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  Zusammenfassung und Ausblick

Klinische Proben enthalten, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, ein breites Spektrum an metall- und metalloidorganischen Verbindungen. Vor diesem Hintergrund, verbunden mit der Anforderung an das analytische Arbeiten, maximale Informationen mit minimalem Zeitaufwand bereitzustellen, wird für die Probenanalyse die Tendenz zur Anwendung einer speziesselektiven Multielementanalyse weisen. 
Die hier vorgestellte Kopplung des eigenkonstruierten gaschromatographischen Separationssystems mit einer ICP-MS-Detektion stellt ein exzellentes Verfahren für die Trennung und den Nachweis von 44 Spezies der Elemente Antimon, Arsen, Bismut, Blei, Germanium, Iod, Quecksilber, Selen, Tellur und Zinn innerhalb von 20 Minuten dar. Da die Bindungsformen, in der die metall- und metalloidorganischen Verbindungen in den klinischen Proben vorliegen, der Gasanalytik so nicht zugänglich sind, werden sie durch geeignete Maßnahmen in ihre korrespondierenden flüchtigen Derivate überführt.

Die hier verwandte Derivatisierungstechnik ist die Hydridgenerierung mittels Natriumborhydrid, durch die die größtmögliche Anzahl der Elemente und ihrer Spezies  zugänglich ist. Die Absättigung freier Valenzen ionisch vorliegender Spezies mit Wasserstoff führt zur Bildung von tiefsiedenden Hydriden und Alkylhydriden der Metalle und Metalloide. Diese werden in Cryotrapping-Einheiten überführt und dort durch ein Adsorptionsmittel einkondensiert. Die Trennung der einzelnen Spezies wird durch den Einbau der Sammeleinheit in den Gaschromatographen realisiert, welcher die gasförmigen Spezies nun dem ICP-MS zur Detektion zuführt. 
Die Untersuchung klinischer Proben ist ein wichtiges Gebiet in der Elementspeziierung, die die Gesamtgehaltsbestimmung immer weiter in den Hintergrund drängt. Der Bedarf an Informationen über die Mobilität, Speicherung und Toxizität von metall- und metalloidorganischen Verbindungen in biologischen Systemen, wie dem menschlichen Organismus, ist essentiell und erfordert Daten nicht nur über die Konzentration der vorhandenen Metall(oid)e, sondern auch über deren Bindungsformen. 
Im Gegensatz zur angewandten Screening-Methode, die eine Einordnung der nachgewiesenen metall- und metalloidorganischen Komponenten in einen Konzentrations-bereich von Nanogramm pro Kubikmeter, Liter oder Kilogramm ermöglicht, liegen die Nachweisgrenzen der über eine Gesamtgehaltsbestimmung ermittelten Konzentrationen eine Größenordnung über den hier erreichten. 
Aus toxikologischer Sicht ist die Bestimmung der Gesamtgehalte nicht relevant, da zum Teil die für die Gesundheit des Menschen bisher als unbedenklich eingestuften Spezies, wie beispielsweise das Arsenobetain im Humanurin nach Verzehr einer Fischmahlzeit, einen Großteil des Gesamtarsens darstellen und damit eine hohe Konzentration bedingen, welche jedoch toxikologisch nicht eingestuft werden kann. Hier greift nun die Speziierung, wobei die in der vorliegenden Arbeit angewendete Methode sogar eine Abtrennung der für den Organismus unbedenklichen Arsenkomponenten -wie das Arsenobetain, Arsenocholin und die Arsenzucker- von den toxikologisch relevanten durch deren Fähigkeit, Hydride zu bilden, ermöglicht. 
Der Nachweis der metall- und metalloidorganischen Verbindungen und der anorganisch vorliegenden Metalle oder Metalloide gelingt also durch die Überführung dieser in den flüssigen und festen klinischen Proben gebunden vorliegenden Komponenten in ihre korrespondierenden flüchtigen Hydride. Hierbei sind jedoch Rückschlüsse auf die ursprünglichen Bindungspartner in der Probe nicht möglich. Damit steht der Nachweis des Dimethylarsenhydrids für das Vorliegen des Dimethylarsens in der Probe, wobei die dritte bzw. fünfte Valenz des Arsens sowohl mit einem Anion wie Chlorid oder Bromid als auch mit einem größeren organischen Molekül abgesättigt sein kein.  
Bei der Bestimmung der Gesamtgehalte in löslichen Bestandteilen der Körperflüssigkeiten Urin und Speichel und der Alge Chlorella pyrenoidosa resultierten lediglich geringe Gehalte für die Elemente Iod und Bismut. Dies deutet auf komplex gebundene Metalle, Metalloide und ihre Verbindungen in den biologischen Matrices, deren Freisetzung jedoch durch die Hydridgenerierung realisiert werden kann. Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Reduzierung der Probenhandhabung zur Vermeidung von Kontaminationen und Umlagerungen oder Zerstörung vorliegender Spezies gerichtet. Dies bedingte ebenfalls einen Verzicht auf die Zugabe von Additiven zur Entfernung oder Komplexierung der bei der Hydrierung störenden Stoffe. Diese Vorgehensweise zur Kontaminationsvermeidung wird durch das Vorhandensein metall- und metalloidorganischer Verbindungen sogar im Reduktionsmittel unterstützt.

Ebenfalls enthielt das bei der praktischen Arbeit versuchsweise verwendete Entschäumerprodukt extrem hohe Blindwerte der hier relevanten Verbindungen, was dazu führte, dass keine weiteren Additive den klinischen Proben zugesetzt wurden, um eine Verfälschung der Ergebnisse zu vermeiden.  
Die Tatsache, dass es gelang, in einem hydrophoben Entschäumerprodukt metall- und metalloidorganische Verbindungen zu detektieren, zeigt allerdings auch die vielseitige Anwendbarkeit der hier vorgestellten Nachweismethode. 
Ein breites Spektrum klinischer Proben wurde auf das Vorliegen von metall- und metalloidorganischen Verbindungen hin analysiert, wobei die Gewährleistung der Stabilität der Spezies in den Probenmatrices während der Lagerung und Bearbeitung für die verschiedenen Proben realisiert wurde. Weiterhin wurde durch kontinuierliche Kontrollen der verwendeten Hydrierapparatur und des Gaschromatographen ein blindwertfreies Arbeiten sichergestellt. 

Anhand der Matrix Urin wurde die hier vorgestellte Methode auf die Analyse von klinischen Matrices transferiert. Die Lagerung und Hydrierung der Urinproben stellten keine Probleme dar. Nach dreimonatiger Aufbewahrung der Proben bei – 20 °C traten keine Speziesveränderungen oder –verluste auf. 
Die Untersuchung von vierzig Urinproben aus einer Querschnittsstudie der Bevölkerung Bremens lieferte die Grundlage in Form eines Basiswissens über Konzentrationen der in den Urinen vorliegenden Spezies. 
Weitere Studien mit Kontrolle des Ausscheidungsproduktes Urin zeigten die Auswirkung von Fischverzehr auf Arsen- und Quecksilberkonzentrationen in den Harnproben oder die forcierte Ausscheidung von Arsen-, Selen-, Quecksilber- und Zinnverbindungen nach Einnahme des metall- und metalloidbindenden Präparates Asparagus P.  
Die für Urinproben in dieser Arbeit ermittelten prozentualen Verteilungen der Spezies des Arsens stimmten immer mit den in der einschlägigen Literatur angegebenen überein. 
Hierbei gelang der Nachweis von Trimethylarsen in Urinproben unbelasteter Probanden, was die These von der Trimethylierung des anorganisch aufgenommenen Arsens im menschlichen Organismus unterstützt.
Mono- und dimethylierte Antimonpezies wurden erstmalig im Urin nachgewiesen, wobei die positive Korrelation der Konzentrationen der beiden Komponenten ein Anzeichen für die Methylierung des Antimons im menschlichen Körper analog der des Arsens sein könnte. 
Ein Vergleich der Atemproben von Probanden mit und ohne Amalgamfüllungen lieferte insbesondere nach dem Kauen von Kaugummi einen Nachweis des elementaren Quecksilbers in der Expiration der Amalgamträger, wohingegen im Atem der amalgamfreien Probanden kein Quecksilber nachgewiesen wurde. Hierbei wurde ein tägliches Entweichen von 2 bis 17 µg Quecksilber aus den mit Amalgam versorgten Zähnen kalkuliert. 
Weiterhin gelang in Atemproben der Nachweis von Dimethylselen, und in Urinproben wurden Monomethylselen und Dimethyldiselen detektiert. Im Gegensatz dazu wurden keine Selenspezies in Stuhlproben gefunden. Dies steht im Einklang mit dem bekannten Selenmetabolismus im menschlichen Körper, der durch eine Reduktion des auf-genommenen Selens zu Selenwasserstoff und eine anschließende schrittweise Methylierung des Selens vollzogen wird. Die Ausscheidung der methylierten und permethylierten Produkte erfolgt einzig über den Atem und den Harn. 
Eine weitere Ausscheidungsmöglichkeit für metall- und metalloidorganische Verbindungen aus dem Organismus bietet das Haar, wobei dessen Analysen bisher lediglich als Gesamtgehaltsbestimmung erfolgten. Die hier für die Haarproben durch-geführte Speziierung lieferte ein breites Spektrum an metall- und metalloidorganischen Verbindungen. So wurden neben anorganischem, mono- und dimethyliertem Arsen auch anorganisches und monomethyliertes Antimon, sämtliche nachweisbaren Zinnspezies sowie anorganisches Quecksilber, Monomethylquecksilber und Ethylmethylquecksilber mit Konzentrationen im ng/kg- bis µg/kg-Bereich nachgewiesen. Eine Einordnung oder Beurteilung der ermittelten Gehalte ist auf Grund fehlender Vergleichswerte in der Literatur nicht möglich. 
Studien mit Kontrolle des intestinalen Ausscheidungsproduktes Stuhl zeigten die forcierte Ausscheidung von Germanium-, Arsen-, Quecksilber- und Zinnverbindungen nach Einnahme der metall- und metalloidbindenden Alge Chlorella pyrenoidosa, wobei in zwei der analysierten Stuhlproben erstmalig der Nachweis anorganischen Tellurs gelang.

In Speichelproben von Amalgamträgern wurde anorganisches Quecksilber nachgewiesen, während die Speichelproben einen Tag nach der Entfernung der Füllungen kein Quecksilber mehr aufwiesen. Die Gewinnung einer weiteren Speichelprobe fand un-mittelbar nach dem Entfernen der Amalgamfüllungen und fünfminütigem Vermischen der Alge Chlorella pyrenoidosa mit dem Speichel im Mund statt.

Der Nachweis von Methyl-, Dimethyl- und Ethylmethylquecksilber in dieser Speichelprobe deutet auf eine Methylierung des im Amalgam vorhandenen Quecksilbers durch die Mundflora hin. 

Ebenso wurde in Stuhlproben ein und zwei Tage nach der Entfernung von vier Amalgamfüllungen Methyl- und Dimethylquecksilber in Konzentrationen von 44 und 25 µg Hg/kg Stuhl nachgewiesen werden. Da im Rahmen dieser Studie ebenfalls nur das Amalgam als Quecksilberquelle zur Verfügung stand, gelang damit der Nachweis der Methylierung des Quecksilbers im Darm des menschlichen Körpers. 

Diese Methylierung wurde bisher nur In-vitro beobachtet, hier liegen nun die ersten Hinweise auf eine In-vivo Methylierung des Quecksilbers sowohl in der Mund- als auch in der Darmflora vor. 
Anhand der parallelen Kontrolle der Ausscheidungsprodukte Urin und Stuhl wurden für die Spezies der nachgewiesenen Elemente Verteilungsschemata ihrer Eliminierung aus dem Organismus aufgezeigt.  
Konträr zur Ausscheidung des anorganischen Quecksilbers, die überwiegend über den Urin erfolgt, werden die methylierten Quecksilberspezies fast vollständig über den Darm eliminiert. 

Die in der Literatur angegebene Hauptausscheidung des Arsens über den Harn konnte verifiziert werden, da für die beiden Hauptkomponenten des Arsens in den Ausscheidungsprodukten Urin und Stuhl Mono- und Dimethylarsen eine Eliminierung von etwa 90 % mit dem Urin beobachtet wurde. Die Eliminierung des anorganischen Arsens hingegen erfolgt zu einem Anteil von 62 bis 91 % über den Stuhl. Hierbei ist auffällig, dass bei höheren Konzentrationen des anorganischen Arsens die Beteiligung des intestinalen Ausscheidungsweges zunimmt. Im Gegensatz dazu ist bei geringeren Konzentrationen in den Urinproben ein Anteil von etwa 36 % des gesamten anorganischen Arsens nachweisbar. Demzufolge scheint eine Kontrolle der organischen Arsenverbindungen über den Urin gegenüber einer Kontrolle des anorganischen Arsens über den Stuhl empfehlenswert. 
Die Eliminierung sowohl des anorganischen Zinns, des Mono-, Di- und Trimethylzinns als auch des Monobutylzinns erfolgt zu über 90 % mit dem Stuhl. 

Eine Unterscheidung der anorganisch und der organisch vorliegenden Komponenten wie im Falle des Arsens oder Quecksilbers bezüglich ihres Ausscheidungsweges wurde beim Element Zinn nicht beobachtet. 
Folglich kann eine geringe Absorption der anorganischen Zinnverbindungen im Organismus und die größtenteils ohne Metabolisierung direkte Ausscheidung über die Faces anhand der vorliegenden Ergebnisse bestätigt werden. 
Die nachgewiesenen Konzentrationen des anorganischen Antimons deuten auf eine überwiegende Ausscheidung mit dem Urin hin. 
Eine weitere Studie stellte die Kontrolle der metall- und metalloidhaltigen Bestandteile der Expiration, des Speichels und des Urins nach Verzehr einer mit Arsen, Bismut,  Quecksilber und Selen angereicherten Mahlzeit in den Vordergrund.
Die Analyse der Atemproben zeigte bezüglich des Elementes Bismut eine Korrelation zu seiner Aufnahme in Form eines anorganischen Salzes in den Organismus. 
In Atemproben wurde nach dem Verzehr der Bismuttabletten neben anorganischem Bismut und Mono- ebenfalls Trimethylbismut nachgewiesen. Im Urin dieses Probanden gelang der Nachweis von Mono- und Dimethylbismut, wohingegen in seinem Speichel kein Bismut nachgewiesen wurde.
Dies deutet auf eine Methylierung des in anorganischer Form aufgenommenen Bismuts im menschlichen Organismus hin.
Die zugeführte Menge Arsen zeigt keine Auswirkungen auf die Atem- oder Speichelproben, jedoch wurde in den Urinproben nach Verzehr der angereicherten Mahlzeit neben DMA als Hauptkomponente auch MMA und TMA nachgewiesen, wobei der Referenzurin lediglich ein Drittel der DMA-Konzentration des nach der Mahlzeit genommenen Urins aufwies. Die entspricht den in der Literatur vorhandenen Angaben der Konzentrationsverdopplung des DMA nach Verzehr einer Fischmahlzeit.

Ebenso wiesen die Urinproben die erwarteten höheren Konzentrationen für anorganisches Quecksilber und Monomethylquecksilber nach Verzehr einer 300 g Thunfischportion  auf.   
Weiterhin sollte im Rahmen dieser Arbeit die sehr komplexe Matrix Blut auf ihre Hydrier- und Analysierbarkeit hin überprüft werden. Auf Grund der sowohl in den Vollblutproben als auch im Blutplasma oder Serum vorliegenden Proteine wurde die Standardhydrierung wegen der auftretenden Schaumbildung bei Durchleitung des Trägergases nicht durchgeführt. 

Die Verwendung eines Entschäumerpräparates gewährleistete zwar eine praktikable Hydrierbarkeit der Proben, jedoch trat durch das Vorliegen von metall(oid)organischen Verbindungen im Entschäumer selbst eine unerwünschte Blindwertproblematik auf.
Als Lösungsansatz wird die Zerstörung des Schaums durch Anwendung mechanischer Prozesse gesehen. Hierzu könnte sowohl der Einsatz eines feinporigen teflonisierten Siebes über der Flüssigkeitsoberfläche zur Verhinderung der Bildung großer Blasen als auch der Einsatz eines Rührers zur Zerstörung der im Gasraum befindlichen Schaum-blasen dienen.

Die wichtigsten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollen hier zum Abschluss noch einmal zusammengefasst werden:

Mit dem vorgestellten eigenkonstruierten gaschromatographischen System gelang der Aufbau einer Multielement-Multispezies-Nachweismethode, die eine Speziierung kli-nischer und biologischer Proben ermöglicht.
Die Speziierung einiger klinischer Matrices wurde erstmalig durchgeführt, wobei der Nachweis einer Vielzahl von Spezies der Elemente Arsen, Antimon, Bismut, Selen, Quecksilber und Zinn erbracht wurde. 
Es wurden sowohl in der Literatur vorhandene Angaben, wie die Arsenspeziesverteilung in Urinproben, das Entweichen von Quecksilber aus Amalgamfüllungen oder Ausscheidungspfade der einzelnen Spezies unterschiedlicher Elemente bestätigt als auch neue Erkenntnisse über das Verhalten der metall- und metalloidorganischen Verbindungen im menschlichen Körper gewonnen.
Die Methylierung von Selen und Arsen im Organismus wurde reproduziert, wobei hier auch der Nachweis des Trimethylarsens in Humanurinen gelang. 

Weiterhin wurden für die Elemente Antimon und Bismut erste In-vivo Hinweise auf eine Methylierung im Organismus gefunden. Die Studien über das Element Quecksilber lassen sogar auf die Methylierung anorganischen Quecksilbers sowohl in der Mund- als auch in der Darmflora schließen. 
Wie aus dem eben dargestellten hervor geht, bieten sich hier der Forschung einige erfolgversprechende Ansatzpunkte zur Fortführung und Vertiefung der Studien. 

