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Simultane AAS-Bestimmungen von Selen und Zink
im Blut und seinen zellulären Bestandteilen, demonstriert
am Beispiel der oligo-anurischen Niereninsuffizienz
Sinuihaneous AAS deiernünations of seienium and zine in wholc blood
and hs cellular coniponeiits äs demonstraled in oligo-anuric renal failurc

/. D. Knise-Jam:$*, M. Rükgauer*, Y. Schnutt**, P. Beck*, A. ßäuerle-Bubeck**
Moser*, G. Streit*, A. Zeyfang*

Zusammenfassung

Die üblicherweise angewandte Bestürmung einzel-
ner Spurenelemente in Plasma oder Vollblut zur
Beurteilung einer ausreichenden Versorgung mit
Spurenelementen ist unbefriedigend. Zur zuverlässi-
gen Bestimmung von Spurenelementen in korpusku-
laren Bestandteilen des Blutes wurde eine Methode
entwickelt» die es ermöglicht, auch vorgeschädigte
Zellen zur Analyse mit heranziehen zu können.
Somit können Erythrozyten, Thrombozyten, Granu-
lozyten, Lympho-/Monozyteii nahezu fremdzellfrei
isoliert werden.

Als Anwendungsbeispiel eignet sich das oligo-anu-
rische Nieren versagen. Für die relevante Beurteilung
von Spurenelementen ist die Bestimmung in 2 ver-
schiedenen Zelltypeii wichtig: die Graiiulozyteii zei-
gen den Yersorgungsstatus des Selens an, die inono-
nuklären Lymphp-TMonozyten die Retention von
Selen mit zunehmender Einschränkung der Nieren-
funktion. Beim Zink eignen sich im akuten oligo-
anurischem Nierenversageii vor allem die kernlosen
Erythrozyten oder Thrombozyten zur Beurteilung
von Umverteilungsvorgängen zwischen den Kom-
partimenten im Körper; wohingegen die Granulozy-
ten ein echtes Defizit janzeigen.
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Summary

Many methods used to determine whether liiere is a
sufficient supply of trace elements iu whole blood
are unsatisfactory. In Order to determine trace ele-
ments in corpuscular blood particles in a reliable
mainier, a method has beeil developed \\ddi wliich
eveii dainaged cells cau be analysed. Erythrocytes,
platelets, and pohnnoiphonuclear and mononuclear
leucoc^es can be isolated without adding contami-
iiants and in such a way that diey are almost free
from other cell t)^es.

Oügo-anuric renal failure lends itself to dernon-
strating the application. Two dtfferent cell types are
important for assessing trace elements in the human
body: polymorpboiiuclear cells., which indicate die
seienium supply Status, and mononuclear cells,
which indicate the retention of seienium with pro-
gressing kidney maHuiiction. Widi regard to zinc,
die anucleai· er^irocytes or platelets are best suited
for assessing redistribution processes between vari-
ous compaitments of the body, while polynuclear
leucoc^es reflect a real deficiency.
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Einleitung
In loizier Zeit wurden zunehmend viele Daten und
Ansichten über den Stoffwechsel der Spurenele-
mente und ihre Auswirkung «u l" verschiedene Funk-
tionen des menschlichen Organismus' publiziert.
Dennoch kann dies nicht darüber hinwegtäuschen,
daß viele Funktionen und Aufgaben von Spurenele-
menten bis hrntr noch unklar sind.

Mit Blick auf die essentiellen Spurenelemente
stehen naturgemäß Veröffentlichungen im Vorder-
grund. die sich mit einem Mangel eines oder mehre-
rer Elnncntr auseinandersetzen. Die Wirkung der
Spurenelemente und deren Homöostase im mensch-
lichen Organismus läßt sich jedoch nur dann rele-
vfiut beurteilen, wem) der gesamte, also auch der
obere und somit Toxizität-nahe Bereich der spezifi-
schen Wirkdosis nicht uußerachtgelasscn wird.

Spurenelement-Defizite treten in der Regel im
Zusammenhang mit chronischen Krankheitsprozes-
sen auf. Da diese wiederum durch mannigfaltige
Faktoren beeinflußt werden, wie primär oder sekun-
där auslösende Noxen, Nahrungsaufnahme, Lebens-
gcwohnhciten, circa dianc und saisonale Rhythmik,
medikamentöse, chirurgische oder physikalische
Therapie, Zweiterkrankungen und vieles mehr, muß
zunächst die Frage gestellt werden, ob es überhaupt
relevant ist. nach Zusammenhängen zwischen ver-
änderten Spurenelement-Konzentrationen im
Zusammenhang mit krankheitsassoziierten Sympto-
men oder Komplikationen zu suchen. Hier felilt es
vielen Publikationen an den erforderlichen Vorbe-
halten gegenüber allzu schnellen Rückschlüssen.

Kritik muß auch an vielen veröffentlichten Unter-
suchungen hinsichtlich einer mangelnden Standar-
disierung und somit unzureichenden Aforgleichbar-
keit geäußert werden. So werden nicht selten Ver-
gleiche an unterschiedlichen Materialien, an Kollek-
tiven mit verschiedenen Krankheitsprozessen, an
Resultaten unterschiedlicher Analysetechniken und
an Befunden unter völlig verschiedenen endogenen
bzw. exogenen Bedingungen angestellt. Probleme der
Kontamination, der Impräzision, der Richtigkeit
und der Validität sind nicht immer nachvollziehbar,
sodaß es vielfach zu großen Abweichungen der
Ergebnisse kommt.

Eines der unbefriedigsten Kriterien für die Aussa-
gekraft von Bestimmungen der Spurenelemente ist

ie Wahl der Probe als Indikator für die Unterschei-
dung zwischen physiologischen und pathologischen
"Vorgängen. Es ist üblich, Serum oder Plasma als
geeignete Körperprobe mit gleichermaßen zuverläs-
siger Aussage wie in der Routine eines klinisch-che-
mischen Laboratoriums zu verwenden. Doch leider
läßt sich dies nicht bestätigen, wie zahlreiche Publi-
kationen gezeigt haben. Dafür sind drei Faktoren
verantwortlich:

g
d

1. Das Fehlen von Qrganspezifität und von Organ-
spcicheni

2. Die unterschiedlich feste Bindung an Transport-
imd andere Proteine (Speziation)

3. Die aktuelle Inanspruchnahme von essentiellen
Spurenelementen durch Stoffwechselprozesse in
verschiedenen Organen und der daraus resultie-
rende, oft nur kurzfristige und reversible
Abstrom aus dem Blut.

Üblicherweise ist Blut deswegen ein geeignetes
Untersuchungsmaterial, weil es als Transportme-
dium zwischen allen Kompartimenten des Organis-
mus' Signalcharakter für biochemische Veränderun-
gen in einzelnen und mehreren Organen haben kann
und normalerweise eine Homöostase widerspiegelt.
Dieser Gesetzmäßigkeit unterliegen Spurenelemente
im menschlichen Organismus nicht, da sie weder
eine strenge Organspezifität noch spezifische Spei-
chereigenschaften besitzen. Folgerichtig stellt das
Blut als Vermittler zwischen den Organen zwar das
Transportmedium, nicht jedoch den Ausgleichs-
oder Balance-Indikator für den laufenden Austausch
an Spurenelementen zwischen den verschiedenen
Kompartimenten dar.

Konsequenterweise muß die Frage nach der Rele-
vanz von Konzentratioiisbestiinmungen der Spuren-
elemente im Vollblut, Plasma oder Serum zur rele-
vanten Beurteilung einer Gesamtsituation im
menschlichen Organismus skeptisch beantwortet
werden. Mit Radioisotopen konnten z.B. für das
Zink in Blut, Urin, Stuhl, Leber. Muskulatur und im
Gesamtkörper sehr unterschiedlich schnelle und
organtypische Umsätze gezeigt werden, die sich
innerhalb weniger Stunden signifikant zu ändern
vermögen [1]. Ursache dafür sind verschieden inten-
sive, metabolische Aktivitäten, die für ihre bioche-
mischen Funktionen Spurenelemente als Katalysato-
ren oder Metalloproteine benötigen.

Die beste Aussage würde wohl durch Messungen in
typischen Geweben wie z.B. der Muskulatur unmit-
telbar am Ort des Geschehens erreicht; doch unab-
hängig von der zumeist ethisch nicht zu vertretenden
Biopsie stehen auch diese Informationen in einer
dynamischen Abhängigkeit von der Zeit, da das
Konzentrationsgleichgewicht durch seine komplexen
Beeinflussungen sehr unterschiedlichen Kräften aus-
gesetzt ist. So kommt es infolge von Gewebsschädi-
gungen z.B. durch größere Wunden, Verbrennungen
oder operative Eingriffe zu einer sehr schnellen, aber
auch relativ kurzfristigen Störung der Zink-Werte
im Blut. Wohingegen ein echter Zink-Mangel der
Gewebe infolge einer verminderten nutritiven Zn-
fnlir noch über längere Zeit keine Veränderungen im
Blut erkennen läßt, da Muskulatur-, Knochen- und
Parenchymgewebe reichliche „Reserven'*" haben,
wenn sie auch keine eigentlichen Speicherorgane sind.
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In der vorliegenden Arbeit gehen wir der Frage
nach, inwieweit simultane Bestimmungen der
Spurenelemente im Gesamtbhit (Vollblut und
Plasma) und gleiclizeitig in seinen verschiedenen Zel-
len (ErylJirozyten, Granulozozyten, Lympho-/Mono-
zyten, Throinbozyten) relevante Auskünfte zu geben
vermögen. Die peripheren Blutzellen entstammen
vorwiegend dem Knochenmark, das zu den Stoff-
wechsel aktivsten Organen im menschlichen Organis-
mus zählt und daher den größten Bedarf an Katalysa-
toren und somit auch an Spurenelementen hat.

Der Einsatz peripherer Blutzellen in Verbindung
mit der Bestimmung in Vollblut und Plasma sowie
die Verlaufskontrolle von Konzentrationen der Spu-
renelemente stellt im theoretischen Ansatz, eine
erfolgversprechende Möglichkeit dar, Änderungen
im Haushalt von Spurenelementen zu erfassen. Der
Beantwortung der Frage soll an Hand von Selen und
Zink nachgegangen werden, da diese derzeitig die
klinisch bedeutsamsten Spurenelemente sind.

Material und Methode

Probenvorbereitung

Die venösen Blutproben wurden mit Stahlkanülen
in Lithiumlieparin-haltige Monovetten (150 IU)
abgenommen. Innerhalb von zwei Stunden wurden
die Zellen aus dem Vollblut durch Dichtegradien-
ten-Zentrifugati on isoliert. Zur 'Nfermeidung von
Temperatursprüngen wurden die Trermmedien vor
Beginn der Aufarbeitung auf Zimmertemperatur
gebracht und bei der Zentrifugation eine Tempera-
tur von 20 °C eingehalten. Der Betrag der Zellen in
einer Fraktion bzw. die Zellfreiheit des Plasmas
wurde sofort nach der Isolation ermittelt (Sysmex K
1000. TOA Medical Electronics). Die Proben wur-
den bis zur Analyse der Spurenelemente bei —20 °C
gelagert,

Abtrennung von Vollblut und Plasma

Vor der Zellfraktionierimg wurde ein Aliquot der
Proben als Vbllblutprobe abgetrennt. Zell freies
Plasma wurde durch Zentrifugieren von Vollblut
(3500 g für 10 Minuten) gewonnen. Der Bodensatz
mit den gesamten Blutzellen wurde mit Waschpuffer
(pH 7,4, 142 mmol/1 NaCl, 0,33 mmol/1 Na2HP04,
0.5 mmol/1 Glucose) vorsichtig auf ca. 1,5 ml aufge-
schlämmt und weiterverwendet.

Abtrennung der Thrombozyten

Zur Isolierung der Thrombozyten wurden 4 ml des
Trenmnediums Nycoprep™ (Dichte 1,063 g/ml,
Nycorncd Pharma) in ein Reagenzglas vorgelegt und

vorsichtig tropfenweise mit der Suspension der
Gesamtzeiten uberschiehtel und verschlossen zcntri-
lugiert (250 g für 15 Minuten). Die Tlirombozyten -
in einer Schicht in der oberen Phase — wurden durch
langsames Abpipettieren separiert und der Boden-
satz aus Erythrozylen, wenigen restlichen Thrombo-
zyten und den auf dem Sediment schwimmenden
Leukozyten wurde mit Waschpuffer resuspendiert.

Abtrennung der Grunulozyfen und
mononukJeären Zellen

Zur Isolierung der Granulozyten und der mononu-
kleäreii Zellen (Lymphozytcn und Monozylen)
wurde das bei der Throinbozytcn-Isolierung erhal-
tene Sediment nach vorsichtigem Überschichten auf
4 ml des Trennmediums Polymorphprep™ (Dichte
1,113 g/ml, Nycomed Pharma) zentrifugiert (500 g
für 30 Minuten). Aus dem Überstand wurden die
deutlich abgegrenzte obere hellere Schicht mit den
nioiionuklear.cn Zellen und die darunter liegende
rötlich schimmernde Schicht mit den Granulozyten
jeweils getrennt abpipettiert und mit Waschpuffer
auf jeweils 6 ml aufgefüllt. Der restliche Überstand
über der Phase der Erythrozyten wurde zusammen
mit der oberen Erytlirozyten-Scliieht verworfen und
der Bodensatz aus Erythrozyten für die Weiterverar-
beitung aufbewahrt.

Die Granulozyteu-Suspension wurde mehrfach
mit Waschpuffer gewaschen (zentrifugiert bei 280 g
für 10 Minuten, der Überstand verworfen und der
Bodensatz aus Granulozyten vorsichtig mit Wasch-
puffer auf 6 ml resuspendiert) und schließlich mit
Puffer auf 1,5 ml aufgeschlämmt.

Zur Isolierung der mononukleären Zellen wurden
die Monozyten-Suspension und ein Aliquot der
GeSamtzell-Suspension aus der Plasmagewinnung
über 4 ml Nycoprep™ vorsichtig geschichtet und
zentrifugiert (350 g für 15 Minuten). Der Überstand
wurde bis auf einen kleinen Rest verworfen und der
Bodensatz über 3 ml Lymphoprep™ (Dichte 1,077
g/ml, Nycomed Pharma) erneut zentrifugiert (1000
g für 20 Minuten). Die mononukleären Zellen - in
einer klar von den Erytlirozyten abgesetzten Zone —
wurden abpipettiert und die gewonnene Zellfraktion
durch Lyse der darin enthaltenen Erytlirozyten auf-
gereinigt. Dazu wurde die Suspension zunächst
genau 40 Sekunden mit 3 ml bidestilliertem Wasser
und anschließend mit 3 ml 1,8 % NaCl-Lösung ver-
setzt und zentrifugiert (250 g für 10 Minuten) und
der Bodensatz nach Verwerfen des Überstandes mit
Waschpuffer auf 3 ml aufgefüllt.

Abtrennung der Erythrozylen

Die Erythrozyten wurden aus dem Bodensatz nach
der Abtrennung der Leukozyten mittels Polymorph-
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pivp™ isoliert durch Zentrifugation dieser Suspen-
sion über M ml iNycoprep'M (350 g für 10 Minuten)
und der ansrhliiißisndiiii weiteren Zentrifugntion des
hierbei entstandenen Bodensatzes über 3 ml Poly-
niotphprep™ (500 g für 10 Minulcn). Die Erytliro-
7.y1en im Sediment wurden mehrlach mit WasdipuC-
fer pewnsolien und in 1,5 tn l des Puffers aufbewahrt.

Homogenisierung der Proben

Die Pwbenaufhereitiing vor der Analyse erfolgte für
alle Zoll fraktionell durch einen Verdauuitgsprozeß
zur Homogenisierung der Proben nach dem Auf-
tauen und 7ur Lösung der Proteinbindung der Spu-
renelemente. Die Zellsuspensionen wurden dazu mit
30 einer 0.5%igen Proleinase K Lösung (Boeh-
ringerMannlieim) und 15 einer 20 %igen Lösung
von Detcrgens SDS (Sodiiun Dodecyl Sulfat) versetzt
- die Vollblutprobcn mit jeweils dem doppelten
Volumen — und 36 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Bestimmung von Selen

Die Bestimmung von Selen erfolgte nach vorherge-
gangenem Aufschluß und Mineralisierung aller Pro-
ben mittels Fließinjektions-Atomspektrometrie
(FIAS 200; Perkin-Elmer). Der zweistufige Auf-
schluß wurde mit dem Mikrowellenaufschlußsystem
MLS-1200 (Büchi) durchgefühlt. Zur Oxidation
(erster Schritt) wurden 194 Probe mit 0,5 ml kon-
zentrierter Salpetersäure und 0,25 ml Wasserstoff-
peroxid (30 %) versetzt und zur Reduktion (zweiter
Schritt), nach der das Element als 4-wertiges Selen
vorliegt, wurde l ml konzentrierte Salzsäure zugege-
ben. Das Energieprogramm der Mikrowelle war für
beide Reaktionsstufen identisch (zwei Minuten bei
25 % der Gesamtenergie —1200 Watt — und zwei mal
fünf Minuten bei 50 %). Bis zur Analyse wurden die
aufgeschlossenen Proben bei -20 °C gelagert. Der
Selen-Gehalt der Fraktionen wurde aus dein aufge-
schlossenen Material nach Verdünnung mit 0,2 %
Entschäumer in 1.5%iger Salzsäure (1:3,5) am
FIAS bestimmt (Gesaintverdünnung der Proben
l :35). Zur Kalibration wurden wäßrige Standardlö-
sungen (Merck) im Bereich von 0,44 bis 1,33
Selen/1 eingesetzt, als Laufmittel wurde eine 3 %ige
Salzsäure und als Hydriermittel eine 20 %ige alkali-

sche Natriumborliydridlösung verwendet (alle Rea-
genzien Merck; suprapur). Aus den Proben — mit
Hilfe eines Fließirijeklions-Ventils kontinuierlich irr
«inen Flüssigkeitsstrom und in eine Reaktionskara-
mer eingebracht — wurde nach Reaktion mit Borhy-
drid das Selen-Hydrid ausgetrieben, im Argon-Trä-
ge rgass t rorn in eine Quarzküvette transportiert und
im Strahlengang einer Hohlkathodenlampe durch
Lichtabsorption gemessen.

Bestimmung von Zink

Die Analysen für das Element Zink wurden mittels
Graph i trohrofen- Atomabsorptioiis-Spektrometrie
(Zeeinan 3030 mit Craphitofen HGA 600 und Pro-
bendosierautomat AS 60, Perkin-Elmer) unter Ver-
wendung von Pyroröhrehen ohne Plattform durch-
geführt. Die Konzentrations-Bestimmungen in den
Leukozyten-Suspensionen erfolgten oline weitere
Verdünnung, während die Vollblutproben l :100, das
Heparinplasma 1:20. die Thrombozyten-Suspen-
sionen 1:20 und die Erythrozyten-Suspensionen
1:100 mit 0,02 %iger Triton X-Lösung verdünnt
wurden. Die Kalibration wurde mit Seronormm

(Nycomed Pharma) im Bereich von 13,0 bis 26.0
/ durchgeführt. Da den aufbereiteten Proben

Zusätze wie Treruimedium. Waschpuffer, Protein äse
K und SDS zugegeben wurden, mußte für jede Blut-
fraktion eine Blindlösung mit den entsprechenden
zugesetzten Substanzen hergestellt werden. Diese
wurde mit 0,02%iger Triton X-Lösung wie die
jeweilige Fraktion selbst verdünnt von den Analysen-
werten subtraliiert (Leerwert) (Tabelle 1).

Die in das Graphitrohr dosierten Proben wurden
nach einem elementspezifischen Programm durch
stufenweises Erhitzen getrocknet, die unspezifische
Matrix verascht und das verbleibende zu untersu-
chende Element durch thermische Dissoziation ato-
misiert und seine Absorption im Strahlengang einer
Hohlkathodenlampe gemessen.

Validierung der Nachweisverfahren

Die Kontrolle der Spurenelement-Analysen und die
Vermeidung von Fehlerquellen erfolgte nach den
Richtlinien für die Qualitätskontrolle [2] und den

Tabelle 1. Zusätze der aufbereiteten Proben

Vollblut
Plasma
Thrombozyten
Erythrozyten
Leukozyten

1 ,0 ml Nycoprep
1 ,5 ml Waschpuffer
1 ,5 ml Waschpuffer

1,5 ml 0,02% Triton X
1,5 ml 0,02% Triton X
0,5 ml 0,02 % Triton X

60 Proteinase K 15 SDS
30 Proteinase K 15 SDS
30 Proteinase K 15 SDS
30 Proteinase K 15 SDS
30 Proteinase K 15 SDS
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Prinzipien der guten Laborpraxis (CLP) [3]. Bei der
Überprüfung der Kontamination des Abnahme- und
Probenaulbereitungs-Systems (Spülung von Mono-
vetten, Kanülen, Polystyrol-Zentrifugengläser, Poly-
propylenhütchen und Pipettenspilzen mit 0,2 %iger
Salpetersäure und Analyse der Lösung) ergab sich
kein nach weisbarer Gehalt an Selen und eine Verun-
reinigung von Zink mit 0,50 / in den Monovet-
ten (Sarstedt). Von verwendeten Reagenzien wurde
lediglich im Waschpuffer ein Zink-Gehalt (0,15

/ ) festgestellt, der als Blindwert von den Analy-
senwerten subtrahiert wurde.

Für jedes Element wurde eine Präzisionskontrolle
mit einem Matrix-haltigen Poolseruni durchgeführt.
Die Präzision der Messungen von Tag zu Tag (2-
fache Standardabweichung vom Mittelwert bei 20
Bestimmungen) lag bei 16,3 ± 0,98 /1 bei der
Analyse von Zink und bei 1,25 ± 0,02 / bei
der Analyse von Selen.

In regelmäßigen Abständen während eines Meß-
vorgangs wurde die Richtigkeit der Methode über-
prüft, bei Zink und Selen mit Hilfe von Kontrolhna-
terialien auf der Basis von Serum und Vollblut
(Seronorm™ Trace Elements und Pathonorm™,
Nycomed Pharma) und bei Zink zusätzlich auf der
Basis von Urin (Lyphochek Level l und 2, BioRad).
Ab Meßwert-Abweichungen von > 10% vom Soll-
wert wurde das Analysensystem überprüft. Die
Nachweisgrenzen der Meßmethode (3-fache Staii-
dardabweichung vom Blindwert bei 20 Proben) —
lagen für Messungen von Selen im Plasma bei 0,06

/ und von Zink bei 0,051 / .

Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Meßergebnisse wurden Mittel-
wert, Mediän, Maximum, Minimum, Standardab-
weichung und Varianz errechnet. Für den Vergleich
der linearen Abhängigkeit der Elementkonzentratio-
nen in den Zellfraktionen des Blutes wurde der Pear-
son'sche Korrelationskoeffizient verwendet. Das ein-
seitige Signifikanzniveau wurde bei p < 0.05 festge-
legt. Für den Vergleich der Meßgrößen zwischen
Gesunden und Patienten kam der U-Test nach
Mann-fWiitrfey und der ff'ilcoxon-Tcst (Paardiffe-
renz-Test) zur Anwendung. Bei signifikanten Unter-
schieden wurde außerdem der t-Test für abhängige
Stichproben durchgeführt. Das zweiseitige Signifi-
kanzniveau p wurde beim U- und t-Test auf
p < 0.05 festgelegt.

Ergebnisse

Zellisolierung

Die beschriebenen Schritte der Isolierung von Zell-
fraktionen ermöglichen gegenüber bisherigen
Methoden [4, 5] eine gute Trennung und Reinheit
der Zellfraktionen, wie am Beispiel der Isolierung
von mononukleären Zellen am besten gezeigt wer-
den kaiin (Abb. 1).

100 2 0 0 i n ( f l ) 100 200 in ( H )
Vor Optimierung Nach Optimierung
1 = Thrombozyten
2= Mononukleäre Zellen
3= Granulozyten

Abb. 1. Ergebnis der Isolierung von mononukleären
Zellen

Mit den beiden Treiinniethoden korinten die in
Tabelle 2 angegebenen Zellzahlen ermittelt werden.

Tabelle 2. Die mit beiden Trennmethoden erhaltenen Zellzahlen
(Mittelwert und Standardabweichung)

Granulo-
zyten/nl

Alte Methode:
Gesunde
Patienten

Neue Methode:
Gesunde
Patienten

1,31
5,6

± 1,12
±2,8

2,45 ± 1,42
11,6 ±10,1

Lympho-
Monozyten/nl

0,50 ± 0,9
0,20 ± 0,1

1,74 ±0,9
1,37 ±0,85

hi der Fraktion der mononukleären Zellen konnte
der Reinheitsanteil bezüglich der Verunreinigung
mit Granuloz^eii mit der optimierten Methode von
25% auf 80% gesteigert werden. Die Verunreini-
gung mit Thrombozyten nahm in dieser Zellfraktiou
von durchschnittlich 8,26 · 10: / 1 auf 2,47 · 103/ 1
ab.

Referenzwerte

An einem Kollektiv aus 24 weiblichen und 26 männ-
lichen, gesunden Blutspendern im Alter zwischen 20
und 65 Jahren wurden die in Tabelle 3 angegebenen
Referenzwerte erstellt.
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Tabelle 3. Referenzwerte f r Selen und Zink

Eigene Werte

Selen
Vollblut
Plasma
Thrombozyten
Erythrozyten
Granulozyten
Lympho-/Monozyten

ìñçïÉ/É
ìðéïÉ/É
ìé-çïÉ/É/ºÏ0 Zellen
ìéçïÀ/1 09 Zellen
ìÃçïÉ/1 09 Zellen
ìçéïÀ/10â Zellen

MW

1,09
0,810
0,0089
0,00029
0,1259
0,0931

S

0,118
0,122
0,00019
0,00002
0,0877
0,0829

Uteratur

MW 3

1,296 0,57
0,974 0,394
0,00018
0,00017

Ref.

[6]
[7]
[3]
[8]

Zink
Vollblut
Plasma
Thrombozyten
Erythrozyten
Granulozyten
Lympho-XMonozyten

ìçéïÉ/É
ìÃçïÉ/É
ìÃçïÉ/1 09 Zellen
ìððïÀ/À Ï9 Zellen
ìðéïÉ/1 09 Zellen
ìÃçïÉ/1 09 Zellen

75,2
14,85
0,0077
0,019
0,410
0,375

5,16
4,03
0,0041
0,001
0,1202
0,3256

72,94
13,4

0,0286
0,438
0,29

3,07
3,65

0,293
0,09

[9]
[10]

[28]
[11]
[9]

Tendenzen und Korrelationen

Mit zunehmendem Alter der Patienten f llt ein
Absinken der Plasma-Selen-Konzentration auf (r =
0,220, p = 0,045). Im Vollblut, in den Erytlirozyten
und iii den Monozyten l t sich bei steigendem Alter
eine Zunahme des Zink-Gehaltes feststellen (r =
0,241, p = 0,032; r = 0,306, p = 0,009; r = 0,314,
p = 0,007).

0,0006

^ 0,0005

Ö 1 0,0004

S i 0,0003r: S
^ | 0,0002
a 0,0001

0
0,2 0,4 0,6 0,8

Vollblut (pmol/l)

Konzentrationen in verschiedenen
Kompartimenten

Bei Selen besteht ein signifikanter Zusammenhang
lediglich zwischen den Konzentrationen im Vollblut
und in den Erythrozyten (r = -0,441, p = 2 · 10"5)
(Abb. 2). Die Korrelation zwischen den Konzentra-
tionen im Vollblut und im Plasma ist wesentlich
geringer (r = 0,228, p = 0,013).

Auch bei Zink ergibt sich ein positiver Zusam-
menhang zwischen dem Vollblut und den Erydirozy-
ten (r = 0,689, p = 3 · ÉÏ"10) (Abb. 3). Wie schon

Abb. 2. Korrelation
zwischen Selen in Voll-
blut und Erythrozyten
y = -4,45 . irr4 ÷ +
5,57 · ÉÏ'4
r = -0,441
p = 2 · ÉÏ'5

1 1,2 1,4

20 40 60 80 100
Vollblut (pmol/l)

120 140 160

Abb. 3. Korrelation
zwischen Zink in Voll-
blut und Erythrozyten
y = 3,85 · ÉÏ'4 ÷ +
0,00294
r = 0,689
p = 3 · ÉÏ'10
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beim Selen, so ist zwischen Vollblut und Plasma eine
geringere Korrelation festzustellen (r = 0,272,
p = 0,018). Auffallend ist ein umgekehrt proportio-
nales Absinken der Zink-Konzentration in den
Thronibozyten bei einem Anstieg des Zinks iin
Plasma (r = -0,328, p = 0,005).

Akutes Nierenversagen

Die Versclu'ebungen zwischen den Spurenelementen
in den verschiedenen Blutbestandteilen lassen sich
sehr gut am Beispiel des akuten oligo-anuriscken
Nierenversagens demonstrieren. Dieses Krankheits-
bild ist einerseits gepr gt durch eine Einschr nkung
der Elimination und andererseits durch Stoffwech-
sel Ver nderungen, die eine Verschiebung von Ele-
menten als Zeichen einer angestrebten Hom ostase
darstellen.

Bei Patienten mit akuteiii oligo-anurischem Nie-
renversagen fallen sowohl im Vollblut als auch in
Plasma, Erythrozyten und Graimlozyten niedrigere
mittlere Selen-Konzentration im Vergleich zu ge-

sunden Probanden auf (Tabelle 4), Diesem Ver-
halten entgegengesetzt ist eine, allerdings nicht signi-
fikant h here Selen-Konzentration in den Tlurom-
bozyteii, jedoch ein hochsignifikant (p = 3 · 10~r>)
h herer Selen-Gehalt in den Lyntpho-/Monozvteri
(Abb. 4).

Durch das berf hren der Proben in verschiedene
Gef e kann es zu einer Absorption von Spuren-
elementen kommen und im Gegen zug zu einer Frei-
setzung von Ionen aus der Gef wand. Aus Glasbe-
h ltern kann Zink freigesetzt \verden [14]. Auch
Gummistopfen tragen zur Kontamination mit Zink
bei. Geeignet sind Materialien aus Polypropylen und
Teflon.

Einen nicht zu vernachl ssigenden Einflu k n-
nen Additiva in den Probengef en haben, weswe-
gen diese vor der Analyse auf ihre Reinheit hin unter-
sucht werden m ssen, z.B. Hcparin. Bei der Herstel-
lung der Bezugs- und Eichl sungen ist auf peinlich
genaues Pipeltieren zu achten. Urn Kontaminatio-
nen zu vermeiden, sollen die Materialien erst unmit-
telbar vor Arbeitsbeginn aus den Originalverpak-
kungen entnommen werden.

Abb. 4. Selen in Granu-
lozyten und Monozyten
(KM = m nnliche Kon-
trollpersonen,
KW = weibliche Kontroll-
personen, P = Patienten
mit akutem Nierenversa-
gen)

0,7 é
0,6

0,3
0,2
0,1

j

T T1 1
K M K W

. ô . é !· é Ã~Ú~-|
P KM KW P

Granulozyten · Lympho-/Monozyten

Tabelle 4. Konzentrationen von Selen und Zink bei akutem Nierenversagen

Gesunde

MW

Patienten mit akutem
Nierenversagen

MW s

Selen
Vollblut
Plasma
Thrombozyten
Erythrozyten
Granulozyten
Lympho-XMonozyten

ìßôê>1/1
ìéôéïÉ/É
ìÃçïß/1 09 Zellen
ìÃðïÉ/º ¼9 Zellen
ìççïÉ/1 09 Zellen
ìðéïÀ/1 09 Zellen

1,037
0,908
0,00018
0,00011
0,1259
0,0931

0,118
0,122
0,00019
0,00002
0,0877
0,0829

0,79
0,64
0,01
0,00020
0,0226
0,27

0,13
0,16
0,015
0,000065
0,039
0,35

Zink
Vollblut
Plasma
Thrombozyten
Erythrozyten
Granulozyten
LymphoVMonozyten

ìÃçïÉ/É
ìéçïÀ/l
ìÃçïÉ/1 09 Zellen
ìðéïÀ/1 09 Zellen
ìÃçïÉ/109 Zellen
ìÃçïß/1 09 Zellen

75,4
19,0
0,0077
0,0127
0,3682
0,4073

5,16
4,03
0,0041
0,001
0,1202
0,3256

79,35
16,84

0,199
0,033
0,305
0,534

14,01
4,29
0,33
0,008
0,316
0,382
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Mit Ausnahme der Granukizyten fallt eine höhere
Zink-Konzentration Im den ni<»reninsuffizienteii
Palieiuvu im Vergleich zu den gesunden Kontrollper-
sonen auf. Diese Unfersdiiede haben jedoch keine
Signifikanz. Die Granulozyten hingegen zeigen einen
signifikanten Anstieg bei akutem Nierenversagen (p
= 4 · 1( >) .

Diskussion

Präanalytik

Kontaminationen

Wenn zwischen den publizierten Referenz- und Meß-
werten häufig erhebliche Divergenzen bestehen, so
ist dies zumeist auf inakkurate präanalytische Ver-
fahrensweisen und auf Kontamination zurückzufüh-
ren [12]. Wichtige Aspekte bei der Bestimmung von
Spurenelementen sind generell die Probeimalime
und das Transport:- und Aiifbewahrungsmediuin.
Berücksichtigt werden müssen vor allem Desinfek-
tionsmittel. Art der Probennahnie und Probeuiiah-
mebestecke. Bei zu langer venöser Stauung kann es
zur intravasalen Hämolyse mit einer Zink-Freiset-
zung aus den Erythrozyten kommen, ebenso bei zu
starker Aspiration des Blutes in die Monovette [13].
Bei der Blutabnahine kommt es bei manchen Kanü-
len zum Übertritt von Metallionen ins Blut, was
jedoch bei Selen und Zink von untergeordneter
Bedeutung ist [14].

Probenmaterial

Bemühungen und Beweise, die Anwesenheit von
Spurenelementen im Blut zur repräsentativen Beur-
teilung ihrer Rolle im menschlichen Organismus her-
anzuziehen, scheitern zumeist an der fehlenden Kor-
relation zu biochemischen und klinischen Daten.
Blut stellt zwar eine Vermittlerfunktion zwischen
den einzelnen Organen des Körpers dar, in vielen
Fällen werden jedoch hierin keine relevanten Kon-
zentrationsabläufe beobachtet, da sich die Verände-
rungen in zu kleinen Dimensionen bewegen oder der
Körper die Spui'enelement-Konzentrationen im Blut
auf Kosten anderer Kompartirnente konstant hält.

Trotz dieser bekannten Nachteile kommt man
immer wieder auf die Analyse von Blutproben
zurück [15], weil dies in der Laboratoriumsmedizin
das klinisch relevanteste und daher am häufigsten
untersuchte Körpermaterial ist. Allerdings werden in
der Regel die Konzentration in nur einer Matrix
(Vollblut, Plasma, Serum) bestimmt und daraus
hinsichtlich der Spurenelemente unzulässiger weise
auf den Versorgungsstatus des ganzen Körpers
geschlossen. Wenn schon eine simultane Bestim-

mung in anderen, zumeist schwer zugänglichen Kör-
permaterialien, z.B. Organgewebe, nicht möglich
ist, so kann doch die Bestimmung in den verschiede-
nen ZclJfraktkmen des Blutes aufschlußreichere
Informationen über das Schicksal einiger Spurenele-
mente geben. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit lies t. im n Hingen von Selen und Zink in sechs
Blutbestandtcilcn parallel vorgenommen.

P robenau i arbeitung

Bisher beschriebene Zelltrenntingsverfahren [4, 5]
leiden unter einer sichtbaren Zerstörung der Blutzel-
len beim Zentrifugationsvorgang mit Hämolyse und
Agglutination der Zellen. Es ist dabei eine stark
gesteigerte Fragilität der Blutzellen festzustellen. Im
Hinblick auf die Isolierung der mononukleären Zel-
len, bestehend aus Monozyten und Lymphozyten. ist
häufig eine nicht zu beherrschende Verunreinigung
der mononukleären Zellen mit Thrornbozyten zu
verzeichnen.

Die Konzentration der Spurenelemente in den
Erythrozyten wurde im Gegensatz zu anderen Arbei-
ten nicht indirekt aus der Konzentration im Vollblut
und Plasma, dem Hämatokrit und dem Hämoglobin
errechnet, sondern direkt in den Erythrozyten
gemessen und so die Gefahr der Addition und Poten-
zierung von Fehlern durch Verknüpfung vieler
Schritte vermieden.

Selen

Analytik

Zur Selen-Bestimmung stehen grundsätzlich zwei
Verfahren zur Verfügung: die direkte Bestimmung
mit der Graphitrohrofen-AAS oder die Bestimmung
mittels der Hydrid-Technik. Bei der direkten Selen-
Bestimmung treten jedoch größere Verluste an
leichtflüchtigen Selen-Verbindungen auf [16]. Daher
stellt die Hydrid-AAS die bei weitem genauere
Methode dar [17] und wurde in der vorliegenden
Arbeit verwendet. Dafür muß die Probe zunächst
mit Säuren oxidiert und in einem zweiten Scliritt zu
Selen+IN reduziert werden. Dieses Verfahren ermög-
licht den Aufschluß auch schwer zugänglicher
Selen-Verbindungen wie Seleii-Methionin.

Referen z wer t e

Die bei Gesunden ermittelten Selen-Werte zeigen in
keinem der untersuchten Koinpartimente eine
alters- oder geschlechtsspezifische Verteilung [18].
Der Vergleich mit der Literatur kann zumeist eine
Übereinstimmung bestätigen. Die meisten in der
Literatur veröffentlichten Ergebnisse beinhalten
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jedoch leider nur Konzentrationen in Vollblut und
Plasma. Im Plasma liegen die von uns gemessenen
mittleren Selen-Werte von 0,81 ìéçïÉ/1 etwas unter-
halb der Normalbereiche der meisten Autoren (0,82
bis 0,97 ìçéïÀ/l [19,20]. Die n Vollblut gemessenen
Selen-Konzentrationen spiegeln die in der angegebe-
nen Literatur gefundenen Werte gut wider. So liegt
die hi dieser Arbeit ermittelte durchschnittliche
Selen-Konzentration im "Vollblut bei 1,09 ìéçïÀ/l..
(Literatur 0,73 bis 1,3 jimol/l). Die Selen-Konzen-
tration in den Erythrozyten liegt bei Gesunden mit
0,00029 ìçéïÉ/Mio. Zellen leicht ber den Werten
anderer Autoren (0,000174 ìðáïÉ/Mio. Zellen) [8].
F r einen Vergleich der Me ergebnisse in den
Thrombozytcn stein kaum Literatur zur Verf gung.
Der Mittelwert der Gesunden betr gt 0,0089 ìçéïß/
Mio. Zellen und liegt damit ber Werten der Litera-
tur (0.00018 ìéçïú/Mio. Zellen) [19]. ber Selen-
Konzentrationen in Leukozyten gibt es bisher keine
Literatur. Zwischen den Konzentrationen im Vo\\-
blut und in den Erythrozyten bestellt eine hochsigni-
fikantc Korrelation (r = -0,441, p = 2 · ÊÃ5). Dies
l t sich leicht mit dem Vorhandensein gro er
Selen-Mengen in den Erythrozyten erkl ren.

Nicrcninsuffizienz

Bei den Patienten mit akutem oligo-anurischem Nie-
renversagen f llt im Vergleich zu Gesunden eine ver-
minderte Selen-Konzentration im Vollblut, dem
Plasma, den Erythrozytcn und den Granuiozyten
auf. So werden bei den Patienten im Vollblut 0,794
gegen ber 1,09 ìçéïÀ/À bei den Kontrollpersonen, im
Plasma 0,643 gegen ber 0,809 ìéçïÀ/À, in den
Erythrozyten 2,0 · 10" gegen ber 2,9 · KT* ìéçïÀ/
Mio. Zellen und in den Granuiozyten 0,023 gegen-

ber 0,125 ìçéïÉ/Mio. Zellen gemessen. Diese Unter-
schiede erreichen statistisch gesicherte Signifikan-
zen. Demgegen ber ist in den Thrombozyten und in
den Monozyten eine erh hte Selen-Konzentration
festzustellen. Dabei weist jedoch lediglich der Kon-
zentrationsunterschied in den Monozyten von 0,06
im Vergleich zu 0.27 ìçéïÉ/Mio. Zellen eine Signifi-
kanz auf (p = 3 · lO"5^ Man kann also bez glich der
Konzentrationen in Vollblut, Plasma und den Ery-

irozyten von einem generellen Selen-Mangel bei
allen Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz
schon zu Beobachtungsbegiiin sprechen.

Imeressanterweise besteht zwischen der Ein-
schr nkung der Nierenfunktion, gemessen am
Anstieg des Kreatininwertes, und der Selen-Konzen-
tration im Plasma ein positiver Zusammenhang (r =
0.529. p = 7 · ÉÏ"*). Die Selen-Konzentration
nimm L ausgehend von einem erniedrigten Wert zu
Beobachtungsbeginn, mit fortschreitender Nierenin-
suffizienz zu. Eine Anreicherung von Selen im K r-
per bei gest rter exkretorischer Funktion der Nieren

wird verst ndlich, wenn man bedenkt, da die Niere
der Hauplausseheidungsweg f r Selen aus dein
menschlichen Organismus ist. Schon geringe nde-
rungen in der glomerul rcn Filtralionsralc haben
Ver nderungen in der reuulen Selen-Clearance zur
Folge. Im Hinblick auf die eingeschr nkte Uriiiaus-
scheidung des oligurischen Patienten besteht ein
direkter Bezug der Selen-Ausscheidung zum t gli-
chen Urinvolumen. Zus tzlich k nnen katabole
Zust nde mit vermehrtem Muskelabbau zu einem
Anstieg der Plasma-Selcn-Konzcntnitioii f hren, da
es zwar kein Selen-speicherndes Organ gibt, jedoch
die Gesamtk rpermuskehnasse den Gro teil (50%)
des Selen-K rperpools darstellt [21].

Die Empfehlungen zur Bestimmung des Selens
sind so vielf ltig wie divergent: Plasma, das h ufig-
ste Untersuchungsmajerial, zeigt hinsichtlich seiner
Proteinabh ngigkeit [22] insbesondere bei Protein-
veiiusten Probleme. Vorwiegend werden Erythrozy-
ten und Vollblut [23] empfohlen. Urin ist ungeeignet
[24]. Auch Thrombozylen sind als Marker f r
leichte Schwankungen im Selen-Haushalt empfind-
lich, ohne allerdings ein eindeutiges Korrelat zu
einem physiologischen oder pathobioeheinischen
\forgang zu haben [25].

Nach unserer Meinung ist die Bestimmung der
Selen-Konzentration in den Granuiozyten am ehe-
sten als Marker f r den Selen-Status repr sentativ.
Dies wird an Hand der scharfen Trennung gegen ber
Normalpersonen deutlich, die die Unterversorgung
der Patienten mit Selen vor Beobachtungsbeginn am
deutlichsten zeigt. Widersprechende Aussagen der
Literatur beruhen darauf, da keine getrennte Dar-
stellung der einzelnen Leukozyteiifraktionen vorge-
nommen wurde.

Zink

Analytik

Die Methode der Wahl f r die Bestimmung des Zinks
ist die flammeniose Graphitroh r-AAS. Zur Korrek-
tur spektraler Interferenzen wird die Untergrund-
kompensation nach Zeernan eingesetzt. Diese Analy-
tik zeichnet sich durch hohe Spezifit t, gute Rcpro-
duzierbarkeit. geringe Probenmenge und eine sehr
niedrige Nachweisgrenze aus. Letztere kann auch
infolge zunelimender St rung durch Kontaminatio-
nen bei niedrigen Probenkohzentration als Nachteil
der Graphitrohr-AAS angesehen werden. Nur durch
ein u erst sorgf ltiges Arbeiten sind korrekte
Ergebnisse zu erzielen. Die Irnpr zision der Me er-
gebnisse und die Abweichung vom Sollwert sind
in sehr niedrigen Zink-Konzentrationsbcreichen
erheblich gr er als bei Mcssueigen relativ hoher
Konzentrationen im Vollblut oder Plasma. Daher ist
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das regelm ige Mitf hren von Rcfcrcnzprohen be-
sonders wichtig.

Refemmverto

Die eriniiiehcn Referenz wert o f r Zink im Vollblut
stimmen mil der Literatur sehr gul berein. (75,2
ìéééïÀ/À im Vergleich m 72,94 ìéçïÉ/1 bzw. 71,49
ìéçïÉ/Ã). Auch im Plasma finden sieh in der Litera-
tur Referenzwerte, die den eigenen Ergebnissen von
14,85 ìéçïÀ/À sehr nahe kommen (13,4 ìçéïÀ/À) [26].
Im Vergleich zur Literatur [27] (0,0143-0,0286
ìéçïÉ/Mio. Zellen) fanden wir in den Erythrozyten
Referenzwerte von 0,0190 ìéçïÉ/Mio. Zellen.

Auch der Zink-Cehalt der Cranulozyten stimmt
mit einem ermittelten Bereich von 0,379-0,467
ìçéïÉ/Mio. Zellen sehr gut mit der Literatur [28]

bereui (0,145—0,73 ìéçïÉ/Mio. Zellen). Leichte
Unterschiede bestehen bei der Bestimmung des
Zinks inononukle rer Zellen. Der gefundene Mittel-
wert von 0,375 ìéçïÉ/Mio. Zellen liegt leicht ber
dem Bereich anderer Autoren [35, 29] (0,242 bis
0,332 bzw. 0,244-0,334 ìçéïÉ/Mio. Zellen).

Niereniiisuffizienz

Die Zink-Konzentrationen steigen bei akutem oligo-
aiuirischcn Nieren versagen mit Ausnahme der Gra-
nulozyten im Vergleich zu Gesunden in allen unter-
suchten Proben an. Im Vollblut und in den Monozy-
ten ist diese Differenz jedoch nur tendenziell zu
erkennen und erreicht keine statistisch gesicherte
Signifikanz. Im Plasma weisen Patienten mit akuter
oligo-aiiurischer Niereninsuffizienz einen signifikant
h heren Zink-Gehalt von 16,84 ìçéïÀ/À auf (gegen-

ber to,85 ìéçïÉ/1 bei Gesunden) (p = 0,024). Auch
in den Thrombozyten ist die Zink-Konzentration
mit 0,1995 ìéçïÉ/Mio. Zellen bei den Patienten
h her als bei Gesunden (0,0295 ìçéïÉ/Mio. Zellen)
(p = 3 · 10"8). Ebenfalls in den Erythrozyten liegt
der Zink-Gehalt mit 0,033 gegen ber 0,019 ìéçïÀ/
Mio. Zellen h her (p = 5 · 10~14). Hingegen f llt in
den Granulozyteii die mittlere Zink-Konzentration
bei Patienten mit akutem Nierenversagen auf 0,305
ìéçïÉ/Mio. Zellen (gegen ber 0,422 ìéçïÉ/Mio. Zel-
len bei Gesunden (p = 4 · ÇÃ5).

Das auffallend gegenl ufige Zink-Verhalten in den
kenihaltigen Zellen im Vergleich zu den kernlosen
Zellen ist entweder mit einein aktiven Abwehrme-
chanismus kernhaltiger Zellen gegen Metallintoxika-
tionen [30] oder mit einer vermehrten Zink-Ein-
schleusung in kernlose Zellen zu erkl ren. Letztere
ist durch eine AmonenVerschiebung [31] infoige des
von einer nietabolisehen Azidose begleiteten oligo-
an arischen Nierenversagen s zu begr nden. Daran
beteiligt sind niedermolekulare Proteine, v. a. Metal-
loth ionein.

Beim akut oligo-anurischen Nierenversagen spie-
len sicherlich auch katabole Prozesse mit Abbau von
Muskelmasse und Gewebe eine Rolle und bewirken,
soweit m glich, eine bis um den Faktor 20 gestei-
gerte renale Zink-Exkretion. Dabei ist in der initia-
len und mittleren Phase die Plasma-Zink-Konzen-
tration leicht erh ht. Ist der Exkretionsweg ber die
Niere blockiert, so kommt es zu einem Zink-Anstieg
im Blut mit anschlie ender Umverteilung in andere
Koinpartimerite. Die Fragilit t der Erythrozyten bei
der akuten oligo-anurischen Niereninsuffizienz
unterst tzt diesen Anstieg noch, da 75 und 80 % des
Blut-Zink-Gehaltes in den Erythrozyten vorkommt
und alleine durch eine H molyserate von nur l % die
Plasma-Zink-Konzentration um etwa 15 % ansteigt.

Repr sentativste Aussagen zur Erfassung der
Zink-Situation bei akutem Nierenversagen sind die
vergleichenden Konzentrationsmessungen in zwei
verschiedenen Zellarten: in den kenihaltigen Granu-
lozyteii und in den kernlosen Erythrozyten oder
Thrombozyten. Ein echter Zink-Mangel spiegelt sich
vor allem ha den Granulozyten wider; Erythrozyten
und Thrombozyten geben eher die Umverteilung
infolge von Stoffwechselver nderungen wider. Lym-
pho-/Monozyten verhalten sich indifferent. Von der
Verwendung der Parameter Plasma und \rollblut
kann keine relevante Beurteilung erwartet werden.
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