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Einleitung und Zielsetzung 1

1. Einleitung und Zielsetzung

Formaldehyd, die erste Verbindung in der homologen Reihe der aliphatischen Aldehyde, ist
eine januskopfige Chemikalie. Auf der einen Seite steht sie im Verdacht, kanzerogen, mutagen
und genotoxisch zu sein, auf der anderen Seite aber ist sie ein notwendiger
Stoffwechselmetabolit im menschlichen Korper; eine Chemikalie, auf die wie kaum auf eine

andere der Ausspruch

»Alle Dinge sind Gift, und nichts ist ohne Gift. Nur die Dosis macht, dass etwas kein Gift
ist.“[1]

zutrifft. Da in der Literatur immer wieder der Zusammenhang zwischen einem erhohten
Formaldehydgehalt in Korperfliissigkeiten und Geweben auftaucht, die an Krebs erkrankt sind
oder direkt in den Krebszellen, wird Formaldehyd als moéglicher Indikator in der Literatur

diskutiert [2-6].

Das Prostatakarzinom ist der haufigste maligne Tumor beim Mann zwischen 45 und 70 Jahren
[7] und die zweithaufigste Todesursache bei Mdnnern in den USA [8]. Bei einer Diagnose in den
Stadien T;-T2NoMo (TNM-Klassifizierung: tumor node metastasis) besteht eine 90%ige
Heilungschance. Fiir diese Friihstadiumsdiagnostik gibt es bisher nur die Moglichkeit einer
Bestimmung einer Prostataverhdrtung mithilfe einer Spiegelung, oder die Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens (PSA) durch eine Blutuntersuchung [7]. Blasenkrebs ist die
sechsthaufigste Krebserkrankung der Welt [9]. Er tritt iberwiegend bei Mannern ab dem 60ten
Lebensjahr auf; das Verhéltnis von mannlichen zu weiblichen Patienten liegt bei 3:1. Ist bereits
eine Infiltration des umliegenden Gewebes (TNM - Klassifizierung bis T3), aber noch keine
Metastasierung diagnostiziert worden, so liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensquote bei 45 % [7]. So
entstand die Idee, Formaldehyd als Indikator fiir Krebs in Korperfliissigkeiten messbar zu
machen. Dies war die Zielsetzung meiner Diplomarbeit zum Thema: ,Entwicklung eines
kompakten Messgerdtes zum Nachweis von Formaldehyd in biologischen Fliissigkeiten“. Im
Verlauf der von Juli 2006 bis Februar 2007 angefertigten Diplomarbeit [10] wurde mit der
Entwicklung eines Prototyps fiir ein Messgerat zum Nachweis von Formaldehyd in biologischen
Flissigkeiten begonnen. Am Ende dieser Arbeit stand ein erster provisorischer Aufbau, mit dem
es moglich war, Formaldehyd in Wasser mithilfe der Hantzsch-Reaktion nachzuweisen. Auch

erste Messungen von Urin, dem Formaldehyd zugesetzt wurde, verliefen positiv.

Aus dieser Intention heraus soll aus dem provisorischen Aufbau (4.1) ein stabil laufender

Prototyp entwickelt werden, mit dem der Formaldehydgehalt in Urin bestimmt werden soll.
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In der Vorbereitung auf diese Arbeit wurde festgestellt, dass es weder andere zuverlassige
Methoden zum Nachweis von Formaldehyd in Urin generell, noch zuverlassige Daten zum

Formaldehydgehalt im Urin gesunder Menschen speziell gibt.
Die Zielsetzung dieser Arbeit ist also:

i.  Ein zuverldssiges moglichst kostengiinstiges, selektives und schnelles Gerdt zu
entwickeln
ii. Dieses zu validieren und kontrollieren; da es keine andere Methode gibt, muss dies
eigenstandig geschehen
iii.  Damit anschliefSend den Urin potenziell gesunder Menschen zu messen und den
Formaldehydgehalt zu bestimmen, um mithilfe dieser Daten

Urogenitalkrebserkrankung nichtinvasiv und friihzeitig zu erkennen.
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2. Theoretischer Hintergrund

In dem nachfolgenden Kapitel soll dem Leser ein Uberblick iiber den Stand des Wissens

gegeben werden.

2.1. Krebs

2.1.1. Allgemein

Der Begriff Krebs beschreibt allgemein eine maligne Neubildung, ein Karzinom oder ein
Sarkom. Unter einem Karzinom versteht man einen vom Epithel, einem Deckgewebe
ausgehenden malignen Tumor, der nach Herkunft und Differenzierungsgrad eingeteilt werden
kann und sich durch infiltrierendes Wachstum, als Lymphangiosis oder durch Metastasierung
verbreitet [7]. Ein Sarkom ist einer von mesenchymalem Gewebe, Fett- Muskel- oder
Bindegewebe ausgehender maligner Tumor, d.h. ein bésartiger Tumor, der sich im Gegensatz zu
einem gutartigem Tumor durch ein schnelles, invasives Wachstum sowie die Bildung von

Metastasen (Tochtergeschwulsten) auszeichnet [11].

2.1.2. Urogenitalkrebs

In diesem Kapitel soll insbesondere auf auf Prostata- und Blasenkrebs eingegangen werden.

In 2.2.2. wird beschrieben, dass die Erkrankung einer Zelle zu einem erhdhten
Formaldehydgehalt in den umgebenden Geweben und Fliissigkeiten fiihrt [2]. Im Falle von
Urogenitalkrebs, also Prostata- und Blasenkrebs fiihrt dies zu einem erhohten
Formaldehydspiegel in Urin [12]. Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines Gerates zur

Detektion von Formaldehyd in Urin.

2.1.2.1. Prostatakrebs

Ein Prostatakarzinom ist der haufigste maligne Tumor beim Mann zwischen 45 und 70
Jahren [7] und die zweithdufigste Todesursache bei Mannern in den USA [8] und weltweit die
zweithdufigste krebsbedingte Todesursache [13]. Bei einer Diagnose in den Stadien T1-T2NoMg
(TNM-Klassifizierung: tumor node metastasis) besteht eine 90%ige Heilungschance. Fiir diese
Frithstadiumsdiagnostik gibt es bisher nur die Madglichkeit einer Bestimmung einer
Prostataverhartung mithilfe einer Spiegelung, oder die Bestimmung des prostataspezifischen

Antigens (PSA) durch eine Blutuntersuchung [7].

Unter dem PSA versteht man das prostataspezifische Antigen, ein Screeningparameter zur

Fritherkennung von Prostatakarzinomen [7], der seit 1994 eingesetzt wird [14] und 1985 das
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erste Mal in einer Veroffentlichung vorgestellt wurde [15]. Erhohte PSA-Spiegel kénnen auch
durch Entziindungen und transurethrale Manipulationen entstehen. Das Problem des PSA liegt
darin begriindet, dass es eine Protease ist, die auch in der gesunden Prostata enthalten ist [16,
17]. Proteasen sind Enzyme, die die Peptidbindung in Proteinen spalten [18]. Der PSA hat
sowohl das Problem von falsch positiven Befunden [15, 17, 19] nur 25 % der Patienten, die sich
nach einem positiven PSA-Befund sich einer Biopsie unterziehen miissen, haben Prostatakrebs
[14, 16, 19], als auch der falsch negativen Ergebnisse, so dass 15 % der Patienten mit einem
niedrigen PSA-Wert durch eine Biopsie aber die Diagnose Prostatakrebs erhielten [14, 16]. Dies
liegt daran, dass die Grenze zwischen gesunden und erkrankten PSA-Werten schwer zu ziehen
ist, da der PSA individuell unterschiedlich [17] und abhdngig vom Alter und BMI (Body Mass
Index) [19] ist. Die Grenze zwischen einem positiven und einem negativen PSA-Test liegt derzeit
meist bei 4 ng/L [14], so dass man ausgehend von dem obigen Werten bei einem PSA von
<4ng/L von einem 15 %igen Krebsrisiko, aber erst bei einem Wert <1 ng/L von einem geringen
Krebsrisiko spricht [14]. Weiterhin lasst der PSA die Differenzierung zwischen einer gutartigen
Prostatavergrofierung, nicht aggressivem Prostatakrebs und aggressiven Prostatakrebs nicht zu
[19]. Nichtsdestotrotz ist der PSA zurzeit immer noch der beste Biomarker, da alle im Folgenden

vorgestellten noch in der Entwicklungsphase sind [14, 20].

Neuerdings ist in weiterer Marker bekannt, der EPCA, Early Prostate Cancer Antigen, der
deutlich spezifischer als der PSA sein soll. Charakteristisch fiir alle Krebsarten sind
Veranderungen in der Zellkernform und in dem Vorhandensein von unnormalen Zellkernen. Es
gibt nun bestimmte Zellkernstrukturproteine, die es moglich machen, gesunde und an Krebs
erkrankte Prostatazellen zu unterscheiden [8]. Eines von diesen ist der EPCA, der in
Prostatakrebszellen, aber nicht in gesunden Geweben und anderen Krebstypen identifiziert
wurde [8]. In einer Studie wurde 2005 herausgefunden, dass er ein 86 % positives Ergebnis bei
Prostatakrebspatienten hat [21], auch bei solchen, bei denen eine Biopsie noch negativ verlauft
[21]. Er verlauft schon positiv bei Patienten, bei denen erst flinf Jahre spater Prostatakrebs
diagnostiziert wurde [8, 16]. Er weist eine Sensitivitdt von 92 % bei Prostatakrebspatienten (11
von 12 erkannt), eine Spezifitdt von 100 % bei gesunden Patienten und eine Spezifitit von 94 %
bei den Blasenkrebspatienten auf [16]. Damit ermoglicht diese Methode nicht nur die
Differenzierung zwischen gesunden und erkrankten Menschen, sondern auch noch die
Differenzierung zwischen Prostata- und anderen Krebsarten [22]. Weiterhin wiirde es helfen,
die Zahl der unnétigen Biopsien zu verringern [8]. Allerdings gibt es auch hier einige Patienten,
deren Prostatakrebserkrankung nicht erkannt wurde. Dies kann entweder an der
Prostatakrebserkrankung liegen, nicht alle Arten bilden EPCA, oder die Tumorlast war noch zu

gering [16]. Weiterhin gibt es keinen Zusammenhang zwischen dem EPCA-Wert und dem
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Entwicklungsstadiums eines Tumors [16]. Der Einsatz von EPCA in der klinischen Praxis

befindet sich noch in der Entwicklung [17].

Die nachfolgend vorgestellten Biomarker befinden sich auch ebenfalls noch in der

Entwicklungsphase, sollen hier aber kurz vorgestellt werden. Da wéren:

— die Serin Protease humanes Kallikrein 2 (hK2), deren Sequenz zu 80% mit dem PSA
identisch ist. Auch deren Gehalt ist in Prostatakrebsgeweben erhoht [14] und befindet
sich in der Entwicklung [17].

— der Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator Rezeptor (UPAR), dessen Gehalt im Plasma bei
Mannern mit Prostatakrebs deutlich erhoht ist [17].

— Die prostatakrebs spezifischen Autoantikérper, die in dem kritischen Bereich des PSAs
von 4 bis 10 ng/mL eine hohere Sensitivitdt und Spezifizitat als PSA haben [19]. Diese
Autoantikérper sind besser zur Diagnose geeignet als der PSA [14].

— das Prostata spezifische Membran Antigen (PSMA), das bei Vorliegen eines
Prostatakarzinoms erhdht ist [17].Dieser ist bisher allerdings nicht effektiver als der PSA
[19].

— Die prostataspezifischen Antikérpern [17]. PCA3 ist eine prostataspezifische mRNA, die
bei 95% des Vorliegens einer Prostatakrebserkrankung in dem Prostatakrebsgewebe
60 - 100 fach erhoht ist [23]. Dieser Marker scheint nicht nur das Vorliegen von
Prostatakrebs sondern auch das Stadium diagnostizieren zu kénnen [19]. Mittlerweile
wird dieser Marker ebenfalls in Urin nachgewiesen [15, 23]. Auch dieser Marker befindet
sich noch in der Entwicklung und benétigt Multicentertests [14, 17, 19].

— das GSTP-1 Gen, das im Urin von 79% der prostatakrebserkrankten Mannern erhoht ist
[15,17].

— das TMPRSS2:ERG-Gene scheint ein Biomarker zu sein in den man weitere Forschung
investieren sollte [19] , da er im Prostatakrebsgewebe erhoht ist [14, 15, 23].

— a-Methylacyl Coenzym A Racemase (AMACR) ist eine Isomerase, deren Gehalt bei allen
Prostatakrebsarten erhoht ist. Es scheint eine kritische Rolle in der peroxisomalen -
Oxidation von Fettsduren zu spielen [14, 23]. Auf diese peroximale -Oxidation soll in
2.2.1.1 genauer eingegangen werden.

— die AMACR mRNA Level sind in 88% der Prostatakrebsfille neunmal hoher als in den
Geweben gesunder Menschen [14]. Auch dieser Biomarker ist noch in der Entwicklung,
speziell versucht man fiir diesen Marker einen Urintest zu entwickeln [14, 15].

— die Gluthadion - S - Transferase (GSTPI) ist ein Gen, welches ein entgiftendes Enzym
decodiert, das zum Schutz der DNA vor freien Radikalen Anwendung findet [23]. In
>90% der Prostatakrebsfillen fehlt dieses Gen. Auch hier arbeitet man zurzeit an der

Entwicklung [14, 15].



Theoretischer Hintergrund 6

— das Golgi Membran Protein (GOLM1) [14], dessen Gehalt in Prostatakrebsgewebe erhoht
ist [15].

— die Telomerase reverse Transcriptase (TERT) ist noch in der Entwicklung [15]. Sie spielt
eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der telomeren Chromosomenenden [15,
23].

— das Annexin A3, das als Ergdnzung zum Serum PSA eingesetzt wird [15, 23]. Aufgrund
seines inversen Verhaltnisses zu Krebs ist es deutlich spezifischer als PSA [23].

— das Metalloproteinase MMP9 scheint in Prostatakrebsproben erhoht zu sein [15, 23].

— Proteomen [15, 19], deren Erforschung gerade erst beginnt. Diese Proteine er6ffnen evtl.
die Moglichkeit gesunde und erkrankte Menschen zu differenzieren. Der Nachteil ist nur,
dass man zu deren Analytik die Surface-enhanced laser desorption/ ionization (SELDI-

TOF) oder matrix-assisted laser desorption/ ionization (MALDI-TOF) bendtigt [14].

2.1.2.2. Blasenkrebs

Blasenkrebs ist die fiinft- bis sechsthaufigste Krebserkrankung der Welt [9, 24]. Er tritt
liberwiegend bei Mdnnern ab dem 60ten Lebensjahr auf, das Verhéltnis von ménnlichen zu
weiblichen Patienten liegt bei 3:1. Ist schon eine Infiltration des umliegenden Gewebes
(TNM - Klassifizierung bis T3), aber noch keine Metastasierung diagnostiziert worden, so liegt
die Fiinf-Jahres-Uberlebensquote bei 45 % [7]. Die einzigen nicht invasiven Diagnostiken sind
die Harnzytologie, die Ultraschalluntersuchung und die Computertomographie. Die anderen
Diagnosemoglichkeiten sind die bimanuelle Untersuchung, die Zystoskopie und transurethale
Biopsie [7]. Dabei waren fiir lange Zeit die Zystoskopie und die Zytologie die Standardverfahren
[9, 25]. Unter Zytologie oder auch Zytodiagnostik versteht man das Herstellen von gefiarbten
Ausstrichen und die mikroskopische Untersuchung von Einzelzellen [7]. Unter Zystoskopie
versteht man die Blasenspiegelung, die augenblickliche Methode der Wahl um Blasenkrebs nicht
nur zu diagnostizieren, sondern auch, um sowohl Gréfde, wie auch die Art des Tumors zu

bestimmen [26].

Allerdings ist die Zystoskopie teuer [26, 27], invasiv und unangenehm. Die Zytologie ist
stark abhingig vom untersuchenden Zytologen, da es sich um eine quantitative Methode handelt
[25]. In einem multiinstitutionalen Test mit 9 Landern und vier Kontinenten war die Zytologie
positiv zwischen 38 % und 65 % [25]. Sie weist zwar eine Spezifitit von 80 - 100 % auf, aber
nur eine Sensitivitat von 40 % - 60 % [28]. Weiterhin hat sie eine niedrige Sensitivitat gerade im
Bereich der T=2 Tumoren, so dass sie die Blasenspiegelung nicht ersetzen kann [9, 25]. Sie
detektiert 75% der hochgradigen, aber nur 8% der geringgradigen Tumore [29]. Gerade in

diesem Bereich sind die neu aufkommenden Krebsmarker deutlich starker [25].
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Bladder Tumor Antigen (BTA) Tests gibt es in verschiedenen Varianten, der BTA stat ist
ein qualitativer Test mit sofortigem Ergebnis. Der BTA TRAK ist ein quantitativer Test, der
geschultes Personal in einem Referenzlabor erfordert [25-27]. Beide Tests beruhen auf der
Messung eines im Urin von Blasenkrebspatienten enthaltenen H-Proteins. Allerdings ist dieser
Test falsch positiv, wenn Blut im Urin enthalten ist oder bei anderen Erkrankungen, wie dem
Vorhandensein von Nierensteinen und Entziindungen und ist nicht zum Screening geeignet, vor
allem nicht bei Patienten mit anderen urogenitalen Symptomen [25, 27, 29]. Beide Tests
libertreffen die Zytologie in ihrer Sensitivitdt, aber bleiben in ihrer Spezifizitit hinter der

Zytologie zurtick [27].

ImmunoCyt ist ein Test aus einer Kombination aus Zytologie mit einem
Immunofluoreszenz  Assay. Auch dieser Test muss aufgrund des eingesetzten
Fluoreszenzmikroskops in einem Referenzlabor durch geschultes Personal ausgewertet werden
[25, 27]. Dieser Test ist aber aufgrund seiner "Neuartigkeit" nur als Ergdanzung zur Zytologie
oder Blasenspiegelung zu sehen, da er eine Sensitivitit von 50 - 100 % und eine Spezifitit von
69% - 79 % aufweist [25]. Kombiniert mit der Zytologie detektiert dieser Test allerdings 79 %
der geringgradigen Tumore und 99 % der hochgradigen Tumoren [29]. Weiterhin ergibt er
allein eingesetzt bei Patienten mit BPH 50 % und mit Blasenentziindung 40 % falsch positive

Ergebnisse [25].

Neuerdings gibt es auch hier einen Nuclear Matrix Protein Test, der auf NMP22 testet. Es
gibt zwei verschiedene Testarten, den "NMP 22 test" und den "Bladder Cancer Test", beide
quantitative Immunoassaytests und den NMP 22 BladderCheck, einen qualitativen vor Ort Test
[26, 27]. Nuklear Matrix Proteine sind verantwortlich fiir den Zellkernaufbau. Der NMP22 ist ein
Protein des Zellkern mitotischen Apparates [25], allerdings weist dieser Test fiir die tagliche
Routineanalyse eine zu schlechte Spezifizitit und Sensitivitiat auf [9, 30], da das NMP22 von
toten und sterbenden Urothelialzellen freigesetzt wird und somit auch bei gutartigen
Erkrankungen des Harnwege, wie Steinen, Infektionen, Entziindungen, Hadmaturie und
Blasenspiegelungen nachzuweisen ist [25, 29]. Somit ist fiir die Qualitit des Nachweises
essentiell wo man die Grenze zwischen gesunden und krankhaften Ergebnissen setzt [28].
Kombiniert man allerdings den NMP22 mit der Zytologie, so werden 99% der Tumore
diagnostiziert, das sind 5 % mehr als die Kombination aus Zytologie und Blasenspiegelung [29].

Somit bietet sich der NMP22 nicht alleinig aber sehr gut als Kombinationstest an [29].

UroVysion ist ein FISH (fluoreszenz in situ hybridisation) Test, der Genmutationen
(Aneuploidie) in den Chromosomen 3, 7 und 17 detektiert. Diese &dndern sich in
Urogenitaltumoren [25]. FISH {bertrifft die Zytologie iiber alle Stufen und Grade von

Urogenitalkarzinomen [25]. Allerdings hat auch diese Methode Nachteile. Da sie abhangig ist von
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einer Mindestmenge an abnormalen Zellen, behindern geringe Urinmengen, eine niedrige
Tumorlast, oder sich nicht ablésende Tumorzellen den Test [25]. Weiterhin ist sie sehr teuer

und muss in einem Labor durchgefiihrt werden [25, 27, 29].

Auch der Gehalt an Hyaloronsdure im Urin von an Blasenkrebs erkrankten Menschen ist

erhoht und gleichzeitig ein sehr glinstiger Test.

Der Nachweis von Survivin, CD44v6 und VEGF sollen hier nur kurz Erwdhnung finden,
da sie noch deutliche Schwierigkeiten im Einsatz als diagnostisches Instrument zum Nachweis

von Blasenkrebs aufweisen [28].

Ein weiteres Protein, das zu den NMP's gehort, ist das BLCA-4, dessen Vorkommen in

Urin ein Indikator fiir Blasenkrebs ist [26, 31, 32].

Man kann zusammenfassend sagen, dass die nichtinvasiven Tests die gleiche oder sogar
eine hohere Sensitivitat fiir Blasenkrebs, allerdings eine schlechtere Spezifizitdt haben, als die
Zytologie [29]. AufRerdem sind sie fiir die Patienten angenehmer. Sie befinden sich alle noch im

Entwicklungsstadium, so dass die Zukunft ihren Einsatz zeigen wird [25, 29, 33].

2.2. Formaldehyd

Formaldehyd wurde erstmals von Butlerov 1859 hergestellt und von Hofmann 1868
strukturell beschrieben und 1889 erstmals produziert [34]. Formaldehyd, der kleinste bekannte
aliphatische Aldehyd, der aufgrund seines sehr reaktiven Verhaltens seit iiber 100 Jahre als
Methylierungsagens in der organischen Chemie eingesetzt wird ist fiir den Menschen ab einer

Konzentration von 0,15 ppm wahrnehmbar [35].

2.2.1. Formaldehyd im gesunden menschlichen Kérper und Tumorzellen

Formaldehyd ist nicht nur ein Umweltgift, sondern tritt auch als Metabolit im

Stoffwechsel tierischer und pflanzlicher Organismen auf [36, 37].

»,Formaldehyde, unlike most carcinogens identified in animal cancer tests, is not a
synthetic industrial chemical but a normal metabolite in human biochemistry with an elaborate

enzymatic system already in place for handling it.”[37]

Weitergehend ist er nicht nur ein Stoffwechselmetabolit sondern ein essentielles

Intermediat [35]

,Formaldehyde is also an essential intermediate in cellular metabolism that is required

for the biosynthesis of purines, thymidine, and certain amino acids.” [35]
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Formaldehyd kann im Kérper aus verschiedenen Ausgangsstoffen durch Demethylierung
entstehen [38]. Diese Ausgangsstoffe tragen meist -N-CHz; -O-CHs oder S-CH3-Gruppen. Bei

dieser Demethylierung unterscheidet man nun zwei verschiedene Gruppen an Ausgangsstoffen:

1. Endogene, also Stoffe, die im Kdrper entstehen, wie z.B. Ne-methyl-L-lysin

2. Exogene, also Stoffe, die von aufden zugefiihrt werden, wie z.B. Nitrosamine

Dieser auf unterschiedlichen Wegen entstandene Formaldehyd hat nun unterschiedliche

Auswirkungen.

1. Die Enzyme die die endogenen Stoffe im Koérper zu Formaldehyd abbauen sind spezifisch. So
kann z. B. die g-Alkyl - lysinase nur Ne-methyl-L-lysin und etwa nicht Ne-methyl-L-lysin oder
Ne-methyl-D-lysin abbauen. Fiir den so entstandenen Formaldehyd steht dem Koérper ein
enzymatisches System zur Verfiigung in dem der Formaldehyd auch wieder abgebaut wird,
z. B. den Ein-Kohlenstoffzyklus [38].

2. Die exogenen Stoffe aus denen Formaldehyd gebildet wird werden unspezifisch von z.B.
Cytochrom P450 [39] zu unter anderem Formaldehyd abgebaut. Fiir den so entstandenen
Formaldehyd gibt es keinen vorgesehen Abbauweg, in dem er ungefahrlich gemacht wiirde,
so dass er mit Zellkomponenten in Formylierungs- und Methylierungsreaktionen reagieren
kann. Stehen nun nicht ausreichend Akzeptormolekiile, wie Cystein, Glutathion oder
Ascorbinsdure zur Verfligung konnen diese Reaktionen gefihrlich oder sogar kanzerogen

sein [38].

Weiterhin kann Formaldehyd auch noch in einer ,Steady state reaction“ von Serin mit der Serin
transhydroxymethylase gebildet werden, allerdings bildet sich dann als Zwischenprodukt ein
Enzym-Formaldehyd-Komplex, der den Formaldehyd direkt zur Tetrahydrofolsidure
transportiert, die mit Formaldehyd zu N5N0-Methyl-THF reagiert und somit am Ein-
Kohlenstoffzyklus teilnimmt [38]. Formaldehyd reagiert im Stoffwechsel ansonsten in
spontanen Methylierungs-, Formylierungs- und Hydroxymethylierungsreaktionen [38], so
methyliert und formyliert Formaldehyd die Amino-Gruppe des Lysins, wahrend es bei Arginin

nur die Guanidino-Gruppe hydroxymethylieren kann [38].

Wie oben schon erwéhnt spielt Formaldehyd im Ein-Kohlenstoff-Zyklus eine wichtige Rolle
[40], [41]. Bei dessen Bildung spielen spezifische Zellorganellen, die Peroxisomen (Abb. 2-1) und
die Demethylierung von N-G-methyl-L-argingin [36, 41], sowie N-G-methyl-L-lysin [41] eine
wichtige Rolle. Weiterhin wird Formaldehyd im S-adenosyl-L-methionin (SAM) Metabolismus
[41-43] und dem Abbau von Aminoaceton und Methylamin durch SSAO [42] gebildet.
Formaldehyd selbst spielt allerdings eine wichtige Rolle in der nicht enzymatischen Protein

Methylierung [34].



Theoretischer Hintergrund 10

2.2.1.1. Die Peroxisomen
Peroxisomen sind Zellorganellen, die in allen eukaryotischen Zellen zu finden sind und
im menschlichen Organismus insbesondere in den Nieren- und Leberzellen zu finden sind [44].
Eukariotische Zellen sind Zellen, die einen Zellkern besitzen, im Gegensatz zu prokaryotischen
Zellen, die diesen nicht aufweisen und aus denen Bakterien und andere Einzeller aufgebaut sind

[11]

Mitochondrium Peroxisom

—CoA AN
FAD FAD H,0, \

0, \
> Atmungskette ‘
H,0 \L / N FADH, 02

FADH,
ATP H,0 +1/2 0y

+ +
0, NAD NAD D E—

> Atmungskette <
l/ NADH-Export

ATP

H,O

0 Acetyl-CoA-Export
Zitronensaurezyklus - H 3(;7(

CoA: Coenzym A

FAD: Flavinadenindinucleotid

ATP: Adenosintriphosphat

NADH: Nikotinamidadenindinukleotid

Abbildung 2-1: Vergleich Peroxisom-Mitochondrium

Die Aufgabe der Peroxisomen ist die Entgiftung, bzw. der Abbau von organischen

Substanzen durch Oxidation [18]. Physiologisch sind Peroxisomen respiratorische Organellen,
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die allerdings kein Elektronentransportsystem fiir die Energiegewinnung besitzen. Unter
Organellen versteht man membranumgebene Reaktionsrdume der Zelle, die besondere
Aufgaben haben [11]. Die Peroxisomen enthalten flavinhaltige Oxidasen, die Peroxidasen, die
Wasserstoff von verschiedenen Substraten abspalten und auf molekularen Sauerstoff unter
Bildung von Wasserstoffperoxid iibertragen. Auf diese Art werden in den Peroxisomen
Fettsduren zu Kkleineren Molekiilen gespalten. Diese werden dann in der Zelle zu den
Mitochondrien transportiert und konnen dort zur Zellatmung genutzt werden. Die Peroxisomen
liegen vorwiegend in den Leberzellen vor, da sie fiir den Abbau schidlicher Substanzen, wie
Alkohol zustindig sind [45]. Bei diesem Prozess entsteht Wasserstoffperoxid der dann von
Katalasen zu Sauerstoff und Wasser abgebaut wird und ebenfalls ein Zellgift ist. Die

Peroxisomen enthalten noch weitere Enzyme, die hier aber keine Rolle spielen.

Der erwdhnte Abbau von Fettsduremolekiilen durch B-Oxidation in den Peroxisomen ist
im Gegensatz zur mitochondrialen B-Oxidation auf langkettige und mehrfach ungesattigte
Fettsduren spezialisiert. Dafiir setzen die Peroxisomen z. B. anstelle der Flavin-Adenin-Nucleotid
(FAD) abhangigen Acyl-CoA-Dehydrogenase in den Mitochondrien eine FAD abhdngige Acyl-
CoA-Oxidase ein (Abb. 2-2). Die folgende Abbildung zeigt den Mechanismus der peroxidalen (-

Oxidation langkettiger Fettsauren.

/,/ g Acyl-CoA \\\

N

Katalase \\
H0; ———»H,0 |

Acyl-CoA- 12 0,

Oxidase
\- .

Enoyl-CoA

Enoyl-CoA- / H20
Hydratase

Hydroxyacyl-CoA

Hydroxy-acyl- NAD+
CoA-

Dehydrogenase \
NADH + H+

Ketoyl-CoA

CoA-SH

Keto-
thiolase

Acetyl-CoA

/
Acyl-CoA /
/

Abbildung 2-2: Mechanismus der peroxisomalen -Oxidation langkettiger Fettsauren
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Das Coenzym A verkiirzt die Alkykette des Fettsauremolekiils um 2 Kohlenstoff — Einheiten,
wird zum Acetyl CoA und wird zur erneuten Biosynthese in die Zellfliissigkeit, das Cytosol
transportiert [46]. Dabei werden pro Durchgang zwei Molekiile des oben schon angesprochene
Wasserstoffperoxids freigesetzt. Dessen Entgiftung iibernehmen die Katalasen, die mit Hilfe des
Wasserstoffperoxids organische Metabolite, wie Phenole und Alkohole oxidieren. Dabei
entstehen aus z.B. Methanol Formaldehyd, oder sogar Essigsdure [47]. Die Katalase kann aber
bei niedrigen Wasserstoffperoxidkonzentrationen auch als Peroxidase reagieren und in einer
Disproportionierung aus zwei Molekiilen Wasserstooperoxid ein Molekill Wasser und ein
Molekiil Sauerstoff bilden. Bei dieser stufenweisen Sauerstoffreduktion bilden sich auch reaktive

Sauerstoffintermediate, die zu Lipidperoxidation fithren [46](2.2.1.2).

2.2.1.1.1. Angeregter Formaldehyd

Weiterhin entsteht in der Reaktion zwischen H;0, und HCHO angeregter Formaldehyd und
Sauerstoff [43]. Es wird diskutiert, dass die e-Gruppe des Lysins extrem beeinfluf3bar von
angeregtem Formaldehyd und Sauerstoff ist, der durch Cytochrom P450 aus kanzerogenen
Stoffen, wie z. B. Methylnitrosaminen gebildet wird [43]. Fiir die Entstehung von angeregtem

Formaldehyd ist das System aus Wasserstoffperoxid, Formaldehyd und Lysin bedeutend [48]
Lysin-:NH; + H202 — Lysin-N*H +H,0 + *OH
Lysin-:N"H + HCHO — Lysin-tNH; + *CHO
*CHO + 02 = "0-0-CHO
Lysin-¢N*H + *0-0-CHO — Lysin -sNH-C(O)H (Ns-formyl -L-Lysin)
*OH + *CHO —» HCOOH
und
Lysin-eNH; + HCHO — Lysin-eNH-CH20H — Lysin-eNH-CH3 + HCOOH
Lysin-eNH-CH3 + H,0, = Lysin-eNH; +CH;00H
CH300H - CH30"+"OH —H»0 + CH30H

—H*CHO + H;0
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2.2.1.1.2. Formaldehyd und L-Lysin

Wie bereits in 2.2.1.1.1. angesprochen reagiert Formaldehyd mit Lysin zu Ne-formyl -L-Lysin
[49]. Arginin und Lysin kénnen Formaldehyd abfangen. Dabei bilden sich Mono-, Di- und Tri-
hydroxymethylarginine (HMA) und Mono-, Di- und Tri- methyllysin (MML; DML;TML) [50], nach
dem folgenden Schema [38]:

Methylierung von Lysin Hydroxymethylierung von Arginin
HoN COOH H,N NH_ A~ T~
\A/\( CooH
I NH,
NH, NH
H,C=0 H,C=0
HO NH NH
NH COOH N NN T cooH
HO—/ \/\/\( HH NH2
labil NH
+
H,C=—O0
NH NH
HO \/\/l\
v \( NH2COOH

HSC—NH\/\/\(COOH

NH,
OH +

N
N COOH N .
HsC \( NHZCOOH
N

NH,
CHy +
F OH N
H3C—I}l\/\/\(COOH N"-Hydroxymethyl Arginine
CH
3 NH,
- . +
Né-Methyl-Lysine
H
HN N\/\/I\COOH
\( NH
' Nv
COOH
NH NH
~_

Abbildung 2-3: Methylierung von Argingin und Lysin
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2.2.1.2. Die Lipidperoxidation

Die Lipidperoxidation gefdhrdet die ungesattigten Lipide der Zellwand, da durch ROS
(Reaktive Oxygen Species) wie Singlett-Sauerstoff, Triplett-Sauerstoff, Hydroxyradikale,
Peroxyradikale oder Alkoxy-Radikale

a. Diese Lipide angegriffen werden und
b. Zellgifte, wie Formaldehyd und Acetaldehyd, aber auch Malonaldehyd, und Acrolein
(Abb. 2-3) [51] entstehen.

OOH
\\/\/\)\/\/, Aldehyde
Monohydroperoxide Formaldehyd
I,' Acetaldehyd
Acrolein
. N Propanal
/ W Pentanal
Hexanal
OOH OOH 4-Hydroxy-2-nonenal
Dihydroperoxide
/ ROSs Ketone
> 0—o0O
N Aceton
/ B AN AN S, 2-Butanon
Hydroperoxy spiroxide ooH - Dicarbonyle
/ Malonaldehyd
Glyoxal
, OOH O0—0 Methylglyoxal
/ N Diacetyl
N / -,
Ungesattigte Furane

Fettsauren lo) 0
. e Dihydro-2(3H)-furanon
Hydroxperoxy bis-epidioxide 2-Pentylfuran

Kohlenwasserstoffe

Hexan
= Heptan
Cyclohexan
OOH
Hydroxperoxy bicycloendoperoide Sekundérprodukte

Abbildung 2-4: Produkte der Lipidperoxidation ungesattigter Fettsduren

Gerade Formaldehyd wird im Zusammenhang mit vielen Krankheiten, wie Alzheimer,
Diabetes, Arthritis, Aids, aber auch Krebs diskutiert [51, 52]. Somit fiihrt eine erhohte
Lipidperoxidation zu einem erhohten Formaldehydgehalt in Urin [53]. Allerdings kann

Formaldehyd im menschlichen Kérper auch in seine unreaktive Form tiberfiihrt werden, indem
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es zu Format oxidiert wird [35, 52]. Dabei reagiert Formaldehyd nicht enzymatisch mit GSH zu
S-hydroxymethylgluthathion. Dieses wird dann von Formaldehyd dehydrogenase NAD abhingig
zu S-formylgluthathion oxidiert, welches durch die S-formylgluthathion zu Format und GSH
hydrolysiert wird [54].

Formaldehyd

GSH

S-hydroxymethylglutathion

Formaldehyddehydrogenase; NAD

S-formylglutathion

S-Formylglutathionhydrolase

Format + GSH

Abbildung 2-5: Abbau von Formaldehyd zu Format

2005 wurde festgestellt, dass die Formaldehyddehydrogenase aus zwei Enzymen besteht,
der, S-(hydroxymethyl)glutathion  Dehydrogenase (EC 1.1.1.284) und der S-
(hydroxymethyl)glutathion Synthase (EC 4.4.1.22)[55]

2.2.1.3. Der Ein-Kohlenstoffzyklus

Wie in 1 angesprochen, spielt Formaldehyd im Kérper eine wichtige Rolle, so in den
Leberzellen im Ein-Kohlenstoffzyklus als Substrat der Biosynthese von Purinen, Thymidin und
Aminosauren [35, 56] , die im Anschluss in der DNA und RNA verwendet werden. Aus diesem
Grund ist der Formaldehydgehalt in der Leber zwei bis viermal hoher als im Blut des Menschen
[56]. Zu diesem Ein-Kohlenstoffzyklus gehdren neben Formaldehyd, die Gluthathion (GSH)-
Addukte S-hydroxylmethyl-GSH, S-Formyl-GSH, die Tetrahydrofolat-Addukte N5,N10-Methyl-THF
,N5N10-Formyl-THF, N5-hydroxymethyl-THF, Serin, Methionin, Histamin und Methylamin [56].
THF kann man sich dabei als Triagersubstanz vorstellen, die des Formaldehyd als Substrat in

Serin, Ribulose-5-phosphat oder Dihydroxyaceton iibertragt [57]. THF selbst ist ein Coenzym,


http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/1/284.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC4/4/1/22.html
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das aus dem wasserléslichen Vitamin Folsdure mithilfe der Dihydrofolatreduktase gebildet wird.

Es besteht aus einem substituiertem Pteridin, einem p-Aminobenzoat und Glutamat [44].

HoN N § /\Pteridin
2 N
Y CH,

)<H /_\ p-Aminobenzoat

coo /‘ Glutamat

CH 0]
| || H Ho  Ho .
OH HN C—N C—C——CO00

Iz o,
N

Abbildung 2-6: Struktur Tetrahydrofolat

Als Ubertriger von C;-Kérpern in verschiedenen Oxidationsstufen hat THF zwei reaktive
Zentren, an denen C; Kérper gebunden werden konnen. Diese verschiedenen THF-C;-Molekiile
koénnen im Korper, wie die nachfolgende Abbildung zeigt, ineinander {iiberfithrt werden

(Abb. 2-5).

N
~ Ser
CHz Gly NADH NAD \CH2
5 5 H
N G V' ok
HNH C—N— CH3 HN—
Tetrahydrofolat N°N%-Methylen- N°-Methyl-
tetrahydrofolat tetrahydrofolat
iat +
Formiat + ATP NADP*
ADP
NADPH
H +
H,0 NH, NS
\CHZ X \(:H2 N CHz
5 H ‘/‘<H 5 H
T »
L PO it n—
(I: NH
o H
N®,N0-Formyl- N®N0-Methylen- NS-Formimino-
tetrahydrofolat tetrahydrofolat tetrahydrofolat

ADP
ATP

N
CH,
J<”
5N|H CH,
C.
2N
O/ H

N°-Formyl-
tetrahydrofolat

Abbildung 2-7: Umwandlungen der Ein-Kohlenstoff-Einheiten am Tetrahydrofolat
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Dabei entstehen die drei wichtigsten Ubertragermolekiile [44]:

— N10-Formyl-THF als Carbonsauretibertrager, in Form von Formylgruppen
— NSN20-Formyl-THF als Aldehydiibertrager, in Form von Hydroxymethylgruppen
— N5-Methyl-THF als Alkoholiibertrédger, in Form von Methylgruppen

Die wohl wichtigsten von THF unterstiitzten Biosynthesen sind:

— die Biosynthese von Methionin aus Homocystein durch den Ubertrag einer
Methylgruppe des N5>-Methyl-THF [41]

— die Thymin-Synthese durch N5N10-Formyl-THF [58]

— der Ubertrag von dem Methylkohlenstoff zur Bildung des Desoxythymidylats aus
Desoxyuridylat (dUMP) mithilfe von N5N10-Formyl-THF unter Oxidation zum
Dihydrofolat. Mit  Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (NADPH) als
Reduktionsmittel und der Dihydrofolat-Reduktase wird dann das Dihydrofolat

wieder zum Tetrahydrofolat reduziert

Die folgende Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht dieser (Abb. 2-6).

2H (NADPH+H") 2H (NADPH+H")

T l Homocystein
—> Folat Dihydro-Folat ;—» Tetrahydro-Folat Vitamin B12
DHFR Serin
Methionin
B6
Glycin  2H (NADPH+H")
N5, N10-Methylen N5-Methyl-
-
/ Tetrahydro-Folat < Tetrahydro-Folat
dTMP dumP A

2H (NADPH+H") |

N5, N10-Methenyl-
Histidin ——» ——» ——>» ——>»

Tetrahydro-Folat

/!

N10-Formyl-Tetrahydro-Folat — Purinsynthese

—» Aufnahme mit der Nahrung

Abbildung 2-8: Tetrahydrofolatstoffwechsel
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Die folgende Abbildung gibt einen Uberblick iiber den Ein - Kohlenstoffzyklus [40]

Cholin Glycin, Serin 5- Formyl THF

| —

NADP
THF + H,C=0== Methylen THF =———= Methin-THF <~ 10 Formyl THF

+ Glyci NADH \
Thymidylat
+ DHF

Serin S-Methyl THF Purin
Methionin l
Histidin

S-Adenosylmethionin

Cholin

Abbildung 2-9: Schematische Darstellung des Ein Kohlenstoffzykluses

Weiterhin wird Formaldehyd auch bei der Demethylierung von N-6-methyl-L-lysin zu L-Lysin
gebildet [41], aber bei der Bildung von N ¢-formyl-L-Lysin abgebaut [59]. Aus Formaldehyd und
GSH bildet sich mithilfe der Formaldehyd-dehydrogenase dann S-formylgluthadion [60]. Das in
der spater beschriebenen Transmethylierungsreaktion entstehende Formaldehyd wird in der
enzymatischen Reaktion von Histamin zu N-Methylhistamin gebildet und formt in dieser
Reaktion Formaldemethon aus Dimedon [42]. Weiterhin wird fiir diese Reaktion die Guanidin -

Gruppe von L-Arginin benotigt [42].

2.2.1.4. S-Adenosyl-L-methionin (SAM)-Metabolismus

SAM wird in der cytosolischen enzymatischen Reaktion von L-Methionin und ATP gebildet
und wirkt als Methyl-Donator in fast allen Transmethylierungsreaktionen, wie auch der DNA -

Methylierung [42], wobei als Nebenprodukt Formaldehyd [43] entsteht (Abbildung 2-10)
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Abbildung 2-10: Metabolische Wege von SAM [42]

Bei der Demethylierung vom SAM wird ebenfalls Formaldehyd gebildet (Abbildung 2-11).
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Abbildung 2-11: Demethylierung von SAM [42]

Der so gebildete Formaldehyd ist der Methylgruppeniibertrager in einigen enzymatischen

Transmetylierungsreaktionen [59].
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S-Adenosyl-L-methionin

(SAM)
CH,0
ATP

L-Methionin S-Adenosyl-L-homocystein
(SAH)

H,0
CH,0
L-Homocystein

Abbildung 2-12: SAM-Metabolismus

SAM ist der wichtigste Ubertriger von Methylgruppen, da es durch die positive Ladung am
Schwefel direkt an der Methylgruppe im Vergleich mit THF die Abgabe deutlich fordert [18].

2.2.1.5. Der Abbau von Aminoaceton und Methylamin durch SSAO
Liegt eine erhohte SSAO - Aktivitdt vor, so fiihrt dies zu oxidativem Stress und Protein-
Verlinkung [42]. Weiterhin wird Formaldehyd auf mannigfaltigen Wegen als

Hydroxymethylgruppe in vielen verschiedenen Molekiilen eingebaut und so abgebaut [42].

2.2.1.6.  Formaldehyd in der nicht enzymatischen Protein-Methylierung

Formaldehyd ist nicht nur ein spontanes Methylierungsagens sondern auch ein simultanes
Formylierungsagens fiirAminosauren, aliphatische Amine und Nucleinsdurebasen speziell fiir L-
Lysin und L-Arginin. Diese beiden Aminosauren wirken als Antagonisten fiir Formaldehyd [34].
Die methylierten Derivate von L-Lysin steigern die Zellproliferation, die methylierten Derivate

der L-Argingin entgegen hemmen sie [34].

2.2.1.7. Formaldehyd im Zusammenhang mit Methylierungssubstanzen
Formaldehyd wird auch aus der direkt methylierenden Species CHZ gebildet, indem CHZ mit

Gewebswasser zu Methanol reagiert, welches in vivo zu Formaldehyd oxidiert wird [61].

CHs* + H.0 —» CH30H — CH:20
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Da CHZ auch beim Abbau von Hydrazinen und Nitroso-Verbindungen entsteht, entsteht hier

ebenfalls Formaldehyd [34].

2.2.1.8. Cytochrom P 450

Wie schon in der 1 erwdhnt, gibt es einen unspezifischen Weg auf dem Formaldehyd, dort
gebildet wird, ,wo er nicht hingeh6rt”, namlich aus Stoffen, die dadurch kanzerogen werden, da
der Korper an dieser Stelle keinen Abbauweg fiir Formaldehyd vorgesehen hat [38]. Diese
Cytochrom P 450 Isoenzyme verbrauchen Wasserstoffperoxid und bilden angeregten
Formaldehyd. Dieser angeregte Formaldehyd ist ein Biradikal [62], wobei die C-O-Bindung
Biradikalcharakter aufweist. Dieses Biradikal extrem reaktiv gegeniiber der DNA und RNA und

reagiert noch schneller mit dieser unter in 2.2.4.2 angesprochenen Reaktionen.

2.2.2. Formaldehyd in Tumorzellen

Tong et al. bestimmten 2010 den Formaldehydgehalt in Rattenbrustkrebszellen,
menschlichen Lungenkrebszellen, Brustdriisenkrebszellen, Knochenmarkkrebszellen und
fanden heraus, dass in jeder Krebszelle der Formaldehydgehalt gegeniiber gesunden Zellen
signifikant erhoht war [12]. Der Stoffwechsel einer an Krebs erkrankten Zelle ist auf viele Arten
anders als der einer gesunden Zelle [63]. Wie schon in Abschnitt 2.2.1.3. erliutert, ist
Formaldehyd eine wichtige Komponente im Ein-Kohlenstoffzyklus. 1977 stellten Thorndike et
al. fest, dass Lymphozyten mehr Formaldehyd produzieren als Granulozyten. Ihr Verdacht war
die Existenz eines Enzyms, das N5-Methyl-THF in Tetrahydrofolat und Formaldehyd tiberfiihrt
[64], denn in Lymphozyten ist die Ubertragung einer Methylgruppe auf Amine enzymatisch, da
N5-Methyl-THF enzymatisch zu N5N10-Formyl-THF oxidiert wird und nicht abhdngig von der
Methyltransferase ist. Dabei zerfallt das Zwischenprodukt in Tetrahydrofolat und Formaldehyd.
Es gibt in diesem Zyklus zwei Enzyme, deren Gehalt in krebskranken Lymphozyten deutlich
erhoht ist, die NS5N10-Formyl-THF-Reduktase und die N>-Methyl-THF-Homo-cysteine-
Methyltransferase. Beide produzieren Formaldehyd, wodurch der erhdhte Formaldehydgehalt
im Urin leukdmiekranker Menschen zu erkldaren ist. Weiterhin ist der Zellstoffwechsel einer
Tumorzelle erhoht, wodurch der Formaldehydspiegel in der Zelle und der Zellumgebung erhéht
ist. So wurde in der Atemluft von Brustkrebs und Lungenkrebspatienten ein signifikant erhohter
Formaldehydgehalt gegeniiber gesunden Probanden festgestellt [65] und ein erhéhter
Formaldehydgehalt in dieses Krebszellen [12]. Fuchs et al. haben allerdings keinen signifikanten
Unterschied zwischen an Lungenkrebs erkrankten und nicht Lungenkrebspatienten festgestellt

[66].
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Zusammenfassend kann man also sagen, dass die folgenden Faktoren den

Formaldehydgehalt in Krebszellen und Zellumgebung erhéhen:

— die gestiegene Zellteilungsrate und der damit verbundene beschleunigte Zellstoffwechsel
— eine erhohte Lipidperoxidation

— im Fall von Leukdmie, die erhéhte Zahl Formaldehyd produzierender Enzyme

Da Formaldehyd ein Stoffwechselmetabolit ist, ist der Formaldehydgehalt nur in der Zelle
und der Zellumgebung erh6ht. Also in der Atemluft bei Brust- und Lungenkrebs [3] und in Urin

bei Urogenitalkrebs wie Prostata- oder Blasenkrebs und Leukdmie [2, 64].

2.2.3. Formaldehyd und andere Krankheiten

Formaldehyd scheint auch im Zusammenhang mit anderen Krankheiten zu stehen, wie:

— Karies in verschiedenen Entwicklungsstadien [67-69] und paradontdsen Zahnen, dies
fithrt zu einem erhohten Formaldehydgehalt in Speichel und Zahnmaterial [70, 71]

— Diabetes [72, 73]

— In virus- oder mikrobakteriell befallenen Geweben und Geweben, die Hitze ausgesetzt
waren oder mit schadigenden Substanzen versetzt wurden ist der Formaldehydgehalt
deutlich erhoht, bei einer gleichzeitigen Erniedrigung der als formaldehydproduzierend

bekannten methylierten Substanzen [74].

2.2.4. Formaldehyd als Krankheitsausldser

2.2.4.1. Allgemein

Formaldehyd ist eine januskopfige Chemikalie, denn Formaldehyd ist nicht nur ein

Stoffwechselmetabolit und eine Indikator, sondern selbst auch ein Verursacher von Krankheiten.

»...formaldehyd has a “double face”, it is indispensable in biological systemy, but under
certain conditions (e.g., in excited state, in random methylation reaction or when its local
concentration is increased to a high level etc.) it may be deleterious, toxic, mutagenic, or a

carcinogenic compound.”[61]

Formaldehyd gilt als stark allergieauslésende Chemikalie [75] und ist, als eine der die
oberen Atemwege am stirksten reizende Chemikalie, vom Menschen schon ab einer
Konzentration von 0,15ppm wahrnehmbar [35]. Eine Exposition fiihrt je nach der

Konzentration, der man ausgesetzt war, zu
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— Augenreizungen und Reizungen der oberen Atemwege [76-78]
— Kopfschmerzen [76-78]

— Schwindel [76-78]

— Miidigkeit [76-78]

— Gedachtnisverlust [76-78]

— Durst [76-78]

— Husten [76-78]

— Asthma [76-78]

— Bewusstseinsverlust [76-78]

— Gefaf3kollaps [76-78]

— Lungenentziindung [76-78]

— Blutungen [76-78].

— Einer Schadigung des Frontalen Cortex und Hippocampus [79].
— in den Lungenzellen beim Einatmen Apoptotis [80]

— chronische irreversible neurologische Beeintrachtigung [81], bei langerer Exposition

Gasformiger Formaldehyd kann in der Nase absorbiert [76] und in den Nasenschleimhiuten
durch Formaldehyddehydrogenase mithilfe von NAD+ und GSH zu Formiat oxidiert werden [35,
82, 83].

2.2.4.2. Zytotoxizitdt
Der im Korper entstandene {iberschiissige Formaldehyd kann viele metabolische
Reaktionsschritte besonders bei der Umsetzung von Aminosduren und im Citratcyklus [84]

storen. Formaldehyd hemmt:

— die Oxidation von Succinat, Glutamat, a-Oxoglutarat und Pyruvat

— die Dinitrophenol stimulierte Adenosin-Triphosphatase (ATPase)

— die ATP-abhingige Riicknahme des Elektronentransportes in den submitochondrialen
Partikeln

— den Phosphattransport

— die Leucyl-RNA-Synthetase und damit die Protein-Biosynthese

Weiterhin greift Formaldehyd die NAD-Flavin-Region der Atmungskette an. Alle diese
Auswirkungen sind dafiir verantwortlich, dass Formaldehyd selbst als zytotoxisch, mutagen und

kanzerogen klassifiziert wird [35, 57, 76, 85, 86].

Neben der Hemmung der oben genannten Prozesse kann Formaldehyd aber auch ,klassisch

chemisch” schadigen, indem er mit Aminosduren, Proteinen, Nukleosiden, Nukleotiden,
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Nukleinsduren und Nukleoproteinen reagiert und kovalente Bindungen mit DNA und RNA bildet.
Dies begriindet seine Mutagenitat und Genotoxizitat [35, 74, 82, 83, 87, 88]. Als Beispiel ist in
Abbildung 2-13 die Reaktion zwischen Formaldehyd und Adenin gezeigt [89].

H

é[\> FH(*) Ki\>

R R R
Abbildung 2-13: Reaktion von Formaldehyd mit Adenin

Durch solche Verdnderungen der DNA kann es zu Punktmutationen am genetischen

Material, Briichen der DNA und Chromosomenaberrationen kommen [76, 85, 87, 88].

Zusammenfassend kann man sagen, dass Formaldehyd selbst die DNA und RNA auf zwei

Wegen methylieren kann [34]:

1. Methylierung iiber den Ein-Kohlenstoff-Zyklus, Formaldehyd wird enzymatisch in S-
Adenosyl-L-Methionin eingebaut

2. Direkte spontane Methylierung
2.1. Direkt tiber S-Adenosyl-L-methionin
2.2. Durch direkte spontane Methylierungsreaktionen von Formaldehyd mit Proteinen und

Basen in Nucleinsiauren, wie oben beschrieben

Aufgrund der in vivo Reaktion von CHJ, das bisher als der ultimative carcinogene Metabolit

gilt,

,The liberated CHZ is assumed to be the ultimate carcinogenic metabolite methylating the

macromolecular cellular components such as proteins, DNA, RNA, etc.”[34]

ist es schwierig, zwischen CHY und Formaldehyd als methylierendes Agens zu

unterscheiden.

,0ur results strongly suggest that it is difficult to differentiate between the direct
methylation with CHY and direct methylation with formaldehyde in in vivo experiments,
because both compounds could be liberated simultaneously from DMN (N-Methyl-

diazohydroxid) in in vivo metabolism.”[34]
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Die folgende Abbildung verdeutlicht nochmals die verschiedenen Methylierungswege des

Formaldehyds [61].

nicht-enzymatisch
direkt indirekt direkt enzymatisch
CH,* CH,0 CHy* CH,0

Proteine, DNA, RNA L-homocystein
Methylierte Proteine S-adenosyl-L-methionin (SAM)
DNA, RNA
willkiirlich )
Uber den direkt
Ein-Kohlenstoff-Zyklus
Enzymatische Nicht-Enzymatische
Protein-; DNA- ; Protein-; DNA- ;
RNA- Methylierung RNA- Methylierung
kontrolliert willkiirlich

Abbildung 2-14: direkte, nicht enzymatische und enzymatische Methylierung

Eine weitere Komponente der Kanzerogenitat von Formaldehyd ist die Erh6hung der
Zellumsatzzahl und die damit verbundene Erhohung des Zellwachstums, der Proliferation des
Zellgewebes [35, 85]. Gleichzeitig ist diese Genotoxizitit von Formaldehyd umstritten [90-94],
so dass Schmid et al. zwar die formaldehydinduzierten DNA Crosslinks und auch den Schwester-
Chromatid-Austausch nachgewiesen, aber die cytogenetischen Effekte in Blutkulturen als
unwahrscheinlich eingestuft haben [95]. Costa et al. haben herausgefunden, dass die
Genotoxizitit beim Einatmen zumindestens nicht ausgeschlossen werden kann. [96],
wohingegen Costa et. al und Speit et al. nach Inhalation von Formaldehyd keinerlei signifikante
genotoxische Effekte auf Broncho-alveolar-Zellen [93], bzw. keine systematischen genotoxische
Effekte im Blut [92] nachweisen konnten. Die Kanzerogenitit ist zumindestens fiir Tieren in
Form von ausgeldsten Nasaltumoren [90], aber noch nicht bei Menschen belegt [97] und auch
von einigen Quellen bestritten [91]. Heck et. al widersprechen ebenfalls dem

leukemieauslosendem Effekt von eingeatmetem Formaldehyd [56].



Theoretischer Hintergrund 27

2.2.5. Nachweismethoden fiir Formaldehyd

2.2.5.1. Uberblick

Es gibt eine Vielzahl an Nachweismdglichkeiten fiir Formaldehyd in verschiedenen
Matrizen. Dabei sollte man direkte und indirekte Nachweismoéglichkeiten unterscheiden. Direkte

Nachweismoglichkeiten sind:

—  Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer (FTIR) [98, 99]

Selected ion flow tube mass spectrometry (SIFT-MS) [2, 100, 101]
— Resonance Enhanced Multi-Photon Ionization mass spectrometry (REMPI-MS)

[102]

Polarographie [103]

Es gibt nur so wenige direkte Formaldehydnachweise, da der Stof3querschnitt so klein ist
[104], dass ein spektroskopischer Nachweis enorm aufwandig und komplex ist. Alle diese

Moglichkeiten wurden hier aufgrund ihres grofden technischen Aufwandes aufderachtgelassen.

Fiir den indirekten Formaldehydnachweis gibt es eine deutlich gréfiere Zahl an
Nachweismoglichkeiten. Um einen verstidndlichen Uberblick zu geben, sollte man im ersten
Schritt die Detektionsart und die vorhergehende Derivatisierung von Formaldehyd

differenzieren. Folgende Detektionsarten werden benutzt:

UV-VIS-Absorption [51, 72, 77,105-130] [108, 131-136]

— Massenspektrometrie [51, 113, 133, 137-153]

— Polarographie [154]

— Electron Capture Dissociation (ECD) [141, 147, 155-157]
— Flammenionisationsdetektor (FID) [150, 158-160]

— Fluoreszenz [118, 161-164] [165-168] [164] [69, 166-172]
— Nitrogen phosphorus detector (NPD) [4, 51, 86, 173-178]
— Amperometrie [179]

— Elektrochemisch [73]

— Radiometrisch [180]

— Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) [151, 152]

Folgende Derivatisierungsreagenzien werden eingesetzt:

— Chromotropsaure [105, 107, 181, 182]
— Diphenylhydrazon (DNPH) [51, 72,77,108-113, 137, 154, 155]
— 4-Pentafluorophenylhydrazinhydrochlorid (PFPH) [113, 138, 139]
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— 0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyl)-hydroxylamin (PFBHA) [51, 140-148, 156, 158-160]

— N-methyl-4-hydrazino-7-nitrobenzo-furazan (MNBDH) [114, 115]

— 3-Methyl-2-benzothiazol-hydrazon (MBTH) [116-119]

— Cysteamin [4, 51, 86, 173-178]

— Dopamin

— Dansylhydrazin [161]

— Phenylhydrazin [120, 121]

— Tryptophan [122]

— Brilliantgriin [123]

— Malachitgriin [124]

— Tetrasubstituiertes Amino-aluminium-phtalocyanin (TAAIPc) [162]

— Pararosanilin [125-127]

— Formaldehyddehydrogenase [128, 179]

— 2,4-Pentadion [129-131, 150, 157, 164-169, 183]

— 5,5-Dimethyl-1,3-cyclohexadion (Dimedon) [69, 73, 132, 133, 135, 136, 149, 151,
180, 184, 185]

— 1,3-Cyclohexadion (CHD) [166]

— Acetoanilid [170-172]

Flr eine bessere Verstiandlichkeit folgt eine tabellarische Ubersicht, in deren Anschluf3 sich

eine Ubersicht derjenigen Kombinationen befindet, die nur einmal aufgetreten sind



Derivatisierung UV-VIS APCI-MS ECD MS FID Fluoreszenz NPD Elektro-chemisch
2,4-Pentadion [129] [130, | [149] [157] [150] [150] [163, 164] [165-168] [167-
131] 169]
Acetoanilid [170-172]
Brilliantgriin [123]
CHD [166]
Chromotropsaure [105-107]
Cysteamin [4, 51, 86,
173-178]
Dansylhydrazin [161]
Dimedon [108, 132, 134- [133] [69] [73]
136]
DNPH [51, 72, 77, | [137] [155]
108-113]
Dopamin [73]
Formaldehyd-dehydrogenase [128] [179]
Malachitgriin [124]
MBTH [116-119] [118]
MNBDH [114,115]
Pararosanilin [125-127]
PFBHA [147,156] [51,143-147] [158-160]
PFPH [113, 139]
Phenylhydrazin [120, 121]
TAAIPc [162]
Tryptophan [122]
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— Polarographie mit DNPH [154]
— ID-MS mit PFPH [138]

— Cl-lontrap-MS mit PFBHA [140]
— NCI-MS mit PFBHA [141, 148]

—  MI-MS mit [142]

— ESI-MS mit 2,4 Pentadion [149]
— Radiometrisch mit Dimedon [180]
— OPLC mit Dimedon [67-69, 151]
— NMR mit Dimedon [151, 152]

— EI-MS mit Dimedon [151, 152]
— Maldi-MS mit Dimedon [153]

Oft setzt eine solche Vorbereitung eine sich anschlieRende Trennung voraus. Die folgenden

Trennmethoden werden benutzt:

— High pressure liquid chromatography (HPLC) [72,77,108-110, 112,113, 137] [114, 115]
[73][161] [130, 131, 149] [73, 132, 134, 135, 153]
— Gaschromatographie (GC) [155] [113, 138, 139] [141, 148] [158-160] [51, 143-147]
[4,51,86,173-178] [150] [129] [157]
— Over pressure liquid chromatography (OPLC) [136, 152] [151] [67-69, 153]
— Diinnschichtchromatographie (DC) [180]
— Liquid chromatography (LC) [133]

Auch hier soll eine nachfolgende tabellarische Ubersicht gegeben werden:



Derivatisierung keine HPLC GC OPLC DC LC
2,4-Pentadion [163, 164] [165- | [130,131,149] [150] [129] [157]
168] [167-169]
Acetoanilid [170-172]
Brilliantgriin [123]
CHD [166]
Chromotropsaure [105-107]
Cysteamin [4,51,86,173-178]
Dansylhydrazin [161]
Dimedon [185] [73,132,134,135,153] [136, 152] [151] [67-69, | [180] [133]
153]
DNPH [154] [137] [72, 77, 108-110, 112, | [155]
113, 137]
Dopamin [73]
Formaldehyddehydrogenase [179] [128]
Malachitgriin [124]
MBTH [116-119]
MNBDH [114,115]
Pararosanilin [125-127]
PFBH [113,138,139]
PFBHA [140] [142] [141, 148] [158-160] [51,
143-147]
Phenylhydrazin [120,121]
TAAIPc [162]
Tryptophan [122]
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Mit all diesen Moglichkeiten ist Formaldehyd in

Luft [106, 111, 112, 114, 118, 125, 126, 137, 140, 157, 159, 161, 165-168, 185-
193]

— Abgasen [98, 110, 175]

— Rauch [143]

— Regenwasser [119]

— Wasser [155,170-172]

— Abwasser [124, 194]

— Urin[2,53,72,73,77,100, 132,169, 180, 195-204]
— Speichel [69, 108]

— Atemluft [183]

— Gewebe [6, 51, 205, 206]

— Fisch [128,176]

— Ausgasungen von Holzverbundwerkstoff [207, 208]
— Zigarettenrauch [86, 177]

— Kosmetik und Haushaltschemikalien [139, 209]

— Fingerfarben [129, 150]

— emittiert von Kleidung [130]

— inAlgen [151]

— Pflanzen [135, 136]

— Pilzen [152]

— Weintrauben [153]

— Gefafdsporenpflanzen [134]

— feuchten Babytiichern [131]

nachgewiesen worden. Auf die einzelnen Detektionsmoglichkeiten soll hier nicht weiter
eingegangen  werden. Im  Folgenden  sollen  allerdings die  verschiedenen
Derivatisierungsmoglichkeiten, sowie die verschiedenen weiteren Moglichkeiten Formaldehyd

nachzuweisen vertiefend erlautert werden.

2.2.5.1.1. Spektroskopischer und massenspektrometrischer Nachweis

Begonnen werden soll dieser Uberblick mit den wenigen direkten Formaldehydnachweisen.
Formaldehyd lasst sich auch spektroskopisch nachweisen. So wurde 1978 wahrend einer
Smogperiode in Claremont, Kalifornien mit einer Langwegabsorptionszelle Formaldehyd mit
FTIR neben anderen Stoffen wie Salpetersaure, Ameisensdure, PAN und Ozon bestimmt [99].
FTIR-Spektroskopie wurde auch zum Nachweis von Formaldehyd in Autoabgasen eingesetzt

[98]. Formaldehyd wurde in Luft auch durch REMPI-MS nachgewiesen [102].
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2.2.5.1.2. Chromotropsdure (1,8-dihydroxynaphtalen-3,6-di-sulfonséiure)

Einer der dltesten Formaldehydnachweise ist der Chromotropsaurenachweis, der 1937
von Edwin Eegriwe vorgestellt wurde. Chromotropsaure reagiert mit Formaldehyd zu einem
violetten Komplex, der bei 580 nm colorimetrisch detektiert werden kann [105]. Der
Mechanismus der ablaufenden Reaktionen wurde erstmals von Georghiou et al. 1988 vorgestellt.
Sie postulierten, dass sich in einem ersten Schritt ein Formaldehyd-Chromotropsaure-Addukt
(A) bildet. Anschliefiend wird dieses Addukt durch konzentrierte Schwefelsdure zu einem
Dibenzoxanthen dhnlichem Produkt (B) dehydriert. Dieses wird darauffolgend ebenfalls durch
die Schwefelsdure zum Monokation (C) oxidiert, das die Hiickel-Regel befolgt und somit
besonders stabil ist [181]. Die Schwefelsdure erfiillt also zwei Aufgaben, sie dehydriert und
oxidiert, so dass der Einsatz von konzentrierter Schwefelsdaure notig wird [181]. Diese sollte
zwischen 86% und 96% liegen [182] und hat einen gréfderen Einfluss auf die Ausbeute, als die
Chromotropsaurekonzentration. Die  Farbung ist weiterhin abhingig von der

Formaldehydkonzentration und der Temperatur.

HO3S SO3H

O 0 ‘
OH+ H—X + HO
H
HO3S OH HO SO3H

Abbildung 2-15: Mechanismus Chromotropsidurenachweis
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1962 stellten Sawicki et al. Variationen dieses Nachweises vor, indem sie
Chromotropsaure durch 6-Amino-1-naphtol-3-sulfonsaure (J-Acid), bzw. 6-Anilin-1-naphtol-3-
sulfonsdure ersetzten. Dadurch erzielten sie eine grofdere Empfindlichkeit gegeniiber
Formaldehyd [107]. Clermont et al. nutzten 1976 wund Silberstein 1990 den
Chromotropsaurenachweis um Formaldehyd aus Holzprodukten nachzuweisen [207, 208] und
Pretto et al. stellten die Moglichkeit 2000 vor, die Reaktion in einem Tropfen Chromotropsaure
ablaufen zu lassen. Dabei wird die Farbanderung des Tropfens mit einer LED als Lichtquelle und
Photodioden als Detektoren beobachtet. So wurde der Bedarf an Chemikalien fiir den Nachweis
drastisch erniedrigt [106]. 2004 entdeckten Gigante et al. eine Moglichkeit auf die Schwefelsaure
zu verzichten, indem sie diese durch eine Mischung auch Phosphorsidure und

Wasserstoffperoxid, sowie der Behandlung in einer Mikrowelle ersetzten [210].

Der grofdste Nachteil des Chromotropsdurenachweises sind die drastischen
Reaktionsbedingungen, da in heifer konzentrierter Schwefelsaure [184, 211] oder einer
Mischung aus Phosphorsdure und Wasserstoffperoxid [210] gearbeitet wird. Ein weiterer
Nachteil liegt darin, dass andere Aldehyde und Ketone den Nachweis storen und dieser somit
nicht flir Proben, die andere Aldehyde oder Ketone enthalten geeignet ist [212]. Aus diesem
Grund zogen Gryllaki-Berger et al. 1992 die Hantzsch Reaktion dem Chromotropsaurenachweis
zum  Nachweis von  Formaldehyd in  Haushaltschemikalien vor, da der
Chromotropsiurenachweis einen zu grofien Anteil an Fehlfirbungen oder falsch-positiven
Ergebnissen aufweist [209]. Weiterhin storen auch Nitrite und Nitrate den Nachweis durch
Fehlfarbungen [213]. Auch Rodriguez et al. gaben der Hantzsch-Reaktion mit dem Nash-
Reagenz, sowie dem Nachweis mit MBTH den Vorzug vor dem Chromotropsaurenachweis, da

diese beiden Nachweise sensitiver, schneller und leichter zu handhaben sind [118].

2.2.5.1.3. Formaldehydnachweise mit Hilfe von Derivatisierungen

Aufgrund seiner guten Wasser- und Fettloslichkeit in Verbindung mit der hohen Fliichtigkeit
wird Formaldehyd oft erst nach dem Ablaufen einer Derivatisierungsreaktion nachgewiesen [51,
146]. Diese Derivatisierungen bieten den Vorteil, dass konventionelle Detektoren, wie z.B. ein
UV/VIS-Detektor im Anschluss einer GC-Trennung eingesetzt werden konnen [158]. Die Bildung
von Hydrazonen ist dabei eine der beliebtesten Derivatisierungen. Formaldehyd reagiert dabei
in einer nukleophilen Addition an den Carbonylkohlenstoff des Formaldehyds durch

verschiedene Hydrazine, die im Folgenden vorgestellt werden sollen, zu einem Hydrazon.
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2.2.5.1.3.1. 2,4-Diphenylhydrazon

Das am haufigsten eingesetzte Hydrazin ist 2,4-Diphenylhydrazin (DNPH) [51, 108, 140].
Dessen Reaktionsprodukt wird nach HPLC-Trennung durch UV/VIS-Detektion nachgewiesen.

DNPH wird unter sauren Bedingung zum Hydrazon derivatisiert [77].

NO, NO,
H H
H H+ H |
>:o + O,N N—NH, —= O,N N—N=—CH +H,0
H

Abbildung 2-16: Reaktion von Formaldehyd mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin zu
2,4-Dinitrophenylhydrazon

Da hier oft noch eine nachfolgende Trennung eingesetzt wird, lassen sich mehrere Aldehyde
nebeneinander nachweisen [72, 77, 108-110, 112, 113, 137]. Anschliefiend werden
verschiedene Detektionsmethoden, wie ein APCI-MS-System (atmospheric pressure chemical
ionisation masspectrometry) im negativen lonisierungsmodus [137] oder auch UV-Detektoren
eingesetzt [72, 108-113]. Eine weitere Moglichkeit ist das gebildete Hydrazon polarographisch
nachzuweisen. Da Formaldehyd in seiner hydratisierten Form [CH2(OH)2], aber polarographisch
nicht bestimmbar ist, kann die Derivatisierung zu dem Hydrazon auch zur indirekten
Formaldehydbestimmung mithilfe der Wechselstromvoltammetrie mit stationdrer
Quecksilberelektrode benutzt werden [154]. Formaldehyd kann aber auch polarographisch
gemessen werden, indem man im alkalischen Medium misst, da dann das Gleichgewicht auf der
Seite der deprotonierten, polarographisch bestimmbaren Form [H>C(OH)O-] liegt [103]. Auch
der Nachweis des gebildeten Hydrazons durch GC-ECD wurde durchgefiihrt und ist fiir einen
Nachweis in Wasser sehr gut geeignet, da durch die GC viele storende Substanzen abgetrennt

werden [155].

2.2.5.1.3.2. 4-Pentafluorophenylhydrazinhydrochlorid

Derivatisiert man Formaldehyd mit PFPH, so bildet sich ein Hydrazon (Abb. 2-9), welches
mit GC-MS oder auch mit Headspace GC-MS oder ID-MS nachgewiesen werden kann [113, 138,
139].

CH,
Y
F ITIHZ F T/
F NH F NH
+ o ——
- H,0
F F F F
F F

Abbildung 2-17: Reaktion von Formaldehyd mit Pentafluorphenylhydrazin zum Hydrazon
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Wird Formaldehyd in stadtischer Umgebung gemessen, so werden mit PFPH beschichtete
Kieselerdepatronen eingesetzt, durch die Luft geleitet wird. Anschlief}end werden die Patronen
mit einem Dichlormethan-Acetonitril-Gemisch gespiilt, dieses eingedampft, wieder in
Trichlormethan gelést und auf eine GC gegeben [113]. Fiir eine sich anschliefdende
GC-Untersuchung eignet sich eine Derivatisierung mit PFPH eher als die mit DNPH, da die
meisten anderen Carbonyle, die neben Formaldehyd nachgewiesen werden sollen, mit DNPH

schwerer fliichtige Derivate bilden [51].

2.2.5.1.3.3. 0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyl)-hydroxylamin PFBHA

Wahrend der Derivatisierung von Formaldehyd mit PFBHA entsteht ein Oxim [158]

NH N
F c|3/ 2 F (l)/ i
CH, H F CH,
+ >:O —_—
F H F

Abbildung 2-18: Reaktion von Formaldehyd mit PFBHA zum Oxim

Das gebildete Oxim wurde anschlieffend mit Cl-lon-Trap-MS [140], GC-NCI-MS [141] oder
MIMS [142] nachgewiesen. Fiir Headspace-Untersuchungen von Kosmetika und Bauprodukten
[158] oder Innenraumluftuntersuchungen [159] werden direkt mit PFBHA beschichtete
Festphasenextraktionfasern eingesetzt und das gebildete Derivat dann mit GC-FID
nachgewiesen. Zur Untersuchung chinesischer Raucherstidbchen [143] oder Luft [160] wird die
SPME-GC-MS, bzw. SPME-GC-FID eingesetzt. Bei der Untersuchung von wassrigen Proben wird
die Aufgabeeinheit einer MIMS direkt in der Fliissigkeit eingesetzt und mit EC im negativen
Ionenmodus gekoppelt [142] oder eine HS-GC/MS durchgefiihrt [145] und fir wassrige Extrakte
von Haushaltsprodukten [144] oder Wasser, bzw. Rattenurin nach Gabe von Chemikalien, die
oxidativen Stress ausldsen [141] ebenfalls die HS-GC/MS (im NCI-Modus) eingesetzt. Weiterhin
wurde fiir die Untersuchung in wassriger Phase eine HS-SPME-GC-MS eingesetzt [146]. Die
Headspace-Methode wurde fiir die Analyse verschiedener Carbonyle mit einer ECD gekoppelt
[156]. Fiir die Untersuchung von Luft wird ein Tenax TA Kugel mit PFBHA beschichtet und das
Oxim anschliefdend mit Hexan desorbiert und mit einer GC vermessen [147]. Die Derivatisierung
mit PFBHA wird auch zum Nachweis von Carbonylen in pharmazeutischen Produkten
kombiniert mit einer SHS-GC-(NCI)-MS eingesetzt [148]. Die Detektion mit der PFBHA-

Derivatisierung ist oft bevorzugt, wenn verschiedene Carbonyle gleichzeitig nachgewiesen
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werden sollen [214] und der Derivatisierung mit PFBH bei Derivatisierungen auf der Faser

vorzuziehen [146].

2.2.5.1.3.4. N-Methyl-4-hydrazino-7-nitrobenzo-furazan (MNBDH)

Eine hdufig auf Formaldehyd untersuchte Matrix ist Luft. Da sowohl Stickstoffdioxid als
auch Ozon die Reaktion von Formaldehyd mit dem haufig eingesetzen DNPH stdren, indem sie
mit dem Reagenz und dem gebildeten Hydrazon reagieren [114], benutzen Biildt et al. MNBDH,
das durch Ozon und Stickstoffdioxid zum leicht abtrennbaren

N-methyl-4-amino-7-nitrobenzofurazan (MNBDA) reagiert und somit den Nachweis nicht stort.

HaC NH, HaC
/N\ Ogoder NO, /N\
0O —= o)
~ 7/ ~ /
N N
N N
0" o 0" Yo

Abbildung 2-19: Reaktion von MNBDH zu MNBDA

MNBDH reagiert mit Formaldehyd zum Hydrazon, das nach HPLC-Trennung mit einem

UV /VIS-Spektrometer nachgewiesen werden kann.

HiC _NH, HsC._ _N=CH,
N N
/N\ = \
O +HC=0 —= 0
\N/ ~ 7/
+ N+
0" Yo 0" o

Abbildung 2-20: Reaktion von Formaldehyd mit MNBDH

Anschliefend stellten Biildt et al. eine Alternative zu den mit DNPH beschichteten
Sammelvorrichtungen vor, indem Sie mit MNBDA beschichtete Glasfaserfilter benutzten, auf
denen die Derivatisierung ablauft. Das gebildete Hydrazon wird desorbiert und nach HPLC-
Trennung mit einem UV/VIS-Detektor bei 474 nm bestimmt [115]. Die Derivatisierung mit
MNBDH weist neben den oben genannten Vorteilen auch noch eine hohere Selektivitit,
niedrigere Nachweisgrenzen und eine kiirzere Reaktionszeit als bei Verwendung von DNPH auf

[114].
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2.2.5.1.3.5. 3-Methyl-2-benzothiazol-hydrazon

Mit 3-Methyl-2-benzothiazol-hydrazon kann Formaldehyd zu 3-Methyl-2-benzothiazin
reagieren, das zum reaktiven Kation oxidiert wird und mit dem Thiazin zu einem blauen
Farbstoff reagiert, der dann colorimetrisch bestimmt werden kann [116]. Auch Kamata et al.
setzten diese Nachweismethode zur Detektion von Formaldehyd ein [117] und Rodriguez et al.
fanden eine Moglichkeit diesen Nachweis als "Stopped Flow technique" zu nutzen, wodurch die
Reaktionszeit von 30 min. auf 3 s. verkiirzt werden konnte [118]. 2008 entwickelte Murai et al.
die Methode insofern weiter, als das sie nach der Reaktion das Produkt als Kation abfiltrieren.
Anschliefiend wird der Filter gespiilt und die Absorption der Losung gemessen. So wird die
Reaktionszeit auf 20 min verkiirzt [119]. Die Reaktion lduft in drei Schritten ab (Abbildung
2-21). Ein Molekiil 3-Methyl-2-benzothiazol-hydrazon (A) reagiert mit Formaldehyd zum Azin
(B) und ein Molekiil 3-Methyl-2-benzo-thiazol-hydrazon (A) wird zum Kation oxidiert (C). Aus B
und C wird dann der blaue Farbstoff (D) gebildet, der bei 670 nm detektiert wird [117].
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Abbildung 2-21: Reaktion von Formaldehyd mit 3-Methyl-2-benzothialon-hydrazon

2.2.5.1.3.6. Cysteamin

Die Derivatisierung von Formaldehyd mit Cysteamin benutzten Ebeler et al. zum Nachweis
von Formaldehyd in Gewebeproben, wobei das gebildete Thiazolidin [51] durch GC/NPD
(Stickstoff-Phosphor-Detektor) nachgewiesen wird [4]. Die gleiche Vorgehensweise nutzten
Tamura et al., um Formaldehyd als das am héufigsten gebildete Produkt der Lipidperoxidation

nachzuweisen [173] und Wong et al. fiir den Nachweis von Formaldehyd als
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Lipidperoxidationsprodukt von Fettsdureethylestern [174]. Yasuhara et.al nutzten 1994 und
1995 diese Methode um Formaldehyd in Autoabgasen [175] und der Headspace iiber erhitztem
Fisch [176] nachzuweisen. Her [86] und Miyake [177] setzte diese Methode zum Nachweis von
Formaldehyd in Zigarettenrauch ein. Niyati-Shirkhodaee setzten diese Methode ein um
Formaldehyd als Produkt von Triolein, dem Hauptbestandteil des Unterhautfettgewebes, nach
UV-Bestrahlung nachzuweisen [178]. 1998 veroffentlichten Huang et al. den Mechanismus der
vorliegenden Reaktion. Bei pH 7,2 liegt Cysteamin als Zwitterion vor, so dass der Amino-
Stickstoff des Cysteamins den Carbonylkohlenstoff angreifen kann. Dabei bildet sich im sauren
die gute Abgangsgruppe Wasser. Der nun positiv geladene Kohlenstoff wird vom negativ

geladenen Schwefel angegriffen und es bildet sich das Thiazolidin.

(

Diese Methode hat den Vorteil, dass bei milden Reaktionsbedingungen gearbeitet werden

+
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Abbildung 2-22: Reaktion von Formaldehyd mit Cysteamin

kann und dass sich fliichtige Derivate bilden, womit eine GC-Detektion méglich wird [51].

2.2.5.1.3.7. Dopamin

Lasst man Formaldehyd mit Dopamin reagieren, so lasst sich mit anschlief;ender HPLC-
Trennung und elektrochemischer Detektion Formaldehyd in Gewebeproben und Fliissigkeiten

nachweisen [73].

HO
NH, H
HO + >:O
H
HO
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HO X+ H,0
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Abbildung 2-23: Reaktion von Formaldehyd mit Dopamin zu Tetrahydroisochinolin
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2.2.5.1.3.8. Dansylhydrazin

Flir Luftuntersuchungen auf Aldehyde und Ketone setzt man mit Dansylhydrazin
(1-dimethyl-aminonaphtalin-5-sulfonylhydrazin, DNSH) beschichtete Kieselerde ein, auf deren
Oberfliche dann direkt die Umsetzung zu den Hydazonverbindungen stattfindet [161]. Diese
werden anschlieffend mit RP-HPLC getrennt und mit einem Fluoreszenzdetektor bei einer
Anregungswellenldnge von 355 nm und einer Emissionswellenldnge von 525 nm untersucht

[161], wodurch eine Differenzierung der Aldehyde und Ketone moglich wird.

/ + >:O
H
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Abbildung 2-24: Reaktion von Formaldehyd mit DNSH
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2.2.5.1.3.9. Phenylhydrazin

1951 stellten Tanenbaum und Bricker die Moglichkeit vor, Formaldehyd mit Hilfe von
Phenylhydrazin und rotem Blutlaugensalz (Kaliumeisencyanat) nachzuweisen [120]. Die zu
untersuchende Probe wird mit Phenylhydrazinhydrochlorid Losung versetzt, eine Minute
stehengelassen und rotes Blutlaugensalz, sowie Natriumhydroxidlosung addiert. Nach 20
Minuten kann die Messung durchgefithrt werden. Auch Feldman et al. setzten diese Methode

zum Nachweis von Formaldehyd ein [121].

2.2.5.1.3.10. Tryptophan

Tryptophan reagiert mit Formaldehyd in Anwesenheit von Schwefelsdure und Eisen zu
einem violetten Farbstoff dessen Konzentration sich dann spektrometrisch bestimmen lasst
[122]. Dafiir wird die zu untersuchenden Probe mit einer ethanolischen Tryptophanlésung,

konzentrierter Schwefelsaure und Eisenchloridlésung versetzt.
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2.2.5.1.4. Formaldehyd als Katalysator
Formaldehyd lasst sich auch indirekt durch seinen Einfluss auf chemische Reaktionen
nachweisen. So katalysiert Formaldehyd die Oxidation von Brilliantcresylblau durch Bromat.
Der Abbau des Farbstoffes lasst sich photometrisch bei 630 nm beobachten und wird zum

Nachweis von Formaldehyd in Industrieabwéssern eingesetzt [123].

Die Reaktion von Malachitgriin und Sulfit dagegen wird durch Formaldehyd gehemmt, auch
dieser Effekt lasst sich photometrisch bei 613 nm beobachten [124].

2.2.5.1.4.1. Tetrasubstituiertes Amino-aluminium-phtalocyanin (TAAIPc)

Gibt man Formaldehyd oder Sulfit zu tetrasubstituiertem Amino-aluminium-phtalocyanin
(TAAIPc), so wird dessen Fluoreszenz so vermindert, dass man mithilfe einer
Fluoreszenzmessung den Formaldehydgehalt bestimmen kann [162]. Der Mechanismus, der
zugrundeliegenden Reaktion soll nach Zhang et al. der gleiche, wie bei dem Nachweis von

Formaldehyd mit Pararosanilin sein [125].

2.2.5.1.4.2. Pararosanilin

Formaldehyd und Pararosanilin in salzsaurer Losung reagieren nach 60 min. bei 25°C zu

einem Carbinolamin [125].

[
NH5* N
O H O
OO fyo— O[O
Cl H Cl

Abbildung 2-25: Bildung des Carbinolamin

Dazu wird eine Hydrogensulfitlosung gegeben, wodurch das Carbinolamin durch direkten
nukleophilen Angriff des Hydrogensulfit zu einem Chromophor, einer Alkylsulfonsdure reagiert

[125].

N

Cl

OO e sos—

Abbildung 2-26: Bildung der Alkylsulfonsiure
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Dieses lasst sich mit einer Absorptionsmessung bei 570 nm nachweisen. 1989 stellten
Munoz et al. eine Variante der Pararosanilin-Methode als ,Flow injection Methoden* vor [126].
Baker et al. entwickelten 1994 einen optischen Formaldehydsensor, der mit auf Cellulose-

Phosphat immoblisiertem Pararosanilin arbeitet [127].

2.2.5.1.5. Enzymatischer Formaldehydnachweis

Wie schon im Kapitel 2.2.1.2 erwdhnt kann Formaldehyd durch die
Formaldehyddehydrogenase unter Bildung von NADH aus Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid
(NAD*) abgebaut werden. NADH absorbiert Licht der Wellenldnge von 370 nm, so dass sich auch
hier eine Absorptionsmessung anbietet [128]. Man kann der Proben aber auch Fe (III) lonen
zusetzen, welche durch das gebildete NADH zu Fe (II) reduziert werden. Diese kann man dann
amperometrisch mit einer Kohle-Elektrode gegen eine Silber-Silberreferenzelektrode

bestimmen [179].

2.2.5.2. Die Hantzsche Pyridinsynthese

1882 wurde die Hantzsche Pyridinsynthese, eine Synthesemethode zur Darstellung eines
Heterozykluses [215], von Hantzsch zur Darstellung pyridinartiger Verbindungen vorgestellt
[216]. Seit 1971 wird sie in der pharmazeutischen Industrie zur Synthese des Ca?*-Antagonisten
Nifedipin eingesetzt [217, 218]. Bei der Hantzsch-Pyridinsynthese handelt es sich um eine
Ringschlussreaktion zwischen einer B-Ketocarbonylverbindung, einem Aldehyd und einem
aliphatischen Amin zu einem Dihydropyridinderivat. Es gibt verschiedene Maoglichkeiten
Formaldehyd mit Hilfe dieser Hantzsch - Reaktion nachzuweisen. Zum einen mit Hilfe des Nash-
Reagenzes, das aus einer wadssrigen Losung aus Ammoniumacetat , Eisessig und einem (-
Ketocarbonyl besteht zum Anderen die folgenden {-Ketocarbonylverbindungen, wobei 2,4

Pentadion den ,Klassiker” darstellt.

— 2,4 -Pentadion [129-131, 150, 157, 164-169, 183]

— Dimedon [69, 73, 132, 133, 135, 136, 149, 151, 180, 184, 185]
— CHD[166]

— Acetoacetanilid [170-172]

Mithilfe der Hantzsch-Reaktion wurde Formaldehyd

in Speichel [69]

— inUrin [73, 132, 169, 180]

— inder Atemluft [183]

— in Fingerfarben [129, 150]

— inder Atmosphére [157, 165-168, 185]
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— in Raumluft [164]

— emittiert von Kleidung [130]
— in Algen [151]

— in Pflanzen [135, 136]

— in Gewassern [170-172]

— in feuchten Babytiichern [131]

nachgewiesen.

2.2.5.2.1. Das Nash-Reagenz

Erstmalig wurde die Hantzsch-Reaktion nicht zur Synthese pyridinartiger Verbindungen,
sondern zum Nachweis von Formaldehyd durch Nash 1953 eingesetzt. Dabei benutzte Nash eine
Losung aus 2,4-Pentadion, Eisessig und Ammoniumacetat, die mit Formaldehyd zu 3,5-Diacetyl-

1,4-dihydrolutidin (DDL) reagiert:
2C.H,0, + NH, + HCHO —» C;;NH,.0, +3H,0

Die moglichen Reaktionsschritte sind in der folgenden Grafik abgebildet, wobei der genaue
Mechanismus noch nicht vollstandig geklart ist [219].
NH, O
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Abbildung 2-27: Reaktionsmechanismus unter Verwendung von 2,4 Pentadion
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Im ersten Schritt bildet sich aus 2,4-Pentadion (A) und Ammoniumacetat in einer
essigsauren Losung 1 4-Amino-3-penten-2-on (B), welches dann unter Wasserabspaltung mit
Formaldehyd und einem weiteren Molekiil 2,4-Pentadion in Reaktion 2 zu DDL (D)
weiterreagiert. 4-Amino-3-penten-2-on ist auch als Fluoral P bekannt, das in wassriger Losung

wieder zu 2,4-Pentadion und Ammonium hydrolysiert [167].

Die Reaktion ist auch in einem Schritt durchfithrbar, womit auch eine andere
Reaktionsabfolge moglich wird. Dabei reagieren in Reaktion 3 zwei Molekiile 2,4-Pentadion
zuerst mit einem Molekiil Formaldehyd zu 3,3 -Methylen-bis-(2,4-Pentadion) (C), welches mit
Ammoniumacetat in Reaktion 4 unter Wasserabspaltung und Ringschluss zu DDL (D) abreagiert.
Dabei ist bei Formaldehyd in niedrigen Konzentrationen Schritt 3 der
Geschwindigkeitsbestimmende [165]. Dies ist der Mechanismus der klassischen Hantzsch-

Reaktion.

Nash hat DDL zu dem damaligen Zeitpunkt nur colorimetrisch bei 412 nm detektiert,
erst Belman beobachtete 1963 die Fluoreszenz bei 510 nm und fiihrte Fluoreszenzmessungen
zum Nachweis von Formaldehyd durch [163]. 1994 wurden die Fluoreszenzeigenschaften von
Kelly et. al nochmals untersucht, wobei eine vierfach héhere Fluoreszenz bei 410 nm beobachtet
wurde, wenn man das Anregungsmaximum bei 254 nm benutzt [164]. Diese Wellenldnge von

254 nm ist mit LED's schwieriger zu realisieren, als die Anregung bei 420 nm.

In der Literatur sind verschiedene Nash-Zusammensetzungen genannt

Tabelle 2-1: Zusammensetzung 1L Nash Reagenz

Ammoniumacetat | Eisessig 2,4-Pentadion Reagenz
154 g pH=6 0,2 mL [219]
24 g 0,46 mL; 0,32 mL [163]
15g 0,3 mL 0,2 mL [167]
154 g 1,5 mL 10 mL [220]
[165]
[169]
[168]

43 g 0,96 mL 0,087 mL 165
169
168

77g 0,25 mL 0,2 mL
154 g 3mL 2mL
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Dies entspricht:

— 7,7 g- 154 g Ammoniumacetat
— 0,2 mL - 3 mL Eisessig
— 0,087 mL - 2 mL 2,4 Pentadion

Im Verlauf von 4.3.2.1. wird die fiir diese Arbeit eingesetzte Zusammensetzung erliutert

werden.

Die Hantzsch-Reaktion mit dem Nash-Reagenz wurde von verschiedenen
Arbeitsgruppen in verschiedenen Matrizen und Anwendungsgebieten eingesetzt. Das in der
Hantzsch-Reaktion gebildete DDL wurde erstmals kolorimetrisch und dann fluorometrisch
detektiert. Spater wurden zur Detektion von DDL auch noch die folgenden anderen analytischen

Methoden eingesetzt:

— HPLC-Trennung und massenspektrometische Bestimmung im positiven Ionenmodus
sowohl mithilfe von APCI-MS als auch mit ESI-MS [149]

— GC-UV-VIS [129]

— GC-FID und GC-MS [150] zur Detektion von Formaldehyd in Fingerfarben,

— HPLC-UV-VIS zur Detektion der Emission von Formaldehyd aus Kleidung [130]

— GC-ECD zur Bestimmung von Formaldehyd in Raumluft [157].

— Kolorimetrisch in feuchten Babytiichern nachgewiesen [131]

— Mithilfe der Fluoreszenz von DDL in der Atmosphéare [165-168], in Raumluft [164] und
in Urin [169]

Die Fluoreszenzdetektion von Formaldehyd mit Hilfe dieser Methode wurde bisher von

folgenden Arbeitsgruppen beschrieben:

— Dong und Dasgupta [165] zum Nachweis in atmospharischem Wasser
— Kelly etal. [164] und Li et al. [167] zum Nachweis in Luft

— Bisgaard et al. in der Atmosphare [168]

— Shortund Benter [169] in Urin

Weiterhin wurde die Hantzsch-Reaktion auch zum Nachweis von Triglyceriden als
Krankheitsindikatoren vorgestellt. Dafiir wurden die extrahierten Triglyceride mit
Ammoniumacetat und Formaldehyd versetzt wobei ebenfalls DDL gebildet wird. Dieses wird
dann durch Absorptionsmessungen bestimmt [221]. Kawai et al. setzten die Hantzsch-Reaktion
mit dem Nash-Reagenz zur Detektion von Wasserstoffperoxid in Losungen ein, indem sie diese

Losungen zuerst mit Katalase versetzten, die Wasserstoffperoxid in Formaldehyd umsetzt und
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dann das Formaldehyd detektierten [222]. Auch zur Stabilisierung von kleinen Mengen
Formaldehyd in wassriger Losung wurde die Hantzsch-Reaktion eingesetzt. Die Losung in der
Formaldehyd enthalten war wurde mit Nash-Reagenz versetzt und das so gebildete DDL war bis

zu sieben Tagen haltbar [223].

2.2.5.2.2. 5,5-Dimethyl-1,3-cyclohexadion (Dimedon)

Setzt man nun anstatt 2,4-Pentadion Dimedon ein, so bildet sich mit Formaldehyd
3,3,6,6-Tetramethyl-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydro-1,8-acridindion (TDA), ebenfalls ein Dihydro-
pyridinderivat. Dieses hat ein um einen Faktor 100 starkeres Fluoreszenzsignal als DDL, ist aber
unselektiv, da es auch mit anderen aliphatische Aldehyde reagiert [184, 219]. Die mdglichen
Reaktionswege sind in Abbildung 2-28 aufgezeigt [219].
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Abbildung 2-28:mégliche Reaktionsmechanismen mit Dimedon

Im ersten moglichen Reaktionsweg reagiert Dimedon (A) zundchst mit Ammoniumacetat
(Reaktion 1) zu 5,5-Dimethyl-3-aminocyclohex-2-en-1-on (B), welches mit Formaldehyd in
Reaktion 2 zu 2,2°-Methylen-bis-(5,5-dimethyl-3-aminocyclohex-2-en-1-on) (C) und dann unter
Ringschluss (Reaktion 3) zu TDA (E) reagiert.
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Der zweite mogliche Reaktionsweg ist die Reaktion von 2 Molekiilen Dimedon (A) mit
einem Molekiil Formaldehyd zu Bis-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyl)methan (D), welches

dann mit Ammoniumacetat zu TDA (E) weiterreagiert.

Je nach Reaktionsbedingungen liegt das Anregungsmaximum bei 395 nm, bzw. bei 465
nm und das Emissionsmaximum bei 460 nm, bzw. 520 nm [184]. Die beiden verschiedenen
Anregungs-  bzw.  Emissionsmaxima  erhdlt man  durch die Zugabe von
Tetraethylammoniumhydroxid. Dadurch liegt TDA als Anion vor, dessen Anregungs - und

Emissionsmaxima bathochrom verschoben sind.
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Abbildung 2-29: Bildung des Anions

Die Hantzsch-Reaktion mit Dimedon ist zum Nachweis von Formaldehyd

— In Speichel [69]

— Urin[73, 132, 180]

— In Zahnmaterial und Speichel mit OPLC [67-69]

— In frischen und gekochten Shiitake Pilzen spektrometrisch[133]

— Inder Luft [185].

— In Algen mithilfe der Diinnschichtchromatographie und der OPLC [151]

— Mithilfe der HPLC [134, 135] und der OPLC [136, 152] in Pflanzen [135, 136, 152], Pilzen
[152], Weintrauben [153] und Gefafdsporenpflanzen [134]

eingesetzt worden.

2.2.5.2.3. 1,3-Cyclohexadion (CHD)
Anstatt 2,4 Pentadion kann auch CHD eingesetzt werden, das mit Formaldehyd und

Ammoniumacetat zu 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-Deca-hydro-1,8-acridindion reagiert.
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Abbildung 2-30: Reaktion von Formaldehyd mit CHD

Ir—=

Auch hier ldsst sich das Anregungs- und Emissionmaximum durch Zugabe von
Tetraethylammoniumhydroxid bathochrom verschieben. Daraus resultiert eine Verschiebung
des Anregungsmaximums von 395 nm zu 460 nm und des Emissionsmaximums von 460 nm zu

505 nm.

T ((CHs),N)OH >

Abbildung 2-31: Bildung des Anions

Auch hier ist eine Fluoreszenzsteigerung um den Faktor 100 gegeniiber DDL zu be-
obachten nur lasst sich das Reagenz aufgrund der Keto-Enol-Tautomerie erst nach 24 Std.

verwenden [167].

Abbildung 2-32: Keto-Enol-Tautomerie von CHD

Der grofdte Vorteil der Durchfiihrung mit Hilfe von 2,4 Pentadion liegt bei der Selektivitat
und Schnelligkeit, denn auch CHD ist nicht selektiv gegentiber Formaldehyd, so dass bei diesen
beiden Methoden ein Trennschritt vor der Detektion nétig ware, der beim Einsatz von 2,4-

Pentadion wegfallt.

2.2.5.2.4. Weitere Reagenzien fiir die Hantzsch — Reaktion
Als neuere Entwicklung wurde Acetoacetanilid (AAA) zur Detektion von Formaldehyd

eingesetzt [170-172]. Dabei reagiert ein Molekill AAA mit Formaldehyd und ein weiteres
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Molekil AAA mit Ammoniak zu einem Enamin-Intermediat, woraus sich nach der

Ringschlussreaktion unter Wasserabspaltung das Dihydropyridin-Derivat bildet.

CH
I 24 NHz+ 2 =

X
C
3
\O N/

Abbildung 2-33:Hantzsch-Reaktion mit AAA

Die maximale Absorptionswellenldnge liegt bei 368 nm und die Anregungs- und
Emissionswellenldngen bei 370 nm und 470 nm und das Produkt wurde fluorometrisch

bestimmt.
2.2.6. Nachweismethoden fiir Formaldehyd in Urin

2.2.6.1. Uberblick

Formaldehyd wird  bisher entweder durch eine Derivatisierung  mit
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) oder mit 5,5-Dimethyl-cyclohexan-1,3-dion (Dimedon) mit
anschliefSender HPLC-Trennung und UV-VIS-Detektion bei 330 nm oder 365 nm [53, 72, 77, 132,
196, 199-202], SIFT-MS nach dem Headspace-Verfahren [2, 100] oder radiometrisch nach dem
Einsatz von 14C-Dimedon in Urin nachgewiesen [180]. Weiterhin wird Formaldehyd mit Hilfe der
Headspace-GC [198] oder der GC-NCI-MS [141] nach Derivatisierung mit 0-(2,3,4,5,6-
pentafluorobenzyl)hydroxylamine (PFBHA), HPLC nach Derivatisierung mit Dopamin [73],
fluorometrisch nach Derivatisierung mithilfe der Hantzsch - Reaktion [169], spektrometrisch
nach Derivatisierung mit Tryptophan [197] oder Phenylhydrazin [195, 203] nachgewiesen. Wie
auch schon im Uberblick der Méglichkeiten Formaldehyd generell nachzuweisen soll auch an

dieser Stelle mit Hilfe einer Tabelle Ubersichtlichkeit gegeben werden

Tabelle 2-2: Derivatisierung und dazugehdrende Detektionsmdglichkeiten

Derivatisierung UV-VIS SIFT-MS radiometrisch NCI-MS Fluoreszenz ECD Elektro-
chemisch

Dimedon [132,200] [180].
DNPH [53,72,

77,196,

201, 202]
Dopamin [73]
keine [2,100]
Nash [169]
PFBHA [141] [198]

[141]

Phenylhydrazin [195, 203]
Tryptophan [197]
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Nach der Derivatisierung schliefst sich meistens ein Trennschritt an. Auch dazu soll im

Folgenden ein Uberblick fiir Verstindlichkeit sorgen:

Tabelle 2-3: Derivatisierung und dazugehérende Trennmethoden

Derivatisierung HPLC SIFT DC GC keine

Dimedon [180]

DNPH [53,72,77,132,
196, 199-202]

Dopamin [73],

keine [2,100]

Nash [169]

PFBHA [198] [141]

Phenylhydrazin [195, 203]

Tryptophan [197]

Alle bisherigen Methoden Formaldehyd in Urin nachzuweisen, bringen einen grofden
apparativen Aufwand mit sich [2, 53, 72, 73, 77, 100, 132, 169, 180, 196-202]. Die Problematik
der Methoden, die mit Derivatisierung arbeiten, liegt in der komplexen Probenvorbereitung
sowie dem apparativen Aufwand. Die hier vorgestellte Methode nutzt eine Derivatisierung, die
innerhalb einer Minute vonstatten geht und keines Trennschrittes bedarf. Die Probe wird
zentrifugiert, bei Bedarf mit Wasser verdiinnt und anschlieffend in das Gerit gegeben, in dem

die Derivatisierung ablauft.

Ein weiteres Problem, das alle Verfahren aufweisen, die mit dem Headspace-Verfahren
arbeiten, ist der in diesem Konzentrationsbereich nicht linear verlaufende Henry - Koeffizient
fir Formaldehyd in Wasser. Beim Einsatz der Headspace-Probennahme erfolgt die
Probennahme in der Gasphase iiber der Urinprobe (Headspace-Verfahren) [2, 100, 198]. Schon
bei sehr kleinen Konzentrationen zeigt die Loslichkeit von Formaldehyd in Wasser deutliche
Abweichung vom idealen Verhalten, da Formaldehyd nicht nur geldst vorliegt, sondern auch in
einem Gleichgewicht mit Methandiol [215]. Dadurch wird durch die Gasphasenmessung eine zu
niedrige Formaldehydkonzentration in der fliissigen Phase mithilfe des Henry'schen Gesetzes

berechnet [169].
Formaldehyd wurde sowohl in

— Menschlichen Urin [2, 100, 132, 169, 180, 195, 197, 198, 202-204]
— Urin von Ratten [53, 72, 141, 196, 200, 201]

— Urin von Kaninchen [73]
nachgewiesen. Es wurde in Urin untersucht, um seine Ausscheidung

— In Folge von chemisch induzierten oxidativen Stress [196, 201]

— Nach der Gabe von Malondialdehyd [199]
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— Im Zusammenhang mit Diabetes [72]
— Als Stoffwechselmetabolit wihrend der N-Demethylierung [73, 200]
— Nach der Gabe von Methenamin [195, 197]

— Im Zusammenhang von Urogenitalkrebs [2]
nachzuweisen.

Die Streuung der in der Literatur angegebenen Formaldehydwerte fiir Urin gesunder
Menschen schwanken stark und sollen hier aufgezeigt werden. Folgende Konzentrationen, bzw.

Konzentrationsbereiche werden angegeben:

- 12,1-205 pg/L [77]

— 64,78 ng/24h [202]

- 2,5-4,0 mg/L [180]

— 56,85-144,57 ng/L [198]

— <10 ppb [2]

— 40-1400 pmol/L, entspricht 1,17 mg/L bis 42 mg/L [169]

Dies entspricht einem Bereich von 12,1 pg/L - 42 mg/L.

2.2.6.2. Derivatisierungen

2.2.6.2.1. 2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH)
Im Folgenden sollen die verschiedenen Methoden Formaldehyd mithilfe der Derivatisierung
mit DNPH beschrieben werden. Alle verschiedenen Durchfithrungen weisen einen grofden

Nachteil auf, die sehr aufwindige Probenvorbereitung mit einer Reaktionszeit von einigen

Stunden [169].

Um Formaldehyd, Acetaldehyd, Malondialdehyd und Aceton simultan in Rattenurin messen
zu konnen, stellten Shara et al. 1992 eine Methode basierend auf der Derivatisierung mit DNPH
vor [53]. Urin wird mit salzsaurer DNPH-L6sung und Pentan versetzt, 30 Minuten geschiittelt
und mit weiterem Pentan extrahiert. Nach Abdampfen der Pentanphase unter Stickstoff wird
wieder in Acetonitril aufgenommen und auf eine HPLC gegeben. Dabei wurde ein
Zusammenhang zwischen der Gabe von chemisch induziertem oxidativen Stress und dem Gehalt

an Formaldehyd, Malondialdehyd, Acetaldehyd und Aceton in Urin nachgewiesen [53].

Bagchi et al. setzten 1993 die Methode von Shara et al. ein, um Malondialdehyd,
Formaldehyd, Acetaldehyd und Aceton simultan in Rattenurin nach der Gabe von

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin, nachzuweisen [196]. Dies ist eine der Chemikalien, die
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auch Shara et al. einsetzten, um oxidativen Stress auszulosen. Dafiir wird der Urin mit salzsaurer
DNPH-Losung und nach 10 min Rithren mit Trichloressigsdure versetzt und fiir 20 min
zentrifugiert. Anschlief}end wird dreimal mit Pentan extrahiert, unter Stickstoff eingedampft

wieder in Acetonitril aufgenommen und auf die HPLC gegeben.

Akubue et al. stellten 1994 die Moglichkeit vor, Formaldehyd parallel mit Malondialdehyd,
Acetaldehyd und Aceton nach Malondialdehydgabe in Rattenurin zu messen [199]. Dafiir setzten
sie ein HPLC - System ein, das aus einer Derivatisierung mit anschlief}ender HPLC-Trennung und
UV-VIS-Detektion (330 nm) besteht. Dafiir wird die Probe behandelt, wie bei Shara et al.

beschrieben.

DeAndrade et al. stellten 1999 eine Moglichkeit vor, Formaldehyd und Acetaldehyd in
humanem Urin nach Trennung mit HPLC oder GC nach Derivatisierung mit DNPH mithilfe eines
UV-VIS-Detektors zu messen [77]. Dafiir werden die Urinproben zentrifugiert, 1,0 ml Urin in
saurer DNPH Losung aufgenommen, Phosphorsaure hinzugegeben, auf pH 2 eingestellt und mit
Acetonitril versetzt und fir 20min ins Ultraschallbad gegeben. Dabei wurden

Formaldehydgehalte zwischen 12,1 - 205 pg/l gemessen.

Fiir die simultane Messung von Formaldehyd und Methylglyoxal in Rattenurin, die Deng et
al. 1999 vorstellten, wird die Urinprobe mit DNPH und einer Lésung Propionaldehyd als
internem Standard gemischt [72]. Anschlief3end wird die Losung 10 min bei 37°C gehalten, mit
Pentan ausgeschiittelt und das Pentan wieder abgedampft. Die getrocknete Probe wird in
Wasser aufgenommen und mit der HPLC vermessen. Diese Methode diente der Untersuchung

des Zusammenhanges zwischen dem Formaldehydgehalt in Urin und einer Diabeteserkrankung.

Lengyel et al. stellten 2003 ebenfalls eine Methode vor, Formaldehyd in Rattenurin
nachzuweisen [200]. Sie untersuchten die Produktion von Formaldehyd wahrend der N-
Demethylierung von -(-)-Deprenyl, somit als Stoffwechselmetabolit, der eine Rolle im oxidativen
Stress spielen konnte. Dafiir wird der Urin mit Propionaldehyd als interner Standard,
DNPH - Losung und einer Acetatpufferlosung versetzt und fir 10 min. bei Raumtemperatur
gehalten. Anschliefdend wird die Losung iliber eine SPE (solid phase extraction) gegeben und mit
Methanol wieder aufgenommen. Nach Trocknen unter Stickstoff bei 37°C wird in Acetonitril

gelost und auf die HPLC gegeben.

Moser et al stellten 1993 eine Methode zur simultanen Bestimmung von Malondialdehyd,
Formaldehyd, Acetaldehyd und Aceton in Rattenurin nach Gabe von Ethanol zur Untersuchung
des oxidativen Stresses vor [201]. Dafiir wird der Urin mit salzsaurer DNPH - Losung und Pentan

versetzt, 30 Minuten geschiittelt und mit weiterem Pentan extrahiert. Nach Eindampfen unter
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Stickstoff und Wiederaufnahme in Acetonitril wird der Gehalt mittels HPLC-UV-VIS bestimmt
[201].

Um den Formaldehydgehalt in Urin nach der Gabe von Creatin messen zu koénnen, stellten
Poortsman et al. 2005 eine Methode vor, die ebenfalls auf der Derivatisierung mit DNPH beruht
[202]. Creatin steht im Verdacht, durch die metabolische Produktion von Formaldehyd und

Methylamin cytotoxisch zu sein.

2010 stellten Banos et al. eine Moglichkeit vor sieben Aldehyde (Formaldehyd, Acetaldehyd,
Hexalaldehyd, Butanaldehyd, Acrolein, Propionaldehyd, Crotonaldehyd und Valeraldehyd)
mithilfe der LC-ESI-MS/MS gleichzeitig nachzuweisen [204]. Sie geben dafiir die zu messende
Urinprobe, nachdem ihr ein interner Standard zugesetzt wurde und sie auf pH 1,5 eingestellt
wurde, in ein Eisbad und anschliefdend auf eine mit DNPH prdparierte Saule. Die gebildeten
Hydrazone werden mit Acetonitril wieder von der Siule gespiilt und in eine LC gegeben, an die

eine MS im negativen lonenmodus angeschlossen ist.

2.2.6.2.2. weitere Derivatisierungen

Greenfield et al. stellten 1969 eine Methode zur Bestimmung von Formaldehyd in Urin nach
der Gabe von Methenamin vor [195]. Dafiir wird die Probe mit Ammoniumhydroxid, rotem
Blutlaugensalz und Natriumhydroxid versetzt. Nach Schiitteln werden die Proben
stehengelassen und nach 15 min mit Isopropanol aufgefiillt und bei 515 nm vermessen. Diese
Methode benoétigt grofle Mengen Chemikalien. Diese Methode wurde auch 1971 von Jackson et

al. zur Bestimmung von Formaldehyd neben Methenamin vorgestellt [203].

Gollamudi et al. stellten 1979 eine Methode vor Hexamethylentetramin und Formaldehyd in
Urin parallel zu messen [197]. Der mit Formaldehyd verdiinnte Urin wird dreimal mit
Quecksilberchlorid geschiittelt, verdiinnt, zentrifugiert und beim dritten Mal der Uberstand
abfiltriert. Das Filtrat wird mit Tryptophan - Reagenz und Eisenchlorid - Lésung versetzt. Die
erhaltene Losung wird 90 min bei 70°C erhitzt und anschliefiend bei 575 nm photometrisch
vermessen. Diese Methode birgt nicht nur den Nachteil einer aufwandigen Probenaufbereitung,

sondern auch noch die Problematik der Giftigkeit der eingesetzten Chemikalien.

2007 stellten Takeuchi et al. eine Methode zur Bestimmung von Formaldehyd in Urin vor,
die die Headspace - Probennahme im Anschluss an eine Derivatisierung einsetzt [198]. Dafir
wird der Urin mit 0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)hydroxylamine (PFBHA) versetzt und fiir vier
Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. Anschlieféend wird fiir 30 min bei 60°C erhitzt
und die Gasphase analysiert. DeZwart setzte diese Methode ein, um Formaldehyd als Produkt
der Lipidperoxidation in Rattenurin nach Gabe von Tetrachlormethan nachzuweisen [141].

Dafiir werden die Urinproben mit Schwefelsdure versetzt, fiir 10 min stehen gelassen und mit
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Natriumwolframat versetzt, um die Proteine auszufillen. Anschliefend wird die Probe
zentrifugiert, mit PFBHA in Natriumacetatpuffer fiir eine Stunde stehengelassen. Dann wird mit
Heptan und 3-Bromfluorbenzol als internem Standard 30 s geriihrt, die Heptanschicht
abgetrennt, mit Salzsdure die PFBHA-Reste entfernt, die Heptanphase getrocknet und

anschlief3end in die GC eingespritzt.

2.2.6.2.3. Formaldehydnachweis in Urin mit Hilfe der Hantzsch - Reaktion

2.2.6.2.3.1. Dimedon

Im Folgenden sollen die verschiedenen Methoden Formaldehyd mithilfe der Derivatisierung
mit Dimedon beschrieben werden. Alle diese verschiedenen Durchfithrungen haben einen

grofden Nachteil, die sehr aufwandige Probenvorbereitung.

1994 bestimmten Sardi et al. den Formaldehydgehalt in menschlichem Urin mithilfe der
Derivatisierung mit Dimedon [132]. Urin und die Dimedon - Losung werden gemischt, gefiltert
und anschliefiend in Methanol aufgenommen und nach HPLC-Trennung mit einem UV-VIS-

Detektor vermessen.

Fiir eine von Szarvas et al. 1986 vorgestellte Methode, die die Derivatisierung mit radioaktiv
markierten Dimedon nutzt ist eine aufwandige Probenvorbereitung notig [180]. Zuerst wird der
Urin mit dem radioaktiven Dimedon Reagenz und Salzsdure versetzt und 10 Minuten unter
Riickfluss gekocht. Anschliefiend wird dreimal mit Diethylether extrahiert und die Extraktion
mithilfe einer DC getrennt. Die DC-Spots des Dimedon - Formaldehyd - Produkts werden in
Toluol aufgenommen und anschlieffend radiometrisch vermessen. Mit dieser Methode wurden

in menschlichem Urin Formaldehydgehalte zwischen 2,5 - 4,0 mg/1 gemessen.

Eine weitere Methode, die eine Derivatisierung nutzt, ist die von Yu et al. 2003 vorgestellte
[73]. Sie nutzt die Derivatisierung mit Dimedon zur Bestimmung von Formaldehyd in
Mause- und Kaninchenurin als Deaminierungsprodukt aus Methylamin mit Semicarbazid-
sensitiver Aminoxidase (SSAOQ). Dafiir wird der Urin mit Dopamin in Phosphatpuffer versetzt
und 5 Minuten auf 60°C erhitzt. Es folgt eine aufwdndige Reinigung mithilfe von

Aluminiumoxidkiigelchen, bevor die Probe auf eine HPLC gegeben wird.

2.2.6.2.3.2. Das Nash-Reagenz

Short et al. stellten 2005 eine Moglichkeit zum einfachen Nachweis von Formaldehyd in Urin
vor [169]. Sie setzten dafiir ein Gerat (AL4001 HCHO analyzer Aero Laser) zum Nachweis von
Formaldehyd in der Atmosphire ein, indem sie direkt die Fliissigphase mit dem Gerat

untersuchten. Das Messverfahren beruht dabei auf der Hantzsch-Reaktion mit Quecksilberlampe
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als Lichtquelle und einem Photomultiplier als Detektor. Fiir die Untersuchung von Urinproben
werden diese direkt mit einer Peristaltikpumpe in die Messzelle gebracht. Dieser Aufbau
beseitigt alle Probleme der vorherigen Methoden. Die Durchfithrung ist schnell und das Gerat
vergleichsweise glinstig. Fiir die Entwicklung des hier vorgestellten Gerates wird diese Methode
aufgegriffen. Es wurden Konzentrationen im Bereich von 40-1400 pMol gemessen

(entsprechend 1,17 mg/L bis 42 mg/L).

2.2.6.3. SIFT-MS

Eine weitere Methode ist die der SIFT MS mit der Headspace - Probennahme, die Spanel [2]
und Smith [100] einsetzten. Nachdem Smith et al. 1996 diese neue Methode zur
Spurengasanalyse in Luft und Atemluft vorstellten [101], wandten sie diese Methode 1999 auf
die Gasphase iiber Urin an [100]. Dafiir werden die Urinproben auf 40°C erhitzt und
anschliefdend Proben aus dem Gasraum vermessen. Im gleichen Jahr veroffentlichten Spanel et
al. Messungen von Formaldehyd in Urinproben von an Prostata- und Blasenkrebs erkrankten
Menschen mit der gleichen Probendurchfithrung. Neben dem apparativen Aufwand ist hier der

schon beschriebene nicht lineare Henry-Koeffizient das grofite Problem.

Alle Methoden haben also entweder den Nachteil einer aufwindigen und zeitintensiven
Probenvorbereitung, einer fehlerhaften Probennahme oder kostenintensiver Gerate. Die hier
vorgestellte Methode hat alle diese Nachteile nicht. Die Probenvorbereitung ist einfach, es wird

direkt in der Fliissigphase gemessen und der Aufbau ist giinstig.

2.3. Urin

2.3.1. Allgemeines

Hauptaufgabe der Niere ist die Ausscheidung von Wasser und wasserldslicher Substanzen in
Form von Urin. Jeder erwachsene Mensch produziert pro Tag 0,5 L-2,0 L Urin [11], der zu 95%
aus Wasser besteht [11] und gelb bis bernsteinfarben durch Urochrom, dem
Stoffwechselprodukt der Galle und Urobilen, einem Abbauprodukt des Hamoglobins gefarbt ist
[224]. Der pH-Wert des Urins schwankt zwischen 4,8 und 7,5, im Mittel also 5,8 [11]. Da die
Menge und die Zusammensetzung des Urins von der Ernahrung und anderen Faktoren abhangt
und damit einem Tag - und - Nacht - Rhythmus folgt, spricht man meist von 24h-Urin [11]. In
Urin finden sich viele verschiedene wasserlosliche Substanzen, wie Elektrolyte und organische
Bestandteile. Zu den Elektrolyten zdhlen vor allem Kationen?, wie Natrium (~60-200 mmol [7]),

Kalium (~30-100 mmol [7]), Magnesium (~1-10 mmol [7]) und Ammonium (~30-40 mmol [7]),

1 die nachfolgenden Ionenkonzentrationen beziehen sich auf den 24 Stunden Urin eines Erwachsenen
Menschen
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und Anionen, wie Chlorid (~120-240mmol [7]), Sulfat (~18-22mmol [7]) und
Hydrogenphosphat. Die organischen Bestandteile bestehen tiberwiegend aus stickstoffhaltigen
Organika, wie Harnstoff [11] (~20 g [7]), das Ausscheidungsprodukt des Aminosadurestickstoffs,
Harnsdure[11] (~500 mg [7]), das Endprodukt des Purinstoffwechsels [11], Kreatinin [224]
(~1,2-1,8 g [7]), aus dem Abbau von Phosphat in den Muskelfasern und Urobilinogen aus dem
Hamoglobinabbau [224].

2.3.2. Urochrome

Unter Urochrome versteht man alle den Harn fiarbenden, stickstofthaltigen
Stoffwechselprodukte [7]. Die Farbe des Harns wird in der Hauptsache von den Urochromen A
und B, sowie zu einem kleinen Teil durch Uroerythrin und Urobilin hervorgerufen [225]. Dabei
weist Urochrom B die grofdte Harnfihigkeit auf, gefolgt von Uroerythrin (Urorubin),

Urobilinogen und Bilirubin [225].

Urobilinogen, Urobilin und Bilirubin sind verschiedene Stufen von Abbauprodukten des
Hamoglobins. Die Hamoproteine, zu denen das Hamoglobin gehort, sind stark gefarbt und

weisen eine starke Eigenfluoreszenz auf [226].

Menschliche Erythrozyten haben eine Lebensdauer von ungefahr 120 Tagen und werden
dann in der Milz abgebaut. Wahrend dieses Abbauprozesses wird von dem Protohdm durch die
mikrosomale Himoxygenase mit O, und NADPH (Nicotinamidadenindinucleotidphosphat), dem
wichtigsten Elektronendonor bei reduktiven Biosynthesen [44], Kohlenmonoxid abgespalten,
wobei Biliverdin (A), ein Gallenfarbstoff [227], entsteht. Biliverdin wird dann von der Biliverdin-
Reduktase mit NADPH als Reduktionsmittel zu wasserunldslichem Bilirubin (B) reduziert [44].

Dieser Abbauweg ist in Abbildung 2-34 gezeigt.



Theoretischer Hintergrund 57

COO” COO”

X

/ O, + NADPH

Ham-Oxygenase \ H,O + NADP*

\r Fe3*
N> co

NADPH+H*

Biliverdin-
Reduktase

Abbildung 2-34: Bilirubinsynthese

Das so entstandene unkonjugierte Bilirubin wird reversibel an Serumalbumin gebunden und
zur Leber transportiert. Dort wird es nach Bindung an Ligandin oder Z-Protein durch
mikrosomale UDP-Glukuronyltransferase mit Glukoronsaure zu Bilirubinglukuronid verkniipft.
Letzteres wird auch als konjugiertes Bilirubin bezeichnet und erreicht durch die Verkniipfung
mit den Zuckermolekiilen eine hohere Wasserldslichkeit. Es wird mit der Galle in den Darm

ausgeschieden. Bei gesunden Menschen liegt die tégliche Bilirubinausscheidung bei 200-300
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mg. Ist die Bilirubin-Ausscheidung hoher, so liegt eine Leberschadigung vor [228]. Abbildung

2-35 zeigt das Anregungs- und Absorptionsspektrum von Bilirubin. Es ist deutlich zu sehen, dass

die Spektren denen des DDLs dhneln.
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Abbildung 2-35: Absorptions- und Emissionsspektrum von Bilirubin [229]

Im Darm wird Bilirubin, wie sein Oxidationsprodukt das Biliverdin zu Urobilinogen

umgewandelt [230].

HOQOC CH
CHs c881 3

Abbildung 2-36: Urobilinogen

Urobilinogen wird im Darm zu Urobilin und Stercobilin umgewandelt, wobei Urobilin iiber
die Niere und Stercobilin iiber den Darm ausgeschieden wird. Urobilin wurde 1878 erstmals als
orangegelber [231] Urinfarbstoff identifiziert [232, 233] und ist die somit oxidierte Form des
farblosen Urobilinogen [230, 232].
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Abbildung 2-37: Urobilin

Der Zink-Komplex eines Urobilin-Analogen weist eine starke Fluoreszenz bei 529,8 nm bei

einer Anregungswellenldnge von 380,8 nm auf [234].
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3. Experimenteller Teil

In diesem Kapitel soll kurz ein Uberblick der eingesetzten Materialien, Chemikalien, der
durchgefiihrten Probenvorbereitung und ein Uberblick tiber den Geriteaufbau gegeben werden.
Die vertiefenden Beschreibungen der Messdurchfithrung sowie Verdnderungen am Gerat und
die Begriindungen desgleichen finden sich in 4, da die Entwicklung des Gerdtes und der

Messdurchfiihrung ein Ergebnis der hier vorgestellten Arbeit sind.

3.1. Eingesetzte Chemikalien, Materialien und Probennahme

Die folgenden Tabellen zeigen die eingesetzten Chemikalien und Materialien.

3.1.1. Chemikalien

Tabelle 3-1: eingesetzte Chemikalien

Chemikalie Menge Reinheit | EC-Nummer | Hersteller

100 mL Nash- Ammoniumacetat | 25,67 g 97,7 % 211-162-9 Sigma Aldrich
Reagenz Chemie
Taufkirchen,
Deutschland

Essigsdure 0,5 mL 99,8 % 200-580-7 Merck Eurolab
GmbH
Darmstadt,
Deutschland

2,4-Pentadion 0,05mL | 99,5% 2046340 Fluka Sigma
Aldrich Chemie
Taufkirchen,
Deutschland

1 L Stammldsung 1 ml 37% HCHO Supelco
Formaldehydl6ésung | in Wasser Deisendorf
(350,3mg/L) 47083-U Deutschland
LB44267

Milliporewasser hergestellt mit
Simplicity185
Millipore
Molsheim
Frankreich
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3.1.2. Materialien

Tabelle 3-2: Komponenten

Komponente Bezeichnung Sonstiges Hersteller
Leuchtdiode M3L1-HU-30 Emissionsmaximum Roithner Lasertechnik,
395 nm Wien, Osterreich
Peristaltikpumpe ISM827 Ismatec
Wertheim-Mondfeld
Deutschland
Pumpenschlauch 070535-071 Innendurchmesser Ismatec
(ID) 0,64 mm Wertheim-Mondfeld
Deutschland
Flissigkernwellenleiter | AF Teflon®2400 DuPont,
Bad Homburg,
Deutschland
Halterung fiir PVC Werkstatt
Fliissigkernwellenleiter Bergische Universitat
Wuppertal, Deutschland
Halterung fiir Dioden Aluminium Werkstatt
Bergische Universitit
Wuppertal, Deutschland
T-Stiicke 502472 MicroTee | PEEK Supelco,Sigma Aldrich
Chemie GmbH
Miinchen, Deutschland
Glasfaser P300-2-SR Ocean Optics, Dunedin,
Florida, USA
Kapillarschlauch S1810-10 ID 0,8mm Bohlender GmbH,
Griinsfeld, Deutschland
Teflonschlauch 0,8 mm (AD);
0,3 mm (ID)
Spektrometer USB4000 Ocean Optics, Dunedin,
Florida, USA
Zentrifuge 4K15C Sigma Zentrifugen

Osterode am Harz
Deutschland

Nash - Reagenz

240 g Ammoniumacetat werden in 250 ml Wasser und 5 ml Eisessig gelost. Nach

vollstindigem Auflésen werden 0,5 ml

2,4-Pentadion hinzugegeben und auf 1L mit

Milliporewasser aufgefiillt. Das so erhaltene Nash - Reagenz wird im Kiihlschrank fiir max. 6

Monate gelagert.

Formaldehyd - Lésung

1 ml 37%tige Formaldehydldsung in Wasser wird in einem Liter Milliporewasser geldst. Aus

dieser Stammlosung (350,3 mg/L) wird die Verdiinnungsreihe in den Konzentrationen
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1,8 mg/L; 2,5mg/L; 3,2mg/L; 3,5mg/L; 7,0 mg/L; 10,5mg/L fiir das Aufstockverfahren

hergestellt. Die Losungen werden im Kiihlschrank gelagert.

3.1.3. Probennahme

Die Proben werden nach der Abgabe entweder direkt gemessen oder bei -20°C, bzw bei -80°C
bei den Proben der Blasenentziindungskampagne eingefroren und fiir die Messungen iiber
Nacht im Kiihlschrank aufgetaut. Vor dem Messen werden die Proben bei den nachfolgenden

Einstellungen zentrifugiert.

— 4500 rpm, entspricht 3500 x g
— 4°C Temperatur

— 2 x10 min Zeitdauer

Aufbau

Das Gerdt besteht aus einer Aufgabeeinheit, in der die Probe, das Nash - Reagenz und die
Aufstocklosungen in T-Stiicken gemischt werden, einer Reaktionseinheit, in der die
Hantzsch - Reaktion bei einer Temperatur von 80°C in einer Dauer von einer Minute ablauft und
dabei entstehende Gasblasen abgetrennt werden und der Messeinheit, die aus einer
Durchflusskapillare, sowie sieben LEDs als Anregungslichtquellen und einer Glasfaser zur

Fluoreszenzdetektion besteht.

spectrometer
=510nm

D uccc‘O@‘ —

Nash —+ - B v

RV | =i

RRX
A=395nm

excitation
chamber

bubbles

HCHO —»>- =

urine —>>%—

pump

reaction
chamber waste

Abbildung 3-1: Schematische Zeichnung des Gerites [235]
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Im Folgenden werden mehrere Schnittdarstellungen des Kernstiickes des Aufbaus, der

Anregungseinheit gegeben. Eine ausfiihrlichere Beschreibung findet sich in 4.

Abbildung 3-2: Schnittdarstellung der Anregungseinheit

Abbildung 3-3: Schnittdarstellung der Anregungseinheit
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Abbildung 3-4: Schnittdarstellung der Anregungseinheit

Abbildung 3-5: Schnittdarstellung der Anregungseinheit

Messprozedere

Das Messprozeder hat sich im Laufe der Messungen mehrfach gedndert und ist dann im

jeweiligen Kapitel beschrieben und begriindet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Stand der Dinge zu Beginn der Arbeit und erste Vorarbeiten

Zu Beginn der Forschungen, die zur Anfertigung dieser Doktorarbeit fiihrte, standen die
Ergebnisse einer Diplomarbeit [10]. Diese sollen zum Einstieg hier kurz aufgefiihrt werden.
Abbildung 4-1 zeigt das Gerdtes am Ende der Diplomarbeit, die von Juli 2006 bis Februar 2007
in der Abteilung der physikalischen Chemie der Bergische Universitit Wuppertal entstand.

Abbildung 4-1: Geriat Stand Diplomarbeit [10]

Es wurden erste Messungen von Formaldehydldsungen mithilfe der Hantzsch - Reaktion
durchgefiihrt. Anschlieféend wurden erste Messungen mit Urin durchgefiihrt, wobei festgestellt
wurde, dass Urin eine Eigenfluoreszenz aufweist, die das Messen mithilfe des
Aufstockverfahrens notig macht und es wurden erste Urinproben gemessen, die mit

Formaldehyd versetzt worden waren.

Nach Beendigung dieser Diplomarbeit wurde das Gerédt stabiler konstruiert und in einer

verbesserten Ausfithrung neu aufgebaut (Abbildung 4-2).
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Abbildung 4-2: Gerat 2007

Dafiir wurde das zentrale Element des Gerdtes (Abbildung 4-3) die Anregungseinheit,
unverdndert gelassen. Diese besteht aus einer Kapillare, durch die die Probenlésung gepumpt
wird. In dieser Kapillare befindet sich eine Glasfaser mit der das Signal an ein UV-VIS-
Spektrometer weitergeleitet wird. Insgesamt 7 LEDs befinden sich versetzt angeordnet iiber und
unter der Kapillare, so dass diese komplett ausgeleuchtet wird. Die LEDs sind einzeln

ansteuerbar.

Abbildung 4-3: Anregungszelle
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Deutlich verandert wurde allerdings die Reaktionseinheit, in der die Reaktion ablauft

Abbildung 4-4 Vergleich Reaktionseinheit alt (links) und neu (rechts)

Die Reaktionseinheit wurde in eine stabile Form iiberfiihrt. Dafiir wurde das doppelte
Wasserbad, das iiber zwei Thermometer manuell gesteuert wurde, durch einen mit Wasser
gefiillten Kochtopf ersetzt. Der Schlauch, in dem die Reaktion ablauft, wurde wie in obiger
Abbildung zu sehen aufgewickelt und in das Wasserbad getaucht. Die Temperatur dieses
Wasserbades wird liber ein Thermoelement PT100 und einen daran angeschlossenen Regler

gesteuert und auf der gewiinschten Temperatur gehalten.

Abbildung 4-5: Temperaturregler
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Die verschiedenen Losungen werden iiber T-Stiicke miteinander vermischt, allerdings

mussten diese wahrend der Entwicklung zeitweise ausgebaut werden.

Abbildung 4-6: T-Stiicke

Mit diesem Aufbau wurden dann erste Testmessungen durchgefiihrt, um den messbaren

Bereich einzugrenzen. Dafiir wurden 5 verschiedene Formaldehydkonzentrationen eingesetzt:

- 35,03 mg/L
- 3,503mg/L
- 3,503x10'mg/L
- 3,503x102mg/L
- 3,503x103mg/L

Die Spectra suite Einstellungen betrugen in diesen Messungen

- Integration time: 100 ms
- Average: 100
- Boxcar width: 21

Die Fliefgeschwindigkeit der Pumpe ist auf 5 eingestellt, die Spektren wurden miniitlich

aufgezeichnet.

Die zu messenden Proben wurden hergestellt, indem Formaldehydlésung mit 35,03 mg/L

und die Formaldehydloésung mit 3,503 mg/l verdinnt wurden. Anschliefend wurde die
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Formaldehydl6sung durch zwei Schlauche und das Nash-Reagenz durch einen Schlauch in die

Apparatur gepumpt.

Fiir die ersten Messungen werden die Konzentrationen dann auf die folgenden gedndert: 1,7
mg/L; 2,4 mg/L; 3,1 mg/L; 3,5 mg/L; 7,0 mg/L; 10,4 mg/L; 14,0 mg/L; 17,5 mg/L; 21,0 mg/L;
24,5 mg/L; 28,0 mg/L; 31,5 mg/L; 35 mg/L

Fiir jede Konzentration werden drei Spektren aufgenommen die Daten dann als Textdatei

gespeichert und in Excel konvertiert.

SpectraSuite Data File
B e
Date: Wed Aug 29 10:34:27 CEST 2007
User: Anne

Dark Spectrum Present: No

Reference Spectrum Present: No

Number of Sampled Component Spectra: 1
Spectrometers: USB4C01506

Integration Time (usec): 100000 (USB4C01506)
Spectra Averaged: 100 (USB4C01506)
Boxcar Smoothing: 21 (USB4C01506)
Correct for Electrical Dark: No (USB4C01506)
Strobe/Lamp Enabled: No (USB4C01506)
Correct for Detector Non-linearity: No (USB4C01506)
Correct for Stray Light: No (USB4C01506)
Number of Pixels in Processed Spectrum: 3648
>>>>>Begin Processed Spectral Data<<<<<
178,19 1313,24
178,41 1313,24
178,63 1313,24
178,85 1312,48
179,06 1317,99
179,28 1655,58
179,5 1793,63
179,72 1695,49
179,93 1682,16
180,15 1659,39
180,37 1687,16
180,59 1762,36
180,8 1753,86
181,02 1705,57
181,24 1648,59
181,46 1695,33
181,67 1790,76
181,89 1664,18
182,11 1710,93
182,32 1702,11
182,54 1692,18
182,76 1671,78
182,98 1679,97
183,19 1689,38
183,41 1699,6
183,63 1709,4
183,85 1718,5
184,06 1719,46
184,28 1719,24
184,5 1720,28
184,71 1720,95
184,93 1723,37
185,15 1725,05
185,37 1724,73
185,58 1723,02
185,8 1726,17
186,02 1729,26

Abbildung 4-7: Excelausgabe des Spektrums
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In Excel wurde dann eine Untergrundkorrektur vorgenommen, indem fiir jede Messreihe die

niedrigste gemessene Intensitit als Untergrundrauschen festgelegt wurde und diese dann von

allen Messwerten eines aufgenommenen Spektrums abgezogen wurde.

1,71

nm
178,19
178,41
178,63
178,85
179,06
179,28
179,5
179,72
179,93
180,15
180,37
180,59
180,8
181,02
181,24
181,46
181,67
181,89
182,11
182,32
182,54
182,76
182,98
183,19
183,41
183,63
183,85
184,06
184,28
184,5
184,71
184,93
185,15
185,37
185,58
185,8
186,02
186,24
186,45
186,67
186,89
187,1

counts
1313,24
1313,24
1313,24
1312,48
1317,99
1655,58
1793,63
1695,49
1682,16
1659,39
1687,16
1762,36
1753,86
1705,57
1648,59
1695,33
1790,76
1664,18
1710,93
1702,11
1692,18
1671,78
1679,97
1689,38

1699,6

1709,4

1718,5
1719,46
1719,24
1720,28
1720,95
1723,37
1725,05
1724,73
1723,02
1726,17
1729,26
1728,63
1726,93
1728,76
1728,03

1728,66

ohne
Offset

1646,23
1762,74
-332,99
-332,99
-332,99
-333,75
-328,24
9,35
147,4
49,26
35,93
13,16
40,93
116,13
107,63
59,34
2,36
49,1
144,53
17,95
64,7
55,88
45,95
25,55
33,74
43,15
53,37
63,17
72,27
73,23
73,01
74,05
74,72
77,14
78,82
78,5
76,79
79,94
83,03
82,4
80,7
82,53
81,8
82,43

Abbildung 4-8: Excel-Untergrundrauschen-Korrektur
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Dies wurde fiir jeden Messpunkt einzeln durchgefiihrt, da das Untergrundrauschen wahrend
der Messung in der Intensitit steigt. Anschlieffend wurde die maximale Intensitit eines
Spektrums im Wellenldngenbereich bestimmt und aus den je drei Messwerten pro

Konzentration der Mittelwert gebildet.

Untergrundrauschen
1,71 ohne bffset 1,7 2 ohne Offset 1,73 ohne Offset 1,7 Mittelwert
1646,2 1649,7 1651,1 |1;2;3 Abweichung
nm counts | 17627 nm counts 1716,1 nm counts 1832,5 | 17704 41,3

Maximale Fluoreszenzintensitat

Diese Mittelwerte wurden dann gegen die jeweilige Konzentration aufgetragen und so die

Linearitat der Messung bestimmt.
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Abbildung 4-9: Abbildung einer kompletten Messung

Die Fehler in der y-Achse sind so klein, dass die Fehlerbalken nicht erkennbar sind und der

Fehler in der x-Achse betragt 0,1 mg/I.
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Weiterhin wurde das Verhalten der LED-Lichtintensitit gegen die Zeit beobachtet
(Abbildung 4-10).
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Abbildung 4-10: Signalintensitit der LED gegen die Zeit

Dabei stellte sich heraus, dass die LEDs vor Beginn der Messungen fiir einige Sekunden
angeschaltet sein miussen, damit das Signal konstant bleibt. Bei ersten Messungen wurde
allerdings festgestellt, dass das Anregungslicht so stark ist, dass die Absorption des Lichtes fiir
die Anregung so gering gegeniiber der abgegebenen Lichtmenge ist, dass die Signalstarke der

LEDs keine Rolle spielt.

Bei den Messungen trat das Problem auf, dass sich in der Messkapillare immer wieder
Gasblaschen bildeten, die die Messungen erheblich stérten. Da hier ein Fliissigkernwellenleiter
eingesetzt wird, verhindern schon kleinste Gasblassen diese Lichtleitung und es kommt zu
starken Schwankungen des Signals. Um die Ursache dafiir festzustellen, wurde das
Temperaturverhalten der LEDs gegen die Zeit beobachtet, da die LEDs wahrend der Messung
konstant iiber einige Stunden in Betrieb waren. Dazu wurden im Gerat zwei Thermoelemente

PT100 zur Temperaturiiberwachung eingebaut.
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PT100

Abbildung 4-11: LEDs und Halterung mit Thermoelement PT100

Die folgende Grafik (Abbildung 4-12) zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 4-12: Temperatur der LED in Abhdngigkeit von der Betriebsdauer

Dabei stellte sich heraus, dass sich die LEDs deutlich aufheizten, da in dem Gerate eine
Warmeabfuhr nicht mdglich war. Daraufhin wurde das Gerdt mit Liiftern versehen und
gleichzeitig Transformatoren vor die LEDs eingebaut, da deren Temperatur auch

spannungsabhdngig ist.




Ergebnisse und Diskussion

74

Abbildung 4-14: Anregungseinheit geoffnet
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Abbildung 4-15: Anregungseinheit komplett geschlossen

Nun wurde die Temperaturentwicklung gegen die Zeit mit und ohne Kiihlung gemessen.
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Abbildung 4-16: Temperaturentwicklung der LEDs und des Metallgehiuses gekiihlt und ungekiihlt

Es ist deutlich erkennbar, dass nach spatestens 5 Minuten so eine konstante Temperatur von
25°C in der Kapillare gewahrleistet werden kann, so dass sich dadurch keine Gasblasen mehr

bilden sollten.
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Nun wurde mit ersten Messungen begonnen und an Excel-Makros gearbeitet, die die

Auswertung erleichtern sollten. Diese befinden sich ausfiihrlich im Anhang. Dafiir wurde

1. Ein Makro entwickelt, das die Prospec-Dateien (Format des Spectra-Suite-Programmes)
in eine Excel-Datei iiberfiihrt ( Anhang)

2. Ein Makro entwickelt, das dann unter Nachfrage des Speicherortes, ein vom ersten
Makro erzeugtes Exceldatenblatt 6ffnet, die Daten kopiert und dann in ein ebenfalls

entwickeltes Auswertungsblatt unter Nachfrage der Speicherposition einfligt (Anhang).

Dieses Auswertungsblatt ist so vorbereitet, dass automatisch das Untergrundrauschen
abgezogen, die maximale Intensitdt der Fluoreszenz bestimmt und aus diesen der Mittelwert

berechnet wird (Abbildung 4-17).

1,71 ohne Offset 1,7 2 ohne Offset 1,7 3 ohne Offset Mitte11\;\17ert
0 0 0 0 0 0 1;2;3

nm counts 0 nm counts 0 nm counts 0 q 0
0 0 0 Q #DIV/0!
0 0 0 0 0
0 0 0 1;2;3
0 0 0 0 0
0 0 0 Q #DIV/0!

Abbildung 4-17: Auswertungsvorlage

Weiterhin werden diese Werte direkt in einen Bereich des Excelblattes kopiert, aus dem
dann direkt die graphische Darstellung der Linearitit generiert wird, sowie die Abweichungen
der Mittelwerte absolut und prozentual berechnet werden. Weiterhin wird die Konzentration
der eingegebenen Formaldehydlosung sowie die Konzentration der Losung im Gerat, die durch
Zugabe von Wasser verdiinnt ist berechnet in den nachfolgenden Abbildungen von
Excelauswertundsblatter sind noch alle Nachkommastellen enthalten, diese wurden fiir die

weitere Auswertung gerundet.
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Konzentration | Konzentration korr | Intensitdtam | Konzentration
[mg/1] [mg/1] Max [mmol/I] Konzentration korr [mmol/1]
0 0 0 0 0
1,7515 1,1677 0 0,0583 0,0389
2,4521 1,6347 0 0,0817 0,0544
3,1527 2,1018 0 0,1050 0,0700
3,503 2,3353 0 0,1167 0,0778
7,006 4,6707 0 0,2333 0,1556
10,509 7,006 0 0,3410 0,2333
14,012 9,3413 0 0,4667 0,3111
17,515 11,6767 0 0,5833 0,3889
21,018 14,012 0 0,7000 0,4667
24,521 16,3473 0 0,8167 0,5444
28,025 18,6833 0 0,9334 0,6222
31,527 21,018 0 1,0500 0,7000
35,03 23,3533 0 1,1667 0,7778
Konzentration | Konzentration korr Interﬁgit am au:;l\}veghlt ausgg\}\?;hlt Gesamtfehler Ggiirzr;trffil;r
prozentual
0 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
1,7515 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
2,4521 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
3,1527 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
3,503 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
7,006 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
10,509 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
14,012 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
17,515 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
21,018 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
24,521 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
28,025 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
31,527 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!
35,03 0 0 #DIV/0! 0 #DIV/0!

Abbildung 4-18: Auswertungsvorlage

An diesem Punkt der Berechnung kam erstmals die Fragestellung auf, wie man die

Reproduzierbarkeit der Messungen tberpriifen kann. In dieser Messdurchfithrung wird das

Aufstockverfahren angewandt.

Formaldehydlésung und

setzt diese gleich Null,

Nimmt man nun eine bekannte

Konzentration der

so sollte mit den nachfolgenden

Konzentrationen als Aufstockverfahren die bekannte Konzentration berechnet werden.
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Aufstocktest 3,5 mg/l y = 1940,8x + 6578
R2 = 0,9997
30000

25000 A
20000
15000 411””///'
10000
)

5000

Intensitéat [counts]

06 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

-5000

Konzentration [mg/l]

Abbildung 4-19: Uberpriifung der Messqualitit

Das Excelauswertungsblatt wird so erweitert, dass die obige graphische Auswertung direkt

fiir die folgenden Konzentrationen generiert wird:

— 1,7515mg/L
— 3,503 mg/L
— 7,006 mg/L
— 10,509 mg/L
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Test Aufstockung
Konzentration echt Konzentration -1,7515 Intensitat
1,7515 0 0
2,4521 0,7006 0
3,1527 1,4012 0
Test Aufstockung
Konzentration echt Konzentration -3,503 Intensitat
3,503 0 0
7,006 3,503 0
10,509 7,006 0
Test Aufstockung
Konzentration echt Konzentration -7,006 Intensitat
7,006 0 0
10,509 3,503 0
14,012 7,006 0
Test Aufstockung
Konzentration echt Konzentration -10,509 Intensitat
10,509 0 0
14,012 3,503 0
17,515 7,006 0

Abbildung 4-20: Auswertungsvorlage

Leider war das Gasblasenproblem mit dem Einbau der Kiihlung zwar gemindert, aber nicht
vollstindig behoben worden. Es gelang erst, als herausgefunden wurde, dass die fiir das Gerat
neu gekaufte Glasfaser mit Aluminium ummantelt war. Dieses reagiert mit der in dem Nash -
Reagenz enthaltenen Sdure aufgrund der Warmeeinwirkung unter Wasserstoffbildungund bildet

die beobachteten Gasblasen [236].

Al+ 3 Hzo —)AI(OH)g + 1,5 Hz

Mit dem Einsatz einer neuen polyimidummantelten Glasfaser war das Problem behoben und

die Messgerateentwicklung konnte beginnen.
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4.2. Entwicklung des Geridites

4.2.1. Entwicklungsschritte

4.2.1.1. Wiissrige Formaldehydlésungen

Nach Einbau der neuen Glasfaser mit einem Durchmesser von 300 um wurden nun erste
Messungen mit wassrigen Formaldehydlésungen durchgefithrt. Um wirklich alle Fehlerquellen
auszuschliefien, wurden alle T-Stiicke, bis auf das T-Stiick zur Gasblasenentfernung wieder
ausgebaut und die Losungen extern im Verhdltnis 1:1 Formaldehydldsung mit Nash-Reagenz
gemischt. Diese wurden dann durch einen Schlauch in das Gerat gepumpt. Nach 4 min. 30 sec,,
dies ist die Zeit, die die Losung von den Gefifen bis zum Erreichen der Anregungseinheit
bendtigt, wurden die Losungen getauscht und drei Spektren im Abstand von einer Minute

aufgenommen. Spectra suite hat dabei die Einstellungen:

- Integration time: 100 ms
- boxcar: 10

- scan to average: 30

Fiir diese Messungen wurden die folgenden Konzentrationen gewahlt:

1,7515 mg/L
- 24521 mg/L
- 3,1527 mg/L
- 3,503 mg/L

- 7,006 mg/L

- 10,509 mg/L
- 14,012 mg/L
- 17,515 mg/L
- 21,018 mg/L
- 24,521 mg/L
- 28,025 mg/L
- 31,527 mg/L

Dabei wurde festgestellt, dass Konzentrationen tiber 21,018 mg/L nicht mehr messbar sind

(Abbildung 4-21), da die Losung dann zu konzentriert ist.
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Abbildung 4-21: Bestimmung des linearen Bereiches

Und nachfolgend wurden die Formaldehydlésungen mit den Konzentrationen:

- 24,521 mg/L
- 28,025 mg/L
- 31,527 mg/L

nicht mehr gemessen.
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y =820,3x + 955,71
R2 = 0,9966

20000

18000 %

16000 4””/'

14000 4”"('
e

12000

10000 4”’//'

8000 ,/”"
6000 A”//,

4000
2000 -+

0 T T T T
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Intensitat [counts]

Konzentration [mg/l]

Abbildung 4-22: Linearititsbereich

Da bei diesen Messungen auffiel, dass der Messwert fiir 21,018 mg/L nicht mehr ganz in der
Linearitat liegt, wurden fiir die Bestimmung der Qualitdt der Messreihe nur noch die Messwerte
bis zur Formaldehydkonzentration 17,515 mg/L beriicksichtigt. Nun wurde aufbauend auf diese
ersten Ergebnisse das Excelauswertungsblatt gedandert, indem Vorlagenblidtter mit Beziligen
versetzt wurden, so dass aus den mit Hilfe des Makros eingefiigten Rohdaten direkt die drei
Spektren einer jeweiligen Konzentration in einem Blatt dargestellt wurden, wodurch eventuelle
Ausreifder durch Schwankungen, Luftblasen oder Schwebstoffe im Gerat direkt erkannt werden

konnten. Beispielhaft ist das Spektrum fiir 1,7515 mg/L gezeigt (Abbildung 4-23)
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In der nachfolgend Abbildung (Abbildung 4-24) sieht man deutlich fiir das dritte Spektrum
(7 mg/L 3), wie sich durch eine Gasblase das Signal des Anregunglichtes deutlich verbreitert hat

300 400 500 600 700 800 900

Wellenlange [nm]

Abbildung 4-23: Spektren einer Konzentration

und das Signal der Fluoreszenz abgeschwacht wird.

Intensitét [counts]
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Abbildung 4-24: durch Gasblasen veriandertes Spektrum

900



Ergebnisse und Diskussion 84

Fir jede Konzentration gibt es eine solche Ubersicht. Weiterhin wird direkt die

angesprochene Uberpriifung der Messreihe durchgefiihrt.

y =944,02x + 1618
R2= 019999 3000

@
[

g 1500“””"
S "'Zgbo

> /

@ 500

£ pd

-B -2,5 / -15 -1 -0,5 0 0,5 1 15 :
/ -500
-1000

-1500

A4

Konzentration [mg/l]

Abbildung 4-25: Aufstocktest

Anschlieflend wird die Linearitit der Messung graphisch dargestellt, wobei einmal der
gesamte Konzentrationsbereich (Abbildung 4-26) einmal nur die niedrigen Konzentrationen

(Abbildung 4-27) dargestellt werden.

18000

= 718,92x + 1115.,6
16000 Y b4

14000

12000
10000 .
8000
6000
4000
2000 /
0 ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25

Intensitat [counts]
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Abbildung 4-26: komplette Messdurchlauf
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Abbildung 4-27: Linearer Messbereich

Man erkennt dann deutlich, welche Messpunkte bei einer spateren Urinanalyse genutzt

werden sollten. Soweit vorbereitet wurden nun die ersten Urinproben gemessen.

4.2.1.2. Urin

4.2.1.3.  Urin Messungen ohne T-Stiicke

Auch fiir die Urinmessungen wurden zuerst die T-Stiicke, bis auf das T-Stiick zur
Gasblasenentfernung nicht verwendet, sondern die Urinprobe extern mit Nash-Reagenz und
Formaldehydaufstocklésung versetzt. Dafiir wurden 1 mL Urin mit 3 mL Wasser gemischt, um
das Untergrundspektrum von Urin bestimmen zu kénnen. 1 ml Urin wurden mit 1 mL Wasser
und 2 mL Nash-Reagenz gemischt, um das Formaldehydspektrum aufzunehmen und 1 mL Urin
wurden mit 1 mL Aufstocklésung und 2 mL Nash-Reagenz gemischt. Es wurden auch hier drei
Spektren pro Konzentration aufgenommen und drei komplette Messreihen pro Probe

durchgefiihrt. Die verschiedenen Losungen wurden weiterhin nach 4 min 30 sec gewechselt.

Um dies zu beriicksichtigen wurde das Excel-Auswertungsblatt dahin gehend gedndert, dass
auch die Urinwerte direkt berechnet werden. Dies soll einmal exemplarisch an einer Messung
beschrieben werden. Zuerst wurde auch hier die Linearitit der Messung betrachtet (Abbildung

4-28)
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Abbildung 4-28: komplette Messdurchlauf

25

So sind Aufireifer direkt erkennbar. Dann wird die Qualitat der einzelnen Messpunkte durch

die Uberpriifung der Aufstocklosung durchgefithrt. Dafiir wird eine Aufstocklésung ,Null”

gesetzt, so dass der x-Achsenabschnitt den Formaldehydgehalt der Aufstocklosung + dem

Formaldehydgehalt in der Urinprobe ergeben sollte.

1600

y = 417,83x + 803,73 1400 /
1000
800

Intensitat [counts]

o

-1 -0,5 0 0,5 1 15

N

~.200

-400

Konzentration [mg/l]

Abbildung 4-29: Aufstockverfahren komplett
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Zieht man nun das Urinsignal ab, so sollte man nun die hier gewahlten 1,7 mg/L erhalten.

yd

417,83x + 708,74 1400
y = L] X + L]
1000

Intensitét [counts]
.JL\
o
o

T T T T T 0
-8 -2,5 / -1,5 -1 -0,5
-200

(

15

/ -400

Konzentration [mg/l]

Abbildung 4-30: Aufstockverfahren nach Abzug des Urinwertes

Um nun den Formaldehydgehalt in der Urinprobe zu bestimmen wird das echte

Aufstockverfahren, das auch unter dem Begriff Standardaddition bekannt ist durchgefiihrt.
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Abbildung 4-31: Standardaddition

Um bei der Fiille der so entstehenden Daten den Uberblick zu behalten, wurde nun zuerst in

Word ein Auswertungsblatt entwickelt, in das die Daten eingetragen werden konnen (siehe

Anhang). Aus diesem wurde dann ein Excelblatt entwickelt, in dem sich direkt die

Rechenbeziige? finden.

Urinmessung

Datum:

Person:

Bemerkung
: alle Werte in [mg/1]

Messung | Messung | Messung | Messung Fehler Fehler | abs proz.
1 2 3 4 Mittelwert abs % Abweichung | Abweichung
1,7515 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
1,7 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
1,7 Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
2,4521 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
2,4 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
2,4 Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
3,1527 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!

2 Diese Rechendbeziige erkennt man an #DIV/0!; bzw. #Zahl!
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3,1 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
3,1 Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
3,503 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
3,5 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
3,5 Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
7,006 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
7,0 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
7,0 Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
Fehler
Urinwert abs Fehler %

#DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!

Abweichung der Aufstockung

1,7515 2,4521 3,1527 3,503 7,006

absolut #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!

prozentual | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0! | #DIV/0!

X: Intensitdt - Urinuntergrund

x=0 |

Achsenabschnitt: x + Urinkonzentration

x - Urin: Intensitdt - Urin

x=0 |

Achsenabschnitt: x

Uberpriifung der Aufstockung

x Urin: Intensitdt - Urinuntergrund

Urin=0 |

Achsenabschnitt: Urinkonzentration

"echtes" Aufstockverfahren

Abbildung 4-32: Auswertungsblatt Urin

4.2.1.4. Urin-Messungen mit T-Stiicken

Nach den bis hierhin beschriebenen Vorarbeiten wurden nun die T-Stiicke wieder
eingesetzt. Die Urinprobe, die Aufstocklosungen und das Nash-Reagenz wurden durch je einen
Schlauch in das Gerat gepumpt und in den T-Stiicken gemischt. Dadurch wird eine deutliche

Arbeitserleichterung mit verbundener Zeitersparnis erreicht.
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Abbildung 4-33: T-Stiick

Weiterhin wurde die Messdurchfiihrung dahin gehend gedndert, dass der Schlauch, der die

Aufstocklosung fithrt, alle 10 min in eine neue Losung gegeben wird und bei 2, 3 und 4 Minuten

ein Spektrum aufgenommen wird, so dass auch hier pro Konzentration 3 Spektren

aufgenommen werden und pro Probe 3 Messdurchldufe durchgefiihrt werden.

Beispielhaft sei hier einmal das oben beschriebene Auswertungsblatt einer Urinmessung

gezeigt, wobei hier nur die Excelergebnisse angzeigt werden. Die iiberfliissigen
Nachkommastellen wurden bei der Bearbeitung gerundet
Urinmessung

Datum: 22.8.08
Person: 2
Bemerkung | alle Werte in [mg/]]

Messung | Messung | Messung | Messung Fehler abs proz.

1 2 3 4 Mittelwert | abs Fehler % | Abweichung | Abweichung
1,7515 1,9447 1,9178 1,9312 0,0134 0,6960
1,7 - Urin 1,7031 1,7133 1,7082 0,0051 0,2988 0,04328 -2,4710
1,7 Urin 0,2389 0,2020 0,2204 0,0185 8,3939
2,4521 2,5332 2,5670 2,5500 0,0169 0,6622
2,4 - Urin 2,2997 2,3662 2,3330 0,0332 1,4240 0,1191 -4,8564
2,4 Urin 0,2356 0,2011 0,2183 0,0173 7,9063
3,1527 3,2835 3,2091 3,2463 0,0378 1,1452
3,1 -Urin 3,0468 3,0117 3,0293 0,0176 0,5800 0,1234 -3,9137
3,1 Urin 0,2104 0,1616 0,1860 0,0244 13,129
3,503 3,7579 3,6906 3,7243 0,0337 0,9037
3,5 - Urin 3,5149 3,4878 3,5014 0,0135 0,3864 0,0016 -0,0463
3,5 Urin 0,2463 0,1985 0,2224 0,0239 10,7598
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7,006 8,0439 8,0294 8,0367 0,0073 0,0905
7,0 - Urin 7,7794 7,8071 7,7933 0,0139 0,1778 -0,7873 11,2371
7,0 Urin 0,4014 0,2802 0,3408 0,0606 17,7921
Fehler
Urinwert abs Fehler %

0,211821 0,0214 10,0866

Abweichung der Aufstockung

1,7515 2,4521 3,1527 3,503 7,006
absolut 0,0433 0,1191 0,1234 0,0016 0,7873
prozentual | 2,4710 4,8564 3,9137 0,0463 11,237
X: Intensitdt - Urinuntergrund

x=0

Achsenabschnitt: x + Urinkonzentration

x - Urin: Intensitdt - Urin

x=0

Achsenabschnitt: x

Uberpriifung der Aufstockung

x Urin: Intensitdt - Urinuntergrund

Urin=0 | |

Achsenabschnitt: Urinkonzentration

“echtes" Aufstockverfahren

Abbildung 4-34: Beispielhaftes Urinauswertungsblatt

Weiterhin wurde bei den Messungen mit Urin festgestellt, dass bei ldngerem Stehen der
Urinprobe wdahrend der Messungen im Messverlauf Schwebstoffe ausfallen. Um dies zu

verhindern, wurden die Urinproben zur Probenvorbereitung zentrifugiert.
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4.2.2. Ergebnisse

4.2.2.1. Charakterisierung

Die in 4.2 teilweise vom 1.2.1.1 bis 1.2.1.3 von mir in Zusammenarbeit mit Frau Nicole
Karpensky im Rahmen ihrer Bachelorarbeit durchgefiihrten Messungen, wurden von ihr zur
Validierung des Gerates eingesetzt [237]. Zum besseren Verstiandnis werden hier die Ergebnisse
kurz aufgefiihrt. Es wurden Messungen von Formaldehyd in Wasser; mit und ohne T-Stiicke in
Urin  durchgefiihrt und im Anschluf3, die Abweichung von der bekannten
Formaldehydkonzentration, sowie die Abweichung des erhaltenen Formaldehydgehaltes einer

Urinprobe berechnet und die Fehlerrechnung durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergebnisse sind:

Das Verfahren ist in der Matrix Wasser durchfiihrbar

- dort betragt die Abweichung 14% vom bekannten Wert
- Das Verfahren ist fiir die Matrix Urin anwendbar
- Die Abweichung von den bekannten Formaldehydkonzentration betragt 7 %
- Die Schwankungen der erhaltenen Formaldehydkonzentration in Urin betragt:
- Bei den manuellen Messungen 36%
- Mitdem, siehe 4.2.2.2.2, spater wieder entferntem
Wiederfindungskriterium: 12%
- Beiden automatisierten Messungen 13 %
- Mitdem, 4.2.2.2.2, spater wieder entferntem

Wiederfindungskriterium: 9%

4.2.2.2. Weiterentwicklung

4.2.2.2.1. Aufstockverfahren

Um nun herauszufinden, ob das Aufstockverfahren iiberhaupt durchgefiihrt werden muss,
oder ob nicht eine Ein-Punkt-Kalibrierung ausreichend ist, werden nun alle Steigungen aller
bisheriger Messungen verglichen (siehe Anhang). Dabei kann festgestellt werden, dass die

Steigung

- abhingig von den Gerateeinstellungen, wie z.B. Fluf3, integration time, scan to average
und boxcar width ist

- abhangig von der Probe ist

- So stark zwischen den verschiedenen Messungen differiert, dass Unterschiede der
erhaltenen Formaldehydkonzentrationen des Urins bei Berechnung mit verschiedenen
Steigungen sowohl die angenommene Genauigkeit (0,1 mg/L), als auch die Fehler der

Methode, sowohl prozentual, als auch absolut iiberschreitet. So wiirde man bei
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Messungen ohne Aufstockverfahren, sondern mit Kalibrierung als

klassifizierende Ergebnisse erhalten.

Zur Belegung dieser Ergebnisse werden drei Messreihen mit erhaltenen grofder, mittlerer
und kleiner Formaldehydkonzentration ausgewahlt und bei der Aufstockreihe 1,7mg/L mit der
dazugehorenden Steigung, der hochsten gemessenen Steigung (06-16-09 -2-) und der

niedrigsten gemessenen Steigung (04-27-09 -2-) berechnet und im Anschluf} die Differenzen

absolut und prozentual berechnet.

Aus den Messdaten (siehe Anhang) ergibt sich folgende Darstellung:

2000,0
1500,0 Y

T 1000,0 & 04-27-09 -2-

5 / B 06-16-09 -2-

= A 03-30-09-1-

= 500,0 —

S ——04-27-09 -2-: 0,48 mg/L

g ——06-16-09 -2-: 0,17 mg/L

=, : 0,0 : : : . Linear (06-16-09 -2-)

-15 -1 -0, 0,0 0,5 1,0 15 20 ——03-30-09-1-: 0,42 mg/L
-500,0
-1000,0

Konzentration mg/1

Formaldehydgehalt berechnet mit der hochsten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes

der Probe
0,25 mg/L
60 %

Formaldehydgehalt der Probe abziiglich Formaldehydgehalt berechnet mit der kleinsten

Steigung
0,06 mg/L
14 %

Formaldehydgehalt berechnet mit der grofdten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes

Abbildung 4-35: Niedriger Formaldehydgehalt

berechnet mit der kleinsten Steigung

0,31 mg/L
75 %

,Falsch“
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2500,0
2000,0 /
7 1500,0 & 04-27-09-2-
o
5 / B 06-16-09 -2-
[5)
-5 1000,0 A 03-12-09-1-
)
g ——04-27-09-2-: 1,5 mg/L
5]
8 —06-16-09 -2-: 0,55 L
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Abbildung 4-36: Mittlerer Formaldehydgehalt

Formaldehydgehalt berechnet mit der hdochsten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes

der Probe
0,64 mg/L
74 %

Formaldehydgehalt der Probe abziiglich Formaldehydgehalt berechnet mit der Kkleinsten

Steigung
0,31 mg/L
36 %

Formaldehydgehalt berechnet mit der grofiten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes

berechnet mit der kleinsten Steigung

0,95 mg/L
110 %
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Abbildung 4-37: Hoher Formaldehydgehalt

Formaldehydgehalt berechnet mit der hochsten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes
der Probe

0,87 mg/L

49 %

Formaldehydgehalt der Probe abziiglich Formaldehydgehalt berechnet mit der kleinsten
Steigung

0,81 mg/L

46 %

Formaldehydgehalt berechnet mit der grofiten Steigung abziiglich des Formaldehydgehaltes
berechnet mit der kleinsten Steigung

1,68 mg/L

94 %

Daraus folgt, dass das Aufstockverfahren durchgefiihrt werden muss. Weiterhin féllt auch
auf, dass in den meisten Messungen die Steigung ab einem Wert von 17 mg/L nicht mehr linear

verlauft, so dass nur noch die Aufstocklésungen von 1,7 mg/L bis 14 mg/L durchgefiihrt werden.

4.2.2.2.2. Wiederfindung
Wie schon beschrieben, ist es moglich die Aufstockung zu iiberpriifen und damit die

Zuverlassigkeit eines Messpunktes zu Uberpriifen. Dafiir wurde das in 4.2.1.3 vorgestellte
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Urinauswertungsblatt dahingehend gedndert, dass es nicht einfach nur den Mittelwert aller
erhaltenen Urinmesswerte bildet, sondern diese auch noch differenziert, in den Mittelwert aller
Messwerte, den aller Messwerte, die nicht starker, als +/- 0,1 mg/L von der bekannten

Aufstockkonzentration abweichen und den aller Messwerte, die nicht stiarker als +/- 0,2 mg/L

abweichen.
Urinmessung

Datum: 22.8.08
Person: 2
Bemerkung
: alle Werte in [mg/1]

Messung | Messung | Messung Mittelwer abs proz.

1 2 2 Messung 4 |t Fehler abs | Fehler % | Abweichung | Abweichung
1,7515 1,9447 1,9178 1,9313 0,0134 0,6960
1,7 - Urin 1,7031 1,7133 1,7082 0,0051 0,2988 0,0433 -2,4710
1,7 Urin 0,2390 0,2020 0,2205 0,0185 8,3939
2,4521 2,5332 2,5670 2,5501 0,0169 0,6622
2,4 - Urin 2,2998 2,3662 2,3330 0,0332 1,4240 0,1191 -4,8564
2,4 Urin 0,2356 0,2011 0,2183 0,0173 7,9063
3,1527 3,2835 3,2092 3,2463 0,0372 1,1452
3,1 - Urin 3,0469 3,0117 3,0293 0,0175 0,5800 0,1234 3,9138
3,1 Urin 0,2105 0,1616 0,1861 0,0244 13,1293
3,503 3,7579 3,6906 3,7243 0,0336 0,9037
3,5 - Urin 3,5149 3,4878 3,5014 0,0135 0,3864 0,0016 -0,0463
3,5 Urin 0,2464 0,1985 0,2224 0,0239 10,760
7,006 8,0439 8,0294 8,0367 0,0073 0,0905
7,0 - Urin 7,7794 7,8071 7,7933 0,0139 0,1778 -0,7873 11,2372
7,0 Urin 0,4015 0,2802 0,3408 0,0606 17,792
10,509 #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!
10,509 - Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL! #DIV/0! #DIV/0!
10,509
Urin #DIV/0! #ZAHL! #ZAHL!

Fehler
Urinwert abs Fehler % Urinwert | Fehler abs | Fehler %
0,2376 0,0433 18,2213 | Q:+/-0,2 | 0,2376 0,0433 18,2212

Q:+/-0,1 |0,2376 0,0433 18,2212
Abweichung der Aufstockung
1,7515 2,4521 3,1527 3,503 7,006
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absolut 0,0433 0,1191 0,1234 0,0016 0,7873

prozentual | 2,4710 4,8564 3,9137 0,0463 11,2372

X: Intensitdt - Urinuntergrund

x=0

Achsenabschnitt: x + Urinkonzentration

x - Urin: Intensitdt - Urin

x=0

Achsenabschnitt: x

Uberpriifung der Aufstockung

x Urin: Intensitdt - Urinuntergrund

Urin=0

Achsenabschnitt: Urinkonzentration

"echtes" Aufstockverfahren

Abbildung 4-38: Urinauswertungsblatt

Vergleicht man auch hier die Messungen, so fillt auf, dass in den meisten Féllen die Differenz der
der erhaltenen Urinkonzentrationen unkorrigiert zu korrigiert unter dem angenommenen
Fehler liegt. Dabei zeigt

Abbildung 4-39 die Uberschreitung der Differenz von 0,1 mg/ L, die die Messgenauigkeit des
Gerates beschreibt und
Abbildung 4-40 die Differenz prozentual, wobei die Grenze bei dem 15% Fehler des Gerates

liegt.
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Differenz [mg/L]

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15
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0,05

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39

Abbildung 4-39: Differenz korrigiert zu unkorrigiert absolut

Differenz prozentual
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Abbildung 4-40: Differenz korrigierter und unkorrigierter Urinwert prozentual
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Daraus folgt, dass diese Korrektur nicht mehr durchgefiihrt werden muss. Die
Messdurchfithrung, die fiir die Messung der Urinproben von gesunden Menschen eingesetzt

wird wird also auf folgende Einstellungen festgelegt:

- Wenn mdoglich 3 Messdurchlédufe pro Probe

- Aufstockung von 1,7 mg/L bis 14 mg/L

- Integration time: 100 ms

- Scan to Average: 15

- Boxcar width: 10

- Fluf:15

- Aufstocklosungswechsel nach 5 Minuten Spektrum bei Minute 0;1;2

- keine nachfolgende Korrektur mehr

4.3. Messkampagnen

4.3.1. Kampagnen

4.3.1.1. Probelagerung bei -80°C und — 20°C

Um die in 4.3.1.2 durchgefiithrten Messungen iiberhaupt durchfiihren zu kdnnen musste
tiberpriift werden, ob Urinproben eingefroren und nach dem Auftauen noch der
Formaldehydgehalt bestimmt werden kann. Dafiir wurden Urinproben einer Probandin mit
Formaldehyd versetzt, der Formaldehydgehalt bestimmt, eingefroren aufgetaut und erneut der

Formaldehydgehalt bestimmt



Uri fiir tiefgefrorenes Urin

Schwankung
: das ist die Mittelwertabweichung der zur Berechnung des Urinwertes eingesetzten Urinwerte einer Messung

Fehler 15 %: | dies ist der Fehler, den ich fiir die Methode ansetze: 5 % aus den Fehlern der Pipette (Nicole S.IV) + 7% (Nicole S. 35) + 3% Sicherheit

HCHO-Wert: Abweich(lnzg
Tage bis direkt spater Differenz gleicher Schwankung Beide Differenz Schwankung Beide Fehler beide

Datum Auftauen frisch Schwankung | Fehler (15 %) Schwankung | Fehler (15 %) Schwankung Fehler (15 %) Tag addiert Fehler beide addiert spéter addiert addiert
16.12.2008 29 0,58 0,05 0,087 X X #WERT! 0,37 0,06 0,0555 #WERT! H#WERT! #WERT! 0,21 0,11 0,1425
26.01.2009 10 1,05 0,08 0,1575 0,79 0,05 0,1185 0,96 0,47 0,144 0,26 0,13 0,276 0,09 0,55 0,3015
10.02.2009 7 1,26 0,1 0,189 1,07 0,04 0,1605 1,07 0,03 0,1605 0,19 0,14 0,3495 0,19 0,13 0,3495
12.02.2009 4 1,26 0,11 0,0165 X X #WERT! 1,44 0,04 0,216 #WERT! #WERT! #WERT! -0,18 0,0565 0,2325
18.02.2009 8 1,3 0,55 0,0825 1,23 0,03 0,1845 1,07 0,04 0,1605 0,07 0,1125 0,267 0,23 0,1225 0,243
02.03.2009 2 0,82 0,12 0,018 1,09 0,17 0,1635 0,8 0,16 0,12 -0,27 0,188 0,1815 0,02 0,178 0,138
03.03.2009 10 0,71 0,03 0,0045 X X #WERT! 0,76 0,03 0,114 #WERT! #WERT! #WERT! -0,05 0,0345 0,1185
05.03.2009 4 1,79 0,07 0,0105 1,67 0,1 0,2505 1,56 0,08 0,234 0,12 0,1105 0,261 0,23 0,0905 0,2445
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Es ist deutlich erkennbar, dass sich die Differenzen im Bereich des angenommenen Fehlers
des Gerates befinden. Im Anschlufs an diese Testmessung, konnen die nachfolgenden Messungen
durchgefiihrt werden. Dafiir wird die Messdurchfiihrung dahin gehend gedndert, dass der Fluf3
auf 15 eingestellt wird und sich somit die Durchflussdauer auf 4 Minuten verringert. Die
Spektren werden bei 0.00 min, 0.45 min und 1.30 min aufgenommen und die Aufstockldsung bei

4.00 min gewechselt.

4.3.1.2.  Proben von Blasenentziindungspatienten

In Zusammenarbeit mit der Universitit Wiirzburg ist es nun maéglich, Urinproben vom
Menschen zu untersuchen, die an chronischer Blasenentziindung leiden. Diese Urinproben
werden auf Trockeneis verschickt und bei -60°C gelagert. Da es sich dabei um Urinproben
handelt, die gentechnisch verdnderte Bakterien enthalten konnten (die Bakterien werden vor
dem Versand schon einmal zentrifugiert) musste das Gerat entsprechend umgebaut werden. Das
gesamte Gerdt wird in eine Plastikwanne gesetzt, so dass bei eventuellem Auslaufen der Probe
diese aufgefangen werden kann. Weiterhin werden die T-Stlicke, da diese sich manchmal ldsen,

mit einer Plexiglasvorrichtung abgesichtert.

Abbildung 4-41: Abschirmung vor Urinspritzern
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Abbildung 4-42: Erweiterter Aufbau

Weiterhin wird aller entstehende Abfall autoklaviert. Nach diesen Vorsichtsmafdnahmen
werden die zugesandten Proben vermessen. Es werden insgesamt 13 Proben von 5
verschiedenen Personen gemessen. Die Proben werden bis zum Messen bei -60°C aufbewahrt,

was siehe 4.3.1.1 moglich ist. Tabelle 4-1 zeigt die Ergebnisse, die in 4.3.2.3 diskutiert werden.



Tabelle 4-1: Uberblick der untersuchten Proben

Gehalt Original (bei verdiinnten

Proben)
Bemerkung Gehalt [mg/1] | Schwankung [mg/l] | Schwankung proz. | 15% Fehler Gehalt | Schwankung abs. 15%Fehler

KA 09/03/23 0,75 0,08 10,91 0,1125
KA 09/03/23 6 Tage Kiihlschrank 0,37 0,02 6,6 0,0555
KA 09/03/251/2 erste Testmessung
KA 09/03/252/2 Messung 2 0,26 0,02 0,039
KA 09/03/252/2 nach 24 Std. Kiihlschrank 0,23 0,08 4 0,0345
KA 09/03/252/2 Mittelwert 0,23 0,2 10 0,0345

| 0
P0S 09/03/23 0

| 0
P0S 09/03/251/2 0
P0S 09/03/252/2 Nichts #WERT!

| 0
SR200811-17-08 8.00 nicht messbar H#WERT!
SR 2008 11-17-08 8.00 1:1 Wasser nicht messbar #WERT!
SR 2008 11-17-08 8.00 1:5 Wasser 1,92 0,005 0,26 0,288 11,54 | 0,03 1,731
SR 2008 11-17-08 8.00 1:5 Wasser 16 Std Kiihlschrank 2,53 0,08 3,25 0,3795 15,16 | 0,49 2,274
SR 2008 11-17-08 8.00 1:9 Wasser 18 Std Kiihlschrank 1,14 0,171 11,36 1,704
SR 2008 11-17-08 8.00 1:5 Wasser 14 Tage Kiihlschrank | 1,99 0,06 3,06 0,2985 11,95 |0,37 1,7925
SR 2008 11-17-08 8.00 1:9 Wasser 14 Tage Kiihlschrank | 0,94 0,06 6,28 0,141 9,44 0,59 1,416
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Wihrend dieser Messungen wird weiterhin ein Makro fiir Excel entwickelt, dass die
komplette Auswertung von der Umformatierung von Text in eine Exceldatei bis hin zum
Einfligen der Daten an die vorhergesehene Stelle sowohl in der Excelvorlage, als auch im
Urinauswertungsblatt {ibernimmt (siehe Anhang). Dies fiihrt zu einer deutlichen Beschleunigung

der Auswertung.

4.3.1.3. Probandenkreis gesunder Menschen

Wie auch in 2.2.6.1 beschrieben, gibt es kaum Literatur iiber den Formaldehydgehalt in Urin

und die dort genannten Konzentrationsbereiche differieren stark.

- 12,1-205 pg/L[77]

— 64,78 ug/24h [202]

- 2,5-4,0mg/L[180]

— 56,85-144,57 pg/L [198]

— <10ppb[2]

— 40-1400 pmol/L, entspricht 1,17 mg/L bis 42 mg/L [169]

Dies entspricht einem Bereich von 12,1 pg/L - 42 mg/L.

Um aber eine erkrankte von einer gesunden Urinprobe zu unterscheiden, werden Daten tber die
Konzentrationsbereiche im Urin gesunder Menschen bendtigt. Dafiir wird zuerst mithilfe der
Justiziarin der Bergischen Universitit Wuppertal ein Einwilligungsformular fiir Probanden
erarbeitet (siehe Anhang) und dann nach Genehmigung des Ethikrates der Bergischen
Universitiat Wuppertal mit Messungen begonnen, deren Diskussion sich in 4.3.2.4 findet. Fiir die
Auswertung werden die Proben entweder frisch oder nach Lagerung im Tiefkiihlschrank bei -
20°C und Auftauen iiber Nacht im Kiihlschrank zentrifugiert und in bis zu 3 Messreihen
gemessen, so dass Urinauswertungsblatter fiir alle Probanden entstehen. Hier sei eines

exemplarisch gezeigt
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Urinmessung
Messdatum: 25.1.10
Probennahmed
atum 23.1.10
Person: 16
Bemerkung: alle Werte in [mg/]]

Messung | Messung | Messung | Messung | Mittelwe | Fehler Fehler | abs proz.

1 2 3 4 rt abs % Abweichung | Abweichung
1,7515 1,8444 1,8560 1,8502 0,0058 0,3146
1,7 - Urin 1,7744 1,6736 1,7240 0,0504 2,9241 |0,0275 -1,5715
1,7 Urin 0,072531 | 0,176644 0,1246 0,0520 41,7829
2,4521 2,2581 2,2452 2,2516 0,0065 0,2875
2,4 - Urin 2,1944 2,0804 2,1373 0,0570 2,6682 0,3147 -12,8346
2,4 Urin 0,05301 0,1618 0,1074 0,0544 50,5962
3,1527 3,5846 3,7046 3,6446 0,0600 1,6466
3,1 -Urin 3,5083 3,5001 3,5042 0,0041 0,1169 |-0,3515 11,1492
3,1 Urin 0,1664 0,2868 0,2265 0,0602 26,5555
3,503 3,7795 3,8962 3,8378 0,0583 1,5201
3,5-Urin 3,7056 3,6980 3,7018 0,0038 0,1018 |-0,1988 5,6755
3,5 Urin 0,1324 0,2524 0,1924 0,0600 31,1921
7,006 6,9663 7,0814 7,0239 0,0576 0,8199
7,0 - Urin 6,8948 6,8898 6,8923 0,0025 0,0362 |0,1137 -1,6231
7,0 Urin 0,0643 0,1856 0,1249 0,0606 | 48,5493
10,509 #DIV/0! | #ZAHL! | #ZAHL!
10,509 - Urin #DIV/0! | #ZAHL! | #ZAHL! | #DIV/0! #DIV/0!
10,509 Urin #DIV/0! | #ZAHL! | #ZAHL!

Fehler

Urinwert abs Fehler % Urinwert, echt (bei verdiinnten Proben)
0,1552 0,0597 | 38,4674 0,3104

Abbildung 4-43: Urinauswertungsblatt

Die nachfolgende Abbildung gibt einen Uberblick iiber alle Messungen, die im Rahmen der
Messreihe durchgefiihrt wurden, rosa unterlegt sind dabei die Proben, deren
Formaldehydgehalt so gering war, dass er aufgrund des Fehlers des Gerdtes als negativ

bestimmt wurde.




Tabelle 4-2:

Uberblick iiber die durchgefiihrten Messungen

Personengruppe | Proband | Bemerkung Datum Messung Datum Probennahme Uhrzeit | gem.HCHO-Gehalt [mg/L] | echt. HCHO-Gehalt [mg/L]

1 1 19.01.2010 19.01.2010 8:00 0,13694687
2 26.01.2010 19.01.2010 10:00 0,23429451
3 gemess 1:3 14.01.2010 09.01.2009 0,11826687 0,472
4 gemess 1:1 08.02.2010 03.02.2010 15:00 | 0,03391555 0,0678311
5 G>U 08.02.2010 03.02.2010 15:00 -0,08847928
9 gemess 1:1 18.01.2010 18.01.2010 5:30 | 0,031561 0,063122
17 G<U 09.02.2010 04.02.2010 13:00 -0,00721092

2 6 12.02.2010 11.02.2010 0,05807043
13 05.02.2010 22.01.2010 0,02585453
14 24.02.2010 23.02.2010 6:00 -0,13782733
19 G>U;gem1:1 11.02.2010 10.02.2010 13:00 | -0,10030438
20 gem 1:3 22.02.2010 11.02.2010 13:00 | -0,01675068
24 23.02.2010 22.02.2010 9:00 -0,03824617
25 gem 1:3 25.02.2010 23.02.2010 15:15 | -0,0481685

3 7 gemess 1:3 19.01.2010 19.01.2010 7:00 | 0,13143435 0,5257374
11
12 18.02.2010 19.01.2010 -0,02437161
16 gemess 1:1 25.01.2010 23.01.2010 13:00 | 0,15518358 0,31036717
21 18.02.2010 12.02.2010 11:00 0,00649923




10 01.02.2010 19.01.2010 7:00 0,02938739
14

15 gemess 1:1 25.01.2010 23.01.2010 13:00 0,06108899 0,12217799
18 G>U;gem1:1 10.02.2010 09.02.2010 morgens -0,03148724

22 22.02.2010 19.02.2010 09:30 0,03271751
23 G>U 23.02.2010 19.02.2010 08:50 0,02152569
8 gemess 1:3 24.02.2010 23.02.2010 08:30 0,0621328 0,24853121
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4.3.2. Ergebnisse

4.3.2.1. Nash - Reagenz - Eigenfluoreszenz

Wie in 2.2.5.2.1 dargelegt, gibt es keine feste Zusammensetzung fiir das Nash-Reagenz. Die

von mir verwendete Zusammensetzung (siehe 3) hat folgende Vorteile:

- keine Eigenfluoreszenz
- wenig Chemikalien
- nach Nash [220]

o pH64

o im Konzentrationsverhaltnis fiir einen kompletten Reaktionsverlauf

Der fiir diese Messungen wichtige Vorteil, ist der der nichtvorhandenen Eigenfluoreszenz, da
auch die Eigenfluoreszenz der Urinproben beriicksichtigt werden muss. Die nachfolgende
Graphik, zeigt deutlich, dass das Signal von Wasser im erwarteten Fluoreszenzbereich mit dem

des Nash-Reagenzes identisch ist.

10000
9000

8000 Nash -Reagenz
Wasser

7000

6000

5000
4000
3000
2000
1000

Intensitéat [counts]

0 T T T T -“\_ T

200 300 400 500 600 700 800 900

Wellenlange [nm]

Abbildung 4-44: Spektrum des Nash-Reagenzes
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4.3.2.2. Nash - Reagenz und Urinfarbstoff

Wéahrend den Messungen des Urines von gesunden Probanden fillt auf, dass es einige
Proben gibt, bei denen das Fluoreszenzsignal von reinem Urin iiber dem Fluoreszenzsignal von
Urin mit dem Nash-Reagenz liegt. Daraus ergibt sich ein negativer Formaldehydgehalt. Die
Vermutung liegt nun nahe, dass ein Bestandteil des Nash - Reagenzes mit dem Urinfarbstoff
reagiert. Um dies zu uberpriifen, wird eine Urinprobe mit jedem Bestandteil des Nash-
Reagenzes in der Konzentration, wie es im Nash-Reagenz vorliegt versetzt, und jeweils zuerst
das Fluoreszenzsignal des Wassers, also das Untergrundrauschen, dann das Fluoreszenzsignal
des Urin bestimmt, und als dritten Messpunkt das Fluoreszenssignal von Urin mit Nash; Urin mit
Ammoniumacetat/Essigsdure und Urin mit 2,4-Pentadion gemessen. Das Ergebnis zeigt die

nachfolgende Grafik (Abbildung 4-45):

1400
TTe—
1200
1000
800
600
400
200
0
Wasser Urinuntergrund Urinmit Nash /
Ammoniumacetat / 2,4-
Pentadionlésung
Urin mit Nash Urin mit Ammoniumacetat Urin mit 2,4-Pentadion

Abbildung 4-45: Schwichung der Eigenfluoreszenz von Urin

Dabei wird festgestellt, dass

- Bei Zugabe von Nash und der Ammoniumacetat/ Essigsaurelosung das Signal sinkt, bei
der Zugabe von 2,4 - Pentadionlésung es aber konstant bleibt.
- Bei der Zugabe von der Ammoniumacetat/ Essigsdurelosung sinkt das Signal stérker, als

bei der Zugabe von Nash-Reaggenz.

Daraus folgt wiederrum, dass:



Ergebnisse und Diskussion 110

Die

Formaldehyd mit der Ammoniumacetat/ Essigsaurel6sung nicht reagiert, man sieht also
nur das Signal der Reaktion von Urin und der Ammoniumacetat/ Essigsaurelésung, in
der das Signal abgesenkt wird,

mit Nash sieht man das Signal der Reaktion des Urinfarbstoffes mit der
Ammoniumacetat/ Essigsdureldsung und das Signal der Reaktion von Formaldehyd und

dem Nash-Reagenz, das hinzukommt.

Differenz vom abgesenkten Signal des Urines durch die Pufferlésung und dem Signal der

Urinproben mit dem Nash-Reagenz ergibt also das Formaldehydsignal. Aufgrund dieser

Erkenntnis sind die fiir 4.3.1.3 gemessenen Urinproben gesunder Probanden nochmals

gemessen worden und zur Bestimmung der Urinuntergrundsignals dann Urin nicht mit Wasser,

sondern mit der Losung aus Ammoniumacetat und Eisessig in Wasser durchgefiihrt worden.

4.3.
Wie

2.3. Blasenentziindungsproben

schon in 4.3.1.2 beschrieben, wurden nun die Proben von Menschen mit chronischer

Blasenentziindung gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4-46 gezeigt.

Konzentration [mg/L]

45
40 Patient 1:1-3 —
Patient 2: 5-7
35 Patient 3: 9-10 —
Patient 4: 12-13
30 Patient 5:15-16 |
25
20
15
10
5
0 | - — — —
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Abbildung 4-46: Messergebnisse des Probandenkreis ,Blasenentziindung“
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Bei diesen Messergebnissen ist zu beachten, dass ein Patient Medikamente eingenommen
hatte, die den Gehalt an Formaldehyd in Urin kiinstlich erhéhen, dies ist Proband 3, in dessen
Urin ein Gehalt von 12 mg/L und zu einem spédteren Zeitpunkt der Medikamenteneinnahme 44
mg/L Formaldehyd in der Urinprobe bestimmt wurde. Die Proben der Patienten 2, 4 und 5
enthalten nicht messbare Mengen an Formaldehyd in Urin und der erste Patient wies eine
Konzentration von 0,5 mg/L Formaldehyd in Urin auf. Wichtig ist dabei zu sagen, dass genau
dieser Patient formaldehydresistente Bakterien in seinem Urin aufwies, so dass ein erhohter
Formaldehydspiegel erwartet wurde. Bei den Patienten 2, 4 und 5 werden negative
Formaldehydgehalte in Urin gemessen, da zu diesem Zeitpunkt die Problematik, dass die Losung
aus Eisessig und Ammoniumacetat den Urinfarbstoff abbaut noch nicht bekannt war. Damit ist

die Methode in einer Blindstudie bestatigt worden.

4.3.2.4. Konzentrationsbereich gesunder Menschen

Wie in 4.3.1.3 beschrieben werden die Proben gesunder Menschen gemessen, die Ergebnisse

finden sich dort.

Probandenkreis gesunde Menschen
0,6

1-7: Frauen 20 - 40
05 9-16: Manner 20 - 40

17-21: Frauen 41 - 65

23-28: Manner 41 - 65
0,4

0,3

0,2

0,1

Konzentration [mg/L]

1234 6 78 910 14 171819202122232425262728293031323334

-0,1

-0,2

Abbildung 4-47: Messergebnisse des Probandenkreises ,gesunder Menschen“

Alle bestimmten Formaldehydgehalte bewegen sich zwischen der Nachweisgrenze von 0,1
mg/L oder im Rauschen bis zu 0,5 mg/L Formaldehyd in Urin. Blau eingezeichnet ist der Bereich

an Formaldehydgehalt, der sich in der Nachweisgrenze, also +/-0,1 mg/L Formaldehyd, rot der
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Bereich, der bestimmt werden kann. Damit sollte zuerst einmal eine eine Differenzierung
zwischen gesunden und an Krebs erkrankten Menschen gut moglich sein, da der

Formaldehydgehalt im Urin von an Urogenitalkrebs erkrankten Personen erhoht ist [2].

Mithilfe dieser Messungen sollte der Gehalt an Formaldehyd in Urin von gesunden Menschen
bestimmt werden. Die folgende Abbildung zeigt wie sich die Messergebnisse im Vergleich zu den

Literaturwerten verhalten:
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Abbildung 4-48: Streuung der Werte fiir den Formaldehydgehalt in menschlichem Urin

Bei den mit 1 gekennzeichneten Werten handelt es sich um die in dieser Arbeit erhaltenen
Werte Bei 2 handelt es sich um eine Messung von Formaldehyd in Urin [77], wobei nicht nidher
angegeben ist, wie sich der Probandenkreis zusammengesetzt hat. Die Ergebnisse beruhen auf
32 Probanden und detektierten Formaldehydgehalte zwischen 12,1 ng/mL und 293 ng/mL, also
12,1 pg/L und 293 pg/L. Diese Ergebnisse erklaren, warum auch hier so viele Proben an der
Nachweisgrenze der Methode liegen, was eine Differenzierung zwischen an Prostata- oder
Blasenkrebs erkrankten Menschen vereinfacht. Als 3 sind die Ergebnisse aus einer
Veroffentlichung gekennzeichnet, die ebenfalls von Urinproben gesunder Probanden stammen
[198]. Fiir diese Kampagne wurden die Proben von 13 Probanden gemessen und ein Bereich von
56.85 ng/L bis 144.57 pg/L detektiert. Interessant ist dabei zu sehen, dass die Proben der 4
Frauen (von 60.84 pg/L bis 144.57pg/L) im Mittel mehr Formaldehyd aufwiesen, als die der 9
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mannlichen Probanden (von 56.85 pg/L bis 70.57pg/L), ein Phinomen, das wahrend dieser
Arbeit ebenfalls beobachtet wurde. In dieser Verdffentlichung sind die Ergebnisse der einzelnen
Proben nicht einzeln aufgefiihrt, sondern lediglich die Bereiche, so dass hier keine Aussage
dariiber getroffen werden kann, ob es sich evtl. um einen Ausreifder handelt. Die in 4
aufgezeigten Ergebnisse stammen aus einem Artikel von Szarvas et al. [180]. In dieser
Kampagne wurden Formaldehydkonzentrationen im Bereich von 2,5 mg/L bis 4,0 mg/L
bestimmt. Leider wird in dieser Verdffentlichung nicht auf die oder den Probanden eingegangen,
so dass an dieser Stelle die grofde Abweichung nicht erklart werden kann. Ebenso liefert 5 stark
von den hier bestimmten Werte abweichende Formaldehydkonzentrationen [169]. Es werden
dort Werte von 39 uM bis 1400 pM genannt, dies entspricht 1,17 mg/L bis 42 mg/L. Auf eine
weitere Verodffentlichung soll hier nochmals eingegangen werden. Spanel und Smith haben 1999
Untersuchungen an Urinproben von gesunden Menschen und Menschen mit Prostatatumoren
oder Blasentumoren durchgefiihrt [2]. Die absoluten Werte sind hier nicht zu beurteilen, da auch
diese Methode, die schon in 2.2.6.1 beurteilte Headspace einsetzt, wodurch die Ergebnisse falsch
berechnet sind. Was aber von gréfier Bedeutung ist, ist dass auch dort der Formaldehydgehalt
gesunder Probanden (14 Personen) an der Nachweisgrenze liegt, der der Patienten mit
Prostatatumoren um einen Faktor 2,5 hoher (24 Patienten) und der der Patienten mit
Blasentumoren sogar um einen Faktor 8,5 (14 Patienten) die ist durch die rdumliche Nahe der
Tumore zu Urin erklarbar, da Formaldehyd wie in 2.2.1 bereits erlautert im Kérper auch wieder
abgebaut werden kann. Aufgrund der Patientenzahl handelt es sich um eine belastbare Studie
und die Tatsache, dass in den verschiedensten Stadien diese deutlich erhohten Werte detektiert
wurden, spricht deutlich fiir den Einsatz von Formaldehydmessungen in Urin als erstes

Anzeichen filir eine eventuelle Urogenitalkrebserkrankung
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5. Zusammenfassung und Fazit

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war die Messung des Formaldehydgehaltes im Urin
von nicht an Urogenitalkrebs erkrankten Menschen, da bekannt ist, dass der Formaldehydgehalt
in Tumorzellen und deren Umgebung erhoht ist. Daraus folgt, dass im Fall von Urogenitalkrebs
der Formaldehydgehalt im Urin erhoht ist. Der Formaldehydgehalt im Urin eines moglichen
Krebspatienten wire somit ein erstes Indiz fiir eine vorliegende Urogenitalkrebserkrankung. Um
dies aber feststellen zu konnen bedarf es einer belastbaren Methode, die mdoglichst selektiv
einfach, kostenglinstig und schnell arbeiten sollte und nicht zu speziell geschultes Personal
erfordet und Vergleichswerte des Formaldehydgehaltes im Urin gesunder Patienten. Diese

existiert jedoch bisher nicht.

Es wurde also im Rahmen dieser Arbeit eine Methode weiterentwickelt und validiert, die in
meiner Diplomarbeit vorgestellt wurde, so dass mittlerweile ein Prototyp existiert, der in
Zukunft zur Produktion gebracht werden konnte. Weiterhin wurde die Mef3durchfiithrung
optimiert, so dass eine Urinprobe innerhalb von 2 Stunden und 15 min. vermessen werden kann,
wenn man drei Messreihen pro Probe messen mochte. Ein Messdurchlauf dauert 45 Minuten. Da
die einzige Probenvorbereitung, die benotigt wird, eine Zentrifugation von zweimal 10 Minuten
ist, braucht man also insgesamt ungefahr 3 Stunden. Dies liefde sich aber in der Zukunft auch
noch verbessern, wenn z. B. keine drei Mefdurchlaufe mehr vonnoéten wiren, die fiir diese
Arbeit zur ,Belastbarkeit“ der Daten fiihren sollte. Das vorliegende Gerat ist kostengiinstig, da
sich fiir eine so selektive Methode in Form der Hantzsch Reaktion mit dem Nash Reagenz
entschieden wurde, so dass ein Trennschritt unnétig wird. Man bendotigt also keine HPLC oder
dhnliches, wie andere Methoden es tun. Weiterhin wurde im Verlauf der Arbeit ein Excelmakro
geschrieben, dass die komplette Auwertung iibernimmt. Dies kénnte in Zukunft von einem
Informatiker verbessert werden, so dass man eine ,Ja/ Nein“ Entscheidung treffen lassen
konnte. Weiterhin wurde im Verlauf das Nash-Reagenz angepasst, so dass zu der Eigenfarbung
und -fluoreszenz des Urins nicht eine Eigenfirbung des Nash-Reagenzes hinzugekommen ist.
Nachdem festgestellt wurde, dass die Essigsdure des Nash-Reagenzes die Urinfarbung schwacht,
wurde auch dieses Problem behoben. Ein weiterer Schritt war die Feststellung, dass man
Urinproben tiefgekiihlt lagern kann, ohne dass sich der Formaldehydgehalt dndert. Da es nur
wenige andere Methoden gibt, den Formaldehydgehalt in Urin zu bestimmen, wiirde mithilfe des
»Wiederfindung” ein Instrument geschaffen, die Methode selbst zu tiberpriifen. Und nach einer
belastbaren Anzahl an Messungen wurde ein zuvor eingefiihrtes Wiederfindungskriterium
tiberfliissig und konnte wieder entfernt werden, was die Auswertung nochmals beschleunigte. In
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir molekulare Infektionsbiologie der Universitit Wiirzburg

wurden dann Urinproben von Menschen mit einer chronischen Blasenentziindung vermessen
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und die Proben eines Probanden, dessen Formaldehydgehalt im Urin kiinstlich erhéht worden
war, erkannt. Damit wurde die Methode nochmals bestétigt. Um nun den Formaldehydgehalt
erkrankter und nicht erkrankter Menschen differenzieren zu konnen, wurde eine Kohorte
Urinproben potentiell gesunder Menschen vermessen. Die Ergebnisse sind nach Geschlecht und

Alter differenziert und fiigen sich gut in die wenigen Daten bisherigen Wissens ein.

Flr die Zukunft konnte dieser Prototyp in ein kleines kompaktes Gerdat zum medizinischen
Gebrauch umgewandelt werden. Weiterhin konnten dann in Zusammenarbeit mit einer Klinik
der Formaldehydgehalt in Urinproben von an Urogenitalkrebs erkrankter Menschen bestimmt
werden und so eine neue Fritherkennungsdiagnostik entwickelt werden fiir zwei Krebsarten die
im Frihstadium ausgezeichnete Heilungschancen besitzen. Auch eine Zusammenarbeit mit der

Sportmedizinischen Abteilung der Bergischen Universitat Wuppertal ist angedacht, um

— den Formaldehydgehalt im Urin von Hochleistungssportler zu messen, da diese dhnlich
wie Tumorzellen, einebeschleunigte Proliferation ihrer Zellen aufweisen.

— aus Interesse den Formaldehydgehalt im Urin von Diabetikern zu bestimmen

— die Methode auf Blut anwendbar zu machen, um zu iberpriifen, wie der

Formaldehydgehalt im Blut gesunder bzw. krebserkrankter Menschen ist.

Abschliefiend kann man sagen, dass die Zielsetzung erfolgreich umgesetzt werden konnte und

dieses Thema auch in Zukunft noch viel Bearbeitungspotential aufweist.
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Abkiirzungsverzeichnis:

Chemikalien

AAA Acetoacetanilid

CHD 1,3 Cyclohexadion

Chromotropsaure 1,8-Dihydroxynaphtalen-3,6-di-sulfonsdure
Dansylhydrazin 1-Dimethyl-aminonaphtalin-5-sulfonylhydrazin
DDL 3,5-Diacetyl-1,4-dihydrolutidin

Dimedon 5,5-Dimethyl-1,3-cyclohexadion

DNPH 2,4 Dinitrophenylhydrazin

J-Acid 6-Amino-1-naphtol-3-sulfonsidure

MBTH 3-Methyl-2-benzothiazol-hydrazon

MNBDH N-Methyl-4-hydrazino-7-nitrobenzo-furazan
PFBHA 0-(2,3,4,5,6-Pentafluorobenzyl)-hydroxylamin
PFPH 4-Pentafluorophenylhydrazinhydrochlorid

ROS Reactive Oxygen Species

TAAIPc Tetrasubstituiertes Amino-aluminium-phtalocyanin
TDA 3,3,6,6-Tertamethyl-1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-decahydro-1,8-

acrindion

Biologische und
medizinische Fachbegriffe

AMACR

A-Methylacyl Coenzym A Racemase

ATP Adenosintriphosphat

BTA Bladder Tumor Antigen Test

CoA Coenzym A

DML Dimethyllysin

DNA Desoxyribunukleinsdure

dTMP Desoxythymidylat

dUMP Desoxyuridylat

EPCA Early Prostate Cancer Antigen
FAD Flavinadenindinucleotid

GOLM1 Golgi Membran Protein

GSH Gluthation

GSTPI Gluthadion - S - Transferase

hK?2 Humanes Kallikrein 2

HMA Hydroxymethylarginin

MML Monomethyllysin

MMP9 Metalloproteinase

mRNA Messenger Ribonukleinsdure
NADH Nikotinamidadeninnukleotid
NADPH Nicotinamidadenindinucleotidphosphat
NMP22 Nuklear Matrix Protein 22

PSA Prostataspezifisches Antigen
PSMA Prostata Spezifisches Membran Antigen
SAH S-Adenosyl-L-homocystein

SAM S-Adenosyl-L-methionin

TERT Telomerase reverse Transcriptase
THF Tetrahydrofolat

TML Trimethyllysin

TNM

Tumor Node Metastasis
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uPAR Urokinase-Typ Plasminoge Aktivator Rezeptor

Methoden und Techniken

APCI-MS Atmospheric Pressure Chemical Ionisation Mass Spectrometry

DC Diinnschichtchromatographie

ECD Eletron Capture Dissociation

ESI-MS ElektronenSpray lonisation Massenspektrometrie

FID Flammenionisationsdetektor

GC Gaschromatographie

GC-NCI-MS Gaschromatographie Negative Chemische lonisations
Massenspektrometrie

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

LC Liquidchromatography

MALDI-TOF-MS

Matrix-Assistend-Laser-Desorption-lonization-Mass
Spectrometry

MS Massenspektrometrie

NMR Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy
NPD Nitrogen Phosphorus Detection

OPLC Over Pressure Liquid Chromatography

SELDI-TOF-MS

Surface-Enhanced-Laser-Desorption-lonization-
Masspectrometry

SIFT-MS

Selected Ion Flow Tube Masspectrometry
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Anhang vii

Einwilligungserkldrung

Einwilligung zur Verwendung meiner Urinprobe

Hiermit erklare ich, dass ich dem Lehrstuhlinhaber der Physikalischen Chemie, sowie einer
Doktorandin (Anne Heinrich) dieses Arbeitkreises freiwillig eine Urinprobe zur Verfiigung stelle.
Im Rahmen der Messungen wird der Formaldehydgehalt in der Urinprobe bestimmt und die
daraus erhaltenen Messdaten wissenschaftlich publiziert. Fiir diese Publikation werden die
Messdaten Personenkreisen zugeordnet, so dass ein Riickschluss auf den Proband nicht mehr
moglich ist.

Nach den Messungen der Probe wird diese vernichtet.
Ich bin dariiber aufgeklart worden, dass die Probe nach der Bestimmung des

Formaldehydgehaltes vernichtet wird und ausschliefdlich der Formaldehydgehalt der Probe
bestimmt wird.

Fiir die Zuordnung in einen Probandenkreis mache ich die folgenden Angaben.

Ich bin
[1 mannlich [1 weiblich
20 - 40 Jahre alt [141 - 65 Jahre alt

(Zutreffendes bitte ankreuzen)

Alle an der Durchfiihrung der Messungen oben genannten beteiligten Personen sind tiber diese
Schritte informiert worden und unterliegen der Schweigepflicht.

Diese Erklarung kann ich jederzeit bis zur Vernichtung der Probe bei dem Lehrstuhlinhaber
widerrufen.

Unterschrift: Unterschrift:

Proband Lehrstuhlinhaber der Phys. Chemie
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Makro zum Offnen der ProSpec Dateien mit Excel

Sub OffnenVonProspecDateienInExcel()

' Makro3 Makro

' Makro am 09.10.2007 von Universitdt Wuppertal aufgezeichnet

Dim Dateipfad As String

Dateipfad = InputBox("Bitte geben Sie einen Dateipfad ein.", _

"Auswahl Dateipfad”, _

"E:\Promotion\Promotion\Spektren\--\--.ProcSpec")

Workbooks.OpenText Filename:= _
Dateipfad _
, Origin:=xIMSDOS, StartRow:=1, DataType:=xIDelimited, TextQualifier:= _
x1DoubleQuote, ConsecutiveDelimiter:=False, Tab:=True, Semicolon:=False, _
Comma:=False, Space:=False, Other:=False, FieldInfo:=Array(1, 1), _
TrailingMinusNumbers:=True

Dim Speicherort As String

Speicherort = InputBox("Bitte geben Sie einen Speicherort ein."”, _

"Auswahl Speicherort", _

"E:\Promotion\Promotion\Spektren\--\--.xls")

ActiveWorkbook.SaveAs Filename:= _
Speicherort _
, FileFormat:=xINormal, Password:=

ReadOnlyRecommended:=False _

, CreateBackup:=False

nn nn

, WriteResPassword:="",

End Sub
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Makro zum Einfiigen von Exceldaten aus einem noch geschlossenen
Datenblatt in ein schon gedffnetes Datenblatt unter Nachfrage des

Speicherortes

Sub EinfiigenVonSpektrenAusExcelAnEinenAngefragtenPlatzBeiGedffnetemDatenblatt()

Dim Dateipfad As String
Dateipfad = InputBox("Bitte geben Sie einen Dateipfad ein.", _
"Auswahl Dateipfad”, _
"E:\Promotion\Promotion\Spektren\--\--.xls")
Workbooks.OpenText Filename:= _

Dateipfad _

, Origin:=xIWindows
Range("A18:B18").Select
Range(Selection, ActiveCell.SpecialCells(xlLastCell)).Select
Range("A18:B3665").Select
Selection.Copy
Windows("Gesamt").Activate
Sheets("Daten").Select
Dim Ort As String
Ort = InputBox("Bitte geben sie die Speicherposition ein."”, _
"Auswahl Ort", _
".m)
Sheets("Daten").Select
Range(Ort).Select
ActiveSheet.Paste

End Sub
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Auswertungsblatt Urinmessung

Urinmessung
Datum:
Person:
Bemerkung:

ert

Mittelw

Fehle
r (abs)

er

Fehl

(proz.)

1,7

1,7 - Urin

1,7 Urin

2,4

2,4 - Urin

2,4 Urin

31

3,1 - Urin

3,1 Urin

3,5

3,5 - Urin

3,5 Urin

7,0

7,0 — Urin

7,0 Urin

Mittelwert

Urin

Fehler (abs)

Fehler

(proz)

X:

X - Urin:

Intensitit — Urinuntergrund
X=0
Achsenabschnitt: X + Urinkonzentration

Intensitat - Urin

X=0

Achsenabschnitt: X
Uberpriifung der Aufstockung

X Urin: Intensitat - Urinuntergrund

Urin=0
Achsenabschnitt: Urinkonzentration
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Xi

Makro fiir die komplett durchlaufende Auswertung

Sub EinfligenAllesComputerZuhause()

' Makro9 Makro
' Makro am 27.07.2009 von Anne Heinrich gedndert

ChDir "C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\Vorlagen"

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\\Vorlagen\Urin Verdiinnungsreihe

1,7 - 21 mg HCHO.xIs"

ChDir "C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--"

ActiveWorkbook.SaveAs Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Gesamt.xIs", _
FileFormat:=xINormal, Password:="", WriteResPassword:="", _
ReadOnlyRecommended:=False, CreateBackup:=False

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Wasser 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("A4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Wasser 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xlIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("E4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Wasser 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("14").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Grund 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("N4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Grund 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select
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Range("R4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Grund 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("V4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Urin 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("AA4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Urin 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("AE4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- Urin 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("Al4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 1,7 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xlIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("A04").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 1,7 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows(*'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("AS4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 1,7 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select
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Range("AW4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 2,4 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BC4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 2,4 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BG4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 2,4 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BK4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,1 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BQ4™).Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,1 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xlIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BU4™).Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,1 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows(*'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("BY4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,5 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select
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Range("CE4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,5 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("Cl4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 3,5 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("CM4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 7 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("DA4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 7 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("DE4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 7 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xlIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("DI4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 10 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows(*'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("D0O4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 10 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select
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Range("DS4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 10 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("DW4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 14 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("EB4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 14 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("EF4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 14 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("EJ4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 17 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xlIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("EO4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 17 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows(*'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("ES4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 17 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select
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Range("EW4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 21 1.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("FB4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 21 2.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("FF4").Select

ActiveSheet.Paste

Workbooks.Open Filename:= _
"C:\Users\Anne\Documents\Promotion\Promotion\Spektren\--\-- 21 3.xIs"

Range("A18:B3665").Select

Selection.Copy

Windows("'-- Gesamt.xIs").Activate

Sheets("Daten").Select

Range("FJ4").Select

ActiveSheet.Paste

End Sub
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Datu Gesamt 1,7 2,4 3 4, 7 1
m (Werte bis 10 ,1 ,5 ,9 ,6 0
mg/1)
neue 05- 1132,9 2 1 9 8
Glasfaser 25-08 008,1 134 46,61 20,91
0 918,28 8 9 7
5-27- 81,15 03,34 02,67
08 -2-
0 905,32 1 7 7
5-27- 070,6 97,38 54,28
09 -3-
0 940,43 8 1 9 7 7
6-03- 65,81 006,5 24,22 95,63 02,12
08-1-
0 906,52 1 9 8 7 7
6-03- 085,1 77,58 65,59 49,08 40,91
08 -2- 8
0 875,58 8 9 8 7 6
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xviii

6-03-

41,62 13,22 55,87 31,53 65,81
08 -3-

0 872,12 9 9 8 7
6-03- 44,02 31,02 36,6 77,9
08 -4-

0 891,59 1 1 9 8 8 7
6-04- 025,1 049,9 07,64 47,29 33,75 69,84
08 -1- 2 9

0 912,11 8 1 9 8 7 7
6-04- 98,12 037,4 73,93 63,97 58,24 32,47
08 -2- 8

0 806,42 1 7 7 7 5
6-10- 565,7 82,25 77,68 43,51 68,04
08 -1- 2

0 794,58 9 1 8 7 7 6
6-10- 08,05 011,1 00,8 46,47 06,38 84,19
08 -2- 1

0 822,48 9 1 8 7 6 7
6-10- 73,55 237,8 48,32 62,83 86,69 16,81
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Xix
08 -3- 6
0 821,68 8 8 6
6-10- 08,35 67,94 92,59 06,37 43,19 21,8
08 -4-
0 865,76 1 1 8 8 8 7
6-11- 001,0 100,1 81,26 16,56 00,55 53,8
08-1- 4 5
0 888,84 9 9 9 8 7 7
6-11- 31,71 43,58 42,52 54,29 40,1 12,98
08 -2-
0 885,02 9 8 9 8 7 6
6-11- 35,67 46,84 31,4 54,8 37,16 94,3
08-3-
0 873,57 1 1 4 5 95
6-17- 073,3 124 80,26 91,38 95 076 | | 096
08-1- 9 76 | |15
0 884,54 1 9 4 7 95
6-17- 022,8 35,2 67,32 03,79 7,66 99, 056
08 -2- 9 29 ,05
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XX
0 871,63 9 1 6 8 10
6-17- 72,1 14,07 38,77 34,09 45,51 56, 77,
08 -3- 49 94
0 816,67 9 9 4 6 94
6-18- 53,08 74,68 92,91 74,22 0,96 44, 32,
08-1- 18 84
0 834,66 9 8 6 8 86
6-18- 98,46 44,93 20,63 17,61 3,52 21, 77,
08 -2- 69 04
0 845,01 9 8 5 7 94
6-18- 56,27 80,49 63,02 90,36 9,65 82, 067
08 -3- 53 ,68
m reine m reine m reine m reine m reine m reine
it Aufstocklo | it Aufstocklo | it Aufstocklo | it Aufstocklos it Aufstocklo | it Aufstocklo
Urin | sungen Urin | sungen Urin | sungen Urin | ungen Urin | sungen Urin | sungen
wert wert wert wert wert wert
Urinproben 0 406,7 4 417,8 4 390 4 4 3 370,1
300er Faser 6-25- 10,1 3 06,78 09,4 8 06,76 | 06, 85,24
08-1- 56
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Steigung mit Urin als 0 384,6 3 428,0 3 460,9 3 400,3 3 3
Nullwert 6-25- 90,34 98,3 99,58 81,2 67, 81,08
08 -2- 88
0 411,22 4 4309 4 431,0 4 402,2 4 3 379,5
6-25- 11,78 13,27 07,42 10,46 |10, 88,99
08 -3- 24
0 425,14 4 463,6 4 461,1 3 414,2 3 446,0
6-27- 18,28 44,47 11,69 80,16
08 -1-
0 380,99 3 345,5 4 426,4 3 3 469,2
6-27- 78,93 11,47 81,74 |73, 90,5
08 -2- 42
0 333,74 3 358,1 3 351,5 3 307,0 3 3 326,6
7-01- 44,55 48,47 25,53 30,83 | 25, 28,31
08-1- 3
0 336,12 3 351,2 3 360,6 3 343,1 3 3 326,3
7-01- 29,33 31,87 38,18 34,2 33, 05,21
08 -2- 31
0 358,93 3 328,8 3 358,8 3 374,1 3 3 321,7
7-01- 56,
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xxii
08 -3- 4359 |9 50 7 62,32 |3 57,47 |72 27,09 |8
0 329,29 3 367,9 3 310,8 3 339,2 3 3 315,1
7-01- 55,54 45,74 4287 |8 36,94 |34, 354 |4
08 -4- 29
0 386,53 3 401,8 3 468,6 3 386,2 3 3 366,6
7-02- 79,07 87,01 86,88 83,54 |79, 71,14
08-1- 56
0 423,08 4 462,5 4 465,9 4 424,1 4 3 357,9
7-02- 3573 |1 41,86 |4 31,84 |2 21,2 |09, 88,02 |8
08 -2- 07
0 436,43 4 434,7 4 500,9 4 4554 4 4 421,3
7-08- 27,43 |9 41,59 |7 4833 |9 32,79 |21, 31,2 |3
08-1- 43
0 433,69 4 459,5 4 436,3 4 4469 4 4 407,1
7-08- 2824 |7 30,77 |1 39,16 |9 31,06 |27, 09,26 |2
08 -2- 61
0 478,03 4 463,0 4 459,9 4 4949 4 4 453,0
7-09- 7532 |4 79,26 |2 86,74 |8 77,15 |71, 57,31 |1
08-1- 78
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0 469,33 4 512,0 4 5315 4 449,1 4 4 4584
7-09- 78,54 79,25 63,99 68,83 |67, 54,71
08 -2- 42

0 357,27 3 3457 3 3874 3 383,1 3 3 326,5
7-15- 58,52 70,42 75,92 54,97 |39, 33,31
08-1- 62

0 315,78 3 355,6 3 2263 3 283,2 3 3 291,2
7-15- 52,57 39,12 08,33 20,12 |19, 07,54
08 -2- 48

0 307,3 3 292,9 3 2186 2 265,5 3 2 3235
7-15- 21,48 09,8 85,63 12,52 | 24, 98,39
08 -3- 29

0 458,21 4 44838 4 436,6 4 465,5 4 4 4283
7-16- 60,24 63,17 63,41 57,98 |53, 44,4
08 -1- 09

0 434,93 4 414,33 4 390,4 4 443 4 4 410
7-16- 30,27 31,69 37,19 34,83 |34, 16,86
08 -2- 01

0 421,82 4 402,5 4 4289 4 4 400,2
7-16- 21,
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08 -3- 21,04 26,67 |7 228 |98 11,78
0 313,81 2 287,9 3 318,1 3 314,2 3 2 287,2
7-22- 94,35 02,3 07,95 12,16 |14, 98,26
08-1- 76
0 360,37 3 294,2 3 311,2 3 374,5 3 3 3445
7-22- 43,31 501 |4 61,51 60,37 | 60, 47,13
08 -2- 97
0 354,13 3 296,4 3 3555 3 362,7 3 3 3174
7-22- 35,28 448 |2 52,43 53,47 |53, 42,38
08 -3- 95
Urinproben 0 161,1 1 150,1 1 156,2 1 1 1744
mit T-Stiicken 8-05- 52,55 55,03 |7 61,27 | 66, 70,17
08-1- 3
0 8 30,97 7 3,55 1 -30,31 5
8-05- 1,97 3,34 7,23 377 |07
08 -2- 2
0 182,03 1 165,6 1 180,7 1 1 206,3
8-08- 77,65 79,31 82,73 |85, 86,17
08-1- 1
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0 277,92 2 217,0 2 286,9 2 287,3 1 148,9
8-11- 49,32 73,85 78,18 86,91
08-1-
neue 0 348,68 3 376,6 3 362,1 3 338,3 3 316,0
Umsteckzeiten 8-12- 67,5 63,92 48,24 41,75
08-1-
0 298,33 1 158,1 2 447 2 3459 2 2 290,2
8-18- 52,6 00,89 77,67 83,08 | 03, 77,59
08-1- 74
0 296,99 2 268,7 2 319,7 2 297,5 2 2 294,9
8-18- 90,76 97,83 97,19 99,12 | 98, 91,33
08 -2- 57
0 350,28 3 346,9 3 360,5 3 370,6 3 3 324,0
8-19- 39,38 46,07 58,62 47,66 |42, 30,3
08-1- 77
0 340,22 3 330,1 3 3209 3 354,7 3 3 316,8
8-19- 33,36 38,07 45,95 38,73 | 34, 26,28
08 -2- 84
0 287,54 2 281,2 2 320,6 2 294,3 2 2 277,5
8-20- 82,
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08-1- 75,72 84,32 89,28 85,25 |25 74,96

0 275,92 2 2734 2 310,2 2 294,1 2 2 239,3
8-20- 72,49 81,98 87,75 73,52 | 63, 58,8
08 -2- 59

0 273,23 2 279,8 2 276,1 2 287,9 2 2 300,0
8-21- 73,64 76,04 82,07 71,97 | 66, 87,95
08-1- 5

0 293,87 2 295,1 2 317,8 2 286,0 2 2 276,7
8-21- 87,43 93,43 89,08 92,65 |92, 89,04
08 -2- 1

0 347,85 3 348,6 3 360,8 3 355,9 3 3 3184
8-22- 43,01 44,15 50,71 46,94 | 46, 30,27
08-1- 59

0 327,29 3 323,9 3 330,0 3 335,5 3 3 298,0
8-22- 198 21,39 28,97 26,27 |26, 15,49
08 -2- 7

0 205,23 1 267,6 1 3344 1 1988
8-26- 83,75 94,25 98,14
08 -1-




Anhang xxvii
0 210,63 2 327,4 2 2123 2 215,9 2 1 1782
8-26- 39,76 37,41 25,62 11,84 |98, 87,42
08 -2- 9
0 275,03 2 2717 2 3265 2 2774 2 2 289,4
8-27- 56,17 68,23 72,68 71,72 | 69, 69,57
08-1- 87
0 286,62 2 257,8 2 317,0 2 278,3 2 2 290,1
8-27- 63,41 77,38 76,77 84,19 |85, 80,42
08 -2- 39
Einfriermes 1 273,57 3 333,0 2 186,8 2 277,7 2 2 2131
sungen 2-16- 16,07 91,04 85,14 77,95 |76, 66,43
08-1- 79
1 276,73 3 3383 2 185,8 2 285,7 2 2 207,2
2-16- 20,85 96,13 91,58 80,88 |77, 69,16
08 -2- 61
1 269,88 3 308,8 3 267,4 2 270,5 2 2 280,0
2-16- 21,55 11,89 90,03 73,72 |57, 79,21
08 -3- 63
1 277,75 3 342,0 2 264,9 2 282,0 2 2 271,0
2-16- 69,




Anhang

Xxviii
08 -4- 30,1 |8 86,96 79,59 |9 69,67 |23 71,68 | 6
Blasenentzii 0 227,15 302,3 230,0 2 2256 2 235,3
ndung 1-07- 05,31 98,45 14,54 23,01 |36, 20,94 |8
09-1- 19
0 226,09 283,4 1 156,0 2 260,5 2 1 166,3 2 268,3
1-07- 04,42 90,86 29,43 |6 22,37 |33, 66,38 |8 25,89 |8
09 -2- 76
12-16-08 0 285,37 340,8 2 273,9 2 281,9 2 2 2848 2 290,8
aufgetaut 1-13- 40,57 97,18 98,7 |4 91,29 |86, 84,83 |4 90,29 |2
09 -1- 42
0 284,15 3 340,1 278,9 3 2854 2 2 272,4 2 277,5
1-13- 36,64 98,93 |8 00,13 |2 89,15 |81, 826 |7 774 |6
09 -2- 95
0 270,88 3 285,6 3 2189 3 292,7 2 2 301,4 337,8
1-13- 32,8 196 |7 04,89 |4 76,34 | 54, 9599 |1 88,76 |3
09 -3- 79
0 278,62 3 337,0 3 270,3 2 266,2 2 2 274,1 285,3
1-13- 30,22 |9 14,5 89,7 |2 83,04 |74, 83,04 |3 84,09 |6
09 -4- 13




Anhang XXiX
Blasenentzii 0 298,04 2 300,4 2 313,8 2 299,3 2 3 305,9 2 284,1
ndung 1-20- 97,85 98,96 99,37 97,71 |96, 01,51 95,15
09 -1- 66
vom 0 309,66 3 318,6 3 289,0 3 340,8 3 2 257,6 2 295,8
11.01.09 1-20- 07,92 05,41 24,51 08,24 | 04, 92,43 98,03
aufgetaut 09 -2- 27
fris 0 355,61 3 410,3 3 428,6 3 325,2 3 3 3244 3 295,7
ch 1-26- 99,69 97,11 59,43 58,29 | 46, 46,39 29,26
09 -1- 05
0 356,18 3 400,3 3 406,4 3 332,5 3 3 351,3 3 335,6
1-26- 84,27 81,02 55,88 57,9 52, 55,49 55,48
09 -2- 07
01-26-09 0 347,66 3 3139 3 4149 3 374,5 3 3 329,1 3 310,9
aufgetaut 1-26- 78,78 93,35 81,74 81,23 |57, 51,71 39,23
09 -3- 41
0 353,82 3 398,6 3 400,0 3 334,4 3 3 361,8 2 286,8
1-26- 88,84 88,67 55,94 56,73 |51, 58,26 75,68
09 -4- 31
akute 0 286,11 2 268,7 2 302,5 2 286,0 2 2 253,7
Blasenentziindun | 1-27- 85,




Anhang XXX
g 09 -1- 90,85 99,18 87,22 87,21 |17 86,1
0 305,02 3 319,5 3 305 3 292,0 3 3 306,1
1-27- 14,94 07,32 06,17 05,48 |01, 06,58
09 -2- 02
01-26-09 0 358,45 4 364,2 4 4035 3 370,5 3 3 359,0 3 339,3
aufgetaut 2-04- 07,69 12,43 89,05 71,35 |59, 74,14 58,49
09 -1- 81
0 362,85 4 4479 4 339,5 3 392,2 3 3 389,3 3 348,9
2-04- 22,44 01,66 95,98 90,98 |89, 91,26 55,46
09 -2- 77
fris 0 3425 3 318,6 3 3985 3 317,1 3 3 3217 3 290,3
ch 2-10- 54 55,57 35,74 4545 | 45, 33,6 19,19
09 -1- 77
0 337,1 3 388,7 3 431,8 3 352,7 3 3 348,0 3 330,1
2-10- 86,25 81,67 65,36 54,16 | 45, 51,04 40,59
09 -2- 58
02-10-09 0 362,3 3 399,5 3 448,8 3 353,8 3 3 343,0 3 303,9
aufgetaut 2-10- 95,52 99,48 65,14 64,07 |52, 56,04 35,25
09 -3- 72




Anhang

XXXi
0 344,95 3 3519 3 357,6 349,3 3 3 345,8 3 312,6
2-10- 79,82 |1 6592 |1 67,1 7 45,76 |21, 53,34 |2 39,75 | 6
09 -4- 67
0 314,06 3 363,1 3 380,6 3 326,8 3 3 323,6 3 307,0
2-12- 74,54 |4 65,47 |1 43,04 |1 29,96 |19, 28,33 |3 18,54 |5
09 -1- 24
0 319,74 3 335,5 3 273,3 3 316,6 3
2-12- 33,23 |6 25,29 |1 20,6 209 21,
09 -2- 02
1 0 324,93 3 348,6 3 332,3 3 316,5 3 3 318 251,8
1 2-12- 5531 |6 51,8 7 32,85 27,15 |17, 28,97 01,8
Wasse | 09 -3- 76
r
1 0 319,56 3 312,7 3 395,4 3 341,2 3 3 319,3 291,2
1 2-12- 49,72 | 4 59,35 49,1 4 19,99 |95, 29,3 1524 |6
Wasse | 09 -4- 07
r
02-12-09 0 324,73 3 368,3 3 303,6 3 344,1 3 3 289,9 311,1
aufgetaut 2-16- 81,32 |8 59,68 |7 50,69 |1 50,84 |43, 20,08 |5 20,13
09 -1- 16




Anhang xxxii
0 297,76 3 326,4 3 305,1 3 317,7 3 2 266,2 2 270,4
2-16- 34,09 16,81 18,61 18,99 | 26, 85,71 85,41
09 -2- 41
02-10-09 0 310,36 3 356,1 3 368,2 3 342,8 3 3 298,2 3 277,2
aufgetaut 2-17- 70,24 58,94 40,16 15,76 | 00, 16,17 04,2
09 -1- 88
0 311,08 3 330,4 3 318,8 3 338,2 3 3 274,7 3 299,7
2-17- 50,86 51,42 41,04 40,88 |32, 06,63 08,45
09 -2- 65
0 333,72 3 359,1 3 273,6 3 350,7 3 3 3014
2-18- 56,7 45,6 48,38 35,38 |29, 35,12
09 -1- 7
0 362,43 3 371,0 3 406,4 3 313,5 3 3 367,4
2-18- 58,72 60,6 35,93 43,53 | 40, 45,41
09 -2- 41
02-18-09 0 315,41 3 356,3 3 38,67 3 287,1 3 3 299,6 2 2458
aufgetaut 2-18- 43,73 43,44 14,1 17,04 |09, 10,19 95,23
09 -3- 9
0 356,27 3 366,0 3 347,7 3 263,6
2-18-




Anhang xxxiii
09 -4- 62,67 62,52 55,58 |7
0 279,59 3 3218 3 294,1 2 286,9 2 2 254,3 2 2458
2-24- 29,82 20,59 96,47 |9 81,9 |64, 84,69 95,23
09 -1- 46
0 219,83 2 254,0 2 268,2 2 233,2 2 2 136,5 1 70,31
2-24- 96,74 95,64 61,64 |6 62,31 |29, 02,04 72,86
09 -2- 29
02-18-09 0 318,52 3 325,8 3 380,4 3 330,6 3 3 312,1 3 301,1
aufgetaut 2-25- 47,01 54,08 41,08 |8 41,07 |23, 23,69 15,83
09 -1- 18
0 331,82 3 359,4 3 324,9 3 336,2 3 3 316,0
2-25- 59,56 59,39 4142 |4 34,57 | 30, 34,56
09 -2- 93
neue T- 0 254,08 2 2388 2 297,5 2 2794 2 2 276,6
Stiicke 3-02- 72,06 72,77 76,93 57,83 |45, 61,69
09 -1- 04
0 295,63 2 265,2 2 3153 3 324,6 2 2 257,8
3-02- 82,09 89,29 07,94 |1 93,71 |88, 93,24
09 -2- 97




Anhang XXXIV
03-02-09 0 286,11 3 3187 3 287,3 2 261,7 2 2 3116 2 292,3
aufgetaut 3-02- 05,13 05,13 78,76 882 |89, 95,2 92,6
09 -3- 31
0 266,1 2 305,0 2 212,7 2 2503 2 2 271,2 2 260,9
3-02- 88,31 78,76 63,26 68,09 |67, 68,28 68,01
09 -4- 6
0 374,35 3 351,0 3 3385 3 393,2 3 3 356,3 3 370,6
3-03- 95,3 90,38 91,6 91,6 |95, 73,27 74,25
09 -1- 47
0 3619 3 299,5 3 362,1 3 3589 3 3 355,5 3 355,2
3-03- 37,99 54,77 54,93 60,7 |61, 56,88 58,24
09 -2- 77
03-03-09 0 197,02 1 206,5 1 2254 1 204,5 1 1 187,1 2 215,7
aufgetaut 3-03- 90,41 91,42 99,10 95,64 | 96, 93,1 00,11
09 -3- 2 18
0 192,8 1 2464 1 170,9 1 183,7 1 1 188,8 1 130,7
3-03- 89,36 80,8 83,24 91,69 |00, 87,74 72,65
09 -4- 23
03-02-09 0 185,27 1 154,2 1 189,2 1 176,5 1 1 205 1 185,9
3-04- 85,




Anhang

XXXV
aufgetaut 09 -1- 92,15 85,41 79,5 85,87 |72 91,8 88,64 |2
0 185,14 191,7 181,1 179,5 1 1 194,5
3-04- 84,1 81,9 7 81,81 83,44 |77, 85,5
09 -2- 02
scan to av 0 424,43 486,2 4 3959 430,9 4 4 406,4 4 405,7
von 30 auf 15 3-05- 59,35 52,37 |6 40,45 25,08 |11, 22,83 |9 18,82 |6
09 -1- 66
Fluf 15 auf 0 438,06 4 510,0 4 441,8 4 409,9 4 4 456,4 4 428,3
10 3-05- 73,52 61,13 |7 34,77 40,63 | 38, 41,82 |4 33,77 |5
09 -2- 79
03-05-09 0 413,56 4 440,4 4 475,9 4 403,1 4 4 403,0 4 367,5
aufgetaut 3-05- 41,46 |6 36,16 21,85 15,04 | 04, 16,97 |6 06,72 |7
09 -3- 58
0 419,44 4 469,6 4 494,8 4 394,8 4 4 421,8 4 397,2
3-05- 65,06 |2 56,46 |7 24,29 |1 21,54 |09, 24,31 |8 18,97 |2
09 -4- 93
03-05-09 0 440,67 4 492,6 4 429,8 4 460,6 4 4 431,2 4 457,2
aufgetaut 3-09- 6091 |2 4793 |1 52,81 |6 51,9 44, 40,37 |7 45,02 |2
09 -1- 28




Anhang XXXVi
0 405,91 4 429,5 4 3158 4 412,1 4 4 4106 3 369,2
3-09- 44,28 29,11 19,62 20,14 |19, 13,45 99,42
09 -2- 37
03-03-09 0 527,61 5 481,2 5 604,8 5 565,3 5 5 495,2 5 538,0
aufgetaut 3-12- 39,17 59,65 60,88 59,86 |43, 24,78 26,72
09 -1- 82
0 476,97 5 532,9 5 390,1 5 497,7 5 4 468,2 4 474,1
3-12- 29,14 11,65 03,92 04,48 | 06, 83,01 79,03
09 -2- 87
Proben 0 375,19 3 394,2 3 385,4 3 4103 3 3 347,1 3 370,9
Jarek 3-30- 78,58 83,67 84,07 75,52 | 80, 73,04 71,18
09 -1- 23
( 0 375,24 3 3344 3 368,8 3 361,1 3 3 358,3 3 355,6
zentrif 3-30- 41 45,43 53,98 56,16 |59, 56,09 55,82
ugiert 09 -2- 65
)
0 509,09 4 4883 4 500,3 5 538,4 5 4 4953
4-15- 53 62,82 02,91 02,78 |13, 99,81
09 -1- 75




Anhang

XXXVii
0 515,11 4 518,1 4 477,9 4 519,3 5 5 543,1
4-15- 57,18 61,27 92,19 09,4 30, 06,1 3
09 -2- 01
1: 0 586,2 5 604,7 5 591,7 5 577,8 5 5 592,4
1 4-15- 83,81 93,85 83,57 83,74 | 77, 85,75 |5
Wasse | 09 -3- 04
r
0 464,99 4 378,0 4 461,2 4 481,8 4 4 451,6 4 457,0
4-20- 70,61 87,41 78,53 67,66 |58, 64,7 3 65,39
09 -1- 26
0 473,78 5 443,4 5 527,0 5 531,4 5 4 436,4 4 484,8
4-20- 32,24 26,18 14,39 12,53 | 98, 71,43 |5 73,7
09 -2- 83
04-20-09 0 533,05 5 504,9 5 553,7 5 542,9 5 5 510,1
aufgetaut 4-21- 54,82 55,95 48,54 33,34 | 10, 37,71 |2
09 -1- 32
0 --
4-21-
09 -2-




Anhang xxxviii
0 371,53 5 5589 4 366,6 3 349,3 3
4-27- 00,08 98,08 |9 78,88 |5 82,99 |27,
09 -1- 15
0 309,81 1 141,9 3 1062, 2 184,0
4-27- 56,74 |6 88,4 39 81,76 |6
09 -2-
1: 0 324,69 3 502,5 3 257,5 3
1 4-27- 71,54 15,4 5 16,47 |42,
Wasse | 09 -3- 21
r
1: 0 390,78 4 460,0 4 477,0 4 419,5 3 4 380,0 4 443,6
5 4-27- 85,74 | 6 82,21 |4 3,21 92,22 | 49, 01,24 03,05
Wasse | 09 -4- 14
r
04- 1: 0 421,87 4 468,3 4 414,7 4 422,3 4 414,3 3 339,7
27-09 5 4-28- 34,38 | 2 20,26 22,66 |5 19,03 97,85
aufgetau | Wasse | 09 -1-
t r
1: 0 428,81 4 400,2 4 401,8 4 478,0 4 4 356,4 4 379,8
9 4-28- 87,93 |8 83,36 79,56 |3 33,66 |02, 17,25 11,73




Anhang

XXXIX
Wasse |09 -2- 23
r
04- 1: 0 455,54 4 472,0 4 561,4 4 469,7 4 4 433,1 4 323,1
27-09 5 5-11- 41,21 |3 75,35 77,3 53,87 | 50 42,95 |3 14,11
aufgetau | Wasse | 09 -1-
t r
1: 0 459,53 5 551,7 5 451,0 4 490,7 4 4 414,9 4 441,8
9 5-11- 47,64 |6 24,01 98,27 97,91 | 76, 55,29 |2 57,54
Wasse | 09 -2- 97
r
0 708,74 7 751,0 7 855,7 7 741,3 7 7 703,8 7 696,6
5-12- 58,9 9 85,53 87,21 10,68 | 82, 12,69 |1 13,02
09 -2- 74
0 684,05 7 752,8 7 754,7 7 685,3 6 6 642,2 6 655,4
5-12- 55,87 |7 71,07 22,03 83,83 | 36, 81,04 |4 76,54
09 -3- 48
05-12-09 0 714,9 7 752,8 7 536,1 7 768,4 7 6 626,2 6 630,6
aufgetaut 5-18- 87,25 |9 18,58 43,83 21,06 |16, 89,26 |4 82,36
09 -1- 3




Anhang

xl

0 577,22 5 628,3 5 547,4
6-02- 77,28 75,96
09 -1-
0 604,28 6 655,1 6 634,1
6-02- 04,28 03,27
09 -2-
0 571,7 5 587,1 5 556,2
6-02- 71,7 71,27
09 -3-
0 582,97 5 589,7 5 423,6
6-03- 82,97 82,02
09 -1-
0 617,47 6 699,6 6 705,2
6-03- 17,47 16,03
09 -2-
0 604,93 6 635,1 6 563,6
6-03- 04,93 04,04
09 -3-
Pro 0 445,45 4 485,3 4 417,6

6-05-




09 -1-

Anhang xli
band 4 09 -1- 45,45 44,4
0 4993 4 543,7 4 4659
6-05- 99,04 97,85
09 -2-
Pro 0 588,6 5 543,7 5 556,6 5 586,4 5 5 607,3 5 506,7
band 5 6-05- 71,01 79,29 81,46 87,96 |90, 88,35 57,34
09 -3- 21
0 602,67 5 607,3 5 633,1 5 592,2 5 5 604,2 5 582,6
6-05- 77,51 85,81 89,06 99,51 | 05, 98,07 97,51
09 -4- 72
0 589,03 5 664,8 5 596,7
6-08- 89,03 87,34
09 -1-
0 600,09 6 655,7 5 637,5
6-08- 00,91 99,01
09 -2-
Pro 0 503,76 4 429,0 5 572,6 5 1115
band 6 6-09- 72,02 03,43 03,64




Anhang xlii
0 451,66 4 451,1 4 479,0 4 628
6-09- 40,56 |5 49,95 50,21
09 -2-
0 690,35 6 677,7 7 823,7 6 668,3 6
6-09- 77,53 |2 14,79 86,69 |9 85,46 |25,
09 -3- 92
0 794,3 8 819,0 8 704,9 8 807,7 7 7 692,6 7 6119
6-15- 17,04 |5 20,19 10,27 |1 93,61 |75, 58,86 29,83
09 -1- 89
0 787,52 8 880,3 8 864,4 8 787,8 7 7 733,8 7 641,3
6-15- 33,09 32,18 12,32 |7 85,5 55, 90,11 38,34
09 -2- 79
Z 0
u 6-16-
konzen | 09 -1-
triert
1: 0 848,91 9 579,0 9 980,8 8 3255,
9 6-16- 88,14 |8 64,32 64,82 | 57
Wasse | 09 -2-
r




Anhang xliii
1: 0 785,81 7 791,5 7 397,8 7 782,9 7 7 710,6 7 632,1
15 6-16- 74,17 80,79 |2 88,72 |1 89,8 |88, 86,39 1938 |7
Wasse | 09 -3- 29
r
0 680,55 6 649,0 6 7114 6 1194,
6-19- 53,52 77,27 |9 769 |54
09 -1-
0 655,59 6 625,8 6 635 6 1050,
6-19- 38,16 52,83 51,55 |93
09 -2-
0 649,79 6 609,8 6 607,7 6 1032,
6-19- 37,18 6519 |9 44,79 | 84
09 -3-
0 799,25 7 748,8 8 7114 8 825,3 7 8 766,5 7 581,7
6-23- 96,45 1531 |1 1563 |6 96,99 |77, 00,27 56,42
09 -1- 13
0 752,59 7 704,8 8 859,3 7 764,3 7 7 6787
6-23- 87,43 36 8 90,86 |6 492 |92, 36,1
09 -2- 01




