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SOUHRN

Stopové prvky hraji dilezitou roli v lidském téle. Studiu koncentraci téchto prvki

v lidskych tkanich se diky dostupnosti modernich technologii vénuje dnes daleko vice
pozornosti ve vztahu k poruchdm zdravi ¢lovéka. Jednim z téchto prvkd je i1 stroncium. Zatim
nebylo zjisténo, ze jeho nedostatek zplsobuje vazné zdravotni potize. OvSem tento prvek je
potenciadlné toxicky, zvlasté pti dlouhodobé expozici. Na druhé strané jeho ucinky v malych
davkach jsou pfiznivé na kostni tkan, zvlasté na kosti pacientt, ktefi trpi osteoporézou. Proto
se v posledni dobé stal soucasti u€¢inného Iéku proti osteopordze — stronciumranelatu.
Cilem této prace bylo zavést vhodnou metodu pro stanoveni stroncia a vysetfit Sr:

a) v plazmé a séru pacientti 1é¢enych stronciumranelatem

b) v séru déti ve véku do 1 roku

¢) ve vendzni a arteridlni pupecnikové krvi

d) v jaterni tkani laboratorniho potkana
Byla zavedena metoda pro stanoveni Sr v biologickém materidlu pomoci plamenové i
bezplamenové AAS. Bylo zjiSténo, Ze plazmatické koncentrace Sr pacienti 1éCenych
stronciumranelatem se pohybuji od 30ug/l do 17757 ug/l, odpad moci od 0,17 mg/24 hod do
232 mg/24 hod. Z naméienych hodnot sérovych koncentraci Sr byly stanoveny referen¢ni
meze pro stroncium u déti do 1 roku. Primérné koncentrace ve ven6zni pupecnikové krvi byla
54,17 pg/l a v arterialni krvi 56,69 pg/l. Primérné koncentrace stroncia v jatrech byla
stanovena 2,14.10” pg/mg vlhké tkand. Navic byla stanovena koncentrace metalothioneinu
v jatrech, bilkoviny podilejici se na metabolizmu nékterych stopovych prvk.

Vzhledem k mdlo zdokumentované chronické toxicité stroncia by mélo monitorovani

jeho plazmatickych koncentraci byt zavedeno u pacientli 1écenych stronciumranelatem.
Koncentrace stroncia v krvi novorozenci a kojencli je ovlivnéna potravou a jinymi

enviromentalnimi faktory.



SUMMARY

Trace elements play an important role in human body. Thanks to the availability of
modern technology, more and more attention is being paid to studying the concentrations of
these elements in human tissue with respect to health disorders in people.

Strontium is one of such elements. It has not yet been proved that its deficiency may cause
serious health problems. However, this element is potentially toxic, especially after prolonged
exposure. On the other hand, in low doses it has particularly favourable effects on the bone
tissue, particularly in patients suffering from osteoporoses. This is why it has recently become
one of the component used in an effective medicine - stronium ranelate — to treat
osteoporoses.
The aim of this theses was to introduce a method suitable for determining strontium
concentrations and to determine Sr in

a) plasma and serum of patients treated with strontium ranelate

b) serum of children up to the age of one year

¢) venous and arterial umbilical blood

d) the liver tissue of laboratory rat
A method of determining Sr in biological matter by means of flame and flameless AAS has
been introduced. Plasmatic Sr concentrations in patients treated with strontium ranelate were
found at levels from 30 pg/l to 17757 pg/l, urinal residue ranged from 0.17 mg/24 hour to 232
mg/24 hour. Based on the values of Sr serum concentrations, reference limit Sr concentrations
were determined for children up to the age of one year. Average concentrations in venous
umbilical blood were 54.17 pg/l and in arterial umbilical blood 56.69 pg/l. Average
strontium concentrations in the liver were determined at 2.14x10™ pg/mg of moist tissue. On
top of that, the concentration of metallothionein in the liver, the protein participating in the
metabolism of certain trace elements, was also determined.

With regard to the little-documented chronic toxicity of strontium, monitoring its

plasmatic concentrations should be introduced in patients treated with strontium ranelate.
Strontium concentrations in the blood of newly born babies and infants are influenced by food

and other environmental factors.
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1. UVOD

Stroncium je prvek, ktery diive pfitahoval v lidské biologii a patologii méné pozornosti,
nez napf. vapnik a hot¢ik. Tyto prvky patii do stejné skupiny periodického systému, z toho
vyplyvaji jejich podobné vlastnosti i u¢inky. Zajem o stroncium z hlediska biologické role
v organizmu zacal vzrustat az po objevu a uplatnéni latky stronciumranelatu (obr.1). Tento I¢k
napomaha ke snizeni vyskytu zlomenin u osteoporotickych pacientli. Poznatky o stronciu
zacaly byt ziskdvany v dob¢, kdy se studiu stopovych prvkl zacalo vénovat obecné vice
pozornosti. Studium stopovych prvkid v lidskych tkanich se v soucasnosti opét setkava se
zvySenym zajmem, a to piedevSim diky dostupnosti modernich senzitivnich analytickych
technologii v laboratorni medicing. Ceska republika, jako vétsina stiedoevropského regionu,
je na vétsinu stopovych prvkia chuda, a proto je nutné, aby se vénovala tomuto problému vétsi
pozornost. Dals$imi impulzy ke studiu této problematiky jsou zkuSenosti s dialyza¢nimi
roztoky, zvlasté v rozvojovych zemich, kde dochdzelo ke kontaminaci pacienti b&hem
dialyzy. Jednotlivé typy rendlni osteodystrofie maji spojitost se zmeénami koncentraci
stopovych prvki v kostech, tedy i stroncia.

Jednotlivé poznatky o stronciu se v literatuie 1i§i. Zdravotni rizika stroncia jsou zmifovana
pouze v souvislosti s radioaktivnim izotopem °°Sr, ktery vznika pii radioaktivnim rozpadu

uranu. OvSem o jinych izotopech stroncia a jejich vlivu na organizmus se vi stale malo.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Chemie stroncia

V roce 1787 naSel skotsky chemik a mineralog William Cruishank v olovénych dolech
pobliz mésta Stroncianu (Skotsko) novy zajimavy mineral. V roce 1790 ukézal irsky chemik
Adair Crawford, ze tento mineral je slouceninou nového prvku. Novy nerost (stroncianit) byl
uhli¢itanem strontnatym (SrCOs). Novy prvek v minerdlu byl nazvan stronciem. Samotny
prvek byl ziskan az o fadu let pozdéji. Stroncium izoloval sir Humphry Davy elektrolyzou
smesi obsahujici chlorid strontnaty a oxid rtutnaty az v roce 1808.
Stroncium patii mezi kovy alkalickych zemin. Je pomérné mékky, lehky, reaktivni kov, ktery
se svymi vlastnostmi vice podobé vlastnostem alkalickych kovii. Neni tolik reaktivni jako
alkalické kovy, ale pfesto je jeho reaktivita natolik vysoka, Ze mize byt dlouhodobé
uchovavano pouze pod vrstvou alifatickych uhlovodikl (petrolej, nafta), s nimiz nereaguje.
Soli stroncia barvi plamen Cervené. Volné stroncium se v ptirodé nevyskytuje, protoze
kovové stroncium snadno oxiduje na oxid strontnaty, ktery ma zlutou barvu. Stroncium je
znamo z minerala celestit (SrSO4) a stroncianit (SrCOs;). Ptirodni stroncium se sklada ze 4
stabilnich izotopii : *Sr (0,56%), *°Sr (9,86%), *’Sr (7,02%) a *Sr (82,56%). Izotop *'Sr
v ptirod& vznika beta rozpadem izotopu *’Rb, proto se mu Fika radiogenni. Pomoci poméri
mnozstvi izotopt *’Sr, *Sr a ¥Rb se d4 odhadnout i stafi Vesmiru. Prvky 2. skupiny
periodického systému, do které stroncium patii spolu s Ca a Mg, vytvaii v biologickych
tekutinach dvojmocné kationty a maji rozdilné stupné proteinové vazby v séru nebo plazmé.
Vazba stroncia na proteiny v séru nebo plazmé je stejnd a i ve stejném potadi jako u Ca. Dalsi

dualezité rozdily mezi Mg, Ca a Sr jsou popsany v tabulce 1 [1].

Tabulka 1: Fyzikalni vlastnosti biologicky vyznamnych prvki 2. skupiny periodického

systému: hoicik, vapnik a stroncium a jejich distribuce v téle u 70 kg ¢lovéka

Prvek | Protonové ¢. Atomova hmotnost Mnozstvi v téle | % z télesné hmotnosti
(2

Mg 12 24,32 19 0,027

Ca 20 40,08 1000 1,4

Sr 38 87,63 0,32 0,00044
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Stroncium je stopovy prvek, ktery se v lidském téle vyskytuje ve velmi malém mnozstvi.

Pokud vezmeme béZzné¢ho ¢loveka, bilance Sr v mg/den je: pfijem potravou a tekutinami (1,9

mg); minus ztraty moc¢i (0,34 mg); vykaly (1,5 mg); dalsi ztraty napt. potem (0,02 mg).

Radioaktivni izotopy Sr jsou pouzivany pouze pro fyziologické studie nebo diagnostické

ucely. Charakteristiky radioaktivnich izotopt Sr jsou shrnuty v tabulce 2 [1].

Tabulka 2

Radioizotop |Polocas rozpadu |Charakteristika |Pouziti
emitov. zareni

85Sr 64,8 dni 0,514 keV gamma |Pro metabolické studie: celotélova
zafeni scintigrafie

¥Sr 50,5 dni 1488 keV beta|Lécba kostni bolesti v disledku
zateni metastdz z prostatického karcinomu

YSr 28 let 546 keV  Dbeta|Kontaminace biosféry  ztestl
zateni, 2288 keV |atomovych bomb
beta zafeni

Nékteré radioizotopy jsou pouzivany v medicinském vyzkumu. Slouzi jako vhodné nastroje
pro kinetické studie, ndhradu za Ca v kinetickych studiich, protoze tyto dva kovy se v lidském
téle chovaji podobné. Oba se siln€ usazuji v kostech. Nicméné biologické rozdily mezi témito
prvky existuji, z ¢asti vysvétlitelné vétsi velikosti molekuly Sr. Spole¢né transportni drahy pro
Ca a Sr byly popsany pro mnoho organd. Sr soutézi s Ca o stfevni absorpci, renalni tubularni
reabsorpci atd. Radioaktivni *°Sr je potencialnd nebezpedné pro lidské tlo, protoZe se
hromadi v kostech. Vysvétlenim mize byt, Ze radiostroncium poskozuje kapilary a tim
likviduje krevni ob&h v kostech. Afinita stroncia k chelataénim ¢inidlim neni vyssi nez afinita

vapniku, napf. jestlize je podano NaCa,EDTA, tak je chelatovano jen velice malo stroncia [1].

2.2 Zdroje stroncia

Stroncium tvoii 0,02 — 0,03 % zemské kiry. Jeho koncentrace v pid¢ a pitné vodé se
geograficky lisi. U nas ¢ini 0,001 mg/l v padée a 39 mg/l v pitné vod¢é. V USA je koncentrace
Sr v pitné vodé < 1 mg/l. Bézna strava obsahuje 2 - 4 mg Sr/den, vétSinou pochazi ze zeleniny
a obilovin. V rostlindch koncentrace Sr odrazi koncentraci obsazenou v pid¢, ktera je nizsi
nez u véapniku. Podle nékterych odhadi je relativni mnozstvi stroncia v zemské kiife okolo 8
mg Sr/1000 mg Ca. Stroncium je pfirodni riistovy stimulant a mize u nékterych rostlin

nahradit Ca. Rostliny obvykle obsahuji stejny pomér Sr/Ca jako jejich odpovidajici ptidni
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extrakty a napf.v Anglii se tento pomér pohybuje mezi 1,4-5,7 mg Sr/1000 mg Ca. Nejvyssi
hodnoty byly nalezeny v extraktu ze dvou piscCitych, kyselych pid s nizkym obsahem Ca.

Ukézalo se, Ze pomér Ca/Sr ve tkanich a télnich tekutinach odrazi pomér Ca/Sr ve stravé [1].

2.3 Nedostatek stroncia

Neprokdzalo se, Ze stroncium je prvkem, ktery by pii nedostatku u ¢lovéka zptisobil
vazné zdravotni potize. Naopak v rostlinach miize podporovat riist. Tvorba zubniho kazu je
nepiimo zévisla na hladin€ Sr ve vodé, plaku a skloving€. Podavani Sr ve stiednich davkach je
prevence zubniho kazu u potkani. Pokud se experimentalné¢ podavalo Sr ve formé

stronciumraneldtu pokusnym zvitatlim, zvysil se u nich obsah Ca v kostech [1].

2.4 Toxicita stroncia

U cloveéka nebyly popsany toxické symptomy zpisobené predavkovanim stronciem.
Nicmén¢ intravendzni podani vysokych davek Sr zpiisobuje hypokalcemii diky zvySenému
renalnimu vylu¢ovani Ca. Toxické ucinky Sr byly intenzivné studovany u hospodaiskych
zvitat. Selata krmena 6 700 ppm Sr a 0,16 % Ca trpéla inkoordinaci a slabosti nasledovanou
posterialni paralyzou. Dospé€lé slepice se zdaji byt odolnéjsi, jejich vaha a produkce vajec
nebyly ovlivnény az do krmné koncentrace Sr 30 000 ppm. Bylo zjisténo, ze vysoka
koncentrace stroncia v potravé byla provdzena nerozpustnymi fosforeCnany stroncia a to
vedlo k nedostatku fosforu a rachitidé. Jedina chemikalie obsahujici stabilni stroncium, ktera
je povazovana za zdravi Skodlivou uz v malém mnozstvi, je chroman strontnaty. Toxicita je

zpisobena chromem, ktery je genotoxicky karcinogen [1].

2.4.1 Toxicita stroncia a renalni insuficience

Studie ukazaly vztah mezi hromadénim stroncia v kostech a osteomalacii. Bylo zji§téno,
ze hlinik se chova stejné jako stroncium. U pacientl s renalni insuficienci miize dlouhodoby
piijem hlinitych soli vyvolat zndmky intoxikace. Charakteristickym pfiznakem je téz
osteomalacie. Pii podavani stroncia se zjistilo, Ze jeho U¢inek zavisi na davce. Utinek se
projevil hlavné mineralizaci kompaktnich a spongioéznich kosti. Né&kolik studii na zdravych
krysach ukazalo, ze vysoké davky stroncia > 8 mmol/kg/den, vyvolaly zmény mineralizace.
U krys s chronickym renalnim selhanim, vyvolal SrCl, o koncentraci 10 g/l mineraliza¢ni

defekt se 160x vySSim obsahem kostniho stroncia, nez v kostech u kontrolnich krys.
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Hromadéni kovl v kostech miize byt synergické (tzn. vice kovili spolecné vyvola vétsi tcinek,
nez kdyby piisobil kazdy sam). Obsah hliniku v kostech byl vyssi u zvirat, ktera ptijala hlinik
a stroncium soucasné, nez u téch, kterym byl podavan pouze hlinik. Dalsi histomorfologické
studie ukazaly, Ze u zvifat 1é¢enych soucasné hlinikem a stronciem byla vice sniZzena rychlost
kostni tvorby nez u zvifat léCenych pouze stronciem samotnym. V dialyza¢nich centrech
v rozvojovych zemich, byla zjisténa korelace dialyza¢nich tekutin s obsahem stroncia v séru.
Tento zjistény fakt se objevoval tam, kde se uzivalo koncentratl na bazi acetatu. Kde se
pouzivaly bikarbonaty, hladina stroncia zvySena nebyla. Pouziti dialyzac¢ni tekutiny na bazi
acetatu muze byt pri¢inou pozdéjsi intoxikace stronciem. Podstatnou roli v hromadéni
stroncia hraji 1 dalsi faktory, které¢ zahrnuji napt. délku vystaveni (po dobu z 10. na 25. den,
kdy byly krysy vystaveny pusobeni stroncia, se jeho obsah ve femuru krys zdvojndsobil),
koncentraci vapniku v séru, uziti vitaminu D jako dopln¢k stravy a konzumaci motskych

plodu [2].

2.4.2 Absorpce stroncia bez akutni toxicity

Stroncium je pouzivano nejen v lékatstvi, ale i v primyslu. Stroncium mé uplatnéni ve
sklarském primyslu (na vyrobu obrazovek barevnych televizort). Dale se pouziva pii vyrobé
feritovych magnett a k rafinaci zinku.
V jednom z ojedin€lych ptipadd je dokumentovan piijem velkého mnoZstvi stroncia bez
akutni toxicity. Do nemocnice byl pfivezen 22 lety muz, schizofrenik, ktery rozdrtil a pozil
magnety, které byly pozd¢€ji identifikovany jako stronciumferrit. Kromé sluchovych
halucinaci, které uvadél, nemél zadné jiné vyznamné piiznaky toxicity. Byl proveden vyplach
sttev. Pfitom byla méfena hladina stroncia v krvi a moc¢i. Pocatecni hladiny stroncia v krvi a
moci byly 2 900 pg/l a 15 000 pg/l (referencni rozmezi pro moc: < 240 pg/l). O tyden pozdéji
klesla hladina stroncia v mo¢i na 370 pg/l. Pfes zjevnou absorpci stroncia ferritu, nejevil

pacient zadné znamky intoxikace [3].

2.5 Stievni absorpce stroncia

Upiednostiiovani vapniku pifed stronciem se projevuje ve fyziologickych procesech
v nésledujicich funkcich: gastrointestinalni absorpce, rendlni vylu€ovani, placentarni transfer.
Stroncium se Spatné vstfebava v gastrointestindlnim traktu. Stfevni absorpce stroncia u krys

se snizuje s jejich veékem, ale zda-li je tomu tak u lidi, je dosud nezndmé. Vitamin D
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podporuje stievni absorpci Sr, zatimco Ca ji inhibuje. Laktéza a dalsi polysacharidy mohou
podpoftit absorpci jak Sr tak 1 Ca.

Z experimentll na zvifatech bylo zjisténo, Ze vétSina z podaného stroncia je
vstiebavana z jejuna, a to sice 62 % z tekuté davky a 88 % z pevné davky. Absorpéni pomér
St/ Ca je 0,6 — 0,7. Prednostni absorpce Ca miiZe byt pfisuzovana pomérmné malé velikosti
atomu Ca. Zatimco véapnik je schopen pohybu zmukdézni na serozni stranu proti

koncentra¢nimu gradientu, zda se Ze tato skutecnost neplati pro stroncium [1].

2.6 Stroncium ve svalech

V kardiomyocytech u potkani vapnik piimo aktivuje uvolnéné stroncium ze
sarkoplasmatického retikula. Stroncium blokovalo uvolnéni intraceluldrniho Ca inhibujici
acetylcholinem podnicenou kontrakci v kocicich svalovych buiikach. Aktivace hladkého

. Vv v , v ’ . vw o1 2+
svalstva je béZn¢ doprovazena zvySenim nitrobunééné koncentrace Ca “ [1].

2.7 Rizeni mnoZstvi stroncia v organizmu

Stroncium a vapnik zdanlivé sdileji spole¢nou tubuldrni transportni drahu v rendlnich
tubulech. Sr v poskozenych rendlnich proximdlnich tubularnich buikéch inhibuje PTH-
dependentni cyklicky AMP produkt jako Ca, v koncentraci nad 10 mM. Renalni clearance
stroncia je 3x vysS$i nez vapniku, mozna zavisla na mensi tubularni reabsorpci, kterd by mohla
byt zplisobena vétsi velikosti atomu stroncia [1].
Normalni ledviny eliminuji vétSinu  ze vstiebaného Sr. Jsou primdrnim  zdrojem
eliminovaného Sr, a proto pacienti s renalni insuficienci maji vétsi riziko hromadéni tohoto

kovu v téle. Koncentrace Sr je také zvysSena v séru uremickych pacienti [1].

2.7.1 Mnozstvi stopovych prvkia v kostech pacienti s koneénym stadiem renalniho
selhani

U uremickych miize dochazet k naruSeni metabolizmu stopovych prvka kvili: a) snizeni
renalni funkce, b) proteinurii, vedouci ke ztraté prvki, které se vazi na protein, ¢) zménam
v gastrointestindlni absorpci nasledkem zmén napf.v metabolizmu vitaminu D a d) dialyze.
Koncentraénim gradientem mezi ultrafiltraénim mnozstvim uréit¢ho prvku v séru a jeho
koncentraci v dialyza¢ni tekutin€, lze nékteré stopové prvky odstranit, zatimco jiné prvky

pfitomné v dialyza¢nim roztoku mohou pacienty kontaminovat. S vyjimkou Al a Fe, je znamo
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jen malo o hromadéni nebo nedostatku stopovych prvkil v kostech pacienti s koneCnym
stadiem rendlniho selhani 1écenych dialyzou. O zménach stopovych prvkl v kostech
dialyzovanych pacientil a spojitostech jednotlivych typil rendlni osteodystrofie se zvySenymi
nebo snizenymi kosternimi koncentracemi stopovych prvka se vi jen velmi malo. U pacientti
s rendlnim selhanim pfijatych do hemodialyza¢niho programu byly analyzovéany stopové
prvky v kostnich biopsiich. Srovnanim poméru stopovy prvek/vapnik, byly nalezeny
vyznamné vys§i hodnoty pro kostni Cr/Ca, Al/Ca, Zn/Ca, Mg/Ca a Sr/Ca. Mezi vSemi typy
rendlni osteodystrofie byly zjiStény zvySené koncentrace hliniku, olova a stroncia a poméry
Sr/Ca a Al/Ca u dialyzovanych pacientlil s osteomalacii, v porovnani s jinymi typy renalni
osteodystrofie. Krom¢ toho, koncentrace nékolika stopovych prvki v kostech navziajem
vyznamné korelovala. Kostni Al koreloval s dobou dialyzy, kdeZto kostni Fe, Mg a Sr a hlinik
spiSe souvisely s vékem pacienta. Koncentrace kostnich stopovych prvkl nebyla zavisla na

pfijmu vitaminu D ani na pohlavi pacienta [4].

2.7.2 Rizeni homeostazy

Ze studii na zvifatech vyplyv4, ze Sr miZe nahradit Ca v mnoha fyziologickych
procesech. Svalova koncentrace a srazeni krve jsou vyvolané Sr stejné jako Ca, ale v mensi
mife. Zda se, ze kdekoliv je aktivni pfenos biologickymi membranami napf.
pfi gastrointestinalni absorpci, ledvinovém vylu€ovani, pii laktaci a pies st€nu placenty, Ca je
pfenesen snaz nez Sr. Narozdil od Ca, Sr neni fizeno homeostdzou ve smyslu celkového
mnozstvi v téle a v biologickych tekutindch (koncentrace Ca v krvi je udrzovana velmi
prisnym mechanizmem). To bylo znamo jiz brzy v 60. letech pfed vékem téchto latek :
kalcitoninu a metabolitli aktivniho vitaminu D tj. 25-hydroxycholekalciferolu nebo 1,25-
dihydroxycholekalciferolu. Hladina Sr mtize byt pfimo ovlivnéna vapnikem a hormony. Je
dobfe znamo, Ze u savcu extracelularni tekutiny maji milimolarni koncentraci Ca a
mikromolarni koncentraci Sr. V tomto vysokém pomeéru Ca/Sr nemtize Sr konkurovat Ca a
béhem evoluce nebylo potfeba vytvofit separacni mechanismy specifické pro Ca a Sr. Na
molarni Urovni vypadd Sr méné biologicky aktivni nez Ca a toxicita Sr neni dobie
zdokumentovana. Parenteralni podani Sr umoziuje podavat daleko vétsi davky Sr, aniz by to
poskodilo organy nebo funkce. Mize to byt pravdépodobné tim, Ze intracelularni Sr je piisnéji

regulovédno nez extraceluldrni, ale o tom se vi jen malo [1].
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2.8 Role stroncia v endokrinologii

V mnoha farmakologickych studiich na tkdiiovych kulturach bylo prokazano, Ze uziti
stroncia v izolovanych bunkach popt. organech dokaze do zna¢né miry nahradit funkci
vapniku. Nasledujici ptiklady ndm toto dokladayji:

A. Stroncium podporuje sekreci insulinu, jakoZto odpovéd’ na glukozu v izolovanych
bunkach (systémech) pankreatickych ostrivkl, podobné jako véapnik, i kdyZ v mensi
mife.

B. Stroncium, podobn¢ jako ostatni dvojmocné a trojmocné ionty, omezuje vapnikem

nizko stimulovanou produkci PTH, ale nikoliv ve fyziologickych koncentracich [1].

V téle se stroncium chova velice podobné jako Ca. Ptiklady, jenz to dokladaji:
A. Farmakologické davky Sr u prasat zvysuji sekreci kalcitoninu po infuzi do arterie
thyroideae.
B. Parathyroidektomie u  krys nema za nésledek pouze hypokalcemii, ale i
hypostronciemii.
C. Glukagon, ktery podnécuje sekreci kalcitoninu, vyvolava u potkanti hypokalcemii i
hypostroncinemii. Minimalni hladina sérového Ca a sérového Sr byla stejné treti

den po podani kalcitoninu nebo glukagonu [1].

2.9 Stroncium v kostech

Mnozstvi Sr v kostie je pouze 0,035 z jejiho obsahu Ca. Radioaktivni izotop stroncia
Sr je z krve odstranén skoro ihned po aplikaci. *Sr prochézi sténami Haversovych kapilar
pomoci difuze, a tak se dostava do kostnich extracelularnich tekutin. Poddvané stroncium je
témét vyhradné ukladano v kostech. Na, Pb a Sr mohou nahradit pozici Ca v apatitu
(fosforeCnan vapenaty). Radiostroncium bylo pouzivano jako vyhledava¢ vépniku
v kinetickych studiich. Ackoliv se radiokalcium a radiostroncium chovaji odli$né, ob¢ tyto
latky velice dobie pronikaji do kosti, kde se usazuji. Rozdily byly zaznamenany v jejich
vylucovani moci a na zménéch plazmatické koncentrace po intravendznich podanich do téhoz
jedince. Sr a Ca se chovaji podobn¢, ale ne identicky. To se tyCe stfevni absorpce,
ledvinového vylucovani a hromadéni v kostech. Zasadnim rozdilem je, ze celkové mnozstvi
Sr v kostfe je malé v porovnani s Ca. Na rozdil od Ba a Ra, které jsou vyluCovany hlavné

vykaly, Ca a Sr jsou v pfipadé¢ intraven6zniho podani ve velkém mnozstvi vyluovany
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ledvinami. Z hlediska dlouhodobého pohledu se chovaji tyto dva prvky, po zaclenéni do kosti,
témér stejné [1].

Morohashi a kol. studovali zavislost ti¢inku stroncia na davce pfi peroralnim podani
krysam. Vysledky naznacily, ze stroncium v davkach mensich nez 175 pmol/den nema
toxicky ucinek na obsah vapniku v kostech nebo na jeho metabolizmus. Podani nadmérnych
davek stroncia snizilo stfevni absorpci vapniku a vyvolalo hypokalcemii [5]. V jiné studii na
krysach po ovarektomii bylo prokdzano, ze davka stroncia 87,5 pumol/den muize zabranit

zméndm v kostnim obratu zvySenych nedostatkem estrogenti [6].

2.9.1 Rachitogeneticky ucinek stroncia

Jak bylo prokazano u hospodafskych zvifat, stroncium je méné toxické neZ vapnik.
Vysoké mnozstvi stroncia miize zpusobit u experimentdlnich zvifat kostni zmény podobné
rachitidé, obzvlasté¢ kdyz je nizky ptijem vapniku. To je zplisobeno narusSenim intestinalni
absorpce vapniku a sniZzenim renalni produkce 1,25-dihydroxycholekalciferolu. Vapnik a
stroncium sdileji ve stfevé spolecnou absorpcni drdhu. Tato soutézivd inhibice byla
demonstrovana v izolovanych ¢astech stieva. Bylo ukazéano, ze proteiny vazajici vapnik vazi
stroncium v men$i mife nez vapnik a ze stroncium inhibuje v ledvinach 1-hydroxylazu,
zmensuje se tim produkce 1,25-dihydroxyvitaminu D. Vitamin D u kufat, stejn¢ dobie jako
jeho hydroxyderivat, po vysokych davkach ptijatého stroncia ztraci antirachitickou aktivitu,
ale 1,25-dihydroxyvitamin D udrzuje schopnost stfevniho epitelu syntetizovat proteiny
vazajici vapnik. Strava s vysokym obsahem vépniku stejné tak jako strava s vysokym
obsahem stroncia u gravidnich mysi snizila obsah proteinli vazajicich vapnik ve stievé matky
a v placenté. To vedlo k hypomineralizaci fetdlni kostry. Mladsi zvifata jsou citlivéjsi na
nadbytek stroncia nez star$i zvifata a nepfiméfeny piijem véapniku a vitaminu D zvySuje
Skodlivy ucinek stroncia na kosti.

Vyznam stroncia v lidské vyzivé zkoumali napt. Ozgure a jini. Nasli, ze ve dvou
tureckych regionech, kde mnozstvi stroncia v pidé bylo velice odlisné, byla prevalence
rachitidy vysoka: v regionu 1 byl obsah stroncia okolo 350 ppm a v regionu 2 byl mensi nez
350 ppm. V regionu 1 byla prevalence rachitidy 31,5 % a v regionu 2 19,5 %. Z toho vyplyva,
ze vysoka koncentrace stroncia v ptidé mize zptuisobit rachitidu [1].

Ptimy ucinek vysokych davek stroncia v kostech in vitro byl demonstrovan

Verbeckmoesem a kol. Nasli dikaz o tom, Ze vysoké davky stroncia v médiu tkanovych
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kultur zptasobuje nedostateCnou tvorbu hydroxyapatitu, tedy obdobny jev jako u klinické

osteomalacie dialyzovanych pacienti [1].

2.9.2 Antiosteoporoticky ucinek stroncia

Nizka hladina stroncia byla zaznamenéna ve stehenni hlavici, v které je nizka frekvence
zlomenin. Shorr a Carter ukazali, ze po podani nizké davky laktatu stroncia je ukladani
vapniku v kostech vys8i, nez kdyZ je vapnik poddn bez stroncia. O par let pozdéji se
prokézalo, Ze laktat stroncia sniZzuje bolesti u pacientli s osteopordézou. Tomuto pozorovani
nebyla vénovana pozornost pravé proto, Zze byl predtim popsan rachitogeneticky ucinek
vysokych davek stroncia. Veskeré vyzkumy se nékolik let soustfedily na vyzkum Skodlivych
ucinkl radioaktivnich izotopt stroncia a jeho pfiznivym tGinkiim takova pozornost vénovana
nebyla [1].

Posledni vyzkumy ukazaly, ze stronciumraneldt snizuje kostni resorpci a udrzuje
tvorbu kosti in vivo, zvySuje vertebralni kostni obsah bez mineraliza¢nich defektti a zvysSuje
kostni bunéénou replikaci a tvorbu kostni hmoty in vitro. Boivin a jini studovali biodistribuci
stroncia po aplikaci stronciumraneldtu opicim pomoci rentgenové mikroanalyzy. Zmény
v kostni krystalové jednotce byly zhodnoceny odchylenim rentgenového zafeni a Ramanovou
mikrospektroskopii. Stroncium bylo inkorporovano do kostniho mineralu trabekularni a
kompaktni kosti, hlavné do nové tvotfené kosti. Kdyz bylo podavani stronciumranelatu
zastaveno, koncentrace stroncia v kostech se vyrazné snizila. Nebyly pozorovany zadné
zmény v krystalové miizce nebo v krystalové struktufe. Minimaln€ 1 ion véapniku z 10 byl

nahrazen jednim iontem stroncia v kazdém krystalu [1].

2.9.3 Stronciumranelat

Stronciumranelat (obr.1) je schvaleny pro 1é¢bu osteopordzy ve vétSiné zemi Evropy,
ale jest¢ neni schvaleny v USA. Stronciumranelat je vyrabén jako Iék francouzskou
spolecnosti Servier pod ndzvem Protelos. Molekula stronciumraneldtu je spojena ze dvou
atomu stabilniho stroncia a z jedné molekuly kyseliny ranelové. Je snadno rozpustna ve vodé

a muze byt vstiebana do téla.
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Obrazek 1: Molekula stronciumranelatu

Piesny mechanismus ucinku stronciumranelatu dosud neni zndm. Stronciumranelat
zvysuje replikaci kostnich bunék a utvaieni kosti in vivo. Snizuje kostni resorpci (vstiebavani
kostni tkdn€). Chova se jako agonista osteoblastll. Stimuluje vapenaté receptory a vede k
diferenciaci preosteoblastli na osteoblasty, které zvysuji kostni tvorbu.

Stronciumranelat vyznamné snizuje riziko fraktur vertebralnich obratli u postmenopauzalnich
osteoporotickych zen s nebo bez ptredchozich zlomenin. Také snizuje riziko fraktur kyc¢li a
zvysuje hustotu kostnich mineralti. Uinek neni zavisly na hlading parathyrinu a vitaminu D.
Lécbu stronciumranelatem indikuje internista, ortoped, revmatolog, endokrinolog a gynekolog
pro pacientky s komplikovanou osteopordézou a s osteoporotickou frakturou. Dale je
indikovan pifi kontraindikaci bisfosfonati a raloxifenu, u pacienti netolerujici jinou
antiresorpéni terapii nebo pii projevech nezddoucich ucinkl jiné terapie. Lécba delsi nez 2
roky je indikovand pouze u prokazatelné¢ zéastavy ubytku kostni hmoty. Kontraindikace
stronciumranelatu je pii precitlivélosti na uéinnou latku, t€zké poruse funkce ledvin
(clearance kreatininu pod 30 ml/min) a pii predispozici k trombembolizmu. VétSina
nezadoucich U¢nikl se projevuje nauzeou, prijmem, bolesti hlavy a ekzémem. Miize dojit ke

zvySeni hodnot jaternich transamindz a zvySeni rizika vendzniho trombembolizmu.
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Tetracyklinova antibiotika a chinolonovéd chemoterapeutika mohou tvofit §patné vsttebatelné
komplexy se stronciem. Obvykla davka strontiumranelatu je 2 g denné, nejlépe vecer alespon

dvé hodiny po veceti [8].

2.10 Metalothioneiny

V roce 1957 Margoshes a Vallee izolovali z ledviny koné nizkomolekulovy protein,
ktery vykazoval vysokou afinitu ke kadmiu a obsahoval vysoky pocet triolovych skupin. Diky
vysokému obsahu kovu a neobvyklé bioanorganické struktuie byl zafazen mezi
metaloproteiny [9].

Dnes je mozno charakterizovat metalothioneiny jako superrodinu neenzymatickych
polypeptidt, s malou molekulovou hmotnosti v rozmezi 6 az 7 kDa a s vysokym podilem siry
a kovii. In vivo MT vazi Zn*", Cu*", Cd*" nebo Hg*", zatimco in vitro jsou schopny vazat
navic Ag+, Bi3+, C02+, Fez+, Pb2+, Pt*" a Tc*". Nicméné hlavnim vazanym kovem za
fyziologickych podminek je zinek. MT se vétSinou skladaji z 60 az 68 aminokyselinovych
zbytkl a ve své centralni ¢asti obvykle obsahuji dvacet molekul cysteinu, pfi¢emz nejcastéji
se opakujicim motivem je cystein (C) — serin (S) — cystein (C). Aromatické aminokyseliny
v primarni struktufe téchto latek obvykle chybi. VSechny pfitomné cysteiny jsou
v redukované podob¢ a koordinované s ionty kovu, pficemz vytvareji metalothiolatové klastry
[10]. Molekula MT je tvofena dvéma vazebnymi doménami (o, P), které jsou slozeny
z cysteinovych klastrd. Tyto klastry existuji v obou lobuldrnich doménach. Domény jsou
k sobé vazany kratkym polypeptidovym tsekem bohatym na lysin. a-doména na svém C-
konci obsahuje 11 cysteinli a je schopna véazat 4 divalentni nebo 6 monovalentnich kov,
zatimco N-koncova doména zahrnuje 9 cysteinii schopnych vazat 3 divalentni nebo 6
monovalentnich kovii. Pokud se kovové ionty navazi na apothionein, polypeptidovy fetézec
se okamzit¢ svine do dvou nativnich tfirozmérnych triolovych klastri umisténych v kazdé
z domén. Pouze v a-doméné je jedind kratka oblast se sekundarni strukturou (a-helix) a to

tehdy, pokud je protein pln¢ obsazeny divalentnimi (nikoliv monovalentnimi) kovy [9].

Biologicka funkce metalothioneini
Metalothionein ma mnoho biologickych funkci. Mezi ty hlavni patii funkce 1)
imunoregula¢ni 2) neuroprotektivni 3) metaloregulacni 4) detoxikacni (vychytavani volnych

kyslikovych radikald, eliminace tézkych kovl z organizmu). Zajem o MT vSak vzrusta diky
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tomu, Ze je to perspektivni onkomarkr. Mnoho studii prokézalo, ze se MT vyskytuje nebo ze
je jeho syntéza zvySena v normalnich proliferujicich bunkéch a nadorovych bunkéch. Byl
prokazan ptimy vztah mezi expresi MT proteinu a agresivnim neoplastickym rlistem bunck.
Diky své nukleofilit¢ MT chrani bunky ptfed cytotoxickym efektem elektrofilnich
protinddorovych 1é¢iv [11]. Soucasné studie poukazuji na to, ze zvySena exprese MT
v bunikach indukuje antiapoptoticky efekt a nedostatek MT v bunkéch s chybéjici syntézou
MT zvySuje jejich nachylnost k programované smrti poté, co jsou vystaveny pusobeni
protinddorovych 1€ka [12]. MT hraje dulezitou roli v procesech detoxikace tézkych kovi.
Zaroven existuji prace dokazujici jeho schopnost vychytavat reaktivni kyslikové radikaly,
castecné 1 hydroxylové radikaly. MT byl zafazen k potencialnim prognostickym markeram
invazivnich duktalnich karcinomli mamy, kize, cervixu a pankreatu [11]. ZvySend bunécna
proliferace nebo porucha bunck uskutecnit apoptdzu je povazovan za hlavni faktor malignich
procesii. Vysoka exprese MT je pfic¢inou chemorezistence v 1é€bé mnoha typi nadorovych
onemocneéni.

Analytickych metod pro citlivou analyzu MT neni v soucasné dobé mnoho. VétSina
znich vyzaduje velmi slozitou piipravu vzorku, narocnou a drahou instrumentaci.
Elektrochemickd analyza metalothioneinti pfedstavuje jeden =z vhodnych analytickych
nastrojii pro detekci v biologickych vzorcich. Analyza probihala elektrochemickou metodou
zalozenou na Brdickové reakci (v pfitomnosti proteini obsahujicich siru, vznika

polarograficky signal).

2.11 Analytické metody

V klinickych laboratofich se pro stanoveni stroncia pouzivd atomova absorpcni

spektrofotometrie (viz. metodika).

2.11.1 Dalsi metody ke stanoveni stroncia

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry — MS) je separacni technika, kterad
pfevadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi (ionizace vzorku nastdva zpravidla ndrazem
prudce leticich elektronti nebo je vyuzita chemickd ionizace, kdy ionty vznikaji chemickou

reakci) a vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti a naboje m/z [13].
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Viontovém zdroji hmotnostniho spektrometru pii vysokém vakuu dostavaji molekuly
pozitivni naboj. Pak prochézeji elektrickym polem, kde se jednotlivé fragmenty 1 molekulovy
kation urychluji podle velikosti naboje a kolmo pisobicim magnetickym polem, v némz se
vychyluji podle své hmotnosti a dopadaji na detektor (pocita¢ ¢astic). Tak vznikd hmotnostni
spektrum. Jako hmotnostni analyzator za iontovym zdrojem je pouzivan kvadrupolovy
analyzator nebo kvadrupolova iontova past. Hmotnostni spektrometry se pouzivaji ve spojeni

s chromatografy [14].

Fluorimetrie

Pti fluorimetrickych stanovenich se vyuziva jevu, kdy v nékterych latkach po ozareni
dostateéné energetickym zdrojem svétla vznikd fotoluminiscence. Latky pfitom vyzatuji
svétlo, jehoz intenzita je pfimo Uumérnd koncentraci fluoreskujici slouceniny. Emitované
zateni fluoreskujicich sloucenin ma vzdy vyssi vinovou délku (tj. méné energie) nez excitacni
zafeni, vyvolavajici fotoluminiscenci. Zakladni konstrukce flourimetrii sestava ze zdroje
zativé energie, dvou optickych separacnich prvkil a detektoru. Zdrojem zéafeni jsou nejcastéji
halogenové zarovky a xenonové vybojky. Svétlo ze zdroje prochézi bud’ interferencnim
filtrem, nebo mfizkovym monochromatorem. Dale prochazi kyvetou s roztokem métené¢ho
vzorku a emitovand fluorescence se méti pod tthlem 90 stupiiii, kdy po priachodu filtrem nebo

po difrakci reflexni miizkou dopadd emitované svétlo vybrané vinové délky na fotonasobic

[14].

Neutronova aktiva¢ni analyza

Neutronova aktivacni analyza je vysoce citliva metoda analyzy chemického sloZeni
latek, zaloZzena na zachytu neutronti v jadrech zkoumané latky, ¢imz vznikaji radioaktivni
jadra [15]. Neradioaktivni latka se ozafi v atomovém reaktoru nebo laboratornim zdroji
neutronl neutronovym zarenim (mnozstvi vzorku staci nejvySe nékolik mg a v ném stopy
stanovovaného prvku). Tim se nckteré prvky vzorku stanou radioaktivnimi. Radioaktivita
ur¢en¢ho prvku bude tim vyssi, ¢im je ho ve vzorku vice. Idedlni pfipad nastava, kdyz ve
vzorku vznikne pouze jeden druh radionuklidu, coz nebyva obvykle mozné. Vznikajici
radionuklidy se od sebe lisi poloCasem 1 zplisobem rozpadu. S vyuzitim jejich odlisného
chovani je Ize od sebe rozlisit. Az teprve v piipadé¢ obdobného chovani musime pfistoupit

k separaci.
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Obrazek 2: Typicky postup pii neutronové aktivacni analyze [15]

Obsah stanovovaného prvku se zjiStuje s pomoci etalonu kompara¢ni metodou. Etalon
obsahuje zndmé mnozstvi prvku, ktery chceme stanovit. S etalonem se vzorek ozafuje za
stejnych podminek a za stejnych podminek a ve stejném case se méfi jejich aktivita [13].
Neutronova aktivacni analyza ma mimotadné vysokou citlivost, takze je vhodna ke zjistovani
stopovych mnozstvi latek [15]. Pfi stanoveni nezalezi na tom, v jaké chemické podob¢ se
nachdzi stanovovany prvek. Celé stanoveni muize probihat v modernich zatizenich

automaticky [13].

Elektrochemické metody:

Voltametrie a polarografie

Mezi dvojici elektrod ponoienou v roztoku elektrolytu je vkladano ménici se napéti a
sledujeme prochézejici proud. Jedna zelektrod je polarizovand a slouzi jako pracovni
(mérna), druhd je nepolarizovana a slouzi jako srovnavaci. Ze zavislosti proudu na napé&ti
(polarogramu, voltamogramu) usuzujeme na druh a obsah analytu (tzv. elektroaktivni latky).
Ve voltametrii pouzivame stacionarni polarizované elektrody (pevné elektrody, rtutova
filmova elektroda, stacionarni rtutovéa kapkova elektroda). Metody s odkapavajici rtutovou

kapkovou elektrodou maji nazev polarografie [13].
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2.12 Referen¢ni hodnoty laboratornich vysetfeni

U laboratornich vySetieni vyplyva nutnost zjistit, zda zmétena hodnota je fyziologicka,
zvySend, nebo snizend. U referencnich hodnot urujeme referen¢ni interval a jeho meze (horni
a dolni).
Referencni (fyziologické) rozmezi jsou to takové hodnoty laboratorniho testu, mezi nimiz lezi
vétSina hodnot ziskand méfenim referencni populace. Za vétsinu se obvykle povazuje 95%
vysledkl. Referencni populace je mnozina (soubor) jedinct, spliujicich urcité predpoklady

(nejcastéji neptitomnost nemoci) [16].

Urceni referen¢niho rozmezi:

Protoze obvykle nelze vysetfit celou referencéni populaci, provadime ndhodny vybér a
ziskdame tak vybérovou referencni skupinu. U ni méfime vybérové referencni hodnoty,
urCujeme vyberové referencni rozlozeni a vyb&rové referenéni meze [16]. Vybérova
referen¢ni skupina by méla byt dostatecné velka, aby odhad referen¢niho rozmezi odpovidal
skutenym referenénim mezim u celé referencni populace. Pro vypocet referenéniho rozmezi

1ze pouzit dvé rtizné metody:

Neprima metoda — méné pouZivand, lze pouzit tam, kde jsou k dispozici pouze data ziskana
méfenim pacientll (tzv. smiSend populace, kterd se skladd ze zdravych jedinct a jedinct
s patologickymi hodnotami testu). Vyhodou je ziskani odhadu z populace, jejiz vysledky
podle tohoto odhadu hodnotime. Zaroven méame k dispozici velké mnozstvi dat, které
muzeme tfidit podle pohlavi, véku apod. Nevyhodou je potieba velkého mnozstvi dat (tisice
az desetitisice) a nemoznost odhadnout typ rozlozeni vysledkli zdravych osob. Meze oproti

primym metoddm maji vétsi smeérodatnou odchylku a jsou polozeny vyse.

Pfima (induktivni) metoda — castéji pouzivané. Nejdiive musime ziskat vybérovou
referencni skupinu — nejcastéji soubor zdravych jedinct (darci krve). Nevyhodou je, ze
veékova skupina darcti neodpovida vékové struktufe hospitalizovanych pacientii (pfevazné
star§i osoby), opakované odbéry krve ovliviiuji proteosyntézu, a prvodarcii, kteii by byli
vhodnéjsi, je nedostatek. Je nutné si uvédomit, ze vysledky mohou byt ovlivnény jesté
uzivanim 1ékl, nedostatkem zavodnéni, stresem apod. Naméiend data zpracovavame tak, ze je

podrobime exploratorni analyze, distribuci vysledkti popiseme distribuc¢ni funkci:
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F(y) =P(x+Yy)

Kde F(y) je pravdépodobnost, ze dana veli¢ina x bude mit hodnotu rovnou ¢islu y nebo
mensi. Kvantil (percentil) ndhodné veli¢iny x na hladiné a je hodnota x,, pod kterou lezi
100(1-a) procent hodnot nahodné veli¢iny x. V tomto ptipad¢ dolni referencni mez je 2,5%

kvantit a horni referen¢ni mez je 97,5% kvantil. Odhad kvantili lze provést dvéma zptisoby:

1. Parametricka metoda — Pouzivame ji u normalniho rozdéleni dat (Gaussovo rozdé¢leni).

U vétsiny metod je rozloZeni jiné, pak je nutné data transformovat. Vlastni vypocet je
vypoétem aritmetického priméru a smérodatné odchylky s. Odhady referen¢nich mezi
vypocitame podle vztahu:

Xxta.s

kde a je koeficient liSici se podle pozadovanych kvantili. Pro 2,5% a 97,5% kvantil je a =
1,96 (pfiblizn€¢ 2). Referencni interval je tedy: x + 2s. Nesmime zapomenout ovéfit si
spolehlivost ziskanych referencnich odhadd. Pro vypocet staci mensi pocCet dat (minimalné

40).

2. Neparametricka metoda — Ize ji pouzit bez ohledu na typ rozlozeni vysledki. Je nutné
vysetiit pomérné velkou vybérovou skupinu. Vysledky sefadime vzestupné€, na obou koncich
oddélime urcité procento vysledkl (vétSinou 2,5% nahote a 2,5% dole v ptipadé, Ze chceme,
aby uvnitf referencniho rozmezi zlstalo 95% vysledkll). Pak vypocitdime dolni mez
referenc¢niho intervalu kg = 0,025(n+1), horni mez k, = 0,975(n+1), tedy jako k-tou hodnotu
ze sefazeného vybéru, nedostaneme-li celé¢ Cislo, provedeme linedrni interpolaci mezi

sousednimi hodnotami [14].

Referencni hodnoty pro stroncium u dospélé populace:
Sérum: < 50 pg/l
Dialyzovani pacienti az ptes 300 pg/l.

Pacienti uzivajici preparaty se stronciem pies 1 mg/l [14]
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3. CILE BAKALARSKE PRACE
Zavést metodu pro stanoveni stroncia pomoci bezplamenové AAS v biologickych materidlech

(sérum, plazma, plna krev, moc).

Zjistit koncentraci stroncia v plazmé ¢i séru (popt. moci) u nékterych soubort pacienti.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Charakterizace, odbér a zpracovani biologického materialu
Pro analyzu stroncia v biologickém materialu bylo pouzito:

a) 23 vzorki plazmy pacientil (pramérny vek 70 let) 1é€enych stronciumranelatem

(Protelos 2g/den)
b) 17 vzorki sbirané moci (24 hodin) pacientd (primérny vek 70 let) 1écenych
stronciumranelatem (Protelos 2g/den),

¢) 95 vzorki plazmy déti ve véku < 1 rok

d) 80 vzorkl pupecnikové krve (40 vzorki arterialni krev a 40 vzork® vendzni krev) a

e) 12 vzorki krysich jater.
Vzorky séra déti byly ziskany ze zbytku materidlu dodanych pro rutinni vySetfeni do
laboratoii UKBP. Vzorky byly rozdéleny do dvou skupin podle véku: 1.skupina (1-28 den, n
= 29), 2.skupina (1-14 mésic, n = 66). Ziskané vzorky nesrazlivé arteridlni a venozni krve
byly centrifugovany 15 minut pii 4 000 otackach. Poté byla odebrana plazma do ptipravenych
mikrozkumavek.
K ptipravé vzorki krysich jater bylo k dispozici 12 vzorkt vlhké tkané. Z kazdého vzorku
bylo odebrano a navazeno cca 500 mg vlhké tkan¢, pireneseno do sklenénych zkumavek a
dano na led. Poté byla provedena homogenizace. Ke kazdému vzorku vlhké tkédné bylo
pfidano 2 ml homogeniza¢niho pufru (10 mM Tris-HCI pufr, 5 mM 2-mercaptoethanol, pH
8,0). Ve zkumavkach byla tkan rozstiihana ntizkami na mensi kusy a nasledn¢ dezintegrovana
homogenizatorem 3 minuty, dano na led a poté homogenizovano dalsi cca 3 minuty. Poté byl
homogenat centrifugovan 15 minut pii 4 000 otackach. Odebrany supernatant byl zahtivan 10
minut pfi 65°C. Poté se dalo opét centrifugovat 15 minut pii 4 000 otackach a byl odebran

supernatant do pripravenych mikrozkumavek.

VSechny ptipravené vzorky byly uskladnény v mrazicim boxu pii -20°C pro pozd¢jsi analyzu.
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4.2 Pouzité chemikalie a material

Standardni roztok Sr 1 g/l (Fluka)
HNO; (Fluka)

LaCls.H,O (extra Cisty Fluka)
KClI (extra ¢isty Fluka)

8% Butanol (Riedel-de Haén)
Triton X-100 (Fluka)

Antifoam A (Fluka,)

HCI (Fluka)

Tris-HCI

2-mercaptoethanol

fosoforecnanovy pufr (pH = 6,8)

Pipety, Spicky, plastové zkumavky, stojanky, mikrozkumavky, vialky, nizky, skalpel, pinzeta

Piiprava roztoki a reagencii:

Plamenova AAS:

Zasobni kalibracni roztoky Sr:

Do 100 ml odmérnych ban€k byl odpipetovan zasobni roztok Sr (Fluka 1 g/l), ptidany 2 ml

HNOs3, 8 ml destilované vody a doplnéno fedicim roztokem

Redici roztok s modifikatorem Sr:
20 g LaCls.H,O (extra Cisty Fluka)
4 g KCI (extra Cisty)

80 ml 8% butanolu

Doplnéno do 1 1 destilovanou vodou

Bezplamenova AAS:
Kalibracni roztoky Sr:

Pracovni mezistandard (2,5 mg/I)
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Do 100 ml odmérné banky (plastové) bylo odpipetovano 250 ul standardu Sr, pfidany 2 ml
HNOj3 a doplnéno fedicim roztokem po rysku

Pracovni standard pro sérum a mo¢
Do 100 ml odmérné banky bylo odpipetovano 1000 pl mezistandardu, pfidano 2 ml

koncentrované HNOj3 a doplnéno fedicim roztokem po rysku. Skladovano v plastové nadobg.

Proplachovaci roztok:
250 pl Triton X-100

2 080 ul Antifoam A
250 ul HCI1

Doplnéno do 500 ml destilovanou vodou.

Redici roztok Sr:

2 ml Tritonu a 2 ml Antifoamu bylo doplnéno do 1 1 destilovanou vodou.

Homogenizacni pufr:
0,605g Tris-HCI
0,0195g 2-mercaptoethanolu

Doplnéno do 0,5 1 destilovanou vodou.

4.3 Pristroje

Bezplamenovy atomovy absorpéni spektrometr Varian SpectrAA GF 220 Z (obr. 3)
Plamenovy atomovy absorp¢ni spektrometr Varian SpectrAA 220 FS

Centrifuga Heraeus 1.0R

Ttepacka VELP

Homogenizator DIAX 100 (Heidolph)
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Obrazek 3: Varian 220 Z

4.4 Stanoveni stroncia atomovou absorp¢ni spektrofotometrii (AAS)

Princip metody:

Pii AAS se méii Ubytek elektromagnetického zéfeni (absorbance) zplisobeny absorpci
volnymi atomy prvka, které musi byt v plynné fazi. Atomy latek ve vzorku se do plynné faze
dostavaji procesem zvanym atomizace. Analyticky jsou vyuzivany piechody vychazejici ze
zékladnich energetickych hladin elektronti. Podminky atomizace jsou proto voleny tak, aby
absorbujici atomy nebyly excitovany, ale aby byly v zdkladnim energetickém stavu. Vztah
mezi absorbanci a koncentraci stanovované¢ho prvku je dan Lambertovym-Beerovym

zdkonem: 1=15.e ™D
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Plamenova atomizace

Pro atomizaci se vyuziva plament hoticich smési paliva a okyslicovadla. Palivem je
acetylen a oxidantem vzduch. Nevyhodou plamenové atomizace je samotny plamen (pomérné
nedokonalé davkovaci zatizeni). Jenom mala ¢ast aspirovaného vzorku (asi 10%) se dostane
do plamene a je atomizovano. Vzorek je fedén velkym mnoZzstvim nosnych plynt, které
privadi aerosol k plameni. Volné atomy jsou pifitomny ve svételné stopé jen velmi kratkou
dobu (rezidenéni &as), obvykle 10 sekund. Rezidenéni &as zavisi na rychlosti nosnych plyn.

Proto se vyuziva pii analyzach vétsich obsahti analytu ve vzorku.

Atomizace v grafitové picce

Plamen je nahrazen elektricky zahtivanou grafitovou kyvetou v argonové komote. Tato
kyveta je jeSté potazena pyrolytickou ochrannou vrstvou, kterd brani jeji oxidaci. Kyveta je
zahtivana kontrolované protékajicim elektrickym proudem v nékolika teplotnich krocich,
v nichz postupné¢ dojde k odstranéni matrixovych komponentti a k atomizaci. Disociace
molekul je ovlivnéna teplotou atomizace, stupném zahtivani a redukénim prostfedim povrchu
grafitové kyvety. Kazdy z analytlh méfeny v grafitové kyveté je atomizovan. Atomy zlistavaji
v oblasti kyvety déle nez v plameni. Kyvetou prochdzi opticky paprsek, ktery je absorbovan.
Vysledkem jsou naméfené koncentrace na urovni detekéniho limitu ppb (parts per bilion).

Typicky program pro méfeni analytu pomoci bezplamenové AAS se sklada ze tii zakladnich

kroku:

1. SuSeni
Vzorek je nanesen pipetorem do grafitové picky. Je usuSen pfi teploté jeho varu nebo
mirné pod teplotou varu rozpoustédla (80-200°C). Rozpoustédlo je odpafeno. Na povrchu

grafitové kyvety zlstane uchyceny tenky film.

2. Spalovani nebo spékani
Vyvine se teplota (350-1600°C), kterd umozni spaleni vSech slozek matrice, v které je
analyt stanovovan. Béhem spalovani se slozky matrice méni na plynné oxidy, které unikaji

z kyvety. Analyt vytvoii vétSinou teplotné odolny oxid, ktery zlistava az do atomizace.
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3. Atomizace
Picka je béhem atomizace zahiata na atomizacni teplotu. Vyvine se oblak volnych
atomll v mist¢ prachodu optického paprsku. V tomto momenté je mecfena absorbance.

Atomizacni teplota zavisi na t€kavosti stanovovaného prvku (1 800-3 000°C)

Zdrojem zareni je pii stanoveni netékavych kovi dutd katodova vybojka (katoda je

z kovu, pro ktery je lampa urcena). V plamenové verzi je vzorek rozprasovan tryskou do

mlzné komory a proudi spole¢né s palivem (acetylen-vzduch) pfes hofdk do laminarniho

plamene. Bezplamenové elektrotermické atomizatory pracuji ve tiech teplotné odlisnych
krocich.

K izolaci analyzované spektralni cary od ostatnich ¢ar zdroje zafeni se pouziva

monochromator (miizka) a k detekci fotonasobic.

Priprava vzorkit pied AAS analyzou

Redéni vzorki:
Vzorky byly fedény 1:19, tedy 100 pl plazmy, séra, moc¢i nebo kontrol a 1,9 ml fediciho
roztoku a dikladné promichany na tfepacce. Poté vzorky prelity do specidlnich plastovych

zkumavek (vialek), které byly vkladany do karuselu pfistroje.

Vlastni méreni:

V nadobé pod karuselem piistroje doplnén proplachovaci roztok. SpusStény vSechny
soucasti piistroje kromé zesilovace lampy. Vkladano do téchto pozic v karuselu:
Do pozice 26 tedici roztok, pozice 27 standard. Do pozice 1 az 25 ostatni vzorky, pozice 1 a 2
kontroly (sl a s2), na kazdou 11 pozici kontroly, po 10 vzorcich probihad rekalibrace. U

vzorka vkladan dilu¢ni faktor 20.

Podminky analyzy stroncia

Tabulka 3: Hlavni pFistrojové parametry pro analyzu stroncia

Prvek | VInova délka | Si¥ka §térbiny |Napéti Proud na lampé | Korekce pozadi
(nm) (nm) (Volt) (mA)
Sr 460 0,5 7 Ne
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Tabulka 4: Parametry plamenové AAS pro stanoveni stroncia

Prametr Sr
Prutok acetylénu (1/min) 13,5
Prttok vzduchu (I/min) 2
Cas analyzy (s) 3
Vyska hotdku (mm) 0

Tabulka 5: Teplotni program pro bezplamenovou AAS pro stanoveni stroncia

Krok | Teplota (°C) | Cas (s) | Priitok(I/min) | Typ plynu | Cteni | Zaznam signalu
Sr Sr Sr Sr Sr Sr

1 95 2,0 3,0 Normal Ne Ne

2 105 8,0 3,0 Normal Ne Ne

3 120 5,0 3,0 Normal Ne Ne

4 120 10,0 3,0 Normal Ne Ne

5 200 10,0 3,0 Normal Ne Ne

6 1100 5,0 3,0 Normal Ne Ne

7 1100 10,0 3,0 Normal Ne Ne

8 1100 1,0 0,0 Normal Ne Ano

9 2750 0,8 0,0 Normal Ano |Ano

10 2750 0,5 0,0 Normal Ano |Ano

11 2850 0,1 3,0 Normal Ne Ne

12 2850 1,4 3,0 Normal Ne Ne

4.5 Zpracovani namérenych dat

Vysledky méteni byly zpracovany v programu Microsoft Excel. V tomto programu byla
provedena také statisticka analyza dat. U namétenych dat byla vypocitana primérna hodnota,
smérodatnd odchylka, variacni koeficient, minimalni hodnota a maximalni hodnota. Byly
porovnany prumérné hodnoty koncentraci stroncia soubord dvouvybérovym t-testem
s nerovnosti rozptylii na hladiné vyznamnosti 0,05. U vzorku krysich jater byl proveden

prepocet koncentrace stroncia v pg/l na pg/mg vlhké tkané.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Analytické vlastnosti metody pro stanoveni stroncia

Opakovatelnost v sérii a mezi sériemi byla zhodnocena pomoci kontrolniho materidlu
na 1 hladiné¢ koncentrace Sr. Byly stanoveny priméry méfeni, variacni koeficienty a
smérodatné odchylky opakovatelnosti (v sérii 20 méfeni) a opakovatelnosti mezi sériemi

(vzorek byl méfen 20 dni po sobé v singletu).

Souhrn vysledkl opakovatelnosti v sérii a mezi sériemi analyzy stroncia je uvedena v tabulce

6.

Tabulka 6: Opakovatelnost méteni stroncia

n Cilova hladina | Primérna Smérodatna Cv Bias
(ng/) hodnota odchylka (%) (%)

Opakovatelnost v
sérii
Nizka kontrola |20 |105 93,28 5,06 5.4 11,2
Opakovatelnost mezi
sériemi
Nizka kontrola |20 |105 86,48 8,52 9,9 17,6

Opakovatelnost v sérii a mezi sériemi byla vzhledem k nizkym hodnotdm CV (< 10 %) velmi

dobra.

5.2 Stanoveni stroncia u pacientii IéCenych stronciumranelatem
Bylo analyzovédno 23 vzorkli plazmy a 16 vzorkii moc¢i pacienti IéCenych
stronciumranelatem. Byla vypocitdna primérnd hodnota, smérodatnd odchylka, minimalni

hodnota a maximalni hodnota. Koncentrace stroncia v plazmé jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7

Pacienti lé¢eni stronciem

datum plazma
¢.vzorku | odbéru (ng/h
1 28.12.2007 9421
2 28.12.2007 | 13255
3 28.12.2007  |17139
4 4.1.2008 6707
5 8.1.2008 4900
6 11.1.2008 17757
7 14.1.2008 30
8 18.1.2008 8311
9 18.1.2008 5595
10 18.1.2008 8287
11 22.1.2008 14502
12 22.1.2008 4115
13 22.1.2008 7022
14 29.1.2008 14233
15 29.1.2008 6610
16 29.1.2008 8519
17 31.1.2008 219
18 1.2.2008 8914
19 5.2.2008 3307
20 5.2.2008 227
21 5.2.2008 8769
22 13.2.2008 11205
23 19.2.2008 5589

Koncentrace stroncia v moc¢i (U-Sr) a odpad moci za 24 hodin (dU Sr) jsou uvedeny

v tabulce 8.

Tabulka 8

Pacienti 1éCeni stronciem

¢.vzorku | datum odbéru |U-Sr (ug/l) |dU Sr mg/24 hod |V moce ml/24 hod
1 28.12.2007 25910 65,81 2540

2 28.12.2007 47850 105,27 2200

3 4.1.2008 70011 84,01 1200

4 8.1.2008 7524 15,80 2100

5 11.1.2008 56281 123,82 2200
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6 14.1.2008 132 0,17 1250
7 18.1.2008 34543 58,72 1700
8 18.1.2008 25009 78,78 3150
9 18.1.2008 30561 73,35 2400
10 22.1.2008 62689 125,38 2000
11 22.1.2008 14917 37,59 2520
12 29.1.2008 37741 117,00 3100
13 29.1.2008 10802 34,73 3215
14 29.1.2008 15458 231,87 15000
15 31.1.2008 1003 1,60 1600
16 19.2.2008 34222 88,29 2580

Primérné hodnota (+ smérodatna odchylka) koncentrace stroncia v plazmeé byla 8027 +
4995
pg/l. Minimélni hodnota byla 30 pg/l a maximalni hodnota 17757 pg/l.
Primérnéd hodnota (+ smérodatna odchylka) koncentrace stroncia v moci byla 29666 + 21390

pg/l. Minimalni hodnota byla 132 pg/l a maximalni hodnota byla 70011 pg/I1.

V souboru pacientil 1é¢enych stronciumraneldtem byla primérnd koncentrace stroncia
v plazm¢é vysoka. Referen¢ni hodnoty koncentrace stroncia v séru zdravych lidi jsou < 50
ug/l, u pacientll uzivajici preparaty se stronciem jsou pres 1 mg/l, tedy prevysuji referencni
hodnoty az 355x. Vysoky rozptyl hodnot koncentraci v plazmé pacientd léCenych
stronciumraneldtem svédci o variabilit¢ metabolizmu Sr u pacientil s osteoporézou. Sveédei
pro to i odpad Sr moci, ktery se pohybuje od 0,17 do 232 mg/24 hodin. Vzhledem k tomu, Ze
chronicka toxicita stroncia stale neni dostate¢né zdokumentovana, bylo by vhodné u pacienti

uzivajicich stronciumranelat monitorovat v prabéhu 1é¢by hladiny stroncia.

5.3 Stanoveni sérové koncentrace stroncia u déti

95 vzorkl pacientl v rozmezi véku od 1 do 14 mésict bylo rozdéleno do dvou skupin
podle veéku: 1. skupina (1-28 dni) a 2. skupina (1-14 mé&sicit). Primérnd hodnota koncentrace
stroncia v séru v prvni skupiné byla porovnana s primérnou hodnotou stroncia v séru ve 2.
skupiné dvouvybérovym t testem s nerovnosti rozptylii v tabulce 9 s grafickym znazornénim

v grafu 1.
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Tabulka 9

Dvouvybérovy t-test s nerovnosti roiilﬁ \

Stf. hodnota 24,097 24,854
Rozptyl 98,387 90,955
Pozorovani 29,000 65,000
Hyp. rozdil stf. 0,000
hodnot
Rozdil 52,000
t stat -0,346
P(T<=t) (1) 0,365
t krit (1) 1,675
P(T<=t) (2) 0,731
t krit (2) 2,007
pramér 24,1 24,81
smeérodatna odch. 9,92 9,47
VK (%) 41,16 38,17
min.hod 12,96 11,16
max.hod 45,4 57,36
Grafl
Koncentrace stroncia v séru
40,00
35,00 |
30,00 -
s
S 2500 -
Q
5
£ 200 | 24,10
(4]
S
‘§ 15,00 |
g
< 10,00 -
5,00 -
0,00 -

1-28 den

1-14 mésic

37




Primérna koncentrace (+ smérodatna odchylka) stroncia v séru v 1. skupiné byla 24,10
+ 9,92 pg/l a v 2. skupiné byla 24,81 + 9,47 ug/l. Varia¢ni koeficient v 1. skupin€ byl 41,16 a
ve 2. skuping byl 38,17. Minimalni hodnota ve skuping 1. byla 12,96 pg/l, ve skupiné€ 2. byla
11,16 pg/l. Maximalni hodnota ve skupiné 1. byla 45,4 ng/l a ve 2. skupiné 57,36 pg/l.

Primérné koncentrace stroncia mezi novorozenci a kojenci se statisticky nelisily.

Koncentrace stroncia u novorozenct a kojenct jsou nizsi nez ty, které pozorujeme u
dosp€lé populace (okolo 50 pg/l). Je to mozné vysvétlit vyssim metabolickym obratem tohoto
kovu v pribéhu t€hotenstvi a v prvnim roce zivota ditéte, koncentrace je ur¢ovana i skladbou
potravy ditéte, ktera je odliSna od skladby dosp€lého jedince. To nas vedlo k vytvoreni
referen¢nich mezi pro stroncium u déti do 1 roku. S pfihlédnutim k charakteru souboru jsme
pro urceni referencnich mezi pouzili parametrickou metodu. Referen¢ni hodnoty stroncia
v séru u déti jsou nasledujici:

e Dé&ti 1-28 dnii: 4,26 - 43,94 pg/l
e Déti 1-14 mésicii: 5,87 - 43,75 pg/l

5.4 Stanoveni stroncia v pupe¢nikové krvi

Byla provedena analyza 80 vzorkli pupecnikové krve. Porovnani primérnych hodnot

bylo provedeno dvouvybérovym t-testem v tabulce 10 s grafickym znazornénim v grafu 2.

Tabulka 10

Dvouvybérovy t-test s nerovnosti rozptyli
véna arterie

Sti. hodnota 54,17 56,69

Rozptyl 295,05 326,14

Pozorovani 40,00 40,00

Hyp. rozdil sti.[0,00

hodnot

Rozdil 78,00

t stat -0,64

P(T<=t) (1) 0,26

t krit (1) 1,66

P(T<=t) (2) 0,52

t krit (2) 1,99

sm. odchylka 17,18 18,06

primeér 54,17 56,69

minim. hodnota 13,43 19,41

38



|max. hodnota 107,45  |11505 |

Graf 2

Koncentrace Sr v plazmé pupecnikové krve
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Nebyl zjistén statisticky rozdil mezi koncentracemi stroncia ve vendzni a arterialni krvi

na hladin€ vyznamnosti 0,05.

Primérnad hodnota (= smérodatnd odchylka) koncentrace stroncia ve vendzni krvi byla
54,17 £ 17,18 pg/l a v arterialni krvi 56,69 + 18,06 pug/l. Minimalni hodnota koncentrace
stroncia ve venozni krvi byla 13,43 pg/l a v arteridlni krvi 19,41 pg/l. Maximalni hodnota ve
venozni krvi byla 107,45 pg/l a v arterialni krvi 115,05 pg/l.

V souboru novorozencii byly porovnany koncentrace stroncia ve vendzni a arterialni
pupecnikové krvi. Koncentrace stroncia byla vyssi v arterialni krvi (arterialni krev odvadi zpét
krev cirkulujici v plodu k placentg). Vice pozornosti se vénuje stopovym prvkiim jako je napf.

mangan a selen (Gcastni se procest chranicich buiiku pted volnymi radikaly), jejichz snizeny
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prisun ptes fetoplacentarni bariéru je zfeymé spojen s poruchami vyvoje plodu. V souvislosti

se stronciem tento pohyb nebyl zatim prokazan.

5.5 Stanoveni stroncia v jaterni tkani
Byla stanovena koncentrace stroncia ve dvanécti vzorcich potkanich jater. Koncentrace
stroncia v pug/l byla pfepoCtena na koncentraci stroncia v pg/mg vlhké tkané. Hodnoty

koncentraci jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11

Koncentrace Sr|Koncentrace Sr
g/ (ng/mg)
6,71 2,64.107
5,13 2,44.107
5,49 1,95.107
5,62 1,46.107
433 1,86.107
6,16 1,76.107
7,81 1,86.107
4,88 1,08.107
3,28 2,08.107
4,50 1,54.107
6,53 3,32.107
7,87 3,71.107
Pramér:

5,69 [2,14.10°

Nemohli jsme porovnat ndmi naméiené hodnoty sjinymi udaji v literatufe. Pro
koncentraci v kostni tkani se ale uvadi nékolikrat vyssi koncentrace nez v krvi a mékkych

tkanich.

5.6 Stanoveni metalothioneinu v jaterni tkani

Koncentrace metalothioneini byla stanovena v 11 vzorcich potkanich jater. Hodnoty
koncentraci MT jsou uvedeny v tabulce 12. Typicky voltamogram z analyzy je uveden na

grafu 3.
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Tabulka 12

Koncentrace MT (uM)|Konc. MT (ug/mg)
kryl 1,54 4,44.10”
kry2 1,59 4,54.107
kry3 1,52 4,34.107
kry4 1,52 4,34.10”
kry5 1,45 4,14.10°
kry6 1,47 4,20.10”
kry7 1,47 4,20.10”
kry8 1,43 4,08.107
kry9 1,37 3,92.10”
kry10 1,30 3,72.107
kryll 1,40 4,00.107
primér  |1,46 [4,17.10”

Graf 3: Typicky voltamogram z analyzy metalothioneinu v potkanich jatrech

15 nA

T T T T T 1
-1.750 -1.500 -1.250 -1.000 -0.750 -0.500
E/V
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6. ZAVER

Bylo provedeno stanoveni koncentrace stroncia u soubor pacientll s osteopordzou
léCenych stronciumranelatem, détskych pacientl. K tomuto ucelu byla zavedena metoda
plamenové a bezplamenové AAS, kterd z hlediska né€kterych analytickych znakli metody
vykazovala vyborné vlastnosti a je ji mozno pouzivat v bézné klinicko-biochemické
diagnostice.

V souboru pacient léCenych stronciumranelatem byla zjiSt€éna pomérné vysoka
variabilita koncentrace stroncia v plazmé i v odpadu Sr moci. Ze souboru déti z nemocni¢ni
populace jsme urcili referenéni meze pro stroncium v séru. Byla stanovena koncentrace
stroncia v plazmé pupecnikové krve, nebyl nalezen rozdil mezi koncentraci ve venodzni a
arterialni krvi. Primérna koncentrace stroncia v jaterni tkani potkand byla 2,14.10” pg/mg.
Vzhledem k mélo zdokumentované chronické toxicité stroncia by mélo monitorovani jeho
plazmatickych koncentraci byt zavedeno u pacientd léCenych stronciumranelatem.
Koncentrace stroncia v krvi novorozenci a kojencli je ovlivnéna potravou a jinymi

enviromentalnimi faktory.
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8. SEZNAM ZKRATEK

AAS atomova absorp¢ni spektrofotometrie
AMP adenosinmonofosfat

MT metalothionein

PTH parathyrin

SD smérodatnd odchylka

CvV variacni koeficient
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