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ABSTRAKT: Niniejsza praca dotyczy oznaczania stezenn wapnia, magnezu, cynku, zelaza oraz olowiu
w ludzkiej chrzastce stawowej. Zostala w niej przedstawiona procedura przygotowania prébki oraz ilo$ciowej
analizy wybranych metali w materiale biologicznym. W pierwszej cze$ci pracy przedstawiono, z czego sklada sie
i jak funkcjonuje uklad ruchu czlowieka oraz morfologie chrzastki stawowej. Opisano réwniez zawartos$c
badanych pierwiastkdw oraz ich role w organizmie czlowieka. Druga cze$¢ odnosi sie do przygotowania probki,
wybrania metody i dobrania odpowiednich parametréw pomiaru.

ABSTRACT: This project to determine the concentrations of calcium, magnesium, zinc, iron and lead in human
joint cartilage. It will be presented the procedure for preparing the sample for the determination and the
development of the related procedure with the designation of complex biological material. The first part of the
project presents of which consists the system of human motion, or function, morphology of cartilage damage. The
content of studied elements and their role in the human body are also described. The second part refers to sample
preparation, selection of the method and selection of appropriate measurement parameters.
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1. Wstep

Choroby narzadu ruchu sa powaznym problemem dzisiejszego, starzejacego sie spoteczenstwa.
t.acza sie one z bdélem, dluga i ciezka rehabilitacja, a niekiedy nawet z kalectwem lub implantacja.
Postaci choroby zwyrodnieniowej jest wiele, dotyczg one roznych obszaréw naszego ciala, jednak
etiologia powstawania zwyrodnienia jest podobna i prawie zawsze ma swoj poczatek w chrzgstce
stawowej. Chrzastki stawowe sg nieod}aczna i wazng czescig naszego organizmu. Ich gléwna rola jest
ochrona stawu przed tarciem, jak réwniez jego amortyzacja oraz odpowiedni rozklad obcigzen. Kiedy
chrzastka ulega uszkodzeniu i zuzyciu przeklada sie to na ruchomos$é calego stawu. Uszkodzenie
prowadzi do zapalenia ko$ci oraz stawu. Zapalenie i zuzycie stawu wedlug statystyk w wiekszej czesci
dotyczy osob po 50 roku zycia (gléwnie kobiet) oraz oséb mlodszych, u ktérych spowodowane jest to
wczesniejszymi urazami lub chorobami stawow. Choroba zwyrodnieniowa stawdw niestety jest
chorobg, ktdrej nie mozna wyleczy¢, a jedynie lagodzi¢ jej objawy rehabilitacjg, czy tez leczeniem
farmakologicznym lub chirurgicznym.

Leczenie chirurgiczne wigze sie z oczyszczeniem stawu, ktdre ma zmniejszy¢ bol i poprawié jego
funkcje lub z calkowitym wycieciem chorego stawu i wstawieniu w jego miejsce endoprotezy.
Najczesciej wymienianymi z powodu chordb zwyrodnieniowych stawami sa staw kolanowy oraz staw
biodrowy. Czas oczekiwania na taki zabieg uzalezniony jest od renomy placowki, w ktorej jest on
wykonywany. W wiekszych i uznanych placowkach czas oczekiwania wynosi powyzej jednego roku,
a koszt prywatnego zabiegu oscyluje w granicach 20 tysiecy zlotych.

Warto wiec zapobiega¢ chorobie zwyrodnieniowej stawdw, aby uniknac bolesnych powiklan z tym
zwigzanych. Waznym etapem jest utrzymywanie stawow w dobrej kondycji ruchowej, co stymuluje

44



N. Merchut et al. / Analit 7 (2019) 44-50

wydzielanie plynu stawowego oraz odpowiednia dieta, ktéra bedzie dostarcza¢ organizmowi
potrzebnych witamin oraz makro i mikroelementéw.

2. Uktad narzadu ruchu

Uklad ruchowy czlowieka dzieli sie na 2 czesci - czynna i bierna. Do pierwszej z nich zaliczamy
miesnie. Dzieki swojej przyczepnos$ci do kosci poruszaja catym szkieletem. Druga natomiast sklada sie
ze szkieletu, wraz z jego polaczeniami, co stanowi podpore dla czesci miekkich ukladu. Sam szkielet
dorostego czlowieka sklada sie z 206 kosci [1, 2]. Caly obszar kosci pokrywa tzw. okostna z
wylaczeniem powierzchni stawowych. Te z kolei pokrywa chrzastka stawowa. Pelni ona kluczowa
role w organizmie czlowieka, poniewaz dzieki niej jesteSmy w stanie sie poruszac.

2.1. Morfologia chrzqstki stawowej

Chrzastka stawowa ze wzgledu na swoja funkcje w organizmie ma wysoka odpornos¢ na Scieranie
oraz na obcigzenia mechaniczne. Sprezysto$¢ tkanki, ktéra buduje chrzastke stawowa powoduje
mozliwo$¢ odksztalcania sie w zaleznos$ci od sil przenoszonych na stawy, podczas poruszania sie
calego ciala. Nie posiada ona ani naczyn krwionos$nych, ani chlonnych, a co najwazniejsze nie jest
unerwiona. Odzywanie chrzastki odbywa sie droga dyfuzji sktadnikéw odzywczych, pochodzacych z
mazi stawowej, a ta jednoczes$nie nawilza chrzgstke. Nastepuje to podczas poruszania sie stawdw.
Niestety jej regeneracja nie jest mozliwa, poniewaz nie posiada ona ochrzestnej, od ktérej moglaby sie
odbudowaé. Moze to prowadzi¢ do ograniczen ruchomosci stawu, co powoduje zrastanie sie jamy
stawowej [4, 5].

2.2. Struktura chrzqstki stawowej

Chrzastka budowana jest z komorek mezenchymalnych chondrocytéw oraz z macierzy wraz ze
zrebem proteinoglikanowym i widknami kolagenowymi [6].

Jak pokazano na ponizszym rysunku (Rysunek 1), ma ona budowe warstwowa, a kazda z warstw
pelni zlozong role w jej budowie. W warstwie powierzchniowej, ktora jest w bezposrednim
sgsiedztwie jamy stawowej, znajduja sie réwnolegle ulozone wldkna kolagenowe, kwas hialuronowy
oraz niewielkie ilosci glikozaminoglikanu. Ma ona grubo$¢ 3 pm [5] i pelni funkcje ochronng dla
glebiej lezacych struktur chrzestnych. W warstwie posredniej, stanowiacej od 40 — 60 % objetosci,
widkna kolagenowe ulozone sg skos$nie. Kolejng warstwa jest warstwa gleboka, w ktorej widkna
kolagenu maja ulozenie prostopadle oraz graniczy ona ze strefg uwapniong. Ta z kolei bezposrednio
styka sie z warstwa podchrzestna kosci. Dzieki ukladowi warstwowemu wldkien kolagenowych,
chrzastka odporna jest na Scieranie, obciazenia oraz zapewnia odpowiednia amortyzacje, co za tym
idzie, idealnie peini swoja funkcje chronigc uklad ruchu przed uszkodzeniem [4,5].
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Rysunek 1. Struktura chrzastki stawowej [6].

3. Makroelementy i mikroelementy — charakterystyka badanych pierwiastkow i ich rola
W organizmie

W organizmie czlowieka az 60 pierwiastkdw ma wplyw na prawidlowe funkcjonowanie calego
ukladu. Ze wzgledu na ich zawarto$¢ w organizmie oraz warto$¢ dziennego zapotrzebowanie dzieli
sie je na dwie grupy:

» Makroelementy - sa to pierwiastki ktérych zawarto$¢ przekracza 0.01%, a dzienne

zapotrzebowanie wynosi ponad 100 mg, np. magnez i wapn.

» Mikroelementy — pierwiastki, ktérych zawarto$¢ w ukladzie wynosi ponizej 0.01%, a dzienne

zapotrzebowanie nie przekracza 100 mg, np. cynk i zelazo [7].

3.1 Zelazo

Zelazo w organizmie ludzkim wystepuje w ilosci ok. 3 — 4 g. OK. 75 % calego Zelaza w postaci jonéw
dwuwartos$ciowych Fe?* znajduje sie w hemoglobinie i odpowiada za przylaczenie czastki tlenu lub
dwutlenku wegla oraz ich transport z pluc do tkanek. Dodatkowo zelazo znajduje sie réwniez w
mioglobinie, ktdra jest bialkiem umozliwiajacym pobieranie tlenu z krwi, ktére to bialko jest
niezbedne do prawidlowej pracy miesni. Pierwiastek ten wchodzi tez w sklad szpiku kostnego, gdzie
zuzywany jest do produkcji prekursoréw erytrocytow — erystoblastow. Czes¢ zelaza magazynowana
jest w Sledzionie, watrobie i wcze$niej wspomnianym szpiku kostnym w postaci biatka (ferrytyny), co
stanowi ochrone organizmu w razie jego niedoboru. Wraz z zywnoscig dostarczamy zelazo hemowe
Fe2+ (w miesie) oraz w postaci niehemowej Fe3* (produkty pochodzenia roslinnego). Forma hemowa
jest duzo lepiej przyswajalna dla calego ustroju (ok. 25-50%), niz forma niehemowa (ok.1-10%),
natomiast organizm redukuje jony Fe3* do Fe?* co odbywa sie dzieki ferroreduktazie [7, 8].

3.2 Cynk

W organizmie czlowieka zawiera sie Srednio 2 — 4 g cynku, z czego az 90 % tego pierwiastka
znajduje sie w kosciach i mie$niach. Jak wazne jest jego znaczenie biologiczne dowodzi fakt, ze
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wchodzi on w sklad ok. 2000 bialek, a wsrdd nich jest 400 enzymoéw, w ktérych ma swoj udziat. Cynk
wchlaniany jest w przewodzie pokarmowym w granicach 58-77%, natomiast 70 — 80% wydalane jest
z kalem [7]. Za transport cyku odpowiedzialny jest transporter metali dwuwartosciowych DCT1, ktory
transportuje nie tylko cynk, ale takze jony zelaza, kadmu, miedzi, wapnia, magnezu, czy tez otéw [9].
Cynk odpowiada glownie za synteze bialek, wzrost i r6znicowanie komorek organizmu, prawidlowe
dzialanie hormondéw, prawidlowy stan ko$éca, wpltywa réwniez w duzym stopniu na uklad
immunologiczny, zwiekszajg odpornos¢ na zakazenia [10].

3.3 Wapn

Wapn jest jednym z gldwnych makroelementéw, ktdry w 99 % wchodzi w sktad kosci w postaci
zwiazanej jako apatyty. Pozostala cze$¢ wystepuje w plynie Srodkomoérkowym i pozakomérkowym w
postaci zjonizowanej [11].Wedlug badan, w naszym organizmie znajduje si¢ go ok. 900 — 1300 g.
Zapotrzebowanie tego pierwiastka zalezy od etapu rozwoju czlowieka: dzieci i mlodziez potrzebuja
go ze wzgledu na to, Ze wystepuje gwaltowny wzrost koscca, dorosty osobnik natomiast potrzebuje go
tyle, aby utrzymac odpowiednia mase i twardosc kosci, a z kolei ludzie starsi do spowolnienia procesu
degeneracji ko$c¢ca [9]. Sam etap mineralizacji kosci jest procesem zlozonym, wynikajacym z samej
przyswajalnosci wapnia w organizmie. Aby zwiekszy¢ inhibicje absorpcji wapnia niezbedne jest
dostarczanie szeregu zwiazkow do ustroju. Skladniki diety, ktdre warunkuja przyswajalno$¢ wapnia
przez ko$¢ to miedzy innymi: fosfor, witamina C i D, magnez, bialko i inne mikroelementy. Wszystkie
te zwigzki powinny by¢ dostarczane w odpowiedniej ilosci, bo ich nadmiar moze prowadzi¢ do
niebezpiecznych powiklan. Dzieki temu, ze w kosciach odklada sie wieksza cze$¢ wapnia, pelnig one
funkcje magazynu tego pierwiastka. W ciggu 24h u osoby dorostej z kosci wydziela sie do pltynéw
ustrojowych i krwioobiegu ok. 700 mg wapnia i tyle samo odklada sie w nich ponownie. Wobec tego
wapn w kos$ciach zostaje w r6wnowadze iloSciowej z poziomem wapnia w osoczu krwi [12].

3.4 Magnez

Magnez to biopierwiastek, ktory jest niejako pierwiastkiem zycia z uwagi na to, ze aktywuje ponad
300 enzymow odpowiedzialnych za procesy zyciowe komdrek w naszym organizmie. Dotycza one
miedzy innymi: metabolizmu kwaséw nukleinowych, thuszczéw i weglowodandéw, obnizaja poziom
cholesterolu we krwi, chronig uklad krgazeniowy np. przed niedokrwieniem, wspomagaja uklad
nerwowy oraz prace naszego mozgu [8]. Magnez jest réwniez gléwnym pierwiastkiem potrzebnym do
mineralizacji i odpowiedniego rozwoju kosci. Jego funkcja gtdwnie opiera sie na aktywacji syntezy
kolagenu oraz proceséw kostnienia, ponad to stymuluje komorki kosciotwodrcze, aby umozliwic
whudowanie wapnia w strukture kos¢ca. Gléwnym warunkiem dla prawidlowego funkcjonowania
gospodarki wapnia i magnezu jest ich stosunek ilosciowy, ktéry powinien wynosic 2:1 [12].

3.5 Otow

Zaliczany jest do metali ciezkich, ktory w srodowisku nie ulega degradacji ani rozpadowi, a ponadto
kumuluje sie¢ w organizmach zywych. Gldwnymi Zrédlami narazenia czlowieka na oléw sa farby,
woda pitna, zywnos$¢, gleba oraz samo powietrze. Olow jest dostarczany do organizmu czlowieka
glownie przez uklad pokarmowy (dzienna dopuszczalna dawka nie powinna przekracza¢ 100 pg) oraz
uklad oddechowy (dopuszczalne stezenie olowiu w powietrzu w Polsce to 0.5 pg/m3 na dobe ) i u osoby
dorostej wchianiany w ok. 10%, natomiast u dzieci az w 50%. Pierwiastek ten dzieli sie na
wolnowymienny (okres pottrwania 2 — 27 lat) oraz szybkowymienny (30 dni). Forma szybkowymienna
gromadzi sie¢ w krwi i tkankach miekkich, natomiast forma wolnowymienna w kos$ciach, zebach i
paznokciach. Olow obecny w krwi lgczy sie z biatkami osocza, dodatkowo blokuje dzialanie makro-i
mikroelementoéw, co powoduje zaburzenie pracy centralnego i oSrodkowego ukladu nerwowego,
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ukladu krwionos$nego, nerek i watroby. W kosciach skumulowane jest az 95 % olowiu zawartego w
organizmie. Wykazuje on zdolno$¢ zastepowania jonéw wapnia, przez co wbudowuje sie w strukture
kosci. Odpowiednia dieta bogata w wapn i fosfor pozwala na zapobieganie akumulacji tego metalu w
kosciach. Oprocz wapnia, dobrym antagonista olowiu sa tez cynk i miedz. Zwiazki otowiu z organizmu
przede wszystkim wydalane sg z moczem, kalem oraz mlekiem kobiecym [13, 14].

4. Procedura przygotowania probek chrzastki stawowej do analizy metodg Atomowej
Spektrometrii Absorpcyjnej

Analiza ludzkiej chrzastki stawowej obejmowala opracowanie procedury przygotowania probki do
iloSciowego oznaczania metali metoda Atomowe] Spektrometrii Absorpcyjnej (ASA) z uzyciem
techniki plomieniowej oraz elektrotermicznej, w zaleznos$ci od badanego metalu.

Rysunek 1. Chrzastka przed rozdrobnieniem w mozdzierzu agalitowym.

4.1. Odczynniki

= Kwas azotowy o stezeniu 65%, Suprapur, Merck, Niemcy
= Nadtlenek wodoru (perhydrol) o stezeniu 30%, Suprapur, Merck, Niemcy
= Woda redestylowana

4.2. Aparatura i wyposazenie

» Mineralizator firmy Anton Paar Multiwave 3000 (Szwajcaria)
= Kolby miarowe - 25ml

= Pipetyna6i2ml

= Suszarka

* Mozdzierz agalitowy

= Nozyczki

= Waga analityczna

4.3. Metodyka

i. Zliofilizowane prdobke chrzastki umie$ci¢ w suszarce w temperaturze 105°C na 1 dobe.
ii. Probke rozdrobni¢ w mozdzierzu agalitowym lub za pomoca nozyczek.
iii. Po rozdrobnieniu odwazy¢ na wadze analitycznej po ok. 50 mg probki.
iv. Odwazong probke iloSciowo przenie$¢ do naczyn teflonowych mineralizatora.
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v. Do kazdego z naczyn dodaé po 2 ml H,0; oraz 6 ml HNOs, rownocze$nie przygotowujac probe
odczynnikowa ,,0”.
vi. Przygotowane wklady przenie$¢ do naczyn reakcyjnych i umiesci¢ w mineralizatorze.
vii. Przed uruchomieniem mineralizatora nalezy ustawi¢ odpowiedni program mineralizacji
(Tabela 1)
viii. Po mineralizacji roztwory przenie$¢ iloSciowo do kolb na 25 ml i dopelni¢ woda redestylowana
do kreski.

ix. W tak przygotowane probkach bezposrednio lub po odpowiednim rozcienczeniu mierzyc
stezenia metali metodg ASA.

Tabela 1. Program mineralizacji wraz z parametrami.

Czas przyrostu

Moc [W] mocy mikrofal Czas procesu

[min] [min]
300 10 10
800 10 10
0 5 30

5. Podsumowanie

Zalozeniem prowadzonych badan byto opracowanie metodyki dla iloSciowego oznaczenia metali
w zlozonym materiale biologicznym jakim jest chrzastka stawowa.

Juz na etapie przygotowania probki do mineralizacji wystapily pierwsze trudno$ci, zwigzane z
rozdrobnieniem chrzastki. Wldkna kolagenowe, ktére wchodza w jej sklad uniemozliwily w
znacznym stopniu rozdrobnienie chrzgstki w mozdzierzu, nawet po uprzednim jej wysuszeniu przez
1 dobe w temperaturze 105°C. Dlatego do rozdrobnienia uzyto dodatkowo nozyczek. Po wysuszeniu
masa probki pierwotnej zmniejszyla sie, czego przyczyng bylo odparowanie wody, ktéra chlonie
zliofilizowany material.

Przed bezposrednimi pomiarami prébek opracowano procedure przygotowania probki oraz
metodyke oznaczania stezenia pierwiastkow, ktérych spodziewano sie w najwyzszych stezeniach —
magnez 1 wapn. Sprawdzono réwniez, czy nie wystepuja interferencje pochodzace ze skladnikéw
matrycy probki. Aborbancja byla liniowa dla prébek rozcienczonych w stosunku 1:2, co $wiadczyto o
tym, ze nie wystepuja interferencje chemiczne. Do pomiar6w wybrano technike plomieniowa z
wykorzystaniem krzywej kalibracyjnej ze wzgledu na niewielkie réznice w poréwnaniu z metoda
dodatku wzorca.

Opracowana procedura przygotowania probki do oznaczenia oraz dobranie odpowiednich
parametréw pozwolilo dokladnie i precyzyjnie oznaczy¢ badane pierwiastki oraz stwierdzi¢, ze efekty
matrycowe nie wystepuja w istotnym stopniu.
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