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Bu caligmada, standart egri grafigi (StEG) yontemi ile aliiminyum (Al) tayi-
ninde kullanilacak serum ormeklerinin hazirlanmasina iligkin iki teknigin kiyaslan-
mast amaclandi. Bunlar: a) Protein presipitasyonu (PP) ve b) Matriks degistirici
(MD)’lerin kullanidif tekniklerdi. Tiim Olgiimler grafit tiplii atomik absorpsiyon
spektrofotometri (AAS) cihazinda gerceklestirildi.

PP serum matriks bilegenlerinden ileri gelen interferanst énledigi icin "back-
ground" diizeltimine gerek kalmadi. Oysa MD’de "background" diizeltimi gerekli idi.
Sonugta; "recovery” daha yiitksek, deney ici 9o CV degerleri ve matriks interferansi
daha az bulundugu icin, PP’nun MD teknigine gore daha duyarli ve dogru sonuglar
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SUMMARY

The Use of The "Protein Precipitation” and "Matrix Modifier" Techrigques
in Serum Aluminum Determination

We aimed to compare protein precipitation (PP) and the use of a matrix
modifier (MM) technique in serum aluminum (Al) determination, with the "stan-
dard curve method". All the measurements were performed on the atomic absorp-
tion spectrophotometry (AAS) apparatus with graphite tube.

PP appeared to eliminate interferences arising from the serum matrix and
there was no need left for background correction while MM needed. In conclusion,
because the recovery was higer, within-run precision values and the matrix interfe-
rences were found to be lower, PP was accepted to be the more sensitive and accu-
rate technique than the MM, in serum Al determination.

GIRIS

Aliiminyum (Al) yeryiiziinde encok bulunan metallerden figincisidiir.
Insanlarda Al zehirlenmesi nadir olmakla birlikte bobrek yetmezligi son devre-
sinde olan ve hemodializ uygulanan hastalarda hiperfosfatemi'yi onlemek ama-
ciyla ok miktarda Al igeren ilaglar kullamlmaktadir. Bunun sonucunda ise Al
beyin, kemiklerde ve karacigerde birikerek, ensefalopati (dializ demansi), vite-
min D’ye direngli osteomalazi ve mikrositik anemi gibi durumlara yol agabilir.
Bu nedenlerden dolayr dializ yapilan hastalarda serum Al konsantrasyonunun
kontrol altinda tutulmas: 6nemlidir' ™, Al tayininde genellikle AAS kullanilmak-
tadir. StEG veya St ekleme (ekstrapolasyon) yontemlerinden birisi ile gercek-
lestirilen Al dlgiimlerinde dogru ve giivenilir bir sonug elde etmek igin bir gok
noktaya dikkat edilmesi gerekir.Iste bunlardan birisi de 8l¢iimii yapilacak drnek-
lerin, deneye hazirlanmasidir. Ornekte dogrudan dlgiim yapilabilecegi gibi, analiz
oncesi drnege bir takim iglemler de uygulanabilir. Biz serum Al miktar belirti

minde en iyissgmucu alabilmek icin, dlgiim dncesi 6rneklere uygulanan iki teknigi
(PP ve MD)"™ bu ¢alismamizda irdelemeye galigtik.

GEREC VE YONTEM

Cihaz: Biitiin dlgimler H 1550 tip grafit tipli AAS cihazinda (Rank Hi-
ger, Westwood Margate, Kent CT 9 4JL-England) yapildi.

Kullanilan Malzeme: Kan 6rneklerinin aliminda kirmizi kapakl "vacutai-
ner" tiipler (lot no. 6430-6 P0OS, Becton-Dickinson, B.P., No. 37-38241 Meylan
Fcfiex—Fransa) kullamildi. PP teknigi ile orneklerin hazirlanmasinda, serumlar
Rohren” marka (100 x 15 mm No. 55-466, Sarsted-Almanya) polistiren tiiplere
aktanldi. Diger serum &rneklerinin saklanmasinda ve standartlarin hazirlanma-

sinda kullamilan polistiren tiplerin markas: ise "Amersham International Limited
No. 500, W. Sarsted-Almanya" idi.
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Standartlar, kontrol ve serum ornekleri grafit tiipe 20 wl'lik ayarlanabilir
otomatik pipet (Gilson Code No. P 20 H 23600-Fransa) yardimiyla verildi. Her
ornek i¢in ayr "disposable” plastik pipet uglan (Clinipette-Tips, Labora Mann-
heim GmbH fiir Labor-Technik) kullanilds.

Kimyasal Maddeler:

L. Nitrik Asit: "BDH Chemical Ltd.-Prod. No. 10168-Ingiltere”, biitiin ay-
raglarin ve standartlarin hazirlanmasinda kullanildi. HNO3 % 69-70.5,d = 1.42
g/em® ve Al icerigi % 0.00001°di.

2. Mg(NO3)2.6H20: Matriks degistirici olarak kullanilan bu madde "Rie-
del-de Haen-AG, Hannover/Almanya" firmasinin 3127 (819538) no’lu iiriinii idi.

3. Triton-X 100: "BDH Chemical Ltd.-Prod. 30632-ingiltere”, matriks
degistirici olarak kullamlda.

Temizlik: Tiim cam malzeme 2 mol/L nitrik asit’te yaklagik 12 saat bekle-
tildikten sonra, iki kez de-iyonize suya 10 kez batirilarak yikandi 37°C’a kadar
isitilmig etiivde veya oda isisinda havada kurutuldu. Deneylerin tozsuz ortamda
gergeklestirilmesine dikkat edildi.

Standartlar:

"Titrisol", Al standart ¢bzeltisi (Merck, Prod. No. 9967-Almanya)’nden
hazirlandi. Bu ¢ozeltinin Al igerigi: 1.000 g + 0.002 g/AICI3 suda) idi. TitrisoPiin
hepsi distile suyla 1000 ml’e tamamlandi (= Ana Stok Al ¢ozeltisi). Boylece son
Al konsantrasyonu 1 mg/ml’'de oldu. Ana Stok Al ¢bzeltisinden once 15.6
mmol/L (1 ml/L’de) nitrik asit’le sulandirilarak 10 mg/L’de "Ara Stok Al g¢ozelti-
si”, bundan da gene aym nitrik asitle sulandirilarak 20, 40, 80, 125 ve 250 pg/L’lik
"Al standart galisma cozeltileri" hazirlandi. Bu standartlarla gizilen egri, PP tek-
niginin uygulandif yéntemde kullamldi, ;

MD tekniginin uygulandiy yontemde ise iki degisik standart egri gizildi.
Bunlar: a) Sulu StEG: Yukarida belirtilen konsantrasyonlarda ama suda hazirla-
nan standart ¢alisma gozeltileri ile ¢izildi. b) MD’li StEG: 1 mg/ml’de Al igeren
"Ana Stok Al ¢ozeltisi", litrede 2.41 g Mg(NO3)2.6H20 ve 2 ml Triton-X 100 ige-
ren MD ile sulandirilarak, 20, 40, 80, 125 ve 250 ug/L’lik standart Al galisma ¢o-
zeltileri hazirland.

Orneklerin Hazirlanmasi:

"Vacutainer” tiiplere alinan kan orneklerine, oda isisinda pihtilagtiktan
sonra, 1500-2000 devir/dk hiz ve 10 dk siireyle santrifiij uygulanarak, serumlar
ayrildi. a) PP teknigi5 910. 1 m] serum "Rohren” tiipiine konduktan sonra, vorteks
(Heidolp-Almanya)’le kangtirilirken 50 pl (15.78 mol/L) nitrik asit eklendi ve 1
dk daha vortekslendi. Sonra 5 dk siireyle 70°C’da bekletilen 6rnek, tekrar 10 sn
daha vortekslenerek, 10 dk 1000-1500 devir/dk hizda santrifiij edildi. Siipernatan
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alinarak bunda Al tayini yapildi. b) MD teknigi>®: MD olarak litrede 241 g
Mg(NO3)2.6H20 + 2 ml Triton-X 100 igeren ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozelti 1:1
oraninda serumla karistirildiktan sonra Ornek hazirlanmig oldu. Cahgilan serum
ornckleri antiasit kullanmayan 20 saglikh erigkinden ve 40 tane de dializ hasta-
sindan elde edildi. AAS cihazina Olgiim igin verilen 6rnek hacmi 10 pl idi. Tim
ornekler deneyin hemen oncesinde hazirfandilar. Boylece, Al bulagma riski azal-
tilmaya gahgsildi

Kontrol Serum Ornekleri:

"Kontrol" olarak iki serum havuzu hazirlandi. 1) Normal havuz: Normal,
saghkl 20 eriskinden elde edilen serumlar kangtirilarak bu birer ml'lik kisimlara
ayrildi. Agizlar: parafilm’le kapatildi. Calisilacag giine kadar — 20°C’da, derin
dondurucuda saklandi. 2) Yiiksek kontrol serum havuzu ise, dializ goren 40 has-
tadan elde edildi. Normal kontroller gibi saklandi. Her galismada deneyin giive-

nilirligini géstermek amaciyla bir yiiksek, bir normal kontrol galigilarak, deger-
lendirildi.

iISLEM:

Olgiim oncesi AAS cihazi asagida belirtilen sekilde hazirlandi. Dalga
boyu: 308.5 nm, "slit" agikhigi: 110 pm, katot lambasi akim hzi: 7 L/dk, sogutma
suyu akig hizi: 2 L/dk. Gii¢ kaynagi program ise; kurutma 35 sn-135°C, kiillen-
dirme: 40 sn-1400°C, bekleme: 5 sn, atomizasyon: 5 sn-2800°C, bekleme 30 sn.

Orneklerin cahigilmasi: Hazirlanan standartlar, kontrol ve serum ornekle-
rinden her seferinde 10 pl grafit tibe verildi. Her ornek iig kez cahgilarak, ab-
sorbanslarinin ortalamas: alindi. Bu ortalama absorbans degerlerinin egdeger ol-
duklar1 Al konsantrasyonlar1 StEG’nden belirlendi. MD teknigi ile saptanan so-
nuglar dilusyon faktorii 2 ile carpilarak, diizeltim yapildi. Yaklagik her 7-8 ol-
ciimden sonra cihaz bir kez bog olarak galistirikdi. Boylece "memory effect” on-
lenmek istendi.

Yontem cahismalar: Her serum ornegi (n = 20) ve kontrol serumlan iki
degisik teknikle hazirlanarak cahgildi. PP teknigi uygulananlarda absorbanslar
"nitrik asit’li StEG’nden okundu. MD teknigi uygulanan yontemde elde edilen
absorbanslar ise iki degisik StEG’nden (sulu ve MD’li) okunarak belirlendi. Son-
ra, elde edilen sonuglar istatistiksel yontemlerle kiyaslandilar.

BULGULAR

20 serum orneginde, PP ve MD teknigi uygulandiktan sonra dlgiilen Al or-
talama degerleri Tablo I'de gosterilmisgtir.
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Tablo: I - Ayni Serum Orneklerine PP ve MD Teknigi Uygulandiktan
Sonra Elde Edilen Al Ortalama Degerleri ve Birbirleriyle

Kiyaslanmalan
Yontemler
PP MD
Serum Al n=20 Sulu StEG MD’li StEG
(ng/L) LB __(n=20) _(n=20) 5

X +SSSH X +SSSH X + SS,SH P s P

Degerleri 39+8.4,1.88 77.5+13.95,3.12 67.8+11.67,2.61 <0.001 <0.001 <0.05

P: PP ile MD (sulu StEG'nden okunan sonuglar) arasindaki farkin istatistiksel Snemlilik derecesi
P’ PP ve MD (MD'li StEG’nden okunan sonuglar) arasindaki farkin istatistiksel Gnemlilik derecesi
P": MD teknii ile calisildifinda, sulu ve MD'li StEG’lerinden okunan deerlerin ortalamalan ara-
sindaki farkin istatistiksel dnemlilik derecesi

"Recovery” Caligsmalari: PP ve MD teknigi uygulandiktan sonra yapilan
dlgiimlerin dogruluk derecesini (accuracy) irdelemek amaciyla, normal ve yiiksek
Al konsantrasyonlu serum havuzlarinda bir dizi "recovery” ¢alismas: yapilds. Iki
yontemde de her seferinde ornege Al icerigi 10 mg/L olan standart’tan 5 pl
cklendi. Boylece her eklemede Al igerigi 25 pg/L artinlmis oldu (Tablo: II).

Tablo: Il - PP ve MD Teknikleri ile Normal ve Yiiksek Al igerikli
Serum Havuziarinda Elde Edilen "Recovery" Degerleri

PPTEKNIGI MDTEKNIGI
Normal serum Yiiksek serum Normal serum  Yiiksek serum
Eklenen Al havuzu havuzu havuzu havuzu

(mg/L) Olgillen "Recovery” Olgiilen "Recovery” Olgillen "Recovery” Olciilen "Recovery”
Al(pg) (%) Al(pgl) (%) Allpgl) (%) Al(ugl) (%)

- 40 - 91 = 26 - 70 -
25 63 96 117 101 41 81 91 96
50 92 102 147 99 68 89 112 93
75 127 111 174 105 91 90 137 94

interferans ve "Background” Etkileri:

"Background” etkisini gormek igin her iki yontemde de, doteryum lambali
ve lambasiz dlciimler yapildi. PP teknigi uygulandiginda, serumda engok interfe-
ransa yol agan proteinler ortamdan uzaklagtirdigs icin, "background” diizeltimine
gerck olmadifn goriildii. MD’li yontemde ise, doteryumla diizeltim, absorbans
degerlerinde azalmaya yol acti. Bu serumda bulunan maddelerin interferans yap-
ugim gosteriyordu. Ama, doteryumlu caligilinca, sistemin dengeye gelmesi igin
"slit" agikligaini gok miktarda genigletmek gerekiyordu. Bunun ise, dl¢liimiin giive-
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nilirligini azaltug digiiniildii. Sonugta, "background" diizeltimi yapmadan PP
teknikli yontemle daha giienilir dlgiim yapildigh kamisina varilda.

Tekrarlanabilirlik (isabet derecesi, "precision”):

Deney igi tekrarlanabilirlik: Normal ve yiiksek Al igerikli serum havuzla-
rinda PP teknigi ile aymi ornek bir giinde 10 kez, gene aym ornek bir giinde 20
kez galistinlarak, n = 10, 10 ve 20 igin deney igi varyasyon katsayilari (% CV)
belirlendi. Gene aymi érnek 10 giin siireyle, giinde bir kez ¢ahsilmak suretiyle,
normal ve yitksek havuzlarda PP yontemine ait "dencyler aras1 % CV degerleri
saptandi (Tablo: IIT). MD’li yontemde ise normal havuzda, n = 10 ve 20 igin de-
ney igi % CV degerleri belirlendi (Tablo: IV).

Tablo: Ill - PP’li Yontemde Normal ve Yiiksek Al icerikli Havuzlarda
Saptanan Deney igi ve Deneyler Arasi % CV Degerleri

) Tekrarlanabilirlik
Deney Igi Deneyler Arasi
Normal havuz Yiksek havuz Normal havuz Yiiksek havuz
n X SS %cv X s ®%cv X S8 %CV. X SS %CV
10 399 242 6.09 89.7 3.65 4.06 45 36 8.09 95 427 449
10 402 2.66 6.62 91.1 247 2.71
20 40.1 248 6.19 904 3.12 345

Tablo: IV - MD’li Yontemde Normal Havuzda
Elde Edilen Deney Igi % CV Degerleri

Deney I¢i Tekrarlanabilirlik

0, S A

n X S§S %cev X' 8§88  %BEeV
10 83.7 16.75 20.01 729 1423 1952
10 71.5 6.87 9.61 62.7 5.23 8.34
20 775 13.95 18.0 678 11.67 172

A: Sulu SEG’nden okunan degerlerden elde edilen veriler
A’: MD'li SEG'nden elde edilen veriler

Duyarlilik (sensitivite)'': PP’lu yontemde n = 20 "duyarhlik s’
(LOD, limit of detection) 4 pg/L, "dlgiim simrt” (LOQ, limit of quantitation) ise
16 pg/L olarak bulundu. PP’lu yontemde kullanilan nitrik asit’li standart egri ve
MD’li yontemde kullamilan sulu ve MD’li standart egri’lerin ortalama "egim’
degerleri (= mA + pg/L), dogru denklemleri ve birbirleri ile korrelasyonlar:
Tablo: V’de belirtilmigtir. Standart egrilerin egimlerinde giinliik ufak degigimler
gozlendi. Yontemin duyarlligimi gosteren bu degigimleri cihaza iliskin Grnegin;

grafit tiibiin eskimesi, sehir elektrik voltajinda ki degisimler gibi nedenlerle or-
taya qiktif diisiiniilda,
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Tablo: V - Standart E§ri Egimleri ve Birbirleri ile Korrelasyonlari
Egim (= mA + pg/L)

Egrinin Cinsi n Ortalama SS SH y

1. Nitrik asit’li 13 0.72 0.04 0.01 =2.04 +1.406X
2. Sulu 7 0.68 0.04 0.02 =247+1.291X
3. MD’li 6 0.63 0.02 0.01 =0.408 +1.508X
Kiyaslanan Egriler y L

1-2 51.123 - 0.164X -0.265

i-3 49.876 - 0.161X -0235

23 50.115 + 0.355X 0.318

Dogruluk derecesi (Accuracy):

Dogrusallik (lineerite): Nitrik asit’li, sulu ve MD’li olarak cizilen standart
egriler sirasiyla 0’dan 125, 250 ve 125 pg/L degerlerine kadar dogrusaldi. Stan-
dart egrilerin hergiin aym1 dogrusallikta olduklan saptand.

TARTISMA

Serum Al tayininde 6lgiim yapilacak 6rnegin hazirlanmasi énemlidir. Bu
aragtirmada, serumda Al tayini ve seruma uygulanabilecek iki on islem incele-
nip, kiyaslanmaya caligilmistir. Bunlar MD ve PP teknikleridir. Genel olarak her
ikisinin de baz1 iyi ve kotii yonleri vardir. Ornegin; seruma eklenen herhangi bir
MD, atomizasyon esnasinda, Al sinyallerinin gbziikmesini hizlandirir, ama se-
rumdan ileri gelen matriks interferanslarini engellemez'%. Bu nedenle "back-
ground" diizeltimi gerekli olur veya "standart ekleme” (ekstrapolasyon) yontemi
ile Al miktar belirtimi yapilmas: gerekir. Bu yontemde ornek matriksi kendi
standardi olarak bulundugu igin, matriks interferans sorunu ortadan kalkmakta-
dir. Ama ekstrapolasyon "StEG yontemi'ne kiyasla son derece zor ve uzun za-
man alan bir yontemdir. Gene MD’lerin eklenmesi ile standart egrilerin dogru-
sallifinda 200 pg/L Al konsantrasyonlarina kadar bir artis oldugundan soz edil-
mektedir'>. Ama dogrusallig artiran esas faktor, grafit firna eklenen "is1 stabilize
edici bir platform” dur. Platform ve kimyasal MD’ler birlikte en iyi etkiyi goste-
rirler ve dogrusallig 600 pg/L konsantrasyonuna kadar arttirirlar. Bizim cihazi-
mizda bdyle bir platform olmadig icin bu etkiden yararlanmak olasi degildir.
MD ile birlikte kullamilan Triton-X 100 maddesi ise grafit tiipte kalinti olugumu-

nu, dolayisiyla "memory effect"i azaltmaktadir™®.
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PP tekniginde matriks interferansina yol agan, seruma ait diger faktorler
ortamdan uzaklastirilmig olur. Matriks interferansimin azalmas: sonucu, "back-
ground" diizeltimine gerek kalmaz. Olgiim esnasinda, protein igeren érnegin yan-
masi ve komiirlestirilmesi ile grafit tiipte kalintilar meydana gelir. PP ile protein-
ler uzaklagtinlacag icin, olusan kalinti miktar1 azalacaktir. Aymi sonug, drnegin
sulandinlmas: ile de elde edilir’>!6, Buna bagh olarak drneklerin tiipe verilme-
sinden Once tipil temizlemeye gerek kalmaz. Ayrica drnegin kurutulmas: ve ko-
miirlestirilmesi igin gerekli zaman siiresi kisalir. Bunlar sonugta dlgiim zamanim
kisaltan etkenlerdir. PP tekniginin en bityiik avantajlarin bir digeri ise St ekleme-
ye kiyasla ¢ok daha basit bir yontem olan "StEG" yonteminde kullanilabilmesi-
dir’. PP tekniinin dezavantajlan ise goyle siralanabilir: Serumda Al dialize ol-
mayan plazma bilesenlerine drnegin proteinlere bagh bulunmaktadir. PP ile Al
un bir kismu da ¢okelebilir ve sonuglar gergektekinden daha diigitk bulunabilir.

Deneyigi tekrarlanabilirlik degerleri, bir deneyin cihaza ve dlgiim esnasin-
daki diger etkenlere iligkin stabilitesini gosteren faktordiir. Bizim sonuglarimiz
PP teknigi kullanildiginda isabet derecesinin daha yiiksek oldugunu gostermistir.
Bu ise bu teknikle dlgiimiin daha giivenilir olmas1 demektir. Ornekte bulunan Al
iceriginin artmasi isabet derecesini arttirir. Kaynaklarda da normal veya diisiik
Al icerikli havuzlarda % CV degeri daha yiiksek (yaklagik % 10 civarinda) bulu-
nurken, yitksek havuzlarda deney igi isabet derecesinin arttiindan (% 1-6 ara-
sinda) soz edilmektedir!”18, Bizim bulgularimiz bu degerlere uyumludur.

Standart egrilerin egiimi bir deneyin duyarliligin, lineeritesi ise dogruluk
derecesini (accuracy) gosterir. Caligmamizda St egrilerin egimlerinde ufak giin-
lik degisimler gozlenmesine kargin, 6rneklerle birlikte calisilan normal ve yiik-
sck kontrol serum havuz degerleri, standartlarla paralel degisim gosterdigi igin,
her gahymada yeni StEG izildigi siirece, sonuglarin dogru oldugu kabul edil-
mistir,

Cesitli kaynaklarda normal saglikli erigkinlerde ortalama Al diizeyleri 6-
55 pg/L arasinda belirtilmektedir®®'%?!, By degerlerle, bizim PP teknigi ile sap-
tadiklarimiz daha gok uyumludur. MD teknigi ile saptanan degerler oldukga yiik-
sek ve iiremik, dializ goren hastalarin Al degerlerine yakindir.

Sonug olarak; PP teknigi MD’ye kiyasla daha fazla serum érnegi gerektir-
mesine kargin, matriks interferansini dnleyen ve "background" diizeltimine gerek
birakmayan "memory effect"in az oldugu bir yontemdir. Buna bagh olarak, grafit
tipiin temizlenmesi pek fazla gerekmez. Bu nedenle de hem kisa sirede daha
cok ornek caligilabilir, hem de tipiin eskimesi, harcanan gaz miktar1 daha az
olacagindan daha ekonomiktir. Kaynak verileri ile kiyaslandiginda, PP teknigi ile
saplan.an. ortalama serum Al degerleri daha uyumludur. PP tekniginin en bilyik
avlamajl 1se StEG yodntemine uygun olmasidir. Serum veya tam kan bir kez pro-
teinsizlestirilince, Al'a ek olarak bu siiziintiide baska eser elementler de gahgila-
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bilir. PP teknigi genellikle tiim biyolojik érneklerde eser metal dl¢iimiinde uygu-
lanabilecek bir tekniktir ve bunun uygulandig: yontemler rutin laboratuarlarda
kolayca standardlastirilabilir.

10.

11.
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