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Zusammenfassung

Im menschlichen Organismus sind MineralstofTe und
Spurenelemente für den geregelten Ablauf lebensnot-
wendiger Stoffwechselfunktionen essentiell. Ihre quan-
titative Bestimmung erfordert eine spezielle und lei-
stungsfähige Technik, die höchsten Qualitätsansprüchen
gerecht wird. Von der alleinigen Verwendung der Proben-
materialien Vollblut und Plasma muß dringend abgera-
ten werden. Daher wurde eine Methode entwickelt, die
es erlaubt, auch stark vorgeschädigte Zellen zu isolie-
ren, um Veränderungen im Elementbestand des Orga-
nismus zuverlässig bestimmen zu können. Erythrozy-
ten, Thrombozyten, Granulozyten und Mono/Lympho-
zyten können nahezu fremdzellfrei in die Analyse mit
einbezogen werden. Am Beispiel des akuten oligo-
anurischen Nierenversagens konnten die rasch/einset-
zenden Änderungen der einzelnen Elementkonzentra-
tionen in Vollbut, Plasma und korpuskularen Blutbe-
standteilen beobachtet und dokumentiert werden. Zum
Vergleich wurde ein Kollektiv gesunder Blutspender mit
derselben Analysenmethode parallel untersucht. Die er-
mittelten Änderungen der Elementkonzentrationen wur-
den in Bezug zu wichtigen pathophysiologischen Pro-
zessen des Krankheitsbildes gebracht.
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Summary

Minerals and trace elements are essential for the proper
functioning of vital metabolic reactions in the human or-
ganism.Their quantitation requires specific and efficient
techniques that meet the highest quality Standards. The
exclusive use of blood prplasma is ürgently disapproved.
Therefore, a method was developed that makes it possi-
ble to isolate even heavily deteriorated blood cells for the
reliable assessment of the element Status of the organism.
Erythrocytes, platelets, granulocytes andmono-/lympho-
cytes prepared nearly free frpm contamination by other
blood cells can be integrated into the analysis, As an ex-
ample, the changes in individual elements that develope
quickly in acute oligö-anuric renal failure were observed
and documented with whole blood, plasma and corpus-
cular compounds of blood. For comparison, a group of
healthy blood donors was investigated in parallel using
the same analytical procedures.The observed changes of
element concentrations were related to important patho-
physiological processes of the disease.
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Einleitung

Im menschlichen Organismus sind Mineralstoffe und
Spurenelemente für den geregelten Ablauf lebensnotwen-
diger Stofrwechselfunktionen von großer Bedeutung. Ihre
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Funktion üben diese Elemente dabei sowohl auf zellulärer
als auch auf molekularer Ebene aus. Aufgrund ihres ubi-
quitären Vorkommens in kleinen Konzentrationen in al-
len Zellen des lebenden Organismus und der Manifesta-
tion von pathologischen Reaktionsabläufen im Stoffwech-
sel bei Entgleisung der physiologisch notwendigen
Elementkonzentrationen zählen sie zu den essentiellen
Bestandteilen des Körpers.

Das Erfassen der zum Teil sehr geringen Konzentrati-
on der Elemente in den verschiedenen Verteilungs-
kompartimenten erfordert eine spezielle und leistungsfä-
hige Analysentechnik, die höchsten Qualitätsansprüchen
gerecht wird. Die korrekte Anwendung der einzelnen
Analysenmethoden sowie das Vermeiden jeglicher Kon-
tamination sind unabdingbare Voraussetzungen hierfür.

Eine Vielzahl von Krankheiten kann bereits eindeutig
aufstörungen des Spurenelementhaushalts zurückgeführt
werden. Die bisher in vielen Fällen angewandte Bestim-
mung von Plasma- oder Vollblutproben zur Festlegung des
Elementstatus im Organismus erwies sich jedoch oft als
ungenügend. Bedenkt man die Mittlerfunktion von Plas-
ma zwischen den einzelnen Kompartimenten, werden die-
se Probleme verständlich.

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Kompartimente
parallel zu erfassen und den Haushalt mehrerer Elemen-
te gleichzeitig zu untersuchen. Als zu untersuchende Ele-
mente wurden Magnesium, Selen, Zink, Kupfer und Alu-
minium ausgewählt. Die Tauglichkeit verschiedener pe-
ripherer Blutzellen, Vollblut und Plasma als Indikator für
Veränderungen im Elementbestand des Organismus wur-
de vergleichend untersucht. Bisher gibt es sehr wenig
Studien über das Verhalten der Mineralstoffe und Spu-
renelemente bei akuten Prozessen. Aus diesem Grund
wurden in der vorliegenden Arbeit 20 Patienten mit aku-
tem oligo-anurischem Nierenversagen über den Zeit-
verlauf von einer Woche untersucht. Das plötzlich ein-
setzende Ausscheidungsdefizit über die Niere ermöglicht
das Verhalten derjenigen Elemente, die vornehmlich renal
eliminiert werden, näher zu untersuchen. Zudem können
Zusammenhänge zwischen dem Krankheitsbild und Ele-
menten, die Einfluß auf die Nierenfunktion nehmen, ge-
nau beobachtet werden. Um möglichst exakte Vergleichs -
werte für die Beurteilung der bei den Patienten ermittel-
ten Elementkonzentrationen zu erhalten, wurde parallel
mit derselben Analysenmethode ein Kollektiv von 35
gesunden Blutspendern erfaßt.

Abkürzungen:
AAS = Atomabsorptionsspektrophotometrie
Hb = Hämoglobin
Hkt = Hämatokrit
I.E. = Internationale Einheit(en)
K.N. = Kein Nachweis
MCV = Mittleres Zellvolumen
NWG = Nachweisgrenze
SDS = Natriumdodecylsulfat

Damit überhaupt Untersuchungen an den korpusku-
laren Blutbestandteilen möglich sind, mußte eine Metho-
de entwickelt werden, die es gestattet, auch stark vor-
geschädigte Zellen isolieren zu können. Ein wesentliches
Ergebnis dieser Studie ist die Erarbeitung einer Metho-
de, die eine saubere, annähernd fremdzellfreie Frak-
tionierung der Leukozyten erlaubt. Hierdurch konnten
Granulozyten undmononukleäre Zellen ohne den Zusatz
kontaminierender Substanzen isoliert werden.

Material und Methode

Patientengut

Das Patientengut setzte sich aus 20 Patienten mit aku-
tem oligo-anurischem Nierenversagen zusammen (10
Männer, 10 Frauen). Bei allen Patienten wurde dreimal
eine Untersuchung von Blutproben durchgeführt. Die
erste Blutabnahme erfolgte sofort nach Diagnosestellung
noch vor einer etwaigen Dialysebehandlung, die weite-
ren jeweils 2 und 4 Tage nach der ersten Probenge-
winnung. Um eine möglichst homogene Patientengruppe
zu bekommen, wurden folgende Ausschlußkritereien
festgelegt: Leberzirrhose, Cholestase, Hepatitis, Poly-
arthritis, Diabetes mellitus, exokrine Pankreasinsuf-
fizienz, Menkes Syndrom, Morbus Wilson, Verbrennun-
gen, Therapie mit Metallchelatoren, Einnahme von
Mineralstoff- oder Spurenelementpräparaten. Das durch-
schnittliche Alter der Patienten betrug 52 (Streuung ±
15,7) Jahre.

Kontrollgruppe

Das Kontrollkollektiv wurde von 35 gesunden Männern
und Frauen gebildet. Das mittlere Alter betrug 36,9
(Streuung ± 11,8) Jahre. Um Einflüsse durch Erkran-
kungen oder Medikamente auszuschließen, wurden für
die Gruppe der Blutspender folgende Ausschlußkriterien
festgelegt: Einnahme von Medikamenten, Mineralstoff-
oder Spurenelementpräparaten, Erstspender, Erkrankun-
gen, die unter die Ausschlußkriterien der Patienten-
gruppe fallen, jede Art von akuten Prozessen oder Er-
krankungen wie Erkältung, Diät oder kurz zurücklie-
gende Auslandsaufenthalte, Operationen innerhalb der
letzten 4 Wochen.

Versuchsbedingungen

Um möglichst optimale Versuchsbedingungen zu erzie-
len, wurde ein exakter Zeitplan bei der Probenge-
winnung eingehalten. Mit Ausnahme der ersten Blutab-
nahme bei den Patienten, bei denen die erste Proben-
gewinnung sofort nach Diagnosestellung erfolgte, wur-
den alle übrigen Blutentnahmen in der Patienten- und
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Kontrollgruppe morgens in der Zeit zwischen 8 und 9
Uhr durchgeführt. Die Blutproben wurden daraufhin auf
Zimmertemperatur abgekühlt und sofort der Weiterver-
arbeitung zugeführt. Die Zeit zwischen Probenge-
winnung und Beginn der Probenaufarbeitung betrug
maximal 1,5 Stunden. Die gewonnenen Zellfraktionen
wurden bei -80° C tiefgefroren. Die Vorbereitung der
Proben zur Bestimmung der Elementkonzentration und
die anschließende Analyse erfolgten vorwiegend abends
und nachts, um ein Minimum an Kontamination zu er-
zielen.

Probengewinnung

Bei jeder Blutentnahme wurden jeweils 20 ml venöses Voll-
blut mit Stahlkanülen in Lithiumheparin-haltige Mono-
vetten aufgezogen. Die Zellen wurden hiernach mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert. Hierzu wurden alle
beteiligten Reagenzien und Blutproben auf Zimmertem-
peratur gebracht. Der Zellgehalt, bzw. die Reinheit der so
gewonnenen Proben wurde jeweils sofort nach der Isolie-
rung am automatischen Zellzähler ermittelt (Sysmex
K 1000, TOA Medical Electronics). Bei den einzelnen
Zentrifugationsscliritten war auf eine langsame Anlaufzeit
der Zentrifuge von drei Minuten und auf das Lösen der
Bremse zu achten.

Auftrennung der Blutproben

Vollblut und Plasma

Aus der Nativblutprobe wurden nach vorsichtigem Durch-
mischen 1,5 ml Vollblut in ein Polypropylenhütchen ab-
gefüllt und der Zellgehalt bestimmt.

Zellfreies Plasma wurde durch Zentrifugieren von je-
weils 1,5 ml Vollblut in vier Polypropylenröhrchen bei
2300g über 5 Minuten und erneute Zentrifugation bei
10000g über 5 Minuten gewonnen. Der Bodensatz wur-
de mit Waschpuffer (pH 7,4, 142 mmol/1 NaCl, 0,33
mmol/1 Na2HPO4, 0,5 mmol/1 Glucose) auf 1,5 ml auf-
gefüllt und für die spätere Leukozytenisolierung aufbe-
wahrt.

Isolierung von Thrombozyten

Für dieThrombozytengewinnung wurden genau 4 ml des
Trennmediums Nycoprep™ (Dichte 1,063 g/ml, Nycomed
Pharma) in ein Zentrifugationsgefaß vorgelegt, vorsich-
tig tropfenweise mit 6 ml Vollblut überschichtet und bei.
390g für 15 Minuten zentrifugiert. Die Thrombozyten,
schwimmend in einer'Wolke in der oberen Phase, wur-
den behutsam abpipettiert und in Polypropylenhütchen
überfuhrt. Nach Verwerfen des größten Teils der übrigen
flüssigen Phase wurde der Bodensatz resuspendiert und
für die Weiterverarbeitung aufbewahrt.

Isolierung von Leukozyten

Für die Isolierung von Leukozyten wurde der resuspen-
dierte Bodensatz aus der Thrombozytengewinnung mit
großer Sorgfalt über 4 ml desTrenninediunas Polymorph-
prep™ (Dichte 1,113 g/ml, Nycomed Pharma) geschich-
tet und bei 530g für 30 Minuten zentrifugiert. Die beiden
im Überstand schwimmenden Wolken wurden vorsichtig
getrennt abpipettiert. Hierbei entsprach die obere hellere
Wolke den mononukleären Zellen, die untere rötlich
schimmernde Schicht den Granulozyten, Die so erhalte-
nen Zellsuspensionen wurden auf 6 ml mit Waschpuffer
aufgefüllt. Der restliche Überstand und die oberste Schicht
des Bodensatzes wurden verworfen. Der übrige Boden-
satz wurde für die Erythrozytengewinnung aufbewahrt.

Die Granulozytensuspension wurde mehrmals unter
unterschiedlichen Bedingungen zentrifugiert, der Über-
stand dekantiert und der Bodensatz jeweils mit Wasch-
puffer aufgefüllt (150g, 65g und 3 5g über jeweils 10 Mi-
nuten). Die so erhaltene gereinigte Zellsuspension wur-
de auf ein Volumen von 1,5 ml verdünnt.

Für die Gewinnung der mononukleären Zellen wurde
die Suspension der Mono-/Lymphozyten und die Zell-
suspension aus der Plasmagewinnung über 4 ml Nyco-
prep™ geschichtet und bei 390g über 15 Minuten zentri-
fugiert. Nach Verwerfen des Überstandes bis auf die ober-
ste Schicht wurde der Bodensatz über 3 ml Lymphoprep™
(Dichte 1,077 g/l , Nycomed Pharma) geschichtet und
bei 2000g 20 Minuten zentrifugiert. Die Wolke aus
mononukleären Zellen wurde abpipettiert und mit 3 ml
bidestilliertem Wasser genau 40 Sekunden versetzt. Hier-
aufwurden mit 3 ml 1,8 % NaCl plasmaisotone Verhält-
nisse hergestellt. Anschließend wurde die Suspension bei
100g über 10 Minuten zentrifugiert, der Überstand de-
kantiert und der Bodensatz auf 1,5 ml mit Waschpuffer
aufgefüllt.

Isolierung von Erythrozyten

Um eine Suspension fremdzellfreier Erythrozyten zu er-
halten, wurde der Bodensatz aus der Leukozyten-
gewinnung über 3 ml Nycoprep™ geschichtet und bei
390g 10 Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Über-
standes wurde der Bodensatz über 3 ml Polymorphprep™
geschichtet und bei 530g 30 Minuten zentrifugiert. Nach-
dem der Überstand großzügig abpipettiert und verwor-
fen wurde, erfolgte eine viermalige Zentrifugation bei
100g über 10 Minuten. Nach jedem Zentrifugationsschritt
wurde der Überstand abpipettiert und der Bodensatz mit
Waschpuffer auf 1,5 ml aufgefüllt.

Probenaufbereitung für die Analyse

Vor der Analyse der Proben wurden diese einem Verdau-
ungsprozeß unterzogen. Damit wurde eine Homogenisie-
rung der Proben erreicht, ferner konnten Spurenelemen-
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te, die an Proteine gebunden waren, der Analyse leichter
zugeführt werden. Hierfür wurden die Vollblutproben mit
60 Proteinase K und 15 SDS versetzt. Zu allen an-
deren Proben wurden 30 Proteinase K und 15 SDS
zugegeben. Alle Proben wurden anschließend bei 37 °C
im Inkubationsschrank genau 36 Stünden aufbewahrt.

Quantifizierung von Magnesium

Für die Messung des Elements Magnesium wurden von
allen zu analysierenden Proben 100 mit 4900 0, l %
Salzsäure (Merck) versetzt und so eine Verdünnung von
1:50 erzielt.

Zum Erstellen der Kalibrationsgeraden wurden ver-
schiedene Standardlosungen hergestellt in einer jeweili-
gen Verdünnung von l :50. Als Ausgangssubstanz diente
eine Merck Magnesium-Stammlösung der Konzentrati-
on l mg/1.

Als Blindwert bei der Magnesiummessung diente eine
0,1 % Salzsäurelösung. Die Analyse aller verwendeten
Materialien ergab keine nachweisbare Kontamination mit
Magnesium. Für die Analyse der Proben kam der Flam-
men-Atomabsorptionsspektrometer 1.100 B, der Proben-
dosierautomat AS-90 und der Drucker EX-800 (Perkin-
Elmer) zur Anwendung.

Als Lichtquelle diente eine Hohlkathodenlampe, die
Gasversorgung erfolgte mit Acetylen und Luft. Die Aus-
wertung der Meßergebnisse erfolgte über die Peakfläche.

Quantifizierung von Selen

Vor Beginn der Selenbestimmung mußten alle Proben
einem Aufschlußprozeß unterzogen werden. In einem
ersten Schritt wurde 0,194 ml Probenmaterial mit 0,5 ml
65 % Salpetersäure (Merck) und 0,25 ml 30 % Wasser-
stoffperoxid (Merck) versetzt. Anschließend erfolgte die
Oxidation von organischem in anorganisches Selen mit-
tels Mikrowellenaufschluß (Mikrowellenaufschlußsystem
MLS-1200 Büchi). Selen lag nun als sechswertiges Kat-
ion vor. In einem zweiten Schritt wurde der abgekühlten
Probe l ,0 ml 30 % Salzsäure zugesetzt und diese im Mi-
krowellengerät entsprechend dem ersten Schritt behan-
delt. Hierdurch liegt Selen in seiner vierwertigen Form
vor. Bei beiden Reaktionsschritten war das Energiepro-
gramm der Mikrowelle identisch (einmal 2,5 Minuten bei
25 % der Gesamtenergie von 1200 Watt und zweimal 5
Minuten bei 50 %). Vor der Selenbestimmung der aufge-
schlossenen Probe erfolgte eine Verdünnung. Hierzu
wurden l ,5 ml Probe mit 2,5 ml 30 % Salzsäure und 0,2 %
Entschäumer versetzt. Zur Kalibration wurden verschie-
dene Verdünnungsstufen einer Selenstammlösung der
Firma Merck hergestellt. Auf die Verwendung einer
Blindlöung konnte durch die Abtrennung des zu untersu-
chenden Elements von Matrixbestandteilen verzichtet
werden.

Die Selenbestimmung erfolgte mittels Hydrid-Atom-
absorptionsspektrometrie (Fias 200, Perkin-Elmer). Hier-
für wurde mit Hilfe eines Fließinjektionsventils eine ge-
nau definierte Menge der aufgeschlossenen Probe in ei-
nen kontinuierlich fließenden Flüssigkeitsstrom einge-
bracht. Durch Zusammentreffen der Probe mit einer redu-
zierenden Natriumtetrahydroborat-Lösung entstanden aus
vierwertigem Selen Selenhydride. Diese wurden mit ei-
nemTrägerstrom aus Argon in eine beheizte Quarzküvette
transportiert, die im Strahlengang einer Hohlkathoden-
lampe lag.

Quantifizierung von Zink, Kupfer und
Aluminium

Für die Kalibrierung wurde bei der Bestimmung aller drei
Elemente das Kontrollserum Seronorm™ (Nycomed
Pharma) verwendet. Als Blindlösung diente je nach
Probenfraktion ein unterschiedliches Gemisch der jeweils
zugesetzten Substanzen. Die Blindlösung fand bei der
Bestimmung von Zink, Kupfer und Aluminium Verwen-
dung und wurde in den Proben entsprechendem Verhält-
nis verdünnt.

Folgende Blindlösungen fanden Verwendung:

Vollblut l ,5 ml 0,02 % Triton X,
60 Proteinase K, 15 SDS

Plasma l ,5 ml 0,02 % Triton X,
30 Proteinase K, 15 SDS

Thrombozyten 0,5 ml 0,02 % Triton X, 30 Protein-
ase K, 15 SDS, 1,0 ml Nycoprep

Erythrozyten 30 Proteinase K, 15 SDS,
l,5mlWaschpuffer

Leukozyten 30 Proteinase K, 15 SDS,
l ,5 ml Waschpuffer

Bei allen Elementen erfolgten unterschiedliche Verdünn-
ungsschritte der Proben mit 0,02 %Triton-X-Lösung. Die
Verdünnung beim Element Zink betrug bei Vollblut l: 100,
bei Plasma und Thrombozyten l :20 und bei Erythrozy-
ten l: 100. Die Leukozytenfraktionen wurden der Analy-
se unverdünnt zugeführt. Für die Bestimmung des Ele-
ments Kupfer wurden folgende Probenverdünnungen mit
0,02 % Triton X gewählt: Bei Vollblut und Plasma 1:20,
bei Thrombozyten 1:10, bei Erythrozyten 1:5. Die
Leukozytenfraktionen wurden unverdünnt verwendet.

Beim Element Aluminium wurden folgende Verdünn-
ungsverhältnisse gewählt: Bei Vollblut, Thrombozyten
und Erythrozyten l :9, bei Plasma l :3. Auch hier wurden
die Leukozytenproben nicht verdünnt.

Für die Quantifizierung der Elemente Zink, Kupfer und
Aluminium wurde die Graphitrohr-Atomabsorptions-
spektrometrie angewendet (Atomabsorptionsspektrometer
Zeeman/ 3030, Perkin-Elmer). Mit Hilfe eines automati-
schen Probendosierautomates (AS-60) wurde ein genau
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definiertes Volumen von 20 der vorbereiteten Proben-
lösung in ein pyrolytisch beschichtetes Graphitrohr ohne
Plattform eingebracht. Nach einem elcmentspezifischen
Programmablauf \vurdc durch stufenweises Erhitzen zu-
erst eine Verflüchtigung der LösungsstofTe erzielt. Bei
weiterer Hitzezufuhr wurden Bcgleitsubstanzen, die Ma-
trix, verascht. Argongas sorgte für eine Entfernung der
entstehenden Matrixdämpfe und verhinderte eine Inter-
aktion von Sauerstoff mit der Probe. Im letzten Schritt,
der Atomisierung, erfolgte die thermische Dissoziation
der Probe. Der Mcßvorgang vollzog sich im Licht der
jeweiligen Hohlkathodcnlampc, die Auswertung des
Mcßcrgcbnisscs erfolgte wiederum anhand der Pcak-
fläche.

Qualitätssicherung

Kontamination

Es erfolgte eine peinlich genaue Untersuchung sämtli-
cher verwendeter Materialien und Reagenzien sowie der
Analysengcräte auf Verunreinigung mit den untersuch-
ten Elementen hin. Die Analysen auf Kontamination er-
folgten in Form von Wiederholungsmessungen und wur-
den mit jeder neuen Charge der betreffenden Utensilien
und Substanzen durchgeführt.

Präzision

Um die Genauigkeit der Meßmethode zu erfassen, wur-
den in bestimmten Intervallen Proben exakt gleicher Kon-
zentration in wiederholter Folge gemessen. Bei einem
Variationskoeffizienten von größer 5 % wurde eine aus-
giebige Reinigung und Überprüfung der Analysengeräte
und aller verwendeten Utensilien und Reagenzien vorge-
nommen.

Richtigkeit

Nach jeder neuen Kalibration der Analysengeräte und
ebenfalls in regelmäßigen Abständen während der
Meß Vorgänge wurde die Richtigkeit anhand verschiede-
ner Kontrollsubstanzen überprüft. Verwendung fanden die
Kontrollmedien Seronorm™ Serum und Whole Blood
(Nycomed Pharma), M+D Monitrol I und II (Baxter
GmbH) sowie Lyphochek Level l und 2 (BioRad). Ab
einem Variationskoeffizienten größer 5% zwischen ermit-
teltem und theoretischem Wert wurde eine erneute Kali-
bration sowie eine Überprüfung der Analysengeräte auf
Verunreinigung oder Abnutzung vorgenommen.

Nachweisgrenze

Die Nachweisgrenze ist nach der International Federation
of Chemistry definiert als das kleinste Ergebnis, das bei
einer gegebenen Wahrscheinlichkeit von einem Leerwert

unterschieden worden kann [1]. Die Berechnung der
Nachweisgrcnze erfolgte nach folgender Formel:
NWG * Leerwert + 3

Statistik

Zur Auswertung der Meßergebmsse wurden Mittelwert,
Mediän, Maximum, Minimum, Standardabweichung und
Varianz bestimmt. Bei den Patienten erfolgte eine getrenn-
te Auswertung der einzelnen Untersuchungstage sowie eine
Gesamtauswertung. Für den Vergleich der linearenAbhän-
gigkeit der Elementkonzentrationen in den einzelnen
Kompartimenten des Blutes wurde der Pearson'sche
Korrelationskoeffizient verwendet. Das einseitige Signifi-
kanzniveau wurde bei p < 0,05 festgelegt. Für den Ver-
gleich der Parameter zwischen Patienten und Gesunden
sowie der Untersuchung auf Abhängigkeit vom Geschlecht
wurde der U-Test nach Mann, Whitney und Wilcoxon an-
gewendet (Paardifferenztest). Das zweiseitige Signifikanz-
niveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Der Vergleich der
Meßergebnisse der einzelnen drei Tage untereinander in
der Gruppe der Patienten erbrachte keinen nennenswerten
signifikanten Unterschied. Da auch der Vergleich der drei
einzelnen Blutentnahmetermine bei den Patienten mit den
Werten der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unter-
schied gegenüber dem Vergleich der zusammmengefaßten
Meßwerte zeigte, wurden die drei Einzelmeßwerte in den
Darstellungen zusammengefaßt.

Ergebnisse
Optimierung der Zellisolierung

Die bisher zur Verfugung stehende Methode der Zelliso-
lierung und -Auftrennung aus Vollblut, war für die Auf-
arbeitung der Blutproben der Patienten mit akutem
Nierenversagen ungeeignet. Anhand zahlreicher Experi-
mente wurde eine neue Methode der Zellseparation erar-
beitet. Es konnte dadurch eine gute Trennung der
Zellfraktionen erreicht werden, was am Beispiel der Iso-
lierung der Leukozytenfraktionen deutlich wird (s. Abb. l
und Tabelle l).

Tabelle 1. Einfluß der Optimierung der Trennmethode auf die
mittlere Zellzahl (Standardabweichung).

Granulozyten/nl Mononukl. Zellen/nl

Alte Methode
Kontrollgruppe
Patienten

Neue Methode
Kontrollgruppe
Patienten

1,31 (1,12)
5,60 (2,8)

2,45 (1,42)
11,60(10,09)

0,50 (0,9)
0,20(0,1)

1,74(0,9)
1,37(0,85)
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1 = Thrombozyten
2 = Mononukleäre Zellen
3 = Granulozyten

Abb. 1. Optimierung der Zell-
trennung: Isolierung von mo-
nonukleären Zellen. Unter-
schied zwischen herkömmli-
cher Trennmethode und opti-
mierter Zellisolierung.

1 2 3 1 2 3

100 200 in (fl)
Vor Optimierung

100 200 in (fl)
Nach Optimierung

Nachweisgrenze

Die gefundenen Nachweisgrenzen sind in Tabelle 2 an-
gegeben.

ßend auf Verunreinigung hin untersucht. Alle verwende-
ten Reagenzien und Lösungen wurden direkt gemessen.
Die Ergebnisse der Kontaminationsprüfung sind in Ta-
belle 3 wiedergegeben.

Tabelle 2. Nachweisgrenzen der untersuchten Elemente im Plas-
ma. Angaben in mmol/l.

Element Nachweisgrenze

Magnesium
Selen
Zink
Kupfer
Aluminium

0,95
0,06
0,051
0,028
0,063

Kontamination

Alle verwendeten Materialien und Substanzen, die im
Verlauf des Arbeitsprozesses verwendet wurden, sind auf
mögliche Kontamination untersucht worden. Die Ergeb-
nisse dieser Analysen sind bei der Auswertung der Meßer-
gebnisse und bei der Berechnung der Elementkonzen-
tration berücksichtigt worden. Zur Beurteilung der Kon-
tamination der verwendeten Materialien wurden diese
30 Minuten mit 0,2 % Salzsäure inkubiert und anschlie-

Tabelle 3. Ergebnisse der Kontaminationsprüfungen.

Material Ergebnis

Probeabnahmesystem

Proben-, Meß- und
Zentrifugationsgefäße
Waschpuffer
Heparin
15 I.E. Heparin
Trennmedien

Zink
Kupfer '
K.N.

Zink
Aluminium
Aluminium
K.N.

0,50 pmol/l
0,71 /

0,15 /l
1,12 /

ca. 3,36x1 O·6 pmol

Präzisionsergebnisse

Repräsentative Daten zur Präzision der Methoden sind in
Tabelle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4. Beispiele für ermittelte Variationskoeffizienten bei je-
weils zehn aufeinanderfolgenden Messungen derselben Probe.
Angegeben sind Sollwert, Mittelwert, Maximum, Minimum,
Standardabweichung (s), Variationskoeffizient (Vk).

Magnesium Selen Zink
(mmol/l) (pmol/l) (umol/l)

Sollwert
Mittelwert
Maximum
Minimum
s
Vk

1,000
1,001
1,056
0,95-
0,0324
3,23

1,300
1,311
1,397
1,218
0,050
3,81

26,000
26,073
27,10
24,89
0,709
2,720

Kupfer
(pmol/l)

21,000
21,320
22,700
20,20
0,690
3,230

Aluminium
(pmol/l)

2,900
2,953
3,150
2,790
0,111
3,760

Spurenelementkonzentration der Patienten

Aufgrund der zumTeil gravierenden Einflüsse des Krank-
heitsbildes auf die Konzentrationenen der Elemente Mag-
nesium, Selen, Zink, Kupfer, und Aluminium in den
einzelnen Kompartimenten macht es wenig Sinn die
ermittelten Ergebnisse getrennt für Männer und Frauen
zu betrachten. In der Tabelle 5 sind daher die Resultate
der Bestimmung der einzelnen Elemente für beide
Geschlechter zusammen aufgeführt. Angegeben sind
jeweils der Mittelwert, der Mediän und die Standard-
abweichung (s). .
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Tabelle 5. Elementkonzentrationen bei der Patientengruppe.

Probenmaterial,
Einheit

Magnesium
Vollblut, mmol/l
Plasma, mmol/l
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Selen
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen
Erythrozyten,

/ +9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Zink
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Kupfer
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre Zellen,
mol/E+9 Zellen

Aluminium
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Mittelwert

1,69
1,04

6,34

0,27

3,67

7,83

0,79
0,64

0,01

2.03E-04

0,023

0,27

79,35
16,84

0,199

0,033

0,305

0,534

13,29
14,33

0,052

0,001

0,014

0,159

0,366
0,516

0,00265

9.33E-05

0,040

0,043

Mediän

1,69
1,05

4,89

0,25

3,28

5,92

0,79
0,66

0,0045

1.89E-04

0,014

0,14

77,55
16,2

0,085

0,031

0,205

0,471

12,65
14,10

0,048

9,99E-04

0,009

0,018

0,306
0,464

0,00115

6,07E-05

0,018

0,015

S

0,28
0,25

6,32

0,06

1,44

6,32

0,13
0,16

0,015

6.49E-05

0,039

0,35

14,01
4,29

0,33

0,008

0,316

0,382

3,79
3,34

0,032

8,3E-04

0,015

0,182

0,194
0,220

0,00445

7.25E-05

0,114

0,060

Zusammenhang zwischen der Element·
Konzentration und den hämatologischen
Parametern Hb, Hkt und MCV

Magnesium

Zwischen MCV und den Magnesiumkonzentrationen in
Vollblut, Plasma undThrombozyten bestehen positive Kor-
relationen (r=0,268, p=0,019; r=0,251, p=0,027; r=0,248,
p=sO,028). Ebenfalls läßtsich ein positiver Bezug zwischen
der Magnesiumkonzentration im Vollblut und dem
Hämoglobingehalt herstellen (r=0,381, p=0,001).

Zink
In Bezug auf den Hämogiobingehalt des Blutes besteht
eine positive Korrelation zum Zinkgehalt des Vollblutes
und eine negative Korrelation zum Zinkgehalt der
Granulozyten (r=0,389, p=0,001; r=-0,289, p=0,013).

Aluminium
Wichtige Bezüge werden beim Vergleich der Aluminium-
gehalte von Vollblut und Plasma mit dem MCV erkennbar.
So nimmt das Erythrozytenvolumen bei zunehmender
Aluminiumkonzentration in Vollblut oder Plasma ab (i=-
0,246, p=0,029; r=-0,796, p=lE-14). Der Hämogiobingehalt
des Blutes hängt von einer niedrigen Aluminiumkonzentra-
tion in den Kompartimenten Vollblut, Plasma, Erythrozyten
und Granulozyten ab (i=-0,232, p=0,037; i=-0,400, p=8E-
4; r=-0,239, p=0,003; i=-0,305, p=0,009). Bei einer erhöh-
ten Aluminiumkonzentration im Plasma wird ebenfalls ein
verminderter Hämatokrit registriert (r=-0,406, p=6E-4).

Zusammenhang zwischen der Elementkonzen-
tration und den klinisch-chemischen Para-
metern Kreatinin und Harnstoff (s. Abb. 2a-g)
Magnesium
Bei einem Anstieg der Kreatininkonzentration läßt sich
im Plasma eine Erhöhung der Magnesiumkonzentration
feststellen ( r=0,372, p=0,002). Eine Erhöhung der
Harnstoffkonzentration geht einher mit einer Erhöhung
des Magnesiumgehaltes in Vollblut, Plasma und Erythro-
zyten (r=0,444, p=2E-4; r=0,314, p=0,007; r=0,362,
p=0,002), wohingegen der Magnesiumgehalt in den
Granulozyten leicht abfällt (r=-0,218, p=0,047).

Selen

Es besteht nur zwischen der Plasma-Selenkonzentration
und der Kreatininkonzentration ein hochsignifikanter Zu-
sammenhang. Beide Parameter verhalten sich gleichsinnig
(r=0,529, p=7E-6). Der Anstieg der Kaliumkonzentration
beim akuten Nierenversagen korreliert mit einem Abfall
der Selenkonzentration in den Erythrozyten (r=-0,305,
p=0,009).
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Abb. 2a-g. Korrelation zwischen gemessenen Elementkonzentrationen und harnpflichtigen Substanzen im Plasma.

Abb 2a. Korrelation zwischen Krea-
tinin und Magnesium im Plasma.

l y = 0,265 X* 0,864
l r = 0,372
| p = 0,002
l

Abb 2b. Korrelation zwischen Harn-
stoff und Magnesium im Vollblut,
y = 0,00263 X +1,439

l r = 0,444
i p = 2E-4

Abb 2c. Korrelation zwischen Krea-
tinin und Selen im Plasma,
y = 0,0263 X + 0,485
r = 0,529
p = 7E-6
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Abb 2d. Korrelation zwischen Harn-
stoff und Zink im Vollblut,
y = 0,1649 X +63,897
r = 0,560
p = 2E-6
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Abb 2e. Korrelation zwischen Harn-
stoff und Zink in den Erythrozyten.
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Zink

[n bezug auf die Kreatininkonzentration fallt eine negati-
ve Korrelation mit der Zinkkonzentration im Vollblut auf
(r=-0,337, p=0,004). Hingegen verl uft der Anstieg der
Barnstoffkonzentration parallel zu einer Anreicherung
von Zink im Vollblut und in den Erythrozyten (r=0,560,
p=2E-6; r=0,474, p=6E-5).

Kupfer

Ein Anstieg der Harnstoffkonzentration geht einher mit
einer m igen Erh hung der Kupferkonzentration im
Plasma und den Erythrozyten (r=0,2 1 9, p=0,047; r=0,295,
p=0,011).

Aluminium

Ein vermehrter Anfall von Kreatinin im K rper u ert
sich in einem Anstieg der Plasmaaluminiumkonzentration
;p=0,257, p=0,024). Die Kaliumretention beim akuten
Nierenversagen korreliert mit einem Anstieg des Alumini-
umgehaltes im Vollblut (r=0,293, p=0,003).

Spurenelementkonzentrationen der
Kontrollgruppe

[n Tabelle 6 sind die Ergebnisse, getrennt f r M nner und
Frauen, wiedergegeben.

~

200 250

15 20

Abb 2f . Korrelation zwischen Harn-
stoff und Kupfer in den Erythrozy-
ten.
y * 5,1 56E-6X + 0,00051 7
r = 0,295
ñ = 0,011

Abb 2g. Korrelation zwischen Krea-
tinin und Aluminium im Plasma.
y = 0,01 61 X + 0,4085
r = 0,257
p = 0,024

Tabelle 6. Elementkonzentrationen in den Kontrollgruppen.

Probenmaterial, M nnliche Probanden Weibliche Probanden
Einheit Mittelwert s Mittelwert s

Magnesium
Vollblut, mmol/l 1,614 0,116 1,488 0,124
Plasma, mmol/l 0,91 0,074 0,863 0,053
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen 3,227 1,493 3,514 1,684
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen 0,227 0,028 0,224 0,027
Granulozyten,
ìçéïÉ/Å+9 Zellen 5,790 1,911 5,724 2,004
Mononukle re
7allonteilen,
ìéôéïÉ/Å+9 Zellen 5,482 1,491 4,012 1,577

Selen
Vollblut, pmol/l 1,030 0,314 1,154 0,333
Plasma, ìççïÉ/É 0,796 0,089 0,824 0,100
Thrombozyten,
pmol/E+9 Zellen 0,00978 0,00825 8E-03 8.18E-03
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen 2.84E-04 8.08E-05 2.97E-04 7.67E-05
Granulozyten,
ìé-çïÉ/Å+9 Zellen 0,140 0,055 0,110 0,044
Mononukie re
Zellen,
ìéô»ïÉ/Å+9 Zellen 0,0640 0,0284 0,056 0,029

Zink
Vollblut, pmol/l 78,730 8,740 71,430 7,650
Plasma, pmol/l 14,800 2,680 14,900 4,470
Thrombozyten,
ìððïÉ/Å+9 Zellen 0,030 0,002 0,030 0,001
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen 0,0212 0,0142 0,017 0,004
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Tabelle 6. Fortsetzung

Probenmaterial, Männliche Probanden
Einheit Mittelwert s

Weibliche Probanden
Mittelwert s

Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre
Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Kupfer
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,

/ +9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre
Zellen,
pmol/E+9 Zellen

Aluminium
Vollblut, pmol/l
Plasma, pmol/l
Thrombozyten,
pmol/E-»-9 Zellen
Erythrozyten,
pmol/E+9 Zellen
Granulozyten,
pmol/E+9 Zellen
Mononukleäre
Zellen,
pmol/E+9 Zellen

0,510

0,455

11,87
13,40

0,0021

6.67E-04

0,0182

0,0122

0,2127
0,3021

K.N.

K.N.

K.N.

K.N.

0,237

0,283

2,37
2,76

0,0014

4.99E-04

0,0194

0,0130

0,0264
0,312

K.N.

K.N.

K.N.

K.N.

0,328

0,290

13,380
15,340

2.86E-03

1.48E-03

0,013

0,008

0,209
0,200

K.N.

K.N.

K.N.

K.N.

0,111

0,097

2,930
3,020

3,51 E-05

1.27E-03

0,013

0,007

0,027
0,010

K.N.

K.N.

K.N.

K.N.

Elementkonzentrationen von Patienten-
und Kontrollgruppe im Vergleich
Die mittleren Elementkonzentrationen und die ±ls-Be-
reiche sind in den Abb. 3 a-j gezeigt.

Diskussion

Analysenverfahren

Zur analytischen Bestimmung von Mineralstoffen und
Spurenelementen stehen mehrere Verfahren zur Verfü-
gung, die sich jedoch in ihrer Spezifitat, Empfindlich-
keit und Störanfälligkeit stark unterscheiden. Fluorime-
trische und colorimetrische Verfahren sind mit einem
hohen Arbeitsaufwand und großer Störanfälligkeit durch
Kontamination behaftet. Ferner ist ihre Spezifitat gerin-
ger als bei anderen Verfahren. Die Neutronenaktivierungs-
analyse scheidet als Routineverfahren durch den Anschluß
an einen Kernreaktor aus. Auch elektrochemische Ver-
fahren erfordern teilweise einen extrem hohen Arbeits-
aufwand. Die derzeit am häufigsten angewandte Metho-
de zur Analytik von Spurenelementen ist dieAtomabsorp-

tionsspektrometrie (AAS). Die Flammen-AAS weist hier-
bei die geringste Empfindlichkeit auf, ihre besondere
Eignung resultiert daher in der Analyse von Elementen,
die in hoher Konzentration in der Probe vorliegen und
auch in der Umwelt in beträchtlicher Menge vorhanden
sind [2]. Somit kann das Problem der Kontamination
durch die Umwelt minimiert werden. Anwendung fand
dieses Verfahren in der vorliegenden Arbeit daher bei der
Bestimmung von Magnesium. Für die Bestimmung der
Spurenelemente Zink, Kupfer und Aluminium kam die
flammenlose Graphitrohrofen-AAS zur Anwendung [3].
Diese zeichnet sich durch hohe Spezifitat, eine sehr nied-
rige Nachweisgrenze und den Vorteil aus, daß der Analy-
se nur geringe Probenmengen zugeführt werden müssen.
Dies ermöglicht überhaupt erst die simultane Bestimmung
mehrerer Elemente aus einer Probe, ohne unvertretbar
hohe Mengen an Blutproben gewinnen zu müssen. Als
Nachteil der Graphitrohrofen-AAS muß ihre Anfälligkeit
für Kontamination angeführt werden, bedingt durch die
niedrige Nachweisgrenze. Ein Höchstmaß an Genauig-
keit und eine korrekte Arbeitsweise sind damit unabding-
bare Voraussetzungen, um verwertbare Ergebnisse zu er-
zielen. Zur Selenbestimmung stehen zwei Methoden zur
Verfügung. Bei der direkten Selenbestimmung mittels
Graphitrohrofen-AAS treten große Verluste an leicht-
flüchtigen Selenverbindungen auf [4]. Die Hydrid-AAS
stellt bei weitem die genauere Methode dar und wurde in
der vorliegenden Arbeit verwendet. Der entscheidende
Vorteil dieser Methode liegt jedoch in der Abtrennung
des zu untersuchenden Elements von Matrixbestandteilen
[4]. Durch das Mikrowellenaufschlußverfahren werden
ferner für die Analyse schwer zugängliche Selenver-
bindungen verfügbar gemacht [5].

Wichtig ist bei allen angewandten Analysenverfahren
eine regelmäßige Qualitätskontrolle. Durch die fortlau-
fende Mitführung von Referenz- und Ringversuchs-
materialien sowie laufende Präzisionsmessungen kann
eine größtmögliche Sicherheit bei der Probenanalyse er-
reicht werden.

Optimierung der Probenaufarbeitung

Durch die Abänderung der Zellisolierungsmethode hat
sich erst die Möglichkeit eröffnet, nun auch in den Leuko-
zytenfraktionen die Konzentrationen der einzelnen Ele-
mente zu bestimmen. Ursprünglich war eine zu geringe
Zellzahl und ein extrem hoher Verunreinigungsgrad mit
anderen Zellsorten vorhanden. Ferner zeichneten sich die
zu untersuchenden Zellen durch ein hohes Maß an Fragi-
lität bei der Zelltrennung aus mit Zelluntergang und
Verklumpung der Zelltrümmer. Durch Abänderung des
Isolierungsvorgangs konnte das Ausmaß der Hämolyse,
die schon beim ersten Zentrifugationsschritt auftrat, mi-
nimiert werden. Mit der Optimierung der Methode ist nun
eine Vorgehensweise verfügbar, mit der auch stark vor-
geschädigte Zellen mit verminderter Resistenz sauber ge-
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Abb. 3 a-j. Gegen berstellung der Elementkonzentrationen, die bei der Patientengruppe und den Kontrollgruppen
gemessen wurden. Gezeigt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen. K M, K W: m nnliche bzw. weibliche
Kontrollgruppe; P: Patienten.
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Abb3f.
Granulozyten: p = 4E-5
Mononukl. Zellen: p > 0,05

Abb 3g.
Thrombozyten: p = 1E-15

Abb 3h.
Granulozyten: keine Signifikanz
Mononukl. Zellen: p = 2E-14
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trennt werden können. Das Problem der Verunreinigung
der Lcukozytenfraktionen, insbesondere der mofto-
nukleären Zellen, ist nun beherrschbar.

Durch die Aufarbeitung der Erythrozyten in einem
separaten Vorgang können diese der direkten Messung
zugänglich gemacht werden. Dadurch verringert sich die
Anzahl derjenigen Parameter, von denen das Endergeb-
nis abhängt, stark. Bei der indirekten Bestimmung der
Erythrozyten hängt das Ergebnis von fünf Parametern ab,
bei der in dieser Arbeit entwickelten Methode nur von
zwei.

Durch die Verdauung der Proben vor der Analyse mit
Proteinase K und SDS werden auch im Zellinnern ge-
bundene Elemente der Analyse leichter zugänglich. Fer-
ner wird eine Homogenisierung der Probe erreicht.

Präanalytische Einfluß- und Störfaktoren

Sowohl die Vorbereitung der Probanden als auch die ei-
gentliche Materialgewinnung, die Lagerung und Behand-
lung der Proben bedürfen vor Beginn jeder Arbeit der sorg-
samen Überprüfung. Es kann hier zu erheblichen Verlu-
sten an Material kommen, wie auch zu Verunreinigungen
durch verwendete Reagenzien, Geräte und die Umwelt [6].
Daraus folgt, daß nicht unbedingt die Empfindlichkeit ei-
ner Methode der limitierende Faktor ist, sondern die Kon-
zentration des zu bestimmenden Elements in der Probe im
Verhältnis zu seiner Konzentration in der Umwelt. Bei den
präanalytischen Einflußfaktoren ist zunächst an solche zu
denken, die von den Probanden selbst ausgehen, wie bei-
spielsweise Gesundheitszustand, Medikamenteneinnahme
oder hormonelle Einflüsse, weiterhin Alter, Rasse und Ge-
schlecht [7]. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Behand-
lung der Probenentnahmestelle mit Desinfektionsmitteln,
die Materialien zur Probengewinnung und die Aufbewah-
rung der Proben. Durch Absorption des zu untersuchen-
den Materials an Probengefaße kann es beispielsweise zum
Verlust an Spurenelementen kommen, gleichzeitig können
jedoch auch Ionen aus Materialien freigesetzt werden [8].
Eine sekundäre Verunreinigung der Proben mit freiwer-
denden Spurenelementen durch Hämolyse kann durch ein
sofortiges Auftrennen der Probe verhindert werden. Bei
der Herstellung der Referenz- und Bezugslösungen ist auf
ein peinlich genaues Pipettieren zu achten. Femer hat die
Probenverdünnung eine entscheidende Auswirkung auf das
Meßergebnis, da die Empfindlichkeit der Meßmethode nur
im linearen Bereich der entsprechenden Bezugsfiinktion
von der Masse, beziehungsweise der Konzentration, des
zu untersuchenden Elements abhängt [9].

Probenmaterial

Das zu untersuchende Material muß grundsätzlich zwei
Bedingungen erfüllen: Zum einen muß es für das zu er-
örternde Krankheitsbild relevant sein, zum anderen muß

die Analyse des Elements durchführbar und ethisch ver-
tretbar sein. Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuch-
ten Elemente erklärt sich aus deren wichtiger Funktion
im menschlichen Organismus, beziehungsweise aus de-
ren schädlichem Einfluß auf wichtige StofFwechselabläufe
im menschlichen Korper. Ferner wurden bereits bei zahl-
reichen Erkrankungen Veränderungen im Haushalt die-
ser Elemente registriert. Darüber hinaus ist die Analyse
dieser Elemente auf eine Weise möglich, die es gestattet
für die Ergebnisse ein hohes Maß an Genauigkeit und
Richtigkeit zu garantieren.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Auswahl der Ma-
trix, in der die zu bestimmende Substanz gemessen wer-
den soll. Immer wieder ist man dabei auf die Analyse von
Blutzellen zurückgekommen [10]. Jedoch wurde in den
meisten Fällen die Konzentration in nur einer Matrix be-
stimmt und großzügig auf den Versorgungsstatus des gan-
zen Körpers geschlossen. Aus diesen Gründen wurde in
der vorliegenden Arbeit eine Analyse aller Elemente in
sechs Kompartimenten parallel vorgenommen. Die peri-
pheren Blutzellen entstammen größtenteils dem Knochen-
mark, das zu den stoffwechselaktivsten Organen zählt.
Durch die unterschiedliche Halbwertszeit der einzelnen
Zellen kann ferner zwischen akuten und chronischen
Verläufen unterschieden werden. Zudem übt das Blut eine
Vermittlerfunktion zwischen den Kompartimenten aus.
Im Gegensatz zu den Speicherorganen, in denen sich oft
bei akuten Ereignissen erst mit starker Verzögerung Kon-
zentrationsunterschiede bemerkbar machen, können Um-
verteilungsvorgänge anhand der peripheren Blutzellen
früher erkannt werden.

Magnesium

Im Vergleich zu den Magnesiumkonzentrationen der ver-
schiedenen Kompartimente der Kontrollgruppe fällt bei
den Patienten mit akutem Nierenversagen außer in den
Granulozyten eine signifikant höhere Konzentration die-
ses Elements auf. Im Vollblut und im Plasma lassen sich
durch die signifikanten Korellationen der jeweiligen
Magnesiumkonzentrationen und der Parameter Kreatinin
und Harnstoff eindeutige Bezüge zur eingeschränkten
Nierenfunktion herstellen. Ursachen hierfür werden in
Transmineralisationsvorgängen und dem Ausscheidungs-
defizit gesehen [11]. Die bestehende Azidose und der
Proteinkatabolismus tragen ebenfalls ihren Anteil zur
Konzentrationsverschiebung zwischen den Komparti-
menten bei, zum einen durch eine Änderung der Anzahl
der verfugbaren intrazellulären Bindungsstellen für Ma-
gnesium, zum anderen durch Magnesiumfreisetzung aus
Proteinen. Auch die bei dem untersuchten Krankheits-
bild vermehrt ausgeschütteten Katecholamme führen zu
einer intrazellulären Anreicherung von Magnesium [12].
Ein weiterer wesentlicher Punkt stellt die bei den Patien-
ten auftretende Hämolyse dar, wodurch große Mengen
intrazellulär gebundenen Magnesiums frei werden. Mög-
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liehe Auswirkungen einer erhöhten intra- und extrazellu-
lären Magnesiunikonzentration sind die Hemmung von
ATP-asen und der Glykolyse [13]. Teilweise kann die
Hemmung der Enzyme über die Bildung von inaktiven
Aktivator-Enzym-Aktivator-Kpmplexen erklärt werden.
Weiterhin kann es durch ein Übermaß an Magnesium-
ionen zur Blockade von lonenkanälen in der Zellmem-
bran kommen, was zur Störung wichtiger elektro-
physiologischerVorgänge führt [l IJ.AuchdieZellfluidität
wird negativ beeinflußt. Dies kann zu einer verminder-
ten Verformbarkeit der Erythrozyten fuhren. Magnesium
kann in erhöhter Konzentration weiterhin zu einer Stö-
rung der Blutgerinnung fuhren. Als weitere Punkte müs-
sen die verminderte Bereitstellung von intrazellulärem
Calcium sowie die Sekretionshemmung von Immun-
globulinen genannt werden [ 14,15]. Möglicherweise kann
durch den letzten Punkt zum Teil das Immundefizit der
Patienten erklärt werden.

Als geeignete Parameter zur Festlegung des Magnesi-
unistatus eignen sich die Erythrozyten und die mono-
nukleären Zellen.

Selen

Bei den Patienten mit akutem Nierenversagen fällt im Ver-
gleich mit den gesunden Personen der Kontrollgruppe eine
verminderte Selenkonzentration im Vollblut, dem Plasma,
den Erythrozyten und den Granulozyten auf. Demgegen-
über ist in den mononukleären Zellen eine signifikant hö-
here Selenkonzentration im Patientenkollektiv zu verzeich-
nen. Man kann also bezüglich der Konzentrationen in Voll-
blut, Plasma, den Granulozyten und den Erythrozyten von
einem Selendefizit der Patienten zur Zeit der Untersuchung
sprechen. Interessanterweise besteht jedoch zwischen der
Einschränkung der Nierenfunktion, gemessen am Anstieg
der Kreatininkonzentration, und der Selenkonzentration im
Plasma ein statistisch gesicherter positiver Zusammenhang
(r=0,529; p=7E-6). Die Selenkonzentration nimmt also
ausgehend von einem noch niedrigeren Wert vor Beginn
der Erkrankung im Laufe des akuten Nierenversagens zu.
Mögliche Ursachen für eine Anreicherung von Selen im
Organismus werden in der Einschränkung der Nieren-
funktion, dem Hauptausscheidungsort für Selen, und im
Muskelabbau bei katabolem Stoffwechsel gesehen (16].
Eine überschießende Anreicherung mit dem Spurenelemt
Selen bei den in dieser Arbeit untersuchten Patienten wird
wahrscheinlich verhindert durch das Auffüllen eventuell
ungenügend versorgter Selenspeicher und dem raschen
Einbau in erythrozytäre Vorstufen [17]. Es werden man-
nigfaltige Auswirkungen beschrieben, die durch ein Un-
gleichgewicht im Selenhaushalf verursacht werden. Viele
dieser Veränderungen können in direkten Zusammenhang
zum Krankheitsgeschehen des akuten Nierenversagens ge-
bracht werden. So kann es durch einen Mangel an Selen
durch Störung der Prostaglandinsynthese zu einer negati-
ven Auswirkung auf die glomeruläre Filtrationsrate kom-

men [18]. Ferner bewirkt eine durch Selenmangel vermin-
derte Glutathionperoxidaseaktivität, bedingt durch Störung
des Pentosephosphatwegs, eine erhöhte Schädigung
ischämischer Gewebe [19,20]. Insbesondere in der Phase
der postischämischen Radikalfreisetzung kann es zu einer
mangelnden Antagonisierung kommen mit weiterer Schä-
digung des Nierengewebes [20]. Auch an vielen anderen
zellulären Membransystemen im Organismus sind Schä-
digungen bei Selenmangel beschrieben worden [21]. Das
bei den Patienten mit akutem Nierenversagen anzutreffen-
de Immundefizit kann zum Teil auch in Zusammenhang
mit dem gestörten Selenhaushalt gebracht werden. So wer-
den wichtige Prozesse wie Chemotaxis, Migration und die
Ausprägung der Interleukin-2-Rezeptorantwort auf stimu-
lierten Lymphozyten von Selen beeinflußt. Zu beachten
ist dabei jedoch, daß sowohl ein Selenmangel als auch ein
Obermaß des Elements dieselben immunologischen Pro-
zesse hemmt, in deren Funktion Selen bei normaler Kon-
zentration fordernd eingreift [22].

Als Parameter zur Festlegung des Selenstatus haben
sich die Granulozyten und die mononukleären Zellen
bewährt. Die erniedrigte Seienkonzentration in den
Granulozyten spiegelt den vor Beginn der Krankheit be-
stehenden Selenmangel wieder, die Konzentration in den
mononukleären Zellen die Retention von Selen mit zu-
nehmender Einschränkung der Nierenfunktion.

Zink

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wird bei Patienten mit
akutem Nierenversagen eine erhöhte Zinkkonzentration in
den kernlosenThrombozyten und Erythrozyten festgestellt.
Begünstigend hierfür wirkt sich die bestehende Azidose
aus, die zu einer intrazellulären Anreicherung von Zink
führt [23]. Durch vermehrte Hämolyse und Katabolismus
mit Zellabbau kommt es im Rahmen des Krankheitsbildes
zu einem Freiwerden großer Zinkmengen [24]. Schon eine
Hämolyserate von nur l % führt zu einer Erhöhung der
Zinkplasmakonzentration um 15 % [25]. Bei katabolen
StofTwechselzuständen wird ferner über eine vermehrte
Exkretionsrate von Zink über die Nieren berichtet [24].
Durch die sinkende Exkretion über den Darm bei den
großteils parenteral ernährten Patienten wird dieser Aspekt
noch verstärkt. Auch bei anderen Krankheitsbildem, die
mit einer Ausschüttung von Katecholaminen einhergehen,
kommt es zu einer Anreicherung von Zink im Plasma und
zur Umverteilung zwischen den einzelnen Kompartimenten
[26]. Der durch Selenmangel gestörte Prostaglandin-
stoffwechsel wirkt sich zusätzlich negativ aus im Sinne einer
intrazellulären Anreicherung von Zink durch Hemmung
der Prostaglandin E l-Synthese. In Tierversuchen konnte
gezeigt werden, daß die Niere zu den am meisten durch
Zink geschädigten Organen zählt [27,28]. Weiterhin kommt
es zu verstärkter Hämolyse mit konsekutiv weiterem An-
stieg der Zinkplasmakonzentration. Als wichtiger Aspekt
in der Pathogenese des akuten Nierenversagens muß gel-
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ten, daß die Sauerstoffabgabe der Erythrozyten durch eine
intrazellulär erhöhte Zinkkonzentration stark erschwert
wird [29, 30]. Daß dies negative Auswirkungen auf die
ischämisch geschädigten Zellgebiete der Nieren hat, ver-
steht sich von selbst. Weiterhin wird eine Großzahl wichti-
ger Enzyme durch eine erhöhte Zinkkonzentration ge-
hemmt. Es kommt durch Beeinträchtigung der Giykolyse,
wichtiger ATP-asen und der Cytochromoxidase zu einer
Einschränkung der Energiebereitstellung im Organismus
[31l·

Als Parameter zur Erfassung des Zinkstatus eignen sich
besonders die kernlosen Erythrozyten undThrombozyten.

Kupfer

Als wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit muß der
Nachweis einer Kupferbelastung der Patienten mit aku-
tem Nierenversagen gewertet werden. Aufgrund der Tat-
sache, daß in den meisten Studien nur die Kupfer-
konzentration in Vollblut und Plasma untersucht wurde,
welche sich auch in dieser Arbeit kaum ändert, wurde die
Akkumulation des Spurenelements Kupfer im Organis-
mus dieser Patienten bisher nicht erkannt. Obwohl der
Hauptteil der Kupferexkretion biliär verläuft, wird in al-
len zellulären Bestandteilen des Blutes außer in den
Granulozyten eine starke Anreicherung dieses Elements
beobachtet. Eine mögliche Ursache der Kupferanreiche-
rung dieser Patienten kann die verminderte Exkretion von
Kupfer über die Galle bei Glutathionmangel sein. Wei-
terhin stehen bei akuten Ereignissen vermehrt Bindungs-
stellen für Kupfer in Form von Coeruloplasmin als Aku-
te-Phase-Protein zur Verfügung [32]. Durch die verstärk-
te parenterale Aminosäurezufuhr kann es zusätzlich zu
einer Retention von aminosäuregebundenen Kupferionen
kommen, da gerade dieser Teil der Kupferexkretion über
die Nieren abläuft. Bei parenteraler Ernährung und
Flüssigkeitsrestriktion kommt es ferner zu einer vermin-
derten Galleproduktion. Durch die rasche Austauschrate
von Kupfer ist es wahrscheinlich bedingt, daß sich die
Akkumulation dieses Elements im Plasma nicht nieder-
schlägt [33]. Bekanntermaßen üben Kupferionen in er-
höhter Konzentration einen nephrotoxischen Effekt aus
[34, 35]. Auch an anderen Zellmembranen kommt es je-
doch zur Instabilität mit anschließendem Zelluntergang
[36]. Die Erythrozyten verlieren ihre Verformbarkeit und
unterliegen einem verstärkten Zellabbau im retikulo-endo-
thelialen System [37]. Gleichzeitig wird die Membran der
Erythrozyten durch vermehrte Lipidperoxidation geschä-
digt [38]. Insgesamt kommt es dadurch zu einer Verstär-
kung der Hämolyse. Weiterhin werden wichtige Enzyme
wie die Glukose-6-Phosphatdehydrogenase gehemmt und
es kommt zu einer zusätzlichen Hemmung der Glut-
athionproduktion durch Kupferionen [39]. Über einen
Rückgang der Lymphozytenproliferation kann die ver-
stärkte Anfälligkeit der Patienten für Infektionen mitbe-
gründet sein [40].

Besonders die mononukleären Zellen eignen sich für
die Festlegung des Kupferstatus.

Aluminium

Aluminium reichert sich bei Patienten mit akutem Nieren-
versagen in allen untersuchten Kompartimenten in unter-
schiedlichem Ausmaß an. Auch in den zellulären Blut-
bestandteilen kann Aluminium im Unterschied zu den
Kontrollpersonen nachgewiesen werden. Eine Anreiche-
rung dieses Elements bei den hier untersuchten Patienten
kann eindeutig in Bezug zur eingeschränkten Nieren-
funktion gebracht werden [41], Auch Nahnmgsn^^
Infusionslösungen können zu einer Belastung der Pati-
enten mit diesem Element fuhren [42], Aufgrund der ho-
hen Plasmaeiweißbindung von etwa 95 % ist Aluminium
schlecht dialysabeL Auswirkungen auf den Organismus
hat Aluminium bei akuter Anreicherung vor allem auf die
Erythrozyten. So kommt es zu einer verkürzten Erythro-
zytenüberlebenszeit, zur Erythropoetinresistenz und zur
Hämolyse mit konsekutiver Anämie [43,44]. Intraerythro-
zytär werden wichtige Enzyme der Giykolyse gehemmt
[45]. Weitere durch Aluminium geschädigte Zellen sind
Lymphozyten und Makrophagen [46]. Ein Teil der Schä-
digung kann durch Eisenfreisetzung und vermehrte Radi-
kalbildung erklärt werden [21]. Durch Hemmung der
Superoxiddismutase resultiert eine verminderte Abwehr
gegenüber Zellschädigungen [45]. Aufgrund der gerin-
gen Vorbelastung der Patienten kann eine rascheAufhah-
me von Aluminium in verschiedenen Geweben angenom-
men werden.

Vor allem die Fraktion der Leukozyten mit ihren bei-
den Untergruppen den Granulozyten und den mononukle-
ären Zellen erlaubt eine gute Beurteilung der Aluminium-
belastung des Organismus.

Schlußbemerkung

Insgesamt gesehen ist in der vorliegenden Arbeit deut-
lich geworden, wie wichtig die parallele Untersuchung
verschiedener Kompartimente für die exakte Erfassung
der Konzentration von Mineralstoffen und Spurenelemen-
ten ist. Von der alleinigen Betrachtung der jeweiligen Kon-
zentrationen in Vollblut und Plasma muß dringend abge-
raten werden. Es hat sich in den vorliegenden Studien
gezeigt, daß die peripheren Blutzellen sehr gut geeignet
sind, Verschiebungen der physiologischen Konzen-
trationen genau wiederzugeben. Auch geringe Schwan-
kungen der Elementkonzentration werden erfaßt. Durch
die Erarbeitung einer Trennmethode ist es nun möglich,
Zellfraktionen von großer Reinheit und genügender Zell-
zahl zur Verfügung zu haben. Bei der Untersuchung der
Zusammenhänge zwischen Elementkonzentration und
Prozessen beim Krankheitsbild des akuten Nieren-
versagens sind wichtige Aspekte und Bezüge aufgedeckt
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worden. Genau dokumentierte Konzentrationsangaben
wichtiger Elemente in verschiedenen Kompartimenten
über den Zeitraum von einer Woche bei akutem renalem
Ausscheidungsdefizit stehen zur Verfügung. Des weite-
ren liegen Referenzwerte vor, die mit derselben Methode
erstellt wurden und für den Vergleich mit Ergebnissen
anderer Studien herangezogen werden können.
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