugarzott allatokon*

irta: Sztanyik Laszl6 dr. orvos6rnagy és Mandi Erika

Azokat a morfolégiai karosodasokat, amelyek ionizalé sugarzas hatasara
az allati szervezetben fellépnek, az esetek tobbségében jelentds funkcionalis
elvaltozasok el6zik meg. Nemcsak az egyes szervek mikodése szenved zavart,
hanem az egész szervezet anyagcsere-folyamatai is. Egyarant karosodhat a fe-
hérje-, nukleinsav-, szénhidrat-, zsir- és asvanyi-anyagcsere. Az anyagcsere-
zavarok kozott kalonosen érdekesek szdmunkra a vasanyagcsere elvaltozésai,
minthogy utébbi szorosan 6sszefligg a haemopoesissel. Err6l pedig kozismert,
hogy a szervezet egyik legsugarérzékenyebb funkcidja.

A vasanyagcsere sugarzas hatdsara bekovetkez0 valtozasaival éppen ezért
az utdbbi években sokat foglalkoztak. Kdzlemények jelentek meg a plazmavas
koncentraciojanak besugarzas utani valtozasairdl is. Az adatok azonban nem
egyértelmdek, igen gyakran ellentmondanak egymasnak. A. Chanutin és S.
Ludewig pl. mar 10 r dézisu besugarzas hatasara és 24 déran beldl a plazmavas-
koncentracié emelkedését észlelték patkanyoknal (1). Ezzel szemben E. C. Girvin
és J. K. Hampton Jr. kisérletében alig valtozott a plazmavas mennyisége 50—
450 r dozisu besugarzas utan (2). S6t, G. S. Melville Jr. és mtsai bifazisos hyper-
ferraemiat irtak le, amelyet ugyancsak patkanyoknal figyeltek meg 75—225 r
dézist sugarbehatas kovetkeztében (3). lgaz, hogy eredményeik gondosabb ana™
lizise — Z M. Bacgq és P. Alexander szerint is inkdbb a plazmavas csokke-
nésére mutat (4).

A szerz6k maés része csak lethalis dozisoknal észlelt értékelhetd elvaltozast
a plazmavas mennyiségében. Szamaraknal csak 350—500 r korili kiiszobdézisok
felett, nyulaknal pedig 800 r-tél. A lethalis ddzissal besugarzott nyulaknal T. J
Haley és mtsai kezdeti csokkenést, majd ezt kovetéen emelkedést talaltak

* Az V. Honvédorvosi Tudoméanyos Ertekezleten elhangzott el6adas alapjan
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