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1.EINFUHRUNG

1. Einfuhrung

1.1. Bedeutung der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente fir den
menschlichen Organismus

Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente sind wichtige Bestandteile des
menschlichen Organismus. Ohne diese ist ein Leben nicht mdglich, da sie eine Vielzahl
lebenswichtiger  Funktionen und Reaktionen bedingen. Mineralstoffe  und
Spurenelemente sind am Aufbau lebensnotwendiger Enzyme, Hormone und Proteine
beteiligt. Sie spielen eine wichtige Rolle fur Knochen- und Zellaufbau sowie fur ein
funktionstlichtiges Immunsystem.

Als Mengenelemente oder auch Elektrolyte werden die Elemente bezeichnet, deren
prozentualer Anteil an der Kérpermasse beim gesunden Erwachsenen grofRer als 0,1%
betragt und die in Korperflissigkeiten in Konzentrationsbereichen von mmol/l vorliegen.
Dazu gehoren neben lebenswichtigen Nichtmetallen die Metallionen von Natrium,
Kalium und Calcium (Bratter, 1992). In die Gruppe der Elektrolyte wird auch das in
etwas geringerer Konzentration vorliegende Element Magnesium einbezogen.

Die Spurenelemente haben in Korperflussigkeiten Konzentrationsbereiche von umol/l
(Fe, Cu, Zn, |, Rb, Se, Si).

Die Konzentration der Ultraspurenelemente ist noch niedriger (nmol/l, pmol/l). Aufgrund
der niedrigen Gehalte im Vergleich zu den Nachweisgrenzen der gebrauchlichen
Analysenmethoden ist ein Mangel bei diesen Elementen (Al, Mn, Ni, Co, Cr, Cs, Sn)
schwierig nachzuweisen.

Die 18 Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente Ca, Co, Cu, Cr, F, Fe, |, K, Mg, Mn,
Mo, Na, Ni, Se, Si, Sn, V, Zn sind derzeit als essentiell fur den menschlichen
Organismus bekannt. Eine unzureichende Versorgung mit diesen Elementen kann zu
Mangelerkrankungen fuhren. In hohen Dosen kdnnen sie jedoch auch toxisch wirken.
Essentielle Elemente lassen sich durch folgende Hauptmerkmale beschreiben:

Das Element sollte im gesunden Gewebe aller Lebewesen vorkommen, wobei die
Konzentration von Individuum zu Individuum nahezu gleich ist (Normalbereich).

Ein Entzug bewirkt fur die Individuen die gleichen physiologischen und morphologischen
Abnormitaten, die bei normaler Versorgung nicht auftreten. Bei Supplementation sind
diese Veranderungen reversibel.

Die durch Entzug oder Mangel auftretenden Abnormitaten sind von spezifischen
biochemischen Veranderungen begleitet, die sich bei normaler Ernahrung oder
Supplementation normalisieren.

Neben den genannten und zum groRRen Teil gut untersuchten Elementen gibt es
Spurenelemente, deren Essentialitat vermutet, aber noch nicht nachgewiesen wurde.

So z.B. fur die Elemente Rubidium und Casium. Diese sind weitverbreitet in der Natur
und Bestandteil aller biologischer Flissigkeiten und Gewebe. Rb und Cs Ubernehmen
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ahnliche Funktionen in der Zelle wie Natrium und Kalium (Krachler, 1999). Obwohl ihr
Gehalt im Plasma hoher als der gut untersuchter Ultraspurenelemente wie z.B. Co, Cr,
Mn und Ni betragt, wird ihnen kaum Aufmerksamkeit geschenkt.

Es ist winschenswert, mit einer Mehrelementmethode wie der ICP-MS, neben den als
essentiell bekannten Elementen auch die ,vergessenen“ Elemente (Krachler, 1998) Rb
und Cs sowie deren Rolle in der Gesamtheit der Mengen-, Spuren- und
Ultraspurenelemente im Organismus zu untersuchen.

1.2. Ziel der vorliegenden Untersuchungen

In der medizinischen Diagnostik werden besondere Anforderungen an die verwendeten
Analysenverfahren gestellt. Wesentliche Kriterien fur die Einsatzfahigkeit eines
Verfahrens sind dabei Reproduzierbarkeit, Standardisierbarkeit, Personal-, Material- und
Zeitaufwand sowie Probenbedarf. Verfahren mit einem hohen Automatisierungsgrad,
die kostengunstig und schnell mit wenig Probenmaterial eine Vielzahl von analytischen
Informationen liefern, werden zunehmend eingesetzt. Erwilnscht ist aullerdem die
Einordnung der Analysensysteme in zeitgemafRe Konzepte der Laborautomatisation und
Labororganisation. Die Anforderungen an Richtigkeit und Prazision werden dabei zur
damit erzielbaren diagnostischen Wertigkeit des jeweiligen Ergebnisses in Beziehung
gesetzt und ggf. relativiert.

Die Bestimmung der meisten Spuren- und Ultraspurenelemente lasst sich derzeit nicht
mit  gebrauchlichen  klinisch-chemischen  Automaten realisieren. Fur diese
Untersuchungen ist die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) die Methode der Wahl.
Diese Einelementmethode ist bei der Untersuchung vieler Elemente sehr zeit- und
materialaufwendig.

Das begrenzte Volumen an Untersuchungsmaterial (oft nur 2-3 ml Plasma oder Serum)
lasst nur eine geringe Anzahl von Untersuchungen zu. Einige Elemente (Cs, I) lassen
sich nur schwer oder gar nicht mit der Atomabsorptionsspektrometrie bestimmen.

Erstes Ziel war daher die Etablierung der ICP-MS als Methode zur Messung von 18
ausgewahlten Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementen (Aluminium, Calcium,
Casium, Chrom, Eisen, lod, Kalium, Kobalt, Kupfer, Magnesium, Mangan, Natrium,
Nickel, Rubidium, Selen, Silizium, Zink und Zinn) aus ca. 3 ml Blutplasma unter
medizinisch-diagnostischen Bedingungen.

Ein weiteres Ziel war es, Nachweisgrenzen, Reproduzierbarkeit, Richtigkeit,
Analysenzeit und Analysenkosten der |ICP-MS und der herkdbmmlichen
Analysenmethoden (AAS, ISE) zu vergleichen und fir jedes der 18 Elemente das
optimale Nachweisverfahren auszuwahlen mit der Frage, inwieweit die ICP-MS in der
klinischen Chemie praktikabel ist und evtl. die AAS und ISE ersetzen kann.
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Als drittes Ziel der Arbeit sollte die mogliche medizinische Relevanz der mit den so
evaluierten Analysenmethoden erfassten Analyte bestimmt werden durch die
Untersuchung von Plasmaproben von Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz
(Dialysepatienten), von Patienten mit kardiologischen Erkrankungen (Bluthochdruck
oder Patienten nach einem Eingriff am Herzen) sowie von Patienten mit einer
Schizophrenie. Um einen Mangel oder eine Akkumulation der Mengen-, Spuren-, und
Ultraspurenelemente bei diesen Patienten festzustellen, sind die Konzentrationen mit
Referenzwerten zu vergleichen, die anhand einer Kontrollgruppe (,scheinbar gesunde®
Blutspender) mit den gleichen Methoden ermittelt wurden.

Mit Hilfe des Statistikprogrammes ,Statistika® soll getestet werden, ob sich die
Elementkonzentrationen bei Patienten und Kontrollgruppe signifikant unterscheiden, ob
Korrelationen der Elemente untereinander auftreten und ob es alters- und
geschlechtsspezifische Konzentrationsveranderungen gibt.

Mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse ist zu prifen, ob anhand der vorliegenden
Analysendaten eine Einteilung der Patienten in Klassen maoglich ist.

AbschlieRend sollen Ursachen und Kklinische Bedeutung der Ergebnisse dieser
Untersuchungen erlautert und mogliche Schlussfolgerungen daraus fur die Diagnostik
sowie fortfUhrende Untersuchungen gezogen werden.

1.3. Analysenmethoden fiir die Bestimmung von Mengen-, Spuren- und
Ultraspurenelementen in biologischen Flissigkeiten

Far die Bestimmung von Elementkonzentrationen in biologischen Flussigkeiten wurden
eine Reihe von Methoden entwickelt, die sich durch Nachweisgrenzen, Routinefahigkeit,
Bedienkomfort, Analysendauer und -kosten voneinander unterscheiden (siehe
Tabelle 1).

Die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) ist flr die Bestimmung vieler Elemente in
der Medizin die sogenannte Referenzmethode.

Das Messprinzip der AAS basiert auf der Schwachung elementspezifischer Strahlung
durch Absorption des Lichtes durch Atome. Das Atomabsorptionsspektrometer besteht
aus einer elementspezifischen Strahlungsquelle (z.B. Hohlkatodenlampe), dem
Atomisator  (Flammenatomisator, = Graphitrohrofen  oder  Quarzzelle), einem
Monochromator, der den Bereich der Resonanzlinie auswahlt, dem Detektor und dem
PC zur Datenverarbeitung.

Der Atomisator hat die Aufgabe, die Probe thermisch zu zersetzen und freie Atome zu
bilden. Die entstandene Atomwolke ist nun in der Lage, Licht der Resonanzlinie
aufzunehmen. Dabei steht die Schwachung dieses Lichts im direkten Zusammenhang
mit der Zahl der gebildeten Atome bzw. der Elementkonzentration in der Probe.
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Die Wahl der Atomisierungstechnik hangt von dem zu bestimmenden Element und
dessen Konzentration in der Probe ab. Die Mengen- und ein Teil der Spurenelemente
werden aufgrund der hohen Konzentrationen mit der Flammentechnik, die
Ultraspurenelemente mit der um 1 bis 3 GroRenordnungen empfindlicheren
Graphitrohrtechnik bestimmt. Mit Hilfe der Quecksilber-Hydrid-Technik, deren
Atomisator eine Quarzzelle ist, kdnnen nur wenige hydridbildende Elemente (As, Se, Sn,
Sb) sowie Quecksilber analysiert werden.

MessgroRe bei der Atomabsorption ist die Extinktion, die sich nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz aus dem Logarithmus des Quotienten aus Ausgangsintensitat und
geschwachter Intensitat berechnet.

Vorteile der AAS sind relativ geringe Anschaffungs- und laufende Kosten, die Vielzahl
der Elemente, die mit dieser Methode bestimmt werden konnen, das hohe
Nachweisvermodgen, wenig und meist kompensierbare Stérungen durch andere
Elemente oder die Probenmatrix sowie die relativ einfache Bedienbarkeit der Gerate.
Nachteilig sind der hohe Zeitbedarf, da z.Z. jeweils nur ein Element bestimmt werden
kann, der relativ hohe Probenverbrauch und der geringe dynamische Bereich (Welz,
1997; Haraguchi, 1999; Alfassi, 1994; Vandecasteele, 1993).

Zu den atomspektrometrischen Methoden gehéren neben der Atomabsorption die auf
Atomemission basierenden Methoden, die Flammenphotometrie und die ICP-OES.

Bei diesen Analysenmethoden wird die von angeregten Atomen emittierte
charakteristische Strahlung zur quantitativen Elementbestimmung verwendet.

Bei der Flammenphotometrie erfolgt die Anregung der Atome durch hohe
Temperaturen in einer Flamme. Durch einen Monochromator wird der
elementspezifische spektrale Bereich ausgewahlt. Als Detektor werden Photoelemente
verwendet. Mit der Flammenphotometrie kdnnen nur leicht anregbare Elemente (Alkali-
und Erdalkalimetalle) analysiert werden (Schwedt, 1992).

Vorteile der Flammenphotometrie sind die geringen Anschaffungs- und Betriebskosten.
Ein grol3er Nachteil dieser Methode ist, dass sie nur fur wenige Elemente eingesetzt
werden kann.

FUr schwerer anregbare Elemente (z.B. die Schwermetalle) sind hohere
Flammentemperaturen  erforderlich, die durch ein induktiv  gekoppeltes
Hochfrequenzplasma (ICP) erzeugt werden konnen. Mit der ICP-OES (induktiv
gekoppeltes Hochfrequenzplasma mit einem optischen Emissionsspektrometer als
Detektor) ist eine Multielementbestimmung maoglich. Mit der ICP-OES kdnnen in kurzer
Zeit und mit geringem Probenvolumen simultan bis zu 60 Elemente in einem
Konzentrationsbereich von max. 6 Grolkenordnungen analysiert werden.

Bei diesen Geraten sind die Anschaffungs- und Betriebskosten relativ hoch und z.T.
nicht kompensierbare Stérungen durch spektrale Interferenzen sowie bei einigen
Elementen die hohen Nachweisgrenzen von Nachteil (Schwedt, 1992; Haraguchi, 1999;
Alfassi, 1994; Vandecasteele, 1993, Sansoni, 1985).
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Bei der ICP-MS wird als Anregungsquelle ebenso ein induktiv gekoppeltes
Argonplasma verwendet. Als Empfanger dient bei diesen Geraten ein
Massenspektrometer. Diese Methode wird unter Punkt 2.3.1. noch einmal genauer
beschrieben.

Von hochstem Vorteil dieser Technik ist ihr hohes Nachweisvermogen bei gleichzeitiger
Multielementbestimmung und geringem Probenbedarf. Nachteilig sind hier die enormen
Anschaffungs- und hohen Betriebskosten sowie eine Vielzahl von Stdrungen
(Interferenzen) durch Proben- und Gasmolekile (Haraguchi, 1999; Alfassi, 1994;
Vandecasteele, 1993).

Beim Einsatz der ionenselektiven Potentiometrie werden Elektroden verwendet, die
selektiv auf bestimmte freie lonen ansprechen (ISE). Da die meisten Mengen-, Spuren-
und Ultraspurenelemente in biologischen Flussigkeiten in organisch gebundener Form
(an Enzyme, Proteine) vorliegen, ist diese einfache und schnelle Methode nur auf
wenige Elemente (Na, K) beschrankt (Schwedt, 1992).

Besonders nachweisstark sind die radiochemischen Methoden. Z.B. lassen sich bei der
Neutronenaktivierungsanalyse (NAA) Nachweisgrenzen bis in den Pikogrammbereich
erzielen. Da diese sehr kostenintensiv und zeitaufwendig sind, sind sie fur die klinische
Routine nicht gebrauchlich (Alfasi, 1994; Dams, 1994; Chan, 1998).

Eine weitere Methode zur Bestimmung von Elementen in biologischen Flissigkeiten ist
die Photometrie. Ein Photometer bestimmt Lichtabsorption bzw. Lichtdurchlassigkeit im
Bereich des ultravioletten und sichtbaren Lichtes. Der Bestimmung ist haufig eine
Farbbildungsreaktion vorgeschaltet. Sie erfolgt bei einer jeweils definierten Wellenlange
und ist nur flr eine geringe Anzahl von Elementen mit ausreichender Empfindlichkeit
mdglich (Schwedt, 1992).

Durch die gute Automatisierbarkeit der Methode wird sie in klinisch - chemischen Auto-
maten verwendet.
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Tab.1l: Ausgewahlte Methoden zur Elementanalytik

Methode AAS Flammen- ICP-OES ICP-MS ISE NAA Photometrie
photometrie (Automat)
Anschaffungskosten relativ | gering mittel hoch gering hoch gering
gering
laufende Kosten gering | gering hoch hoch hoch hoch gering
Anzahl der Elemente |1 max. 4 bis 60 bis 60 8 ca. 20 1
pro Messzyklus
Anzahl der moglichen |ca.70 (8 ca. 70 alle 8 ca. 60 gering
zu bestimmenden
Elemente
Stérungen gering |gering relativ hoch | hoch gering gering mittel
Nachweisgrenzen mittel / | mittel niedrig sehr hoch sehr niedrig
niedrig niedrig niedrig
Methodenentwicklung | einfach |sehr einfach | schwierig sehr sehr schwierig | einfach
schwierig | einfach
Probenbedarf bei hoch gering gering gering gering gering mittel
Bestimmung mehrerer
Elemente
Zeitbedarf fur hoch gering gering gering gering hoch hoch
Mehrelementanalysen
dynamischer Bereich | gering |gering hoch hoch sehr sehr gering
(GréRenordnungen) (2-3) (2-3) (5-6) (5-6) gering gering (2-3)
pro Element (1-2) (1-2)

2. Material und Methoden
2.1. Untersuchungsmaterial und Probennahme

Zur Blutentnahme wurden bei allen Probanden Monovetten flr die Metallanalytik mit
speziellen kontaminationsfreien Kanulen (Sarstedt) verwendet. Werden andere
Entnahmesysteme eingesetzt (Serummonovetten und Edelstahlkanulen), konnen
erhohte Konzentrationen von Aluminium, Mangan, Nickel, Chrom und Silizium durch
Kontamination aus dem Gefal3- und Kanulenmaterial auftreten.

Das Blut wurde 7 min zentrifugiert und das so gewonnene Plasma in spezielle
kontaminationsfreie Probengefalle (Sarstedt) portioniert. Bis zur Untersuchung wurden
die Proben bei — 20 °C eingefroren.

Blutproben wurden von Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz
(Dialysepatienten), von Patienten mit kardiologischen Erkrankungen (Bluthochdruck
oder Patienten nach einem Eingriff am Herzen) sowie von Patienten mit einer
Schizophrenie gewonnen. Bei den Dialysepatienten wurde vor und unmittelbar nach der
Dialyse Material enthommen, um zusatzlich den Einfluss der ,Blutwasche® auf den
Spurenelementstatus mit zu erfassen.

11
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Als Kontrollgruppe wurden ,scheinbar gesunde® Blutspender unterschiedlichen
Geschlechts in verschiedenen Altersgruppen untersucht.

2.2. Routinebestimmungsmethoden fur Metallionen im klinisch chemischen Labor

2.2.1. Bestimmung der Mengen-, Spuren-, und Ultraspurenelemente mit der
Atomabsorptionsspektrometrie

In der Klinischen Chemie wird ein Teil der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente
mit der Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.

Je nach Konzentration werden die Flammen- oder Graphitrohr-AAS sowie die
Hydridtechnik eingesetzt. Untersuchungsmaterial sind Serum oder Blutplasma, Vollblut,
Urin, Speichel und Gewebe. In den weiteren Ausfihrungen soll nur auf die
Untersuchung des Blutplasmas eingegangen werden.

Mit der Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie werden die Elemente Mg, Ca, Fe, Cu
und Zn analysiert. Die Bestimmung von Na und K ist ebenfalls mit dieser Methode
moglich, wird aber selten auf diese Weise durchgefuhrt, da die praktikablere Methode
der ionenselektiven Potentiometrie (ISE) dafur zur Verfligung steht.

Die Messung mit der Flammen-AAS wird wenig durch Stérungen durch andere
Elemente oder die organische Probenmatrix beeintrachtigt. Grundlage der
Konzentrationsbestimmung sind manuell hergestellte wassrige Kalibrierstandards fur
jedes Element. Die Richtigkeit der mit diesen Standards erstellten Kalibrierkurven wird
durch die Bestimmung von zertifizierten Kontrollmaterialien zu Beginn der Messreihe
gepruft.

Zur Bestimmung von Mg und Ca im Plasma werden 200 pyl Probenmaterial mit 0,1 M
HCl im Verhaltnis 1:11 verdinnt. Die Proben werden gegen ebenso praparierte
wassrige Kalibrierstandards gemessen. In einer sequentiellen Multielementmethode
werden beide Elemente aus dem gleichen Probenansatz automatisch nacheinander
untersucht.

Aufgrund der niedrigeren Konzentrationen von Fe, Cu und Zn im Plasma (pmol/l)
konnen die Proben nur in einem geringen Verhaltnis verdunnt werden. Da bei grof3en
Analysenserien das Brenner-Zerstauber-System durch den hohen organischen Anteil in
den Plasmen schnell verstopfen wirde, werden die Proben enteiweil3t.

Zunachst wird 1 ml der Plasmaproben mit Salzsaure angesauert, um an Proteine
gebundenes Fe, Cu, Zn in lonenform zu uberflUhren. Anschlieend wird die
Enteiweilung mit Trichloressigsaure vorgenommen. Priflésung ist die nach
Zentrifugation gebildete wassrige Phase. Fe, Cu und Zn kdnnen in einem gemeinsamen
Messansatz mit Hilfe einer sequentiellen Multielementmethode anhand einer wassrigen
Kalibrierkurve analysiert werden.

Die Messungen wurden mit dem AASS5 FL der Firma Analytik Jena AG durchgefihrt.

12
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Fir die Bestimmung der Elemente Al, Cr, Mn, Ni, Se und Si wird in der Klinisch-
chemischen Routine die im Vergleich zur Flammen-AAS empfindlichere Graphitrohr-
AAS eingesetzt.

Die Bestimmungen mit der Graphitrohr-AAS werden meist durch die Probenmatrix
gestort. Diese Stdérungen machen sich durch unspezifische Absorption (auch als
Untergrundsignal bezeichnet) durch Moleklle oder andere Elemente in den Proben
sowie durch Signaldepression im Vergleich zu wassrigen Losungen bemerkbar.

Um Storungen durch unspezifische Absorption zu kompensieren, wird mit der Technik
der Untergrundkorrektur gearbeitet. Dazu kann die Untergrundkorrektur mit Hilfe einer
Deuterium-Lampe oder durch den Zeeman-Effekt verwendet werden. Ist die Korrektur
nicht ausreichend, kann zusatzlich mit Matrixmodifiern gearbeitet werden, die die
Atomisierungstemperatur fir das zu bestimmende Metall heraufsetzt, um bei somit
hdheren Pyrolyse- (oder Vorbehandlungs-) temperaturen einen grof3en Anteil der
storenden Bestandteile vor der eigentlichen Atomisierung abzutrennen.

Tab. 2: Analysenparameter fiir die Graphitrohr-AAS

Parameter Al Cr Mn Ni Se Si
Wellenlange (nm) 309,3 359,4 |279,5 232,0 |196,0 251,6
Probenvolumen (ul) 200 200 200 200 200 200
Verdunnung 1:6 1:2 1:2 1:2 1:2 1:2
Verdinnungslésung 0,1n 0,1n 0,1n 0,1n 2% HAc |0,1 % Tri-
HNO;3 HNO3; [HNO; HNO3 ton-X100
Pyrolysetemperatur °C | 1200 1300 [1000 1200 |1300 1400
Atomisierungs- 2250 2499 1900 2200 |2200 2550
temperatur °C
Untergrundkorrektur |D2 D2 D2 D2 Zeeman |D2
Modifier keiner keiner |keiner keiner |Pd/Pt Pd
Volumen im Rohr (ul) |20 20 20 25 15/10 10/10

Mit der Methode der Standardaddition kénnen Signaldepressionen kompensiert werden.
Das bedeutet, die Kalibrierung wird mit matrixangepassten (plasmahaltigen)
Additionsstandards durchgefihrt, indem zu einem Plasma Standards unterschiedlicher
Konzentration zugefihrt werden und aus dem Anstieg der Additionskurve die
Kalibrierfunktion ermittelt wird.

In Tabelle 2 sind die wichtigsten Parameter fur die 6 mit der Graphitrohrtechnik
bestimmten Elemente zusammengetragen. Die Untersuchungen wurden mit dem
AAS5 EA der Firma Analytik Jena AG und dem PE 4110 ZL der Firma PerkinElmer
Instruments durchgefihrt.
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2.2.2. Bestimmung einiger Mengenelemente mit der ionenselektiven
Potentiometrie (ISE)

Die Bestimmung einiger Mengenelemente im Plasma ist auf einfache und schnelle
Weise mit ionenselektiven Elektroden (ISE) moglich. lonenselektive Elektroden sind
Flissigmembranelektroden, die nur auf bestimmte freie Messionen ansprechen.

Bei diesen Elektroden wird das Potential durch den Ubergang von Messionen zwischen
der wassrigen Phase (Blutplasma) und der flissigen, aktiven Phase (lonenaustauscher)
bestimmt. In der hydrophoben Membran befinden sich die ionenaustauschenden
(organischen) Gegenionen .

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde der ionenselektive Analyser ,Microlyte® der
Firma Thermo Electron GmbH eingesetzt. Die im Plasma in freier lonenform
vorliegenden Elemente Kalium und Natrium wurden mit dieser Methode analysiert. Da
von den Mengenelementen Magnesium und Calcium nur ca. 60 bzw. 50 % ionisiert im
Plasma vorliegen, ist diese Methode zur Erfassung der Gesamtkonzentration nicht
geeignet.

Das ,Microlyte” verfugt Uber ein Ventil- und Pumpensystem, welches zunachst
nacheinander die 4 gebrauchsfertigen Kalibrierstandards, die alle zur Messung
bendtigten lonen enthalten, in den Elektrodenblock transportiert. Der Elektrodenblock
besteht aus hintereinandergeschalteten Elektroden fur alle zu messenden lonen und
ermoglicht somit eine Parallelbestimmung dieser lonen in einem Analysenablauf. Die
Kalibration wird automatisch durchgefuhrt und auf Linearitatsfehler kontrolliert.

Nach erfolgreicher Kalibration wird die Richtigkeit anhand von methodenspezifischem
Kontrollmaterial gepruft.

Die Plasmen kdnnen anschlieBend unverdinnt gemessen werden. Dazu werden die
Proben (200 pl) manuell tGber eine Kantle zugeflhrt. Nach ca. 2 Minuten werden die
Konzentrationswerte fur Natrium und Kalium durch den Drucker ausgegeben.

Ein Vergleich mit dem AAS5 FL zeigt gute Ubereinstimmungen zwischen beiden
Methoden. Da mit dem ,Microlyte“ eine Parallelmessung beider Elemente mdglich ist
und die Proben ohne Verdinnung (keine Verdinnungsfehler) analysiert werden kénnen,
ist die ionenselektive Potentiometrie der AAS vorzuziehen.

2.3. Die Methode der ICP-MS

Die ICP-MS st eine molekulspektiroskopische Methode zur simultanen
Multielementbestimmung (Schwedt, 1992).

In einem als lonenquelle dienenden induktiv gekoppeltem Hochfrequenzplasma (ICP =
Inductively Coupled Plasma) werden lonen erzeugt, die nach Massentrennung in einem
Massenspektrometer (MS) detektiert werden kdnnen.

14



2.MATERIAL UND METHODEN

Da fur die vorliegenden Untersuchungen das ICP-MS ELAN 6000 der Firma Perkin
Elmer Instruments eingesetzt wurde, wird die Methode anhand der speziellen
Geratespezifikation vorgestellt (sieche Abb. 1).

Plasma
Spektrometer
Interface

Detektor lonen

——

ICP Fackel Sprih

(]g % ; i Optj(' fioﬁ, | TKammer
; oo

Massen Filter Probe

1

i i ] Zerst. Gas
E E Turbn!) JlfurboE
Externer E E
PC Computer i i Plasma
Generator

ICP-MS Computer und Kontrollelektronik
|

IEEE Verbindung

Abb. 1: Schematischer Aufbau eines ICP-MS (PerkinElmer Instruments)

Die zu analysierenden flissigen Blutplasmaproben werden durch eine peristaltische
Pumpe, die fur einen gleichmafigen Flussigkeitstransport von 1,4 ml/min sorgt, einem
Zerstauber zugefuhrt. Aufgrund der hohen Salzbelastung in den Proben wurde ein daflr
besonders geeigneter Cross-Flow-Zerstauber verwendet. Durch den am Zerstauber
anliegenden Argonstrom von ca. 1 I/min wird ein Probenaerosol erzeugt. Da die
Aerosolausbeute aufgrund der TropfchengroRe nur wenige Prozent betragt, wird der
groldte Teil der Probenlésung Uber einen zweiten Schlauchweg der Pumpe in ein
Abfallgefal’ transportiert.

Das Probenaerosol wird Uber ein Quarzrohrsystem, der sogenannten Torch, dem
Plasma zugeflhrt. Das Quarzrohrsystem besteht aus einem inneren Rohr, in dem mit
dem am Zerstauber anliegenden Argonstrom das Probenaerosol zur analytischen Zone
transportiert wird und einem auf3eren Rohr, in dem ein Argonstrom von 6 bis 15 I/min
flieRt, der fUr die eigentliche Plasmabildung bendtigt wird. Ein zusatzlicher Argonstrom in
einem mittleren Rohr kann bei Proben mit hoher Salzlast oder hohem Kohlenstoffgehalt
(Proteine) hinzugeschaltet werden.
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Im letzten Drittel des Quarzrohrsystem werden alle Gasstrome zusammengefuhrt. Das
Ende des Quarzrohsystems ist von einer Spule umgeben. Mit Hilfe dieser Spule wird
Hochfrequenzenergie auf die flieBenden Gasstrome Ubertragen. In dem anliegenden
Hochfrequenzfeld wird das Argon durch Stofde zwischen Argonatomen und Elektronen
angeregt und ionisiert. Durch diesen Prozess entsteht ein heiRes Plasma mit einer
Temperatur oberhalb 5000 K. Bei dieser Temperatur werden die in das induktiv
gekoppelte Plasma eingebrachten Elemente teilweise ionisiert. Die lonisierung erfolgt
durch ZusammenstoRe zwischen Analytatomen und hochenergetischen Elektronen,
Argonionen oder metastabilen Argonatomen. Neben Analytatomen kdénnen jedoch
auch Molekule der Probenmatrix oder Losungsmittelbestandteile ionisiert werden, was
dann zum Teil zu erheblichen Storungen fuhren kann.

Geladene und nichtgeladene Teilchen gelangen mit dem Plasmastrom in das
sogenannte Interface. Durch einen Druck von wenigen mbar wird dieser Strom durch
die max. 1 mm groRe Offnung des Samplers gesaugt. Der geklhlte Sampler ist eine
meist aus Nickel gefertigte konische Lochblende. Der Plasmastrom expandiert in diesem
Zwischenraum. Ein Teil davon wird mit Hilfe einer zweiten Lochblende, dem Skimmer, in
das Massenspektrometer geleitet. Im Massenspektrometer liegt ein Arbeitsdruck von
<10 mbar an.

Unmittelbar hinter dem Skimmer befindet sich der Photonenstop. Dieser dient zur
Entfernung nichtgeladener Teilchen, die sich zwischen Interface und Quadrupol an den
lonenlinsen ablagern wurden. Nur positiv und negativ geladene Teilchen gelangen
hinter den Photonenstop in eine Zylinderlinse. Durch ein dort angelegtes Potentialgefalle
werden die lonen fokussiert. Ein optimaler lonentransport fur eine bestimmte Masse
(also ein bestimmtes Elementisotop) wird erzielt, wenn die angelegte Linsenspannung
dem Wert der kinetischen Energie dieses Isotops entspricht. Alle anderen Massen
wirden in diesem Fall diskriminiert werden. Durch schrittweises Andern der
Linsenspannung kénnen die gewlnschten Massen nacheinander in den Quadrupol
durchgelassen werden.

Das Quadrupolmassenspektrometer besteht aus 4 parallel angeordneten Staben, an die
ein Gleichspannungsfeld und zusatzlich ein Hochfrequenzfeld angelegt werden. Durch
Anlegen einer definierten Spannung kann die Transmission einer bestimmten Masse
erfolgen. Andert man das Quadrupolfeld kontinuierlich, kénnen die gewiinschten
Massenbereiche abgefahren werden.

Zur Detektion der lonen wird ein Elektronenvervielfacher verwendet, der dem Quadrupol
nachgeschaltet ist. Die dort erhaltenen Signale werden als Counts fir jede
Masse/Ladung computergesteuert weiterverarbeitet.
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Bei der Methode des ICP-MS mit dem ELAN 6000 und anderen ICP-MS-Geraten treten
eine Reihe von Fehlermdglichkeiten durch Storeinflisse auf, die zu systematischen
Fehlern fihren konnen.

Im Massenspektrometer werden Teilchen mit einem definierten Masse zu Ladungs-
Verhaltnis registriert. Neben den gewlnschten Elementionen entstehen im Prozess der
lonisierung jedoch auch Clusterionen oder Molekulionen.

Ursachen fur die Bildung von Clusterionen sind Losungsmittel und die darin enthaltenen
Sauren sowie die Probenmatrix (H,O*, Hs0*, NO*, NO?*...), lonen von Gasen aus der
Atmosphare (O,", CO™, CO", NH*, NO™...) und Reaktionsprodukte mit dem Plasmagas
Argon (ArO™ ArOH*, ArCl*, Ar;',..). Diese lonen verursachen besonders im
Massenbereich bis 80 spektrale Interferenzen, die die Bestimmung leichter Elemente
erschweren. So stort z.B. %°Ar," mit einer Masse von 80 einfach geladen die
Bestimmung des haufigsten Selenisotops %°Se, ?CO* mit der Masse 28 die
Bestimmung von Silizium Si. In einem solchen Fall muss auf ein ungestortes Isotop
ausgewichen werden, wenn dies moglich ist. Die prozentuale Haufigkeit dieser
Ausweichisotope ist meist geringer, was einen Signal- und damit auch
Empfindlichkeitsverlust zur Folge hat. Es gibt jedoch eine Reihe von monoisotopen
Elementen, die nur ein Isotop besitzen (z.B. Be, F, Na, Al, P, Sc, Mn, Co, As, Y, Rh, |,
Cs, Au, Bi).

Daneben treten Stérungen durch nattrlich vorkommende stabile Isotope verschiedener
Elemente mit der gleichen Masse auf, die sogenannten isobaren Interferenzen. So
haben die Elemente Ar, K, Ca alle ein stabiles Isotop der Masse 40, Ti, V, Cr ein Isotop
der Masse 50.

Eine weitere Stérquelle sind mehrfach geladene lonen. Da in der Massenspektrometrie
das Masse-Ladungsverhaltnis registriert wird, erscheinen doppelt geladene lonen bei
der halben Masse. Das haufigste Isotop des Zirkoniums *Zr stért als doppelt geladenes
lon die Bestimmung des Scandiums. Da Scandium ein monoisotopes Element ist und
nur dieses eine Isotop besitzt, wird die Bestimmung in Anwesenheit hoher Zr-Gehalte
kompliziert bzw. nicht durchfuhrbar.

SchlieRlich kénnen auch Nachbarionen im groRen Uberschuss im Vergleich zum zu
analysierenden Elementes durch ,Peakverbreiterung am Fuly* des Signals die Messung
empfindlich storen.

(Broeckard, 1990; Stroh, 1995; Schwedt, 1992; Schramel, 1997; Luck; 1987, Kern,
1995; Montaser, 1993)

Um Fehlermoglichkeiten durch die genannten Storungen und Kontaminationen zu

vermeiden oder zu minimieren, ist die Methode zu optimieren. Dazu sollte ein
geeignetes Gefallmaterial und Losungsmittel ausgewahlt werden. Es ist zu entscheiden,

17



2.MATERIAL UND METHODEN

welche Masse fur welches Element geeignet ist. Verdunnungsverhaltnis und
Kalibrationsart sowie der interne Standard sind auszuwahlen.

Um eine grolRe Anzahl von Elementen in verschiedenen Konzentrationsbereichen
analysieren zu konnen, sind bei der Methodenentwicklung (Punkt 3) Kompromisse notig.

2.4. Statistikprogramm ,, Statistika“ und die verwendeten statistischen GréR3en

Die Datenauswertung erfolgt mit dem unter dem Betriebssystem Windows arbeitenden
Statistikprogramm ,Statistika“. Dazu konnen die mit Microsoft-Excel erfassten
Datensatze in das Programm importiert werden.

Die Daten sind im Programm ,Statistika“ in Falle (Patienten) und Variable (Elemente)
organisiert.

,otatistika“ verfugt Uber schnell zugangliche Funktionen - wie Berechnung der
Mittelwerte, Standardabweichungen, Signifikanztests, Korrelationsberechnung und tber
Funktionen der multivariaten Statistik (Hemmer, 1998).

Analysendaten unterliegen einer bestimmten Variationsbreite. Diese wird bestimmt
durch das Probenmaterial (hier durch das menschliche Individuum) und durch die
Messunsicherheit. In den vorliegenden Daten wird die Ungewissheit durch die
Variabilitdt des menschlichen Individuums und durch die Messunsicherheiten (zufallige
und systematische Fehler) beeinflusst. Zufallige Fehler lassen sich durch
Messwertwiederholungen einschranken. Systematische Fehler werden durch
Richtigkeitsuntersuchungen erkannt und behoben.

Mittelwert

Der Mittelwert charakterisiert die Lage der Daten auf der x-Achse. Die
Standardabweichung beschreibt die Streuung der Daten um den Mittelwert.

Der Mittelwert x,, wird bei normalverteilten Daten aus dem Quotienten der Summe aller
Einzelwerte und der Anzahl der Einzelmessungen n ermittelt (Formel 1).

Xm = EZ Xi (Formel 1)
n4

Neben dem mit Formel 1 berechneten Mittelwert wird bei Messreihen mit einer Reihe
stark abweichender Einzelwerte (Ausreiler) auch der Median verwendet. Der Median ist
ein robustes Lagemal} auf der x-Achse, der bei ungerader Anzahl von Messungen der
mittlere aller Messwerte, bei gerader Anzahl von Messungen das arithmetische Mittel
der beiden mittleren Messwerte ist.

Das geometrische Mittel (Formel 2), welches meist bei einer logarithmischen Verteilung
der Messwerte verwendet wird, ist die n-te Wurzel aus dem Produkt der Ergebnisse von
n Messungen.
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Xm = n/H Xi (Formel 2)
i=1

In den vorliegenden Untersuchungen wurde der Mittelwert anhand von Formel 1
berechnet (arithmetisches Mittel), da die Daten fir die meisten Elemente normalverteilt
waren.

Verteilungsfunktion
Zur Charakterisierung von Datenreihen dient die Haufigkeitsverteilung, d.h. das

Auftragen der MessgroRe in Abhangigkeit von deren Haufigkeiten in Form eines
Saulendiagramms. (Doerffel, 1987)

Bei normalverteilten Analysenwerten ergibt sich eine symmetrische Darstellung in Form
der Gaulschen Glockenkurve.

Daneben konnen asymmetrische Verteilungen auftreten z.B. die logarithmische
Normalverteilung, bei der nicht das arithmetische Mittel sondern das geometrische Mittel
als Mittelwert verwendet wird.

Ein MalR fur die Symmetrie der Verteilungsfunktion ist die Schiefe. Bei einer ideal
symmetrischen Verteilung ist die Schiefe Null. Bei asymmetrischen Verteilungen weicht
die Schiefe von Null ab. Die Schiefe bei linksgipfliger Verteilung ist groRer, bei
rechtsgipfliger Verteilung kleiner Null.

Standardabweichung
Die Standardabweichung ergibt sich aus der Wurzel des Quotienten aus der Summe

der Quadrate der Abweichungen der Einzelwerte x; vom Mittelwert x, und der Anzahl
der Freiheitsgrade n-1 (Formel 3).

(Formel 3)

Statistische Signifikanz

Die statistische Signifikanz ist ein Mal} dafur, inwieweit ein ermitteltes Ereignis ,wahr*
ist. Sie wird durch das p-Niveau fur die Zuverlassigkeit des Ereignisses
gekennzeichnet. Je niedriger der Wert flr p ist, desto zuverlassiger ist eine Beziehung
zwischen den Variablen zweier Stichproben. Das in statistischen Auswertungen haufig
verwendete p-Niveau von 0,05 besagt, das die Wahrscheinlichkeit eines
Zusammenhangs in 95 % der Falle zutrifft.

Bei der Auswertung wissenschaftlicher Untersuchungen werden Ergebnisse mit dem
Signifikanzniveau von p < 0,05 als ,gerade noch statistisch signifikant®, Ergebnisse mit
p < 0,01 als ,statistisch signifikant und mit p < 0,005 als ,hochsignifikant* bezeichnet.
(Statistika, Benutzerhandbuch)
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Korrelation

Die Korrelation gibt den Zusammenhang zwischen zwei oder mehreren Variablen an.
Fur die Daten wird ein Korrelationskoeffizient berechnet, der zwischen —1,00 und +1,00
liegen kann. Ein Korrelationswert von — 1,00 beschreibt die perfekte negative, ein Wert
von +1,00 die perfekte positive Korrelation. Bei einem Korrelationskoeffizienten von 0,00
besteht Uberhaupt kein Zusammenhang zwischen den Variablen. Der am haufigsten
verwendete Korrelationskoeffizient ist er ,Pearsonsche Korrelationskoeffizient® r. Die
Pearsonsche Korrelation bestimmt das Ausmal}, in dem die Werte zweier Variablen
proportional sind. Die Korrelation ist dann hoch, wenn sie durch eine Gerade, die
Regressionsgerade, dargestellt werden kann. Um die Korrelation bewerten zu konnen,
ist die Signifikanz der Korrelation zu Uuberprufen (Statistika, Benutzerhandbuch).

Ausreil3er

In Messreihen sind mitunter Ausreil3er, d.h. atypische, selten auftretende Ereignisse zu
beobachten. Diese Ausreil’er kdnnen durch zufallige Messfehler, falsche Probennahme
oder durch Variationen unter den Probanden auftreten. Diese Ausrei3er haben einen
erheblichen Einfluss auf den Mittelwert, die Standardabweichung und den
Korrelationskoeffizienten (Statistika, Benutzerhandbuch).

Es gibt eine Reihe von Ausreil3ertests, die Messwerte als Ausreil3er erkennen kdnnen,
wie z.B. der AusreilRertest nach Grubbs.

Beim Auftreten von zufalligen Messfehlern und falscher Probennahme (z.B. fihrt die
Abnahme mit der falschen Monovette durch Kontamination zu hohen
Aluminiumkonzentrationen) ist eine Ausreil3ereliminierung zu empfehlen. Ausreil3er, die
durch die Variation der Individuen untereinander auftreten (z.B. Dialysepatienten, die
durch lodbehandlung erhdhte lodkonzentrationen im Plasma sowohl vor als auch nach
der Dialyse aufwiesen), sind jedoch nicht durch Ausreil3ertests auszugleichen.

Diese abweichenden Ereignisse sind mit in die Berechnung einzubeziehen und auch
nicht durch Verwendung des Medians anstelle des Mittelwertes zu eliminieren.
Aussagekraftig ist bei medizinischen Untersuchungen das arithmetische Mittel der
Patientengrundgesamtheit.

Nachweisgrenze
In der DIN 32645 sind der Begriff der Nachweisgrenze und die Methoden zu deren

Bestimmung in der Analytik festgelegt.

Danach ist die Nachweisgrenze “derjenige Gehalt, der unter Verwendung der ermittelten
Kalibrierfunktion dem kritischen Wert der MessgrofRe zuzuordnen ist‘. ,Der kritische
Wert der MessgroRe ist derjenige Messwert, bei dessen Uberschreitung unter
Zugrundelegung einer festgelegten Irrtumswahrscheinlichkeit erkannt wird, dass der
Gehalt des Bestandteils in der Analysenprobe groRer ist als derjenige in der Leerprobe.*
(DIN 32645).

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze sind zwei Methoden maoglich. Die direkte Methode
(Leerwertmethode) ermittelt die Nachweisgrenze aus der Unsicherheit des Leerwertes.
Bei der indirekten Methode (Kalibriergeradenmethode) wird die Unsicherheit des
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Leerwertes in der unmittelbaren Nachbarschaft der Nachweisgrenze ermittelt (DIN
32645; Muller, 1994).

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze mit der Blindwertmethode wurde der Anstieg der
Additionskalibrationskurven und die Messwerte von 10 Blindwertmessungen ermittelt.
Um die Nachweisgrenze mit der Kalibriermethode zu berechnen, wurden 10 Standards,
die kleiner als das 10 fache der Nachweisgrenze entsprachen, gemessen.

Da die Bestimmung der Nachweisgrenze mit der Kalibriermethode bei einer grof3en
Anzahl zu bestimmender Elemente sehr aufwendig ist, wurden die Nachweisgrenzen mit
der Blindwertmethode ermittelt und diese Methode am Beispiel von 3 Elementen mit der
Kalibriermethode verglichen (siehe 4.1.1.)

Die Nachweisgrenze berechnet sich nach der Leerwertmethode durch Formel 4, nach
der Kalibriermethode durch Formel 5.

XnG :S—L-tf.a : (1+lj (f = n-1 Freiheitsgrade)  (Formel 4)
b m n
\/[ 11 xsz _ o
Xy =Sxo L 4| =+ =+ (f = n-2 Freiheitsgrade)  (Formel 5)
' m n Q,
xne = Nachweisgrenze
SL = Standardabweichung der Leerwertmessung
b = Steigung der Kalibriergeraden
m = Anzahl der Messungen an der Analysenprobe
n = Anzahl der Kalibrierproben
tr.q = Quantil der t-Verteilung
sxo = Verfahrensstandardabweichung bei der Kalibration
Xn? = Quadrat des arithmetrischen Mittels
Qx = Summe der Abweichungsquadrate von x bei der Kalibrierung
f = Anzahl der Freiheitsgrade

Zur Vereinfachung der Berechnung wurde ein modifiziertes Excel-Programm verwendet,
in das die Messdaten der einzelnen Elemente eingetragen und die Nachweisgrenzen
automatisch berechnet wurden.

Die Nachweisgrenze hat fur die Auswertung der Probenergebnisse eine grofRRe
Bedeutung. Vor allem bei der Messreihe der Kontrollgruppe wurden bei einzelnen
Elementen Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze registriert. Um auch diese
Messwerte mit dem Programm ,Statistika® auswerten zu konnen, musste ein
Kompromiss gefunden werden.
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Wie bei Hecht (Hecht, 1996) vorgeschlagen, wurde fur alle Konzentrationswerte
unterhalb der Nachweisgrenze die Halfte der Nachweisgrenze eingetragen.

Die auf diese Weise ,manipulierten® Messdaten sind ein analytisch nicht tragbarer
Kompromiss, der nur im Rahmen der statistischen Auswertung Anwendung finden darf.
Die Konzentrationen sind jedoch als ,kleiner Nachweisgrenze“ anzugeben.

Prazision und Richtigkeit

Mit Prazision und Richtigkeit wird die Genauigkeit einer Analysenmethode bestimmt.

Die Prazision beschreibt den zufalligen Fehler und charakterisiert die Wiederholbarkeit
der Messungen. Sie wird als Schatzwert der Standardabweichung s, von n (n ca. 20)
nach Formel 3 berechnet und meist als relative Standardabweichung RSD (Formel 6)
angegeben.

S
RSD = % (Formel 6)
X

RSD = relative Standardabweichung

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurden die serielle Prazision der Messserie und
die Tag-zu-Tag-Prazision bestimmt. Bei der seriellen Prazision wurde der Fehler
innerhalb einer Messserie aus 21 aufeinanderfolgenden Analysen berechnet. Dieser
Fehler beinhaltet nur die Messwertstreuung. Fur die Tag-zu-Tag-Prazision wurde die
gleiche Probe an unterschiedlichen Tagen analysiert. Neben der Messwertstreuung geht
in diesen Wert auch der Fehler bei der Erstellung der Kalibrierfunktion ein.

Die Richtigkeit beschreibt den systematischen Fehler. Sie wird durch die
Wiederfindungsrate R (Formel 7) durch den Vergleich von Mittelwert x, und wahrem
Wert x, (Sollwert von zertifiziertem Material) ermittelt.

R =2n.100% (Formel 7)
XW
R = Richtigkeit (Wiederfindungsrate)
Xm = Mittelwert
Xw = wahrer Wert

(Otto, 1997)

Klassifikationsanalyse

Die Klassifikationsanalyse ist eine Form der Auswertung sehr groRer Datensatze.

Mit Hilfe der Klassifikation werden Regeln gesucht, nach denen Objekte auf Grund ihrer
Merkmale in zwei oder mehrere Klassen eingeteilt werden konnen.
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Bei dieser multivariaten Datenanalyse werden alle Elemente gleichzeitig bertcksichtigt
und in die Rechnung einbezogen, vieldimensionale Zusammenhange werden durch
Dimensionsreduzierung in  Uberschaubare  Darstellungen  gebracht. Unter
Berucksichtigung der Korrelation der Elemente untereinander werden neue
unkorrelierte GroRen wie z.B. die Hauptkomponenten erzeugt.

Es gibt Uberwachte und unlUberwachte Verfahren. Bei den Uberwachten Verfahren
werden zunachst anhand von Datensatzen mit bekannter Klassenzugehdrigkeit Regeln
erstellt. Unbekannte Objekte konnen anschliel3end in die bekannte Klassen eingeordnet
werden.

Bei den unuberwachten Verfahren bestehen keine bekannten Klassenzugehdrigkeiten.
Diese sollen anhand des Verfahrens gefunden werden.

In den vorliegenden Untersuchungen soll das unuberwachte Verfahren angewendet
werden und zunachst getestet werden, ob eine Einordnung in verschiedene Klassen
uberhaupt mdglich ist.

Die Klassifikation kann mit Hilfe der Hauptkomponentenanalyse durchgefihrt werden.
Ziel dieser Analyse ist es, eine gro3e Zahl von Variablen einer Datenmatrix durch eine
geringere Zahl von Hauptkomponenten darzustellen. Dabei bleiben die Informationen
aus der Datenmatrix weitgehend erhalten.

Die Dimensionsreduzierung erfolgt  durch ,2Aufspannen® eines neuen
Koordinatensystems. Die Richtung der Achsen dieses neuen Koordinatensystems wird
durch die Komponenten bestimmt, die den gréfdten Anteil an der Gesamtvarianz haben.
Man kann sich diese Transformation als Rotation des m-dimensionalen
Koordinatensystems (bei m Variablen) der Originaldaten in ein neues
Koordinatensystem der Hauptkomponenten vorstellen.

Dazu ist die Berechnung der Eigenwerte erforderlich. Der Eigenwert ist ein Mal3 fur den
Varianzanteil eines Faktors an der Gesamtvarianz der Datenmatrix. Je hoher der
Eigenwert ist, desto hdher ist der Einfluss dieses Faktors auf das Gesamtergebnis.

Der Faktorladungsplot gibt den Anteil einer Variablen an einer bestimmten
Hauptkomponente an. Je weiter die Variablen vom Ursprung (0;0) entfernt liegen, desto
hoher ist ihr Einfluss auf die aufgetragene Hauptkomponente. Eine Variable im Ursprung
wurde sich auf keine der beiden Hauptkomponenten auswirken (Danzer, 2001; Satistika,
Benutzerhandbuch).
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3. Experimenteller Teil — Methodenentwicklung fir die ICP-MS

3.1. Auswahl eines geeigneten Gefa3materials

Die Blutplasmaproben sind vor der Bestimmung mit dem ICP-MS zu verdinnen, da sich
durch die hohe organische und Salzmatrix das Zerstauber-Brenner-System schnell
zusetzen wurden. Da kein Probengeber zu Verfugung stand, sind Form und GroRRe der
Probengefalde nicht festgelegt. Wichtig bei der Auswahl waren demnach ausreichendes
Probenvolumen und die Reinheit der Probengefalie. Die Probengefal’e mussen ca. 5 ml
Messlosung fassen und durfen nach 24 Stunden keine merklichen Kontaminationen fur
die zu bestimmenden Elemente aufweisen.

Untersucht wurden Polystyrolgefalle mit Polypropylenstopfen und Polypropylengefalle
mit Schraubkappe aus dem gleichen Material von der Firma Sarstedt.

Dazu wurden je 20 Probengefale mit 0,3%iger HNO3; geflllt, geschittelt und die
Intensitaten fur die Blindwerte fur die zu untersuchenden Elemente nach 24 Stunden
ermittelt. Keines der beiden Gefalmaterialien war fur die gesamte Elementpalette
geeignet. Aus der Oberflache der Probengefalie wurden vor allem die Elemente Al, Co,
Cu, Fe, Mn, Ni, Sn, und Zn eluiert. Die Gefalle waren erst nach einer Vorreinigung
verwendbar. Die Probengefalle wurden mehrere Tage mit 0,3%iger HNOs gefullt
stehen gelassen und anschlieBend grundlich mit deionisiertem Wasser gespult.
Untersucht man die Blindwerte in den so gereinigten GefaRen, so sind bei den
Polystyrolgefallen  keine wesentlichen Blindwerteinflisse mehr registrierbar. Die
Polypropylengefalde geben nach einmaliger Reinigung noch messbare Spuren von Zinn
ab, die wahrscheinlich durch den Herstellungsprozess verursacht wurden
(Weichmacher, Katalysatoren).

Far alle nachfolgenden Untersuchungen wurden mit 0,3%iger HNO3 vorbehandelte und
anschlie3end gespulte Polystyrolgefalle verwendet.

3.2. Optimierung der Probenverdinnung

Auch bei der Probenverdinnung mussen Kompromisse eingegangen werden. In den
Blutplasmaproben sollen Elemente in unterschiedlichen Konzentrationsbereichen
analysiert werden. Einige Elemente liegen im Bereich der geratespezifischen
Nachweisgrenzen vor (z.B. Co), andere sind in so hoher Konzentration enthalten, dass
ein Messen in der unverdunnten Probe ausgeschlossen ist (z.B. Na). Hinzu kommt der
hohe Anteil organischer Matrix durch ca. 7% Eiweilanteil im Plasma. Das bedeutet, die
Verdinnung sollte so gering wie moglich gehalten werden, aber auch nicht so gering,
dass das Analysensystem wahrend des Messens zugesetzt wird.

In der Literatur wurde die Bestimmung von Metallspuren in Serum oder Blutplasma
bereits von einigen Autoren beschrieben. Hier wurden Verdiunnungsverhaltnisse von
1:5 (Vanhoe, 1989; Barany, 1997), 1:10 (Keller, 1998; Forrer, 1998), 1:15 (Delves,
1997), 1:20-1:50 (Alimonti, 1997; Szpunar, 1997) je nach zu bestimmender
Elementpalette und Art des Zerstaubers angewendet.
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Fur die vorliegenden Untersuchungen wurde ein Verdunnungsverhaltnis von 1:10
verwendet. Eine geringere Verdinnung fihrt zu einer zu hohen Salz- und
Matrixbelastung des Zerstauber-Brennersystems sowie zu einem schnelleren Verschleil3
von Sampler und Skimmer.

Bei einer hoheren Verdunnung (1:20) wird die Reproduzierbarkeit innerhalb einer
Messserie bei Elementen mit niedriger Intensitat schlechter.

Neben der Wahl des Verdinnungsverhaltnisses werden die unterschiedlichsten
Verdlinnungslosungen eingesetzt. Salzsaure, Schwefelsaure und Phosphorsaure sollten
aufgrund ihrer enthaltenden Storelemente Chlor, Schwefel und Phosphor nicht
eingesetzt werden. Deionisiertes Wasser ware ein ideales Losungsmittel, das bei einer
gut funktionierenden Reinstwasseranlage den geringsten Chemikalienblindwert
aufweist. Die in das ICP-MS eingetragene Probenlosung sollte jedoch aufgrund des
Reinigungseffektes leicht sauer sein. Gunstig und deshalb auch von vielen Anwendern
eingesetzt (Vanhoe, 1989; Keller, 1998; Alimonti, 1997; Szpunar, 1997; Hsiung, 1997)
ist hierfir eine verdinnte Salpetersaure, die keine zusatzlichen Elemente in das
Messsystem eintragt (Stickstoff, Wasserstoff und Sauerstoff befinden bereits durch
Wasser und Luft im System).

Getestet wurden in den Voruntersuchungen unterschiedliche Konzentrationen von
Salzsaure, Salpetersaure (beide Suprapur von Merck), Essigsaure (Ultrapur von Merck)
und Triton-X100 auf das Blindwertverhalten der gesamten Elementpalette.

Unter Verwendung von steigenden Salzsaurekonzentrationen wurden auch steigende
Intensitaten fur Aluminium, Kobalt und Mangan aufgrund von Verunreinigungen und
Interferenzen  beobachtet. Verwendet man verdinnte  Salpetersdure als
Verdunnungsmedium so sind erst ab Sauregehalten Uber 1% storende
Verunreinigungen bei den Elementen Al, Mn, Ni, Sn zu beobachten.

4%ige Essigsaure wurde von Forrer (Forrer, 1998) als Verdunnungsmedium empfohlen,
um einen Kohlenstoffuberschuss im Plasma zu erzeugen und Stérungen aufgrund der
Kohlenstoffmatrix durch einen standigen Kohlenstoffuberschuss zu minimieren. Da die
Essigsdure mit dem Reinheitsgrad Ultrapur nicht Gber ausreichende
Spurenelementreinheit  verfigte, war sie als Verdlinnungsmittel flir diese
Untersuchungen nicht geeignet.

Triton-X100 wird als grenzflachenaktive Substanz zur Veranderung der
Oberflachenspannung der Losungen und Tropfen bei verschiedenen Analysenverfahren
eingesetzt. Es verfugt Uber eine ausreichende Reinheit bei der Bestimmung der
Ultraspurenelemente. Bei Zerstaubung von Plasmaproben mit und ohne Verwendung
von Triton-X100 konnten jedoch keine Intensitatsunterschiede beobachtet werden. Das
bedeutet, unter Verwendung von Triton-X100 wird die Tropfchenzusammensetzung im
Zerstauber nicht verbessert. Auf den Einsatz von Triton-X100 kann demnach verzichtet
werden.

Die Plasmaproben wurden mit einer 0,3%igen Salpetersaurelosung (Salpetersaure
Suprapur von Merck) im Verhaltnis 1:10 verdinnt.
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3.3. Auswahl des internen Standards

Bei der Methode der ICP-MS ist es erforderlich, mit internen Standards zu arbeiten.
Wahrend grol3er Analysenserien von Probenldsungen mit hoher Salzkonzentration kann
es zu Salzablagerungen an Zerstauber, Brenner sowie Konen und damit zu
Drifterscheinungen kommen. Um diese Drift oder Signalschwankungen aufgrund
ungleichmaliger Zerstaubung bei Proben hoher Viskositat zu korrigieren, wird jeder
dem System zugeflihrten Losung die gleiche Konzentration eines internen Standards
zugegeben.

Bei der Auswahl eines geeigneten internen Standards muss darauf geachtet werden,
dass dieser in keiner messbaren Konzentration in den zu bestimmenden Proben
enthalten ist. Er darf keine Stérungen der zu untersuchenden Elemente verursachen
und ebenso durch die Probe nicht gestort werden.

Ublicherweise werden ,seltene“, monoisotope Elemente mit relativ hoher Masse wie Sc,
In, Rh verwendet.

Abb. 2 zeigt die Intensitdten des internen Standards Scandium innerhalb einer
Messreihe mit funf wassrigen Standards (Messung 1-5), 18 Blutplasmaproben (Messung
6-23) und zwei Blindwerten (Messung 24 und 25) in laufender Folge.

Aus dieser Graphik ist zum einen eine Drift, die durch Zusetzen des ICP-Einlasssystems
verursacht wird, durch stetig kleiner werdende Intensitaten erkennbar. Des weiteren wird
ein Intensitatssprung von den wassrigen Losungen zu den Plasmaproben deutlich.
Intensitatserhéhung der Masse 45 flr Scandium wird aufgrund von Stérungen durch die
Realproben verursacht.

Counts
70000
60000 -
50000 - W
40000
30000 -

20000 -
10000 -

0 5 10 15 20 25
Zahl der Messungen

Abb. 2: Intensitaten (Counts) bei Verwendung von Scandium 45 als interner Standard innerhalb einer
Messreihe
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Anhnliche Ergebnisse wurden unter Verwendung von Indium als interner Standard erzielt.

Abb. 3 zeigt die relativ stabilen Intensitaten von Rhodium 103 innerhalb einer Messreihe.
200 pl einer 100 pg/l Rhodiumldsung, durch Verdinnen eines speziellen ICP-Standards
hergestellt, wurden zum Blindwert, den Standardlosungen und den Proben gegeben.
Zur Konzentrationsberechnung wurden nicht die Intensitaten abzuglich des Blindwertes
sondern der Quotient aus Intensitat fur das jeweilige Element und der Intensitat der
Masse103 (des internen Standards) eingesetzt.

Drifterscheinungen durch Zusetzen des Brenner-Zerstauber-Systems oder Verkrusten
von Sampler und Skimmer, die sich sowohl auf die Intensitat der Messionen als auch
des internen Standards bemerkbar machen, werden auf diese Weise automatisch
korrigiert.

Vorraussetzung dafur ist die korrekte Zugabe der gleichen Menge internen Standards in
alle zu vermessenden Lésungen.

Counts
270000

260000 +
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220000 -

210000 +
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zahl der Messungen

Abb. 3: Intensitaten (Counts) von Rhodium 103 als interner Standard innerhalb einer Messreihe.

3.4. Optimierung von Mess- und Spulzeiten

Die Dauer einer Messung mit einem |ICP-Spektrometer ist abhangig von der Anzahl der
zu messenden lonen, der Beobachtungszeit jeder einzelnen Masse, auch Dwell-Time
genannt, und der Anzahl der Wiederholmessungen. Es kdnnen bis zu 60 Massen in
einem Lauf bestimmt werden. Dabei kbnnen mehrere Isotope eines Elements in einem
Messzyklus bestimmt werden. Weitere Massen werden nur zur Korrektur von Stérungen
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miterfasst, ohne dass eine Kalibration und Konzentrationsbestimmung fur das Element
erfolgt. So wird z.B. *°Cl nur zur Korrektur der Chloridstérung beim Element Mangan
gemessen. ’Liwird als sogenanntes Phantomion bei jeder Messung registriert, um die
Tragheit des optischen Systems beim Sprung von der héchsten Masse '**Cs zur
niedrigsten Masse Mg auszugleichen. Zusétzlich wird der interne Standard bei jeder
Messung miterfasst.

Die Dwell-Time ist die Zeit, die zur Messung jedes einzelnen lons ausgewahlt wird. Es
wird eine Zeit von 50 ms empfohlen. Zur Optimierung der Messung vor allem der
Elemente mit Konzentrationen im Serum im Bereich der Nachweisgrenze wurden
Versuche mit veranderter Messzeit vorgenommen. Es wurden Zeiten von 10, 20, 50 und
100 ms gewahlt und die Elemente Kobalt und Nickel untersucht. Die Signalh6he ist von
der Dwell-Time unabhangig. Die relative Standardabweichung sinkt mit zunehmender
Zeit von 14% auf 6,5% bei 10 und 20 ms sowie auf 2,4% bei 50 ms. Bei noch hdéheren
Zeiten verbessert sich die Reproduzierbarkeit nicht weiter.

Die Anzahl der Vergleichsmessung kann aufgrund der Stabilitat des Systems gering
gehalten werden. Die relativen Standardabweichungen liegen bei Doppelbestimmungen
der Spurenelemente in Abhangigkeit von der Elementkonzentration bei 1-2%. Eine
dritte Parallelmessung verandert den Mittelwert und dessen Vertrauensbereich nicht
wesentlich, wirde aber das System durch langere Probenzuflihrung unnétig belasten.

Unter Berucksichtigung der oben genannten Bedingungen ergibt sich eine Messzeit von
ca. einer Minute.

Die Splulzeiten dirfen nicht zu kurz sein, da es zu Memorie-Effekten kommen kann, die
bei einigen Elementen z.B. lod bei Spulzeiten unter 60 s beobachtet wurden. lod
verweilt besonders lange im Schlauchsystem und bedarf einer speziellen Entfernung mit
einer verdinnten Ammoniaklésung. Damit das Brenner-Zerstaubersystem ausreichend
gereinigt wird, wurde zunachst 1 min lang mit 2%igem Ammoniak und anschliefend
eine weitere Minute mit 0,3%iger HNO3 gespult. Um konstante Plasmabedingungen zu
erhalten, ist es gunstig, mit den Proben ahnlichen Lésungen zu spulen. Hier wurde die
Verdunnungslésung auch als Spulldsung eingesetzt.

Vor Beginn der eigentlichen Messung wird die Delay-Time aktiv. Das bedeutet, es wird
schon Probe angesaugt, aber noch nicht gemessen. Diese Zeit ist erforderlich, um die
Probe durch die relativ langen Schlauchwege Uber den Zerstauber in das Plasma zu
transportieren. Nach ca. 1 min Delay-Time liegen stabile Verhaltnisse im Plasma vor.

Rechnet man die Zeiten zusammen, so ergibt sich eine Probenansaugzeit von ca. 2
Minuten und damit ein Probebedarf von 2,8 ml bei einer Ansaugrate von 1,4 ml/min.

Die Gesamtanalysenzeitzeit pro Probe, bestehend aus Delay-Time, Messzeit und
Spulzeit, betragt ca. 4 Minuten.
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3.5. Kalibration

Die ICP-MS ist wie die meisten anderen Analysemethoden eine indirekte Methode. Das
bedeutet, um Konzentrationen in unbekannten Proben bestimmen zu kénnen, missen
zunachst Standards bekannter Konzentration gemessen werden. Aus den erhaltenen
Intensitaten und diesen Konzentrationen ist eine vorzugsweise lineare Funktion zu
bilden. Diese ist Bezugsfunktion fur die Konzentrationsberechnung.

Es sind mehrere Varianten fur die Kalibration in der Geratesoftware wahlbar: die
Standardkalibration, Standardaddition oder Additionskalibrierung.

Bei der Standardkalibration werden wassrige Standardlosungen gemessen. Die
Bezugsfunktion verlauft durch den Wert der Blindlésung, im idealen Fall durch 0. Bei der
Standardkalibration koénnen lineare oder nichtlineare Funktionen als Bezugskurve
berechnet werden.

Die Standardaddition ist die aufwendigste der 3 Kalibriermethoden. Neben Blindwert und
Probenlésung werden fir jede zu untersuchende Probe mindestens 2 durch Standards
mit bekannter Konzentration aufgestockte Ldosungen der gleichen Probe gemessen
(siehe Abb. 4). Ergebnis ist eine Standardadditionskurve, die zwangsweise linear sein
muss. Der Schnittpunkt dieser Funktion mit der Konzentrationsachse liegt im negativen
Bereich. Der Betrag dieses Schnittpunktes entspricht der Konzentration des zu
untersuchenden Elementes in der Probe.

Diese Kalibriermethode wird bei Probenserien mit Proben einer sehr uneinheitlichen
Probenmatrix, die die Messung stark beeinflusst und bei denen der Einsatz der
Standardkalibration nicht zu richtigen Ergebnissen fuhrt, verwendet.

Bei der Additionskalibrierung werden genau wie bei der Standardaddition matrixhaltige
Additionsstandards gemessen (siehe Abb. 4). Die daraus berechnete Funktion wird als
Bezugskurve fur die Bestimmung weiterer Proben verwendet. Rechentechnisch wird die
gesamte Funktion, die unbedingt linear sein muss, um den Konzentrationswert der
Probe verschoben.

Die Additionskalibrierung kann nur fur Probenserien mit Proben gleicher oder ahnlicher
Zusammensetzung (wie z.B. Blut, Serum oder Plasma) verwendet werden.
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Abb. 4. Schematische Darstellung von Standardaddition und Additionskalibration

Fir die Bestimmung von Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementen im Blutplasma
wurden die Standardkalibration und die Additionskalibration validiert.

Dabei wurde die Richtigkeit der Messungen durch Qualitatskontrollmaterial Gberpruft.
Die Konzentrationswerte einiger Elemente, die mit beiden Kalibriermethoden ermittelt
wurden, sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Unter Verwendung der Standardkalibration
werden - verglichen mit der Additionskalibration - wesentlich kleinere Werte (bis zu 18 %
geringer) registriert, die z.T. erheblich von den Sollwerten abweichen.

Tab. 3: Konzentration einiger Elemente in Seronorm Qualitatskontrolimaterial bestimmt mit der
Standardkalibration und Additionskalibrierung, im Vergleich dazu die Sollwerte, sowie die
Differenz der Konzentrationen ermittelt mit Standardkalibration und Additionskalibration,
angegeben in %

Element Standardkalibration [Additionskalibration |Soll |[Differenz in %

Al in ymol/l 1,95 2,37\ 2,50 -18
Cuin ymol/l 17,5 19,5/ 20,0 -10
[ 'in ymol/I 0,36 0,42 -14
Mg in mmol/l 0,77 0,79| 0,82 -3
Ca in mmol/l 2,02 2,17| 2,20 -7
Zn in ymol/l 20,1 22,8/ 23,0 -12

Ursache kann eine unterschiedlich feine Zerstaubung oder ein abweichender Transport
der verschiedenen Proben aufgrund der Viskositatsunterschiede sein. Die hoherviskose
Plasmaprobe weist demnach Verluste im Vergleich zur wassrigen Probe auf.
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Fir die Bestimmung der Mineralstoffe, Spuren- und Ultraspurenelemente im Blutplasma
wurde die Additionskalibration als Kalibriermethode eingesetzt. Neben dem
Chemikalienblindwert und dem Blutplasmablindwert wurden sieben Additionsstandards
gemessen.

Die Messlésungen wurden nach folgendem Schema prapariert:

Blanc 400 pl deion. H,O 400 pl deion. H,O 200 pl Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3
Sample 400 ul Plasma 400 pl deion. H,O 200 ul Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3
Add 1 400 ul Plasma 400 pl Standard 1 200 ul Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3
Add 2 400 ul Plasma 400 pl Standard 2 200 yl Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3
Add 7 400 ul Plasma 400 pl Standard 7 200 ul Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3

Patient 1 400 ul Plasma 400 pl deion. H,O 200 ul Rh-IS 3 ml 0,3 %ige HNO3
USW.

Die Standards 1-4 dienten zur Kalibration der Spuren- und Ultraspurenelemente. Sie
wurden aus ICP-Einelementstandards der Firma Alpha zusammengestellt. Da es
aufgrund der niedrigen Konzentrationen zu Kontaminationen aus Gefal3- oder
Pipettenmaterial oder auch aus der Luft kommen kann, wurden zur Sicherheit vier
Spurenelementstandards gemessen. Die Standards 5-7 enthielten die Mengenelemente.
Aufgrund der Kontaminationsgefahr fiur die Ultraspurenelemente der in hoher
Konzentration vorliegender Mengenelemente, wurden die Standards getrennt
gemessen. Da die Kontaminationsgefahr bei hohen Konzentrationen geringer ist, wurde
die Kalibration der Mengenelemente auf drei Standards beschrankt.

Die Konzentrationen der Kalibrierstandards der einzelnen Elemente wurden aus den
erwarteten Konzentrationswerten in der Literatur flr die zu untersuchenden Elemente im
Plasma von Normalpersonen und Dialysepatienten abgeschatzt. Der Bereich wurde so
gewahlt, dass auch bei den Dialysepatienten keine Bereichslberschreitungen auftreten.

Die verwendeten Standards haben folgende Zusammensetzung (siehe Tabelle 4).
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Tab. 4: Zusammensetzung der Kalibrierstandards

Element Einheit (Std1 [Std2 |Std3 |Std4 (Std5 |Std6 [Std 7
Aluminium  |umol/l 0,37 0,74 1,85 3,7

Kobalt nmol/l 1,65 3,3| 8,25 16,5

Chrom nmol/l 38,5 77/ 192,5 385

Casium nmol/l 3,76| 7,52 18,8/ 37,6

Kupfer pumol/l 7,87\ 15,74| 39,35 78,7

Eisen pumol/l 8,93| 17,86/ 44,65/ 89,3

lod pumol/l 0,155| 0,310 0,775 1,55

Mangan nmol/I 18,18| 36,36 90,9| 181,8

Nickel nmol/l 16,95 33,9| 84,75| 169,5

Rubidium pumol/l 1,17 2,34 5,85 11,7

Selen pmol/l 0,253| 0,506| 1,265 2,53

Silizium pumol/l 14,3| 28,6 71,5 143

Zinn nmol/l 2,52 5,04/ 12,6| 25,2

Zink pumol/l 7,69 15,38/ 38,45/ 76,9

Natrium mmol/I 80 120{ 200
Kalium mmol/l 2 4 8
Calcium mmol/l 1 2 4
Magnesium |mmol/l 0,5 1 2

3.6. Stoérungen und mdgliche Korrekturen

Durch die Additionskalibrierung kénnen Stdérungen durch den Zerstdubungsprozess
korrigiert werden, nicht aber die unter 2.3. beschriebenen Storungen durch Cluster oder
Molekulionen, die additiver Art sind.

Aufgrund dieser Stérungen werden zu hohe Konzentrationen bei den Elementen Kobalt,
Eisen, Nickel, Mangan, Selen, Chrom und Silizium gefunden.

Es wurde versucht, diese Storungen zu bestimmen und Uber Korrekturgleichungen zu
berechnen.

Neben den allgegenwartigen Stérungen durch Plasmagas, Losungsmittel und Luft treten
in Blutplasmaproben weitere Storungen vor allem durch hohe Konzentrationen an

Kohlenstoff, Chlorid, Calcium und Schwefel auf.

In Tabelle 5 sind einige gestorte Elemente mit ihren zwei haufigsten Isotopen und den
fur die organische Matrix zu erwartenden Interferenzen zusammengestellt:
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Tab. 5: Die haufigsten Isotope ausgewahlter Elemente mit ihren Interferenzen

Element |Isotop |Haufigkeit |Interferenzen

Silizium 28 92%|N», CO

Silizium 29 5%|N,, CO

Kalium 39 93%|ArH

Kalium 41 7%|ArH, CaH, MgO
Chrom 52 84%|S0, ArO, ArC, ArN, CIO, HCIO
Chrom 53 9%|HSO, ArC, HCIO, CIO
Mangan 55 100%|HCIO, ArN, CIO
Eisen 56 92%|ArO, Ca0, HCIO
Eisen 54 6%|HCIO, ArO, ArH
Kobalt 59 100%|CaO

Nickel 58 68%|Fe, CaO, ArO

Nickel 60 26%|Ca0

Kupfer 63 69%|PO;

Kupfer 65 31%|PO,, SO,,

Selen 80 50%|Ar;

Selen 78 24%|Ar,

Treten bei der Bestimmung eines Elementes Interferenzen auf, so kann man ein
anderes nicht so haufiges Isotop fur die Messung verwenden. Dadurch wird die
Empfindlichkeit aufgrund der geringeren Haufigkeit niedriger. Meist ist jedoch auch
dieses Isotop gestort. Es gibt auch Elemente (Co, Mn), die nur ein Isotop besitzen.

Die Bestimmung der Elemente Kobalt und Nickel wird vor allem durch den hohen Anteil
an Calcium beeintrachtigt. Der Einfluss von Ca kann durch eine Korrekturgleichung

kompensiert werden.
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Abb. 5: Co- und Ni- Intensitaten (Counts) in Abhangigkeit von der Calciumkonzentration
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Reine ICP-Calciumstandards werden zu diesem Zweck gemessen und die Intensitaten
auf den Massen fur Kobalt, Nickel und Calcium ermittelt. Es ergibt sich ein linearer
Zusammenhang zwischen Co- und Ni-Intensitaten und der Calciumkonzentration (siehe
Abb. 5). Die Quotienten aus Calcium- und Kobalt- bzw. Nickelintensitat werden an
jedem Messtag zu Beginn der Messreihe ermittelt und in eine Korrekturgleichung
Ubertragen und somit die Calciumstérung berechnet (Formel 8).

Co59,,,, =Co59— Korrekturfaktor - Ca43 (Formel 8)
Korrekturfaktor
0,006
0,005 +
0,004 0o
—a—Ni
0,003
0,002 +
0,001
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : :
0 2 4 6 8 10 12 14 MeRtag

Abb. 6: Korrekturfaktoren fir die Stérung der Element Ni und Kobalt durch Calcium

Die Korrekturfaktoren (siehe Abb. 6) sind beim Element Kobalt relativ konstant,
schwanken jedoch beim Element Nickel erheblich von einem zum anderen Messtag.
Eine mogliche Ursache daflir kann die schwankende Oxydbildungsrate sein, die taglich
neu auf einen moglichst geringen Wert optimiert wird.

Die durch die Gleichung (Formel 8) vorgenommene Korrektur fihrt beim Element Kobalt
bei Qualitatskontrollproben zu richtigen Ergebnissen (4.1.4.). Bei der Kontrollgruppe
werden Uberwiegend Konzentrationen im Bereich der Nachweisgrenze registriert.

Die Nickelbestimmung wird nicht nur durch das Element Calcium gestort. Hier treten
auch durch Eisen und Argon Interferenzen auf (siehe Tabelle 5), die zu falschen
Analysenergebnissen fuhren (siehe Richtigkeit 4.1.4.).

FUr die Bestimmung von Nickel im Blutplasma ist die ICP-MS unter den vorhandenen
Bedingungen nicht geeignet. Die Nickelkonzentrationen der folgenden Untersuchungen
wurden mit der Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt.
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Die Manganbestimmung mit der ICP-MS wird hauptsachlich durch den hohen
Chloridgehalt im Plasma gestort. Hier ist eine Korrektur mit verdinnter Salzsaure
moglich. In den mit dem Element aufgestockten Qualitatskontrollproben sowie in den
pathologisch hohen Dialyseplasmen wurden nach der Korrektur ahnliche
Konzentrationen wie mit der AAS gemessen.

Neben der Chloridstérung tritt jedoch beim Element Mangan eine Stérung durch *°ArN
auf, die bei Konzentrationswerten in der Nahe der Nachweisgrenze (bei
Normalpersonen) zu deutlich héheren Werten als mit der AAS flihrt. Da sich die
Argonstorung nicht ausreichend korrigieren lasst, ist auch fur Mangan die
Atomabsorptionsspektrometrie die Methode der Wahl.

Der Eisengehalt im Plasma ist mit der beschriebenen Methode der ICP-MS nicht
bestimmbar. Aufgrund zahlreicher Interferenzen durch das Plasmagas Argon, durch
Chlorid und Calcium im Blutplasma werden stets zu hohe Konzentrationen registriert. Da
es sich um Stoérungen handelt, die auch durch die Standardaddition nicht korrigiert
werden konnen, ist die AAS die Methode der Wahl fir dieses Element.

Tragt man die mit der Atomabsorptionsspektrometrie ermittelten Eisenkonzentrationen
gegen die mit ICP-MS bestimmten auf (Abb. 7) , so ergibt sich folgende
Geradengleichung:

Cicp =-0,31 + 1,44 Cans.

Das bedeutet, im Durchschnitt wird mit der ICP-MS fast 50% mehr Eisen gefunden als
mit der AAS.

Fe in umol/l
AAS

60,00

50,00 +

40,00 +

30,00 +

20,00 +

10,00 +

0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

ICP-MS

Abb. 7: Vergleich der Eisenkonzentration im Blutplasma bestimmt mit AAS und ICP-MS
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Eine ahnliche Stérung beobachtet man beim Selen. Auch die Selenkonzentrationen sind
bei der Untersuchung von Realproben (Plasma) im Durchschnitt ca. 0,2 pmol/l zu hoch.
Ungeklart bleibt, warum die zertifizierten Konzentrationen in den Kontrollproben richtig
nachgewiesen wurden. Kontrollmaterialien entsprechen in ihrer Zusammensetzung nicht
korrekt den Realproben. Diesen fehlt vermutlich ein bedeutender Storfaktor, der
Schwefel, der in Plasmaproben enthalten ist und der mit Sauerstoff das Molekiil **S'°0,
mit der Massenzahl 82 bildet, welches wahrscheinlich Ursache fur diesen Messfehler ist
(Mestek, 1997). Ein matrixangepasster Blindwert wie 4%ige Essigsaure (Forrer, 1998)
oder eine Losung aus Na, Ca, K, und S, wie sie von Mahalingam (Mahalingam, 1997)
beschrieben wurde, kann zur Korrektur der Stérungen nicht eingesetzt werden, da durch
die zugegebenen Chemikalien die Bestimmung der Ultraspurenelemente (Al, Co, Ni,
Mn) durch Kontaminationen beeintrachtigt wird. Auch die Selenbestimmung wird somit
mit der AAS durchgefuhrt.

Neben Eisen und Selen ist auch die Bestimmung von Kalium durch das Plasmagas
Argon gestort. Trotz der hohen Gehalte an Kalium im Plasma ist die Richtigkeit bei der
Analyse dieses Elementes mit dem Elan 6000 unter den gewahlten Geratebedingungen
nicht gegeben. Im Kontrollmaterial Seronorm wurden niedrigere Konzentrationen als
zertifiziert nachgewiesen (Elan 6000: 3,69 + 0,29 mmol/l, zertifiziert: 4,05 mmol/l). Beim
Vergleich von Realproben mit der Methode der ionenselektiven Potentiometrie wurden
ebenfalls mit ICP-MS niedrigere Konzentrationen gefunden.

Die Konzentration von Natrium im Blutplasma ist so hoch, dass bei einer Verdlinnung
der Plasmaproben von 1:10 das Natriumsignal immer noch so hoch ist, dass es zu
einem ,Empfangeriiberlauf* kommt. Da Natrium nur Giber das eine Isotop **Na verfligt,
ist es nicht moglich, auf ein anderes unempfindlicheres Isotop zu wechseln. Eine
Bestimmung in einem anderen Verdunnungsverhaltnis nur fur das Element Natrium mit
der ICP-MS ware zu aufwendig.

Natrium kann ebenso wie Kalium sehr einfach mit einer ionenselektive Elektrode ohne
Verdinnung direkt, schnell und richtig bestimmt werden (siehe auch Punkt 2.2.2.).

Es ist nicht mdglich, die Elemente Chrom und Silizium im Blutplasma mit dem Elan
6000 quantitativ zu messen. Die Konzentrationen beider Elemente sind in den 1:10
verdunnten Plasmaproben bereits im Bereich der vom Geratehersteller angegebenen
Nachweisgrenzen. Desweiteren  werden die Chrom- und Siliziumisotope durch
Interferenzen (CO und Nz bei Si und SO, ArC u.a. bei Cr) gestort. Die Intensitaten der
Blindwerte flr diese Isotope betragen ein Vielfaches der elementspezifischen Signale
fur die geringen Konzentrationen im Blutplasma von Gesunden.
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3.7. Zusammenstellung der verwendeten Analysenparameter fur die ICP-MS

Die Bestimmung der Elemente Aluminium, Kobalt, Kupfer, Casium, lod, Rubidium, Zinn,
Zink, Magnesium wund Calcium in Blutplasma erfolgte fur die vorliegenden
Untersuchungen mit der Methode der ICP-MS.

Dazu wurden die Plasmaproben im Verhaltnis 1:10 mit 0,3%iger HNO3; verdinnt gegen
matrixhaltige Kalibrierstandards mit der Methode der Additionskalibration gemessen.
Zwischen den Standards und Proben wurde mit einer 2%igen Ammoniaklésung und
0,3%iger HNO3 jeweils eine Minute lang gespuilt.

Die Untersuchungen wurden unter folgenden Geratebedingungen durchgefuhrt:

Spektrometer Elan 6000, Perkin EImer
Zerstauber Cross Flow
Zerstaubergasfluss 0,9 I/min

ICP RF Power 1075

Interface Nickel-Conen
Messmode Peak hopping

Dwell Time 50 ms
Wiederholmessungen 2

Spulzeit 2 min

Als interner Standard wird zu jeder Probenlosung eine Rhodiumldsung pipettiert und das
Isotop '%*Rh mitgemessen.

Die Konzentrationen wurden Uber die Programmsoftware des Elan 6000 automatisch
berechnet und in Form einer Excel-Tabelle gespeichert.
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der verwendeten Analysenmethoden AAS, ISE, ICP-MS
4.1.1. Nachweisgrenzen im Vergleich zu Referenzwerten im Blutplasma

In Tabelle 6 sind die Nachweisgrenzen (NWG) fir die Bestimmung der Mengen-,
Spuren- und Ultraspurenelemente mit AAS und ICP-MS, sowie die Normalbereiche der
Elemente im Plasma aus dieser Studie zusammengestellt. Die Nachweisgrenzen
wurden nach der Blindwertmethode ermittelt. Der Einfluss der organischen Matrix
(Additionskalibration) und die Verdiunnungsfaktoren fur die Plasmaproben sind bereits
berticksichtigt. Die Elemente Fe, Cu, Zn, K, Ca, Mg wurden mit der Flammen-AAS
bestimmt, Al, Cr, Mn, Ni, Se und Si mit der Graphitrohr-AAS.

Tab. 6: Nachweisgrenzen der mit ICP-MS und AAS bestimmten Elemente, im Vergleich zu
den gemessenen Normalbereichen im Plasma

Element |NWG NWG gemessene

ICP-MS AAS Normalbereiche
Al 0,009 pmol/l 0,09 umol/I 0,02 — 0,60 pmol/l
Co 1,32 nmol/l - < NWG - 16,73 nmol/l
Cr - 2,8 nmoll/l < NWG - 9,0 nmol/l
Cs 0,04 nmolll - 3,93 -10,11 nmol/l
Cu 0,003 pmo/l 0,29 umol/I 11,34 — 31,33 ymol/I
Fe 0,04 pmol/l 0,75 umol/l 7,5 -30,7 pymol/l
I 0,003 umol/l - 0,28 — 0,73 pmol/l
Mn 0,43 nmol/l 0,98 nmoll/l 3,8 — 17,0 nmol/l
Ni 0,66 nmol/l 7 nmol/l < NWG - 29,2 nmol/l
Rb 0,0003 umol/I - 1,24 — 2,87 ymol/l
Se 0,01 ymol/l 0,03 pmol/i 0,78 — 1,34 pmol/l
Si - 0,54 pmol/l 4,39 — 15,82 umol/l
Sn 0,61 nmoll/l - 0,31 — 14,34 nmol/l
Zn 0,005 pumoll/l 0,37 umol/I 11,31 - 18,57 ymol/I
Ca 0,0015 mmol/l 5 umoll/l 2,16 — 2,59 mmol/l
Mg 0,02 umol/ 4 umol/l 0,74 — 0,98 mmol/l

Die Nachweisgrenzen der in den vorliegenden Untersuchungen verwendeten
Analysenverfahren sind ,fett“ hervorgehoben.

Obwonhl die Nachweisgrenze der ICP-MS zum Teil deutlich niedriger ist als die der AAS,
sagt diese nichts tber die Hohe der Stérungen aus, die bei dieser Methode eine Analyse
im biologischen Probenmaterial nicht gestattet (z.B. Eisen, Nickel). Ein Vergleich der
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Nachweisgrenzen mit den gemessenen Normalbereichen fur die o.g. Elemente zeigt
jedoch, dass das Nachweisvermogen der AAS flur diese Untersuchungen ausreichend
ist.

Die Blindwertmethode zur Bestimmung der Nachweisgrenzen ist fur die Untersuchung
einer groRen Anzahl von Analyseparametern im Vergleich zur Kalibriergeradenmethode
einfacher zu handhaben (siehe Punkt 2.3.2.).

Ein Vergleich beider Methoden (siehe Tabelle 7) mit einer Auswahl von 3 Elementen
gemessen mit der ICP-MS ergab, dass sich die ermittelten Nachweisgrenzen nicht
signifikant voneinander unterscheiden.

Tab. 7: Nachweisgrenzen fir die Cs-, Cu- und Rb- Bestimmung mit ICP-MS - ermittelt mit der
Blindwertmethode und der Kalibriergeradenmethode

Element NWG-Blindwertmethode |NWG-Kalibriergeradenmethode
Cs 0,043 nmol/l 0,050 nmol/l

Cu 2,77 nmol/l 3,20 nmol/l

Rb 0,32 nmol/l 0,29 nmol/l

4.1.2. Serielle Prazision

Zum Ermittlung der seriellen Prazision wurden die Mengen-, Spuren- und
Ultraspurenelemente 21 mal nacheinander bestimmt und die Prazision in % nach den
Formeln 3 und 6 berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 zusammengefasst:

4.1.3. Tag-zu-Tag-Prazision

Zur Berechnung der Tag-zu-Tag-Prazision wurde eine bestimmte Plasmaprobe
(Hauskontrolle) in jeder Messserie analysiert und die relative Standardabweichung der
Einzeldaten errechnet (Tabelle 9).

Da in den Fehler auch die taglichen Abweichungen durch die Analysenbedingungen
(Gerateoptimierung, Kalibrierung, manuelle Fehler) eingehen, ist die Tag-zu-Tag—
Prazision meist niedriger als die serielle Prazision.
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Tab. 8: Serielle Prazision fur die Bestimmung von Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementen
im Plasma, angegeben als relative Standardabweichung

Element Serielle Prazision in %
Al 28 (ICP-MS) 10,5
Cr (AAS) 3,9
Cs 133 (ICP-MS) 6,2
Cu 65 (ICP-MS) 1,7
Fe (AAS) 4,5
| 127 (ICP-MS) 6,3
Mn (AAS) 10,0
Ni (AAS) 5,0
Rb 85 (ICP-MS) 4,0
Se (AAS) 4,8
Si (AAS) 2,6
Sn 118 (ICP-MS) 9,7
Zn 65 (ICP-MS) 6,7
Ca 44 (ICP-MS) 1,2
Mg 24 (ICP-MS) 1,0
Na (ISE) 0,5
K (ISE) 0,7

Aufgrund der niedrigen Elementkonzentrationen im verwendeten Plasma eines
Blutspenders ist die Prazision bei einigen Elementen (Aluminium, lod, Zinn, Silizium)
relativ hoch.

Da die Kobaltkonzentration in dem verwendeten Plasma unterhalb der Nachweisgrenze
liegt, kbnnen bei diesem Element keine Angaben Uber die Prazision gemacht werden.
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Tab. 9: Tag-zu-Tag-Prazision firr die Bestimmung von Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementen
im Plasma, angegeben als relative Standardabweichung

Element Tag-zu-Tag Prazision in %
Al 28 (ICP-MS) 13,5
Cr (AAS) 4,4
Cs 133 (ICP-MS) 5,2
Cu 65 (ICP-MS) 3,5
Fe (AAS) 4,6
| 127 (ICP-MS) 9,5
Mn (AAS) 53
Ni (AAS) 53
Rb 85 (ICP-MS) 7,0
Se (AAS) 4.1
Si (AAS) 10,0
Sn 118 (ICP-MS) 12,0
Zn 65 (ICP-MS) 7.9
Ca 44 (ICP-MS) 5,8
Mg 24 (ICP-MS) 4,7
Na (ISE) 1,3
K (ISE) 1,2

4.1.4. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Analysen wurde anhand von zertifiziertem Kontrollmaterial und
Ringversuchsproben bestimmt.

Es stehen nicht fur alle der untersuchten Elemente Kontrollmaterialien zur Verfugung.
Fir die Elemente Silizium und lod konnte nur die Prazision getestet werden. Die
lodkonzentration in der verwendeten Hauskontrolle wurde in einem anderen Labor
parallel gemessen. Beide Ergebnisse waren vergleichbar.

In den Tabellen 10 bis 12 sind die Ergebnisse der Richtigkeitsbestimmung
zusammengetragen.

Die mit dem Elan 6000 ermittelte Nickelkonzentration in der Ringversuchsprobe 22 (in

Tab. 11 fett“ hervorgehoben) ist hoher als der obere Grenzwert und erfullt somit nicht
die geforderte Richtigkeit.
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Tab. 10: Richtigkeit, untersucht an Seronorm Trace Elements Serum
(**) Sollwerte ermittelt durch das Forschungszentrum Jilich

Element Zertifiziert Elan 6000 Wiederfindung
Aluminium 2,5 ymol/l 2,37 £ 0,2 ymol/l  |94,8 %
Calcium 2,2 mmol/l 2,17 £ 0,17 mmol/l |98,6%

Kupfer 20,0 ymol/l 19,5+ 0,4 ymol/l  {97,5 %
Magnesium |0,82 mmol/l 0,79 = 0,05 mmol/l 96,3 %

Zink 23 ymol/l 22,8+ 0,9 ymol/l 99,1 %

Cs(*) 0,28 - 0,38 nmol/l 0,15 £ 0,10 nmol/I

Rb(**) 56 - 58 nmol/l 54 + 3,3 nmol/l

Tab.11: Ringversuch 1/2000 (Serum, INSTAND)
Zielwert, unterer und oberer Grenzwert, Konzentrationen mit Elan 6000 und AAS 5
ermittelt, Wiederfindung in %

Probe 21 |Zielwert [|untere obere ELAN 6000 |Wieder- |AAS5 |Wieder-
Grenze Grenze findung % findung %

Al umol/l |2,67 1,71 3,63 2,68 100,4 2,97 111,2

Co nmol/l |50,5 32,2 68,8 51,5 102,0

Cu ymol/l 13,8 8,83 18,8 13,4 97,1 14 101,4

Mn nmol/I(98,9 63,3 134,5 103,8 105,0 98,9 100,0

Ni nmol/l |100 63,9 136,1 69,1 69,1 82,7 82,7

Se umol/l |1,94 1,24 2,65 1,88 96,9 1,81 93,3

Sn nmol/l {184 117 279 175,2 95,2

Zn ymol/l |14 8,9 19,1 14,3 102,1 14,3 102,1

Fe umol/l |29 18,5 39,4 30,7 105,9 27,3 94,1

Probe 22 |Zielwert |untere obere ELAN 6000 |Wieder- |AAS5 |Wieder-
Grenze Grenze findung % findung %

Al umol/l |1,59 1,02 2,17 1,6 100,6 1,36 85,5

Co nmol/1 (23,7 15,1 32,4 20,9 88,2

Cu ymol/l 25,1 16 35 25,7 102,4 25,2 100,4

Mn nmol/l|55,5 35,5 75,5 52,5 94,6 56 100,9

Ni nmol/l |156 100 214 2236 f 143,3 127 81,4

Se umol/I |0,97 0,62 1,33 1,04 107,2 0,92 94,8

Sn nmol/l (696 445 950 711 102,2

Zn umol/l |25,2 16 34,5 27,8 110,3 25,5 101,2

Fe umol/l |45,5 29 61,9 47,6 104,6 36,2 79,6
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Tab. 12: Richtigkeit der Bestimmung der Elemente Natrium und Kalium mit ionenselektiven Elektroden

mit dem Kontrollmaterial Kontrollogen L und LP der Firma Dade Behring

Element zertifiziert gemessen Wiederfindung
Natrium (L) 139,0 mmol/l 140,6 £ 1,2 mmol/l 101,2 %
Natrium (LP) 162,0 mmol/I 161,3+ 1,8 mmol/l 99,6 %
Kalium (L) 3,93 mmol/l 4,05 £ 0,03 mmol/l 103,0 %
Kalium (LP) 6,51 mmol/l 5,99 + 0,06 mmol/l  |92,0 %

4.1.5. Analysenzeit

Die Analysenzeit ist bei den drei verwendeten Analysenmethoden sehr unterschiedlich.
Bei der Atomabsorption muss man zudem zwischen der Flammen- und Graphitrohr-AAS
unterscheiden.

In die Analysenzeit gehen neben der reinen Messzeit auch Spulzeiten und Justierzeiten
ein.

Die Zeiten, die fur die Probenvorbereitung und Probenverdinnung bendtigt werden, sind
in der folgenden Aufstellung nicht bericksichtigt.

Ein Messtag am Elan 6000 beginnt mit dem Zinden der Fackel und ca. 15 minutigem
.Einbrennen” des Argonplasmas. Es folgen ca. 30 min Justage und Spulen, danach die
Standardaddition mit Blindwert, sieben Standards und der Kalibrierprobe. Nach 10 min
Spulen kdnnen im Abstand von jeweils 4 min die vier Kontrollen und anschliel3end die
Proben gemessen werden. Nach jeweils 10 Proben empfiehlt sich ein Spulen von 10
min mit 5%iger Salpetersaure, nach 20 Proben eine Richtigkeitskontrolle. Nach
Beendigung der Messreihe muss nochmals mindestens 30 min lang gespult werden.
Innerhalb von sechs Stunden konnen etwa 40 Plasmaproben analysiert werden. In
diesen Proben werden 10 Elemente bestimmt.

Bezieht man die Gesamtzeit auf die Summe der Messergebnisse, so berechnet sich
eine Analysenzeit von 0,9 Minuten pro Messwert.

Das Flammen-AAS muss vor dem Messstart nach Ziunden der Flamme ca. 10 min
gespult werden. Es werden der Blindwert und je nach Element 4-5 Kalibrierstandards
durch Doppelbestimmung gemessen. Nachdem die Kalibrierkurve berechnet wurde,
konnen vier Richtigkeitskontrollen sowie die Plasmaproben analysiert werden. Jeweils
nach 20 Proben erfolgt eine 2-Punktrekalibrierung (Blindwert und Rekalibrierstandard).
Eine Messung mit anschlielender Spuilung des Brenner-Zerstauber-Systems dauert
etwa 30 s. Mit dem AAS kann zur Zeit jeweils nur ein Element analysiert werden.

Bei einer Serie von 40 Proben ergibt sich eine Gesamtzeit von 42 min und eine
Analysenzeit von ca. 1 min pro Messwert. Diese Zeit verringert sich bei noch gréReren
Probenserien und betragt bei einer Serie von 60 Proben nur noch 0,9 min.
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Die Graphitrohr-AAS ist die zeitaufwendigste Analysenmethode. Ein Messzyklus dauert
durch die langsame Trocknung und Vorbehandlung der Proben im Graphitrohr etwa 2,5
min. Da die Ultraspurenbestimmung sehr empfindlich gegen Kontaminationen ist, ist
eine Doppelbestimmung unbedingt erforderlich.

Die Messreine wird durch den Probengeber limitiert. Nach der Analyse der
Kontrollproben kénnen nur noch 30 Proben gemessen werden.

Nachdem das Graphitrohr formiert wurde, werden die Standardadditionskurve
(Blindwert, Plasma und vier Zugaben), vier Kontrollen und 30 Proben gemessen. Der
gesamte Zyklus dauert 200 Minuten. Pro Einzelergebnis werden demnach 6,7 Minuten
bendtigt.

Die Methode der ionenselektiven Potentiometrie ist sehr einfach zu handhaben.

Die Kalibration erfolgt automatisch mit fertigen Standardlésungen. Sie dauert ca. 15 min.
Die Zufihrung von Kontrollen und Plasmaproben lasst sich jedoch mit dem ,Microlyte®
nicht automatisieren und erfolgt somit manuell.

Nachdem zwei Kontrollproben gemessen wurden, kdnnen die Plasmaproben analysiert
werden. Ein Analysenzyklus dauert zwei Minuten. Die Konzentrationen der gewunschten
lonen (Natrium und Kalium) werden parallel gemessen und gleichzeitig Uber den
Drucker ausgegeben. Auch hier sind grol’e Messserien anzustreben. Bei einer Serie
von 40 Proben errechnet sich eine Messzeit von 1,2 min pro ausgegebener
Konzentration.

4.1.6. Analysenkosten

Die Analysenkosten lassen sich sehr schwer kalkulieren. In diese Kosten gehen die
Anschaffungskosten der Gerate, die Kosten fur Wartung und Reparaturen,
Personalkosten sowie die laufenden Kosten fur das Verbrauchsmaterial (Chemikalien,
Gas, Graphitrohre) ein.

Die Kosten fur die Geratebeschaffung sowie Reparaturen sind fir das ICP-MS am
hochsten, fur die ISE am geringsten.

An dieser Stelle sollen nur die laufenden Kosten betrachtet werden, die ins Gewicht
fallen. Das sind bei der ICP-MS die Kosten fir das Schutzgas Argon, bei der Flammen-
AAS das Brenngas Acetylen, bei der Graphitrohr-AAS das Schutzgas Argon sowie
Graphitrohre und bei der ISE die Kosten fur die Reagenzien. Die Reagenzienkosten sind
fur die AAS und ICP-MS geringfugig.

Der Argonverbrauch ist bei der ICP-MS hoch. Eine 40 | Druckgasflasche (56 €) wird pro
Messtag bendtigt. Das entsprache laufenden Kosten von 14 Cent pro Messwert.

Bei der Graphitrohr-AAS ergeben sich laufende Kosten durch den Verbrauch der
Graphitrohre. Bei einer mittleren Lebensdauer von 500 Aufheizzyklen eines 50 € teuren
Rohres ergeben sich unter Berlcksichtigung der Doppelbestimmung fir jede Probe,
Kalibration und Richtigkeitskontrollen Kosten von 27 Cent pro Messwert. Hinzu kommen
geringfugige Kosten fur den Argonverbrauch.
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Die laufenden Kosten fur die Flammen-AAS sind am geringsten und ergeben sich aus
dem Acetylen-Verbrauch fur die Flamme. Mit einer Druckgasflasche Acetylen (ca. 100 €)
kann etwa 100 h gemessen werden. Damit entstehen Kosten von ca. 2 Cent pro
Messung.

Die hochsten Analysenkosten bei geringsten Anschaffungskosten hat die ISE durch den
Chemikalienverbrauch. Ein Satz Kalibrier- und Spullésung zu 450 € reicht fur etwa 300
Messzyklen. Das entsprachen 75 Cent pro gemessenem Element.

4.1.7. Probenverbrauch

Bei der Analyse von Blutproben ist das Probenvolumen eingeschrankt. Fir die
Untersuchung der 18 Elemente stand ein Volumen von 4 ml Plasma zur Verfigung.

Die Probenverdiinnung fir die Messung der 10 Elemente am ICP-MS erfolgte mit 400 pl
Plasma.

FUr die Eisenbestimmung mit der Flammen-AAS werden 500 ul Plasma, fur die
Bestimmung von Chrom, Mangan, Nickel, Selen und Silizium mit der Graphitrohr-AAS je
200 pl bendtigt.

Der Probenbedarf fur die Parallelbestimmung von Natrium und Kalium mit der ISE
belauft sich auf 200 pl. In der Summe werden fur alle Untersuchungen nur 2,1 ml
Probenmaterial bendtigt.

Tab. 13: Zusammenfassung von Analysenzeit, Analysenkosten und Probenverbrauch der
verwendeten Analysenmethoden

Methode Zeit/Messwert |laufende Kosten/Messwert |Probenverbrauch
ICP-MS 0,9 min 14 Cent 40 pl / Element
Flammen- 1,0 min 1,7 Cent 500 pl / Element
AAS

Graphitrohr- | 6,7 min 27 Cent 200 pl / Element
AAS

ISE 1,2 min 75 Cent 100 pl / Element

Vergleicht man Analysenzeit, laufende Analysenkosten und Probenverbrauch der
verwendeten Analysenmethode untereinander (siehe Tabelle 13), so zeigt sich die ICP-
MS abgesehen von ihren hohen Anschaffungskosten als schnellste Analysenmethode
mit dem geringstem Probenverbrauch bei vertretbaren laufenden Analysenkosten.

Sehr zeitaufwendig ist dagegen die Graphitrohr-AAS, auf die aber wegen des guten
Nachweisvermogens und der geringen Storanfalligkeit der Messung nicht verzichtet
werden kann.

Die laufenden Kosten sind bei der ISE aufgrund der Kosten fir die Chemikalien am
hochsten.

45




4 ERGEBNISSE

4.1.8. Mittelwerte und Standardabweichungen fir die untersuchten Mengen-,
Spuren- und Ultraspurenelemente im Blutplasma der 4 Probandengruppen

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgt Ubersichtlich mit Hilfe der ,Box-Whisker-
Plots“ (Abb. 8a-e) fur jeweils ein Element gemessen in den Plasmaproben der einzelnen
Probandengruppen. Die Messwerte fur die Blutabnahme vor und nach der Dialyse
wurden getrennt untersucht.

Zur Datenauswertung wurde die Mittelwertdarstellung gewahlt, da die Konzentrationen
fur die meisten Elemente normalverteilt sind.

Das kleine Quadrat im Zentrum der ,Box“ gibt den Mittelwert an. Die Grofe der ,Box”
ergibt sich aus dem Standardfehler, d.h. dem Fehler des Mittelwertes. Der “Whisker*
(Linie mit oberer und unterer Begrenzung) zeigt die Standardabweichung. Ausreilder
sind durch Punkte auRerhalb des ,Whiskers* gekennzeichnet (Statistika, Handbuch).

In dieser Darstellung sind Konzentrationsunterschiede der Gruppen untereinander durch
Lage des Mittelwertes sowie die GrolRe der Streubreite der Konzentrationen innerhalb
der einzelnen Gruppen anhand der GrolRe des ,Whiskers® schnell Gberschaubar.

So ist beispielsweise flir das Spurenelement Kupfer in Abb. 8b eine relativ geringe
Abweichung der funf Mittelwerte und eine &ahnliche Streubreite der Werte fur alle
Probandengruppe zu beobachten.

Andere Ergebnisse sind in der Abb. 8d und 8e flur die Ultraspurenelemente zu erkennen.
Sowohl die Mittelwerte als auch die Streubreiten fir die Elemente Chrom, Kobalt, Nickel
und Zinn sind bei den Dialysepatienten deutlich hoher als bei den Gbrigen
Probandengruppen.
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Abb. 8a: Box-Whisker-Plots flir die Konzentrationen der Mengenelemente Ca, Mg, K und Na im Plasma der einzelnen Probandengruppen
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Abb. 8b: Box-Whisker-Plots fiir die Konzentrationen der Spurenelemente Fe, I, Cu, Rb im Plasma der einzelnen Probandengruppen
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Abb. 8c: Box-Whisker-Plots flir die Konzentrationen der Spurenelemente Se, Si und Zn im Plasma der einzelnen Probandengruppen
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Abb. 8d: Box-Whisker-Plots fiir die Konzentrationen der Ultraspurenelemente Al, Cs, Cr und Co im Plasma der einzelnen Probandengruppen
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Abb. 8e: Box-Whisker-Plots flir die Konzentrationen der Ultraspurenelemente Mn, Ni und Sn im Plasma sowie fiir das Alter der einzelnen
Probandengruppen
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In Tabelle 14 sind die Angaben zu Mittelwert und Standardabweichung nochmals

numerisch zusammengestellt:

Tab. 14: Mittelwerte £ Standardabweichung fiir das Alter, die Mengen-, Spuren- und
Ultraspurenelemente im Plasma von Patienten und Kontrollpersonen (Normal) sowie
die Anzahl der Probanden pro Gruppe (n)

vor Dialyse |nach Dialyse |Kardiologie [Psychiatrie |[Normal
Alter 61,5+ 11,3 61,5+11,3 60,6 + 10,1 37,5+£13,9 (414 +113
Cain mmol/l 2,14 + 0,31 2,41 +£0,27 2,34 £ 0,17 2,42 +0,11 |2,40 £0,09
K'in mmol/I 4,90 £ 0,51 3,86 + 0,36 4,20 £ 0,42 4,02 +0,20 |4,01£0,25
Mg in mmol/l |0,96 + 0,17 0,86 £ 0,10 0,83 +0,11 0,81 +0,06 (0,85 0,06
Nain mmol/l |135,1 £4,9 136,6 + 4,17 |141,7£3,9 141,9+1,7 |1389+1,5
Fe in ymol/l 12,0+ 4,0 26,7 £23,4 21,170 14672 |16,4+5,2
[ in ymol/I 1,10 £ 2,29 0,93 £ 1,61 0,68 + 1,29 0,56 +0,12 (0,51 +£0,10
Cuinpumol/l |17,3+4,6 19,9145 18,9+4,5 174+3,7 |18,6+51
Rb in ymol/l  |1,23 £ 0,31 0,85+ 0,25 1,76 £ 0,51 2,04 +£0,38 [1,89+0,29
Se inymol/l  {0,68 £ 0,17 0,77 £ 0,22 1,00 £ 0,20 0,89+0,15 {1,09+0,12
Si in ymol/l 77,6 £ 25,1 43,0124 10,6 £ 5,1 7,0+ 3,1 7,326
Zn in ymol/l 11,9+ 3,2 14,2+£6,9 13,0+ 2,6 13,025 |14,2+1,8
Al in ymol/l 0,42 £ 0,25 0,50 £ 0,20 0,25+0,12 0,22 +£0,09 {0,16 £ 0,11
Csinnmol/l [5,39 + 2,09 3,24 £ 1,30 6,17 £ 2,65 546 £2,15 (5,98 £+ 1,42
Crin nmol/l 101,6 £126,2 [{125,5+51,7 [4,9+3,6 458+2,01 |2,87+£1,99
Coinnmol/l |7,54 + 5,86 10,7+ 10,4 1,20 £ 2,22 1,59 +£2,22 |1,37 £2,53
Mn in nmol/l  |15,9 £ 14,3 88,2+118,0 [(141+t4/4 11,8+3,2 |82+26
Ni in nmol/I 88,5+ 83,3 96,9 £49,5 14,172 17,1+9,5 |17,0+£5,2
Sninnmol/l 33,8 +37,0 399+37,4 442 +7,79 283+1,25 [2,85+ 2,51
n 77 74 121 28 54
4.2. Signifikante Unterschiede beim Vergleich der Gruppen untereinander

Signifikante Veranderungen von Laborparametern bei Patienten kdnnen Hinweise zu
deren Behandlung und den Verlauf der Erkrankung geben.
In den vorliegenden Untersuchungen soll getestet werden, inwieweit sich die einzelnen
Elementkonzentrationen bei den Patientengruppen von denen der Kontrollgruppe

unterscheiden.

Unterschiede in den Mittelwerten lassen sich bereits bei der Auswertung in Form der
Box-Whisker-Plots visuell erkennen.
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Statistisch gesicherte Unterschiede von Datenreihen lassen sich jedoch auch exakt
berechnen.

Dazu wurde der Signifikanztest flir unabhangige Stichproben des Programms
.otatistika“ verwendet. Berechnet wird der Wert fur p, der umso kleiner wird, je starker
Unterschiede in den Mittelwerten der Messreihen auftreten.

In der Tabelle 15 sind die Werte fur das Signifikanzniveau p nach einem Vergleich der
Mittelwerte der Elemente (siehe auch Tabelle 14) im Plasma der Patienten mit denen
der Kontrollgruppe zusammengetragen.

Hochsignifikante Unterschiede (p< 0,005) sind ,fett“ hervorgehoben.

Tab. 15: Signifikanzniveau beim Vergleich der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente der
Patientengruppen mit denen der Kontrollgruppe

vor Dialyse nach Dialyse Kardiologie Psychiatrie
Alter <0,000001 <0,000001 <0,000001 0,17
Ca <0,000001 0,76 0,039 0,29
K <0,000001 0,0093 0,0024 0,84
Mg 0,000006 0,58 0,33 0,009
Na <0,000001 0,00023 0,000001 <0,000001
Fe <0,000001 0,0023 0,000030 0,20
I 0,063 0,058 0,35 0,038
Cu 0,12 0,13 0,67 0,27
Rb <0,000001 <0,000001 0,083 0,038
Se <0,000001 <0,000001 0,0028 <0,000001
Si <0,000001 <0,000001 0,000010 0,64
Zn 0,000012 0,97 0,0049 0,015
Al <0,000001 <0,000001 0,000019 0,027
Cs 0,074 <0,000001 0,62 0,19
Cr <0,000001 <0,000001 0,00021 0,00045
Co <0,000001 <0,000001 0,65 0,69
Mn 0,00015 0,000002 <0,000001 <0,000001
Ni <0,000001 <0,000001 0,01 0,95
Sn <0,000001 <0,000001 0,15 0,98

Um den Einfluss des Dialysevorganges einzuschatzen,

wurde untersucht, ob

signifikante Veranderungen der Elementkonzentrationen vor und nach der Dialyse
auftreten (Tabelle 16).
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Tab. 16: Signifikanzniveau p beim Vergleich der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente bei
Patienten vor und nach der Dialyse

Element Signifikanzniveau p
Ca <0,000001
K <0,000001
Mg 0,000010
Na 0,052

Fe <0,000001
I 0,61

Cu 0,00057
Rb <0,000001
Se 0,0072

Si <0,000001
Zn 0,011

Al 0,036

Cs <0,000001
Cr 0,14

Co 0,025

Mn <0,000001
Ni 0,46

Sn 0,32

4.3. Korrelation der Elemente untereinander

Der Vergleich der einzelnen Elemente untereinander kann Aussagen uber bestimmte
Wechselwirkungen sowie Verdrangungsreaktionen der Elemente untereinander treffen.
Zu diesem Zweck wurde die Korrelation der Elemente untereinander und das
dazugehdrige Signifikanzniveau als Mal} fur die statistische Sicherheit der Aussagen
berechnet.

Die Korrelationskoeffizienten r und das Signifikanzniveau p fur die hochsignifikanten
Korrelationen (p < 0,005) sind in den Tabellen 17 bis 21 getrennt nach
Probandengruppen zusammengetragen.
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Tab. 17: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau p fir hochsignifikante Korrelationen der
Elemente im Plasma von Patienten vor der Dialyse

Elemente r p Elemente r p
Al/Sn 0,47 <0,001 Cs/Rb 0,41 0,001
Col/Cr 0,41 0,001 Mg/K 0,41 0,001
Coll 0,37 0,003 Ni/Zn 0,41 0,001
Co/Ni 0,40 0,001 Rb/K 0,47 <0,001
Cr/Ni 0,80 <0,001

Tab. 18: Korrelationskoeffizienten r fir hochsignifikante Korrelationen (p < 0,001) der Elemente im
Plasma von Patienten nach der Dialyse

Al |[Ca |Co |Cs [Cu |Fe |l K Mg (Mn |[Na [Rb [Se [Si |Zn
Al *11,00 |0,80 |1,00 10,91 ]0,43 |0,99 |1,00 |1,00 -0,76 [1,00 [1,00 |0,58 |0,83
Ca * 10,79 1,00| 0,91| 0,42( 0,99| 1,00| 1,00 -0,75 1,00{ 1,00{0,53| 0,82
Co * 10,790,72|0,77| 0,81( 0,79 0,79| 0,51(-0,78| 0,79 0,79 0,72
Cs * 10,91/ 0,43| 0,99/ 1,00( 1,00 -0,76| 1,00| 1,00| 0,53| 0,83
Cu * 0,92/ 0,91/ 0,91 -0,69| 0,91| 0,91/0,41| 0,76
Fe * 10,44/ 0,42| 0,43/ 0,82 -0,57 0,43 0,43 0,42
| * 10,99 0,99 -0,74| 0,99 0,99| 0,50 0,81
K * 1,00 -0,75/ 1,00{ 1,00 0,53| 0,82
Mg * -0,75/ 1,00{ 1,00{ 0,53| 0,82
Mn *
Na * -0,75(-0,75 -0,66
Rb * 1,00/ 0,53| 0,83
Se * 0,53| 0,82
Si * 0,42
zZn *
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Tab. 19: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau p fir hochsignifikante Korrelationen der

Elemente im Plasma von Patienten mit kardiologischer Erkrankung

Elemente r p Elemente r p
Cs/Rb 0,53 <0,001 Zn/Fe 0,29 0,002
Rb/Se 0,27 0,004 Rb/K 0,37 <0,001
Co/Fe - 0,27 0,003

Tab. 20: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau p fir hochsignifikante Korrelationen
der Elemente im Plasma von Patienten mit einer Schizophrenie

Elemente r p Elemente r p
Al/Cs 0,56 0,002 Csll - 0,53 0,003
Alll - 0,62 <0,001 Cs/Rb 0,61 0,001
Co/Cu 0,57 0,002 Si/K - 0,65 <0,001

Tab. 21: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau fiir hochsignifikante Korrelationen
der Elemente im Plasma der Kontrollpersonen

Elemente r p Elemente r p
Cs/Rb 0,68 <0,001 Mn/Mg 0,40 0,003
Cul/l 0,38 0,005 Ni/Fe 0,63 <0,001
Cu/K 0,42 0,002 Rb/Ca 0,42 0,002
I/Mn 0,47 <0,001 Rb/K 0,43 0,002

Bei Dialysepatienten vor der Dialyse, Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung,
einer Schizophrenie sowie bei der Kontrollgruppe werden nur wenige Beziehungen
zwischen den einzelnen Elementen gefunden, bei denen meist Korrelationskoeffizienten
berechnet wurden, deren Betrag wesentlich kleiner als 1 ist.

Anders sieht es bei den Proben nach der Dialyse aus. Der Dialysevorgang hat einen
starken Einfluss auf die Elementkonzentrationen im Plasma. Die Elementverteilung ist
bei diesen Patienten so einheitlich, dass Korrelationskoeffizienten gréfzer 0,99 bei einer
Vielzahl der untersuchten Elemente auftreten.

Auffallig fur alle 5 Gruppen ist ein Uberall auftretender Zusammenhang zwischen den
,vergessenen Elementen®, den beiden Alkalimetallen Casium und Rubidium.
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4.4. Alters- und Geschlechtsabhangigkeiten der Elementkonzentrationen

Alters- und geschlechtsabhangige Elementverschiebungen koénnen auf spezifische
Ernahrungsgewohnheiten, medikamentdse Einflisse sowie den Einfluss der Dauer der
Erkrankung auf den Elementstoffwechsel hinweisen.

Die Alters- und Geschlechtsverteilungen (siehe 9 und 10) sind krankheitsbedingt in den
4 Probandengruppen nicht einheitlich.

Die Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz (Dialyse) und mit einer
kardiologischen Erkrankung sind mit einem Mittelwert von 62 bzw. 63 Jahren alter als
die Blutspender, die im Durchschnitt 42 Jahre alt sind.

Die Patienten, die wegen einer Schizophrenie in stationarer Behandlung waren, sind
junger, im Mittel 36 Jahre.

Alter in Jahren

Dialyse Kardiologie Schizophrenie Normal

Probanden

Abb. 9: Altersverteilung der 4 Probandengruppen
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Abb. 10: Anzahl der untersuchten Manner und Frauen in den einzelnen Probandengruppen

Die Geschlechtsverteilung (Abb. 10) zeigt einen geringeren Anteil an Frauen in allen

Gruppen.

Der Anteil der erkrankten Manner ist bei den Dialysepatienten und den Patienten mit

einer kardiologischen Erkrankung hoher als der der Frauen.

Probleme gab es bei der Bereitschaft zur Blutentnahme bei den psychiatrischen
Patienten. Diese Patientengruppe ist vergleichsweise klein. Nur 3 Frauen gaben ihre

Einwilligung zur Blutabnahme.

Es wurden nur wenige Abhangigkeiten der Elementkonzentrationen von Alter und
Geschlecht beobachtet (siehe Tabelle 22 und 23).

Tab. 22: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau p fur hochsignifikante

Korrelationen der Elemente in Abhangigkeit vom Alter der Probanden

Gruppe Element |r p

nach Dialyse |Al 0,40 0,002
I 0,39 0,002
Rb 0,40 0,002
Se 0,40 0,002
Mg 0,40 0,002
Ca 0,40 0,002
K 0,40 0,002

Psychiatrie |[Cu 0,57 0,001
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Bei der Patientengruppe vor der Dialyse sind weder alters- noch geschlechtsbedingte
Abhangigkeiten der Elemente nachzuweisen. Die Konzentrationen der Mengen-,
Spuren- und Ultraspurenelemente sind bei der Kontroligruppe und Patienten mit
kardiologischer Erkrankung ebenso nicht vom Alter abhangig.

Tab. 23: Korrelationskoeffizienten r und deren Signifikanzniveau p fiir hochsignifikante
Korrelationen der Elemente in Abhangigkeit vom Geschlecht der Probanden

Gruppe Element |r p

nach Dialyse |Si -0,44 |<0,001

Kardiologie |Ni -0,28 (0,003

Normal Cu 0,62 < 0,001
I 0,39 0,004
K 0,44 0,001

Aufgrund  der geringen Anzahl der untersuchten Frauen ist eine
Geschlechtsabhangigkeit fir die Patienten mit einer Schizophrenie nicht verfligbar.

Ein negativer Korrelationskoeffizient in Tabelle 23 bedeutet, dass hohere
Elementkonzentrationen bei den mannlichen Probanden nachgewiesen wurden.

4.5. Klassifikationsanalyse (Gibt es sogenannte Patientenklassen?)

Durch die Klassifikationsanalyse soll untersucht werden, ob Objekte (hier Patienten) auf
Grund ihrer Merkmale (Elementgehalte im Plasma) in mehrere Klassen eingeordnet
werden kdnnen.

Da eine direkte Darstellung von 18 Elementen im 3 dimensionalen Raum nicht moglich
ist, wurden die Klassifikationsversuche mit der Hauptkomponentenanalyse
vorgenommen.

Das Ziel der Hauptkomponentenanalyse ist eine Datenreduzierung bei moglichst
geringem Informationsverlust. Das bedeutet, die Daten der 18 Elemente werden durch
eine geringere Zahl von Hauptkomponenten dargestellt. Das Ziel ist die 2- oder 3 -
dimensionale Darstellung der Datensatze (siehe 2.4.).

Zunachst wurde die Hauptkomponentenanalyse fir die 18 untersuchten Elemente im
Blutplasma aller 5 Probandengruppen vorgenommen.

Fehlende Daten wurden fallweise ausgeschlossen und jeweils 5 Faktoren ermittelt und
die Eigenwerte (siehe 2.4.) berechnet.

Fir den kompletten Datensatz ergeben sich folgende Eigenwerte und Varianzen
(Tab. 24, Abb. 11).

Tab. 24: Eigenwerte der Hauptkomponentenanalyse fir 18 Variablen (Elemente) und 340 gultige Falle
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Faktor Eigenwert Varianz in % kumulierte Varianz in %
1 5,25 29,2 29,2
2 2,38 13,2 42,4
3 1,59 8,8 51,2
4 1,23 6,8 58,0
5 1,15 6,4 64,4
Plot der Eigenwerte

6,0
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Abb. 11: Eigenwertplot fir Hauptkomponentenanalyse der 18 Elemente in allen Probandengruppen

Die Varianz (Tabelle 24) gibt den Anteil der einzelnen Faktoren an der Gesamtvarianz
an. So bestimmt der Faktor 1 29,2 % der Gesamtvarianz, Faktor 2 13,2 %. Die
Faktoren 1 und 2 bestimmen 42,4% (siehe kumulierte Varianz in Tabelle 24) der
Gesamtvarianz und entscheiden damit wesentlich Uber die Lage der Vektoren. Anhand
dieser beiden Faktoren kdénnen alle Analysenergebnisse in einer 2-dimensionalen
Graphik dargestellt werden. Da der Faktor 3 nur 8,8% zur Gesamtvarianz beitragt,
gewinnt eine 3-dimensionale Darstellung der Ergebnisse keine zusatzliche
Aussagekraft.
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Faktorladungen, Faktor 1 - Faktor 2
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Abb. 12: Faktorladungen der einzelnen Elemente bezogen auf die Faktoren 1 und 2

Der Einfluss der einzelnen Elemente auf die Faktoren 1 und 2 werden in Abb. 12 als
Faktorladung dargestellt. Je hoher die Betrage der Faktorladungen sind, umso starker
ist der Einfluss des Elementes auf den Faktor. Die Elemente Kupfer, Zink und lod sind
dem Ursprung der Darstellung (0;0) am nachsten und haben damit nur geringe
Auswirkung auf die Faktoren. Chrom und Nickel wirken sich nur auf Faktor 1, K nur auf
Faktor 2 aus.

Mangan und Silizium bestimmen beide Faktoren wesentlich, da sie am weitesten vom
Koordinatenursprung entfernt sind.

Die fur jeden Fall (Proband) berechneten neuen Faktoren kdnnen in einem 2- oder 3-
dimensionalen Koordinatensystem dargestellt werden.

Aufgrund des geringeren Einflusses von Faktor 3 ist eine 2-dimensionale Darstellung
ausreichend. Die 3-dimensionale Darstellung liefert keine zusatzlichen Aussagen flr
eine Klassifikation.

Abbildung 13 zeigt die Lage der berechneten Faktoren fir die 340 Falle in einem
sogenannten Screeplot (Scree = Gerdll). Die einzelnen Probandengruppen sind mit
unterschiedlichen Farben dargestellt. In der Abbildung ist eine Einordnung der Objekte
in verschiedene Klassen zu erkennen. Es findet eine eindeutige lineare Trennung der
Patienten vor und nach der Dialyse und der Ubrigen 3 Probandengruppen statt. Ein
Unterschied zwischen der Gruppe der Patienten mit einer Schizophrenie (Psychiatrie)
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und der Kontrollgruppe (Normal) ist nicht zu erkennen. Diese beiden Gruppen werden
von der Gruppe der Patienten mit kardiologischer Erkrankung umgeben. Diese Lage
wird auch als asymmetrischer Fall bezeichnet. (Danzer, 2001).

2-D Screepilot fur Faktoren 1 und 2
Hauptkomponentenanalyse fir alle Elemente

4

2+
— [ ]
X ol
N
S
~
s 2t
§ a a
©
L a08

ad
4t a e vor Dialyse
X s npach Dialyse
= Kardiolodie
6 a2 Psychiatrie
-6 -5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 * Normal
Faktor 1 (29,2 %)

Abb. 13: 2-dimensionaler Screeplot fir die Hauptkomponentenanalyse der gesamten Datenmatrix

Um die Klassifikation der 3 linear nicht getrennten Probandengruppen (Kardiologie,
Psychiatrie, Normal) weiter zu untersuchen, wurden eine Hauptkomponentenanalyse
nur mit diesen 3 Gruppen durchgefluhrt.

Unter Einbeziehung aller 18 Elemente bestimmen die Faktoren 1 und 2 nur 22,5 % der
Gesamtvarianz. Eine lineare Trennung der 3 Gruppen untereinander kann vermutet
werden (siehe Abb. 14).
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2-D Screeplot fur Faktoren 1 und 2
Hauptkomponentenanalyse fir alle Elemente
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Abb. 14: 2-dimensionaler Screeplot fur die Hauptkomponentenanalyse der 18 Elemente im Plasma von
Patienten mit kardiologischer Erkrankung (Kardiologie), Schizophrenie (Psychiatrie) und
Kontrollpersonen (Normal)

Zur Optimierung der statistischen Auswertung wurden die Elemente, bei denen keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Kontroligruppe und den Patienten mit
Schizophrenie und kardiologischen Erkrankungen auftraten, unberucksichtigt gelassen,
da diese nur einen geringen Anteil fur die Berechnung der Faktoren beitragen (siehe
Tab. 15).

Die Klassifikationsanalyse wurde nur mit den Elementen K, Na, Fe, Se, Si, Zn, Al, Cr,
Mn durchgefuhrt.

Der somit berechnete Faktorladungsplot (Abb. 15) zeigt keines der genannten Elemente
im Ursprung (0;0).

Der Screeplot fur diese reduzierte Datenanalyse (Abb. 16) lasst eine Klassifikation der 3
Probandengruppen erkennen. Es ist eine eindeutige lineare Trennung zwischen der
Kontrollgruppe (Normal) und den Patienten mit einer Schizophrenie (Psychiatrie) zu
erkennen. Bei der Klasse der Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung gibt es
Uberschneidungen mit den anderen beiden Klassen, wobei der Klassenschwerpunkt
sichtbar verschoben ist.
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Faktorladungen, Faktor 1 - Faktor 2
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Abb. 15: Faktorladungen ausgewahlter Elemente im Plasma von Patienten mit
kardiologischer Erkrankung (Kardiologie), Schizophrenie (Psychiatrie) und
der Kontrollgruppe (Normal) bezogen auf die Faktoren 1 und 2

2-D Screenplot fur Faktoren 1 und 2
Hauptkomponentenanalyse fur die Elemente
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Abb. 16: 2-dimensionaler Screeplot fir die Hauptkomponentenanalyse ausgewahlter Elemente
im Plasma von Patienten mit kardiologischer Erkrankung (Kardiologie), Schizophrenie
(Psychiatrie) und der Kontrollgruppe (Normal)
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Wird die Hauptkomponentenanalyse fur die ausgewahlten Elemente mit allen Fallen
(Probanden) vorgenommen, so beschreiben die Faktoren 1 und 2 mehr als die Halfte,
56,2 % der Gesamtvarianz. Der entsprechende Screeplot (Abb. 17) unterscheidet sich
jedoch nicht wesentlich von Abb. 13, der Analyse der Gesamtdaten. Auch hier ist eine
gute Trennung der Gruppen vor und nach der Dialyse und den Ubrigen Patienten zu
erkennen. Eine Unterscheidung der Patienten mit kardiologischer Erkrankung, mit
Schizophrenie und der Kontrollgruppe ist aufgrund des grof3en Einflusses der Daten der
Dialysepatienten nicht moglich.

Diese 3 Gruppen kdnnen nur anhand ausgewahlter Elemente untereinander verglichen
werden (siehe Abb. 16).

2-D Screeplot fur Faktoren 1 und 2
Hauptkomponentenanalyse fur die Elemente
K, Na, Fe, Se, Si, Zn, Al, Cr, Mn
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Abb. 17. 2-dimensionaler Screeplot fir die Hauptkomponentenanalyse ausgewahlter Elemente im
Plasma aller untersuchter Probandengruppen

Die Daten von 3 Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung (roter Kreis) finden sich
aulBerhalb des klassenspezifischen Raumes (schwarze Ellipse) im Bereich der
Dialysepatienten. Bei diesen Patienten kann neben der kardiologischen Erkrankung
auch eine Nierenerkrankung vermutet werden. Bei einem der Patienten konnte eine
gestorte Nierenfunktion nachgewiesen werden. Bei den anderen beiden Patienten liegen
keine Informationen daruber vor.
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4.6.

Vergleich der Ergebnisse mit anderen Studien

Tab. 25: Vergleich der ermittelten Konzentrationen der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelemente

im Plasma der Kontrollgruppe mit Referenzbereichen aus der Literatur

Element |eigene Muniz, 2001* Zima, 1999 | Woittiez, Caroli, Krachler, 1999*
Ergebnisse | Nordio, 1998** 1988 1994 Forrer, 2001**

Cain 2,40 £ 0,09 | 1,98 - 2,60* 2,3-4,04

mmol/|

Kin 4,01 +£0,25 3,5-4,6*

mmol/l

Mg in 0,85+ 0,06 |0,77 - 0,92**

mmol/l

Nain 138,9+1,5 135 — 145*

mmol/|

Fein 16,4 £52 |154-40,1* 13,4-31,3 |13,4-26,8 |19,6-23,2 |14,7 -37,3*

pmol/l

lin 0,51+£0,10 0,47 -0,55 |0,46 - 0,57

pmol/l

Cuin 18,6 £51 |9,9-17,6* 12,6 -22,0 |126-27,6 (9,4-220 |10,8-28,4*

pmol/l

Rb in 1,89 £ 0,29 | 0,97 - 2,28* 0,94 -3,76 |2,35 1,76 - 6,59 |0,78 - 3,17*

pmol/l 1,46 -2,87**

Sein 1,09 £ 0,12 0,76 - 2,15 |0,58 -1,81 0,38-1,33 |1,11-1,82*

pmol/l

Siin 7,3+2,6 18,5

pmol/l

Znin 142+18 |10,2-15,7* 10,8-18,5 |10,8-18,5 |9,2-185 9,8-154*

pmol/l

Al in 0,16 £ 0,11 |<0,01* 0,01-0,3 |0,04-0,19 |0,02-0,30 {0,21-0,69**

pmol/l

Csin 5,98 +1,42 7,52 0,83-39,1 |0,1-5,2*

nmol/|

Crin 2,87 £1,99| <8,0* 3,8-9,6

nmol/l

Coin 1,37 £2,53 1,7-6,8 1,86-7,63 (1,36-7,63 |<1,7-2,63*

nmol/l

Mn in 8,2+26 <6,7* 9,0-32,7 |9,8-32,0 1,8-52,7 |<0,2-26,9**

nmol/l

Ni in 17,0+5,2 3,4-34 441-127,1 |10,8-22,0 |[50,5-124,4**

nmol/l

Snin 2,85+ 2,51 16,8 - 168 16,8

nmol/l

Die in den vorliegenden Untersuchungen ermittelten Referenzbereiche fur
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Mengen-, Spuren und Ultraspurenelemente lassen sich weitestgehend mit in der
Literatur beschriebenen Angaben vergleichen (Tab. 25). Abweichungen, die bei den
Elementen Silizium und Zinn vorliegen, sind aufgrund der relativ geringen Anzahl der
untersuchten Kontrollpersonen (54) sowie durch regional bedingte Unterschiede
moglich.
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5. Schlussfolgerungen fur den Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelement-
haushalt bei Dialyse-, Kardiologie- und Schizophreniepatienten

5.1. Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz

Die Ergebnisse dieser (siehe Pkt. 4.3. Tab. 25) und anderer Studien (Krachler, 1997;
Krachler, 1999; Keller, 1998; Schmitt; D'Haese, 1996, D'Haese, 1999, Miura, 1999)
zeigen, dass der Spurenelementstatus bei Patienten mit einer terminalen
Niereninsuffizienz im Vergleich zu Probanden mit normaler Nierenfunktion erheblich
verandert ist. Signifikante Anreicherungen wurden fir die Elemente Aluminium, Kobalt,
Mangan, Nickel, Zinn, Magnesium, Chrom, Silizium und Kalium, ein Mangel fir
Rubidium, Selen, Zink, Calcium und Eisen nachgewiesen. Wahrend der Dialyse kommt
es zu weiteren Veranderungen.

Die vier untersuchten Mengenelemente Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium
weisen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.

Die niedrigen Natriumkonzentrationen sind diatetisch bedingt. Vor der Dialyse hat fast
jeder 2. Dialysepatient geringere Werte als Normalpersonen. Wahrend der Dialyse findet
eine geringflugige Natriumerhéhung im Plasma durch héhere Natriumkonzentrationen im
Dialysat statt.

Der Natriumbestand des Menschen betragt 1,42 g/kg Korpergewicht.

95% davon liegen extrazelluldar im Serum vor. Ein geringer Anteil ist im Skelett
gebunden und kann daraus mobilisiert werden.

Natrium ist der wichtigste extrazellulare Elektrolyt, welcher fur den osmotischen
Ausgleich zwischen extra- und intrazellularem Raum verantwortlich ist.

Es wird eine tagliche Aufnahme von 4,8 g Natrium bei normaler Nierenfunktion
empfohlen. Natrium wird fast vollstandig resorbiert und eine Mehrausscheidung erfolgt
uber die Nieren.

Ein Natriummangel kann Antriebsschwache, Miudigkeit sowie die Tendenz zu Hypotonie
zur Folge haben (Bratter, 1992).

Zur Verringerung einer Reihe von Beschwerden der Dialysepatienten wie Ubelkeit,
Erbrechen, Kopfschmerzen wird der Einsatz von Dialysat mit einer hohen
Natriumkonzentration von 141 mmo/l empfohlen, die den Natriummangel bei
Dialysepatienten ausgleicht (Flanigan, 2000).

Die Kaliumkonzentration im Plasma von Dialysepatienten steigt aufgrund der gestorten
Nierenfunktion Uber normal an. Wahrend der Dialyse sinkt die Kaliumkonzentration
aufgrund niedriger Kaliumgehalte in der Dialyseflussigkeit. Es wurden hier Werte
registriert, die signifikant niedriger als bei Normalpersonen sind. Diese Verringerung bis
minimal 3 mmol/l ist bewusst gewollt, um die Kaliumkonzentration zu jeder Zeit auf
einem physiologischen Level zu halten.
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Der Kaliumbestand betragt bei einer erwachsenen Frau ca. 100 g, bei einem Mann ca.
150 g (Bratter, 1992). 97% davon befinden sich intrazellular, wobei das Hauptdepot die
Muskulatur ist.

Der empfohlene Tagesbedarf betragt fur Jugendliche und Erwachsene 2 g. Pflanzenkost
ist besonders kaliumreich. Nicht bendtigtes Kalium wird Uber die Nieren ausgeschieden,
bei gestdrter Nierenfunktion reichert es sich jedoch im Plasma an.
Kaliumkonzentrationen uUber 7 mmol/l, die zu lebensbedrohlichen Zustanden wie
Herzversagen aufgrund von Blutdruckerniedrigung fuhren konnen, wurden in den
vorliegenden Untersuchungen jedoch nicht beobachtet.

Konzentrationen unter 3 mmol/l flhren zu ventrikularen Arrhythmien, neuromuskularen
Dysfunktionen, Odemen und Blutdruckschwankungen (Krachler, 1999).

Die Magnesiumkonzentration im Plasma von Dialysepatienten ist vor der Dialyse nur
gering erhoht. Sie sinkt durch niedrigere Konzentrationen in der Dialyseflissigkeit auf
Normalwerte.

Beim Element Calcium werden erniedrigte Konzentrationen vor der Dialyse festgestellt.
Der Calciummangel wird bei diesen Patienten durch die Dialyse ausgeglichen.

Der Korper eines Erwachsenen enthalt ca. 1 kg Calcium. 99% des Korpercalciums sind
im Skelett deponiert.

Der Tagesbedarf an Calcium betragt fur einen Erwachsenen nach Empfehlungen der
Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung 0,8 bis 1,2 g. Calcium wird vor allem aus Milch
und Milchprodukten, Gemuse und dem Trinkwasser aufgenommen. Davon werden
jedoch nur etwa 12 % aus dem Darm resorbiert. Der grof3te Anteil geht Gber den Stuhl
verloren.

Das Calcium im Blutplasma liegt etwa zur Halfte an Proteine gebunden, der Rest in
freier lonenform sowie komplex gebunden vor.

Das Element Calcium wird im Organismus fir den Knochenaufbau und fir die
Durchlassigkeit der Zellmembranen bendtigt. Calciumionen spielen bei vielen
enzymatischen Reaktionen eine Rolle, uben eine wichtige Funktion bei der Gerinnung
und der Erregbarkeit von Nerven und Muskeln aus (Bratter, 1992).

Der hohe Calciumbestand des Koérpers und die Mobilisierung aus den Knochen flhrt
dazu, dass ein Calciummangel Uber Jahre unentdeckt bleibt (Deuber, 2002).

Ein Calciummangel fuhrt zu gesteigerter Erregbarkeit bis hin zur Tetanie und kann zur
~Entkalkung®“ der Knochen fihren. Ein Ca-Mangel im Knochen bei zusatzlichem Vitamin-
D-Mangel flhrt zur Rachitis.

In der Gruppe der Spurenelemente sind signifikante Unterschiede fur die Elemente
Eisen, Zink, Selen, Rubidium und Silizium berechnet worden.
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Der Eisenmangel bei Dialysepatienten kann ernahrungsbedingt sowie durch
Blutverluste durch die Dialyseprozedur und einen dadurch erhdhten Eisenbedarf
verursacht sein.

Eine Erhohung der Eisenkonzentration im Plasma wahrend der Dialyse ist durch
Eisenaufnahme aus der Dialyseflussigkeit denkbar (Bothwell, 1979).

Eisen ist das am langsten bekannte und am haufigsten untersuchte Spurenelement im
menschlichen Organismus. Es erfullt wichtige Funktionen im sauerstofftransportierenden
Hamoglobin, Myoglobin und im Enzymsystem (Bratter, 1992).

Der Korperbestand wird mit 4 bis 5 g angegeben (Deuber, 2002).

Etwa 70% davon befinden sich im Hamoglobin, 12% ist Funktionseisen (Myoglobin und
am Eisentransport beteiligte eisenhaltige Enzyme). Das Transportprotein Transferrin
enthalt nur 0,1% des Koérpereisens. Der Rest entfallt auf Kérperdepots.

Der Eisenbedarf ist von Alter und Geschlecht abhangig und betragt 12-15 mg pro Tag.
Dieser wird Uber die Nahrung gedeckt. Eisen kommt vor allem in Leber, Fleisch und
Fleischprodukten, dunklem Gemduse, Vollkorn, Eigelb und Hulsenfrichten vor. Das
Eisen aus pflanzlicher Nahrung ist aufgrund hoher Phosphatgehalte nicht besonders gut
bioverfugbar. Durch zusatzliche Gabe von Vitamin C kann die Aufnahme verbessert
werden. Das Eisen aus fleischlicher Nahrung kann aufgrund des hohen Anteils an Ham-
Eisen gut absorbiert werden.

Ca. 1 mg Eisen werden taglich Gber Stuhl und Urin ausgeschieden, wahrend der
Menstruation gehen zusatzlich 15-30 mg verloren.

Ein Eisenmangel kann zu Anamie, erhdhter Infektanfalligkeit, Mldigkeit und Blutarmut
fuhren (Bratter, 1992).

FUr einen Zinkmangel bei Dialysepatienten kdnnen Zinkverluste wahrend der Dialyse,
Storungen des Gastrointestinaltraktes sowie Verschiebungen zwischen Serum- und
Organzinkspiegeln und Stérungen des Wasserhaushaltes die Ursachen sein.

Der Zinkgehalt im Plasma steigt durch Erhéhung des Plasmaproteinspiegels wahrend
der Dialyse auf Normalwerte an.

Der Zinkbestand wird beim Menschen mit etwa 1,3 bis 2 g angegeben.

Der tagliche Zinkbedarf eines Erwachsenen betragt 10 bis 20 mg. Ein erhodhter
Zinkbedarf wird in Stresssituationen, bei chirurgischen Eingriffen, parasitaren
Erkrankungen, bei Infektionen sowie wahrend der Schwangerschaft und der Stillperiode
beobachtet. Zink kann vor allem aus Fleisch, Fisch, Innereien, Milchprodukten und
Schalentieren aufgenommen werden. Knollen- und Wurzelgemuse, pflanzliche und
tierische Fette, Zucker und Mehlprodukte weisen nur einen niedrigen Zinkgehalt auf.
Mehr als 200 Enzyme sind Zinkmetalloenzyme (Carboanhydrase, Carboxypeptidasen,
alkalische Phosphatase, Glutamatdehydrogenase, Nukleosidphosphorylase,
Superoxiddismutase). 80% des Blutzinks sind in der Carbonanhydrase enthalten. Zink
spielt eine Rolle bei der Stabilisierung von biologischen Membranen und
Makromolekilen sowie in der Hamoglobinbiosynthese. Zink ist ebenso am Aufbau des
Insulins, sowie bei der Synthese von Proteinen und Nukleinsauren beteiligt. Es ist
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erforderlich fur ein funktionierendes Immunsystem und fur Wachstum und
Fortpflanzung.

Mangelsituationen werden bei Akrodermatitis enteropathica, @ Malabsorption,
Lebererkrankungen, Verbrennungen und anderen Gewebedefekten, bei Chelattherapie
und parenteraler Ernahrung beobachtet.

Zn-Defizit fihrt zur Anamie.

Symptome eines Zinkmangels sind u.a. Anorexie, gestorter Geschmacks- und
Geruchssinn, Wachstumsstorungen, Impotenz, mentale Lethargie, Appetitlosigkeit,
Hauterkrankungen,  Wundheilungsstérungen, Depressionen, Verringerung der
Immunfunktion und Anamie. (Zima, 1999)

Selen ist ein essentielles Spurenelement (Schwarz, 1957).

Aufgrund der Proteinrestriktion und Verlusten wahrend der Dialyse liegt bei einem
GroRteil der untersuchten Patienten ein standiger Selenmangel vor. 70 % der Patienten
haben vor und noch 51 % nach der Dialyse eine Selenkonzentration unter 0,78 umol/l
im Plasma. Ursachen flir den Selenmangel sind die niedrige Selenaufnahme durch die
Diat, eine geringere Absorption durch den Dunndarm und Verluste Uber die
Dialysemembran. Der schwache Konzentrationsanstieg wahrend der Dialyse ist auf das
Ansteigen des Proteingehaltes im Plasma zurtickzuflhren.

Der Gesamtkorperbestand eines Erwachsenen betragt 10 bis 15 mg Selen. Es wird eine
tagliche Aufnahme von 20 bis 100 ug Selen empfohlen.

Die Aufnahme des Selens erfolgt groftenteils Uber die Nahrung, wobei Selen aus
tierischen EiweilRen (Eier, Fisch, Fleisch) die groRte Bedeutung zukommt (Bratter,
1992).

Im menschlichen Korper soll das Duodenum Hauptort der Selenabsorption sein.

Selen wird schnell und ausreichend aus den Nahrungsmitteln bzw. I6slichen Salzen
resorbiert.

Die Ausscheidung von Uberschissigem Selen erfolgt Gber die Nieren (Zumkley, 1990).
Selen ist Bestandteil der Glutathionperoxidase, des Schilddrisenhormons lodthyronin-
5-Deiodase sowie weiterer selenhaltiger Proteine bzw. Proteinuntereinheiten, deren
Funktion bis jetzt erst zum Teil aufgeklart ist .

Die Glutathionperoxidase ist ein antioxidativ wirkendes Enzym, welches
reaktionsfreudige Sauerstoffspezies (z.B. Radikale) im Organismus abbaut.

Der Selenmangel fuhrt unter anderem zu kardiovaskularen Erkrankungen, Myopathien,
Anamie, Arthritis, erhdohtem Krebsrisiko, Unfruchtbarkeit, Beeintrachtigung des
Immunsystems (Zima, 1998; Keller, 1998; Bogye, 2000) und wird u.a. auch bei
Phenylketonurie, akuter Pankreatitis, Polytrauma, Aids, multipler Sklerose und totaler
parenteraler Ernahrung beobachtet (Kauf, 1994; Oster, 1992; Winnefeld, 1994;
Zumkley, 1990).

Die Rubidiumkonzentration in den Dialyseplasmen ist vor der Dialyse niedriger als
normal und sinkt wahrend der Dialyse weiter ab, da Rb dialysabel ist und in der
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Dialyseflissigkeit nur etwa 1/50 der normalen Plasmakonzentration enthalten ist.
Gleichzeitig steigt die Rubidiumkonzentration wahrend der Dialyse in der
Dialyseflussigkeit an.

Der Korperbestand eines Erwachsenen betragt 400 bis 900 mg. Uber die Nahrung
werden pro Woche ca. 15-25 mg Rubidium aufgenommen und etwa 20 mg
ausgeschieden. Besonders hohe Rb-Konzentrationen sind im Rindermuskel enthalten.
Aufgenommenes Rubidium wird rasch im Mund absorbiert.

Uberschiissiges Rubidium wird zu 68 % Uber den Urin und 32 % Uber den Stuhl
ausgeschieden (Krachler, 1998).

Die Essentialitdt dieses Elementes wird vermutet, konnte jedoch noch nicht
nachgewiesen werden.

Rubidium ist physiologisch aufgrund des annahernd gleichen lonenradius dem Kalium
sehr ahnlich. Es verteilt sich im Korper auf die gleiche Weise und kann das Kalium im
Korper ersetzen.

Ein Zusammenhang zwischen Rubidium und Zentralnervensystem wurde schon vor
mehr als 100 Jahren gefunden. Der Kardiologe Bottkin entdeckte 1891, dass bei
Herzpatienten, die mit RbCl behandelt wurden, das Wohlbefinden stieg. (Zumkley, 1990)
Heute ist bekannt, dass Rb die Noradrenalin- und Dopamintbertragung im
Zentralnervensystem durch Steigerung der Konzentration synaptischer Neurotransmitter
verbessert. Rubidiumhaltige Medikamente werden zur Behandlung verschiedener
Depressionen eingesetzt. Sie wirken mit der gleichen Effizienz wie tricyclische Mittel,
haben aber weniger Nebenwirkungen (Canavese, 2001).

In einer Studie (Saito, 1993) wurde festgestellt, dass die Rubidiumkonzentration im
menschlichen Gehirn signifikant mit steigendem Alter sinkt. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass Rubidium eine wichtige Rolle im Zentralnervensystem einnimmt und die
fallende Rubidiumkonzentration im Gehirn mit dem neuralen Alterungsprozess in
Verbindung gebracht werden kann.

Eine Kontrolle und Regulierung der Rubidiumkonzentration erfolgt bei Dialysepatienten
nicht. Ein dauerhafter Rubidiummangel kann mit Storungen des Nervensystems und
neurologischen Abnormalitaten bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz in
Beziehung gebracht werden (Krachler, 2000).

Die Siliziumkonzentration im Plasma steigt bei Dialysepatienten im Durchschnitt um
den Faktor 10 im Vergleich zu Probanden mit normaler Nierenfunktion an. Da die
Hauptaufnahmequelle das Silizium aus dem Trinkwasser ist, ist die Konzentration im
Plasma von Dialysepatienten starken regionalen Schwankungen unterworfen. Silizium
ist dialysabel. Wahrend der Dialyse sinkt der Gehalt im Plasma um etwa die Halfte.

Die Frage der Essentialitat von Silizium wird gegenwartig noch diskutiert, viele Autoren
sprechen sich daflir aus.

Silizium ist eine der Serumkomponenten, die nicht proteingebunden in Form der
Orthokieselsaure vorliegt.
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Bei der Ausscheidung des Siliziums aus dem Organismus spielen die Nieren die
Hauptrolle. Silizium wird in Form von Orthokieselsaureanionen, die meist an Magnesium
gebunden sind, ausgeschieden (Najda, 1992).

Silizium nimmt Einfluss auf das Knochen- und Knorpelwachstum. In der
Mineralisationszone des Knochens findet man es angereichert. Auch die Eigenschaften
von Kollagen, Keratin und Elastin unterliegen dem Einfluss dieses Elementes. Die
Risikofaktoren fir Herz-Kreislauferkrankungen - Cholesterol und Triglycide - sollen
durch Silizium gunstig beeinflusst werden. Silizium hat ebenfalls eine Funktion als
biologisches ,cross-linking“- Reagenz fur Membransysteme und Bindegewebe
(Bercowy, 1994).

Uber Konsequenzen eines Siliziumiberschusses und Vergiftungserscheinungen ist
wenig bekannt.

Das Uberschussige Silizium lagert sich bei diesen Patienten im Gewebe an, wobei die
gefundenen Siliziumgehalte in folgender Reihenfolge zunehmen:

Lunge < Muskeln < Darm < Leber < Niere < Fettgewebe < Milz.

Eine massive Siliziumakkumulation kann zu  Knochenerkrankungen und
Nervenkrankheiten flihren, aber auch Nierenerkrankungen und die Bildung von
Nierensteinen kdnnen dadurch begunstigt werden (Hosowaka, 1990).

Der Mittelwert fur die lodkonzentration im Plasma von Dialysepatienten ist im Vergleich
zu den Kontrollpersonen nichtsignifikant erhoht. Aufgrund der Behandlung mit
Kontrastmitteln wurden bei einigen wenigen Probanden bis um die 30 fache erhdhte
aber unbedenkliche lodkonzentration gefunden.

lod ist ein essentielles Spurenelement, welches am Aufbau lebenswichtiger Hormone
wie z.B. Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) beteiligt ist. Sein Kérperbestand betragt
etwa 10 bis 20 mg, wovon sich ca. 80 % in der Schilddrise befinden.
lodmangelerkrankungen wurden schon sehr zeitig erkannt und behandelt. Bereits ca.
2700 v. Chr. wurde in China das iodhaltige Sargassum (Seegras) zur Behandlung des
Kropfes empfohlen (Hehrmann, 1998; Michalke, 2000).

Schon wenige Jahre nach der Entdeckung des Elementes lod 1813 durch Courtois
wurde Kaliumiodidlosung 1820 erfolgreich zur Kropfbehandlung eingesetzt.

Neben der Kropfbildung wird auch eine Minderentwicklung des Zentralnervensystems
(Kretinismus) bei lodmangel beobachtet (Bratter, 1992).

Die Bundesrepublik Deutschland ist aufgrund der lodverarmung der Béden und der
SuRwasserressourcen im Zusammenhang mit der letzten Eiszeit ein lodmangelgebiet.
Die lodaufnahme erfolgt tUber die Nahrung (Seefisch, Milch, Eier, iodiertes Speisesalz)
und das Trinkwasser. Dabei sind starke regionale Unterschiede zu erkennen. Der
lodgehalt des Trinkwassers sinkt mit zunehmender Entfernung zum Meer (Anke, 1995).
Die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehlt eine tagliche lodzufuhr flr
Erwachsene und Jugendliche von 200 pg (Manz, 1997)
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Das uber die Nahrung meist als lodid aufgenommene lod wird schnell und fast
vollstandig absorbiert.

Die Ausscheidung tberschissigen lods erfolgt Gber die Nieren.

Eine Uberdosierung kann lodakne, die Ausldsung von Allergien sowie &hnliche
Symptome wie bei einem lodmangel (lod-Basedow) zur Folge haben.

Die Konzentrationen des Spurenelementes Kupfer im Plasma weisen bei keiner der drei
Patientengruppen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.
Der Gesamtkorperbestand eines Erwachsenen an Kupfer betragt 100 bis 120 mg.
(Deuber, 2002).
Der tagliche Kupferbedarf wurde mit 2 bis 4 mg ermittelt und wird bei normaler
Erndhrung ausreichend gedeckt. Hohe Kupfergehalte sind in Leber, Fischen,
Meeresfriuchten, Nussen, Kakao und grunem Gemuse enthalten. Kupferarm sind
dagegen Fleisch, Milch und Milchprodukte, Knollen- und Wurzelgemuse, Zucker, Back-
und Teigwaren.
Die Ausscheidung findet zu 80% Uber die Galle statt.
Kupfer ist Bestandteil von mindestens 16 Metalloenzymen z.B. Ferrooxidase,
Cytochromoxidase, Lysosyloxidase, Ascorbinsdureoxidase, Superoxiddismutase und
wirkt im menschlichen Organismus bei der Bildung von Bindegewebe, bei der Funktion
des Zentralnervensystems und bei der Hamatopoese mit.
Ein langer anhaltender Kupfermangel fuhrt zu:
- einer defekten Kollagen- und Elastinbildung (Aktivitdtsminderung der
kupferabhangigen

Lysyloxidasen)
- Beeinflussung der Katecholamine (Cytochromoxidase)
- Storung des Zentralnervensystems (Dopamin-3-Hydroxylase)
- Wachstums- und Pigmentationsstérung der Haare (Hydroxyloxidase, Thyrosinase)
- Osteoporose.
Eine genetisch bedingte Kupfermangelerkrankung ist das Menke-Syndrom (Menke’s
Kinky Hair disease). Aufgrund verminderter oder fehlender Ferroxidase-Aktivitat und den
dadurch gestérten Kupfertransport kommt es zu stark reduzierten Kupfergehalten in
Serum, Urin, Leber und Haaren. Folge ist neben den oben genannten
Krankheitserscheinungen das weil3e struppige Haar, das der Erkrankung den Namen
gegeben hat (Meil3ner, 1993, Bratter, 1992).
Anorganische Kupfersalze kénnen in hohen Dosen toxisch und sogar tédlich wirken. So
sind Sauglinge verstorben, deren Nahrung tUber Wochen mit Wasser aus kupferhaltigen
Durchlauferhitzern bereitet wurde.
Eine dauerhafte tagliche Aufnahme von mehr als 200 mg kann zu Ubelkeit, Durchfall,
Krampfen, Stérung der Gallenexkretion, Leberzirrhose und hamolytischer Anamie
fuhren.
Eine Dosis von 4-8 g kann sogar todlich wirken.
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Eine angeborene kombinierte Transport- und Ausscheidungsstorung des Kupfers liegt
beim Morbus Wilson vor. Dabei kommt es zu einer Kupferanreicherung in der Leber bis
auf das Zwanzigfache als normal, Ablagerungen in Gehirn, auf der Linse und in der
Niere. Klinisch relevant sind vor allem die Leberschadigung bis zur Nekrose, sowie
neurologische und psychiatrische Storungen.

Durch Behandlung mit D-Penicillamin wird das Kupfer komplex gebunden und
erfolgreich Uber die Nieren ausgeschieden (Meil3ner, 1993).

Die Ultraspurenelemente sind mit Ausnahme des Casium bei fast allen
Dialysepatienten erhoht bis massiv erhoht.

Ursache dafir sind neben der geringeren Ausscheidung durch gestdrte Nierenfunktion
die Anreicherung wahrend des Dialysevorganges aus der Dialyseflussigkeit.

Die Aluminiumuberladung bei Dialysepatienten ist heute durch standige Kontrollen
bzw. durch den Ersatz der aluminiumhaltigen durch andere Phosphatbinder nicht mehr
vorrangig problematisch (Stein,1991; Winnefeld, 1984). Eine leichte aber signifikante
Erhohung der Aluminiumkonzentration im Plasma und ein weiterer Anstieg wahrend der
Dialyse sind dennoch zu beobachten.

Aluminium ist kein essentielles Spurenelement. Es gibt bisher keinen Hinweis darauf,
dass Aluminium fir den normalen Ablauf von Stoffwechselprozessen im menschlichen
Organismus notwendig ist.

Aluminiumquellen fir den Menschen sind Nahrungsmittel, Staube aber auch Kosmetika
und Medikamente. Teepflanzen akkumulieren Aluminium. Es ist in Kase, Backpulvern,
TiefkGhlkost, mariniertem Gemduse, in allen Getranken z. B. in mit Tonerde geklarten
Weinen und Bieren enthalten.

Die Aluminiumaufnahme ist Uber Gegenstande zur Nahrungszubereitung ebenfalls
mdglich (Henning, 1989).

Der gesunde, erwachsene Mensch enthalt wahrscheinlich weniger als 35 mg
Aluminium. Das Element gelangt auf unterschiedlichen Wegen in den menschlichen
Organismus, in erster Linie Uber die Atemwege (Staub) und die Nahrung (3-5 mg/d).
Beim Gesunden werden die zugefuhrten Aluminiummengen mit dem Stuhl in
schwerloslicher Form, z.B. als Aluminiumphosphat wieder ausgeschieden. Die
Aluminiumsausscheidung Uber den Urin dagegen ist gering (ca. 0,4%).

Der normale Aluminiumgehalt im Serum betragt durchschnittlich etwa 0,3 pymol/l. Der
grolte Teil des Serumaluminiums (80-95%) ist an Proteine, vorwiegend Transferrin,
gebunden. Eine durch Aluminiummangel verursachte Krankheit ist bisher nicht
beschrieben worden.

Schwere Krankheitsbilder entstehen jedoch bei chronisch erhéhter Aluminiumaufnahme
oder Aluminiumspeicherung (z.B. bei Dialysepatienten). Von dieser Intoxikation sind drei
Organsysteme betroffen: Das Gehirn (Enzephalopathie), das Skelett (Osteomalazie)
und das hamatopoetische System (mikrozytare hypochrome Anamie).
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Der gesunde Mensch vermag etwa 5 mg/d Aluminium auszuscheiden, sodass es zu
keiner nennenswerten Aluminiumakkumulation kommt (Lote, 1991; Bia, 1989; Rovelli,
1988).

Eine Nierenschadigung bzw. eine gestorte Nierenfunktion kann zu einem Ansteigen der
Serumaluminiumkonzentration und damit zur Aluminiumintoxikation fuhren.

Die Kobaltkonzentration im Plasma der Dialysepatienten ist im Vergleich zu den
Kontrollpersonen um den Faktor 5 vor und um den Faktor 8 nach der Dialyse erhoht.

Es wurden Kobaltgehalte, bis zu einem 100 fachen der normalen Plasmakonzentration
in der Dialyseflussigkeit beobachtet (Krachler, 2000). Der Korperbestand eines
Erwachsenen betragt fur Kobalt ca. 1,1 mg.

Es ist ein essentielles Ultraspurenelement, dessen taglicher Bedarf zwischen 200 und
400 ng betragt.

Kobalt wird in Form von Vitamin B12 vor allem aus Leber, Niere, Geflugel,
Meeresfrichten und Milch aufgenommen. Es bildet das Zentralatom im Vitamin B12,
dem Cobalamin, welches vom menschlichen Organismus nicht selbst synthetisiert
werden kann. Der Mensch ist auf die Zufuhr dieses Vitamins angewiesen, eine
Substitution von Kobalt selbst ware deshalb nicht sinnvoll.

Neben seiner Wirkung als Zentralatom des Cobalamins aktiviert Kobalt die Wirkung der
Glukokinase.

Kobalt kann in der Leber und im Knochenmark gespeichert werden. Seine
Ausscheidung erfolgt hauptsachlich Gber die Nieren.

Ein Kobaltmangel ist selten. Er tritt bei extrem einseitiger Ernahrung (z.B. bei
vegetarischer Kost oder bei Sauglingen) auf und fuhrt zu perniziéser Anamie,
hamatopoetischen und neurologischen Stérungen.

Vitamin B12 ist selbst in Grammdosen ungiftig fur den Saugetierorganismus. Es wird zur
Behandlung bei Cyanidvergiftungen eingesetzt. Anorganische Kobaltsalze dagegen
konnen in hohen Dosen toxisch oder sogar todlich wirken. In der Vergangenheit wurde
Kobaltchlorid zur Herstellung stabiler Schaume bei der Bierbrauerei eingesetzt. Diese
Anwendung wurde unterbunden, da es zu Todesfallen kam (Bratter 1992).
Vergiftungserscheinungen sind Kardiomyopathien, Hyperthyreose, gastrointestinale
Reizerscheinungen, Polyzythadmie sowie Hemmung der Eisenaufnahme (Keller, 1998).
Eine erhohte Kobaltaufnahme kann auch die Ursache einer Kropfbildung sein.

Bei den Elementen Mangan, Nickel, Chrom und Zinn wurde ebenfalls eine
Akkumulation wahrend der Dialyse nachgewiesen, die durch unzureichende
Ausscheidung auch zwischen den Dialysezyklen nicht ausgeglichen wird. Als Ursache
fur diese erhohten Konzentrationen, die bei Mangan bis auf das 11fache, bei Chrom
sogar um das 40 fache des Normalbereiches ansteigen, ist eine erhdhte Konzentration
in der Dialyseflissigkeit zu sehen.
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Mangan ist ein essentielles Spurenelement. Der menschliche Organismus enthalt ca. 10
bis 20 mg. Es befindet sich zu 40% im Knochenmark sowie in Leber, Nieren, Pankreas
und Muskulatur. Mangan ist Cofaktor fur wichtige Enzyme wie alkalische Phosphatase,
Mevalonatkinase, Arginase, Hyaluronidase, Pyruvatcarboxylase, Glycosyltransferasen
und Superoxiddismutase. Diese manganhaltigen Metalloenzyme beeinflussen
Stoffwechselfunktionen wie die Glukogenese aus Laktat, die Triglyceridsynthese
(Pyruvatcarboxylase) oder die Cholesterinsynthese (Bratter 1992).

Die taglich empfohlene Aufnahmemenge betragt 2 — 5 mg. Mangan wird Uberwiegend
uber feste Nahrung, weniger Uber das Trinkwasser aufgenommen. Hohere
Konzentrationen an Mangan enthalten rote Ruben, Vollkorn. Frichte, Blaubeeren,
Hulsenfrichte und Tee. Nur 3% der I6slichen Manganverbindungen werden
gastrointestinal resorbiert. Die Ausscheidung von nichtabsorbiertem Mangan erfolgt fast
vollstandig Uber den Stuhl. (Sandstrom, 1986).

Ein Manganmangel ist selten, da das Element in ausreichender Menge in der Nahrung
vorhanden ist. Selbst bei totaler parenteraler Ernahrung sind keine zusatzlichen
Mangangaben erforderlich. Ein Manganmangel wurde im Zusammenhang mit der
postmenopausalen Osteoporose beschrieben.

Manganmangelsymptome sind Knochen- und Knorpeldeformationen,
Gerinnungsstérungen, verminderte Prothrombin-Synthese, Hypocholesterinamie.
Manganintoxikationen  haben lediglich  arbeitsmedizinische Bedeutung. Eine
Manganvergiftung uber die Nahrung ist nicht bekannt. Manganvergiftungen betreffen
z.B. Industriearbeiter in Manganerzmuhlen, Huattenbetrieben und Bergwerken. Durch
das Einatmen von Stauben mit sehr hoher Mangankonzentration kommt es zur
Manganpneumonie. Der dadurch folgende Manganismus ist eine schwere
neuropsychiatrische Erkrankung, die sich als Parkinson-Syndrom auf3ert.

Weitere =~ Symptome  eines Manganuberschusses  sind Stoérungen des
Intermediarstoffwechsels und der Hamoglobinbildung (Bratter 1992).

Obwonhl Uber die spezifische biologische Funktion des Nickels im Stoffwechsel noch
kaum etwas bekannt ist, scheint gesichert zu sein, dass es ein essentielles
Spurenelement ist .

Nickel spielt vermutlich eine Rolle im Metabolismus von Membranen und bei der
Stabilisierung von Nukleinsauren. Es wird als Bestandteil verschiedener mitochondrialer
Enzyme diskutiert (Feeser, 1995).

Im Serum ist Nickel hauptsachlich an Albumin gebunden, es gibt eine ultrafiltrierbare,
eine albumingebundene und eine an Nickeloplasmin gebundene Form. Der
Nickelstoffwechsel, die Nickelresorption und die Nickelwirkung hangen stark von der Art
der aufgenommenen Nickelverbindungen ab (Anke, 1984).

Nickel und seine Verbindungen werden schlecht im Magen-Darmtrakt resorbiert, die
geschatzte orale Aufnahme liegt bei 500 ug/d. Die Ausscheidung erfolgt in erster Linie
uber die Faezes.

Mangelerscheinungen konnten beim Menschen bisher noch nicht festgestellt werden.
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Nickel gelangt hauptsachlich Uber den Bergbau, Reinigungsverfahren und industrielle
Arbeitsvorgange in die Umwelt. In Stduben und Huttenrauch enthaltene
Nickelverbindungen kdnnen erhebliche gesundheitliche Gefahrdungen auslésen. Dabei
erfordern die kanzerogenen Eigenschaften einiger Nickelverbindungen eine strenge
Uberwachung der exponierten Personen (Geldmacher-v.Mallinckrodt, 1984).

Bei Arbeitern galvanischer Nickelraffinerien erzeugte die Einatmung I6sliche
nickelsalzhaltiger Aerosole chronischen Schnupfen und
Nasennebenhdhlenentzindungen. Nickeldermatitis entsteht normalerweise durch
direkten Hautkontakt mit Nickellegierungen oder -salzen, kann aber bei Allergikern auch
durch orale Aufnahme ausgel6st werden.

Dialysepatienten haben gegenuber Normalpersonen hohere Nickelkonzentrationen im
Serum. Dabei hat jedoch die Nickelexposition durch die Umwelt keinen Einfluss auf die
Nickelakkumulation unter der Dialyse.

Die toxischen Wirkungen von Nickelsalzen flhren bei Tieren zu reduziertem Wachstum,
erhdhter Sterblichkeit (auch intrauterin) und zu erhéhter Missbildungsrate.

Kanzerogene  Wirkungen  werden  vorrangig  Nickeloxid, = Nickelmonosulfid,
Nickelsubsulfid, Nickeltetracarbonyl und dem metallischen Nickel zugeschrieben.

Als Ursache flr die Kanzerogenitat werden genetische Veranderungen diskutiert
(Edelmann, 1989).

Die Chromkonzentration im Plasma der Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz ist
vor der Dialyse etwa um den Faktor 50 hdher als normal. Durch Kontamination wahrend
des Dialysevorganges steigt sie weiter an.

Chrom liegt in biologischen Systemen in unterschiedlichen Oxidationsstufen vor. Fur
den menschlichen Organismus sind die Cr-(Ill) und die Cr-(VI)- Verbindungen
wesentlich. Chrom wird hauptsachlich mit der Nahrung aufgenommen. Die Resorption
im Gastrointestinaltrakt ist abhangig von verschiedenen Faktoren (z.B. Ldslichkeit und
Wertigkeit der Verbindungen) und betragt ca. 1-5 %. Neben der Aufnahme Uber die
Nahrung wird ebenfalls von einer Chromabsorption durch Inhalation und die Aufnahme
uber die Haut berichtet.

Die empfohlene tagliche Aufnahmemenge fur Chrom betragt 0,05 bis 0,2 mg .

Chrom wird in breitem Umfang in der Metallindustrie bei der Herstellung von
Legierungen bzw. zum Verchromen von anderen Metallen als wirksamer Schutz gegen
oxidativen Angriff, aber auch in der Farben- und Glasproduktion verwendet .

Chrom-(1ll) ist ein essentielles Spurenelement und wird im normalen Kohlehydrat- und
Lipidstoffwechsel ( Wirkungsmechanismus des Insulins) benétigt (Granadillo, 1995).
Wahrend sogar relativ hohe Dosen oral verabreichten Cr-(lll) keine schadigende
Wirkung auf den menschlichen Organismus haben, kann das hexavalente Chrom
dagegen akute und chronische Vergiftungen auslosen.

Der Unterschied in der Toxizitat der beiden Chromionen lasst sich damit erklaren, dass
Cr®" schnell in die Zelle transportiert wird, wahrend Cr®* nicht in der Lage ist, die
Zellmembran zu durchdringen.

78



5.SCHLUSSFOLGERUNGEN FUR DEN MENGEN-, SPUREN- UND ULTRASPURENELEMENT-
HAUSHALT BEI DIALYSE-, KARDIOLOGIE- UND SCHIZOPHRENIEPATIENTEN

Die Exposition mit Chrom-(VI) kann zu irritativen L&sionen der Haut, des
Gastrointestinal- oder Respirationstraktes fuhren.

Patienten mit akuten Vergiftungen zeigen Lebernekrosen, tubulare Nekrosen und
cerebrale Odeme. In hoheren Dosen aufgenommenes Cr-(VI) wirkt kanzerogen
(Schmitt, 1988).

Untersuchungen an Lungengeweben deuten darauf hin, dass die Chromakkumulation
bei Rauchern hoher ist als bei Nichtrauchern. Der Emphysemgrad und die Anreicherung
des Chroms aus dem Tabak in der Lunge konnen als Indikator fur die Starke des
Rauchens dienen (Anttila, 1989).

Bei Dialysepatienten lasst sich ein positiver Zusammenhang zwischen
Chromkonzentration und dem Gesamtcholesterol im Serum und der Glucose im Blut
nachweisen (Wallaeys, 1987).

Die bei den Dialysepatienten beobachtete Zinnerhohung im Plasma ist in dieser
Grollenordnung unbedenklich.

Zinn hat wahrscheinlich essentielle Bedeutung. Es findet sich sowohl im Gewebe von
Menschen und Tieren als auch in Pflanzen.

Seine Konzentration im menschlichen Organismus ist stark von geographischen
Faktoren, Alter und ERgewohnheiten abhangig.

Der genaue Wirkmechanismus im Organismus ist weitgehend unbekannt.
Wahrscheinlich wirkt es als Katalysator von Oxidations- und Reduktionsprozessen.

Zinn soll fir Wachstum und Zahnentwicklung von Bedeutung sein.

Es ist mdglicherweise auslosender Faktor flr spezielle enzymatische Reaktionen der
Proteinsynthese nach der Geburt (Zumkley, 1990).

Es wurde eine mogliche Essentialitat als Bestandteil des Magenenzyms Gastrin
vermutet (Keller, 1998).

Zinn wird aufgrund seiner geringen Aufnahme Uber die tierische und pflanzliche
Nahrung und schnellen Ausscheidung Gber Urin und Stuhl als relativ harmloses Element
eingeschatzt. Zinn-Vergiftungen sind durch zinnhaltige Nahrungsmittelverpackungen,
Stabilisatoren, Fungizide und Lotmittel moglich (Chiba, 1990).

Zinn ist in fester Form relativ ungefahrlich. Organische und anorganische
Zinnverbindungen kdnnen jedoch Vergiftungserscheinungen hervorrufen. lhnen werden
ahnliche toxische Eigenschaften wie dem Quecksilber zugeschrieben.

Im Jahre 1954 kam es in Frankreich zu Sn-Vergiftungen mit 110 Todesfallen durch ein
Medikament mit zinnhaltigen Verbindungen (Moeschlin, 1980).

Zinnintoxikationen kénnen zu schweren Kopfschmerzen, Erbrechen, Gewichtsverlust,
Verdauungsstorungen, Bewusstseinseinschrankungen, visuellen Storungen,
psychischen Veranderungen und Atemlahmung fuhren (Keller, 1998).

Im Tierversuch wurden Skelettschaden und Entwicklungsverzégerung bei Ratten mit
erhdhter Zinnaufnahme beobachtet (Chiba, 1990).
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Die Casiumkonzentration sinkt aufgrund niedriger Gehalte in der Dialyseflissigkeit
wahrend der Dialyse auf Werte unter normal. Durch die Aufnahme Uber die Nahrung
wird die Casiumkonzentration im Plasma zwischen den Dialysezyklen allmahlich wieder
angehoben.

Cs wird vorrangig uber Fleisch, Milch und Milchprodukte aufgenommen und aus dem
Magen-Darm-Trakt vollstandig resorbiert (Welz, 1997). Bei Schwangeren wurde eine
beschleunigte Cs-Aufnahme beobachtet. Normalerweise wird das Ca&asium im
Koérpergewebe, hauptsachlich in den Muskeln und Nieren verteilt. Geringere
Konzentrationen werden in der Haut, dem Gehirn und im Blut gefunden (Krachler,
1998).

Obwohl es in Blut und Gewebe des Saugetierorganismus vorkommt, gilt es nicht als
essentielles Spurenelement.

Die physiologische Wirkung von Casium ist ahnlich der des Kalium, obwohl es
quantitative Unterschiede gibt. Casium kann Kalium aus Muskeln und Erythrozyten
verdrangen. Es Ubt einen aktiven lonentransport-Effekt durch Blockierung der
Kaliumkanale und Wechselwirkung mit Membranlipoproteinen aus.

Casium zeigt markante Wirkung auf das periphere und das Zentralnervensystem.
Wegen seiner Wirkung auf postsynaptische Aktivitaten kann es als Ausloser fur
epileptiformes Zittern in Verbindung gebracht werden.

Da Casium in lonenform im Blut vorliegt, ist es dialysabel und wird wahrend der Dialyse
teilweise aus dem Serum entfernt. Obwohl die niedrigen Dialysatkonzentrationen gut
dokumentiert sind, ist nichts Uber die klinische Bedeutung bei Dialysepatienten bekannt
(Krachler, 1998; Krachler, 1999).

5.2. Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung

Auch bei Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung sind Abweichungen im
Elementhaushalt zu beobachten. Die Mengenelemente Natrium und Kalium sind im
Plasma der Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Eine Ursache dafur ist
nicht bekannt. Natrium ist eine wichtige KenngrofRe bei der Blutdruckkontrolle. Deshalb
sollten die Na- Plasmakonzentrationen im Bereich von 135-145 mmol/l liegen. Hohe
Natriumgehalte fuhren zu erhdhtem Blutdruck und Uber einen langeren Zeitraum zu
kardiovaskularen Erkrankungen.

Erhéhte Kaliumkonzentrationen im Plasma kénnen 2zu Herzstérungen und
Blutdruckabfall fihren.

Der Mittelwert der Magnesiumkonzentration im Plasma der Patienten mit einer
kardiologischen Erkrankung ist im Vergleich zu den Kontrollpersonen leicht erniedrigt.
Bei 16 Patienten konnte ein Magnesiummangel festgestellt werden.

Der Magnesiumgehalt des Korpers eines erwachsenen Menschen betragt 21 bis
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28 g. Der grolte Magnesiumspeicher ist der Knochen mit ca. 50 bis 60 % des
Gesamtkdrpermagnesiums. 60 bis 80 % davon sind rasch verfugbar. Weitere 40 % des
Magnesiums finden sich in anderen Organen, vor allem in der Skelett- und
Herzmuskulatur, sowie in der Leber. Nur ca. 1% des Magnesiums findet sich im Plasma
(Antoni, 1989).

Der normale Tagesbedarf eines Erwachsenen liegt zwischen 300 bis 400 mg. Nicht
bendtigtes Magnesium wird fast vollstandig Uber die Nieren ausgeschieden. Etwa 2-3 %
des Magnesiums gehen durch Magensaft, Galle, Pankreassaft und Faeces verloren.
Magnesium ist Bestandteil des Magnesium-Adenosin-Triphosphates und essentieller
Kofaktor der Na/K-ATPase sowie vieler anderer Enzyme (ca. 300) .

Mg ist u.a. an der Phosporylierung der Kohlenhydrate und an der Knochenbildung
beteiligt. Durch seine enzymaktivierende Rolle im Phosphorylierungssystem beeinflusst
es auch die Lipidsynthese und die Cholesterolveresterung. Ferner hemmt es die
Blutgerinnung und fordert die Fibrinolyse.

Der Einfluss des Magnesiums auf die neuromuskulare Erregbarkeit lasst bei
Mangelzustanden unter Umstanden tetanische Zustande entstehen (Fehlinger, 1991).
Ein Magnesiummangel ist weit verbreitet, aber schwierig nachweisbar. In ca. 50% der
Falle besteht ein zellularer Mangel, der sich im Blutserum nicht manifestiert.

Ein Magnesiummangel tritt gehauft bei Patienten mit Diabetes mellitus, Hypertonie,
koronarer Herzerkrankung, Herzklappenfehler, Herzinsuffizienz aber auch bei einseitiger
Ernahrung und bei Alkoholismus auf.

Ein Magnesiummangel kann nervale Symptome sowie Auswirkungen im Bereich des
Gastrointestinaltraktes und des Herz-Kreislauf-Systems hervorrufen (Kisters, 1996).

Klinisch bedeutsam flr Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung ist der Mangel
an Selen und Zink. Beide Elemente sind am Aufbau antioxidativ wirkender Enzyme
beteiligt.

Ein Selenmangel kann kardiovaskulare Erkrankungen, Stbérungen des
Knochenwachstums sowie ein erhohtes Krebsrisiko zur Folge haben.

Die Keshan- Krankheit wurde benannt nach deren Vorkommen in Keshan in China,
einem landlichen Gebiet mit sehr niedrigem Selengehalt des Bodens.

Durch die geringe Selenaufnahme wurde bei den Menschen dieser Region extrem
niedrige Selengehalte in Vollblut und Haar gefunden Zumkley, 1988). Ca. 1% der
Bevolkerung dieser Region erkrankt an dieser Krankheit.

Neben deutlicher VergroRerung des Herzens tritt akute Herzinsuffizienz auf, 50% der
Betroffenen sterben an dieser Krankheit.

Durch Behandlung mit Natriumselenit erkrankten weniger Personen.

Da sich der Selenmangel bei diesen Patienten auch im Urin manifestiert, kann
geschlussfolgert werden, dass der Organismus versucht, den antioxidativen Status zu
verbessern. Dazu wird vermehrt Selen in den Zellen bendétigt und aus dem Plasma
verstarkt aufgenommen (Luoma, 1984; Kohler, 1985; Krachler, 1998).
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Ein Zinkmangel im Plasma wird bei verschiedenen Infektionskrankheiten beobachtet.
Dieser Mangel ist das Ergebnis einer Zinkanreicherung in der Leber, wo das Element fur
die Synthese von Akut-Phase-Proteinen bendtigt wird. Ein ahnlicher Effekt wird auch bei
Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung beobachtet. Die Zinkkonzentration im
Herzklappengewebe ist bei diesen Patienten im Durchschnitt um das 10 fache erhoht.
Zink wird zur Regulation der Immunfunktion aus dem Blut in das Gewebe transportiert
(Nystrdom-Rosander, 2002), was zu erniedrigten Konzentrationen im Plasma flhrt.

Die erhohten Konzentrationen von Eisen, Mangan, Aluminium, Chrom und Silizium
wurden teilweise schon von anderen Arbeitsgruppen beobachtet. Sie kdnnen auf
Kontamination der Elemente bei Eingriffen am Herzen bzw. aus Medikamenten
zuruckgefuhrt werden. So ist beispielweise bekannt, dass hdhere Konzentrationen an
Mangan im Heparin enthalten sind (Krachler, 1995). Die Konzentrationserhéhungen sind
in dieser GrofRenordnung unbedenklich.

Eisen fordert kardiovaskulare Erkrankungen durch seine starke oxidative Wirkung und
seine katalytische Wirkung auf die Lipidperoxidation (Kletzmayr, 2002; Bratter, 1992).
Es wird mit einer Erhdhung des Infarktrisikos in Verbindung gebracht. Neben erhdhten
Eisenkonzentrationen im Plasma ist auch der Eisengehalt im Herzklappengewebe
erhoht (Nystrom-Rosander, 2002).

Die Eisenkonzentration im Serum oder Plasma unterliegt starken tageszeitlichen
Schwankungen und ist stark abhangig von der aufgenommenen Nahrung. Fur die
Einschatzung des Eisenstatus ist dieser Wert demnach nur bedingt aussagekraftig
(Bothwell, 1979).

Eine Ursache fur die signifikant niedrigeren Nickelkonzentrationen ist nicht bekannt.

5.3. Patienten mit einer Schizophrenie

Der Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementstatus bei Patienten mit einer
Schizophrenie ist zur Zeit noch wenig untersucht. Aufgrund der geringen Zahl der
Probanden ist die Auswertung schwierig.

Die erhdéhten Konzentrationen von Natrium und Chrom sind wahrscheinlich durch
Kontamination, Medikamente oder diatetisch bedingt.

Der durch andere Arbeitsgruppen festgestellte Rubidiummangel bei psychiatrischen
Erkrankungen kann durch diese Untersuchungen nicht bestatigt werden. Es wurde ein
signifikanter leichter Anstieg der Rubidiumkonzentration im Vergleich zur Kontrollgruppe
festgestellt (Corrigan, 1991).

Beachtung schenken und weiter untersuchen sollte man jedoch die hochsignifikant

niedrigeren Konzentrationen von Selen. Es konnte festgestellt werden, dass die
Schizophrenie in Selenmangelgebieten gehauft auftritt (Brown, 1994).
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Auch die Elemente Zink und Magnesium im Plasma der Patienten mit einer
Schizophrenie sind signifikant erniedrigt . Ahnliche Ergebnisse wurden auch von
anderen Arbeitsgruppen berichtet (Brown, 1994; Johnson, 2001; Kirov, 1990).

Aufgrund der hohen Stressanfalligkeit der psychisch erkrankten Personen ist bei
Patienten mit einer Schizophrenie ein Magnesiummangel zu beobachten (Kirov, 1990).
Ein manifestierter Magnesiummangel kann nervale Symptome (Muskelkrampfe,
Konzentrationsstérungen, depressive Verstimmungen, psychische Erschdpftheit)
hervorrufen (Kisters, 1996).

Untersuchungen ergaben, dass Kinder, deren Mutter in der Schwangerschaft niedrige
Zink und hohe Kupferkonzentrationen aufwiesen, haufiger an Schizophrenie, Autismus
oder Epilepsie erkrankten. Das bedeutet, dass Zink schon in der Fruhentwicklung des
Gehirns bendtigt wird (Johnson, 2001). Zink ist an der Synthese von Serotonin und
Melatonin beteiligt. Ein Zinkmangel fihrt zu einem Mangel beider fur die Hirntatigkeit
wichtiger Enzyme.

5.4. Allgemeine Schlussfolgerungen

Die Elemente Rubidium und Casium sind die einzigen Elemente, die bei allen
Patientengruppen und der Kontrollgruppe miteinander korrelieren. Diese Korrelation
wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben, da diese Elemente sehr wenig
untersucht wurden.

Beide Alkalimetalle gehdren zu den lithophilen Elementen, die hauptsachlich in Form
von Silikaten und  Mineralen in der Erdkruste enthalten sind und Uber den
Wasserkreislauf in den menschlichen Organismus gelangen. Bei einem Vergleich von
42 Elementen (Haraguchi, 1999) wurde festgestellt, dass sowohl Rubidium als auch
Casium in Blutserum und Meerwasser in gleichen Konzentrationsbereichen enthalten
sind. Ein ernahrungsbedingter Zusammenhang kann demnach vermutet werden.
Ebenso konnte eine individuell verschiedene Elementresorption und der Transport in
das Plasma fur die Korrelation beider Elemente verantwortlich sein.

Bei allen drei untersuchten Patientengruppen wurde ein Selen- und Zinkmangel
festgestellt, als Zeichen der Reaktion des Korpers auf die Erkrankung. Dieser
Elementmangel kann Ursache oder Folge der Erkrankung sein.

Eine kontrollierte Substitution von Selen und Zink ware bei allen Patienten zu
uberdenken.
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6. Zusammenfassung

In der medizinischen Diagnostik werden besondere Anforderungen an die verwendeten
Analysenverfahren gestellt. Verfahren mit einem hohen Automatisierungsgrad, die
kostengunstig und schnell mit wenig Probenmaterial eine Vielzahl von analytischen
Informationen liefern, werden zunehmend eingesetzt.

Aufgrund der Analysenkosten, Analysendauer und des geringen verfligbaren
Probenvolumens ist fur die Bestimmung von Mengen-, Spuren- und
Ultraspurenelementen eine Multielementanalyse von Vorteil. Die hochempfindliche
Methode der Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) wurde
dazu getestet.

In den vorliegenden Untersuchungen wurde das ICP-MS Elan 6000 von der Firma
Perkin Elmer Instruments verwendet. 18 ausgewahlte Mengen-, Spuren und
Ultraspurenelemente (Aluminium, Calcium, Casium, Chrom, Eisen, lod, Kalium, Kobalt,
Kupfer, Magnesium, Mangan, Natrium, Nickel, Rubidium, Selen, Silizium, Zink und Zinn)
wurden im Blutplasma von Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz
(Dialysepatienten), von Patienten mit kardiologischen Erkrankungen (Bluthochdruck
oder Patienten nach einem Eingriff am Herzen) sowie von Patienten mit einer
Schizophrenie analysiert und mit einer Kontrollgruppe (,scheinbar gesunde®
Blutspender) verglichen.

Eine Bestimmung aller interessierender Elemente in einem Probenansatz wahrend
eines Messzyklus mit dem Elan 6000 war unter den gegebenen geratetechnischen
Voraussetzungen nicht moglich.

Ursachen waren die extremen Konzentrationsunterschiede der Elemente (Natrium:
138,9 £ 1,5 mmol/l; Kobalt: < NWG — 3,9 nmol/l) sowie spektrale Interferenzen durch
Proben- und Lésungsmittelbestandteile und das Plasmagas Argon.

Die ICP-MS sowie die in der klinisch-chemischen Routine verwendeten Methoden der
AAS und ISE wurden bezuglich Nachweisgrenze, Storanfalligkeit, Richtigkeit,
Probenverbrauch und Analysenkosten verglichen. Fir jedes der 18 untersuchten
Elemente wurde die optimale Methode ermittelt, mit der die nachfolgenden
Untersuchungen durchgefliihrt wurden.

Die Elemente Aluminium, Kobalt, Calcium, Casium, Kupfer, lod, Magnesium, Rubidium,
Zinn, Zink wurden mit der ICP-MS, Chrom, Eisen, Mangan, Nickel, Selen, Silizium mit
der Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) und Natrium und Kalium mit der
ionenselektiven Potentiometrie (ISE) analysiert.

Aufgrund der bei einigen Elementen auftretenden und nicht mathematisch korrigierbaren
Interferenzen ist das Elan 6000 nur bedingt in der klinischen Diagnostik einsetzbar.

Eine Minimierung der beschriebenen Interferenzeffekte bei der ICP-MS ist durch den
Einsatz der hochauflosenden Sektorfeld-ICP-MS maoglich. Mit Hilfe dieser Technik kann
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das Auflosungsvermogen, d.h. die Trennung zweier Signale (Analyt- und
Interferenzsignal) im Vergleich zur Quadrupol-ICP-MS wesentlich verbessert werden.
Neben der Verringerung von Stérungen durch die Proben- und L&sungsmittelmatrix
werden mit dieser Technik kleinere Nachweisgrenzen erzielt (Paul, 2003; Townsend,
1999).

Die hochauflésende Sektorfeld-ICP-MS, die fir die vorliegenden Untersuchungen nicht
zur Verfuigung stand, ist sehr kostenintensiv (hohe Anschaffungskosten) und keine
Routinemethode in der klinischen Chemie.

Die vorliegenden Untersuchungen haben gezeigt, dass bei Patienten mit chronisch
dialysepflichtigen, kardiologischen und psychiatrischen Erkrankungen signifikante
Abweichungen von Elementkonzentrationen verglichen mit der Kontrollgruppe auftreten.
Die Korrelation der Elemente untereinander ist bei der Kontrollgruppe, den Patienten vor
der Dialyse, mit kardiologischer Erkrankung und Schizophrenie nur selten, wahrend
nach der Dialyse ein statistischer Zusammenhang bei fast allen Elementen zu
beobachten ist.

Die Elemente Rubidium und Casium sind die einzigen Elemente, die bei allen
Patientengruppen und der Kontrollgruppe miteinander Kkorrelieren. Da diese
,vergessenen Elemente” bisher nur unzureichend untersucht wurden, gibt es keine
genaue Erklarung fur diese Beobachtung. Nur wenige Elemente korrelieren mit Alter und
Geschlecht.

Durch die Auswertung der Messdaten mit dem Programm ,Statistika“ konnte mit der
Hauptkomponentenanalyse eine zum Teil sehr gute lineare Trennung der Patienten in
verschiedene Klassen ermittelt werden. Die Patienten innerhalb jeder Gruppe der drei
untersuchten Erkrankungen weisen ahnliche Elementverschiebungen auf. Diese
vergleichbaren Veranderungen konnten fur Therapieansatze bei den Patientengruppen
genutzt werden. Von der Kontrollgruppe signifikant abweichende Elemente sollten
kontrolliert und bei einem Mangel substituiert werden.

Umgekehrt kdnnen anhand der Lage der Messpunkte im Screeplot bei Auswertung
weniger Elemente Hinweise Uber mogliche vorliegende Krankheitsbilder gegeben
werden.

Es ist vorstellbar, dass sich die Methode der Hauptkomponentenanalyse in der
Diagnostik allgemein zur automatischen Auswertung einer unubersichtlich hohen Anzahl
von Laborparametern einsetzen lasst.

Der Spurenelementstatus ist bei Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz im
Vergleich zu Probanden mit normaler Nierenfunktion erheblich verandert. Signifikante
Anreicherungen wurden fir die Elemente Aluminium, Kobalt, Mangan, Nickel, Zinn,
Magnesium, Chrom, Silizium und Kalium, ein Mangel flr Rubidium, Selen, Zink, Calcium
und Eisen bei diesen Patienten nachgewiesen.
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Die Anreicherung der Elemente wird durch eine reduzierte Ausscheidung auf Grund der
gestorten Nierenfunktion und durch die Aufnahme aus der Dialyseflissigkeit wahrend
der Dialyse verursacht.

Der Mangel ist der proteinarmen Ernahrung und der damit reduzierten Aufnahme
vorrangig proteingebundener Elemente wie Selen und Zink sowie Verlusten von
Rubidium und Eisen wahrend der Dialyse zuzuschreiben.

Wahrend der Dialyse kommt es zu weiteren Veranderungen. Durch die Erhdhung des
Proteingehaltes im Plasma kommt es zu einem leichten Anstieg der Konzentrationen
proteingebundener Elemente (z.B. Calcium, Selen, Eisen, Kupfer, Zink). Eine
Kontamination aus der Dialyseflissigkeit fuhrt zu steigenden Konzentrationen der
Elemente Aluminium, Chrom, Mangan, Nickel und Zinn nach der Dialyse.

Die Elemente Kalium, Natrium, Rubidium, Casium, Silizium sind dialysabel. Eine
Konzentrationsregulierung erfolgt durch definierte Gehalte der Elemente Natrium und
Kalium in der Dialyseflissigkeit. Trotz Reduzierung des Siliziums im Plasma um
durchschnittlich 45% durch die Dialyse bleiben die Konzentrationen weit Uber dem
Normalbereich. Durch Konzentrationsverminderung von Rubidium und Casium im
Plasma wird bei den Dialysepatienten ein Mangel an diesen Elementen hervorgerufen.
Eine Einstellung der Konzentration dieser Alkalimetallen im Blutplasma Uber die
Dialyseflussigkeit, wie sie bei den Mengenelementen vorgenommen wird, ware denkbar.

Bei den Patienten mit einer kardiologischen Erkrankung wurden erhohte
Konzentrationen  der Mengenelemente Natrium und Kalium nachgewiesen, die
Herzfunktion und Blutdruck beeinflussen kdnnen.

Spuren- und Ultraspurenelementerhéhungen bei Eisen, Aluminium, Silizium, Chrom und
Mangan konnen auf Kontamination der Elemente bei Eingriffen am Herzen bzw. auf
Medikamente zurtckgefuhrt werden.

Klinisch bedeutsam ist bei dieser Patientengruppe der Mangel an Selen und Zink, der
kardiovaskulare Erkrankungen zur Folge haben kann.

Die untersuchten Patienten mit einer Schizophrenie wiesen im Vergleich zu den
Kontrollpersonen hoch signifikant niedrigere Konzentrationen an Magnesium, Selen und
Zink im Plasma auf. Alle drei Elemente sind am Aufbau von Enzymen beteiligt, die u.a.
auch fur die Hirntatigkeit verantwortlich sind.

Aufgrund der geringen Anzahl an Probanden sind weitere Untersuchungen des
Elementstatus bei Patienten mit psychiatrischer Erkrankung nétig, um die vorliegenden
Ergebnisse zu bestatigen.

Anhand der drei untersuchten Patientengruppen wurde gezeigt, dass die Bestimmung
von Mengen-, Spuren- und Ultraspurenelementen in der klinischen Chemie von
Bedeutung ist, wobei nicht alle 18 Elemente praxisrelevant sind. Bei allen drei
Patientengruppen wurde beispielsweise ein Selen- und Zinkmangel festgestellt, als
Zeichen der Reaktion des Korpers auf die Erkrankung. Dieser Elementmangel kann
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Ursache oder Folge der Erkrankung sein. Eine kontrollierte Therapie mit Selen und Zink
ware bei diesen Patienten zu Uberdenken.

Bei den Dialysepatienten kdnnen umfangreichere Elementuntersuchungen und eine
Regulierung des entgleisten Elementhaushaltes empfohlen werden.
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