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Verfahrensrichtlinien flir Probenahme, Transport, Lagerung und chemische Charakterisierung von

Umwelt- und Humanproben
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1 Umweltprobenbank des
Bundes

Die Umweltprobenbank des Bundes (UPB) ist
ein Instrument der Umweltbeobachtung des
Bundesministeriums fir Umwelt, Naturschutz
und Reaktorsicherheit (BMU) unter fachlicher
und administrativer  Koordinierung  des
Umweltbundesamtes (UBA). Die UPB sammelt
Okologisch reprasentative Umweltproben sowie
Humanproben, lagert sie ein und untersucht
sie auf umweltrelevante  Stoffe.  Die
Langzeitlagerung erfolgt unter Bedingungen,
die eine Zustandsveranderung oder einen
Verlust chemischer Eigenschaften Uber einen
Zeitraum von mehreren Jahrzehnten
weitestgehend ausschlieen. Damit stellt das
Archiv Proben fir die retrospektive Unter-
suchung solcher Stoffe bereit, deren
Gefahrdungspotential fiir die Umwelt oder die
menschliche Gesundheit heute noch nicht
bekannt ist.

Umfassende Informationen zur UPB sind unter
www.umweltprobenbank.de verfligbar.

2 Ziel der Probenahme

Die Vollblut- bzw. Blutplasmaproben werden
durch anamnestische  Erhebungen und
eingangsanalytische Untersuchungen
charakterisiert und als individuelle Proben bei -
150°C eingelagert.

3  Funktion der Probenart

Vollblut besteht aus mehreren Kompar-
timenten, wobei essentielle und akzidentelle
Stoffe sich in den Einzelkompartimenten
unterschiedlich  verteilen. Als  zentrales
Verteilungskompartiment ist  Vollblut  die
wichtigste  Kdorperflussigkeit im  Human-
Biomonitoring. Dies gilt sowohl fur hydrophile
als auch fur lipophile Substanzklassen. Vollblut
ist leicht vom Lebenden verfugbar.

In Abhangigkeit von der Verteilung eines
Stoffes  zwischen Blutplasma und den
zellularen Bestandteilen des Blutes ist zu
entscheiden, ob Analysen im Vollblut oder im
Blutplasma sinnvoll sind. Deshalb wird bei der
Probenahme aus einem Teil der Blutprobe
Blutplasma gewonnen, ein Kompartiment des
Vollbluts ohne Zellbestandteile, die wichtigste
Kdorperflissigkeit der klinischen Diagnostik. Die
Gehalte der essentiellen Spuren- und Bulk-
Elemente im Vollblut wie im Blutplasma sind
homdostatisch geregelt. Die Gehalte nicht-
essentieller und nicht-physiologischer
Substanzen stehen weitgehend im Gleich-
gewicht mit der Gesamtkorperbelastung. Auf
Grund des Lipid-Gehaltes kbnnen im
Vollblut/Blutplasma auch fettlésliche orga-
nische Xenobiotika bestimmt werden. Blut-
plasma ist ein leicht verfigbares Kompartiment
vom Lebenden.

4  Probenahmeplan

Beim Aufstellen eines Probenahmeplans im
Humanbereich muss berlcksichtigt werden,
dass die Proben nur mit Zustimmung der
zustandigen  Ethik-Kommission und der
schriftichen Zustimmung des Probanden und
nur von autorisierten Personen genommen
werden kdnnen. Weiterhin ist die Probenahme
an die Vorgaben der Regelungen zur
Blutspende gebunden. Dies schliel3t auch die
Verwendung steriler Einwegprodukte ein, die
dem Medizinproduktegesetz unterliegen.

Der Probenahmeplan kann folglich nur sehr
allgemeine Rahmenbedingungen festlegen.

Fur eine ausreichende Charakterisierung der
Probe ist die Erhebung umfassender
individueller anamnestischer Daten uner-
lasslich. Die Fragebogenerhebung tragt neben
der soziodemographischen Charakterisierung
der Probanden zur Expositionsabschétzung
und zur Interpretation der durch das Human-
Biomonitoring gewonnenen Daten bei.

In diesem Zusammenhang stehen nicht nur die
Verhaltensweisen der Probanden im Hinblick
auf mogliche Expositionsquellen im


http://www.umweltprobenbank.de/

Mittelpunkt, sondern auch Fragen zur
Wohnlage und zu den  Erndhrungs-
gewohnheiten.

Der Fragebogen ist zum Selbstausfiillen
konzipiert. Er setzt sich aus einem allgemeinen
und einem spezifischen Teil zusammen.

Im ersten Teil werden Uberwiegend anthropo-
metrische Daten (z.B. Alter, GréRe, Gewicht,
Geschlecht) der Teilnehmer erfragt. Dartiber
hinaus klart dieser Teil des Fragebogens die
gangigen personenbeschreibenden Daten der
teilnehmenden Probanden.

Der zweite Teil erfasst neben Parametern des
gesundheitlichen Status Fragen Zu
Ernahrungsgewohnheiten, Medikamenten-
gebrauch und Umweltexpositionen sowie die
Abfrage moglicher Grunderkrankungen.

4.1 Bevolkerungsreprasentanz

Durch die Wahl studentischer
Probandenkollektive werden gesunde junge
Menschen beiderlei Geschlechts im Alter von
20 bis 29 Jahren erfasst. Die sozio-
demographisch relativ einheitliche Struktur der
Kollektive  erlaubt  retrospektive  Unter-
suchungen  zum  Trendverhalten  einer
substanziellen  Fremdstoffbelastung  beim
Menschen mit nur einer relativ geringen
Probandenzahl. Uberdies ist bei studentischen
Kollektiven der lokale Einfluss der
Probenahmestandorte relativ gering.

4.2 Zeitpunkt

Es wird jahrlich fortlaufend fur eine aktuelle
Trendanalyse (Real-Time-Monitoring; RTM)
wie auch fir die Einlagerung bei -150 °C zur
retrospektiven Analytik in der ersten Jahres-
halfte je ein Probenahmetermin in Mdinster,
Greifswald, Halle/Saale und Ulm mit je ca. 120
Probanden durchgefihrt.

5 Probenahmematerial

= 20 ml Einmalspritze (BD Discardit Il
(Becton-Dickinson))

= Venenpunktionsbesteck (Safety Multifly
85.1637.235 (Sarstedt))

= Sterile Alkohol-Einmaltupfer (Alcohol Pads
Braun)

= 30 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.544)

= 13,5 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.541.003)

= 7 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.542)

= Laborpipetten mit entsprechenden Spitzen

= Reinraumarbeitsplatz Klasse 100

= Vakuumschweil3gerat

= Polyethylengefrierbeutel

»  Thermodrucker

= Cryobesténdige Etiketten

=  Wasserfester Faserstift

= Heparinlésung

= 2%ige Salpeterséure (hergestellt aus
65%iger Salpeterséure p.a.)

= Methanol fiir die Rickstandsanalytik

» Bidestilliertes bzw. entionisiertes Wasser
(18 MOhm-Wasser)

5.1 Kontaminationsrisiken

Die Kontaminationsgefahr durch die
Edelstahlkantlen (Chrom und Nickel) oder
durch andere Fremdstoffe beispielsweise der
Schlauchverbindungen des Venenpunktions-
bestecks  (Safety = Multifly  85.1637.235
(Sarstedt)) wird minimiert, indem die zuerst
gezogenen 20 ml Vollblut nur fur die direkte
Analyse der anthropogenen organischen
Anteile verwendet werden. Weitergehende
MaRnahmen lassen sich wegen der
notwendigen sterilen Bedingungen bei der
Blutentnahme nicht durchftihren.

5.2 Reinigung

Pro Proband werden zur Blutentnahme fir die
Eingangsanalytik und zur Tiefkiihllagerung von



Blut- und Blutplasmaproben insgesamt 18
Probengefalle bendtigt. Alle GefaRe werden
gleichartig gereinigt, um mdgliche herstel-
lungsbedingte Kontamination zu entfernen.

Zur Entfernung mdglicher organischer Konta-
minanten werden die Probengefae zur Halfte
mit Methanol geflllt, geschlossen, 15s
geschiittelt, geleert und zur Verdunstung der
letzten LOsungsmittelreste offen unter die
Clean bench gestellt. Bis zur weiteren
Verwendung werden die GefélRe verschlossen
gelagert.

Zur Entfernung mdoglicher anorganischer
Kontaminanten werden die ProbengeféaRe mit
2%iger Salpetersdure (aus 65%iger Salpeter-
saure p.a. durch Verdiinnen mit Reinstwasser
hergestellt) bis zum Rand gefillt, mit einem
Stopfen verschlossen, geschuttelt und Uber
Nacht stehen gelassen. Anschliel3end werden
die Gefalle inklusive Stopfen dreimal mit
Reinstwasser gewaschen und an einem
Reinraum-Arbeitsplatz (Clean bench; Rein-
raumklasse 100) offen getrocknet. Bis zur
weiteren Verwendung werden sie verschlossen
gelagert.

Folgende Probengefalie werden verwendet:

= 7 x 30 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.544)

= 1x 13,5 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.541.003)

= 10 x 7 ml Polypropylenréhrchen mit
Schraubdeckel (Sarstedt 60.542)

5.3 Préaparation

Zur Verhinderung der Blutgerinnung werden
alle Vollblut-Probengefalie mit Heparin-L6sung
versetzt. (Heparin 25.000 ratiopharm; 1 ml
enthalt 25.000 I.E. Natriumheparinat (Mucosa)
sowie als antimikrobielles Konservierungsmittel
1% Benzylalkohol). Mit  Hilfe  einer
Tuberkulinspritze (1 ml Einmalspritze), die
vorher mit Heparinlésung gespult wird, werden
innerhalb des Reinraum-Arbeitplatzes die 13,5
ml Roéhrchen mit 1 Tropfen, die 30 mil
Roéhrchen mit 2 Tropfen des Antikoagulans

versetzt. Die Rohrchen bleiben bis kurz vor der
Entnahme verschlossen.

5.4 Kennzeichnung der
Probengefalie

Alle Probengefalie werden nach der Reinigung
und Praparation mit auf einem croy-
bestandigen Etikett gedrucktem Barcode
beschriftet. Der Code enthélt die fortlaufende
Nummer des RTM-Termins sowie die Proban-
dennummer. Alternativ kann die Beschriftung
auch mit einem wasserfesten Faserstift erfol-
gen.

6 Probensammlung

Die Kubitalvene des Probanden wird mit einem
sterilen Alkohol- Einmaltupfer (70% Athanol
oder Isopropanol v/v) gereinigt. Vor der
Punktion muss die Einstichstelle gut
abgetrocknet sein. Um Reaktionen von Seiten
des Kreislaufs vorzubeugen, liegt der Proband
wahrend der Blutentnahme. Die Punktion
erfolgt mit handelstblichen Edelstahl-Kanilen
1,2 x 40 mm oder einem Venen-
punktionsbesteck durch dazu autorisierte
Personen. Der relativ groRe Durchmesser der
Kanulen ist erforderlich, um hamolytische
Reaktionen wéhrend der Entnahme zu
vermeiden. Das Venenpunktionsbesteck ist zu
bevorzugen, da die Kanile ruhig liegen bleibt
und die VenengefalRwand geschont wird. Von
jedem Probanden werden ca. 150 ml Vollblut
entnommen. Die Proben werden mit einer
20 ml Einmalspritze langsam gezogen und
direkt in die Probengefél3e tberflhrt.

Nach folgendem Schema wird wahrend der
Entnahme subportioniert:

1. 30 ml-Réhrchen (7x), 7 x 20 ml
Spritze, Vollblut

2. 13,5 mI-Réhrchen, tropfen (ca. 5 ml),
Vollblut (Elementanalytik)



Die Reihenfolge ist bindend, Abweichungen
wahrend der Probenahme sind im Proben-
protokoll Vollblut zu dokumentieren.

Zur gleichmaRigen Verteilung des Heparins
werden die geschlossenen Rohrchen direkt
nach der Probenahme geschwenkt (nicht
geschiittelt: Hamolyse!)

Die Rohrchen sind erst kurzfristig vor der
Fullung zu o6ffnen. Auf keinen Fall sollen die
Probenréhrchen wahrend der gesamten
Blutentnahme offen stehen.

Falls das spontane Abtropfen Schwierigkeiten
bereitet, werden alle Vollblutproben langsam
mit 20 ml Einmal-Spritzen gezogen und sofort
in die entsprechenden Gefalie Uberfuhrt. Die
gewonnenen Vollblutproben in 3 x 30 ml
Roéhrchen werden nach Abnahme in einer
Laborzentrifuge  bei 3000 bis 3100
Umdrehungen pro Minute 10 min zentrifugiert.
Die Trennung Blutplasma/Zellfraktion muss
spatestens 2 Stunden nach der Blutentnahme
durchgefiihrt werden, um eine Hamolyse
weitgehend auszuschlieRen. Die Blutplasma-
Phase wird mit handelsiblichen Pipetten und
Pipettenspitzen (z. B. Fa. Eppendorf), die
zuvor einmal mit bidestilliertem Wasser gespiilt
werden, abgetrennt und portioniert.

Aus den ca. 30 ml Blutplasma entstehen die
folgenden Aliquote:

= 7x2,5-3,0 ml Blutplasma fiir die Lagerung
(in 7 ml Réhrchen)

= 2Xx2,5-3,0 ml Blutplasma fiir die
Elementanalytik (in 7 mI-Réhrchen)

= 1x2,5-3,0 ml Blutplasma fiir die klinische
Analytik (in 7 ml-Réhrchen)

7  Charakterisierung

Die Charakterisierung der Probe erfolgt durch
anamnestische Datenerhebung (s. Erhebungs-
bogen und Datenblatt Zahnstatus im Anhang),
Eingangsanalytik und der Zuordnung zu RTM-
Termin und Probandennummer.

8 Probenaufbereitung

Zur Einlagerung bei -150°C sind bestimmt:

= 4 xca. 20 ml Vollblut (4 x 30 mI-Rdhrchen)
= 7xca. 2,5mlBlutplasma (7 x 7 ml-
Roéhrchen)

Fur die Eingangsanalytik stehen zur Ver-
fugung:

= 3 xca. 2,5-3,0 ml Blutplasma
= 1xca.5mlVollblut

9 Analytik

9.1 Klinisch-chemische Parameter

Im Blutplasma werden die ausgewdhlten
physiologischen Parameter Cholesterin, Tri-
glyceride und Creatinin als potentiell modu-
lierende Faktoren der intrakorporalen Schad-
stoffbelastung  mittels  Ublicher  klinischer
Verfahren photometrisch bestimmt.

9.2 Anorganische Parameter

Fur die Direktanalyse werden ca. 5 ml Vollblut
und 1 x ca. 2,5-3,0 ml Blutplasma nach labor-
Ublicher Verfahrensweise fir die Analyse
vorbereitet. Gemessen wird ein umfassendes
Raster an essentiellen und akzidentellen
Elementen, hier insbesondere Arsen, Blei,
Cadmium und Quecksilber.

9.3 Organische Parameter

Folgende anthropogene organische Fremd-
stoffe werden im Rahmen der Eingangs-
analytik im Blutplasma (1 x ca. 2,5-3,0 ml-
Roéhrchen) erfasst:

= Pentachlorphenol (PCP)

= Hexachlorbenzol (HCB)

= 2.2'.3.4.4'.5'-Hexachlor-biphenyl
(PCB 138)



= 2.2'.4.4'5.5-Hexachlor-biphenyl
(PCB 153)

= 2.2.3.4.4'5.5'-Heptachlor-biphenyl
(PCB 180)

10 Einlagerung

Die Probengefal3e werden bei auswartigen
Probenahmeterminen jeweils am Abend des
Entnahmetages bei -150°C in transportable
LN,-Cryobehélter eingefroren und in gefroren-
em Zustand in die Spezial-Aluminium-Racks
der Cryogefal3e der Probenbank tberfihrt. Fur
den Transport werden die Proben in Poly-
ethylengefrierbeutel verpackt und einge-
schweif3t.

11 Entnahme der Probe zur
Untersuchung

Die Entnahme einer eingelagerten Probe zur
retrospektiven  Untersuchung bedarf der
Zustimmung des Umweltbundesamtes.
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