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1. Einleitung

Von Oktober bis Dezember 2007 kam es in Cacuaco in der Provinz Luanda, Angola zu einem
Ausbruch einer akuten neurologischen Erkrankung mit unbekannter Ursache [1]. Betroffen
waren in erster Linie Kinder und Frauen, aulerdem konnte eine familidre Anhdufung beo-
bachtet werden. Die Symptome waren u.a. Miidigkeit, Schwindel, Schwéche, Halluzinationen,
Schwierigkeiten beim Sprechen und Laufen und verschwommene Sicht. Daher wurde eine
toxikologische Ursache vermutet. Auf Grund der vielen Betroffenen und der Dringlichkeit
wurde die WHO zur Untersuchung hinzugezogen. Diese leitete die Proben an verschiedene
Laboratorien in Europa weiter. Es stellte sich heraus, dass es sich bei den iiber 450 offiziell
bestdtigten Fillen um eine Bromidintoxikation handelte. Verwendetes Tafelsalz war mit iiber
80% Natriumbromid verunreinigt und fiihrte zum gréften, bis dato in der Literatur beschrie-
benen Fall von akutem Bromismus.

Anfang des 19. Jahrhunderts wurden Bromidsalze als Sedativa entdeckt und lange bedenken-
los genutzt. 1857 wurde Bromid als erstes und, bis zur Einfiihrung von Phenobarbital 1912,
einziges Antikonvulsivum durch Sir Charles Locock beschrieben [2,3]. Ab 1900 war die Nut-
zung von Natrium- und Kaliumbromiden als Sedativa und Antikonvulsiva weit verbreitet.
Auch rezeptfreie Arzneimittel wie Bromo-Seltzer und Dr. Miles‘ Nervine waren erhéltlich
und popular.
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Abb. 1. Reklame fiir Bromo-Seltzer aus dem Programm des Hicks-Theater im Jahre 1907 [4].
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Es zeigten sich bald zahlreiche Abhingigkeiten, die zu einer chronischen Intoxikation mit den
oben genannten Symptomen flihrten. Weitere charakteristische Symptome sind pathologische
Reflexe, Kachexie, Exsikkose, Sensibilitatsstorungen, Delirzustinde, Aggressivitit, Psycho-
sen, Pupillenanomalien und Hautausschldge in Form von akneférmiger Dermatitis (,,Brom-
akne*) und granulomatoser, eitriger Lasionen, sogenannter Bromoderma [5,6]. Intoxikationen
resultieren hauptséchlich durch chronische wiederholte Expositionen. Die akute orale Bromid-
intoxikation ist kaum méglich, da es durch die Reizwirkung der Bromid-Ionen zu Ubelkeit
und Erbrechen kommt [2]. Da bromidhaltige Arzneimittel heute groBtenteils aus dem Handel
entfernt wurden, ist Bromismus weitestgehend aus dem klinischen Alltag verschwunden.
Allerdings wird Kaliumbromid auch heute noch als Dritt-Linien-Therapie bei therapieresisten-
ten Epilepsien oder bei idiopathisch generalisierter Epilepsie verwendet und scheint die beste
Therapie flir Anfallsleiden wéihrend der Kindheit zu sein [7-9].

Bromid wird im Gastrointestinaltrakt vollstidndig resorbiert. Die Verteilung von Bromid-Ionen
im Korper ist denen von Chlorid sehr dhnlich und es kann die Bluthirnschranke durchdringen.
Der genaue Wirkmechanismus ist noch nicht geklért. Eine Moglichkeit ist die indirekte Wir-
kung auf GABA-Rezeptoren, ligandengesteuerte Ionenkanéle, welche fiir Chlorid-lonen
durchléssig sind. Durch die Bindung von GABA (y-Aminobuttersidure) an den spezifischen
Rezeptor erhoht sich die Permeabilitdt fiir Chlorid-lIonen. Dies fiihrt zu einer Hyperpolarisa-
tion der Zellmembran und damit zu einer Abnahme der Aktionspotenzialfrequenz. Hydrati-
siertes Bromid hat einen kleineren Durchmesser als hydratisiertes Chlorid, kann daher
schneller durch den Kanal diffundieren und es kommt zu den sedierenden Effekten [2].

Bromid reagiert auf viele Chlorid-Nachweismethoden stérker als das Chlorid selbst. Dies
kann in géngigen Untersuchungsmethoden beim Vorhandensein von Bromid zu einer negati-
ven Anionenliicke fithren [5]. Bromide werden hauptsichlich renal eliminiert und konkurrie-
ren dabei mit Chlorid um die tubuldre Reabsorption. Die Halbwertszeit des Bromids kann sich
durch eine verringerte oder vermehrte Aufnahme von Chlorid drastisch verdndern. Da
Bromide eine geringe therapeutische Breite haben, sollte bei deren Anwendung auch auf die
Chlorid-Aufnahme geachtet werden [10]. Es wird in der Literatur keine Korrelation zwischen
dem Plasmaspiegel und der Wirksamkeit beschrieben [7]. Allerdings gibt es eine grobe Eintei-
lung nach Schulz et al. beruhend auf Fallberichten und Literaturangaben [11].

Tab. 1. Therapeutische, toxische und komatds-letale Blutplasmakonzentrationen im Menschen [11].

Bromid-Blutplasmakonzentration (mg/L) t, (Tage)

therapeutisch (“normal”) toxisch (von) komatos-letal (von)

75 - 100 500 - 1500; 3000 2000 12-13
(- 300) 'Fallbericht

Typische Analysenmethoden waren bis jetzt die lonenchromatographie mit induktiv gekop-
pelter Plasma-Massenspektrometrie (IC-ICP/MS), mit Leitfahigkeitsdetektor oder mit kolori-
metrischem Detektor [12]. Auch die Bestimmung mit einem energiedispersiven Rontgen-
fluoreszenzspektrometer (EDXRF) gehorte zur analytischen Praxis [13-15]. Die wohl ilteste,
bis heute angewandte Bromidbestimmung, ist die Goldchlorid-Methode, bei der eine Protein-
fallung mit Trichloressigsdure durchgefiihrt, danach mit einer Goldchlorid-Losung behandelt
und anschlieBend kolorimetrisch oder photometrisch quantifiziert wird [16,17]. Dabei wird
eine Goldbraunfarbung bei Ayax 470 nm gemessen.



Toxichem Krimtech 2016;83(2):109

2. Material und Methoden

Vier Blutproben eines Epilepsie-Patienten aus Hamburg wurden jeweils zeitnah nach der Ent-
nahme im Rahmen von therapeutischem Drug Monitoring (TDM) (ab Mérz 2015) mit der vali-
dierten Goldchlorid-Methode analysiert, danach teilweise bis zu 10 Monate gekiihlt gelagert,
und im Dezember 2015 als Dried Blood Spots (DBS) fiir die FIA-ESI-MS-Analyse prépariert.
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| u L T eine Filterkarte aufgetragen (Abb.2) und
= 5 bei Raumtemperatur iiber Nacht luftgetrock-

. . . . %g net. Zum Versand wurden die Filterkarten in
+ + + Eg Minigrip-Tiiten mit Silicagel-Trocknungs-

E mittel verpackt.
&
&

8

8 Abb. 2. Filterkarte (Bioanalysis card no. 226-1004,
. PerkinElmer, Schwerzenbach, Switzerland) mit vier
e 20 pL Dried Blood Spots einer Blutprobe.

Zur Aufarbeitung wurde je ein DBS (von 20 pL Blut) komplett ausgestanzt und nach Zugabe
von 1 mL Wasser und Methanol (1:4 v/v) und 5 uL Kaliumiodid-Losung (100 pg/mL Iodid in
Wasser) als internem Standard 15 Minuten geschiittelt. Der Uberstand wurde in ein 2 mL-
Glasvial iiberfiihrt und unter Stickstoff bei 50 °C abgedampft. Der Riickstand wurde mit 200
L 0.1 % Ameisensdure (HCOOH) in Wasser und 0.1 % Ameisensdure in Acetonitril (95:5
v/v) aufgenommen, in ein 350 pL-Autosamplervial iiberfithrt und 10 pL injiziert.

Die massenspektrometrische Bestimmung erfolgte mit einem HPLC-System (Agilent 1200
bzw. 1100) und CTC PAL Autosampler, gekoppelt mit einem Sciex 3200 QTRAP im negati-
ven ESI-Modus. Es wurde ohne Chromatographieséule durch Flow-Injection-Analysis (FIA),
mit FlieBmitteln A: 0.1 % HCOOH und B: 0.1 % HCOOH in Acetonitril (95:5 v/v), isokra-
tisch gemessen. Die Laufzeit betrug 2 Minuten, die Flussrate 0.5 mL/min. Die MS-Analyse
erfolgte im Selected-lon-Monitoring-Modus (SIM), wobei die im Q1-selektierten lonen nach
Durchlaufen der Kollisionszelle (mit 10 eV Kollisionsenergie) ebenfalls im dritten Quadrupol
registriert wurden (Quellentemperatur 600 °C, ESI negativ: —3500 V, DP 45 V; m/z 79 amu
und m/z 81 amu fiir Bromid, m/z 127 amu fiir lodid). Die Kalibrierung erfolgte durch
Dotierung von Vollblutproben im Bereich von 100 — 3000 pug/mL und Herstellung von DBS
mit je 20 pL. Die Vergleichsanalyse am IRM Hamburg erfolgte mit der Goldchlorid-Methode
mit einem standardisierten und validierten spektrophotometrischen Verfahren (Ap.x 470 nm)
nach Proteinfdllung mit Trichloressigsaure.

3. Ergebnisse

Durch lineare Regression (ungewichtet) wurden im Kalibrationsbereich von 100 — 3000
ng/mL Korrelationskoeffizienten von r = 0.9996 (m/z 79 amu) bzw. r= 0.9947 (m/z 81 amu)
erzielt. In Abbildung 3 sind die extrahierten lonenchromatogramme (XIC’s) der Proben 1 bis
4 abgebildet. Die Resultate der Quantifizierung mit den Ionenverhiltnissen (79/127 bzw.
81/127) und die Ergebnisse mit der Goldchlorid-Methode sind in Abbildung 4 dargestellt. Die
Konzentrationen in den untersuchten Blutproben liegen gemifl Tabelle 1 im toxischen
Bereich, allerdings handelt es sich bei dem Patienten um ein Kind, welches bereits seit
mehreren Jahren mit einer hohen Dosis Bromid behandelt wird und erst dadurch weitgehende
Anfallsfreiheit erreicht werden konnte.
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Abb. 3. XICs der Proben 1 bis 4, m/z 79 (blau), m/z 81 (rot), ISTD m/z 127 amu (griin) mit FIA ESI/MS.

AuBerdem wurden zur Kontrolle zehn Blutproben von verschiedenen Probanden (ohne
Bromidbehandlung) und mit einer Kalibration beschrankt auf den Bereich zwischen 10 — 300
ug/mL analysiert (lineare Regression: Korrelationskoeffizienten r = 0.9915 fiir m/z 79 amu
bzw. r =0.9923 fiir m/z 81 amu). Die ermittelten Bromidkonzentrationen dieser Blank-Proben
lagen im Bereich von < 10 pg/mL (,,nicht nachgewiesen®) bis maximal 13.6 pg/mL und
damit deutlich unterhalb des therapeutischen Bereichs, der ab 75 pg/mL beginnt.
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Abb. 4. Vergleich der quantitativen Ergebnisse aus den lonenverhiltnissen 79/127 bzw. 81/127 (Bromid und
ISTD lodid) mit FIA ESI/MS (IRM Bern) mit den Ergebnissen der Goldchlorid-Methode (IRM Hamburg).
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4. Diskussion

Mittels FIA ESI-MS lésst sich Bromid aus Dried Blood Spots im therapeutischen bis toxi-
schen Bereich nachweisen. Die Methode liefert mit der Goldchlorid-Methode vergleichbare
quantitative Resultate und kommt mit den géngigen FlieBmitteln fiir LC-MS aus. Durch die
Probenpréparation als DBS, die anschlieBende Extraktion mit Wasser/MeOH (1:4, v/v) und
Rekonstitution mit mobiler Phase, sowie durch Zugabe von lodid als ISTD werden die Proben
soweit aufgereinigt und verdiinnt, dass 10 pL-Aliquote ohne weitere chromatographische
Trennung in die Ionenquelle des Massenspektrometers injiziert werden konnen. Auf eine
Chromatographieséule (z.B. Ionentauschersdule) kann also verzichtet werden. Ein weiterer
Vorteil von DBS ist, dass die Proben problemlos versandt werden konnen. Die FIA ESI-MS
Methode ergibt vergleichbare Ergebnisse mit der Goldchlorid-Methode, die am IRM Ham-
burg validiert ist und fiir TDM eingesetzt wird. Die FIA ESI-MS-Methode ist eine schnelle
und zuverldssige Alternative zur (semi-) quantitativen Bestimmung von Bromid im Blut. Wir
nutzen das Verfahren als Screening-Verfahren auf Bromid bei Intoxikationsverdacht bzw.
zum Ausschluss einer Bromid-Intoxikation. Auf eine weitere Validierung wurde bisher
verzichtet, da positive Ergebnisse sehr selten sind, und gegebenenfalls mit der zweiten
Methode zu bestéitigen wiren.
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