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Abstrakt

Zink tillhor de viktiga sparamnen som dr nédviandiga for kroppen. Det dr en kofaktor till en méngd
enzymer som ar involverad i olika metabola véigar, centrala nervsystemet samt DNA transkription. Zink
ar nodvandigt vid bl.a. celluldra processor, differentiering av olika vavnader. Zink-fingers deltar i olika
cellulara processer sdsom transkriptionsfaktorer, regleringen av epigenetiska modifieringar, de ar
viktigt for ubiquitin ligaser och spelar stor roll vid uppbyggnaden och differentieringen av olika
vavnader. Syftet var att underséka hur provtagningsror samt provtagningstid paverkar zinkkoncen-
trationen genom att jamfora prover som tas i sparmetallrér med litium-heparinplasmarér med gel (PST-
ror). Venost prov frin 50 individer analyserades i Cobas, proverna for zink togs vendst i sparmetalror
samt PST-ror. Zinkanalysen var baserad pa en spektrofotometrisk metod vid vilken zink vid pH 8,6
bildade ett rodlila firgkomplex med 5-Br-PAPS dir firgintensiteten var proportionell mot
zinkkoncentrationen i serum/plasma. Resultatet visade att PST-roren inte kunde stabilisera zink-
koncentration i alla prover. Zinkkoncentrationen i PST-ror visade 6kning ju langre tid proverna var upp
och ned d.v.s. att méttningen av zink i PST-ror vid tidpunkten 24 och 48 tim. Konklusionen var att
zinkkoncentrationsméttningen i plasma pa samtliga PST-ror inte kunde ge ett stabiliserat varde ddrmed

rekommenderas inte att anvianda dessa ror.
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Introduktion

Zink tillhér de viktiga spiramnen som ar noddvandiga for kroppen. Zink deltar i biokemiska,
immunologiska och fysiologiska funktioner (1). Mellan 2400—-4000 enzymer och flera transkriptions-
faktorer i det humana proteomet kan binda zink (2). Det dr en kofaktor till en miangd enzymer som deltar
bl.a. i olika metabola vigar, centrala nervsystemet samt DNA transkription (1). Zinkbrist kan leda till
flera olika komplikationer i kroppen t.ex forsdmrad sarldakning, hudsjukdomar, 6kad benagenhet till
infektioner, depression, storning eller forlust av sensorisk funktion som smak och lukt samt forsamrad
fosterutveckling ar bland de viktigaste symptom som kan férekomma vid zinkbrist (3). Akrodermatitis
enteropathica, som ar en autosomal recessive sjukdom, kan ocksi orsakas av zinkbrist. Sjukdomen
orsakas av en defekt pd zinkabsorptionen i duodenum och jejunum. Detta uppkommer p.g.a. en
mutation i SLC39A4-genen (solute-carrier-family-39-member-4 genen) som ligger pd kromosom

8q24.3. Genen kodar for transportproteinet for zink som kallas zink bindande protein 4 (ZIP 4) (4).

I slutet pa 1980 talet identifierades en grupp av sma proteindomaéner s.k. zink-finger-proteins (ZNFs).
Proteinerna har ett bindningsstille for minst en Zink-jon (Zn2+) dir zink binder och har en strukturell
roll genom att stabilisera doménerna. Strukturen av Zn2+ bindningsstille varierar mellan olika ZNFs
och detta gjorde det mojligt att studera och forstd forhillandet mellan doménernas struktur och
funktion (5). Zink-fingers deltar i olika celluldra processer sdsom transkriptionsfaktorer, regleringen av
epigenetiska modifieringar, viktigt for ubiquitin ligaser och spelar stor roll vid uppbyggnaden och
differentieringen av olika vavnader. Defekter eller forandring i ZNFs kan orsaka sjukdomar som

neurodegeneration, hudsjukdom och diabetes 6).

Mellan 2400—4000 enzymer och flera transkriptionsfaktorer i det humana proteomet kan binda zink.
Zink har en viktig roll fér immunceller i bdde adaptiva och medfédda immunsystemet. Vid aktiveringen
av T-celler samt aktiveringen av immunceller sker zink-beroende signalering. Lipopolysackarid (LPS)
inducerad stimulering av dendritiska celler (DC) via sina Toll-liknande receptorer (TLR) resulterar i en
minskning av zink importproteinet ZIP6, vilket leder till minskning av fritt intracellulart zink i DC. Zink
homeostasen som regleras av expressionen av zinktransportorer ar involverad i vissa DC och detta
paverkar vart immunférsvar (7). Immunceller utnyttjar zinksignalen via flera receptorer sisom TLR4,
vilket 6kar koncentrationen av fritt Zn2+ som ar nédvandigt for produktionen av cytokiner (8). Studier
har visat att zinkbrist hos dldre méanniskor kan 6ka benédgenheten till infektion och genom att ge
zinktillskott observerades minskad infektions-incidens. Med detta konstaterade studien att zinkbrist
paverkar produktionen av IL-2 och IFN-y samtidigt som IL-12 produktionen minskar. IL-12 dr viktigt
for makrofageranas fagocyterande formagan (9). Dessutom kan zinkbrist orsaka defekter i vara

immunceller, lymfopeni och abnormalitet i hematopoietiska celler (7).

Studier visar att fria jonformer av zink (Zn2+) finns i neuroners glutarmatergiska nerv-terminaler och
detta frisitts vid neuronaktivitet (10). Vid genuttryck behovs zink eftersom dmnet spelar stor roll i bl.a.
nukleinsyrametabolism och proteinsyntes. Brist pd zink kan leda till férsdmrat genuttryck vilket kan
paverka fostrets tillvaxt. I ett forsok som gjordes pa djur kunde man observera att maternal zinkbrist

Okar forekomsten av missbildningar i nervsystemet hos fostret. Kvinnor med akrodermatitis
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enteropathica som ar en medfédd defekt pa zinkabsorption riskerar att foda barn med 6kad forekomst
av fosterskador samt missbildningar i nervsystemet (11). En annan studie kunde konstatera att
forbattrad zinkstatus genom tillskott till gravida kvinnor gav en positiv effekt pa fostrets neurologiska

utveckling (12).

Rutinmissigt tas provet for Zink venost i sparmetalrdr, eftersom det ger en stabil serum/plasma
koncentration i forhallande till andra rér. Vissa glasror samt korkar kan innehalla zink, det kan leda till
att zink lacker ut och ger en falsk 6kning av zinkkoncentration i plasma/serum. Dessutom innehéller
antikoagulanter zink och darfor ger serum ett stabilare virde &n plasma (13). Nackdelen med att ta zink

i spardmnesror dr kort hallbarhet pa grund av att zink kommer att frisdttas fran erytrocyterna (14).

Zinkanalysen ar baserad pa en spektrofotometrisk metod dér zink vid pH 8,6 bildar ett komplex med 5-
Br-PAPS ((25-brom-2-pyridylazo) -5- (N-propyl-N-sulfo-propyl-amino) fenol). Komplexet ger en rod-
lilla farg och koncentration av zink dr proportionell mot fargintensiteten (15). Den minimala volymen
som kravs for att utféra zinkanalysen dr >1 mL blod. Normalviarden for zinkkoncentration ar 9—15
umol/L (16).

Syftet med denna studie var att undersoka hur provtagningsror samt provtagningstid paverkade
zinkkoncentration genom att jimfora prover som togs i sparmetallrér med litium-heparinplasmaror
med gel (PST-ror).



Material och metoder

Provtagning

Venost blod togs frén 50 vuxna individer, 24 prover var frin patienter fran olika virdavdelningar medan
26 prover togs fran frivilliga, friska individer. Ett kriterium vid val av patient, var att den hade en

bestillning med mer dn endast zinkanalys och dir den andra analysen innefattade ett PST-ror.

Zinkanalys

For att maita koncentrationen av zink anvindes Cobas 8000 modular-analyser-series (Roche-
Diagnostics-Scandinavia, Sweden). Venost blod i spardmnesror samt PST IT-advance (Becton Dickinson
and Company Plymouth, UK LOT. 8023973) togs frdn vardera givare. Patientproverna valdes med
avseende pa provtagnings- och analystid si att prover inte hade stétt mer 4n sex timmar. Proverna som
togs fran friska individer stod 30 min i rumstemperatur (RT) innan de centrifugerades vid 3000 g
(Rotin-48-Hettich-Zentrifugen) i 10 min. Zinkkoncentration analysen baserad pé en spektrofotometrik
metod dar basisklosning av pH 9,8 bildar fiarg komplex med kromogen 5-Br-PAPS ((25-brom-2-
pyridylazo) -5- (N-propyl-N-sulfa-propyl-amino) fenol). Provet i plasma samt serum blandades med
fargningsreagent och absorbansen mittes direfter vid vglingden 560 nm. Méttning av zinkkoncentra-
tion bestar aven vattenloslig 2-pyridylazoaminophenol derivat eller en salt av 2-pyridylazoaminophenol
derivat. Absorbansen mittes frin ljuset som gick genom provet och direfter lastes av av detektorn.
Absorbansvirden var proportionella med zinkkoncentration i provet. Efter analys av samtliga prover
stilldes tolv prover i PST-roren upp och ned i RT, detta for att observera om zink frisattes fran korken.
For resten av proverna d.v.s. trettiodtta prover i PST- roren Overpipetterades forsiktigt den Gversta
fraktionen av plasman till nya, tomma PST-ror. Detta gjordes for att Gverfora sa lite som mojligt av
eventuella erytrocyter, trombocyter och leukocyter i plasmafaktionen narmast separationsgelen. Efter
att proverna i PST-roren hade stitt i ett dygn analyserades de igen, darefter stilldes proverna upp och
ned i ytterligare ett dygn till infor sista analysen. Proverna definierades som originalplasma fér prover
som analyserades i tolv ej avhillda PST-ror samt separerad plasma for prover som analyserades i 38

sekundira PST-ror dar plasman Gverpipetterades till ett nytt PST-ror.
Statistik

For att jamfora skillnader mellan de olika analystillfallen samt rértyper mot sparmetalrér anvandes ett
normalfordelade parat t-test med en signifikansniva pa 0,05. Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA,

USA) anviandes for samtliga berdkningar.

Etiska 6vervaganden

Eftersom detta kliniska utvecklingsarbete gjordes for att forbattra analyser bade for patienter och
avdelningen behovdes inga etiska tillstind. Proverna som togs fran patienter samt frivilliga friska
individer var avkodade for att skydda personernas identitet. Vid vends provtagning kan mindre risker

som hematom, infektion eller nervpaverkan forekomma. Proverna togs fran friska frivilliga individer



vilket ar forenat med mycket liten risk. Blodméangden vid provtagning uppgick till ca 10 mL. Denna

blodmingd kan tappas fran friska vuxna personer utan risk.



Resultat

Zinkanalyser fran original och separerad plasma

Plasman som forvarats upp och ned i PST-ror hade signifikant hogre zinkkoncentrationer jamfoért med
plasman frén sparamnesroren. Zinkkoncentrationen 6kade vid langre férvaringstid innan analys (Fig.
1). Daremot var zinkkoncentrationsékningen légre for prover som analyserades i separerad plasma (Fig.
1). Resultatet for samtliga analyser pa plasman i PST-ror visade 6kning av zinkkoncentration for varje
dygn efter att roren sttt upp och ned sa att plasman kommer i kontakt med korken. (Fig. 2). Jamfort
med spardmnesroren uppvisade zinkanalyserna pa plasma i original PST-réren en koncentrations-
O0kning med 12,4 % for PST 1—6 tim, 25,1 % efter 24 tim och 79,3 % efter 48 tim (Fig. 2). Proverna dar
plasman separerades till ett nytt PST-ror visade ocksa 6kning i zinkkoncentration med 8,3 % for PST 1—

6 tim, 40,6 % efter 24 tim och 48,2 % efter 48 tim (Tab. 2).



Diskussion

Syftet med denna studie var att undersoka hur provtagningsror samt provtagningstid paverkade
zinkkoncentration genom att jamfora prover som tagits i sparmetallror eller PST-ror. For att observera
om korken slapper zink férvarades proverna i samtliga PST-réren upp och ned upp till 48 tim. i RT s&

att plasman kom i kontakt med korken.

Zinkvirden frén plasma som forvarats i original-PST-roren blev hogre ju langre proverna stétt i RT.
Detta kan bero pa att zink slapps ut fran erytrocyterna som ligger i gelen samt att proverna statt lange.
Erytrocyterna innehaller ca 90 % av zink i blodet och ungefar 7 % finns i plasman. Leukocyter innehaller
ca 1% av zink det totala zink i blodet vilket kanske lett till en falsk 6kning i zinkkoncentration (17). Zink
kan frisattas frén roda blodkroppar, vilket kan orsaka 6kning av zinkkoncentration i serum/plasma (14).
Detta kan ocksé vara anledningen till den koncentrationsokningen fér proverna som analyserades i
original PST-réren. En annan orsak for zinkkoncentrationsékningen i plasma kan vara hemolys av
erytrocyter. Enligt en studie kunde man vissa en 5% 6kning av zinkkoncentration i plasma for prover

som hade hemolys pd minst 1 g hemoglobin/L (18).

For proverna diar man separerat och hallt 6ver plasman till ett nytt PST-ror, separerad plasma, sig
man en kraftig 6kning i koncentration efter 24 och 48 tim. Detta kan bero pé att vid 6verforingen av
plasma till ett nytt PST-ror togs inte hela plasman med frén det originalroret. Detta gjordes for att
undvika att ta med celler som ligger pa botten. Minskningen av plasman kunde ha bidragit till den
kraftiga 6kningen som sags pa proverna efter 24 respektive 48 tim. Koncentrationsmétningen av zink
pa samtliga analyser gav ett hogre virde i plasma an i serum. Denna jamforelse hade ocksé gett samma
resultat pd en annan liknande studie dar matningen av zinkkoncetration gav ett hogre resultat i plasma
an i serum. I studien beskrevs att resultaten var oforvintat eftersom zinkkoncentration i serum skulle
varit hogre an i plasma eftersom zinkfrisattningen kan ske vid koagulationsprocessen (19). Det
anvands metaller som kalcium, aluminium, magnesium samt zink for att tillverka gummipropparna
och det ar viktigt att undvika kontakten av dessa proppar med plasman for det kan frisattas metaller
fran gummiproppar (20). Detta kunde ocksé ha bidragit till zinkkoncentrationsékningen i PST-ror

som stétt upp och ner.

Fordelen med att anvanda PST-ror for zinkanalys ar att det skulle underlitta arbetet for personalen, de
sparar den tid som gar at for att separera serumet efter centrifugering av proverna i sparamnesroren.
Dessutom finns det en ekonomisk férdel dar laboratoriet sparar pengar genom att undvika sparamnes-
roren. Vid bestillning av zinkprov tas oftast andra prover samtidigt, det vill sdga natrium, kreatinin och
magnesium. Om det hade varit mgjligt att ta zinkprovet i PST-ror tillsammans med dessa prover skulle

det underlatta till exempel for patienter som ligger pa intensivvardsavdelning.

Som forslag till fortsatta studier kan man ta serum i spdramnesror och 6verfora hélften till PST-rér och
matta zinkkoncentrationen i bdda roren efter 6, 12 och 24 timmar. Férvantat utfall ska d4 vara att zink

okar med tid i PST-réren men inte i sparamnesroren.



Zinkkoncentrationen 6kade i bade originalplasma och separerad plasma vilket visade att zink frigjordes
fran provtagningsror, gel eller gummikork och gav falsk for hoga koncentrationer. Konklusionen var att
zinkkoncentrationen i plasma 6kade i prover tagna med PST-ror och som hade forvarats lange, dirmed

bor inte dessa ror anvandas for zinkanalyser.
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Tabell 1. Beskrivande statistik av zinkkoncentration analyserat i 12 prover
tagna med originalréren utan att hilla av plasman till ett nytt ror.

Zinkkoncentration (umol/L)

sparamnesror?  PST-ror? PST-ror® PST-rore
Medelvarde 8,08 8,91 9,88 13,76
SD 2,84 2,80 3,41 4,13
CcVv 8,74 8,48 12,59 18,46

aSkillnaden mellan provtagningstid och analys dr 1—6 timmar
b Proverna analyserades efter att ha forvarats upp och ned i 24 timmar i RT

¢ Proverna analyserades efter att ha forvarats upp och ned i 48 timmar i RT
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Tabell 2. Beskrivande statistik for zinkkoncentration analyserat i 38 prover
efter att plasman hilldes till ett nytt ror.

Zinkkoncentration (umol/L)

sparamnesror? PST-rord PST-ror° PST-rore
medelvarde 10,16 11,01 14,07 14,89
SD 2,46 2,95 2,87 3,16
Ccv 6,06 8,68 8,24 10,00

aSkillnaden mellan provtagningstid och analys &r 1—6 timmar
b Proverna analyserades efter att ha forvarats upp och ned i 24 timmar i RT

¢ Proverna analyserades efter att ha forvarats upp och ned i 48 timmar i RT
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Figur 1. Jamforelse av uppmaitta zinkkoncentrationer av plasma i spardmnesror (vita-boxen) mot PST 1—-6 tim (gréa-boxen), PST 24 tim (morkgraa-boxen) och
PST 48 tim (svarta-boxen). A) Originalplasma fran samma 12 prover analyserades fran PST- réren och B) 38 prover analyserades efter det att plasman 6verforts
till ett nytt PST-ror, separerad plasma, samtliga ror stéalldes upp och ner. Skillnaden i zinkkoncentration mellan spardmnesroren och samtliga PST-roren var

signifikanta (p <0,05).
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overfordes till ett nytt PST-ror (B), samtliga ror stalldes upp och ner. Signifikanta skillnad mellan sparamnesroéren och PST-roéren inkluderades (p <0,05).
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