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Kurzbeschreibung

Seit 1949 wird Lithium, meist in Form von Lithiumcarbonat, zur akuten und prophylaktischen

Behandlung affektiver Störungen eingesetzt. Der Lithiumspiegel der Patient:innen muss dabei

genau eingestellt und regelmäßig überwacht werden. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit

der Lithiummessung mittels ionenselektiver Elektroden (ISE) im Speichel und der Herstellung

eines Kunstspeichels zur Kalibrierung der Elektroden. Bei der Lithiummessung kann es durch

Störionen zu Quereinflüssen kommen, sodass die Lithiummessung beeinflusst wird. Diese

Interferenzen sollen untersucht werden.
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1 Einleitung

Psychische Erkrankungen treten in der Bevölkerung immer häufiger auf. 20–25 % der

Menschen leiden mindestens einmal im Leben an einer Form von affektiver Störung.

Affektive Störungen werden durch die Veränderung der Stimmung oder Affektivität ge-

kennzeichnet. Diese Veränderungen zeigen sich sowohl durch depressive als auch durch

manische Phasen (Spiegelhalder, 2020). Lithiumsalze werden als Bestandteil von Medi-

kamenten häufig bei der Behandlung solcher Erkrankungen eingesetzt, da Lithium als

klassischer Stimmungsstabilisator und -aufheller gilt (Murru, A. et al., 2017).

Das therapeutische Fenster für den Lithiumspiegel im Blutserum ist sehr eng, höhere

Konzentrationen können schnell toxisch wirken und bis zum Tod führen (Bschor, T., 2014).

Eine Überwachung des Lithiumspiegels der Behandelten ist daher essenziell und muss

individuell und sehr genau eingestellt werden. Verschiedene Methoden kommen dafür

zum Einsatz.

In dieser Arbeit soll es um die Lithiummessung mit ionenselektiven Elektroden (ISE)

gehen, welche im Gegensatz zu spektrometrischen Methoden als patientennahe Labor-

diagnostik (Point-of-care-Testing) eingesetzt werden kann. Bisher wird der Lithiumspiegel

über das Blut der Patient:innen bestimmt. In diversen Studien konnte allerdings eine li-

neare Korrelation zwischen Serumlithium und Speichellithium festgestellt werden, sodass

die Messung im Speichel eine nicht-invasive Alternative zur Bestimmung im Blutserum

darstellen kann (Shetty. S.J. et al., 2012).

Ziel der Arbeit ist es, zwei verschiedene Bauformen von lithiumselektiven Elektroden

herzustellen und sie auf ihre Eignung zur Lithiummessung zu untersuchen. Dabei müs-

sen insbesondere Quereinflüsse durch Natrium- und Kaliumionen, welche im Speichel

enthalten sind (Paulsen, K. et al., 1971), betrachtet werden. Messungen in verschiedenen

Medien sollen dabei zeigen, welche Bauform der ionenselektiven Elektrode besser zur

Lithiummessung im Speichel geeignet ist. Außerdem soll ein Kunstspeichel entwickelt
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werden, der als Testmatrix für die Elektroden und zu deren Kalibrierung genutzt werden

soll.

Zunächst wird in Kapitel 2 der medizinische Hintergrund des Einsatzes von Lithium

erläutert und auf die Messverfahren mittels ionenselektiver Elektroden und Flammen-

emissionsspektrometrie eingegangen. Außerdem wird die Korrelation zwischen Lithium

im Speichel und im Blutserum erläutert, um aufzuzeigen, dass Speichel als Alternative

zu Blutserum für die Lithiummessung geeignet sein kann.

In Kapitel 3 werden die verwendeten Materialien dargestellt. Kapitel 4 umfasst die Metho-

den der Herstellung zweier verschiedener Bauformen der ISE sowie die Erläuterung des

Standardadditionsverfahrens. Außerdem werden die Herstellung des Kunstspeichels und

die Messung mit der FES erläutert.

In Kapitel 5 werden die Ergebnisse dargestellt und diskutiert. Insbesondere soll dabei

die Eignung der ionenselektiven Elektroden für die Lithiummessung in Anwesenheit von

Natriumionen betrachtet werden und die Eignung des Kunstspeichels für die Kalibrierung

der Elektroden untersucht werden.
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2 Theoretischer Rahmen

2.1 Medizinischer Hintergrund des Einsatzes von

Lithium

Lithium wird seit 1949, meist in Form von Lithiumcarbonat, zur akuten und prophylak-

tischen Behandlung affektiver Störungen eingesetzt (Bschor, T., 2014). Lithium gilt als

klassischer Stimmungsstabilisator (Murru, A. et al., 2017) und ist bis heute das einzige

Medikament, für das eine antisuizidale Wirkung belegt ist (Bschor, T., 2014). Dabei

beeinflusst Lithium unterschiedliche biochemische Prozesse im Körper, die bis heute

noch nicht vollständig verstanden sind.

Als affektive Störungen werden psychische Erkrankungen bezeichnet, die mit einer

Veränderung der Stimmung oder der Affektivität einhergehen (Spiegelhalder, 2020). Sie

können sowohl stimmungsdrückend in Form von depressiven Episoden als auch stim-

mungsaufhellend in Form von manischen Phasen auftreten (Bschor, T., 2014). Affektive

Störungen treten in der weltweiten Bevölkerung mit einer Lebenszeit-Prävalenz von

20-25 % auf. Frauen sind dabei etwa doppelt so häufig betroffen wie Männer. Etwa ein

Drittel aller affektiven Störungen sind mit einem so starken Wiederauftreten von Episoden

verbunden, dass die Lebensqualität der Betroffenen stark beeinträchtigt wird und eine

Therapie mit Lithium in Betracht gezogen werden sollte (Spiegelhalder, 2020).

Die am häufigsten auftretenden affektiven Störungen sind die Depression bzw. die

depressiven Episoden, von denen etwa 5-15 % der Menschen einmal in ihrem Leben

betroffen sind. Die bipolaren affektiven Störungen, die sich durch einen Wechsel von

depressiven und manischen Episoden kennzeichnen (Laux, 2005), kommen weitaus

seltener bei ca. 1-2 % der Bevölkerung vor (Spiegelhalder, 2020). Bei Depressionen

wird Lithium in Form einer Lithiumaugmentation verabreicht. Die Lithiumaugmentation

bezeichnet eine Strategie zur Behandlung depressiver Menschen, die keine Reaktion

auf eine Therapie mit einem Antidepressivum allein zeigten. Lithium wird dabei für die
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Behandlung dem Antidepressivum als weitere Komponente zugesetzt (Bschor, T., 2014).

In der Regel wird Lithium nach zwei hintereinander auftretenden Phasen einer affektiven

Störung zur Prophylaxe weiterer Phasen verwendet (Laux, 2005).

Lithium weist ein sehr enges therapeutisches Fenster auf, das bei 0,4–1,2 mmol/l im Blut-

serum liegt (Parkin, G. M. et al., 2021). Ab 2-3 mmol/l im Blutserum wirkt Lithium toxisch

(Bschor, T., 2014). Ein zu hoher Lithiumspiegel kann Nierenprobleme verursachen und

bis zum vollständigen Nierenversagen und zum Tod führen (Kripalani, M. et al., 2009).

Daher muss die Lithiumtherapie begleitet von einer Kontrolle der Lithiumkonzentration

im Serum von Patient:innen individuell über einen längeren Zeitraum eingestellt werden

(Bschor, T., 2014). Dies geschieht über eine wöchentliche Kontrolle des Serumlithium-

spiegels und einer eventuellen Anpassung der Lithiumdosis (Laux, 2005). Bei einer

Langzeitbehandlung sollte der Serumlithiumspiegel eher im unteren therapeutischen

Bereich liegen, während bei akuten Behandlungen eher höhere therapeutische Dosen

gewählt werden können. Nach der Einstellung des individuellen Serumlithiumspiegels

können die Intervalle der Kontrolle verlängert werden (Bschor, T., 2014).

Bei Therapien mit Lithium können einige Nebenwirkungen wie Magen-Darm-Beschwerden,

Muskelzittern sowie Nieren- und Schilddrüsenfunktionsstörungen auftreten, weshalb ei-

ne Therapieuntreue bei Behandlung mit Lithiummedikamenten nicht selten vorkommt.

Das Risiko eines Therapieabbruchs gekoppelt mit dem geringen Unterschied zwischen

toxischer und therapeutischer Dosis von Lithium macht eine regelmäßige Überwachung

des Serumlithiumspiegels unverzichtbar. Dabei wird den behandelten Personen venös

Blut entnommen und in einem Labor auf die Lithiumkonzentration hin untersucht. Zur

Analyse können unterschiedliche Verfahren verwendet werden, auf die in Kapitel 4 einge-

gangen wird (Parkin, G. M. et al., 2021).

Lithium ist in Form von verschiedenen Lithiumsalzen als Medikament einsetzbar. Am

häufigsten wird bei der Medikation Lithiumcarbonat eingesetzt (Bschor, T., 2014). Lithium-

carbonat weist im Gegensatz zu anderen, gut wasserlöslichen Lithiumsalzen wie Acetat,

Chlorid, Sulfat, Citrat, Adipat, Aspartat und Gluconat eine geringere Wasserlöslichkeit

und Lösungsgeschwindigkeit auf. Dies führt zu einer verlängerten Wirkstofffreisetzung
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im Körper, sodass keine allzu hohen Schwankungen der Serumlithiumkonzentrationen

auftreten (Müller-Oerlinghausen, 1997).

Verschiedene Wirkmechanismen, die bis heute größtenteils nicht vollständig verstan-

den werden, spielen bei der Lithiummedikation eine Rolle. Die biochemischen Wirk-

mechanismen von Lithium können grob in drei Systeme eingeteilt werden. Zum einen

werden stimulierende und inhibitorische Systeme von Neurotransmittern neu ausgerich-

tet, beispielsweise beim Neurotransmitter Glutamat. Dabei hat Lithium einen Einfluss auf

die Reizübertragung zwischen Zellen bzw. Nervenzellen. Zweitens werden Botenstoff-

systeme moduliert, welche Einfluss auf das zelluläre Zytoskelett haben. Betroffen sind

beispielsweise die Glykogensynthase-Kinase-3β (GSK3β ), cAMP-abhängige Kinase

und die Proteinkinase C, welche als Stimmungsaufheller und Stabilisierer fungieren.

Die Hemmung von GSK3β wird von einigen Forschenden als Hauptmechanismus der

neuroprotektiven Wirkung von Lithium gesehen (Young, W., 2009). GSK3β ist ein Enzym,

das zur Apoptose von Zellen beiträgt. Durch die Hemmung dieses Enzyms werden

die Zellen vor einer GSK3β -geförderten Apoptose beschützt. Durch das Erhalten von

Nervenzellen wird eine stimmungsaufhellende Wirkung erreicht (Xiaohua, L. et al., 2002).

Das dritte System bezieht sich auf die Regulierung der Signale für die Steuerung von

Botenstoffen, Transkriptionsfaktoren und Genexpression (Young, W., 2009).

Auf morphologischer Ebene hat Lithium außerdem einen positiven Einfluss auf die

Emotionsregulierung im Gehirn, indem es das Volumen der beteiligten Hirnstrukturen

wie des Hippocampus und der Amygdala erhält oder sogar vergrößert. Insgesamt schei-

nen die Prozesse, die der therapeutischen Wirkung von Lithium zugrunde liegen, sehr

komplex und miteinander verknüpft zu sein (Bschor, T., 2014).



Kapitel 2: Theoretischer Rahmen 6

2.2 Messverfahren zur Lithiumbestimmung

Die Analyse von Lithiumionen im Blutserum wird in analytischen Laboren mithilfe ver-

schiedener instrumenteller Verfahren durchgeführt. Hierbei kommen vor allem spek-

trometrische Verfahren wie die Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) und Flammen-

emissionsspektrometrie (FES) zum Einsatz. Spektrometrische Verfahren sind sensitiv

und präzise, können aber nur in analytischen Laboren mit den notwendigen Gerätschaf-

ten durchgeführt werden. Dies hat zur Folge, dass der Wert des Lithiumspiegels erst

verzögert verfügbar ist, sodass eine eventuelle Dosisanpassung des Lithiummedika-

ments erst beim nächsten Arztbesuch realisiert werden kann (Müller-Oerlinghausen,

1997).

Die spektrometrischen Verfahren sind mit einem hohen präparativen und apparativen Auf-

wand verbunden, weshalb in den späten 1980er Jahren ionenselektive Elektroden (ISE)

als mögliche Alternativen für die Bestimmung der Lithiumkonzentration entwickelt wurden

(Aliasgharpour, M. et al., 2009). ISE stellen eine leicht miniaturisierbare Alternative zu

den spektrometrischen Methoden dar und erlauben eine direkte, kontinuierliche Mes-

sung (Metzger, E., 1987). Mit ISE sind sofortige Bestimmungen des Lithiumspiegels

möglich. Dies stellt einen großen Vorteil dar, da eventuelle Dosismodifikationen von

Lithiummedikamenten unverzüglich nach der Messung erfolgen können.

2.2.1 Ionenselektive Elektroden (ISE)

Allgemein werden ISE zur potenziometrischen Bestimmung der Aktivitäten verschiede-

ner Ionen eingesetzt. Es findet eine Aktivitätsbestimmung ohne Stromfluss statt. Das

ionenselektive Messsystem besteht aus zwei Elektrodeneinheiten: der ionenselektiven

Elektrode selbst und einer Referenzelektrode. Beide Elektroden sind mit einem Volt-

meter verbunden und stehen in Kontakt mit der Messlösung (Müller-Plathe, 2019). Der

prinzipielle Aufbau einer ionenselektiven Messkette ist in Abbildung 2.1 zu sehen.
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Abbildung 2.1: Aufbau einer ionenselektiven Messkette

Die ionenselektive Elektrode steht durch eine ionenselektive Membran mit der Messlö-

sung in Verbindung. Es können reversible Ionenbewegungen zwischen der Messlösung

und der Membran erfolgen (Müller-Plathe, 2019). Idealerweise ist die Potenzialbildung

an der Elektrodenmembran nur von einer einzigen Ionensorte abhängig. Der Zusam-

menhang zwischen Aktivität des Ions und dem elektrischen Potenzial ist dann durch die

Nernst-Gleichung gegeben (Greim, 1976):

E = E0 +
R ·T
ze ·F

· ln(aM) (2.1)

E = Elektrodenpotenzial

E0 = Standardelektrodenpotenzial

R =Universelle Gaskonstante

T = Temperatur(in K)

ze = Äquivalentzahl

F = Faraday-Konstante

aM = Aktivität des Messions
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Die Nernst-Gleichung beschreibt einen logarithmischen Zusammenhang zwischen dem

Elektrodenpotenzial und der Ionenaktivität. Wenn die Aktivitätsachse logarithmisch geteilt

wird, zeichnet sich die Elektrodenfunktion als lineare Funktion ab. In diesem linearen

Bereich liegt für einwertige Kationen wie Li+ in der Theorie bei Raumtemperatur eine

Nernst-Steilheit von 59,16 mV je Aktivitätsdekade. Eine Aktivitätsdekade ist als Änderung

der Aktivität um den Faktor 10 definiert (Honold, 1991). Dieser Zusammenhang ist in

Abb. 2.2 dargestellt.

Abbildung 2.2: Linearer Zusammenhang zwischen dem Elektrodenpotenzial und dem Logarith-
mus der Ionenaktivität

In der Praxis unterscheidet sich der Wert für die Steilheit meist vom theoretischen Wert.

Wenn der praktische Steilheitswert unter 90 % des theoretischen Wertes sinkt, sollte die

ISE bzw. die ionenselektive Membran ausgetauscht werden (Honold, 1991).

Ionophore

Die ionenselektiven Eigenschaften der Membranen werden durch die Verwendung von

Ionophoren erreicht. Ionophore sind Moleküle, die spezifisch eine Ionensorte komplexie-

ren und in die lipophile Membranphase extrahieren (Cammann, 1973). Für den Nachweis

von Lithium werden häufig Kronenether, also cyclische Ether, verwendet (Honold, 1991).

Die selektive Eigenschaft wird bei den Kronenethern durch Hohlräume erreicht, die
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in der Größenordnung der Ionenradien des nachzuweisenden Analytions liegen. Über

Sauerstoff-, Schwefel- oder Stickstoffatome wird das Analytion in den Hohlräumen kom-

plexiert (Cammann, 1973). Für die lithiumselektiven Membranen wurden in dieser Arbeit

der Lithium-Ionophor IV (5-Butyl-5-ethyl-N,N,N,N-tetracyclohexyl-3,7-dioxaazelaindiamid)

und der Lithium-Ionophor VI (6,6-Dibenzyl-1,4,8-11-tetraoxacyclotetradecan, 6,6-Dibenzyl-

14-crown-4) verwendet. Die Struktur dieser Ionophore ist in Abb. 2.3 dargestellt.

Abbildung 2.3: Chemische Strukturen der Lithium-Ionophore IV (a) und VI (b)

Störionen

In der Praxis sind ISE nie vollständig selektiv. Vielmehr wird das Potenzial unterschiedlich

stark von anderen Ionensorten beeinflusst und es kommt zu Querempfindlichkeiten

(Müller-Plathe, 2019). Die Störionenaktivität kann näherungsweise mit der Nikolski-

Gleichung, einer Erweiterung der Nernst-Gleichung, beschrieben werden (Rohler, H.,

1963):

E = E0 +
R ·T
zM ·F

· ln
[

aM +∑
S

(
KPot

M−S ·a
zM/zS
S

)]
(2.2)

KPot
M−S = Potenziometrischer Selektivitätskoe f f izient

zM =Wertigkeit des Messions

zS =Wertigkeit des Störions

aM = Aktivität des Messions

aS = Aktivität des Störions



Kapitel 2: Theoretischer Rahmen 10

Die Selektivität von ISE gegenüber Störionen kann durch den Selektivitätskoeffizienten

KPot
M−S ausgedrückt werden. Dieser gibt das Verhältnis der Selektivität der Elektrode für

das gesuchte Ion bezogen auf ein anderes potenzielles Störion an (Greim, 1976). Je

kleiner KPot
M−S, desto höher ist die Spezifität der ISE für das Analytion in Anwesenheit

des vorliegenden Störions. Bei KPot
M−S = 10−3 wird das Mession beispielsweise 1000-mal

empfindlicher angezeigt als das Störion (Rohler, H., 1963).

Bei der Messung von Lithium mittels ISE kommt es insbesondere durch Natriumionen

zu Quereinflüssen (Demuth, C., 2010). Natrium ist in relativ hoher Konzentration von

10−2 mol/l auch im Speichel zu finden und muss daher bei der Messung von Lithium

berücksichtigt werden (Paulsen, K. et al., 1971). Für den Lithium-Ionophor VI ist ein

Selektivitätskoeffizient gegenüber Na+ von 10−2,4 angegeben. Damit wird Lithium etwa

250-mal empfindlicher angezeigt als Natrium. Bei dem Lithium-Ionophor IV ist für den

Selektivitätskoeffizienten gegenüber Natrium ein Wert von 10−1,9 angegeben und damit

eine etwa 80-fach höhere Lithiumdetektion gegenüber Natrium (Demuth, C., 2010). Ne-

ben Natrium stellt auch Kalium ein Störion bei der Lithiummessung dar. Der Einfluss von

Kaliumionen ist aber um etwa einen Faktor von 2,5 geringer als der von Natriumionen

(Attiyat, A. et. al, 1988).

Bauformen von ISE

ISE können je nach Eigenschaften der ionenselektiven Materialien in Festkörpermembran-

Elektroden und Flüssigmembran-Elektroden unterschieden werden. Für die Bestimmung

von Lithium in Speichelproben werden Flüssigmembranelektroden verwendet, genauer

PVC-Membranelektroden. Diese sind spezielle Flüssigmembranelektroden, bei denen

der Ionophor in einer weichen Kunststoffmembran immobilisiert wird, die meist hochmo-

lekulares Polyvinylchlorid (PVC) enthält (Cammann, 1973). Das PVC fixiert die flüssige

Phase, die durch den Weichmacher gebildet wird, und führt dazu, dass die entstehende

Membran mechanisch weitgehend stabil ist (Honold, 1991). Der Ionophor und das

PVC werden zur Herstellung der ionenselektiven Membran mit einem Lösungsmittel

wie Tetrahydrofuran (THF) und einem Weichmacher gemischt. Der Weichmacher dient

einerseits als Lösungsmittel für den Ionophor, andererseits erhöht er die Elastizität des
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PVC (Cammann, 1973). Neben diesen Bestandteilen enthält die Membran meist noch

Additive wie z.B. lipophile Leitsalze (Cammann, 1973). Diese werden eingesetzt, um

Anioneninterferenzen zu verringern. Eine typische PVC-Membran ist wie folgt zusam-

mengesetzt (Honold, 1991):

Tabelle 2.1: Beispiel einer typischen Membranzusammensetzung der PVC-Membranelektroden

Stoff Gewichtsanteil [%]
Weichmacher 65
PVC 33
Ionenaktive Verbindung (Ionophor) 1-2
Additive 1-2

PVC-Membranelektroden zeichnen sich durch einen einfachen Aufbau aus. Dabei sind

vor allem zwei Aufbauten von Bedeutung: Elektroden mit Flüssigableitung und Coated-

wire-Elektroden. Bei den Elektroden mit Flüssigableitung wird die ionenselektive Mem-

bran auf einen Elektrodenschaft, z.B. einem PVC-Röhrchen, aufgeklebt oder mittels

eines Schraubverschlusses fixiert. Das Röhrchen wird mit Innenlösung befüllt und mit

einer Ableitelektrode versehen. Bei den Coated-wire-Elektroden wird die Membran als

Beschichtung direkt auf eine Ableitelektrode auf Edelmetallbasis, beispielsweise einen

Silberdraht, aufgebracht (Cammann, 1973). Ein beispielhafter Aufbau beider Bauweisen

ist in Abb. 2.4 dargestellt.

Abbildung 2.4: Prinzipieller Aufbau einer Elektrode mit Flüssigableitung (a) und einer Coated-
wire-Elektrode (b)



Kapitel 2: Theoretischer Rahmen 12

2.2.2 Flammenemissionsspektrometrie (FES)

Für die spektrometrische Analyse von Lithiumionen kommen hauptsächlich die Atom-

absorptionsspektroskopie (AAS) und die Flammenemissionsspektroskopie (FES) infrage.

Die AAS weist gegenüber der FES eine höhere Genauigkeit bei der Erkennung der

Lithiumionen auf. Trotzdem ist die FES das am häufigsten verwendete Verfahren zur

Bestimmung von Lithiumkonzentrationen im Blutserum, da sie kostengünstiger ist. Der

Hauptvorteil der spektrometrischen Analyse besteht darin, dass diese Verfahren aus-

reichend sensitiv und präzise sind, ohne dass eine aufwändige Vorbereitung der Probe

erforderlich ist. Nachteilig bei den spektrometrischen Verfahren ist, dass die Bestimmung

der Lithiumkonzentration nur in einem analytischen Labor mit den notwendigen Gerät-

schaften möglich ist und nicht in den ärztlichen Praxen selbst durchgeführt werden kann,

wo den Patient:innen das Blut entnommen wird. Das hat zur Folge, dass der Wert des

Lithiumspiegels sehr verzögert verfügbar ist, sodass eine eventuelle Dosisanpassung

erst zeitverzögert erfolgen kann (Müller-Oerlinghausen, 1997).

Das Prinzip der FES, welche in dieser Arbeit verwendet wird, besteht darin, dass jedes

Element ein typisches Emissionsspektrum erzeugt, wenn eine Materialprobe in eine

Flamme mit einer Temperatur von etwa 2400 ◦C gesprüht wird (Knecht, 2019). Die

Intensität ist dabei proportional zur Konzentration des jeweiligen Elements. Mit diesem

Verfahren ist es möglich, mithilfe von spektralen Analysegeräten eine Aussage über

die Aktivität vieler in der Probe enthaltener Elemente zu treffen, indem das emittierte

Licht bei der spezifischen, charakteristischen Wellenlänge des entstandenen Spektrums

bestimmt wird. Die FES ist eine kostengünstige Methode, bei der durch mehrere Detek-

toren eine gleichzeitige Bestimmung verschiedener Elemente in einer Probe möglich ist

(Müller-Oerlinghausen, 1997).

Alkalimetalle strahlen bei der FES am stärksten, was besonders nützlich für die Konzentra-

tionsbestimmung von Natrium und Kalium ist, welche bei der Konzentrationsbestimmung

von Lithium als Störfaktoren auftreten. Lithium an sich ist zwar einfach nachweisbar

und erzeugt ein starkes Signal, jedoch treten aufgrund der relativen Leichtigkeit, mit

der Alkalimetalle ionisieren, sowie der zusätzlichen Spektren der ionisierten Formen
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sehr viele störende Spektrallinien von Natrium und Kalium auf. Außerdem setzt sich das

Emissionsspektrum aus einer sehr hohen Anzahl einzelner Emissionslinien zusammen,

sodass der Anschein eines Bandenspektrums erzeugt wird. Dadurch kommt es zu spek-

tralen Interferenzen zwischen Natrium und Kalium mit Lithium (Müller-Oerlinghausen,

1997).

2.3 Speichel als Alternative zu Blutserum

Wie bereits erwähnt weist Lithium ein enges therapeutisches Fenster auf, sodass die

Lithiumkonzentration im Blutserum von Patient:innen in definierten Abständen überwacht

werden muss. Zudem können Nebenwirkungen auftreten, die das Risiko einer Thera-

pieuntreue erhöhen (Parkin, G. M. et al., 2021). Die Überwachung und das Einstellen

des für den Patienten richtigen Lithiumspiegels geschehen durch eine Blutentnahme

über eine Venenpunktion (Gałuszko-Węgielnik, M. et al., 2017). Dies stellt damit eine

invasive Methode dar, die gewisse Risiken birgt sowie teuer und unangenehm für die

Betroffenen ist (Parkin, G. M. et al., 2021). Ein angenehmeres Testverfahren würde eine

häufigere Überwachung des Lithiumspiegels und eine aktualisierte Dosisanpassung für

Patient:innen mit Lithiummedikation ermöglichen. Als Möglichkeit könnte sich die Analyse

des Lithiumspiegels im Speichel anbieten. Dies würde eine nicht-invasive, einfachere

Alternative zur Blutentnahme darstellen, die insgesamt auch mit weniger Probenvor-

bereitung und einer höheren Akzeptanz durch den Behandelten einhergeht. Es wäre

kein analytisch geschultes Personal nötig und die Probe könnte in akuten Episoden

der Erkrankung auch einfach bei den Patient:innen zuhause entnommen werden, wenn

sie nicht in der Lage sind, eine Klinik oder ärztliche Praxis aufzusuchen. Gerade in

diesem Zustand wäre eine Lithiumspiegelbestimmung besonders sinnvoll, um eventuelle

Dosisanpassungen vorzunehmen (Parkin, G. M. et al., 2021).

In diversen Studien wurde untersucht, ob ein statistischer Zusammenhang zwischen Se-

rumlithium und Speichellithium vorliegt und damit rechnerisch von der Lithiumkonzentrati-

on im Speichel auf die Lithiumkonzentration im Blut geschlossen werden kann (Gałuszko-

Węgielnik, M. et al., 2017). Um die Stärke der Korrelation darzustellen, wird in Studien
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der Pearson-Korrelationskoeffizient r verwendet. Der Pearson-Korrelationskoeffizient

beschreibt die Stärke und Richtung eines linearen Zusammenhangs zweier Messreihen.

Der Wert dieses Koeffizienten liegt zwischen -1 und 1. Wenn zwischen zwei Messreihen

keine statistische Korrelation vorliegt, beträgt r = 0. Bei r = 1 liegt ein vollständiger linea-

rer positiver Zusammenhang vor, bei r = -1 ein vollständig negativer Zusammenhang.

Richtwerte zur Interpretation der Korrelation lauten wie folgt: Ab einem Wert von r > 0,3

bzw. r < - 0,3 liegt eine schwache Korrelation vor, bei r > 0,5 bzw. r < -0,5 spricht man

von einem moderaten Zusammenhang und bei Werten von r > 0,8 bzw. r < -0,8 liegt eine

sehr starke lineare Korrelation vor (Held, U., 2010).

In der Studie des J.N. Medical College in Indien aus dem Jahr 2011 (Shetty. S.J. et al.,

2012) konnte eine relativ hohe statistisch signifikante Korrelation zwischen Serumlithium

und Speichellithium festgestellt werden. Es wurde eine lineare Regressionsgerade er-

mittelt, mit der die Serumlithiumkonzentration aus der Speichellithiumkonzentration mit

einer Korrelation von r = 0,695 bei n = 50 vorhergesagt werden konnte (Shetty. S.J. et

al., 2012). Ähnliche Korrelationen konnten in anderen Studien, beispielsweise von der

University of California aus dem Jahr 2021, festgestellt werden (r = 0,70) (Parkin, G. M.

et al., 2021). In manchen Studien (Ben-Arey, H. et al., 1984; El-Mallakh, R.S. et al., 2004)

ergaben sich sogar noch höhere Korrelationen. Der Zusammenhang zwischen Serum-

und Speichellithium ist zwar mehrfach als statistisch signifikant bestätigt worden, ist aber

trotzdem unter den bisherigen Sammel- und Messbedingungen noch nicht hoch genug,

als dass die Speichellithiumbestimmung als Alternative für die Serumlithiumbestimmung

eingesetzt werden könnte.

Es wurden jedoch bereits einige Faktoren ermittelt, welche die Korrelation zwischen

Serum- und Speichellithium erhöhen und damit eine bessere Voraussage ermöglichen

können. Beispielsweise spielt es eine Rolle, ob Speichelproben zentrifugiert und gefil-

tert vorliegen oder nicht. Speichel besteht aus zwei Hauptkomponenten: einer wässri-

gen Fraktion, in der das Lithium vorwiegend gespeichert wird, und einer schleimigen

Mucopolysaccharid-Fraktion (Murru, A. et al., 2017). Das Entfernen der Mucopolysaccha-

rid-Fraktion durch Zentrifugation und Filtration führte in einer Studie der University of

Louisville aus dem Jahr 2004 zu einem Anstieg der Korrelation von r = 0,775 auf r = 0,901,
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wobei an dieser Studie allerdings nur Proben von zehn Probanden vorlagen (El-Mallakh,

R.S. et al., 2004). Einen weiteren Einfluss auf die Korrelation zwischen Serum- und Spei-

chellithium hatte die Methode der Speichelgewinnung. Es wurde bestätigt, dass nicht

stimulierter, passiv gesammelter Speichel zu höheren Korrelationen zwischen Speichel-

und Serumlithium führt als Methoden, die stimulierten Speichel durch z.B. Kauen auf

Watterollen verwendeten (Gałuszko-Węgielnik, M. et al., 2017). Die passive Sammlung

des Speichels wird auch als „Passive Drool“–Methode bezeichnet.

Auch das Alter der Probanden beeinflusst das Speichellithium/Serumlithium-Verhältnis.

Bei älteren Personen variiert dieses Verhältnis stärker. Dies hat möglicherweise den

Grund, dass ältere Personen empfindlicher auf Lithiummedikamente reagieren und

damit stärkeren Lithiumschwankungen in Serum und Speichel unterliegen. Außer-

dem sind sie vermehrt von Begleiterkrankungen betroffen, welche sich auf die Ver-

teilung von Lithium im Körper auswirken können. Diese Korrelation des Alters mit dem

Serumlithium/Serumspeichel-Verhältnis wurde bei Personen über 55 Jahren als signifi-

kant festgestellt (Parkin, G. M. et al., 2021).

Weitere Faktoren, die einen positiven Einfluss auf die Korrelation von Serum- und Spei-

chellithium haben, sind die Höhe der täglichen Lithiumdosis, das Dosisschema, der

Raucher- sowie der Diabetesstatus (Parkin, G. M. et al., 2021). Diabetes hat einen signi-

fikanten Einfluss auf die Speichellithium-Serumlithium-Korrelation, da die Funktion der

Speicheldrüsen beeinträchtigt wird und sich damit die Zusammensetzung des Speichels

verändert (Karthikeyan, R. et al., 2013). Rauchen hat einen Einfluss auf die Speichel-

qualität, da Tabakrauch die Homöostase der Mundhöhle inklusive der Schutzsysteme

des Speichels verändert und durch seine austrocknenden Effekte die Mundschleimhaut

verändert. Es kommt deshalb ebenfalls zu höheren Schwankungen der Speichellithium-

Serumlithium-Korrelation (Karthikeyan, R. et al., 2013). Nach Einbeziehung der Höhe

der täglichen Lithiumdosis, des Dosisschemas, des Raucher- und Diabetesstatus er-

höhte sich die Korrelation des Serumlithiums und Speichellithiums von r = 0,74 auf

r = 0,77 und verbessert damit geringfügig die Vorhersage des Serumlithiums anhand

der Speichelproben (Parkin, G. M. et al., 2021). Diese Korrelationen sind in Abb. 2.5

dargestellt.
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Abbildung 2.5: Korrelation zwischen Serumlithium und Speichellithium (A) ohne Berücksichtigung
(r = 0,74) und (B) mit Berücksichtigung der relevanten Parameter (r = 0,77)

Ein Faktor, der zwar keinen Einfluss auf die Serumlithium/Speichellithium-Korrelation

hat, dessen Berücksichtigung trotzdem wichtig sein kann, ist der Kaliumspiegel. Kalium

beeinflusst den Lithiumspiegel in Serum und Blut an sich, aber nicht deren Verhältnis. Ein

erhöhter Kaliumspiegel kann aber auf chronische Nierenerkankungen hindeuten, die häu-

fig mit Diabetes assoziiert sind und damit die Serumlithium/Speichellithium-Korrelation

signifikant beeinflussen (Parkin, G. M. et al., 2021).

Die Ergebnisse vieler Studien sprechen insgesamt dafür, dass der Speichellithiumspiegel

zur Abschätzung des Serumlithiumspiegels genutzt werden kann. Die Entwicklung einer

potenziometrischen Methode zur Lithiummessung im Speichel ist daher sinnvoll, um

die therapeutische Überwachung im Blut zu ergänzen. Um die Lithiummessung im Blut

komplett durch die nicht-invasive Messung im Speichel abzulösen, bedarf es in dem

Bereich allerdings weiterer Untersuchungen und der Einbeziehung weiterer Faktoren

zur Erhöhung der Korrelation zwischen Serum- und Speichellithium (Shetty. S.J. et al.,

2012). Beispielsweise erfolgte die Speichelentnahme in den Studien unterschiedlich. Die

Etablierung einer einheitlichen Speichelentnahmetechnik könnte die Speichelproben

untereinander vergleichbarer machen und damit die Korrelation erhöhen. Darüber hinaus

kann potenziell ein Alarmwert für eine Li+-Konzentration im Speichel definiert werden,

bei dem zur Absicherung eine Lithium-Untersuchtung im Blutserum durchgeführt werden

sollte.
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2.4 Kunstspeichel als Matrix

Dem menschlichen Speichel können zahlreiche Funktionen zur Aufrechterhaltung der

Mundgesundheit zugeschrieben werden, beispielsweise die Ausbildung eines Schutzfilms

für die Schleimhäute oder antibakterielle Eigenschaften durch im Speichel enthaltene

Proteine. Speichel ähnelt in seiner chemischen Zusammensetzung dem Blutplasma,

unterscheidet sich aber in Konzentrationen mancher Ionen, organischer Bestandteile

und Makromoleküle. Für die Lithiummessung im Speichel sind insbesondere die Kon-

zentrationen von Natrium- und Kaliumionen interessant, da diese zu Quereinflüssen bei

der Lithiummessung führen (Demuth, C., 2010). Die Zahnärztliche Zeitschrift gibt für die

Natrium-Konzentration im Speichel einen Bereich von 6-26 mM und für Kalium einen

Bereich von 14-32 mM an (Buchalla, W., 2012). Für die Konzentrationen der beiden

Ionen kann kein genauer Wert angegeben werden, da diese Ionen mit der Nahrung

aufgenommen werden, im Zusammenhang mit Krankheiten stehen und bei den natür-

lichen Bildungsprozessen des Speichels im Körper eine große Rolle spielen. Daher

sind die Natrium- und Kalium-Konzentrationen im Speichel sehr individuell und können

stark variieren, sodass die angegebenen Bereiche auch überschritten werden können.

(Buchalla, W., 2012).

Über 2000 Proteine sind im menschlichen Speichel enthalten, bei denen es sich fast

ausschließlich um Glykoproteine handelt. Glykoproteine sind Proteine, dessen Amino-

säureketten Kohlenhydrat-Seitenketten enthalten (Buchalla, W., 2012).

Um die ISE für die Lithiummessung im Kunstspeichel zu kalibrieren und eine Testma-

trix für Sensorik-Untersuchungen zu haben, wird ein Kunstspeichel benötigt, dessen

Zusammensetzung und Beschaffenheit möglichst speichelähnlich und reproduzierbar

gestaltet sein soll. Eine Komponente, die sehr häufig für die Herstellung künstlicher Spei-

chelflüssigkeiten verwendet wird, ist das Glykoprotein Mucin. Mucin ist makromolekularer

Hauptbestandteil von Säugetierschleim wie Speichel und wird im Kunstspeichel deshalb

häufig als Schleimbildner verwendet. (Merck KGaA, o.D.[a]).
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3 Material

In diesem Kapitel sind alle verwendeten Chemikalien, Geräte und Materialen aufgelistet,

die in dieser Arbeit verwendet wurden.

3.1 Chemikalien

• Bis(1-butylpentyl)adipat, ≥ 98,0 %; Lot: BCCC0164; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

• Calciumchlorid, getrocknet, Granulat, ≥ 99,0 %, Charge: 206241575; Carl Roth

GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Kaliumchlorid, ≥ 99 %; Charge: 433206547; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

• Kalium-tetrakis-(4-chlorphenyl)-borat, ≥ 98 %; Lot: 14214/1 50502; Fluka Chemie

GmbH, Buchs, Schweiz

• Lithium-Ionophor IV, ≥ 99,0 %; Lot: BCBP4591V; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

• Lithium-Ionophor VI, ≥ 99,0 %; Lot: 0001199150; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

• Lithiumchlorid, ≥ 99 %; Charge: 201302566; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

• Magnesiumchlorid Hexahydrat, ≥ 99 %; Charge: 328270383; Carl Roth GmbH +

Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Mucin aus Schweinemagen Typ II; CAS-Nr.: 84082-64-4; Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim, Deutschland

• Mucin aus Schweinemagen Typ III; CAS-Nr.: 84082-64-4; Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim, Deutschland

• Natriumchlorid, ≥ 99,5 %; Charge: 158267491; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karls-

ruhe, Deutschland
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• Poly(vinyl-chlorid), high molecular weight; Lot: E371469/1V; Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim, Deutschland

• Single-Element AAS-Standard-Solution, Calcium: 1000 mg/l, 2 % HNO3; Lot:

739553; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Single-Element AAS-Standard-Solution, Magnesium: 1000 mg/l, 2 % HNO3; Lot:

750542; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Single-Element AAS-Standard-Solution, Natrium: 1000 mg/l, 2 % HNO3; Lot:

742350; Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Single-Element ICP-Standard-Solution, Kalium: 1000 mg/l, 2 % HNO3; Lot: 739553;

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Single-Element ICP-Standard-Solution, Lithium: 1000 mg/l, 2 % HNO3; Lot: 739553;

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Tetrahydrofuran, ≥ 99,5 %; Charge: 226244557; Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

3.2 Geräte

• Frequenzumrichter Serie VF-S15; Kemmerich Elektromotoren GmbH & Co. KG,

Gummersbach-Windhagen, Deutschland

• Henkellocheisen 570; 9 mm Durchmesser; GEDORE Werkzeugfabrik GmbH & Co.

KG, Remscheid, Deutschland

• pH-Meter 764 Multi-Calimatic; Knick Elektronische Messgeräte GmbH & Co. KG,

Berlin, Deutschland

• Stereozoommikroskop; Motic Classmag 41; Thermo Fisher Scientific, Waltham,

USA

• Spektrometer novAA 400; Analytic Jena GmbH, Jena, Deutschland

• Zentrifuge 5702 R; Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland



Kapitel 3: Material 20

3.3 Materialien

• CaCl2-gesättigte Ag/AgCl-Referenzelektrode mit Keramikdiaphragma; Eigenbau

Kurt-Schwabe-Institut, Meinsberg, Deutschland

• Deckgläschen; Kurt-Schwabe-Institut, Meinsberg, Deutschland

• Glasplatte; Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

• Glasring, Innendurchmesser: 25 mm; Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

• KCl-gesättigte Ag/AgCl-Referenzelektrode mit Keramikdiaphragma; Eigenbau Kurt-

Schwabe-Institut, Meinsberg, Deutschland

• PVC-Röhrchen, Innendurchmesser: 6 mm, Außendurchmesser: 8 mm; Eigenbau

Kurt-Schwabe-Institut, Meinsberg, Deutschland

• Saliva Collection Aid; Lot: 2112132; Salimetrics, United States

• Silberdrähte, Dicke: 0,7 mm; Hereaus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

• Spritzenfilter Glasfaser, Durchmesser: 13 mm, Porengröße: 0,7 µm; Lot: 298042125;

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

• Zentrifugenröhrchen ohne Stehrand, unsteril, 15 ml; Lot: 220448; Carl Roth GmbH

+ Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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4 Methoden

4.1 ISE

In dieser Arbeit wurden lithiumselektive Elektroden mit Flüssigableitung und Coated-wire-

Elektroden hergestellt. Mit den Elektroden wurden verschiedene Messungen durchge-

führt, um einerseits die besser geeignete Bauform für die Lithiummessung im Speichel

zu finden und andererseits, um Störionenaktivitäten durch Natrium- und Kaliumionen zu

untersuchen. Außerdem wurden mit den Elektroden Messungen in realen Speichelpro-

ben durchgeführt.

Bei den Elektroden mit Flüssigableitung wurden zwei verschiedene Lithium-Ionophore

getestet. Der Ionophor mit der höheren Selektivität wurde daraufhin in Coated-wire-

Elektroden eingesetzt, sodass die beiden Bauformen miteinander verglichen werden

konnten, um die besser geeignete Bauform zu ermitteln.

Sowohl für die Elektroden mit Flüssigableitung als auch für die Coated-wire-Elektroden

wurde eine Lösung hergestellt, aus der die ionenselektiven Membranen gefertigt wurden.

Die Rezepturen für die Membranen stammen aus „Ion Sensor Materials“ (Demuth, C.,

2010). Für beide Membranen wurde wegen der Vergleichbarkeit derselbe Weichmacher

Bis-(1-butylpentyl)adipat verwendet. Die jeweiligen Mengenangaben der Substanzen für

die verschiedenen Lösungen sind in den Tabellen 4.1 und 4.2 aufgeführt.

Tabelle 4.1: Mengenangaben für die Herstellung der ionenselektiven Membranen mit Lithium-
Ionophor IV

Elektrode mit
Flüssigableitung

Lithium-Ionophor IV 20 mg
Weichmacher 656 mg

PVC (hochmolekular) 324 mg
Lösungsmittel (THF) 10 ml
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Tabelle 4.2: Mengenangaben für die Herstellung der ionenselektiven Membranen mit Lithium-
Ionophor VI

Elektrode mit Coated-wire-
Flüssigableitung Elektrode

Lithium-Ionophor VI 10 mg 40 mg
Weichmacher 703 mg 2812 mg

Lipophiles Leitsalz
(Kaliumtetrakis-(4-chlor- 7 mg 28 mg

phenyl)-borat
PVC (hochmolekular) 280 mg 1120 mg
Lösungsmittel (THF) 10 ml 10 ml

4.1.1 Herstellung der ISE

Für die lithiumselektive Membran der Elektrode mit Flüssigableitung wurden der jeweilige

Lithium-Ionophor, der Weichmacher und, wie bei der Lösung mit dem Lithium-Ionophor

VI benötigt, das lipophile Leitsalz in THF gelöst. Anschließend wurde unter ständigem

Rühren langsam das PVC dazugeben, um die Bildung von Klümpchen zu vermeiden.

Die ionenselektive Lösung wurde für mindestens zwei Stunden gerührt. Anschließend

wurden 2,4 ml der Lösung in einen mit Isopropanol gereinigten Glasring mit einem

Innendurchmesser von 25 mm gegossen, welcher sich auf einer ebenfalls gereinigten

Glasplatte befand. Der Glasring wurde mit Filterpapier bedeckt und mit einem Deckglas

beschwert, um das Eindringen von Staub zu vermeiden und eine langsame Verdunstung

des Lösemittels zu gewährleisten. Das Lösungsmittel war nach 48 Stunden verdampft

und eine etwa 150 µm dicke Membran hat sich gebildet. Mit einem Locheisen wurden dar-

aus Membranen mit einem Durchmesser von 9 mm ausgestanzt. Das Ende eines hohlen

PVC-Röhrchens mit einem Außendurchmesser von 8 mm und einem Innendurchmesser

von 6 mm wurde zur Verklebung für 60 Sekunden in THF getaucht. Daraufhin wurde die

Membranscheibe auf das weich gewordene Ende des PVC-Röhrchens gelegt, sodass

das Röhrchen komplett kontaktiert wurde. Die Membran wurde zur innigen Verklebung

mit einem Deckgläschen leicht an das Röhrchen gepresst. Nach einer Stunde wurden

die abgedichteten PVC-Röhrchen mit 0,01 molarer Lithiumchlorid-Lösung befüllt. Als Ab-

leitelektrode wurde ein chloridisierter Silberdraht verwendet, welcher in die NaCl-Lösung
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im PVC-Röhrchen hineinragt. Ein Foto einer Elektrode mit Flüssigableitung befindet sich

im Anhang (siehe Abb. 7.3).

Bei der Herstellung der ionenselektiven Lösung der Coated-wire-Elektroden wurden

der Lithium-Ionophor, Weichmacher, lipophiles Leitsalz und PVC in 4-fach höherer Kon-

zentration in THF gelöst (siehe Tabelle 4.2), um die Viskosität der Lösung zu erhöhen.

Der Silberdraht mit einem Durchmesser von 0,7 mm wurde vor der Beschichtung mit der

Membran in einem Glasröhrchen eingeschmolzen, sodass ca. 15 mm des Drahtes aus

dem Röhrchen hinausragten. Dieser überstehende Draht wurde mit der ionensensitiven

Lösung beschichtet. Dafür wurde der Silberdraht horizontal in ein Gerät eingespannt,

welches das Glasröhrchen zur gleichmäßigen Beschichtung mit dem Silberdraht mit

einer Frequenz von 20 Umdrehungen/Minute drehte.

Es wurden zwei verschiedene Beschichtungstechniken an jeweils mehreren Silber-

drähten angewandt. Bei der ersten Technik wurde die ionenselektive Lösung während

des Drehens auf den Silberdraht pipettiert. Auf diese Weise wurden vier Elektroden

hergestellt. Bei der zweiten Variante wurde der Silberdraht während des Drehens in

die ionenselektive Lösung getaucht und langsam herausgezogen, sodass ein Film der

Lösung auf dem Silberdraht haften blieb. So wurden sechs Elektroden hergestellt. Bei

beiden Beschichtungstechniken wurde die Dicke der Membran variiert, indem unter-

schiedliche Mengen an Membrancocktail aufgetragen wurden. Die Elektroden wurden

vor und nach der Beschichtung gewogen, um die Menge an aufgetragener ionenselek-

tiver Membran zu bestimmen. Ein Foto einer Coated-wire-Elektrode befindet sich im

Anhang (siehe Abb. 7.4).

4.1.2 Standardadditionsverfahren

Um die Selektivität der hergestellten lithiumselektiven Membranen zu testen, wurden

Standardadditionen durchgeführt. Die Standardaddition ermöglicht die Erstellung einer

Kalibrierkurve durch das definierte Hinzugeben von Standardlösungen und -mengen

des Analyten zur einer Vorlage-Lösung (Gey, 2015). Als Vorlage-Lösungen wurden

DI-Wasser, 0,01 molare NaCl, verschiedene Kunstspeichel-Ausführungen und reale
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Speichelproben verwendet. So konnten Quereinflüsse durch Natriumionen und der

Kunstspeichelmatrix untersucht werden und mit der Lithiummessung in realen Speichel-

proben verglichen werden. Alle Messungen erfolgten entweder gegen eine KCl-gesättigte

Ag/AgCl-Referenzelektrode oder eine Ag/AgCl-Referenzelektrode mit 0,01 molarer CaCl2-

Lösung, um das Eindringen von Kaliumionen zu vermeiden.

Lithium wurde vorerst im Konzentrationsbereich zwischen log c(Li+) = -6 und log c(Li+) = -1

untersucht. Die therapeutische Lithium-Konzentration im Blutserum liegt allerdings zwi-

schen 0,4 und 1,2 mM, also zwischen log c(Li+) = -3,4 und log c(Li+) = -2,9. Zwischen

Serumlithium und Speichellithium konnte eine Korrelation von r = 0,77 gefunden werden

(Parkin, G. M. et al., 2021). Damit kann die Lithiumkonzentration, die im Speichel nach-

gewiesen werden soll, nicht genau vorhergesagt werden. Der Konzentrationsbereich für

die Standardaddition in realen Speichelproben wurde daher zwischen log c(Li+) = -4 und

log c(Li+) = -2 gewählt, also 0,1 mM und 10 mM. Dieser Konzentrationsbereich sollte die

Lithiumkonzentrationen, die bei Patienten mit Lithiummedikation nachgewiesen werden

sollen, sicher abdecken.

Bei den Standardadditionen in DI-Wasser, NaCl-Lösung, KCl-Lösung und in allen

Kunstspeichel-Lösungen wurden zu 100 ml der jeweiligen Vorlage verschiedene Mengen

und Konzentrationen an LiCl zugegeben. Die Zugaben erfolgten nach dem Pipettier-

schema in Tabelle 4.3. Bei den Standardadditionen in realen Speichelproben wurden

5 ml Probe als Vorlage verwendet. Die Zugaben erfolgten nach dem Pipettierschema in

Tabelle 4.4. Das LiCl wurde bei allen Standardadditionsverfahren alle 330 s zugegeben,

wobei die ersten 30 s nach der Zugabe mit 100 rpm gerührt wurde. Das Potenzial der

Elektroden wurde mit einem pH-Meter aufgezeichnet und danach in Diagramme über-

tragen, um den linearen Zusammenhang zwischen dem Elektrodenpotenzial und der

Li+-Konzentration darzustellen.

Der Messaufbau der Standardaddition in 100 ml Vorlagelösung ist im Anhang in Abb. 7.1

dargestellt.
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Tabelle 4.3: Pipettierschema des Standardadditionsverfahrens mit 100 ml Vorlage

Nummer Volumen Konzentration Volumen resultierendes log der res.
Zugabe Vorlage [ml] Zugabe [mol/l] Zugabe [µl] Volumen [ml] Konzentration

0 100,00 / / / /
1 100,00 0,01 10 100,01 -6,00
2 100,01 0,01 10 100,02 -5,70
3 100,02 0,01 30 100,05 -5,30
4 100,05 0,01 50 100,10 -5,00
5 100,10 0,01 100 100,20 -4,70
6 100,20 0,01 200 100,40 -4,40
7 100,40 0,01 600 101,00 -4,00
8 101,00 0,01 1000 102,00 -3,71
9 102,00 0,01 2000 104,00 -3,41
10 104,00 0,1 600 104,60 -3,02
11 104,60 0,1 1000 105,60 -2,72
12 105,60 0,1 2000 107,60 -2,43
13 107,60 1 600 108,20 -2,03
14 108,20 1 1000 109,20 -1,74
15 109,20 1 2000 111,20 -1,44
16 111,20 1 8000 119,20 -1,00

Tabelle 4.4: Pipettierschema des Standardadditionsverfahrens mit 5 ml Vorlage

Nummer Volumen Konzentration Volumen resultierendes log der res.
Zugabe Vorlage [µl] Zugabe [mol/l] Zugabe [µl] Volumen [µl] Konzentration

0 5000 / / / /
1 5000,0 0,01 50,5 5050,5 -4,00
2 5050,5 0,01 210,4 5260,9 -3,40
3 5260,9 0,1 39,6 5300,5 -3,15
4 5300,5 0,1 53,5 5354,0 -3,00
5 5354,0 0,1 165,6 5519,6 -2,52
6 5519,6 0,1 352,3 5871,9 -2,22
7 5871,9 0,1 652,4 6524,3 -2,00
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4.2 Herstellung von Kunstspeichel

Für die Herstellung der künstlichen Speichelsubstanz wurde Mucin aus Schweinemagen

als Schleimbildner verwendet. Für die Konzentration des Mucins im künstlichen Spei-

chel wurde 5 g/l gewählt. In der Literatur sind in Rezepten für Kunstspeichel Mucin-

Konzentrationen zwischen 0 und 30 g/l angegeben (Sarkar, A. et. al, 2019). Es wurden

zwei verschiedene Mucine gestetet: Mucin Typ II und Typ III. Beides sind Mucine aus

Schweinemagen mit potenziell identischer biochemischer Zusammensetzung. Mucin

Typ II liegt allerdings in Pulverform vor und es ist vom Hersteller angegeben, dass

höchstens 1,2 % Sialinsäure daran gebunden sind (Merck KGaA, o.D.[a]). Sialinsäure

ist als prosthetische Gruppe ein essentieller Bestandteil von Mucin. Mucin Typ III liegt

als größere Flocken vor und hat laut Hersteller 0,5 - 1,5 % Sialinsäure gebunden (Merck

KGaA, o.D.[b]). Mit Mucin Typ II und III als Vorlage wurden mit ISE mit Lithium-Ionophor

VI Standardadditionen durchgeführt, um zu schauen, ob bei der Lithiummessung Unter-

schiede auftreten und um den besser geeigneten Mucin-Typ für den Kunstspeichel zu

identifizieren.

Neben dem Mucin müssen Natrium- und Kaliumionen zu der künstlichen Speichel-

substanz zugegeben werden, da diese Kationen Störionen bei der Lithiummessung

darstellen. Für deren Konzentration im Speichel gibt die Deutsche Zahnärztliche Zeit-

schrift Bereiche von 6-26 mM für Natrium und 14-32 mM für Kalium an (Buchalla, W.,

2012). Andere Studien beschreiben höhere Natrium-Konzentrationen im Speichel von bis

zu 50 mM (Dreizen, S. et al., 1952). Diese Natrium- und Kaliumkonzentrationen wurden

in realen Speichelproben überprüft. Dafür wurden nach der „Passive Drool“–Methode

Speichelproben von drei Personen mithilfe von Speichelsammelhilfen gewonnen. Alle

verwendeten Speichelproben in dieser Arbeit wurden für 10 Minuten bei 3000 g zentrifu-

giert, um die schleimige von der wässrigen Fraktion des Speichels zu trennen. Neben der

Zentrifugation wurden einige Proben auch gefiltert. Dafür wurden Spritzenfilter mit einem

Durchmesser von 13 mm und einer Porengröße von 0,7 µm verwendet. Die Probe wurde

mit einer Einwegspritze mit einem Volumen von 5 ml aufgenommen. Der Spritzenfilter

wurde daraufhin auf die Spritze gesetzt, sodass beim Rausdrücken die Lösung durch

den Filter gepresst wurde.
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4.3 FES

Einige Kunstspeichel- und Speichelproben wurden mit FES auf ihren Gehalt an Lithium-

ionen untersucht. Dafür wurden die zu untersuchenden Proben in Zentrifugenröhrchen

mit einem Volumen von 15 ml gefüllt. In das Röhrchen wurde ein kleiner Schlauch

mit einem inneren Durchmesser von 0,5 mm gehalten. Der Schlauch zog die Probe in

das Flammenemissionsgerät hinein, sodass die Probe in die Flamme gesprüht werden

konnte. Alle Lithium-Messungen mit der FES wurden bei einer Wellenlänge von 670,8 nm

durchgeführt. Bei der Flamme handelte es sich um eine Acetylen-Sauerstoff-Flamme mit

einem (Volumen)-Verhältnis von 1
5,6 . Die Brennerhöhe betrug 9 mm und der Brenngas-

Fluss lag bei 70 L/h.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Lithium-Selektivität der ISE

Da die Quereinflüsse von Kaliumionen im Gegensatz zu denen der Natriumionen ver-

gleichsweise gering sind (Attiyat, A. et. al, 1988), wurden die Kaliumionen bei den

Messungen zum Vergleich der Elektrodenbauformen nicht betrachtet. Bei der Herstellung

des Kunstspeichels und den Messungen darin wurde Kalium aber berücksichtigt.

5.1.1 ISE mit Flüssigableitung

Vor dem ersten Einsatz wurden die gefertigten Elektroden unter dem Mikroskop be-

trachtet. Bei manchen Elektroden wurden kleine Risse in den Membranen beobachtet.

Bei anderen war die Membran nicht vollständig mit dem PVC-Röhrchen verklebt. Ein

Grund wird darin vermutet, dass das PVC von dem THF nicht genug angelöst oder die

Membran nicht gleichmäßig mit dem Deckgläschen an das PVC-Röhrchen gedrückt

wurde. Die Elektroden mit defekten Membranen wurden verworfen. Mit den Elektroden,

deren Membranen keine Risse aufwiesen und die PVC-Röhrchen vollständig abdichteten,

wurden Standardadditionen in je 100 ml deionisiertem Wasser (DI-Wasser) und 0,01

molarer NaCl-Lösung durchgeführt. Alle fünf Sekunden wurde das Potenzial gemessen.

In Abb. 5.1 ist beispielhaft die resultierende Kurve des Standardadditionsverfahrens einer

Elektrode mit Flüssigableitung in DI-Wasser dargestellt.
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Abbildung 5.1: Einstellverhalten der Elektrode A bei der Standardaddition in DI-Wasser

Das Einstellverhalten zeigt, dass innerhalb von 1-2 Minuten nach jeder Zugabe ein

konstantes Potenzial erreicht wurde. Um den linearen Zusammenhang des Elektroden-

potenzials und dem Logarithmus der Ionenkonzentration (mol/l) darzustellen, wurde

jeweils ein Wert kurz vor der nächsten Zugabe von LiCl in ein Diagramm übertragen.

Bei den Elektroden mit Flüssigableitung mit Lithium-Ionophor VI wurden vier Elektroden

untersucht, im Folgenden A, B, C und D genannt. Bei den Elektroden mit Ionophor IV

wurden zwei Elektroden untersucht, welche als Elektroden E und F bezeichnet werden.

Die Ergebnisse für die Standardadditionen der Elektroden A, B, C und D in DI-Wasser

sind in Abb. 5.2 dargestellt.

Erwartet wird ein linearer Zusammenhang nach der Nernst-Gleichung mit einer Steilheit

von 59,16 mV/AD bei 25 ◦C (siehe Kapitel 2.2). Für die Bestimmung der Geraden-

gleichung und damit auch der Steilheit wurden nur die linearen Bereiche der Geraden

berücksichtigt. Die zur Bestimmung herangezogenen Werte sind mit Punkten dargestellt.

Werte, die nicht berücksichtigt wurden, weil sie von der Linearität abweichen, sind mit

Kreuzen dargestellt.
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Abbildung 5.2: Ergebnisse der Standardaddition in DI-Wasser für die Elektroden A, B, C und D

Bei allen vier Elektroden liegt bis zur Nachweisgrenze ein starker linearer Zusammenhang

vor. Das Bestimmtheitsmaß beträgt in diesen linearen Bereichen bei allen Elektroden

nahezu 1. Die Steilheiten liegen alle sehr nahe an der theoretischen Nernst-Steilheit

von 59,16 mV/AD. Die untere Nachweisgrenze des Lithiums unterscheidet sich bei den

Elektroden. Bei den Elektroden A, B und C liegt die untere Nachweisgrenze bei einem

Wert von log c(Li+) = -4,7. Elektrode D hat eine noch niedrigere Nachweisgrenze von

log c(Li+) = -5,3.

Die Ergebnisse für die Standardadditionen der Elektroden E und F in DI-Wasser sind

in Abb. 5.3 dargestellt. Auch hier ergeben sich starke lineare Zusammenhänge mit

Steilheiten nahe der Nernst-Steilheit. Die untere Nachweisgrenze beider Elektroden mit

Lithium-Ionophor IV liegt bei log c(Li+) = -5,0 und damit im Bereich der Elektroden mit

Lithium-Ionophor VI.
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Abbildung 5.3: Ergebnisse der Standardaddition in DI-Wasser für die Elektroden E und F

Bei den Standardadditionen in 0,01 M NaCl-Lösung verschieben sich die unteren Nach-

weisgrenzen. Die Ergebnisse hierzu sind in Abb. 5.4 und Abb. 5.5 dargestellt.

Bei den Elektroden A, B und D liegen die Nachweisgrenzen in 0,01 M NaCl jeweils

bei einem Wert von log c(Li+) = -4. Bei Elektrode C beträgt der Wert log c(Li+) = -3,7,

bei Elektrode E beträgt log c(Li+) = -3,5 und bei Elektrode F log c(Li+) = -3,3. Die Nach-

weisgrenzen der Elektroden liegen damit durch die Interferenzen mit den Na+-Ionen in

0,01 M NaCl alle höher als bei der Messung in DI-Wasser. Die Elektrodensteilheiten sind

bei der Messung in NaCl geringer als in DI-Wasser. Sie betragen aber alle mindestens

90 % der Nernst-Steilheit und sind damit als Elektroden für die Lithiumbestimmung noch

geeignet. Die höheren Nachweisgrenzen und die niedrigeren Elektrodensteilheiten bei

der Messung in 0,01 M NaCl zeigen, dass die Messung von Lithium mit den Elektroden

mit Flüssigableitung von Natriumionen gestört wird.
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Abbildung 5.4: Ergebnisse der Standardaddition in 0,01 M NaCl-Lösung für die Elektroden A, B,
C und D

Abbildung 5.5: Ergebnisse der Standardaddition in 0,01 M NaCl-Lösung für die Elektroden E
und F
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Der Einfluss der Störionen auf die Messung wird grafisch ermittelt und als Selektivi-

tätskoeffizient angegeben. Dafür wird der Schnittpunkt zwischen dem linearen Bereich

der Messionensensitivität und dem linearen Bereich, welcher vom Störion beeinflusst

wird, ermittelt. Die Lithiumkonzentration am Schnittpunkt wird dann durch die Stör-

ionenkonzentration geteilt. Die Ermittlung der Selektivitätskoeffizienten der Elektrode D

wird beispielhaft in Abb. 7.2 (siehe Anhang) gezeigt. Die Selektivitätskoeffizienten der

gemessenen flüssigabgeleiteten Elektroden sind in Tabelle 5.1 aufgeführt.

Tabelle 5.1: Grafisch ermittelte Selektivitätkoeffizienten für die Elektroden mit Flüssigableitung

Elektrode KPot
Li,Na

A 10−2,2

B 10−2,1

C 10−2,0

D 10−2,2

E 10−1,7

F 10−1,7

A-D: Elektroden mit Lithium-Ionophor VI

E-F: Elektroden mit Lithium-Ionophor IV

Ein Vergleich der Elektroden mit verschiedenen Ionophoren zeigt, dass die Elektroden

E und F mit Lithium-Ionophor IV in Anwesenheit von Natriumionen leicht höhere Se-

lektivitätskoeffizienten und damit höhere Lithium-Nachweisgrenzen aufweisen als die

Elektroden mit Lithium-Ionophor VI. Damit scheint der Ionophor VI eine geringfügig

bessere Selektivität von Lithium gegenüber Natrium zu haben.
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5.1.2 Coated-wire-Elektroden

Die Coated-wire-Elektroden wurden ebenfalls unter dem Mikroskop betrachtet, um

eventuell vorhandene Inhomogenitäten der Membranen festzustellen. Dabei stellte sich

heraus, dass alle vier Elektroden, bei denen die ionenselektive Lösung auf den Draht

pipettiert wurde, Stellen am Draht aufwiesen, die nicht mit Membran bedeckt waren.

Damit sind diese Elektroden unbrauchbar und die Technik des Pipettierens ist für die

Aufgabenstellung nicht geeignet. Im Gegensatz dazu sind bei den Elektroden, die in die

ionenselektive Lösung getaucht wurden, die überstehenden Silberdrähte alle vollstän-

dig mit Membran bedeckt. Nach der Verdunstung des Lösemittels ergaben sich für die

Elektroden 1 bis 6 die in der Tabelle 5.2 dargestellten Massen für die verschiedenen

Membranen.

Tabelle 5.2: Menge aufgetragener Lösung der getauchten Coated-wire-Elektroden

Elektrode
Menge aufgetragener

Lösung [mg]
1 17,65
2 10,37
3 5,17
4 5,5
5 7,14
6 3,64

Da die überstehenden Silberdrähte alle dieselbe Länge von 15 mm hatten, ist die Di-

cke der ionenselektiven Membran von der Menge der aufgebrachten Lösung abhängig.

Elektrode 1 hat damit die dickste ionenselektive Membran, während bei Elektrode 6

die Membran am dünnsten ist. Mit allen sechs Elektroden wurden Standardadditions-

verfahren mit je 100 ml destilliertem Wasser und 0,01 molarer NaCl-Lösung durchgeführt.

Das Ergebnis der Standardadditionen in DI-Wasser der drei Elektroden 1, 2 und 5

mit den dickeren Membranen ist in Abb. 5.6 zu sehen. Das Ergebnis der Standardad-

dition in DI-Wasser der drei Elektroden mit den dünneren Membranen ist in Abb. 5.7

dargestellt.
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Abbildung 5.6: Ergebnisse der Standardaddition in DI-Wasser für die Elektroden 1, 2 und 5 mit
dickeren Membranen

Abbildung 5.7: Ergebnisse der Standardaddition in DI-Wasser für die Elektroden 3, 4 und 6 mit
dünneren Membranen
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Die Ergebnisse der Elektroden 2, 3, 4, 5 und 6 sind sehr ähnlich. Die Steilheiten liegen in

DI-Wasser zwischen 59,5 mV/AD und 63,2 mV/AD. Die untere Nachweisgrenzen dieser

Elektroden liegen alle bei log c(Li+) = -5,3. Die Elektrode 1 mit der dicksten Membran

hat eine untere Nachweisgrenze von log c(Li+) = -4 und weicht damit deutlich von den

anderen Elektroden ab.

Auffällig ist, dass bei vier der sechs Elektroden der Wert der höchsten Lithiumkonzentration

nicht mehr dem linearen Bereich zugerechnet werden kann. Das Elektrodenpotenzial

ist bei diesen Gehalten niedriger als erwartet. Bei den Elektroden mit Flüssigableitung

wurde dieses Phänomen nicht beobachtet. Des Weiteren sind die Steilheiten der Coated-

wire-Elektroden oft über dem theoretischen Wert von 59,16 mV/AD. Dementsprechend

ist eine Übersteilheit gegeben.

Mit den sechs Coated-wire-Elektroden wurden ebenfalls Standardadditionen in 0,01 M

NaCl-Lösung durchgeführt, um das Störpotenzial von Na+-Ionen zu ermitteln. Ergebnis

der Elektroden 1,2 und 5 ist in Abb. 5.8 dargestellt. Das Ergebnis der Elektroden 3, 4

und 6 in 0,01 M NaCl-Lösung ist in Abb. 5.9 dargestellt.

Abbildung 5.8: Ergebnisse der Standardaddition in 0,01 M NaCl-Lösung für die Elektroden 1, 2
und 5 mit dickeren Membranen
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Abbildung 5.9: Ergebnisse der Standardaddition in 0,01 M NaCl-Lösung für die Elektroden 3, 4
und 6 mit dünneren Membranen

Wie bei den Elektroden mit Flüssigableitung liegen auch bei den Coated-wire Elek-

troden bei Anwesenheit von Na+-Ionen niedrigere Elektrodensteilheiten und höhere

untere Nachweisgrenzen vor. Die Elektrode 6 mit der dünnsten Membran weist unter

den sechs Elektroden mit 22,8 mV/AD die niedrigste Elektrodensteilheit und die höchste

untere Nachweisgrenze von log c(Li+) = -3 auf. Elektrode 1 mit der dicksten Membran

hat mit 45,5 mV/AD die höchste Elektrodensteilheit und mit log c(Li+) = -4 zusammen

mit den Elektroden 2, 4 und 5 die niedrigste untere Nachweisgrenze. Verglichen mit

den Elektroden mit Flüssigableitung wird bei den Coated-wire-Elektroden die Messung

von Lithium in Gegenwart von Na+-Ionen deutlich mehr gestört. Während die Elektro-

densteilheiten bei den Elektroden mit Flüssigableitung alle über 52 mV/AD liegen, liegt

die höchste Steilheit bei den Coated-wire-Elektroden bei einem Wert von 45,5 mV/AD.

Insgesamt beträgt die Elektrodensteilheit der Coated-wire-Elektroden nur 35-80 % der

Nernst-Steilheit. Auch die Werte unterliegen höheren Schwankungen, was auch die

niedrigeren Bestimmtheitsmaße bei den Coated-wire-Elektroden zeigen.
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Die grafisch ermittelten Selektivitätskoeffizienten der Coated-wire-Elektroden sind in

folgender Tabelle 5.3 dargestellt.

Tabelle 5.3: Grafisch ermittelte Selektivitätkoeffizienten für die Coated-wire-Elektroden

Elektrode KPot
Li,Na

1 10−2,2

2 10−2,2

3 10−1,5

4 10−2,2

5 10−2,2

6 10−1,2

5.2 Vergleich der ISE-Bauformen

Um einen direkten Vergleich der beiden Elektrodenbauformen ziehen zu können und die

geeignetere Bauweise für die Messung von Lithium im Speichel zu bestimmen, wurde

jeweils die beste Elektrode einer Bauart ausgewählt und in zwei Messungen direkt mit-

einander verglichen. Bei den Elektroden mit Flüssigableitung stellt sich die Elektrode D

als beste Elektrode heraus. Bei der Messung in 0,01 M NaCl wies sie zwar eine leicht

schlechtere Elektrodensteilheit als die Elektrode B auf, dafür wurde in DI-Wasser eine

besonders niedrige untere Nachweisgrenze für Li+ und eine bessere Elektrodensteilheit

als bei Elektrode B erreicht.

Bei den Coated-wire-Elektroden zeigt die Elektrode 4 die besten Eigenschaften. Bei der

Messung in 0,01 M NaCl erwiesen sich die Elektroden 2, 3, 5 und 6 aufgrund ihrer sehr

niedrigen Elektrodensteilheiten und ihres sehr kleinen linearen Bereichs als ungeeignet.

Im Vergleich zu Elektrode 1 weist Elektrode 4 in DI-Wasser eine niedrigere Nachweis-

grenze und in 0,01 M NaCl einen höheren linearen Zusammenhang auf.

Mit der Elektrode D mit Flüssigableitung und der Coated-wire-Elektrode 4 wurden erneut

Standardadditionen in DI-Wasser und 0,01 M NaCl durchgeführt. Die Messungen erfolg-

ten parallel in derselben Messlösung mit derselben Bezugselektrode, damit identische

Bedingungen vorliegen und ein zuverlässigerer Vergleich gezogen werden kann. Das

Ergebnis der beiden Messungen ist in Abb. 5.10 dargestellt.
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Abbildung 5.10: Ergebnisse der Standardadditionen in DI-Wasser und 0,01 M NaCl für die
Elektrode 4 und Elektrode D

Die Ergebnisse der Messung in DI-Wasser fallen bei beiden Elektroden ähnlich aus,

wobei die Elektrodensteilheit bei Elektrode D mit 56,8 mV/AD näher an der theoretischen

Nernst-Steilheit von 59,16 mV/AD liegt als die Steilheit der Coated-wire-Elektrode mit

54,2 mV/AD. Die Ergebnisse der Messung in 0,01 M NaCl unterscheiden sich jedoch bei

beiden Elektroden deutlich voneinander. Die Steilheit der Elektrode D ist im Gegensatz

zur Messung in DI-Wasser nur wenig niedriger und liegt mit 53,1 mV/AD noch im

90 %-Bereich der Nernst-Steilheit. Bei der Coated-wire-Elektrode dagegen beträgt die

Elektrodensteilheit in 0,01 M NaCl nur noch knapp über 50 % des Wertes in DI-Wasser.

Auch die untere Nachweisgrenze ist bei Elektrode D niedriger als bei Elektrode 4. Auffällig

ist darüber hinaus, dass die Höhe der Potenziallage bei den Messungen der Coated-wire-

Elektrode stark variiert. Zwischen der Messung in DI-Wasser und in 0,01 M NaCl-Lösung

liegt im linearen Bereich ein Unterschied von etwa 140 mV vor. Bei der Elektrode mit

Flüssigableitung hingegen ist die Potenziallage sehr ähnlich. Die Unterschiede in den

niedrigen Lithium-Konzentrationsbereichen von bis zu 70 mV lassen sich durch den

Einfluss von Na+ erklären.

Die Messungen zeigen, dass die Bauform der Elektrode mit Flüssigableitung mit dem

Einsatz einer Coated-wire-Elektrode deutlich überlegen ist.
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5.3 Herstellung von Kunstspeichel

Mit Lösungen auf Basis von Mucin Typ II und Mucin Typ III wurden Standardadditio-

nen mit flüssigabgeleiteten ISE mit Lithium-Ionophor VI durchgeführt, um den besser

geeigneten Mucin-Typ für den Kunstspeichel zu identifizieren. Die Messungen wurden

mit der Elektrode D durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abb. 5.11

dargestellt.

Abbildung 5.11: Standardaddition der Elektrode D in Lösungen mit Mucin Typ II und III

Es zeigt sich, dass in Lösungen mit Mucin Typ III eine untere Nachweisgrenze für Lithium

von log c(Li+) = -4 erreicht wird, während die Nachweisgrenze bei Mucin Typ II nur bei

log c(Li+) = -3,5 liegt. Die Elektrodensteilheit liegt in Mucin Typ III bei 56,5 mV/AD und

beträgt damit 95,5 % der Nernst-Steilheit. In Mucin Typ II wird dagegen nur eine Steilheit

von 52,7 mV/AD und damit nur etwa 89 % der Nernst-Steilheit erreicht. Mucin Typ III führt

damit sowohl im Hinblick auf die Elektrodensteilheit als auch auf die Nachweisgrenze

von Lithium zu besseren Ergebnissen und kommt damit eher als Komponente für die

Herstellung von Kunstspeichel infrage.
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Um die Konzentrationen von Natrium und Kalium zu ermitteln, die dem Kunstspeichel

zugesetzt werden müssen, wurden in drei realen Speichelproben die Konzentrationen

an Natrium- und Kaliumionen mit FES ermittelt (siehe Tabelle 7.1 im Anhang). Für

Natrium ergab sich im Durchschnitt eine Konzentration von 4,85 mM. Der gemessene

Natrium-Wert liegt damit unterhalb des in der Literatur angegebenen Bereichs von 6-26

mM (Buchalla, W., 2012). Die durchschnittlich gemessene Kalium-Konzentration lag bei

21,6 mM und damit innerhalb des in der Literatur angegebenen Bereichs von 14-32 mM

(Buchalla, W., 2012).

Auf Basis des Mucin Typ III wurden zwei verschiedene Kunstspeichel hergestellt. Kalium

wurde jeweils in einer Konzentration von 21,6 mM zugegeben, was der durchschnittlichen

Konzentration in den zuvor gemessenen realen Speichelproben entspricht und mit den

Literaturwerten übereinstimmt. Die Natrium-Konzentration lag im Kunstspeichel A bei

4,85 mM, was der durchschnittlichen Konzentration der gemessenen realen Speichelpro-

ben entspricht. Da dieser Wert im Vergleich zu den Literaturwerten sehr niedrig ist, wurde

im Kunstspeichel 2 eine besonders hohe Natrium-Konzentration von 50 mM gewählt.

Sowohl Kunstspeichel 1 als auch Kunstspeichel 2 wurden Lithium zugesetzt, sodass

folgende definierte Lithium-Konzentrationen vorlagen: 0,5 mM, 1 mM, 3 mM, 4 mM und

5 mM. Die Proben wurden mittels FES auf Lithium untersucht, um die Wiederfindungsrate

von Lithium im Kunstspeichel 1 und 2 zu bestimmen. Die Ergebnisse sind in folgender

Tabelle 5.4 dargestellt.
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Tabelle 5.4: Wiederfindungsraten von Lithium in Kunstspeichel 1 und 2

vorgelegte
Li+-Konzentration [mM] Wiederfindungsrate [%]

Kunstspeichel 1 0,5 80,1
1 80,0
3 84,2
4 82,2
5 102,3

Kunstspeichel 2 0,5 74,4
1 76,9
3 83,9
4 86,3
5 103,7

Es lässt sich beobachten, dass höhere Lithium-Konzentrationen im Kunstspeichel 1 und

2 mit einer höheren Lithium-Wiederfindungsrate einhergehen. Kunstspeichel 1 zeigt

bei den niedrigeren Lithium-Konzentrationen etwas höhere Wiederfindungsraten als

Kunstspeichel 2. Diese Differenzen könnten durch auftretende Interferenzen mit den

Natriumionen zustande gekommen sein, sodass geringe Lithium-Mengen in Anwesenheit

von hohen Natrium-Mengen schlechter detektiert werden können. Im Schnitt liegt die

Wiederfindungsrate des Lithiums im Kunstspeichel 1 bei 85,7 % und im Kunstspeichel 2

bei 85,0 %. Der Unterschied in der Natrium-Konzentration im Kunstspeichel 1 und 2 hat

nur einen geringen Einfluss auf die Wiederfindungsrate des Lithiums.

Der Schlauch des FES-Geräts, der in die Zentrifugenröhrchen ragt, entnimmt die Probe

im unteren Bereich des Zentrifugenröhrchens. Eventuell ergeben sich bedingt durch die

schleimige Konsistenz der Mucin-Lösung unterschiedliche Lithium-Konzentrationen, ab-

hängig von der Höhe der Probennahme innerhalb des Zentrifugenröhrchens. Um dies zu

untersuchen, wurden Lösungen mit verschiedenen Lithium- und Mucin-Konzentrationen

so gemessen, dass der Schlauch zu Beginn im oberen Bereich des Röhrchens und direkt

danach im unteren Bereich die Probe ansaugt. Die Lösungen wurden dafür zwei Tage im

Kühlschrank aufbewahrt und vor der Messung nicht geschüttelt. Die Ergebnisse zeigten,

dass im oberen Berich der Probe im Schnitt 1,2 % mehr Lithium detektiert wurde als

um unteren Bereich der Probe (siehe Tabelle 7.2 im Anhang). Diese Differenz ist nicht

signifikant und der Effekt vernachlässigbar.
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5.3.1 Einfluss der Mucin-Konzentrationen auf die

Wiederfindungsrate von Lithium

Neben der Lithium-Konzentration kann auch die Mucin-Konzentration einen Einfluss

auf die Wiederfindungsrate des Lithiums haben. Um diesen Einfluss zu untersuchen,

wurden Lösungen mit Lithiumkonzentrationen von 0,5 mM und 2 mM jeweils vier unter-

schiedliche Mengen an Mucin zugesetzt und mittels FES auf die Lithium-Konzentration

untersucht. Die Konzentrationsangaben dieser acht Lösungen sind in folgender Tabelle

5.5 aufgelistet.

Tabelle 5.5: Lithium- und Mucin-Konzentrationen der Lösungen 1-8

Lösung Mucin-Konzentration Lithium-Konzentration

1 5 g/l 0,5 mM
2 3 g/l 0,5 mM
3 2 g/l 0,5 mM
4 0 g/l 0,5 mM

5 5 g/l 2 mM
6 3 g/l 2 mM
7 2 g/l 2 mM
8 0 g/l 2 mM

Um die Wiederfindungsrate von Lithium im Kunstspeichel zu erhöhen und damit bessere

Ergebnisse bei der Lithiummessung zu erzielen, wurden die Lösungen 1-8 mehrfach

hergestellt und auf verschiedene Weisen vorbehandelt. Drei verschiedene Messreihen

wurden erstellt. Lithium liegt im Speichel vor allem in der flüssigen Fraktion vor. Daher

wurden die Lösungen für 10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert und der Überstand mittels

FES auf Lithiumionen untersucht. Der Rückstand, welcher sich am Boden des Zentri-

fugenröhrchens abgesetzt hatte, wurde in 10 ml DI-Wasser wieder aufgelöst, um zu

untersuchen, wieviel Lithium sich in den festen Bestandteilen abgesetzt hat. In einem

weiteren Versuch wurden die Lösungen durch einen Filter mit einer Porengröße von

0,7 µm gegeben und in dem Filtrat die Lithiumkonzentration gemessen. Die Ergebnisse

der zentrifugierten und der gefilterten Lösungen im Vergleich zu den unbearbeiteten

Lösungen sind in Abb. 5.12 und 5.13 dargestellt. In den Lösungen des wiederaufge-

schlämmten Rückstands der zentrifugierten Lösungen wurde kein Lithium gefunden.

Deshalb wurde diese Messreihe in den Diagrammen nicht mit berücksichtigt.
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Abbildung 5.12: Einfluss der Mucin-Konzentration auf die Wiederfindungsrate von Lithium (0,5
mM Lithium)

Abbildung 5.13: Einfluss der Mucin-Konzentration auf die Wiederfindungsrate von Lithium (2 mM
Lithium)
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Abb. 5.12 und 5.13 kann entnommen werden, dass die Wiederfindungsrate von Lithium

von der Mucin-Konzentration abhängig ist. Bei einer konstanten Lithium-Konzentration

nimmt die Lithium-Wiederfindungsrate mit zunehmendem Mucin-Gehalt bei allen Mess-

reihen ab. In den Lösungen mit 2 mM Lithium wird im Schnitt 3,6 % mehr Lithium

detektiert als in den Lösungen mit 0,5 mM. Das bestätigt noch einmal das Ergebnis aus

Kapitel 5.3. Die Wiederfindungsrate von Lithium im Kunstspeichel ist damit sowohl von

der Lithium-Konzentration selbst als auch von der Mucin-Konzentration abhängig. Die

durchschnittlichen Wiederfindungsraten aller Messungen sind in Tabelle 5.6 dargestellt.

Tabelle 5.6: Durchschnittliche Lithium-Wiederfindungsrate der Lösungen 1-8

Wiederfindungsrate Wiederfindungsrate
[0,5 mM Lithium] [2 mM Lithium]

Unbearbeitete Lösungen 86,2 % 90,8 %
Überstand der zentrifugierten 90,1 % 92,2 %

Lösungen
Gefilterte Lösungen 92,9 % 98,0 %

Wenn man die Lösungen mit einer Lithium-Konzentration von 0,5 mM vergleicht, ist

in den gefilterten Lösungen die Wiederfindungsrate über alle Messungen mit 92,9 %

am höchsten und damit etwa 6,7 % höher als in den unbearbeiteten Lösungen. Die

Wiederfindungsrate in dem Überstand der zentrifugierten Lösungen mit 0,5 mM Lithium

liegt durchschnittlich bei 90,1 % und damit etwa 3,9 % höher als in den unbearbeiteten

Lösungen.

Beim Vergleich der Lösungen mit einer Lithium-Konzentration von 2 mM ist die durch-

schnittliche Wiederfindungsrate von Lithium in den gefilterten Lösungen ebenfalls am

höchsten und liegt bei 98 %. Damit ist sie 7,2 % höher als in den unbearbeiteten Lösun-

gen. Im Überstand der zentrifugierten Lösungen mit 2 mM Lithium konnten im Schnitt

92,2 % des Lithiums detektiert werden, also etwa 1,4 % mehr als in den unbearbeiteten

Lösungen.

Das Trennen der schleimigen von der wässrigen Fraktion im Kunstspeichel geht da-

mit der Literatur entsprechend mit einer höheren Lithium-Wiederfindungsrate einher.

Unabhängig von der Lithium-Konzentration in der Lösung scheint die Messung im Filtrat

beim Einsatz eines Membranfilters gegenüber dem Zentrifugieren eine bessere Methode
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zur Trennung der Fraktionen zu sein, da die Wiederfindungsrate von Lithium in den gefil-

terten Lösungen etwa 4 % höher ist als im Überstand der zentrifugierten Lösungen. Dies

ist vorteilhaft, da in einem Point-of-care Testverfahren das Verwenden einer Zentrifuge

deutlich schwieriger zu realisieren ist als das Verwenden von Filtern. Die Filter könnten in

einer Art mobiler Messzelle an den Eingang der Messzelle angebracht werden, sodass

die Speichelproben direkt vor Kontakt mit den ISE gefiltert werden.

5.3.2 Messungen mit ISE in Kunstspeichel und realen

Speichelproben

Mit den ISE wurden Standardadditionen in drei realen Speichelproben von drei verschie-

denen Personen durchgeführt. Keiner der Probanden wurde mit Lithium-Medikamenten

behandelt, sodass ein Lithium-Gehalt von unter 0,1 mM angenommen wurde. Das Volu-

men wurde für alle Speichelproben auf 5 ml reduziert. Als Referenzelektrode wurde eine

mit 0,01 M versehene Calciumchlorid Ag/AgCl-Elektrode verwendet, da das Kalium der

vorher verwendeten mit KCl-gesättigten Ag/AgCl-Elektrode die Lithiummessung hätte be-

einflussen können und bei Calcium Quereinflüsse sehr viel niedriger sind als bei Kalium

(Güggi, M. et. al, 1975). Bei einem Volumen von 100 ml in den vorherigen Messungen

war das Volumen so groß, dass der Einfluss der Kaliumionen noch vernachlässigbar war.

Für die Messungen wurde die Elektrode D verwendet, welche zu dem Zeitpunkt die-

ser Messungen schon etwa 16 Wochen alt war. Da mit der Zeit die Selektivität von

ionenselektiven Membranen abnehmen kann, wurde zum Vergleich noch eine neue

lithiumselektive Elektrode mit dem Ionophor VI hergestellt, im Folgenden als Elektrode G

bezeichnet.

Mit der CaCl2-Referenzelektrode wurden mit den Elektroden D und G zusätzlich auch

Standardadditionen in folgenden Vorlage-Lösungen durchgeführt: DI-Wasser, Kunstspei-

chel 1 und Kunstspeichel 2. Die Ergebnisse dieser Messungen sind für Elektrode D in

Abb. 5.14 und für Elektrode G in Abb. 5.15 dargestellt.
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Abbildung 5.14: Ergebnisse der Standardadditionen mit Elektrode D in DI-Wasser, Kunstspeichel
1 und Kunstspeichel 2, gemessen gegen Ref. mit 0,01 CaCl2

Abbildung 5.15: Ergebnisse der Standardadditionen mit Elektrode G in DI-Wasser, Kunstspeichel
1 und Kunstspeichel 2, gemessen gegen Ref. mit 0,01 CaCl2
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Mit beiden Elektroden wurden im DI-Wasser sehr niedrige untere Nachweisgrenzen

für Lithium erreicht. Bei Elektrode D lag die Nachweisgrenze bei log c(Li+) = -5 und

bei Elektrode G bei log c(Li+) = -4,7. Die linearen Korrelationen oberhalb der unte-

ren Nachweisgrenzen sind sehr hoch. Die Elektrodensteilheit beider Elektroden liegt

aber mit 68,2 mV/AD deutlich über der theoretischen Nernst-Steilheit von 59,16 mV/AD.

Die Übersteilheiten in DI-Wasser können auch auf die Referenzelektrode zurückge-

führt werden. Durch die höheren Salzgehalte in den Kunstspeichelmatrices sind die

Diffusionspotenziale am Diaphragma der Referenzelektrode geringer und die Übersteil-

heit deutlich niedriger. Im Kunstspeichel 1 werden Elektrodensteilheiten von 61,7 mV/AD

bei Elektrode D und 62,9 mV/AD bei Elektrode G erreicht. Im Kunstspeichel 2 sind die

Elektrodensteilheiten etwas niedriger. Bei Elektrode D sind es 56 mV/AD, bei Elektrode G

58,3 mV/AD. Damit zeigen die Elektroden im Kunstspeichel 1 und 2 sehr gute Sensitivität

gegenüber Lithium.

Die unteren Nachweisgrenzen von Lithium sind im Kunstspeichel höher als im DI-Wasser,

was auf die enthaltenen Natrium- und Kaliumionen zurückzuführen ist. Sowohl im Kunst-

speichel 1 als auch im Kunstspeichel 2 werden mit den Elektroden D und G Nach-

weisgrenzen von log c(Li+) = -3 erreicht. Damit detektieren die Elektroden Lithium im

Kunstspeichel ab einer Konzentration von 1 mM.

Im Vergleich der Elektroden erreicht die Elektrode G im Kunstspeichel leicht bessere

Steilheiten als die Elektrode D. Dies könnte auf das Alter der Elektrode zurückzuführen

sein, welche die Selektivität beeinflussen kann.
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Die Ergebnisse der Messungen in den Speichelproben sind in Abb. 5.16 dargestellt.

Abbildung 5.16: Ergebnisse der Standardadditionen mit Elektroden D und G in Speichel A und B

Die Standardadditionen im Speichel A, B und C ergeben für beide verwendeten Elektro-

den untere Nachweisgrenzen von log c(Li+) = -3,4 für Lithium. Lithium wird also ab einer

Konzentration von 0,4 mM detektiert. Die Elektrodensteilheiten sind, auch prozentual auf

die jeweiligen Steilheiten im Kunstspeichel bezogen, in Tabelle 5.7 dargestellt. So kann

der besser geeignete Kunstspeichel abgeschätzt werden.

Mit Elektrode D werden in den Speichelproben Elektrodensteilheiten erreicht, die im

90 %-Bereich der Nernst-Steilheit liegen. Bei Elektrode G wird dies nur im Speichel B

erreicht. Die Steilheiten im Kunstspeichel 2 werden im Schnitt zu 98,4 % im Speichel

auch erzielt. Die Steilheiten im Kunstspeichel 1 werden im Schnitt nur zu 89,9 % erreicht.

Damit spiegeln die Ergebnisse der Messungen in Kunstspeichel 2 eher die Ergebnisse

der Messungen in realen Speichelproben wider als die Messungen in Kunstspeichel

1. Kunstspeichel 2 kommt damit potenziell eher für die Kalibrierung der Elektroden in

Frage.
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Tabelle 5.7: Elektrodensteilheiten der Elektrode D und G in Speichel A, B und C und deren Anteil
an der Steilheit im Kunstspeichel

Elektrode D Elektrode G

Steilheit in Speichel A 55,2 mV/AD 51,9 mV/AD

Steilheit in Speichel A
Steilheit im Kunstspeichel 1 89,5 % 82,5 %

Steilheit in Speichel A
Steilheit im Kunstspeichel 2 98,6 % 89,0 %

Steilheit in Speichel B 59,5 mV/AD 56,4 mV/AD

Steilheit in Speichel B
Steilheit im Kunstspeichel 1 96,4 % 89,7 %

Steilheit in Speichel B
Steilheit im Kunstspeichel 2 106,3 % 96,7 %

Steilheit in Speichel C 57,1 mV/AD 54,9 mV/AD

Steilheit in Speichel C
Steilheit im Kunstspeichel 1 92,5 % 89 %

Steilheit in Speichel C
Steilheit im Kunstspeichel 2 102 % 98 %
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6 Zusammenfassung

Lithium wird, meist in Form von Lithiumcarbonat, aufgrund seiner stimmungsaufhellen-

den und antisuizidalen Wirkung zur Medikation affektiver Störungen eingesetzt. Die

Serumlithiumkonzentration muss dabei individuell und sehr genau eingestellt werden,

da das therapeutische Fenster der Lithiumkonzentration im Blutserum sehr schmal ist

(Bschor, T., 2014) Bisher wird der Lithiumspiegel über das Blut der Patient:innen be-

stimmt. Bei jeder Messung muss eine venöse Blutentnahme erfolgen, was unangenehm

für die Patient:innen sein kann und mit einem gewissen Risiko verbunden ist. In diver-

sen Studien wurde eine lineare Korrelation zwischen Serumlithium und Speichellithium

nachgewiesen, sodass die Konzentrationsbestimmung im Speichel als nicht-invasive

Alternative zur Messung im Blutserum in Betracht gezogen wird (Shetty. S.J. et al., 2012).

Für die Lithiumanalyse kommen verschiedene Methoden zum Einsatz. Diese Arbeit be-

handelt die Lithiummessung mittels ionenselektiver Elektroden (ISE). Zwei verschiedene

Bauformen von ISE wurden hergestellt: Elektroden mit Flüssigableitung und Coated-

wire-Elektroden. Die Selektivität der Elektroden wurde durch die Verwendung von Io-

nophoren in der ionenselektiven Membran sichergestellt. In dieser Arbeit wurden die

Lithium-Ionophore IV und VI getestet und miteinander verglichen. Mit den ISE wurden

Standardadditionen in deionisiertem Wasser, 0,01 molarer NaCl-Lösung, Kunstspei-

chelproben sowie realen Speichelproben durchgeführt. Es wurden zwei verschiedene

Ausführungen von Kunstspeichel hergestellt, die später der Kalibrierung der Elektroden

dienen sollen. Dabei wurden Kalium- und Natriumionen zugesetzt, da diese Kationen

bei der Lithiummessung zu Quereinflüssen führen können (Paulsen, K. et al., 1971).

Diese Quereinflüsse konnten bei beiden Bauformen der ISE und bei beiden Ionophoren

festgestellt werden. Die Interferenzen waren bei den Coated-wire-Elektroden jedoch

deutlich stärker, sodass sich die Elektrode mit Flüssigableitung als die besser geeignete

Bauform herausstellte und für weitere Messungen verwendet wurde.
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Der Kunstspeichel wurde auf Basis des Glykoproteins Mucin hergestellt. Mucin ist eine

schleimbildende Komponente und wird häufig für die Herstellung von Kunstspeichel

verwendet (Merck KGaA, o.D.[a]). Zwei verschiedene Mucin-Typen wurden untersucht.

Mit Mucin Typ III wurden bessere Elektrodensteilheiten und niedrigere Nachweisgrenzen

für Lithium erzielt, sodass dieser Typ gegenüber Mucin Typ II besser für die Herstellung

des Kunstspeichels geeignet ist. Mit Mucin Typ III wurden zwei verschiedene Kunstspei-

chelausführungen hergestellt. Kunstspeichel 1 wurden 4,85 mM Natriumionen zugesetzt.

Dies entspricht der durchschnittlichen Natriumkonzentration, die vorher in realen Spei-

chelproben ermittelt wurde. Bezogen auf Angaben in der Literatur ist dieser Wert sehr

niedrig (Buchalla, W., 2012), weshalb im Kunstspeichel 2 eine besonders hohe Natrium-

Konzentration von 50 mM gewählt wurde. Beiden Kunstspeicheln wurde außerdem 21,6

mM Kalium zugesetzt, was der durchschnittlich gemessenen Kalium-Konzentration in den

realen Speichelproben entspricht und auch mit Literaturwerten übereinstimmt (Buchalla,

W., 2012).

Zusätzlich wurden Standardadditionen mit ISE in realen Speichelproben durchgeführt

und mit den Ergebnissen der Messungen im Kunstspeichel verglichen. Dabei sollte die

Sensitivität gegenüber Lithium im realen Speichel untersucht werden. In den realen

Speichelproben konnte Lithium ab einer Konzentration von 0,4 mM detektiert werden.

Im Kunstspeichel 1 und 2 war die Lithiumzugabe erst ab einer Konzentration von 1 mM

messbar. Die Elektrodensteilheiten lagen in den realen Speichelproben im Schnitt bei

55,8 mV/AD, was 94,3 % der Nernst-Steilheit entspricht. Sowohl bezogen auf die Elektro-

densteilheit als auch auf die untere Nachweisgrenze von Lithium weisen die Elektroden

eine sehr gute Sensitivität gegenüber Lithium auf. Im Kunstspeichel wurden leicht höhere

Elektrodensteilheiten erreicht. Auch hier konnte bei Kunstspeichel 1 und 2 eine sehr gute

Sensitivität gegenüber Lithium erzielt werden. Die Elektrodensteilheiten im Kunstspeichel

2 spiegeln eher die Ergebnisse der Messungen in den realen Speichelproben wider als

Kunstspeichel 1. In einem Kunstspeichel zur Kalibrierung der Elektroden sollte auf Basis

dieser Ergebnisse dementsprechend eine eher höhere Natrium-Konzentration gewählt

werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe eine mobile potenziometrische Messzelle für ein

Point-of-care-Testverfahren zu entwickeln, mit der die Lithiumkonzentration im Speichel

in ärztlichen Praxen gemessen werden kann. Dafür könnte die lithiumselektive Elektrode

mit Flüssigableitung miniaturisiert und zusammen mit einer natriumselektiven Elektrode

und einer kaliumselektiven Elektrode in der Messzelle direkt nebeneinander platziert

werden. Der gesammelte Speichel könnte mit einer Spritze aufgenommen und durch

einen Membranfilter in die Messzelle überführt werden. Durch die Konzentrationsbe-

stimmung der Störionen könnten die Interferenzen rechnerisch kompensiert werden,

um ein genaueres Ergebnis für den Lithiumspiegel im Speichel zu erzielen. Mit der

Entwicklung einer solchen Messzelle könnte der Lithiumspiegel der Patient:innen zeitnah

und nicht-invasiv analysiert werden. Diese Messzellen wären außerdem kostengünstiger

als die Analyse mit den aufwändigen spektrometrischen Verfahren.

Für eine Kalibrierung der Elektroden mit Kunstspeichel müsste der Kunstspeichel noch

weiterentwickelt werden, um auch Lithiumkonzentrationen von unter 1 mM nachzuweisen.

Dafür könnte der Mucin-Gehalt variiert werden, da eine niedrigere Mucin-Konzentration

mit einer höheren Lithium-Wiederfindungsrate einhergeht.
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7 Summary

Lithium, mostly in the form of lithium carbonate, is used for the treatment of affective

disorders due to its mood-lifting and antisuicidal effects. The therapeutic window for

lithium levels in blood serum is quite narrow. Therefore, the lithium concentration in blood

serum must be adjusted very precisely and individually (Bschor, T., 2014). Concentration

determinations of lithium have so far been performed in the blood of patients. This can

be unpleasant and entails a certain risk. In various studies a linear correlation between

serum lithium and salivary lithium has been described. Therefore, the measurement of

the concentration of lithium in saliva is being considered as a non-invasive alternative to

the measurement in blood serum (Shetty. S.J. et al., 2012).

Various methods are used for lithium analysis. This thesis discusses lithium measurement

using ion selective electrodes (ISE). For this purpose, electrodes with liquid internal soluti-

ons and coated-wire electrodes were produced. The use of ionophores in the ion-selective

membranes ensured the selectivity of the electrodes. In this thesis, the lithium ionophores

IV and VI were tested and compared with each other. Standard additions were performed

with the ISEs in deionized water, 0.01 molar NaCl solution, artificial saliva and human sali-

va samples. Two different versions of artificial saliva were prepared for the development of

calibration solutions of the electrodes. Potassium and different concentrations of sodium

ions were added. These cations can lead to interferences in the lithium measurement

(Paulsen, K. et al., 1971). These interferences were detected in both designs of the ISE

for both Ionophores IV and VI. However, the interferences were significantly stronger with

the coated-wire electrode, so that the electrode with liquid interface turned out to be the

more suitable design and was therefore used for further measurements.

The artificial saliva was prepared with the glycoprotein mucin. Mucin is a mucus-forming

agent and frequently used in the production of artificial saliva (Merck KGaA, o.D.[a]). Two

different types of mucin were investigated: type II and type III. Better electrode slopes

were obtained with type III. In addition, lithium could be detected in artificial saliva with
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type III mucin at lower concentrations. Mucin type III thus proved to be more suitable for

the production of artificial saliva than mucin type II. Two different artificial saliva designs

were prepared with mucin type III. In artificial saliva 1, a sodium concentration of 4.85 mM

was chosen. This corresponds to the average sodium concentration previously measured

in human saliva samples at the Kurt-Schwabe-Institute. Compared to the literature values

(Buchalla, W., 2012), this concentration is low, which is why a particularly high sodium

concentration of 50 mM was selected in artificial saliva 2. In addition, 21.6 mM potassium

was added to both artificial saliva 1 and 2. This concentration corresponds to the average

concentration measured in human saliva samples and is in agreement with the literature

values (Buchalla, W., 2012).

Standard additions were performed with ISE in human saliva samples. The results

were compared with the results of the measurement in artificial saliva. The aim was

to investigate the selectivity of the electrodes to lithium in human saliva. In human

saliva, lithium concentrations upward 0.4 mM could be measured. In artificial saliva 1

and 2, lithium could only be measured from a concentration of 1 mM. Electrode slopes

averaged 55.8 mV/activity decade in the human saliva samples, corresponding to 94.3 %

of the Nernst slope. The electrodes show very good sensitivity to lithium in both their

slopes and detection limits. Good sensitivities to lithium were also observed in artifi-

cial saliva 1 and 2. The electrode slopes in artificial saliva 2 more closely reflected the

results of the measurements in the real saliva samples than the slopes in artificial saliva 1.

Based on the results of this thesis, it could be feasible to develop a measurement

cell for a point-of-care test method to measure lithium concentration in saliva. For this

purpose, the lithium-selective electrode could be miniaturized and applied in a measuring

cell together with a sodium-selective and a potassium-selective electrode. The collected

saliva could be aspirated with a syringe and transferred to the measuring cell through

a membrane filter. By determining the concentration of the interfering ions, their interfe-

rence could be compensated computationally. Thus, more accurate results for the lithium

level in saliva would be obtained.The development of such a measuring cell allows a

timely and non-invasive analysis of the lithium level of patients. In addition, the measuring

cell would be more cost-effective than spectrometric methods.
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For calibration of these electrodes, the artificial saliva would have to be further im-

proved so that lithium concentrations of less than 1 mM could also be detected. For this,

the mucin content could be varied, since a lower mucin concentration is associated with

a higher lithium recovery rate.
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