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Glossar

1. Glossar

1.1. Abkiirzungen

In dieser Arbeit werden folgende Bezeichnungen und Abkiirzungen verwendet:

Cpl
Cplist
Cu

Cust
CusorL

CuSOLL-Regr

CusoLL-MedianCu/Coer-Q

Cu/Cpl-Koeffizient

Cpl * Cu/Cpl-Koeffizient

gesCu

deltaCu = ACu

ACu

ACumedianCu/Cpl-Q
ACumwcwcpl-Q

ACugrgGr

Coeruloplasmin
Konzentrations-Einheiten in mg/dl oder pmol/I
gemessene (IST-) Konzentration des Coeruloplasmins

Kupfer

Konzentrations-Einheiten in pg/dl oder pmol/l
gemessene Konzentration des Kupfers

erwartete Konzentration des Kupfers

= eine berechnete Grofle

mit Hilfe des Cu/Cpl-Koeffizienten und des nichtCplCu
(Ergebnisse der Regressionsanalyse) berechnete Soll-
Konzentration des Kupfers

mit Hilfe des Medians der Cu/Cpl-Quotienten anndherungsweise
berechnete Soll-Konzentration des Kupfers

Kupfer-Coeruloplasmin-Koeffizient

= b-Wert (Steigung) der linearen Regressionsgeraden

= die errechnete mittlere Zahl der Kupfer-Atome pro Cpl-
Molekiil; eine Konstante, die jedoch abhingig von der
analytischen Methode (Labor-abhingig) variieren kann;
Einheit: umolCu/l / pumolCpl/1

Die mittlere Konzentration des an Coeruloplasmin gebundenen
Kupfers im Serum;

= Zahl der Kupferatome gebunden an die Gesamtheit aller
Coeruloplasmin-Molekiile pro Volumeneinheit im Serum

= Kupferkonzentration im Cpl-Kompartiment des Serums

= eine berechnete Grofle mit der Einheit mol/l bzw. pmol/l

Gesamt-Kupferkonzentration des Serums, eine Messgro3e mit
der Einheit: pg/dl oder umol/l; entspricht dem Cuyst

Differenz zwischen der gemessenen Kupferkonzentration
(Cuyst) und der berechneten Kupferkonzentration im Serum

(CusoL)
= eine berechnete Grofle mit der Einheit: pmol/l

deltaCu, siehe dort

ACu berechnet mit Hilfe des Medians der Cu/Cpl-Quotienten
ACu berechnet mit Hilfe des Mittelwerts der Cu/Cpl-Quotienten

ACu = Residuum, berechnet mit Hilfe der durch die lineare
Regressionsanalyse ermittelten Werte nichtCplCu und Cu/Cpl-
Koeffizient, sowie Cplist in der Formeln: ACugrggr = Cugst —
(nichtCplCu + Cplist * Cu/Cpl-Koeft.)



nichtCplCu

Cu/Cpl-Quotient

Medial’lcu/cpl_Q

Cu,,/Cpl-Messung

Kuprismus
Hypercuprosis
Hypercupriamie

Hypercupraemia vera

Hypercupraemia simplex

Md

MW
StAbw
StAbwMW
Min

Max

das nichtCoeruloplasmin-Kupfer;

= das Kupfer im "nichtCoeruloplasmin-Kompartment" des
Serums

= der "a-Wert" = y-Achsenabschnitt der Regressionsgeraden

Quotient von Cu (umol/l) und Cpl (umol/l) im Serum; Einheit:
pumolCu/l / pmolCpl/1

= die rechnerisch ermittelte Zahl der auf jedes Cpl-Molekiil
entfallenden Cu-Atome in einem Serum ohne Zuordnung dieser
zum Cpl- oder nichtCpl-Kupferkompatiment des untersuchten
Serums

Median aller Cu/Cpl-Quotienten der Seren einer
Untersuchungsserie

Bestimmung der Konzentrationen von Cu und Cpl in ein und
demselben Serum (Parallel- oder Simultan-Messung von Cu und
Cpl); jede solche Messung wird als Messwertepaar bezeichnet
Kupfervergiftung

Uberladung des Korpers mit Kupfer

iiber die Norm erhohte Kupferkonzentration im Blut

echte Hypercuprdmie = echter Kupferiiberschuss im Serum =
Uberschuss an Kupfer im nichtCplCu-Kompartiment (z.B. bei
Kupfervergiftung, Morbus Wilson oder mit Cholestase
einhergehenden Lebererkrankungen)

einfache oder ,,falsche* Hypercupraemia

= scheinbarer Kupferiiberschuss im Serum

= proportionale Erhohung von Cu und Cpl im Serum (z.B.
Beispiel bei infektiosen und malignen Erkrankungen oder in der
Schwangerschaft)

Median

Mittelwert

Standardabweichung

Standardabw. vom Mittelwert (Standard Error of the Mean)

Minimum

Maximum
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1.2. Formeln

Formeln zur Berechnung des CusorL

CusoLiMediancu/cpl-Q. = Mediancy/cpl-Quotient * Cplist

CusoLiregr = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeff. * Cplist

Formeln zur Berechnung des ACu

ACupediancu/cpl-Q. = Cuist - CusoLiMediancu/cpl-Q. 0der Cugst - Mediancy/cpi-Quotient * Cplist

ACUREGR = CUIST - CuSOLLRegr. oder CU.IST - (nichthlCu + CplCu *CplIST)

Formeln zur linearen Regressionsanalyse

Y =a+b:X)

gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl
In dieser Arbeit gilt:

a = nichtCplCu

dieser Wert gibt an, wie viel Kupfer (umol/l) alle untersuchten Serumproben im Mittel
enthalten wiirden, wenn sie frei wéren von Cpl;
dieser Wert entspricht dem Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Ordinate =

intercept der Regressionsgeraden

b = Cu/Cpl-Koeffizient

dieser Wert gibt an, wie viele Kupferatome im Mittel einem Coeruloplasmin-Molekiil
zugeordnet werden konnen

dieser Wert représentiert die Steigung der Regressionsgeraden

dieser Wert multipliziert mit der Cpl-Konzentration in einem bestimmten Serum

(umol/1) ergibt dessen SOLL-Kupfergehalt im CplCu-Kompartiment
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2. Einleitung

2.1 Kupfer als Spurenelement und Ausloser von Erkrankungen

Kupfer gehort zu den fiir den Menschen essentiellen Spurenelementen. Es ist Bestandteil einer
Reihe von Cuproproteinen, die im Organismus als Strukturproteine oder als Enzyme dienen.
Kupfer als Element kann im Korper nicht abgebaut werden, so dass zwischen seiner
Aufnahme und seiner Ausscheidung ein Gleichgewicht bestehen muss. Dies gilt jedoch nicht
fiir das Kind, insbesondere nicht fiir den Saugling, denn im wachsenden Organismus muss die
Kupferbilanz positiv, d.h. die Aufnahme groBer als die Ausscheidung sein, da das zum
Organaufbau verwendete Kupfer im wachsenden Organismus verbleibt.

Die Kupfer-Homoostase wird durch eine iiberhohte Zufuhr gestort. Der Korper kann einer
erhohten Zufuhr einerseits eine erhohte Ausscheidung und andererseits eine erhohte
Speicherung von Kupfer in verschiedenen Organen entgegensetzen. Werden die Maxima der
Ausscheidungs- und Speicherkapazitit iiberschritten, kommt es zur Uberladung und
konsekutiv zur Vergiftung durch Kupfer. Diese wird erkenn- oder messbar einerseits durch
eine pathologische Akkumulation von Kupfer in Korpergeweben oder —fliissigkeiten und
andererseits durch die primédren und sekundiren kupferinduzierten Organschaden. (Walker-
Smith J., Blomfield J., 1973; Eife et al., 1999; Turnlund et al., 2004; Turnlund et al., 2005;
Araya et al., 2005).

2.2 Die Kupfervergiftungen der Gegenwart

Kupfervergiftungen sind seit den 70er Jahren des letzten Jahrhunderts in den Industrielindern
insbesondere bei Kindern erkannt worden als Erkrankungen, die ausgeldst wurden durch
Kupfer im Trinkwasser aus kupfernen Wasserleitungen. Todlich verlaufene Vergiftungen sind
beobachtet worden in Lindern wie den USA, Irland, Italien, Australien, GroBbritannien,
Japan und in groBerer Zahl in Deutschland. In der Vergangenheit sind gleiche Erkrankungen
aufgetreten in Landern, in denen unverzinntes Bronze- und Kupfergeschirr zum Erhitzen oder

Aufbewahren von Milch verwendet wurde (z.B. in Indien und Tirol).

Die chronische Kupfervergiftung konnte bisher klinisch nicht sicher diagnostiziert werden,
weil sich die Diagnose auf den Nachweis einer speziellen Form einer Leberzirrhose oder —
fibrose (die sog. Indian Childhood Cirrhosis) stiitzte. Das bedeutete aber, dass die
Kupfervergiftung nur im Final- oder Préfinalstadium und dann nur durch eine Autopsie oder
eine Leberbiopsie diagnostiziert werden konnte. Dies war aus klinischer Sicht eine

unbefriedigende Situation.
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Ausgehend von der Annahme, dass Kupfer bei einer chronischen Vergiftung im gesamten
Organismus und somit auch im Blut im Uberschuss vorhanden sein muss, wird in dieser
Arbeit untersucht, wie eine Hypercupramie nachgewiesen werden kann. Dabei geht es nicht
um die Bestimmung der (Gesamt-)Kupferkonzentration im Blut, sondern vielmehr um die
Messung oder Bestimmung der Kupferkonzentrationen in den Kupferkompartimenten des

Blutserums. Diese Kompartimente werden deshalb im Folgenden zunéchst beschrieben.

2.3 Die Kupfer-Kompartimente im Serum des Menschen

Coeruloplasmin-Kupfer (Cpl-Cu)

Das Kupfer im Serum ldsst sich — schematisch - zwei Kompartimenten zuordnen:

Der groBere Anteil des Kupfers befindet sich im sogenannten CplCu-Kompartiment. Das
Kupfer dieses Kompartiments ist fest an das Cuproprotein Coeruloplasmin gebunden (besser:
in das Coeruloplasmin-Molekiil integriert); dieses Kupfer wird in dieser Arbeit als das

Coeruloplasmin-Kupfer (Cpl-Cu) bezeichnet.

nichtCoeruloplasmin-Kupfer (nichtCplCu)

Ein kleinerer, allerdings in seiner Grofe nicht exakt definierter Anteil des Kupfers ist in
lockerer Form an Albumin und Aminosduren gebunden, dem sogenannten nichtCplCu-
Kompartiment. Diesem zugerechnet werden muss z.B. das Kupfer in anderen Cuproproteinen
des Serums, wie z.B. im Gerinnungsfaktor VIII. Die Gesamtheit des Kupfers in diesem

Kompartiment wird hier als das nichtCoeruloplasmin-Kupfer (nichtCplCu) bezeichnet.

Uber die quantitative Verteilung des Serum-Kupfers auf diese beiden Kompartimente gibt es

keine einheitlichen Ansichten. Eine ausfiihrliche Besprechung dieser erfolgt in Kapitel 5.
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2.4 Hypothesen und Zielstellung

Der Anteil des nichtCplCu am Gesamt-Kupfer des Serums (gesCu) wird - je nach Autor -
zwischen <1% bis zu 40% angegeben (Kleinbaum H., 1968; Wirth PL., Linder MC., 1985;
Poulik, Weiss, 1975). Diese Anteile wurden mittels verschiedener statistischer Methoden
errechnet. Mittels hochempfindlicher, laborchemischer Methoden konnte die Arbeitsgruppe
von Evans kein nichtCplCu (nichtCplCu <0,6%) (Evans PJ et al., 1989) nachweisen. Aus
dieser Divergenz ergibt sich:

I. Hypothese:

,,unter normalen Bedingungen lassen sich im Serum des Menschen keine signifikanten

Konzentrationen von nichtCplCu nachweisen*‘.

In Zusammenhang mit Hypothese I und der Bedingung, dass es eine feste Anzahl von
Bindungsstellen fiir Kupfer im Coeruloplasminmolekiil gibt und diese immer besetzt sind, gilt
die zweite der hier zu priifenden Hypothesen:

I1. Hypothese:

»Die Cu- und Cpl- Konzentrationen im Serum des Menschen stehen in einem festen,

positiven linearen Verhiiltnis zueinander*.

Der Kupfergehalt des Coeruloplaminmolekiils wird ebenfalls uneinheitlich angegeben. Die
Angaben schwanken zwischen sechs bis neun Atomen Kupfer pro Molekiil Coeruloplasmin.
Neuere Untersuchungen zeigen jedoch einheitliche Befunde, dass in jedes
Coeruloplasminmolekiil sechs Atome Kupfer strukturell fest integriert sind (Curzon G., Vallet
L., 1959, Tutor et al., 1982). Daraus ergibt sich die dritte in dieser Arbeit zu priifende
Hypothese:

II1. Hypothese:

,»Das Coeruloplasminmolekiil im Serum des Menschen enthiilt konstant sechs Atome

Kupfer.

Trifft diese dritte Hypothese zu, muss unter normalen Bedingungen die Kupfermenge im
Coeruloplasmin-Kompartiment eines jeden Serums dem Produkt aus Coeruloplasmin (in
mol/l) multipliziert mit der Zahl 6 entsprechen. Ein solches Ergebnis wiirde die zweite
Hypothese (lineare Abhingigkeit zwischen den CplCu- und den Cpl-Konzentration im Serum
der Menschen) nicht nur bestitigen, sondern auch spezifizieren: Regressionsanalysen miissten

dann fiir die Steigung der Regressionsgeraden, den Kupfer-Coeruloplasmin-Koeffizienten
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(Cu/Cpl-Koeffizient) einen Wert von 6 (6 umolCu/l /1 umolCoer/l) ergeben: 6 Atome Kupfer
entfallen auf ein Molekiil Coeruloplasmin.

Wenn sich eine solche gesetzmidfige Verteilung und Zuordnung des Kupfers zum
Coeruloplasmin nachweisen lieBe, ergidbe sich die Moglichkeit, Seren auf einen
Kupferiiberschuss (Hypercuprimie), d.h. auf signifikante Konzentrationen des nichtCplCu hin
zu untersuchen und dadurch Hinweise auf eine Kupfervergiftung zu erhalten.

Die drei Hypothesen werden in dieser Arbeit anhand von Kupfer- und Coeruloplasmin
Messungen im Serum von kranken und gesunden Menschen iiberpriift. Mit Absicht wurden
nicht nur Messungen in Seren von Gesunden, sondern auch in Seren kranker Menschen
erfasst. Ein solches Vorgehen schien uns einerseits notwendig, andererseits aber auch mit
Risiken verbunden. Notwendig ist ein solches Vorgehen deshalb, weil sich ohne breit
gestreute Werte (hohe und niedrige Cu und Cpl- Konzentrationen) keine fiir
Regressionsanalysen geeigneten Messwertepaare erhalten lassen. Mit Risiken verbunden ist
ein solches Vorgehen deshalb, weil bei Anwesenheit von pathologischen Messwertepaaren,
Messungen also mit einem stark abweichenden Einzelwert (Cu oder Cpl), die normalen oder
physiologischen Verhiltnisse in einem Datenkollektiv verdeckt, d.h. den statistischen
Analysen verborgen bleiben konnen.

Deshalb werden in dieser Arbeit verschiedenste Methoden der Datenanpassung auf die
Anwendbarkeit zur Detektion von Extremwerten in den verschiedenen Datensidtzen
untersucht. Durch statistische Verfahren wurde einerseits die normale Konstellation der Cu-
und Cpl- Konzentrationen im Serum des Menschen anndherungsweise ermittelt zum anderen
wurden Verfahren entwickelt, mit denen abweichende Cu- oder Cpl-Konzentrationen in

Messwertepaaren sicher erkannt werden konnen.
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3. Methoden

3.1 Zahl und Herkunft der fiir die Untersuchungen verwendeten Kupfer- und

Coeruloplasmin-Messungen

In dieser Arbeit werden die Ergebnisse von Kupfer- und/oder Coeruloplasmin-Messungen im
Serum von Kindern und Erwachsenen retrospektiv ausgewertet. Die Messwerte stammten aus

fiinf Laboratorien in fiinf Stidten in Deutschland, sie werden im Folgenden kurz beschrieben.

Untersuchungsserie Miinchen: Die meisten der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Messwerte stammen von Patienten aus dem Dr. von Haunerschen Kinderspital in Miinchen.
Die Messwerte aus den Jahren 1978 bis 1999 wurden zum groBten Teil den archivierten
Laborbiichern oder Patientenakten entnommen. Fiir die Analysen in den Jahren 2000 und
2001 standen die Messwerte aus den Laboratorien im Intranet der Klinik zur Verfiigung.

Zur Auswertung kamen hier Messwerte von 354 Serumproben.

Untersuchungsserie Hannover: Messwerte aus dem Jahr 1988 wurden uns
freundlicherweise von Prof. W.-R. Kiilpmann, dem Direktor des Biochemischen Institutes der
Medizinischen Hochschule Hannover, zur Analyse iiberlassen. Es wurden insgesamt 254

Seren untersucht.

Untersuchungsserie Stuttgart: Messwerte aus den Jahren 1997, 1998 und 1999 wurden uns
freundlicherweise von Dr. Rudolf Alkier, Institut fiir medizinische Virologie und
Infektionsepidemiologie Stuttgart, zur Analyse iiberlassen. Es wurden insgesamt in 271 Seren

CuyndCpl-Messungen durchgefiihrt.

Untersuchungsserie Augsburg: Die Analysen der Untersuchungsserie A (n = 400) wurden
im Zentrallaboratorium des Zentralkrankenhauses Augsburg in den Jahren 2000 und 2001
durchgefiihrt.

Untersuchungsserie Gottingen: In Gottingen wurden Blutseren von Kindern im ersten,
zweiten und dritten Lebensjahr untersucht, die in Haushalten lebten, in denen das Trinkwasser
(aus Kupferleitungen) mit 0,8 mg Cu/l und mehr (der hochste gemessene Wert lag bei 4,2 mg
Cu/l) belastet war. Es wurden nur Kinder untersucht, die als Sduglinge pro Tag mindestens
200 ml des Trinkwassers getrunken hatten. Es handelt sich also in der Géttinger Studie nicht
um Patienten wie in den vier anderen Studien. Insgesamt standen uns Messwerte aus 132

Seren zur Verfiigung.
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Insgesamt standen 1411 Messungen aus fiinf Laboratorien fiir die Auswertungen zur
Verfiigung. Von diesen waren 1239 Simultan- oder Parallel-Messungen, Messungen also bei
denen die Bestimmung von Cu und Cpl in ein und derselben Serumprobe vorgenommen
worden war, so dass sich Messwertpaare ergaben. Nur diese Messungen, die hier als
"CuundCpl-Messungen" bezeichnet werden, wurden fiir die endgiiltigen Analysen dieser

Arbeit verwendet.

Die in dieser Arbeit auf ihren Cu-und Cpl-Gehalt untersuchten Seren stammten von Patienten
mit neurologischen, psychiatrischen, gastrointestinalen, hepatologischen, nephrologischen,
himatologischen, onkologischen und Infektions-Krankheiten, sowie von Patienten mit
vermuteter bzw. nachgewiesener (exogener) Kupfervergiftung und mit endogenen
Kupferstoffwechselstorungen (Morbus Wilson, Menkes Disease), und von gesunden
Angehorigen der Patienten, die im Rahmen von Familienuntersuchungen mituntersucht
worden waren, sowie in der Klinik beschiftigte Personen.

Die Messwerte der Seren aus den Laboratorien Stuttgart, Hannover und Augsburg wurden uns
kodiert iiberlassen, so dass sie mit keinem Patienten und keiner Diagnose identifiziert werden
konnten. Zwei Messwerte aus dem Laboratorium Hannover waren dem Dokumentations- und
Informationszentrum fiir Kupfervergiftungen in Deutschland im Dr. von Haunerschen
Kinderspital Miinchen allerdings aus den Akten der betroffenen (todlich kupfervergifteten)
Kinder bekannt, sie konnten deshalb identifiziert werden (siehe Kapitel 4.1 ,,Ergebnisse®).

Die Messwerte der Seren aus dem Laboratorium Miinchen stammten von Patienten, zu deren
Krankenakten wir Zugang hatten. Da in dieser Arbeit jedoch nur die Gesamtheit aller und
nicht die Ergebnisse einzelner Messungen ausgewertet werden (Ausnahmen sind im Kapitel 4
,Ergebnisse” besonders vermerkt), bleiben Erkrankungen der einzelnen Patienten

unberiicksichtigt.

Von einigen Datensdtzen war uns bekannt, dass sie Messwertpaare aus
Mehrfachuntersuchungen bei ein und derselben Person zu verschiedenen Zeitpunkten
enthielten. Von den uns codiert iiberlassenen Datensitzen war uns dies nicht bekannt. Um alle
Datensitze gleich zu behandeln, haben wir deshalb die Messwertpaare der wiederholten
Untersuchungen in den Datensitzen belassen, obwohl dies zu einer Ubergewichtung der

Daten einzelner Patienten hat fithren konnen.
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3.2. Methodik
3.2.1 Messanalytische Verfahren

Das vom Patienten abgenommene Blut wurde im Labor abgesert und das Coeruloplasmin
innerhalb von 48 Stunden und Kupfer innerhalb von 7 Tagen bestimmt, die iiberwiegende

Zahl der Proben wurden am Tag der Blutabnahme analysiert.

Messanalytische Verfahren der Untersuchungsserie Miinchen

Die quantitative Bestimmung von Kupfer:

Kupfer wurde bis zum 30.9.1999 photometrisch (nach Landers und Zak) mit dem Farbreagenz
Bathocuproindisulfonsdure-Dinatriumsalz  (Merckotest, Fa. Merck) und ab 1.10.1999
photometrisch (nach Landers und Zak) mit dem Farbreagenz 4-(3,5-Dibrom-2-pyridylazo)-N-
sulfopropylanilin (PAESA) bestimmt.

Die quantitative Bestimmung von Coeruloplasmin:

Coeruloplasmin wurde bis zum 21.1.1999 mittels kinetischer Immun-Nephelometrie nach
Beckman (Beckman Coulter, Miinchen) und ab 22.1.1999 mittels Immuno-Turbidimetrie
nach Cobas Integra700 (Roche Diagnostik, Stuttgart) bestimmt.

Messanalytische Verfahren der Untersuchungsserien Hannover, Stuttgart, Augsburg
und Gottingen

Kupfer wurde mittels Flammen-Atom-Absorbtions-Spektroskopie (Flammen-AAS) und
Coeruloplasmin immun-nephelometrisch gemessen (Behring- Nephelometer, Behring: BNA

1.

3.2.2 Dokumentation der Daten

Fiir die Datensammlung und Bearbeitung verwendeten wir die Rechenprogramme Microsoft
Excel und SPSS.

Fiir jede der oben beschriebenen Untersuchungsserie legten wir eine eigene EXCEL-Datei an,
in der dann jede Serumprobe eine eigene Zeile erhielt. In diese wurde eingegeben: Name bzw.
die verschliisselte Kennzeichnung des Patienten und sein Geburtsdatum, das Datum der
Blutabnahme, der Einsender der Probe bzw. die Fundstelle der Laborwerte (s.0.) und - soweit
bekannt - die Diagnose; die Messwerte von Kupfer wurden in pg/l und pmol/l und die von
Coeruloplasmin in mg/l und umol/l eingegeben. Die Umrechnungen der Messwerte von g/l
bzw. mg/l in umol/I erfolgten nach den Formeln:

Cuin pg/dl/ 6,35 = Cu in pmol/l (Atomgewicht von Cu: 63,54 D) und
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Cpl in mg/dl / 13,2 = Cpl in umol/l (Molekulargewicht von Cpl: 132 kD)

Die Eingaben in die Tabellen (Excel) erfolgten nach folgendem Schema:
Spalte 1: Name (bzw. Code) des Patienten (bei wiederholten Untersuchungen auch deren
fortlaufende Nummer)

Spalte 2: Vorname

Spalte 3: Geburtsdatum

Spalte 4: Alter der Patienten am Untersuchungstag

Spalte 5: Einsender der Probe

Spalte 6: Datum der Untersuchung

Spalte 7: Cu-Messwert

Spalte 8: Cu-Konzentration in pmol/l

Spalte 9: Cpl-Messwert

Spalte 10: Cpl-Konzentration in pmol/l

3.2.3 Deskriptive Statistik

Durch statistische Analysen wurden mit Hilfe der ,Deskriptiven Statistik des
Statistikprogramms SPSS berechnet: Mittelwert (MW), Median, Standardabweichung
(StAbw), Standardabweichung des Mittelwerts (StAbwMW), Minimum (Min) und Maximum
(Max).

3.2.4 Regressionsanalyse

Um die mittlere Kupferkonzentration im nichtCplCu-Kompartiment (nichtCplCu) und den
mittleren Cu/Cpl-Koeffizienten zu ermitteln, haben wir lineare Regressionsanalysen
durchgefiihrt. In der Formel fiir die lineare Regression mit einer unabhidngigen Variablen Y
=a + b * X* steht die unabhingige Variable X fiir das Cpl und die abhédngige Variable Y fiir
das Cu; die Konstante ,,a* entspricht dem nCplCu und die Konstante ,b“ dem Cu/Cpl-
Koeffizienten. Das gesCu im Serum entspricht dann der Summe des Cu in den beiden Cu-

Kompartimenten: nichtCplCu (= a) plus Cpl-Cu (= b * X = Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl).

Y = a + b * X
gesCu = a + b *  Cpl
gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl

nichtCplCu + Cpl-Cu
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Der Wert "a'" (hier = nichtCplCu) steht fiir den y-Achsen-Schnittpunkt (intercept) und
entspricht dem Anteil des Kupfers im Serum, der nicht Coeruloplasmin assoziiert ist

(nichtCplCu), er gibt den Kupfergehalt der Seren bei Abwesenheit von Coeruloplasmin an.

Der Wert "b" (hier = Cu/Cpl-Koeffzient) steht fiir die Steigung (slope) der
Regressionsgeraden und entspricht der Zahl der Kupferatome, die in das Coeruloplasmin-

Molekiil integriert sind.

Erwartete Werte:

In neueren Verdffentlichungen (Evans et al., 1989) werden fiir das nichtCplCu niedrige
Absolutwerte (wenige umol/l) oder niedrige Relativwerte (wenige Prozent) angegeben.

Aus diesen Griinden darf man erwarten, dass unter normalen klinischen Bedingungen das
Serum eines Menschen (sei er gesund oder erkrankt) ein nichtCplCu aufweist, dessen

Konzentration sehr niedrig ist.

Wenn dies tatsidchlich der Fall wire, wiirde die Formel annédherungsweise lauten:

gesCu = b * Cpl = Cu/Cpl -Koeffizient * Cpl

In fast allen neueren Untersuchungen wird die Zahl der in das Cpl-Molekiil inkorporierten
Kupferatome mit sechs angegeben. Demnach wire giiltig die Formel:

gesCu = 6 * Cpl

3.3. Probleme bei der Auswertung der Messdaten
3.3.1 Messmethodische Probleme

Wie in Kapitel 3.2 beschrieben wurden im Laboratorium Miinchen im Verlauf der Arbeit die
Messmethoden gewechselt, die Cpl-Messmethode am 22. Januar 1999 und die Cu-
Messmethode am 1. Oktober 1999. Auf den Wechsel vom 22. Januar 1999 (Cpl) folgte ein
genereller Anstieg der Cu/Cpl-Quotienten: deren Median erhohte sich von 6,8 auf 10,0. Die
Vermutung, der Anstieg konnte auf niedrigere Cpl-Messwerte zuriickzufiihren sein, lie3 sich
durch parallel mit der neuen und der alten Messmethode durchgefiihrte Analysen bestitigen:
nach dem Wechsel der Methoden lagen die Mediane der Cpl-Messwerte um 40% niedriger.

In der folgenden Tabelle werden vergleichend die Messergebnisse von zwei Patienten
wiedergegeben, deren Seren die Cpl-Messungen mit Methode I (alt) und Methode II (neu)

parallel erfolgten.
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Tabelle 3.3.1: Messergebnisse von vergleichenden Untersuchungen der
Patienten mit unterschiedlichen Cpl-Messmethoden.

Seren von zwei

Patient Cpl pmol/l Cpl pmol/l Cu Cu/Cpl-Q Cu/Cpl-Q
Methode I | Methode II pmol/l fiir I fiir 11
Oe.D. 4,89 3,67 25,5 5,22 6,95
Si.R. 3,56 2,95 21,5 6,01 7,25

Die Gegeniiberstellung dieser mit zwei Methoden gemessenen Werte (fiir Cpl) zeigt, dass die
mit Methode II gemessenen Cpl-Konzentrationen deutlich unter den mit Methode I
gemessenen liegen. Die Cu/Cpl-Quotienten liegen bei Messmethode II entsprechend hoher.
Diese Beobachtung lieferte die Erkldrung dafiir, dass wir — ohne zunidchst vom
Methodenwechsel im Labor zu wissen — fiir alle ab dem 22.1.1999 untersuchten Patienten
erhohte Cu/Cpl-Quotienten und — auf der Basis der bis zu dem Zeitpunkt giiltigen Cu/Cpl-
Koeffizient erhohte ACu-Werte berechnet haben.

Diese im Zusammenhang mit dem Wechsel des Laboratoriums bzw. der Messmethoden
gemachte Beobachtung iiber deutliche Abweichungen der Cpl-Messergebnisse (nicht aber
denen von Cu) waren in sofern von grolem Wert, als wir durch sie einen Hinweis darauf
erhielten, dass Messwerte aus verschiedenen Laboratorien, aber auch solche aus ein und
demselben Laboratorium aus verschiedenen Zeitperioden fiir statistische Analysen nicht
beliebig zusammengefiihrt werden diirfen. Ohne vorangehende sorgfiltige Priifung der
Messwerte auf Kompatibilitdt kann ihre gemeinsame Analyse zu falschen Ergebnissen fiihren.
Eine ausfiihrliche Beschreibung dieses messmethodischen Problems anhand von Beispielen

erfolgt in Kapitel 4.6 ,,Ergebnisse.

3.3.2 Proben-bedingte Probleme

Einzelne  Serumproben  fielen durch  wider  Erwarten ungewohnlich  hohe
Kupferkonzentrationen auf. Als Ursache lie} sich bei einigen dieser Proben eine Himolyse
nachweisen. So waren die Messergebnisse einiger Proben von Seiten des Laboratoriums mit
dem Vermerkt ,,Serum hidmolytisch" versehen worden und bei anderen, vom Aspekt her
offenbar unauffilligen Proben konnten wir bei der Uberpriifung anderer Himolyseparameter,
z.B. des Kaliums, ebenfalls erhhte Messwerte finden. In solchen Fillen liegt es nahe, die
erhohte Kupferkonzentration mit einer Himolyse und die so bedingte Freisetzung der in
Erythrozyten in hoher Konzentration vorhandenen Superoxiddismutase, einem der

Cuproproteine, in das Serum zu erkldren. Moglicherweise konnen noch auch noch andere
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nicht so einfach kontrollierbare Prozesse — probenbedingt - zu falsch hohen Kupferwerten

fiithren.

3.3.3 Krankheits- oder Patienten-bedingte Probleme

Im Miinchener Datensatz hatten wir die Moglichkeit, die den einzelnen Serumproben jeweils
zugehorigen Patienten und deren Diagnose zu ermitteln. So fanden wir stark abweichende
Messwerte fiir Kupfer z.B. bei Patienten mit Morbus Wilson und Menkes Disease, aber auch
bei Patienten mit hamolytischen Krisen (z.B. beim hdmolytisch-uramischen Syndrom) oder
auch bei solchen unter parenteraler Erndhrung mit Substitution von Kupfer und mit

Lebererkrankungen, die mit Cholestase einhergehen.

3.3.4 Stark abweichende Cu,,,;Cpl-Messungen
3.3.4.1 Definition und Erkennung stark abweichender Cu,,,;Cpl-Messungen

Wegen der im Vorangehenden beschriebenen messmethodisch, Proben- und Patienten-
bedingten Probleme mussten wir damit rechnen, dass die Untersuchungsserien abweichende,
u.U. auch stark abweichende Messungen enthalten und dass diese die statistischen Analysen
erheblich beeinflussen (verfidlschen). Es sei hier betont, dass mit solchen Messungen nicht
etwa solche gemeint sind, die durch besonders hohe oder niedrige Cu- oder Cpl-
Konzentrationen auffallen, sondern nur solche mit einem von der Mehrzahl der Messungen

abweichenden Verhiltnis zwischen Cu und Cpl (Cu/Cpl-Quotient).

So muss man z.B. Messungen in den Seren von Neugeborenen mit ihren niedrigen Cu-
Konzentrationen, die durch die in dem Lebensalter physiologisch niedrigen Cpl-
Konzentrationen bedingt sind, fiir ebenso normal ansehen, wie die Messungen in den Seren
von Schwangeren oder von Frauen unter hormoneller Antikonzeption mit ihren hohen Cu-
Konzentrationen, die auf hormonell bedingte und somit physiologisch stark erhohte Cpl-
Konzentrationen zuriickzufiihren sind. Obwohl die Messwerte von Cu und Cpl, hier einzeln
betrachtet und im Vergleich mit den in der Literatur angegebenen jeweiligen ,,Normwerten®,
deutlich abweichen konnen, liegen bei diesen Patienten bzw. Personengruppen im Sinne
dieser Arbeit ,,normale* Cu,,sCpl-Messungen vor. Dies gilt sogar fiir Seren von Patienten mit
einem Morbus Wilson, wenn diese medikamentds behandelt werden und so gut eingestellt
sind, dass — bei krankheitsbedingt niedrigen Cpl-Konzentrationen — kein Kupferiiberschuss im

Blut besteht.
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Abweichende Cu,,;Cpl-Messungen im Sinne dieser Arbeit zeichnen sich aus durch ein
Missverhiltnis zwischen dem Cu- und Cpl-Gehalt. Krankheitsbedingt abweichende
Messungen konnen gefunden werden
e bei einer die normale Ausscheidungskapazitit (der Leber) iiberschreitender Zufuhr an
Kupfer (Kupfervergiftung),
® bei einer  Verminderung der  Ausscheidungskapazitit (cholestatische
Lebererkrankungen) oder
® bei hamolytischen Prozessen, bei denen die in Erythrozyten enthaltenen Cuproproteine
(z.B. die Superoxiddismutase) ins Serum gelangen.
Bei diesen Erkrankungen bzw. Stérungen muss man — bei normalem Cpl-Spiegel im Serum -
mit erhohten Kupferkonzentrationen und folglich einem Missverhéltnis zwischen Cu und Cpl,

hier mit einem zu hohen Kupferanteil, rechnen. Der Cu/Cpl-Quotient ist dann groB.

Abweichende Cu,,sCpl-Messungen sind moglicherweise aber auch zu erwarten, wenn z.B.
bei schweren Lebererkrankungen Apocoeruloplasmin, die kupferfreie Vorstufe des Cpl, bei
einem Leberzellzerfall ins Blut gelangt und die Cpl-Messmethode neben dem Cpl auch das
Apocoeruloplasmin miterfasst.

Bei einer solchen Stérung muss man — bei normalem Cu-Spiegel im Serum - mit erhohten
Cpl-Messwerten und folglich ebenfalls einem Missverhiltnis zwischen Cu und Cpl, hier mit

einem zu hohen Cpl-Anteil, rechnen. Der Cu/Cpl-Quotient ist dann klein.

Vor statistischen Analysen, die Auskunft geben sollen iiber das ,,wahre" Verhiltnis zwischen
Cu und Cpl im Serum des Menschen (Priifung der o.g. Hypothese), miissten solche
,pathologischen‘ Messungen aus den Datensitzen entfernt werden. Das ist aber nur méglich,
wenn man genau weil}, bei welchen Erkrankungen ,,pathologische® Messungen zu erwarten
sind. Doch selbst wenn es moglich wire so zu verfahren, konnte man nicht sicher
ausschlieBen, dass es nicht auch bei anderen als den genannten Erkrankungen noch
abweichende Messungen geben konnte. Dariiber hinaus bleiben die Messungen, die auf

messmethodischen oder Proben-bedingten Fehlern beruhen unberiicksichtigt.

Aus diesen Griinden erschien es uns weder moglich noch erlaubt, stark abweichende
Messungen aus einem Datenkollektiv vor einer Analyse zu entfernen. Wir haben deshalb bei
allen Untersuchungen zunéichst alle Cu,,sCpl-Messungen einer Messreihe in die Analysen
aufgenommen. An diesem Prinzip haben wir selbst dann festgehalten, wenn einzelne

Messungen iiberhaupt nicht plausibel erschienen. So zum Beispiel auch dann, wenn eine
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Messung fiir Cu und Cpl denselben Zahlenwert enthielt (ein nahezu sicherer Hinweis auf

einen Schreib- oder Ubertragungsfehler).

Die anschliefend beschriebenen Verfahren zur Erkennung bzw. Definition fehlerhafter oder
pathologischer Cu,,sCpl-Messungen (im Folgenden neutral als ,stark abweichende*
Messungen bezeichnet) sind wihrend der Bearbeitung der in Kapitel 4 (Ergebnisse)
vorgestellten Untersuchungsserien entwickelt worden. Die Verfahren werden hier im Kapitel
Methodik bereits kurz beschrieben; ihre Stirken und Schwichen, sowie die Grenzen ihrer
Anwendbarkeit werden dann ausfiihrlich besprochen bei der Vorstellung der einzelnen

Datensitze, anhand derer die Methoden entwickelt bzw. abgeleitet worden sind.

Die Anwesenheit einzelner stark abweichender Cu,,sCpl-Messungen in den Datensitzen
erwies sich bei den statistischen Analysen als sehr storend, weil sie die tatsdchlichen
GesetzmiBigkeiten der Abhingigkeit von Cpl und Cu im Serum verschleiern. Deshalb
wurden versuchsweise und kontrolliert die stark abweichenden Cu,,sCpl-Messungen aus den
betreffenden Versuchsserien entfernt und die Auswirkungen dieser Schritte durch weitere
Datenanalysen {iiberpriift. Die Entfernung stark abweichender Cu,,sCpl-Messungen setzt
voraus, dass diese zuvor definiert und im Datenkollektiv erkannt werden konnen. Die
entsprechenden Methoden sollen im Folgenden kurz beschrieben werden; ihre ausfiihrliche

Besprechung mit kritischer Bewertung erfolgt dann ebenfalls in Kapitel 4, Ergebnisse.

Definition stark abweichender Cu,,;Cpl-Messungen durch Berechnung des ACu als
MabB der Abweichung des Cuisy vom CusorL
ACu, die Abweichung des Cuiy vom Cusorr, wird in dieser Arbeit mit Hilfe von zwei

Verfahren ermittelt.

Die Berechnung des ACugrggr

Dieses ACu wird als Residuum mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse berechnet, die (als
a-Wert) die mittlere Konzentration des nichtCplCu und (als b-Wert) den Mittelwert des
Cu/Cpl-Koeffizienten eines Datensatzes ermittelt. Mit Hilfe dieser beiden Grofen kann dann
das Residuum (ACu), die Abweichung jeder Probe berechnet werden:

Cuist — CusoLL

Cuist — (nichtCplCu'” + Cu/Cpl-Koeffizient'” * Cplisr)

ACugggr.

) ermittelt durch die Regressionsanalyse
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Dieses Verfahren erwies sich als stark beeinflussbar von nur wenigen stark abweichenden
Messungen und ergab deshalb initial, d.h. mit dem Original-Datensatz oft nicht plausible
Ergebnisse (z.B. nichtCplCu-Werte im negativen Bereich oder nichtCplCu-Werte, die mehr
als 50% der Gesamt-Kupferkonzentrationen ausmachten). Trotz dieser Schwiche wurde
dieses Verfahren in dieser Arbeit als das Standardverfahren angewandt, da es sich den

Hypothesen gegeniiber neutral verhalt.

Fiir die Berechnung des ACugggr in einer bestimmten Serumprobe benétigt man

a) die (gemessene) Cu-Konzentration (Cust) der Probe

b) die (gemessene) Cpl-Konzentration (Cplist) der Probe

c) den fiir die Messserie maf3geblichen Cu/Cpl-Koeffizienten und

d) mittlere nichtCplCu-Konzentration.

Den Cu/Cpl-Koeffizienten (c) und die mittlere nichtCplCu-Konzentration (d) ermittelt man
mit Hilfe der Regressionsanalyse. Das so errechnete Residuum (ACu) wird deshalb in dieser

Arbeit als ACurggr genannt.

Die Berechnung des ACunedianCu/cpl-Q

Aus den beiden Beobachtungen (siehe Kapitel 4 Ergebnisse), dass erstens die mittlere
nichtCplCu-Konzentration in der iiberwiegenden Zahl der Serumproben sehr niedrig ist und
dass zweitens der Median aller Cu/Cpl-Quotienten einer Probenserie mit dem Cu/Cpl-
Koeffizient nahezu identisch ist, ergibt sich — wie spéter ausfiihrlich beschrieben wird - die
Moglichkeit, das Residuum (ACu) alternativ und anndherungsweise auch mit Hilfe des
Medians aller Cu/Cpl-Quotienten zu berechnen. Das so errechnete Residuum (ACu) wird in

dieser Arbeit als ACuwediancw/cpl-Q genannt.

Dieses Verfahren zur Berechnung des ACu verlangt die Ermittlung des Medians aller Cu/Cpl-
Quotienten eines Datensatzes. Dieser wird ermittelt, indem fiir jede einzelne Cu,,sCpl-
Messung der Cu/Cpl-Quotient berechnet und dann der Median aller Quotienten bestimmt
wird. Der Mediancycpi.q stimmt — wie im Kapitel Ergebnisse gezeigt werden wird — in allen
Untersuchungsserien nahezu vollig iiberein mit dem Cu/Cpl-Koeffizienten der
Regressionsanalysen. Er darf nicht verwechselt werden mit dem Quotienten der Mediane der
Cu- und Cpl-Messwerte einer Untersuchungsserie: dieser wird berechnet durch Division des
Medians aller Cu-Messwerte mit dem Median aller Cpl-Messwerte (siche die

Gegeniiberstellung in Kapitel 4.1, Ergebnisse).
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Mit Hilfe des fiir jede Untersuchungsserie bestimmten ACumediancwcpl-Q und den Messwerten
von Cu (Cugsy) und Cpl (Cplist) einer Serums aus der Serie kann dann nach folgender
Formel das Ausmall der Abweichung, als Kupferiiberschuss (ACu stark positiv) oder als

Kupfermangel (ACu stark negativ) berechnet:

ACupyediancucpl-Qq = Cugst — Cusorr

= Cuyst —Medianc“/cpl_Q * Cpl

Dieses Verfahren wurde wihrend der Bearbeitung der Untersuchungsserien im Rahmen dieser
Arbeit empirisch gefunden. Es hat sich als verldsslich erwiesen, weil der Median wenig

beeinflusst wird von Ausreiflern und Extremwerten.
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3.3.4.2 Entfernen stark abweichender Cu,,qCpl-Messungen aus den Datensiitzen

Mit der Moglichkeit, stark abweichende Cu,,sCpl-Messungen in einem Datensatz anhand der
Residuen (ACu) zu definieren, ergibt sich auch die Moglichkeit, die betreffenden Messungen
anhand eines objektiven Kriteriums aus dem Datensatz zu entfernen und mit dem so
,korrigierten* Datensatz eine weitere Analyse durchzufiihren. Zur Festlegung, welche
Messung bzw. Messungen entfernt werden diirfen, wurden in dieser Arbeit verschiedene
Methoden {iiberpriift (siehe das Schema in Tab. 3.3.4.2 auf der folgenden Seite).
e Die selektive Entfernung der jeweils am stirksten abweichenden Messung
(Entfernung jeweils der Cuy,sCpl-Messung(en) mit dem (den) groBten ACu).
¢ Die Entfernung von Messungen auflerhalb objektiver Grenzen, wie
o auBlerhalb der Perzentilen (z.B. Messungen mit ACu unterhalb der 0,5er und
oberhalb der 99,5er-Perzentile), der ler- und der 99er-Perzentile, der Ser- und
der 95er-Perzentile u.s.w.)
o aulBlerhalb der Sigma-Grenzen (Messungen mit ACu auBBerhalb der 3-, 2 oder 1-

Sigma-Grenzen.

Nach dem Entfernen von stark abweichenden Cu,,sCpl-Messungen aus einem Datenkollektiv
wird A) eine neue Regressionsanalyse (zur Ermittlung des nichtCplCu und des Cu/Cpl-

Koeffizienten) durchgefiihrt und B) der Mediancycpl-g neu berechnet.

Weitere, dann eventuell noch im Datensatz vorhandene abweichende Messungen werden dann
durch eine Neuberechnung des ACu definiert. Parallel zu diesem Vorgehen haben wir —
versuchsweise — auch keine Neuberechnung des ACu durchgefithrt und abweichende
Cu,,sCpl-Messungen entsprechend dem initial berechneten ACu definiert.

Auch diese beiden Verfahren werden zur Untersuchung aller Datensétze parallel angewendet

und ihre Effizienz verglichen (siehe Kapitel 4 ,,Ergebnisse®).

Die folgende Tabelle 3.3.4.2 fasst die Analyse-Schritte der beiden hier angewandten

Verfahren zusammen.
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Tabelle: 3.3.4.2 Die in dieser Arbeit angewandten Verfahren zur Ermittlung der
GesetzmaBigkeiten im Verhiltnis der Cu- und Cpl-Konzentrationen im Serum des Menschen

Verfahren A

Verfahren B

Schritt 1

Schritt 1

Regressionsanalyse zur Ermittlung der
Mittelwerte von
nichtCplCu und Cu/Cpl-Koeffizient
am Original-Datensatz

Berechnung des
Medians der Cu/Cpl-Quotienten
(Mediancuw/cpi-Q)
am Original-Datensatz

weiter: fakultativ

weiter: fakultativ

Schritt 2

Schritt 2

Berechnung von ACugrggr
fiir jede Cu,,qCpl-Messung
anschlieend
Entfernen der Cu,,4Cpl-Messungen:
A.1) schrittweise nach absoluter Grofie
A.2) entsprechend den Perzentilen
A.3) entsprechend den Sigma-Grenzen
des ACU.REGR
dann
Neue Regressionsanalyse zur Ermittlung
des Mittelwertes von
nichtCplCu und Cu/Cpl-Koeffizient
am ,korrigierten* Datensatz

Berechnung von ACuwedianCu/cpl-Q
fiir jede Cuy,gCpl-Messung
anschlieBend
Entfernen der Cu,,sCpl-Messungen:
B.1) schrittweise nach absoluter Grof3e
B.2) entsprechend den Perzentilen
B.3) entsprechend den Sigma-Grenzen
des ACumedianCu/Cpl-Q
dann
Neuberechnung
des Medians der Cu/Cpl-Quotienten
(MediaHCu/cpl-Q)
am ,,korrigierten* Datensatz

weiter: fakultativ

weiter: fakultativ

Schritt 3

Schritt 3

Neuberechnungx) von ACugRggr
fiir jede (verbliebene) Cu,,sCpl-Messung
anschlieend
Entfernen der Cu,,4Cpl-Messungen:
A.1) schrittweise nach absoluter Grofie
A.2) entsprechend den Perzentilen
A.3) entsprechend den Sigma-Grenzen
des ACU.REGR
dann
Neue Regressionsanalyse zur Ermittlung
des Mittelwertes von
nichtCplCu und Cu/Cpl-Koeffizient
am erneut ,,korrigierten* Datensatz

Neuberechnungx) von ACumedianCu/Cpl-Q
fiir jede (verbliebene) Cu,,,4Cpl-Messung
anschlieBend
Entfernen der Cu,,sCpl-Messungen:
B.1) schrittweise nach absoluter Grof3e
B.2) entsprechend den Perzentilen
B.3) entsprechend den Sigma-Grenzen
des ACumedianCu/Cpl-Q
dann
Neuberechnung
des Medians der Cu/Cpl-Quotienten
(ACumMedianCu/cpl-Q)
am erneut , korrigierten Datensatz

weiter: wie Schritt 3

weiter: wie Schritt 3

Legende: * versuchsweise wurde in einigen Versuchen die Neuberechnung des ACu nicht
durchgefiihrt und das Entfernen der stark abweichenden Cu+Cpl-Messungen entsprechend der
GroBe ihres initial berechneten ACugrggr bzw. ACumediancucpl-q Vorgenommen; die dann
verwendeten (nicht ,,angepassten‘ ACu-Werte) werden mit ACug bezeichnet.
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Die in Tab. 3.3.4.2 gegeniibergestellten Verfahren zur Ermittlung und anschliefenden
Entfernung von Messungen mit stark abweichenden ACu werden zusammen mit der
graphischen Darstellung der Messdaten in dieser Arbeit benutzt, um vergleichend vor und
nach Ausschluss von AusreiBlern oder Extremwerten den Zusammenhang zwischen den Cu-

und Cpl-Konzentrationen im Serum zu untersuchen.
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4. Ergebnisse der eigenen Untersuchungen

Ubersicht
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse von fiinf Untersuchungsserien mit insgesamt 1239
Cu,dCpl-Messungen dargestellt, anhand derer die drei in dieser Arbeit vertretenen
Hypothesen iiberpriift werden. Diese Hypothesen (siehe auch deren ausfiihrliche Begriindung
in Kapitel 2 Einleitung und in Kapitel 5 Diskussion lauten:
L. Unter normalen Bedingungen lassen sich im Serum des Menschen keine
signifikanten Konzentrationen von nichtCplCu nachweisen.
IL Die Cu- und Cpl- Konzentrationen im Serum des Menschen stehen in einem
festen, positiven linearen Verhiltnis zueinander.
II1. Das Coeruloplasminmolekiil im Serum des Menschen enthélt konstant sechs

Atome Kupfer.

Durch lineare Regressionsanalysen
Y=a+bxX
hier: Cu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl

werden fiir die Datensitze der jeweiligen Untersuchungsserien beiden nichtCplCu und
Cu/Cpl-Koeffizient ermittelt und die oben genannten Hypothesen iiberpriift. Wie sich im Lauf
der Untersuchungen herausstellte, enthielten alle Datensitze einige z.T. erheblich von der
Mehrzahl der Cu,,sCpl-Messwertepaare abweichende Messungen. Deshalb mussten in fast
allen Datensitzen die abweichenden Messungen zunichst definiert und dann ihr Einfluss auf

die Regressionsanalysen iiberpriift werden.

Die Untersuchungsserie Hannover 1988 (Kapitel 4.1) wird beschrieben als Beispiel fiir eine
Studie, bei der die Regressionsanalyse des Original-Datensatzes zu Ergebnissen fiihrt, welche
die Hypothesen I und II stiitzen und die dariiber hinaus, einen Hinweis geben darauf, dass ein
Kupferiiberschuss in einigen wenigen Serumproben die durch die Regressionsanalysen
ermittelten mittleren Kupferkonzentrationen im nichtCplCu-Kompartiment sehr stark

beeinflussen (stark erhohen).

Die Analysen der Untersuchungsserie Augsburg 2000/2001 (Kapitel 4.2) bestitigen diese
Beobachtungen, allerdings erst dann, wenn aus dem Original-Datensatz (n = 400) fiinf
Extremwerte entfernt werden. Anhand der Untersuchungsserie wird gezeigt, 1. wie extrem
abweichende Messwertepaare erkannt werden konnen, und 2. welche Moglichkeiten es gibt,
die Extremwerte zu entfernen, ohne die anschlieBenden (neuen) Analysen falsch zu

beeinflussen.
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Die Untersuchungsserie Miinchen 1998 (Kapitel 4.3) wird beschrieben als Beispiel fiir eine
Studie, die nach Entfernen einiger weniger stark abweichender Messungen zu Ergebnissen

fiihrt, die alle drei Hypothesen stiitzen.

Nachdem anhand der drei Untersuchungsserien — bei zwei von ihnen erst nach geringen
Korrekturen in den jeweiligen Datensatz durch Entfernen der am meisten abweichenden
Messungen — einheitlich die Hypothese I und II bestitigt werden konnen, wird in Kapitel 4.4
untersucht, weshalb es nicht gelingt, anhand von Cu,,sCpl-Messungen in klinisch-chemischen
Laboratorien die Hypothese III zu beweisen. Zuriickzufiihren ist dies - wie hier gezeigt
werden wird - allein darauf, dass in den verschiedenen Laboratorien unterschiedliche

Messmethoden fiir Cpl verwendet werden.

Eine systematische Untersuchung iiber den Einfluss abweichender Cu,,sCpl-Messungen auf
die Analysen erfolgt in Kapitel 4.5. Bei den Versuchen wird einerseits der Einfluss von nur
wenigen allerdings stark abweichenden Messungen und andererseits der Einfluss von vielen

jedoch nur schwach abweichender Messungen untersucht.

Die praktische Anwendung der in dieser Arbeit ermittelten Methoden zur Erkennung einer
echten Hypercuprimie erfolgt in Kapitel 4.6, in dem die Cu,,,4Cpl-Messwertepaare von Seren

einer Gruppe kupferexponierter Sduglinge und Kleinkinder untersucht werden.

Im letzten Ergebniskapitel (Kapitel 4.7) werden die hier erarbeiteten Methoden zur Analyse

von veroffentlichten Untersuchungsergebnissen anderer Autoren zum Vergleich angewandt.
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4.1 Untersuchungsserie Hannover 1988

Im Jahr 1988 wurden an der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) in insgesamt 254
Seren Cu und/oder Cpl gemessen: in 246 Seren Cu, in 250 Cpl und in 242 parallel Cu und Cpl
(CuynaCpl-Messungen). Die Messwerte fiir Cu wurden in umol/l, die fiir Cpl in mg/l
angegeben. Wir haben die Werte fiir Cpl umgerechnet in pmol/l nach der Formel: Cpl (mg/dl)
/13,2 =Cpl (umol/l).

Von den 242 Cu,,,sCpl-Messwertepaaren waren uns zwei bekannt, da sie von Siduglingen mit
einer chronischen Kupfervergiftung stammen. Die Patienten und ihre Cu- und Cpl-Messwerte
waren der Dokumentationsstelle fiir Kupfervergiftungen unabhéngig von den Untersuchungen
dieser Arbeit bereits 1989 von der Kinderklinik der MHH mitgeteilt worden waren. Da es sich
bei den zwei Messungen in den Seren der Patienten moglicherweise um abweichende
Messungen im Sinne der Analysen dieser Arbeit handeln konnte, wurden vor einigen der
statistischen Analysen die beiden Messungen aus den Datensitzen entfernt (siche Kapitel

42.2).

4.1.1 Untersuchungen am Original-Datensatz der Studie Hannover 1988

4.1.1.1 Statistische Analysen - Beschreibung der Messwerte

Fir die Gesamtheit aller und der Cu,,sCpl-Messungen wurden Mittelwert (MW),
Standardabweichung (StAbw), Standardabweichung des Mittelwerts (StAbwMW), Median,

Minimum (Min) und Maximum (Max) berechnet.

In Tab. 4.1.1.1-1 sind die Auswertungen aller Messungen und in Tab. 4.1.1.1-2 nur die der

Cu,,sCpl-Messungen (Messwertpaare) der Studie zum Vergleich wiedergegeben.
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Tabelle 4.1.1.1-1 Statistische Auswertung aller Cu- und/oder Cpl-Messungen der Studie H

1988
Cu Cu Cpl Cpl
Gesamt-n =254 | ug/dl umol/l mg/dl umol/l

n= 246 246 250 250

1 MW 129,39 20,40 34,87 2,64

2 StAbw 59,97 9,45 14,93 1,13

3 StAbwMW 3,82 0,60 0,94 0,07
4 Median 114,36 18,03 32,80 2,48

5 Min 10,80 1,70 6,3 0,48
6 Max 344,98 54,39 87,4 6,62

Tabelle 4.1.1.1-2 Statistische Auswertung der Cu,,,,Cpl-Messungen der Studie H 1988,
einschlieBlich der Berechnung des Verhiltnisses zwischen mittlerer und medianer Cu- und
Cpl-Konzentrationen in den Seren

Cu Cu Cpl Cpl Cu/Cpl | Cu/Cpl
n =242 pg/dl umol/l mg/dl umol/l
1 MW 128,84 20,28 34,85 2,64 7,68 0,00373
2 StAbw 58,77 9,25 14,92 1,13
3 StAbwMW 3,75 0,59 0,92 0,07
4 Median 114,36 18,00 33,00 2,50 7,20 0,00347
5 Min 12,07 1,90 6,60 0,50
6 Max 344,98 54,30 87,12 6,60
Bewertung

Die mittlere Cu-Konzentration aller Seren liegt bei 20,40 pmol/l, die der Seren mit Cu,,sCpl-
Messungen bei 20,28 pmol/l.

Die mittlere Cpl-Konzentration liegt jeweils bei 2,64 pmol/l. Die beiden Datenkollektive sind
nicht signifikant unterschiedlich.

Da sich eine solche Ubereinstimmung der Ergebnisse auch bei Analyse der anderen
Untersuchungsserien (aus den anderen Laboratorien) ergab, werden in den weiteren

Untersuchungen nur noch die Analysen der Cu,,sCpl-Messungen aufgefiihrt.

Vergleicht man MW und Median der Cu- und Cpl-Konzentrationen (siehe Tab. 4.1.1.1-2), so
fallt auf, dass diese nicht identisch sind: fiir Cu liegt der MW (20,28 umol/l) um 11% {iber
dem Median (18,00 umol/l) und fiir Cpl liegt der MW (2,64 umol/l) um 9% iiber dem Median
(2,50 pmol/l). Die Cu- und Cpl-Konzentrationen der Seren sind also nicht normal verteilt, es
besteht vielmehr ein Ubergewicht an Cu,,sCpl-Messwertepaaren mit hoheren Cu- und Cpl-
Konzentrationen. Diese Beobachtung ist fiir die Untersuchungen dieser Arbeit ohne Belang,
weil die Arbeit sich nicht mit Normwert-Untersuchungen von Cu und Cpl, sondern mit den

GesetzmiBigkeiten im Verhiltnis zwischen Cu und Cpl in den Seren beschiftigt.
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Das Verhiltnis von Cu und Cpl in den Seren

Das Verhiltnis von Cu und Cpl wird hier mit zwei Methoden ermittelt:

einmal (A) anhand des Quotienten MWCu / MWCpl bzw. des Quotienten MedianCu /
MedianCpl und

zum anderen (B) — nach vorausgehender Berechnung des Cu/Cpl-Quotienten jeder einzelnen
Cu,dsCpl-Messung — anhand des Mittelwerts bzw. des Medians aller Cu/Cpl-Quotienten.

(A) Das Verhiltnis von Cu und Cpl ermittelt durch die Quotienten der Mittelwerte und
Mediane von Cu und Cpl (Tab. 4.1.1.1-2, Zeile 1 und 4)

Untersuchen wir das Verhiltnis von Cu und Cpl anhand der MW und Mediane beider
Konzentrationen, so errechnen sich (in umol/l) fiir den Quotienten der Mittelwerte (20,28
pumol/l Cu / 2,64 pmol/l Cpl =) 7,68 und fiir den Quotienten der Mediane (18,00 pmol/l
Cu/2,50 pmol/l Cpl =) 7,20. Es entfallen (unter Vernachldssigung des nichtCplCu in den
Seren) also rechnerisch auf ein Cpl-Molekiil 7,68 bzw. 7,20 Atome Cu (Tab. 4.1.1.1-2, Zeile
1 und 4, vorletzte Spalte rechts).

Bezogen auf das Gewicht (in pug) betragen die Quotienten der MW bzw. der Mediane 0,0037
bzw. 0,0035 pgCu/ugCpl (ebenfalls (Tab. 4.1.1.1-2, Zeile 1 und 4, letzte Spalte rechts). Der
Anteil des Cu am Gewicht des Cpl betrégt (ebenfalls unter Vernachlédssigung des nichtCplCu)
also 0,37 bzw. 0,35%.

(B) Das Verhiiltnis von Cu und Cpl ermittelt durch Mittelwert und Median der Cu/Cpl-
Quotienten aller Cu,,;Cpl-Messwertepaare

Ermittelt man fiir jedes einzelne Cu,,sCpl-Messwertepaar den Quotienten aus Cu und Cpl und
berechnet dann deren MW bzw. Median, so ergeben sich die in Tabelle 4.1.1.1-3
wiedergegebenen Werte. In der Tabelle sind auch die statistischen Daten dieser
Untersuchungsserie ohne die beiden Seren der kupfervergifteten Patienten angegeben (n =
240)

Tabelle 4.1.1.1-3

Cu/Cpl-Quotienten
n= 242 240
Mittelwert 7,86 7,81
StAbw 3,16 3,12
StAbwMW 0,20 0,20
Median 7,41 7,39
Min 2,28 2,28
Max 48,40 48,40

Bewertung: In beiden Datenkollektiven liegen die Mittelwerte iiber den Medianen. Nach
Entfernen der zwei Cu,,,sCpl-Messwertepaare der Patienten mit Kupferiiberschuss sinkt der

Mittelwert von 7,86 auf 7,81, also um 0,05, und der Median von 7,41 auf 7,39, also um 0,02.
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4.1.1.2 Graphische Darstellung aller Cu,,qCpl-Messwertepaare

In Abbildung 4.1.1.2 sind alle Cu,,gCpl-Messungen dieser Serie graphisch dargestellt. Jedes
Quadrat in der Abbildung représentiert eine Messung mit der Cu-Konzentration auf der

Ordinate und der Cpl-Konzentration auf der Abszisse.

Diagramm 4.1.1.2, n = 242
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Legende: Y-Achse: Cu-Konzentration im Serum in pmol/l; X-Achse: Cpl-Konzentration im

Serum in pmol/l.

Bewertung: Man erkennt eine von links unten, etwa vom Nullpunkt ausgehende nach rechts
ansteigende Punktewolke, einige der Cu,,¢Cpl-Messwertepaare liegen deutlich aufBlerhalb
(eine groBere Anzahl ober- und eine kleinere Anzahl unterhalb). Fiir die tibrigen scheint eine

lineare Abhéngigkeit zu bestehen.
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4.1.1.3 Die Regressionsanalyse der Studie H 1988

Aus den 242 Cu,¢Cpl-Messungen wurden mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse
nichtCplCu und der Cu/Cpl-Koeffizient berechnet nach der Formel:
Y=a+bxX
gesCu = nichtCplCu + Cpl-Cu
gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl

Tabelle 4.1.1.3 Ergebnisse der Regressionsanalyse

gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl
gesCu = 0,459 pmol/l + 7,494 * Cpl
StAbw + 0,608 pmol/l + 0,212
p-Wert 0,451

n =242

R*=0,839

Bewertung: Bei dem hier errechneten mittleren nichtCplCu (0,459 pumol/l, StAbw *0,608, p-
Wert 0,451) der 242 Seren handelt es sich um eine statistisch nicht signifikante
Konzentration, die in Bezug auf die mittlere Cu-Konzentration der Seren (20,28 umol/l) klein
ist (siehe auch unten).

Der Cu/Cpl-Koeffizient (hier 7,494) gibt an, dass in den 242 Seren auf jedes Molekiil Cpl im
Mittel 7,494 Atome Cu entfallen. Dieser Wert liegt iiber dem erwarteten Wert von 6:1 = 6,0,
dem entsprechend der Hypothese III erwarteten Koeffizienten. Er unterscheidet sich aber
nicht signifikant von den Werten 7,68 bzw. 7,20, die fiir die Quotienten der Mittelwerte bzw.
dem Median von Cu und Cpl (Tab. 4.1.1.1) errechnet wurden. Daraus kann man schlieB3en,
dass die mittlere Konzentration des nichtCplCu in den Seren dieser Studie nicht grof3 sein
kann. Diesen Schluss legt auch das Diagramm (Abb. 4.1.1.2) nahe, in dem die lineare

Punktewolke in etwa vom Nullpunkt auszugehen scheint.
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4.1.1.4 Berechnung des Anteils des nichtCplCu am gesCu in den Serumproben

Die mittlere Konzentration des nichtCplCu betrigt nach der Regressionsanalyse 0,459
pumol/l. Die mittlere Konzentration des Cpl-Cu lisst sich errechnen als Produkt von Cu/Cpl-
Koeffizient (hier 7,494) und der mittleren Cpl-Konzentration (hier 2,64 umol/l, siche Tab.
4.1.1.2); sie betrdgt demnach (Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl = 7,494 * 2,64=) 19,784 umol/l.

Die mittlere Konzentration des gesCu in den Seren, die Summe von mittlerem Cpl-Cu (hier:
19,784 pumol/l) und mittlerem nichtCplCu (hier: 0,459 pmol/l), liegt somit bei (19,784 +
0,459 =) 20,243 pmol/l.

Der mittlere prozentuale Anteil des nichtCplCu am mittleren gesCu der 242 Seren betragt
also (0,459 /20,24 * 100 =) 2,3%. Dieser Wert liegt weit unter den meisten in der Literatur
angegebenen Werten fiir den prozentualen Anteil des nichtCplCu am gesCu im Serum des

Menschen.

4.1.2 Untersuchungen am Datenkollektiv der Serie Hannover 1988 nach Ausschluss der

zwei Seren von Patienten mit letal verlaufener chronischer Kupfervergiftung

Beschreibung der aus dem Datenkollektiv entfernten Messungen

Von zwei der 242 Patienten der Studie war uns die Diagnose bekannt. Bei den Patienten
handelt es sich um S&uglinge, die an der chronischen Kupfervergiftung verstorben sind. Da
die Cu,,sCpl-Messwertepaare der Seren dieser Patienten von denen anderer Patienten und
Probanden abweichen konnen (durch den die Vergiftung bedingenden Kupferiiberschuss),
wurden die beiden Cu,,sCpl-Messwertepaare aus dem Datenkollektiv entfernt und die oben
fiir das Original-Datenkollektiv durchgefiihrten Untersuchungen vergleichend wiederholt. Die

Ergebnisse sind im Folgenden beschrieben.
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4.1.2.1 Statistische Analysen

Tabelle 4.1.2.1 Vergleich der Cu,,,Cpl-Messungen der Serie Hannover 1988 mit (n = 242)

und ohne (n = 240) die Seren der beiden Patienten mit schwerer chronischer Kupfervergiftung

Cu+Cpl- | mitden | ohne die | mitden | ohne die | mitden | ohne die | mitden | ohne die

Messungen | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten | Patienten
Cu Cu Cu Cu Cpl Cpl Cpl Cpl

pg/dl pg/dl pmol/1 pmol/l mg/dl mg/dl pmol/1 pmol/l
n 242 240 242 240 242 240 242 240
MW 128,84 | 128,47 20,28 20,22 34,85 34,97 2,64 2,65
StAbw 58,77 58,88 9,25 9,27 14,92 15,00 1,13 1,14
StFMW 3,75 3,80 0,59 0,60 0,92 0,92 0,07 0,07
Median 114,36 | 114,36 18,00 18,00 33,00 33,25 2,50 2,52
Min 12,07 12,07 1,90 1,90 6,60 6,60 0,50 0,50
Max 344,98 | 344,98 54,30 54,30 87,12 87,12 6,60 6,60
Bewertung: Das Entfernen der zwei Messungen hat keinen groBen Einfluss auf die

Gesamtheit dieser statistischen Daten (siehe jedoch die unten folgende Regressionsanalyse).
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4.1.2.2 Graphische Darstellung der Cu,,¢Cpl-Messungen mit Kennzeichnung der

Messwertpaare der Cu-vergifteten Patienten

Abbildung 4.1.2.2 (n = 242)
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Legende: Y-Achse: Cu-Konzentration im Serum in pmol/l, X-Achse: Cpl-Konzentration im
Serum in umol/l. Die beiden Cu,,sCpl-Messungen in den Seren der Patienten mit chronischer

Kupfervergiftung sind durch Pfeile gekennzeichnet.

Bewertung:

Die beiden Messungen bei den Patienten mit chronischer Kupfervergiftung liegen deutlich
oberhalb der linear ansteigenden Punktewolke, d.h. die Cu-Konzentration in den Seren liegt in
Bezug auf ihre Cpl-Konzentration von ca. 2 umol/l deutlich iiber der anderer Messwertepaare

mit derselben Cpl-Konzentration.
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4.1.2.3 Regressionsanalyse

Wenn wir die Messwertepaare der zwei Seren der kupfervergifteten Patienten vor der
Regressionsanalyse aus dem Datensatz entfernen, ergibt sich folgendes Ergebnis (Tab.

4.1.2.3):

Tabelle 4.1.2.3 Ergebnisse der Regressionsanalyse der Cu,,,,Cpl-Messungen nach Entfernen

der Messungen aus Seren von zwel Patienten mit chronischer Kupfervergiftung (n = 240)

gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl
gesCu = 0,217pumol/l + 7,547 * Cpl
StAbw + 0,586pumol/l + 0,201
p-Wert 0,711

n =240

R*=0,853

Zum Vergleich wird hier die Tab. 4.1.1.3 mit dem Ergebnis der Untersuchung des kompletten

Datensatzes noch einmal wiedergegeben:

Tabelle 4.1.1.3 Ergebnisse der Regressionsanalyse am kompletten Datensatz (n = 242)

gesCu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl
gesCu = 0,459 pmol/l + 7,494 * Cpl
StAbw + 0,608 pmol/l + 0,212
p-Wert 0,451

n =242

R* = 0,839

Beurteilung: Vergleichen wir die Ergebnisse der beiden Regressionsanalysen, so fillt die
Minderung des nichtCplCu von 0,459 auf 0,217 umol/l, also auf etwa die Hilfte des
urspriinglich berechneten Wertes auf. Man kann daraus schlieen, dass die Anwesenheit von
wenigen (hier nur zwei) Cu,,sCpl-Messungen mit Kupferiiberschuss (hier bedingt durch eine

chronische Kupfervergiftung) den Mittelwert des nichtCplCu erheblich beeinflussen
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(erhohen) kann. Der Cu/Cpl-Koeffizient dagegen wird von den beiden abweichenden
Messungen nur wenig beeinflusst. Siehe hierzu auch die Untersuchungen in Kapitel 4.5.

Nach Entfernen der beiden Cu,,sCpl-Messwertepaare mit dem Kupferiiberschuss betréigt der
prozentuale Anteil des nichtCplCu am mittleren gesCu (entsprechend der oben beschrieben

Rechnung) nur noch (0,217 / (0,217 + 7,547 * 2,65) * 100 =) 1,07%.

4.1.3 Zusammenfassende Bewertung der Studie H 1998

Die Ergebnisse der Untersuchungen dieses Datensatzes stiitzen die Hypothese I dieser Arbeit:
in 242 Seren lassen sich im Mittel nur geringe Konzentrationen des nichtCplCu nachweisen.
Seine mittlere Konzentration liegt bei 0,46 umol Cu/l und macht nur ca. 2% der mittleren
gesCu-Konzentration von 20,28 umol aller Seren aus. Seine normale Konzentration ist sehr
wahrscheinlich noch geringer. Denn die hier berechnete mittlere Konzentration des
nichtCplCu sinkt von 0,46 auf 0,22 umol/l, wenn aus dem Datensatz (n = 242) nur zwei
Cu,ndCpl-Messwertepaare, namlich die Seren von Patienten mit chronischer
Kupfervergiftung, entfernt werden. Bezogen auf die mittlere gesCu-Konzentration von 20,22

pmol/l sind das nur noch 1,07%.

Die Anwesenheit einiger weniger hypercuprimischer Seren in einer Untersuchungsserie
konnen also den errechneten Wert des nichtCplCu stark beeinflussen; in dieser Studie (n =

242) reichen zwei solcher Messungen aus, um das nichtCplCu zu verdoppeln.

Zwischen der Cu- und der Cpl-Konzentration in den Seren ldsst sich mit einem R’ = 0,853

eine enge, positive lineare Abhingigkeit nachweisen: dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese II.

Der hier errechnete Cu/Cpl-Koeffizient betrdgt 7,55. Er liegt deutlich iiber dem erwarteten
Wert von 6,0. Dieses Ergebnis stiitzt nicht die Hypothese III.

Besonders hingewiesen sei hier auf die Ubereinstimmung des durch die Regressionsanalyse
errechneten Cu/Cpl-Koeffizienten mit dem Median der Cu/Cpl-Quotienten (Medianc,,cpi-
o) aller Seren. Die Ubereinstimmung lésst sich zuriickfiihren auf die niedrige Konzentration
des nichtCplCu, denn je mehr sich dessen Wert Null ndhert, desto mehr n#hert sich der

Mediancwcpl-q dem Cu/Cpl-Koeffizienten.
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4.2 Die Untersuchungsserie A 2000/2001 (n = 400)

Die zweite Untersuchungsserie dieser Arbeit umfasst 400 Cu,,sCpl-Messungen in Seren aus
dem Zentralklinikum Augsburg der Jahre 2000 (n = 185) und 2001 (n = 215). Die Messdaten
wurden uns kodiert iiberlassen, die Diagnosen der Patienten sind uns deshalb nicht bekannt.
Anhand dieses Datensatzes werden alle in dieser Arbeit beschriebenen
Untersuchungsmethoden (siehe deren ausfiihrliche Beschreibung in Kapitel 3 Methoden)

angewandt und ihre Effektivitit und Verlésslichkeit gepriift.

Die Untersuchungen decken auf, dass dieser Datensatz fiinf extrem abweichende
Messwertepaare enthilt. Die Untersuchungen wurden deshalb jeweils mit und ohne dieser

Extremwerte durchgefiihrt und die Ergebnisse vergleichend besprochen.

4.2.1 Die graphische Darstellung der Cu,,;Cpl-Messwertepaare der Serie A 2000/2001

In den beiden folgenden Abbildungen werden die Messwertepaare graphisch dargestellt: die
unabhéngige Variable Cpl auf der Abszisse, die abhiingige Variable Cu auf der Ordinate.

Die Abb. 4.2.1-1 enthilt alle (n = 400), die Abb. 4.2.1-2 die um die fiinf Extremwert
verminderten (n = 395) Messwertepaare. Fiir die Datensitze beider Diagramme wurden die
Regressionsanalysen berechnet (siehe in der jeweiligen Legende) und als Ausgleichsgerade
eingezeichnet.

Diagramm 4.2.1-1, n = 400

—

Cu in pmol/l

12 14 16

Cpl in pmol/l



Ergebnisse 35

Legende: Y-Achse: Cu: Cu-Konzentration im Serum in umol/l, X-Achse: Cpl: Cpl-
Konzentration im Serum in umol/l, jedes Quadrat gibt eine Cu,,sCpl-Messungen wieder. Die

fiinf Extremwerte sind nummeriert.

Fiir die Ausgleichsgerade wurde errechnet: Cu = 10,9 + 3,7 * Cpl.

Bewertung:

Die graphische Darstellung ldsst eine lineare von links nach rechts ansteigende Anordnung
der Mehrzahl der Cu,,4Cpl-Messungen erkennen; fiinf Messwertepaare liegen aulerhalb der
Punktewolke: vier Messungen rechts unterhalb und eine Messung links neben der
Punktewolke. Die Ausgleichsgerade, welche die Ordinate knapp iiber 10 umol/l Cu schneidet,

scheint nicht zum Kern der Punktewolke zu gehoren.
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In den weiteren Untersuchungen an diesem Datenkollektiv haben wir versucht, die optische
Bewertung (fiinf stark abweichende Werte, die offensichtlich nicht in das Datenkollektiv

gehoren) zu objektivieren.

Zunichst wurde ein zweites Diagramm ohne die fiinf Extremwerte erstellt (Diagramm 4.2.1-
2)

Diagramm 4.2.1-2, n = 395

509

Cu in pmol/l

Cpl in pmol/1

Legende: siche Diagramm 4.2.1-1.
Fiir die Ausgleichsgerade wurde hier errechnet: Cu = -0,023 + 8,849 * Cpl

Bewertung: Die Punktewolke ist wiederum gekennzeichnet durch einen linearen Anstieg. Die
Ausgleichslinie, jetzt im Zentrum der Punktewolke liegend, verlduft in etwa durch den
Nullpunkt. In diesem Diagramm (ohne die fiinf Extremwerte) scheint die Lage der
Ausgleichslinie in der Punktewolke passend, so dass man annehmen muss, dass die fiinf
(entfernten) Extremwerte nicht eigentlich zur Grundgesamtheit der Messungen gehoren.

Im Folgenden werden deshalb alle weiteren Untersuchungen dieser Serie am (kompletten)
Original-Datensatz (n = 400) und zusitzlich an dem von den fiinf AusreiBern befreiten

Datensatz (n = 395) vergleichend wiedergegeben.
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4.2.2 Die statistischen Analysen
4.2.2.1 Beschreibung der CuundCpl-Messungen (Tabelle 4.2.2.1a und 4.2.2.1b)

Fiir das komplette (n = 400) und das um die Extremwerte verminderte Datenkollektiv (n =
395) ergeben sich fiir die Cu-Konzentrationen nahezu identische Werte; die MW liegen bei
19,13 bzw. 19,14 umol/l, beide Mediane bei 18,10 umol/l. Fiir die Cpl-Konzentrationen
dagegen ergeben deutliche Unterschiede zwischen den Minima, den Maxima und den
Standardabweichungen, nicht dagegen zwischen den Mittelwerten (2,23 bzw. 2,17 pumol/l)
und den Medianen (beide 2,10 umol/l).

Tabelle 4.2.2.1a: Konzentrationen von Cu und Cpl (in umol/l)

Cu in pymol/l Cpl in ymol/l Cu/Cpl
1 2 3 4 5 6

n 400 395 400 395 400 395
Mittelwert 19,13 19,14 2,23 2,17 8,58* 8,82%
StAbw 6,55 6,55 1,04 0,69

StfehlerMW 0,33 0,33 0,05 0,03

Median 18,10 18,10 2,10 2,10 8,62** 8,62+
Min 3,62 3,62 0,14 0,39

Max 43,91 4391 15,83 4,71

Tabelle 4.2.2.1b: Konzentrationen von Cu (ug/dl) und Cpl (mg/dl)

Cu in pg/dl Cpl in mg/dl Cu/Cpl

1 2 3 4 5 6
n 400 395 400 395 400 395
Mittelwert 121,57 121,61 29,39 28,59 0,004136 0,004254
StAbw 41,62 41,62 13,75 9,07
StfehlerMW 2,08 2,09 0,69 0,46
Median 114,99 114,99 27,72 27,72 0,004148 0,004148
Min 23,00 23,00 1,85 5,15
Max 278,97 278,97 208,96 62,17

Vergleicht man die mittleren und medianen Cu-Konzentrationen dieser Untersuchungsserie
mit denen der anderen Serien dieser Arbeit (Tabelle 4.4-1), so ergibt sich kein wesentlicher
Unterschied. Die Cpl-Konzentrationen dieser Serie dagegen weichen stark ab: sie sind die
niedrigsten aller Untersuchungsserien (Tabelle 4.4-1). Als Erkldrung konnte man nennen
erstens ein jeweils beziiglich Probanden bzw. Patienten anders zusammengesetztes Kollektiv
oder zweitens jeweils unterschiedliche Messmethoden fiir Cpl. Letztere Erkldarung erscheint
uns die wahrscheinlichere, weil die statistische Auswertung fiir die Cu-Konzentrationen der
Messwertpaare nahezu vollig iibereinstimmen und sich die Cu,,sCpl-Messwertepaare somit

nur in Bezug auf einen Wert (ndmlich den Cpl-Wert) unterscheiden.
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4.2.2.2 Untersuchungen iiber das Verhiltnis von Cu und Cpl in den Seren

a) Die Quotienten der Mittelwerte und Mediane von Cu und Cpl

Das Verhiltnis von Cu und Cpl in der Gesamtheit aller Serumproben, errechnet als Quotient
der Mittelwerte von Cu und Cpl, betrigt 8,58 fiir n = 400 bzw. 8,82 fiir n = 395 und
errechnet als Quotient der Mediane von Cu und Cpl 8,62 fiir n = 400 und n = 395 (Tab.
4.2.2.1a, Spalten 5 und 6). Die Quotienten der Mittelwerte und der Mediane sind also nahezu
identisch. Sie liegen aber weit iiber dem erwarteten Wert von 6,0. Es entfallen (unter
Vernachlédssigung des nichtCplCu) in diesem Datenkollektiv also auf ein Molekiil Cpl
zwischen (aufgerundet) 8,6 und 8,8 Atome Cu. Bezogen auf das Gewicht (ug/ug) betrigt der
Quotient der MW von Cu und Cpl 0,004136 und der der Mediane 0,004254. Der Anteil des
Cu am Gewicht des Cpl liegt hier also bei 0,41 bis 0,43% (Tab.4.2.2.1b, Spalten 5 und 6).

b) Die Mittelwerte und Mediane aller Cu/Cpl-Quotienten der Cu,,,Cpl-Messwertepaare
Ermittelt man fiir jedes einzelne Messwertepaar des Datenkollektivs den Quotienten aus Cu
und Cpl, so ergeben sich fiir die 400 bzw. 395 Quotienten die in Tabelle 4.2.2.2

wiedergegebenen statistischen Werte.

Tabelle 4.2.2.2: Die Cu/Cpl-Quotienten der Studie Augsburg

Cu/Cpl-Quotienten
n= 400 395
Mittelwert 9,11 8,86
StAbw 6,53 1,05
StFEMW 0,33 0,05
Median 8,85 8,87
Min 0,82 4,86
Max 137,14 14,15

Bewertung: Die Mittelwerte aller Cu/Cpl-Quotienten liegen bei 9,11 (fiir n = 400) bzw.
8,86 (fiir n = 395) und die Mediane aller Cu/Cpl-Quotienten bei 8,85 bzw. 8,87
pmolCu/umolCpl. Man gewinnt hier den Eindruck, dass (siehe die linke Spalte der Tabelle)
die stark abweichenden Cu,,sCpl-Messwertepaare zwar den Mittelwert aller Cu/Cpl-
Quotienten deutlich, deren Median aber gar nicht beeinflussen. Denn nach deren Entfernung
aus dem Datenkollektiv (siehe rechte Spalte) stimmen MW und Median iiberein und sind mit
dem Median des kompletten Datenkollektivs identisch. Aus dieser Beobachtung kann man
schlielen, dass sich mit Berechnung des Medians aller Cu/Cpl-Quotienten das Aufsuchen und
Entfernen von Extremwerten im Datenkollektiv eriibrigt. Diese Beobachtung kommt dadurch

eine besondere Bedeutung zu, weil der Median aller Cu/Cpl-Quotienten sich im Laufe dieser
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Arbeit als eine verlédssliche Grofle erwiesen hat, mit der auf einfache Weise der Cu/Cpl-
Koeffizient angenédhert ermittelt werden kann. Auch in dieser Untersuchungsserie stimmt der
Median aller Cu/Cpl-Quotienten (8,85) iiberein mit dem Cu/Cpl-Koeffizienten (ebenfalls
8,85), der weiter unten durch die Regressionsanalyse am korrigierten Datensatz errechnet

wird (siehe unten: 4.2.2.3).

4.2.2.3 Die Regressionsanalysen der Untersuchungsserie Augsburg

Die Regressionsanalyse ergibt fiir den kompletten Datensatz (n = 400):
Cu =10,9 + 3,7 * Cpl, (R*=0,342)
also ein mit 10,9 umol/l wider Erwarten hohes nichtCplCu

und einen mit 3,7 wider Erwarten niedrigen Cu/Cpl-Koeffizienten, der weit unter 6,0 liegt.

Dieses Ergebnis ist nicht plausibel, es bestitigt auch den Eindruck, den man anhand der
graphischen Darstellung mit der Ausgleichsgeraden in Abb.4.2.1-1 gewinnt; offensichtlich
wird es durch die (im Diagramm erkennbaren) Extremwerte stark beeinflusst. Wir haben
deshalb versucht die stark abweichenden Messungen aus dem Datensatz zu entfernen, um
dann durch erneute Analysen eine Annidherung an die normale Relation zwischen Cu und Cpl

in den Seren zu erreichen.

4.2.2.4 Methoden zur Erkennung stark abweichender Cu,,¢Cpl-Messwertepaare im

Datenkollektiv

Die verschiedenen Methoden zur Erkennung stark abweichender Messwertepaare werden hier
vergleichend angewandt und anhand der Ergebnisse korrekte und fehlerhafte Methoden
aufgedeckt. Abweichende Messungen werden hier durch Berechnung ihres Residuums

ermittelt, das mit ACu bezeichnet wird.

Die Berechnung des ACu jeder Cu,,;Cpl-Messungen erfolgt mit Hilfe

1. der sich aus der Regressionsanalyse ergebenden Mittelwerten des nichtCplCu und des
Cu/Cpl-Koeffizienten nach den Formeln:

> ACurggr = Cugst — CusoLL

= Cuyst — (nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cplist)
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und

2. des (hier zunidchst versuchsweise verwendeten) Medians aller Cu/Cpl-Quotienten
(Mediancw/cpl-q) nach den Formeln

> ACupmegiancwcpl-Q = Cuist — Cusorr

= Cust — Mediancy/cpr-q * Cplist)

Die Klassifizierung abweichender Cu,,;Cpl-Messungen erfolgt dann entsprechend ihres
ACu und zwar

a.) nach dessen absoluter Grofe,

b.) nach dessen Lage aulerhalb der Ein-, Zwei- oder Drei-Sigma-Grenzen und

c.) nach dessen Lage auBerhalb der Perzentilen

(siehe die ausfiihrliche Beschreibung der Methoden in Kapitel 3.3.4).

4.2.2.4.1 Verfahren zur Erkennung stark abweichen Cu,,Cpl-Messungen, definiert

durch ACugggr (Tab. 4.2.2.4)

Ausgehend von der Regressionsanalyse am Original-Datensatz wird fiir jede Cu,,sCpl-

Messung das Residuum ACugggr errechnet, hier entsprechend der Formel
ACU.REGR = CUIST — (10,944 + 3,678 * Cpl)

Unter den 400 Messungen erkennt man (Tab. 4.2.2.4; Zeilen 03-10, Spalte 5 und 6)

eine Messung mit ACugggr <-50 umol/l,

zwel Messungen mit ACurggr <-30 pmol/l,

vier Messungen mit ACurggr <-20 pmol/l,

sechs Messungen mit ACurggr >15 pmol/l (2); <-15 pmol/l (4),

17 Messungen mit ACurggr >10 pmol/l (14); <-10 umol/1 (3),

37 Messungen mit ACugggr >7,5 umol/l (28); <-7,5 umol/l (9) und
69 Messungen mit ACugggr >5,0 umol/l (45); <-5,0 umol/l (24)

insgesamt 69 (von 400) erheblich abweichende Messungen.
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4.2.2.4.1.1 Korrektur des Datensatzes durch Entfernen stark abweichender Cu,,qCpl-

Messungen entsprechend der absoluten GroBe ihres ACu

Vorgehen ohne Neuberechnung des ACu (Variante *, Tabelle: 3.3.4.2)
Die Notwendigkeit der Neuberechnung des ACu aller Cu,,sCpl-Messungen nach der

Entfernung der am stirksten abweichenden Messungen wird hier beispielhaft gezeigt.

Entfernt man die Cu,,4Cpl-Messungen mit den jeweils am stidrksten abweichenden A-Cugrggr
schrittweise, jedoch ohne Korrektur, d.h. ohne Neuberechnung ACu fiir alle verbliebenen
Cu,,sCpl-Messungen, so ergibt die Regressionsanalyse Werte fiir das nichtCplCu zwischen
2,0 und 4,3 umol/l und fiir den Cu/Cpl-Koeffizienten zwischen 6,8 und 7,7 (Tab 4.2.2.4.1;
Zeilen 03 bis 10). Entsprechend der im Kapitel 3, Methodik eingefiihrten Nomenklatur
nennen wir das verfolgte methodische Vorgehen: Entfernung der stark abweichende
Cu,naCpl-Messungen entsprechend der absoluten GroBe von ACu ohne nachfolgende

korrigierende ACu Berechnung.

4.2.2.4.1.2 Korrektur des Datensatzes durch Entfernung stark abweichender Cu,,,Cpl-
Messungen entsprechend der Lage ihres ACu aufierhalb der Sigma-Bereiche (Methode
A.3, Tabelle 3.3.4.2)

Von den 400 Cu,,sCpl-Messungen liegen fiinf aulerhalb der 3-sigma-, 17 auerhalb 2-sigma-
und 61 auBlerhalb 1-sigma-Grenzen (sieche Tab. 4.2.2.4, Zeilen 19 bis 22, Spalte 04). Bei
diesen Messungen iiberwiegen immer die jeweils oberhalb liegenden Werte (siehe Spalte 04,

links stehende Werte).

Entfernt man Cu,,sCpl-Messungen mit ACu auBlerhalb der Sigma-Bereiche, so decken die

anschlieBend durchgefiihrten Regressionsanalysen eine Verminderung des nichtCplCu von
10,9 umol/l (n = 400) auf
3,4 umol/l (n = 395; Drei-Sigma-Bereich),
3,9 umol/l (n = 383; Zwei-Sigma-Bereich) bzw.
2,7 umol/I (n = 339; Ein-Sigma-Bereich);

gleichzeitig steigen die Cu/Cpl-Koeffizienten von
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3,7 (n = 400) auf
7,2 (n = 395, Drei-Sigma-Bereich),
6,9 (n = 383, Zwei-Sigma-Bereich) bzw.

7,4 (n = 339, Ein-Sigma-Bereich) an (Tabelle 4.2.2.4, Zeilen 19 bis 22, Spalten 06 u.
09).

Obwohl bei dieser Verfahrensweise bis zu maximal 61 Messungen aus dem Original-
Datensatz entfernt werden, ergibt sich kein Ergebnis, das dem des gezielten und
korrigierenden Verfahrens (mit Entfernen von nur fiinf Messwertepaaren) entspriache. Der
Grund fiir das Versagen dieses Verfahrens wird erkennbar, wenn man das Verfahren ein
zweites Mal anwendet. Es ergeben sich dann beim nicht korrigierenden Verfahren nicht Cpl-
Cu-Werte von

0,481 umol/l (n = 390; Drei-Sigma-Bereich), Zeile

1,303 umol/l (n = 371; Zwei-Sigma-Bereich) bzw.

2,289 umol/l (n = 247; Ein-Sigma-Bereich) (Tab. 4.2.2.4, Zeilen 20, 25 und 33, Spalten 06).
Gleichzeitig ergeben sich Cu/Cpl-Koeffizienten von

8,560 (n = 390, Drei-Sigma-Bereich),

8,144 (n = 371, Zwei-Sigma-Bereich) bzw.

7,662 (n = 247, Ein-Sigma-Bereich) (Tabelle 4.2.2.4, Zeilen 20, 25 und 33, Spalten 09).

Aus diesen Versuchen mit der Sigma-Methode (A.3) wird erkennbar, dass das nicht-
korrigierende Verfahren (Variante *) zu keinem die Hypothese I stiitzenden Ergebnis fiihrt. Im
Gegenteil, die Ergebnisse widersprechen zusitzlich auch denen der A.1 (basierend auf der
absoluten Abweichung). Auch gewinnt man den Eindruck, dass die Ergebnisse des robusteren
Verfahrens (Entfernung der relativ grofen Zahl von Messungen aufBlerhalb der Ein-Sigma-
Grenzen) weit weniger mit den Hypothesen kompatibel sind als die Ergebnisse, die mit dem
gemaligteren Verfahren (Entfernung der relativ kleinen Zahl von Messungen auflerhalb der

Drei-Sigma-Grenzen) erreicht werden.
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Tabelle 4.2.2.4: Die Ergebnisse der Regressionsanalysen am Original-Datensatz und an korrigierten Datensétzen der Studie A 2000/2001 im

Vergleich
Kfriterien fiir den Ausschluss von Cu,,,;Cpl-Messungen:
Spalte: 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 | 10 11
Durch Regressionsanalyse Durch Regressionsanalyse berechnetes b
berechnetes a = nCplCu = Cu/Cpl-Koeffizient!
n Anzahl Im Datensatz
Ausschluss-Kriterium ausgeschlossener verbliebene Mittelwert 1StAbw P Mittelwert 1StAbw R?
Messwertepaare Messungen(%)
Zeile | unten+oben | insges
Tabelle Teil O (optisches Verfahren, siche Diagramm 4.2.1-1 und 4.2.1-2)
01 400 0 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
02 395 diagram Optisch 5 5 98,75 -0,023 0,407 0,956 8,849 0,179 0,861
Tabelle Teill Methode 1.a.alhax: Berechnung von ACugggr, Entfernung Cu,..Cpl-Messungen entsprechend der absoluten Gréfe von ACu, ohne Neuberechnung von ACu
03 400 0 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
04 399 ACuggcr fest Abw <>50 pmol/l 1+0 1 99,75 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
05 398 ACuggcr fest Abw <>30 pmol/l 240 2 99,50 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
06 396 ACuggcr fest Abw <>20 pmol/l 4+0 4 99,00 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
07 394 ACugggr fest Abw <>15 umol/l 2+4 6 98,50 3,486 0,486 0,000 7,130 0,212 0,743
08 383 ACugggr fest Abw <>10 umol/l 3+14 17 95,75 3,874 0,451 0,000 6,891 0,203 0,751
09 363 ACugggg fest | Abw <>7,5 umol/l 9+28 37 90,75 2,042 0,395 0,000 7,735 0,184 0,831
10 331 ACugggg fest | Abw <>5,0 umol/l 24+45 69 82,75 2,942 0,414 0,000 7,300 0,196 0,809
Tabelle Teil2 Methode 1.a.betax: Berechnung von ACugggr, Entfernung Cu,,sCpl-Messungen entsprechend der absoluten Gréfe von ACu, mit anschlieender Neuberechnung von ACu
11 400 0 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
12 399 ACuggcr neu Abw<,>50 umol/l 1+0 1 99,75 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
13 399 ACuggcr neu Abw<,>30 umol/l 1+0 1 99,75 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
14 398 ACurpggr neu | Abw<,>20 umol/l 2+0 2 99,50 3,021 0,511 0,000 7,398 0,221 0,738
15 395 ACuggcr neu Abw<,>15 umol/l 3+2 5 98,75 -0,023 0,407 0,956 8,849 0,179 0,861
16 394 ACuggcr neu Abw<,>10 umol/l 442 6 98,50 0,044 0,389 0,910 8,801 0,171 0,871
17 386 ACugggr neu | Abw<,>7,5 umol/l 9+5 14 96,25 0,090 0,333 0,787 8,800 0,148 0,902
18 378 ACugggr neu | Abw<,>5,0 umol/l 1349 22 94,50 -0,072 0,309 0,816 8,876 0,138 0,917
Tabelle Teil3 Methode 1B: Berechnung von ACugggr, Entfernung Cu,,Cpl-Messungen entsprechend der Lage aulerhalb der Sigma-Grenzen, ohne Neuberechnung von ACu
Entfernen von Cu,,sCpl-Messungen auf3erhalb des Drei-Sigma-Bereichs
19 400 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
20 395 ACuggcr neu Abw<,>3-sigma< 2+3 5 98,75 3,396 0,493 0,000 7,185 0,215 0,740
21 390 ACuggcr neu Abw<,>3-sigma< +2+3 10 97,50 0,481 0,371 0,196 8,560 0,165 0,874
22 384 ACuggcr neu Abw<,>3-sigma +5+1 16 96,00 0,202 0,330 0,540 8,734 0,147 0,902
23 383 ACuggcr neu Abw<,>3-sigma +1+0 17 95,75 0,052 0,328 0,874 8,813 0,147 0,903
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Tabelle Teil 3. Methode 1B: Berechnung von ACuggggr, Entfernung Cu,..«Cpl-Messungen entsprechend der Lage aulerhalb der Sigma-Grenzen, ohne Neuberechnung von ACu

Entfernen von Cu,,sCpl-Messungen aullerhalb des Zwei-Sigma-Bereichs

24 400 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
25 383 | ACupscrneu | Abw<,>2-sigma< 3+14 17 95,75 3,874 0,451 0,000 6,891 0,203 0,752
26 371 | ACupsgrneu | Abw<,>2-sigma< +6+6 29 92,75 1,303 0,337 0,000 8,144 0,155 0,382
27 352 | ACupscrneu | Abw<,>2-sigma< +11+8 48 88,00 0,997 0,290 0,001 8,314 0,135 0,339
28 337 | ACugsgrneu | Abw <,>2-sigma< | +l1+4 63 84,25 0,833 0,265 0,002 8,428 0,124 0,933
29 323 | ACumsgrneu | Abw <>2-sigma< | +10+4 77 80,75 0,633 0,250 0,012 8,553 0,118 0,942
30 319 | ACugsgrneu | Abw <,>2-sigma< +3+1 81 79,75 0,613 0,246 0,013 8,571 0,116 0,943
31 317 | ACugsgrneu | Abw <,>2-sigma< +1+1 83 79,25 0,649 0,245 0,008 8,554 0,114 0,943
32 316 | ACugsgmneu | Abw <,>2-sigma< +1+0 84 79,00 0,662 0,244 0,007 8,551 0,115 0,944

Tabelle Teil 4 Methode 1B: Berechnung von ACugggr, Entfernung Cu,,,«Cpl-Messungen entsprechend der Lage auerhalb der Sigma-Grenzen, ohne Neuberechnung von ACu

Entfernen von Cu,,sCpl-Messungen auf3erhalb des Ein-Sigma-Bereichs

33 400 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0342
34 339 | ACumsgrneu | Abw <.>l-sigma< | 21439 61 85,00 2,701 0412 0,000 7,424 0,194 0,902
35 247 | ACupsgrneu | Abw <.>l-sigma< | +42+26 153 61,75 2,289 0,268 0,000 7,662 0,129 0,967

Tabelle Teil 5 Die "en bloc* Entfernung von Cu+Cpl-Messungen mit abweichenden A-Cu

36 400 "en bloc" 0 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
37 383 A-Cureg > 10 umol/l 3+14 17 95,75 3,874 0,451 0,000 6,891 0,203 0,751
38 396 | A-CuMdCCQ > 10 umol/l 4+0 4 99,00 0,044 0,381 0,910 8,801 0,171 0,871

Legende: Fiir jede Regressionsanalyse der Untersuchungsserie Augsburg sind angegeben die Anzahl n der Cu,,sCpl-Messwertepaare (Spaltel),
die Mittelwerte fiir nichtCplCu (Spalte 6) und fiir den Cu/Cpl-Koeffizient (Spalte 9), jeweils mit Standardabweichung und p-Wert, bzw. R
(Spalten 7, 8 bzw. 10 und 11). In den Spalten 2 und 3 sind die jeweiligen Ausschlusskriterien vermerkt, in der Spalte 4 die Anzahl der
ausgeschlossenen Messungen.
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4.2.2.4.1.3 Entfernen von Cu+Cpl-Messungen mit A-Cugrggr aullerhalb der Perzentilen

Hier werden abweichende Messungen entsprechend dem ACugrggr und dessen Lage innerhalb

bzw. auBBerhalb der Perzentilen definiert und aus dem Datenkollektiv entfernt.

AnschlieBend wird eine Neuberechnung des ACugrggr durchgefiihrt (siehe Tab. 4.2.2.4.1.3,
Zeile 01 -08), bzw. nicht durchgefiihrt (siehe Tab. 4.2.2.4.1.3, Zeile 09 -16).

Erfolgt lediglich ein Entfernen der CuundCpl-Messungen mit den jeweils niedrigsten und
hochsten A-Cugrggr, aber anschliefend keine Neuberechnung des A-Cugrggr und somit keine
Neuordnung des Datensatzes entsprechend den dann giiltigen Perzentilen (Tab 4.2.2.4.1.3;
Zeilen 09 -16) errechnen die Analysen nichtCplCu-Werte zwischen 1,7 und 4,6 umol/l. Der
hochste so errechnete Cu/Cpl-Koeffizient ist 8,0.

Bei Anwendung des korrigierenden Verfahrens reicht dagegen das Entfernen nur der
auBerhalb der ler bzw. 99er Perzentile liegenden Messungen (n = 8 von 400 oder 2% der
Messungen) aus, um zu kleinen, nicht iiber 1,0 pmol/l liegenden nichtCplCu-Werte und zu
konstanten Cu/Cpl-Koeffizienten (hier zwischen 8,6 und 8,8 liegend) zu kommen (Tab. siehe

Tab. 4.2.2.4.1.3, Zeile 01 -08).
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Tabelle 4.2.2.4.1.3: Entfernen von Cu+Cpl-Messungen mit A-Cugrggr auBlerhalb der Perzentilen

Spalte: 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 | 10 11
a = nichtCplCu b = Cu/Cpl-Koeffizienten
n Ausschluss-Kriterium Entfernt verblieben Mittelw 1StAbw P Mittelw 1StAbw R’
# %
Zeile |
01 400 A-Cugggr Perzent. ang 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
02 396 A-CUggcr 0,5-99,5 242 4 99 3,233 0,492 0,000 7,569 0,214 0,746
03 392 A-Cuggcr 1-99 4+4 8 98 0,305 0,376 0,418 8,659 0,166 0,874
04 390 A-Cuggcr 1,25-98,75 5+5 10 97,5 0,346 0,361 0,337 8,640 0,160 0,883
05 380 A-CUggcr 2,5-97,5 10+10 20 95 0,025 0,318 0,938 8,805 0,142 0,910
06 360 A-Cugrgcr 5-95 20+20 40 90 0,336 0,282 0,235 8,663 0,128 0,927
07 320 A-Cugrgcr 10-90 40+40 80 80 0,412 0,244 0,092 8,637 0,114 0,948
08 272 A-Cugrgcr 16-84 64+64 128 68 0,516 0,204 0,012 8,589 0,095 0,968
09 400 A-Cllzrcr Perzent fest 0 100 orig 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
10 396 A-CUggcr 0,5-99,5 242 4 99 3,233 0,492 0,000 7,269 0,214 0,746
11 392 A-Cugrgcr 1,0-99,0 4+4 8 98 2,854 0,458 0,000 7,454 0,200 0,780
12 390 A-Cugrgcr 1,25-98,75 5+5 10 97,5 3,027 0,465 0,000 7,370 0,204 0,771
13 380 A-Cugrgcr 2,5-97,5 10+10 20 95 1,718 0,421 0,000 8,001 0,189 0,825
14 360 A-Cugrgcr 5,0-95,0 20+20 40 90 2,477 0,427 0,000 7,630 0,195 0,810
25 320 A-Cugrgcr 10-90 40+40 80 80 3,211 0,415 0,000 7,249 0,193 0,816
16 272 A-Cugrgcr 16-84 64+64 128 68 4,551 0,454 0,000 6,573 0,213 0,779

Legende siehe Tabelle 4.2.2.4




Ergebnisse 47

4.2.24.2 Der Einfluss abweichender Cu,,¢Cpl-Messwertepaare, definiert durch
AC“MedianCu/Cpl-Q (Tab. 4.2.2.4.2)

Berechnet man nach der Formel ACumediancu/icpl-g = Cuist — MedianCu/Cpl-Q * Cpl (in dieser
Serie 8,8493 * Cpl) fiir jedes Cu,usCpl-Messwertepaar, so findet man unter den 400

Cu,,sCpl-Messungen folgende Verteilung abweichender Messungen.

Verteilung abweichender Cu,,;Cpl-Messwertepaare definiert durch ACupegiancu/cpl-Q

und deren Einfluss auf die Regressionsanalyse (siehe Tabelle 4.2.2.4.2)

Mit Entfernen der am stédrksten abweichenden Cu,,sCpl-Messwertepaare nimmt die mittlere
nichtCplCu-Konzentration deutlich ab: nach Entfernen der vier am stirksten abweichenden
Messungen fillt sie (von urspriinglich 10,94 umol/l) auf einen niedrigen, statistisch nicht
signifikanten Wert von 0,44 umol/l. Das Entfernen weiterer Messungen senkt das nichtCplCu
auf Werte, die kaum noch von 0,0 umol/l abweichen (siehe Tabelle 4.2.2.4.2, Zeile 09 -18).

Das heif}t, dass die mittlere Konzentration des nichtCplCu in 396 der 400 Seren dieser Studie

statistisch nicht von Null unterschieden ist.

Definiert man die abweichenden Cu,,sCpl-Messwertepaare nicht nach der absoluten Grofe,
sondern nach der Lage ihrer ACu auBlerhalb der Perzentilen ergibt sich nach ihrem Entfernen
aus dem Datensatz ein nahezu identisches Ergebnis:

Nach Entfernen nur der Cu+Cpl-Messungen mit ACupediancu/cpl-Q unter der Einer- und liber
der 99er Perzentile (n = 8) ergibt die Regressionsanalyse fiir das nichtCplCu einen Wert von
0,305, das Entfernen weiterer Messungen fiihrt zu nichtCplCu zwischen —0,047 und 0,305
(p>0,005). Fiir die Cu/Cpl-Koeffizienten errechnen sich Werte zwischen 8,64 und 8,84.
(Tabelle 4.2.2.4.2, Zeile 01 -08).

4.2.24.2.1 Selektives Entfernen von Cu,,¢Cpl-Messungen mit den jeweils am

stirksten abweichenden A-Cunediancwcpl-Q (Tabelle 4.2.2.4.2)

Entfernt man mindestens fiinf Cuy,gCpl-Messungen mit den jeweils am stirksten
abweichenden A-Cupediancuicpl-q schrittweise und ohne Korrektur des A-Cu (Methode B.1,

siehe Tabelle: 3.3.4.2), so errechnet die Regressionsanalyse Werte fiir nichtCplCu zwischen —
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0,023 und 0,44 pmol/l. Ohne Korrektur des A-Cupediancu/cpl-q €rgeben sich bei dieser Methode
(A-Cupmediancurcpl-q fest) identische Ergebnisse (siehe Tabelle 4.2.2.4.2, Zeilen 09 -31)

4.2.2.4.2.2 Die ""en bloc*‘ Entfernen von Cu+Cpl-Messungen mit abweichenden A-Cu
(Tabelle 4.2.2.4, Zeilen 36-38)

Mit der Berechnung von A-Curggr und A-Cumediancuicpl-o Wird eine initial unterschiedliche
Zahl von Cu+Cpl-Messungen erfasst: fiir 17 Messungen des Datenkollektivs wird ein A-

Curggr >10 pmol/l und fiir nur 4 Messungen wird ein A- Cumediancwcprq >10 pumol/l

errechnet.

Entfernt man diese 17 bzw. 4 abweichenden Cu+Cpl-Messungen ,.en bloc* aus dem
Datenkollektiv, so ergeben die Regressionsanalysen

fiir A-Cuggcr: Cu =3,874 + 6,891*Cpl

fiir A- CumedianCu/cpl-Q: Cu =0,044 + 8,801*Cpl.

Bei Anwendung des A-Cugggr fiir die Definition stark abweichende Cu+Cpl-Messungen kann
also eine “en bloc* Entfernung abweichender Messungen zu irrefiihrenden Ergebnissen

fithren.
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Tabelle 4.2.2.4.2: Regressionsanalysen, A-Cuyediancu/cplo

Spalte | 1 2 3 4 5 6 | 7 8 9 | 10 | 1n 12
a = nCplCu b = Cu/Cpl-Koeffizient CuCplQ

Zeile n AusschluB-Kriterium ausgeschl. # Verblieben % MW 1StAbw p MW 1StAbw R? MW
01 400 A-Cuyediancwcpl- Perzent fest 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342 9,1145
02 396 A-ClUpgedianCu/Cor-0 0,5-99,5 242 99 2,732 0,489 0,000 7,495 0,212 0,761
03 392 A-ClpedianCu/CpL-0 1,0-99,0 4+4 8 98 0,305 0,378 0,418 8,659 0,166 0,874
04 390 A-ClUptedianCu/Col-0 1,25-98,75 545 10 97,5 0,346 0,361 0,337 8,640 0,160 0,883
05 380 A-ClUptedianCu/Col-0 2,5-97,5 10+10 20 95 -0,047 0,315 0,882 8,839 0,141 0,912
06 360 A-ClUptedianCu/Col-0 5,0-95,0 20420 40 90 0,336 0,282 0,235 8,663 0,128 0,927
07 320 A-ClUptedianCu/Col-0 10-90 40+40 80 80 0,282 0,240 0,241 8,700 0,112 0,950
08 272 A-ClUptedianCu/Col-0 16-84 64+64 128 68 0,267 0,206 0,195 8,710 0,096 0,968 8,8491
09 400 | A-CupedianCu/Cpl-0 fest 0 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342
10 399 A-ClUptedianCu/Col-0 > 50 1+0 1 99,75 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666
11 397 A-ClUptedianCu/Col-0 >30 340 3 99,25 1,318 0,478 0,006 8,218 0,210 0,795 9,17
12 396 A-ClUptedianCu/Col-0 >20 440 4 99,00 0,436 0,428 0,309 8,658 0,189 0,842
13 395 A-ClUptedianCu/Col-0 > 15 4+1 5 98,75 -0,023 0,407 0,956 8,849 0,179 0,861
14 394 A-ClUptedianCu/Col-0 > 10 442 6 98,50 0,044 0,389 0,910 8,801 0,171 0,871
15 386 A-ClUptedianCu/Col-0 >17,5 9+5 14 96,50 0,090 0,333 0,787 8,800 0,148 0,902
16 378 A-ClUptedianCu/Col-0 >5,0 1349 22 94,50 -0,072 0,309 0,816 8,876 0,138 0,917
17 362 A-ClUptedianCu/Col-0 >4,0 22+16 38 90,50 0,291 0,284 0,307 8,715 0,129 0,927
18 335 A-ClUptedianCu/Col-0 >3,0 38427 65 83,75 0,294 0,251 0,243 8,737 0,116 0,944
19 400 | A-CupedianCu/Cpl-0 angepasst 0 100 10,944 0,628 0,000 3,678 0,256 0,342 9,11
20 399 A-ClUptedianCu/Col-0 >50 1+0 1 99,75 4,289 0,562 0,000 6,778 0,241 0,666 9,14
21 398 A-ClUptedianCu/Col-0 >40 240 2 99,50 3,021 0,511 0,000 7,398 0,221 0,738 9,15
22 397 A-ClUytedianCu/Col-0 >30 340 3 99,25 1,318 0,478 0,006 8,218 0,210 0,795 9,17
23 396 A-ClUptedianCu/Col-0 >20 440 4 99,00 0,436 0,428 0,309 8,658 0,189 0,842 9,18
24 395 A-ClUytedianCu/Col-0 >15 4+1 5 98,75 -0,023 0,407 0,956 8,849 0,179 0,861 8,86
25 394 A-ClUptedianCu/Col-0 >10 442 6 98,50 0,044 0,389 0,910 8,801 0,171 0,871 8,84
26 390 A-ClUptedianCu/Col-0 >9 7+3 10 97,50 0,045 0,357 0,901 8,824 0,158 0,890 8,86
27 387 A-CUpedianCu/Cpl-0 >8 845 13 96,75 0,148 0,338 0,663 8,764 0,150 0,898 8,86
28 386 A-ClUpgedianCu/Cor-0 >7.,5 9+5 14 96,50 0,090 0,333 0,787 8,800 0,148 0,902 8,86
29 385 A-ClUpedianCu/Cor-0 >7,0 10+5 15 96,25 -0,059 0,330 0,860 8,878 0,147 0,905 8,87
30 384 A-ClUpgedianCu/Cor-0 >6,0 10+6 16 96,00 -0,063 0,325 0,847 8,872 0,145 0,907 8,86
31 378 A-ClUpgedianCu/Cor-0 >5,0 1349 22 94,50 -0,072 0,309 0,816 8,876 0,138 0,917 8,86

Legende siehe Tabelle 4.2.2.4
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4.2.3 Bewertung der Ergebnisse der Untersuchungsserie Augsburg

Die Untersuchungen dieser Serie ergeben zwei nicht kompatible Gruppen von Ergebnissen:
Die Regressionsanalyse am kompletten Datensatz fiihrt zu einem nicht plausiblen Ergebnis
(Cu = 10,9 umol/l + 3,7 * Cpl), also zu einem mittleren nichtCplCu von 10,9 umol/l, d.h.
einer Cu-Konzentration in den Seren, die im Mittel etwa 50% von deren gesCu-Konzentration
entspricht, und zu einem Cu/Cpl-Koeffizient von 3,7. Ein solcher Wert ist nicht plausibel,
weil die sechs Bindungsstellen fiir Cu im Cpl-Molekiil immer besetzt sein sollen und deshalb
der niedrigste Cu/Cpl-Koeffizient, der gefunden werden kann, 6 betrdgt. Die Richtigkeit
dieses Ergebnisses darf deshalb angezweifelt werden.

Moglich wire jedoch anzunehmen, dass — wie das Diagramm 4.2.1-1 anzeigt — einige wenige
Messwertepaare stark abweichen vom Gros Messungen und — wie das Diagramm ebenfalls
zeigt — zur Fehllage der Regressionsgerade fithren. Tatsdchlich ergibt sich, wenn man die
Regressionsanalyse nach Entfernen der fiinf am stirksten abweichenden Cu,,sCpl-Messungen
wiederholt, ein vollig anderes Ergebnis, nimlich: Cu =-0,02 umol/l1 + 8,8 * Cpl.

Nahezu gleiche Ergebnissen werden in Versuchen erreicht, in denen andere (als optische)
Methoden zur Erkennung abweichender Cu,,sCpl-Messungen angewendet werden.
Voraussetzung dafiir ist jedoch, dass die abweichenden Messungen schrittweise und unter
korrigierender Anpassung des A-Cu entfernt werden.

Am anschaulichsten ist dies zu erkennen an der vergleichenden "en-bloc-Entfernung" der
Cu,nsCpl-Messungen mit A-Cu >10 umol/l (Tabelle 4.2.2.4, Zeilen 36-38). Hier zeigt sich die
Uberlegenheit der Berechnung des A-Cu als A-Cuwediancu/cpl-q liber die fehlerhafte Berechnung

des A-Cu als A-Cugrggr.

Samtliche Berechnungen ohne korrigierende Anpassung (Ausnahme die Mediancycpiq -
Methode) fiihren zu nicht plausiblen Ergebnissen (Sigma-Methode; Perzentilen-Methode;
Methode mit selektiver Entfernung).

Die Berechnungen mit korrigierender Anpassung fithren dagegen zu plausiblen

Ergebnissen.

Der Grund fiir die unterschiedlichen Ergebnisse liegt in der Sicherheit mit welcher der
Mediancy/cprq (hier 8,85 bereits mit dem Original-Datensatz) den mit den anderen Methoden

erst nach Korrekturen erreichbaren Cu/Cpl-Koeffizienten von 8,80 entspricht. Die Differenz
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zwischen Mediancycp.q und dem Cu/Cpl-Koeffizienten (errechnet nach Entfernen der

Ausreifler unter den Cu,,4Cpl-Messungen) betréigt 1%.

Entsprechend niedrig ist in dieser Untersuchungsserie das nichtCplCu: Mit Werten zwischen
0,0 und maximal 0,3 pmol/l betrdgt sein prozentualer Anteil an der mittleren Cu-

Konzentration von 19,13 pmol/l hier maximal 1,6 % (siehe hierzu aber auch Diskussion).

Diese Beobachtung wird dadurch erkldrt, dass einige wenige Cu,,sCpl-Messungen (siehe
Tabelle 4.2.2.4) die Regressionsanalyse erheblich storen.

Diese Annahme wird dadurch bestitigt, dass die Entfernung von Cu+Cpl-Messungen mit A-
Cugrgcr, die nach der initialen Regressionsanalyse berechnet wurden und auflerhalb der 3-, 2-
und 1s Grenzen liegen, zwar zu einer Verminderung des errechneten nichtCplCu und zu einer
Erhohung des Cpl-Cu fiihren, jedoch nicht bis zu den erwarteten und mit der "optischen"

Methode tatsidchlich gefundenen Werten.

Vollig anders sind die Ergebnisse der Perzentilen-Studie, bei der — ausgehend von der
initialen Regressionsanalyse — Cu,,,sCpl-Messungen mit A-Curggr auBerhalb der Perzentilen
schrittweise (beginnend bei <0,5-99,5<) aus dem Kollektiv entfernt werden. Bereits die
Entfernung von nur 8 (2%) der Messungen fiihrt zu einer Regressionsanalyse mit nichtCplCu
<0,5 pmol/l und Cpl-Cu von 8,7. Die Entfernung weiterer Cu+Cpl-Messungen beeinflusst das

Ergebnis nicht weiter.

Beachtet werden muss, dass nach der Entfernung von abweichenden Messungen vor der
neuen Regressionsanalyse A-Cugggr jeweils neu berechnet und die Daten entsprechend neu
geordnet werden miissen. Unterbleibt dieser Schritt, so wird ein zu hohes nichtCplCu und ein
zu niedriger Cu/Cpl-Koeffizient berechnet [vergleiche die Perzentilen-Studie mit angepasstem
A-Cugrggr (Tabelle 4.2.2.4.1.3. Zeile 01 — 08) mit der Perzentilen-Studie mit fixiertem A-
Cugrggr (Tabelle 4.2.2.4.1.3. Zeile 09 — 16)]. Bei fixiertem A-Cu fillt das extrem hohe
nichtCplCu zwar von 10,9 ab auf Werte zwischen 1,7 und 4,6 umol/l, es erreicht aber nie

Werte <1,7 umol/I.

Wichtig ist auch eine zweite Beobachtung in dieser Studie (sie hdngt mit der ersten eng
zusammen): Wenn man erheblich abweichende Cu,,Cpl-Messungen nicht schrittweise,

sondern als "en bloc" (hier alle Messungen mit A-Curggr >10 umol/l) entfernt, kann die
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gewiinschte Korrektur nur sehr langsam erfolgen. Bei diesem Ansatz ergibt sich durch die
Entfernung der mit der initialen Regressionsanalyse festgelegten 17 Messungen mit einem A-
Cugrggr >10 pmol/l bei der nachfolgenden Regressionsanalyse ein nichtCplCu von 3,87
umol/l (Tabelle 4.2.2.4, Zeilen 36-38). Die vorangehende Untersuchungen hatten jedoch
ergeben, dass die Entfernung von nur 4 oder 5 Messungen zu einer Verminderung des

nichtCplCu auf <0,5 umol/1 fiihrt.

Im zweiten Ansatz wird nach der anfidnglichen Regressionsanalyse schrittweise die
Messungen mit A-Cugggr >50umol/l, dann die mit >30umol/l, mit >20umol/l usw. entfernt
und jedes Mal erneut eine Regressionsanalyse mit Berechnung der korrigierten Werte fiir A-
Curggr durchgefiihrt. Nach diesem Schrittweisen und selektiven Vorgehen geniigt die
Entfernung von nur 4 Messungen mit A-Curggr >20umol/l um nichtCplCu <0,5umol/l zu
erreichen. Bei Vergleich beider Methoden zeigt sich auch, dass mit Verfahren 2 nur noch 6
und nicht mehr 17 Messungen als abweichend mit A-Cugrggr >10pumol/l charakterisiert sind

(Tabelle 4.2.2.4, Zeile 08 + 16).

Die Neuberechnung des A-Cu nach jeder Regressionsanalyse ist nicht notwendig, wenn von
vorn hinein A-Cu als A- Cumediancuicpl-@ berechnet wird (vergleiche Studie A-Cumediancurcpl-

Q angepapt Mit der Studie A-Cupediancu/cpl-Q "fest” (Tabelle 4.2.2.4.2, Zeile 09 -31).

4.2.4 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen aus der Untersuchungsserie
»Augsburg*

Im diesem Datensatz (n = 400) lassen sich fiinf Cu,,sCpl-Messwertepaare optisch (durch
Darstellung im Diagramm) und durch die Berechnung des ACuwediancuicpi-q als Extremwerte
definieren. Werden diese aus dem Datenkollektiv entfernt, errechnen sich mit der
Regressionsanalysen fiir das nichtCplCu mittlere Konzentrationen zwischen <0,05 bis <0,5
pmol/l. Fiir den mittleren Cu/Cpl-Koeffizienten errechnet sich ein Wert von 8,8 (RZ: 0,86).
Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese I und II. Allerdings weicht auch in dieser Studie der
Cu/Cpl-Koeffizient (8,8) erheblich ab vom erwarteten Wert 6,0.

Das Aufsuchen von abweichenden Cu,,sCpl-Messungen im Datenkollektiv geschieht am
einfachsten mit der Berechnung des ACumediancucpq- Dass diese Methode iiberhaupt
anwendbar ist, beruht darauf, dass die iiberwiegende Mehrheit der Seren im Datensatz frei ist

von nichtCplCu und dass somit Mediancuycplq und Cu/Cpl-Koeffizient nahezu identisch sind.
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Das Aufsuchen von abweichenden Cu,,sCpl-Messungen im Datenkollektiv ist auch moglich
mit der Berechnung des ACugrggr. Da die Regressionsanalyse jedoch sehr stark von
Extremwerten beeinflusst wird, miissen diese aus dem Datenkollektiv entfernt werden. Dies
darf nur schrittweise geschehen, d.h. es diirfen nur die jeweils am stidrksten abweichenden
Messungen selektiv entfernt werden. Unabdingbar ist dann aber auch jeweils eine erneute
Berechnung der ACugrggr aller Messwertepaare. Geschieht dies nicht, werden falsche

Ergebnisse errechnet.

In den weiteren Untersuchungen dieser Arbeit werden deshalb nur noch
Untersuchungsergebnisse besprochen, die auf der Berechnung des ACupediancwicpl-q beruhen
oder denen die Berechnung des ACugggr und dessen Anpassung zugrunde liegt.

Die mit den anderen Methoden errechneten Ergebnisse werden jedoch —zum Vergleich und

der Vollstindigkeit halber — in den Tabellen mit aufgefiihrt.
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4.3 Die Untersuchungsserie “M 1998 01-06* (n = 230)

Diese dritte Untersuchungsserie wird hier beschrieben als Beispiel fiir eine Studie, bei der mit
dem kompletten Datensatz (230 Cu,,sCpl-Messungen) initial eine relativ hohe, statistisch
sogar signifikante mittlere Konzentration des nichtCplCu von 1,819 pmol/l und ein Cu/Cpl-
Koeffizient <6,0 gefunden wird (Zeile 01 in Tab. 4.3.3.1.1), und bei der sich nach der
Entfernen einiger weniger stark abweichender Cu,,,sCpl-Messwertepaare niedrige, statistisch
nicht signifikante nichtCplCu-Werte zwischen 0,02 und 0,4 pmol/l und ein Cu/Cpl-
Koeffizient von nahezu exakt 6,0 ergeben.

Diese Studie stiitzt also alle drei Hypothesen dieser Arbeit.

4.3.1 Statistische Analysen des kompletten Datensatzes

Beschreibung der Messwerte

Vom 01.01.1998 bis zum 30.06.1998 wurden im Labor der Univ.-Kinderklinik in Miinchen
Kupfer und/oder Coeruloplasmin in insgesamt 354 Serumproben gemessen, unter diesen
Messungen waren 230 Cuy,sCpl-Messungen. Cu wurde gemessen in pg/dl und Cpl in mg/dl.
Wir haben die Messergebnisse umgerechnet in umol/l und fiir die Cu und Cpl aus den 230
Cu,sCpl-Messwertepaaren Mittelwert, StAbw, StAbwMW, Median, Min und Max, sowie die
Summe berechnet (siche Tabelle 4.3.1-1).

Die Konzentrationen von Cu und Cpl (Tabelle 4.3.1-1)

Mittelwert und Median von Cu-Konzentrationen (19,86 und 18,50 umol/l) entsprechen denen
der iibrigen in dieser Arbeit beschriebenen Studien. Die Cpl-Konzentrationen liegen dagegen
erheblich iiber denen der anderen Studien: der MW betriigt hier 3,19umol/l und der Median
3,0 umol/I.

Das Verhiltnis zwischen MW und Medianen von Cu und Cpl

Bezogen auf die Konzentrationen (umol/l) betrdagt der Quotient aus MW Cu und MW Cpl
6,23 und der Quotient aus Median Cu und Median Cpl 6,17(Tab. 4.3.1-1, Spalte 6). Es
entfallen (unter Vernachlidssigung des nichtCplCu im Serum) also auf ein Molekiil Cpl
rechnerisch ca. sechs Atome Cu.

Der Anteil des Cu am Gewicht des Cpl betridgt (ebenfalls unter Vernachldssigung des
nichtCplCu) 0,29964% (MW) bzw. 0,29679% (Median) (Tab. 4.3.1-1, Spalte 7).
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Tab. 4.3.1-1: Statistische Auswertung der Studie Miinchen 1998: Konzentrationen von Cu

und Cpl in den 230 Cu,,,,Cpl-Messwertepaaren

1 2 3 4 5 6 7
Studie M 1998 Cu Cu Cpl Cpl Cu/Cpl Cu/Cpl
n =230 umol/l pg/dl umol/l mg/dl
Mw 19,86 126,18 3,19 42,11 6,23 0,0029964
StAbw 7,82 49,68 1,17 15,44
StAbwMW 0,52 3,31 0,08 0,10
Median 18,50 117,53 3,00 39,60 6,17 0,0029679
Min 5,00 31,77 0,20 2,64
Max 43,80 278,27 6,50 84,80

MW und Median der Cu/Cpl-Quotienten (Tabelle 4.3.1-2)

Berechnet man fiir jede Cu,,sCpl-Messung im Datensatz den Cu/Cpl-Quotienten, so ergeben
sich fiir deren Mittelwert 6,567 und Median 6,0737. Diese Werte unterscheiden sich von den
Quotienten der mittleren Cu- und der mittleren Cpl-Konzentration. Deren Mittelwert liegt
etwas niedriger (6,23 im Vergleich zu hier: 6,567) und deren Median liegt etwas hoher (6,17
im Vergleich zu hier: 6,0737). Auch hier sei auf die Ubereinstimmung zwischen dem

MedianCu/Cpl-Q und dem (in Kapitel 4.3.3) berechneten Cu/Cpl-Koeffizienten hingewiesen.

Tab 4.3.1-2 Statistik der 230 Cu/Cpl-Quotienten der Studie M 1998

Serie M 1998

n =230 Cu/Cpl-Quotient
MW 6,5670
StAbw 5,4835
StAbwMW 0,3616
Median 6,0737

Min 1,8000

Max 85,00
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4.3.2 Graphische Darstellung
Im Diagramm 4.3.2 sind die 230 Cu,,,;Cpl-Messungen dieser Serie wiedergegeben. Es zeigt
sich eine lineare, nach rechts oben ansteigende Punktewolke und einige nach oben und unten

abweichende Cu,,sCpl-Messwertepaare.

Abb. 4.3.2 Die 230 Cu,,sCpl-Messwertepaare der Studie M 1998
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Legende: Jeder Punkt gibt eine Cu,,sCpl-Messungen wieder; Y-Achse: Cu-Konzentration im

Serum in umol/l, X-Achse: Cpl-Konzentration im Serum in pumol/l

4.3.3 Regressionsanalysen an den 230 Cu,,;Cpl-Messwertepaaren der Studie M 1998

Die Regressionsanalyse mit dem kompletten Datensatz ergibt (bei R* = 0,716) ein statistisch
signifikantes (p = 0,024) nichtCplCu von 1,8 umol/l und einen Cu/Cpl-Koeffizienten von 5,7
(Tab. 4.3.3.1.1, Zeile 01).

Im Folgenden wird nun zunichst untersucht, ob diese Ergebnisse die Verhiltnisse in der
Gesamtpopulation widerspiegeln oder ob wiederum nur einige wenige stark abweichende

Messungen das Ergebnis beeinflussen.
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4.3.3.1 Regressionsanalysen nach Entfernen von stark abweichenden Cu,,qCpl-
Messungen

Stark abweichende Cu,,sCpl-Messungen werden hier wieder nach den oben (siehe Methodik,
siehe auch Ergebnisse, Kapitel 4.2.2) beschriebenen Verfahren ermittelt, und zwar der
Methode I (Berechnung von ACugggr durch die Regressionsanalyse) und Methode 11
(Berechnung des ACumediancw/cpl-@ mit Hilfe des Medians aller Cu/Cpl-Quotienten). Stark
abweichende Cu,,,sCpl- Messwertpaare werden dann versuchsweise aus dem Datensatz
entfernt, anschlieBend erneut eine Regressionsanalyse durchgefiihrt, deren Ergebnisse
(mittleres nichtCplCu und mittlerer Cu/Cpl-Quotient) dann zur Neuberechnung des ACu
dienen. Parallel dazu wird ACuwmediancu/cpl-q berechnet. So lassen sich abweichende Cu,,qsCpl-
Messwertpaare charakterisieren

1. durch individuelle Bestimmung der am stirksten abweichenden ACugggr,

2. durch gruppenweise Zuordnung der ACugggr, die auBBerhalb der Sigma-Bereiche liegen

3. durch gruppenweise Zuordnung der ACugggr, die auBerhalb der Perzentilen liegen, und
zusitzlich

4. durch individuelle Bestimmung der am stérksten abweichenden ACuwediancu/cpl-o-Werte.

Die so ermittelten stark abweichenden Messwertepaare konnen dann aus dem Datensatz

entfernt und jeweils neue Regressionsanalysen durchgefiihrt werden

4.3.3.1.1 Cu,,¢Cpl-Messungen mit stark abweichendem ACugggr

(Tabelle 4.3.3.1.1, Spalten 2 und 3; Zeilen 01-07)

Auf der Basis des anhand der Regressionsanalyse errechneten mittleren nichtCplCu (1,819
pmol/l) und Cu/Cpl-Koeffizienten (5,658) wird fiir jede Cu,,sCpl-Messungen das Residuum
(hier ACugggr) nach der Formel ACugggr = Cugst — (1,819 + 5,658 * Cplist) berechnet. Unter
den 230 Messungen der Serie findet man dann die in der folgenden Tabelle 4.3.3.1.1 (Zeile
01-07, Spalte 3) angegebene Zahl abweichender Messungen.

Definieren wir Messungen mit einem ACugrggr >5 pmol/l als stark abweichend, so enthélt

dieser Datensatz (n = 230) 24, also etwas 10% solcher erheblich abweichender Messungen.
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Selektives Entfernen von Cu,,¢Cpl-Messung mit stark abweichenden A-Cugrggr

Entfernt man aus dem Datenkollektiv die abweichenden Messungen schrittweise und
korrigierend (Tab 4.3.3.1.1, Zeilen 08-14), so entdeckt man im Datensatz zehn Messungen
mit einem ACugrggr >10 pumol/l. Sind diese entfernt, ergibt die Regressionsanalyse ein
nichtCplCu von 0,214 pmol/l und einen Cu/Cpl-Koeffizienten von 6,014 (R2 =0,885). Die
Entfernung weiterer der initial erheblich abweichenden Messungen dndert dieses Ergebnis

nicht mehr (vergleiche die Zeilen 12, 13 und 14 in Tab. 4.3.3.1.1).

Entfernt man dagegen aus dem Datenkollektiv die abweichenden Messungen schrittweise,
aber nicht korrigierend, so errechnen sich nichtCplCu-Konzentrationen um 0,5 pmol/l und

Cu/Cpl-Koeffizienten um 6 (siehe Zeilen 01 bis 06 in Tab. 4.3.3.1.1).
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Tabelle 4.3.3.1.1 Ermittlung von CuundCpl-Messungen mit den hochsten A-Cuggcr

Spalte | 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 10 11
N Ausschluss- Messungen | Messungen Bezug nichtCplCu Cu/Cpl-Koeff. | Cu/Cpl-Koeff. R’
Kriterium Entfernt bewertet =a =b =b der RGA
n= % MW StAbw p MW StAbw
Zeile:
01 |[230 A-CUREGR fest 0 100 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
02 [229 >25 0+1 1 99,57 1,819+5,658*Cpl 1,584 0,738 0,033 5,698 0,217 0,752
03 |228 >20 0+2 2 99,13 1,819+5,658*Cpl 1,193 0,668 0,076 5,782 0,196 0,793
04 227 >15 0+3 3 98,70 1,819+5,658*Cpl 1,302 0,627 0,039 5,726 0,185 0,811
05 [221 >10 2+7 9 96,09 1,819+5,658*Cpl 0,624 0,514 0,226 5,902 0,151 0,875
06 |[218 >7,5 4+8 12 94,78 1,819+5,658*Cpl 0,351 0,278 0,466 5,995 0,143 0,894
07 [206 >5,0 12+12 | 24 89,57 1,819+5,658*Cpl 0,822 0,427 0,056 5,877 0,124 0,917
08 230 | A-Cupggrrorigiert 0 100 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
09a |[229 >25 0+1 1 1,819+5,658*Cpl 1,584 0,738 0,033 5,698 0,217 0,752
09b |228 >25(2) 0+2 2 99,13 1,584+5,698*Cpl 1,193 0,668 0,076 5,782 0,196 0,793
10 228 >20 0+2 2 99,13 1,584+5,698*Cpl 1,193 0,668 0,076 5,782 0,196 0,793
111|227 >15 0+3 3 98,70 1,193+5,782*Cpl 1,302 0,627 0,039 5,726 0,185 0,811
12 [220 >10 248 | 10 95,65 1,302+5,726*Cpl 0,214 0,503 0,671 6,014 0,147 0,885
13 219 >7,5 3+8 11 95,22 0,214+6,014*Cpl 0,278 0,489 0,570 6,008 0,143 0,891
14 1209 >5,0 8+13 | 21 90,87 0,278+6,008*Cpl 0,550 0,433 0,205 5,925 0,126 0,914
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4.3.3.1.2 Entfernen von Cu,,;Cpl-Messungen mit A-Cugggr auBBerhalb der Sigma-

Bereiche

CuyngCpl-Messungen mit A-Cugggr auBlerhalb der Drei-, Zwei- oder Ein-Sigma-Grenzen (n
=35, 11 bzw. 31) werden aus dem Datenkollektiv entfernt und eine zweite Regressionsanalyse
durchgefiihrt. (Tab 4.3.3.1.2)

Wenn 11 Cu,,sCpl-Messwertepaare entfernt werden (2-Sigma-Methode), fillt das nichtCplCu
von 1,82 auf 0,28 umol/l, wenn weniger (mit der 3-Sigma-Methode n = 5) oder mehr (mit der
1-Sigma-Methode n = 31) Cu,,,sCpl-Messwertepaare entfernt, errechnen sich Werte fiir
nichtCplCu >1,0 (1,31 pumol/l mit der 3-Sigma-Methode und 1,11 pmol/l mit der 1-Sigma-
Methode). (Zeilen 03, 06 und 09 der Tabelle 4.3.3.1.2)

Man gewinnt hier den Eindruck, dass das Entfernen von fiinf Cu,,sCpl-Messungen
(entsprechend den 3-Sigma-Grenzen, siehe Zeile 03) nicht, die Entfernung von 11 Messungen
(entsprechend den 2-Sigma-Grenzen, siehe Zeile 05 -07) dagegen sehr wohl ausreicht, die am
meisten abweichenden Cu+Cpl-Messungen zu entfernen. Die Methode 3-Sigma definiert mit
n = 31 moglicherweise nicht nur Extremwerte als stark abweichende Messungen. (Tabelle
4.3.3.1.2, Zeilen 08 -10)

Wiederholt man das Verfahren, nachdem zu vor die ACugrggr neu berechnet wurden, so findet
die Methode 3-Sigma weitere 6, die Methode 2-Sigma weitere 12 und die Methode 3-Sigma
weitere 70 auBerhalb der Grenzen liegende Messungen. Der niedrigste Wert fiir nichtCplCu
wird jetzt mit Methode 2-Sigma erreicht, durch die (jetzt in 2 Schritten) 11 Messungen als
stark abweichend definiert werden konnten (Zeilen 04, 07 und 10 der Tabelle 4.3.3.1.2).

Mit verschiedenen Methoden lisst sich fiir diesen Datensatz also nachweisen, dass er etwa 11
stark abweichende Messwertepaare enthélt. Werden diese aus dem Datensatz entfernt, ergibt
die Regressionsanalyse (am korrigierten Datensatz der Studie M 1998) Cu = 0,278 pumol/l (p
=0,570) + 6,008 * Cpl (R’= 0,891).Das nichtCplCu von hier 0,278 umol/I liegt dem in der
Studie Hannover gefundenen (0,215 pumol/l) sehr nahe.
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Tabelle 4.3.3.1.2 Ermittlung der Cu,,/Cpl-Messungen auflerhalb der Sigma-Grenzen

Spalte | 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 10 11

n Ausschluss- Messungen Messunge Bezug nichtCplCu Cu/Cpl- Cu/Cpl- R’
Kriterium Entfernt n =a Koeff. Koeff. der RGA
Bewertet = =

Zeile: N= %0 MW StAbw p MW StAbw
01 230 0 | 100 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
02 230 3 sigma 0 100 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
03 225 <3StAbw< 1+4 5 97,83 1,819+5,658Cpl 1,313 0,580 0,025 5,719 0,177 0,835
04 219 2. <3StAbw< +(2+4) 11 95,22 1,313+5,719Cpl 0,278 0,489 0,570 6,008 0,143 0,891
05 230 2 sigma 0 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
06 219 <2StAbw< 348 11 95,22 1,819+5,658Cpl 0,278 0,489 0,570 6,008 0,143 0,891
07 207 2. <2StAbw< +(6+6) 23 90,00 0,278+6,008Cpl 0,659 0,426 0,123 5,891 0,124 0917
08 230 1 sigma 0 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
09 199 <1StAbw< 14+17 31 86,52 1,819+5,658Cpl 1,112 0,401 0,006 5,762 0,117 0,925
10 129 2. <IStAbw< | +(35+35) | 101 56,09 1,112+5,762Cpl 0,869 0,305 0,005 5,827 0,091 0,970

4.3.3.1.3 Entfernen von Cu,,iCpl-Messungen mit A-Cugggr auBBerhalb der Perzentilen

In diesen Versuchen wird im Datensatz der Studie M 1998 die Stirke der Abweichungen der Cu,,,sCpl-Messungen definiert nach deren Lage

innerhalb oder auBBerhalb der Perzentilen.

Bei schrittweiser Entfernung der abweichenden Cu+Cpl-Messungen aulerhalb der Perzentilen ergeben die Regressionsanalysen (Tab 4.3.3.1.3,

Zeilen 06-10) Mittelwerte fiir das nichtCplCu unter 0,5 pumol/l und fiir die Cu/Cpl-Koeffizienten von 6,0 erreicht. Bei Korrektur der A-Cu-Werte
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nach Entfernen der Cu+Cpl-Messungen mit A-Cu auflerhalb der Perzentilen ergibt eine kontinuierliche Abnahme des nichtCplCu von 1,819 iiber

1,115, 0,822 und 0,594 auf 0,091 umol/l. Um diese Werte zu erreichen, muss allerdings eine relativ groB3e Zahl von Cu,,sCpl-Messungen entfernt

werden.

Ihr Entfernen ohne anschlieende Korrektur (Tabelle 4.3.3.1.3; Zeilen 01 bis 05) hat zwar zur Folge, dass sich die Mittelwerte des nichtCplCu

vermindern, die Werte bleiben jedoch relativ hoch (0,5 bis 1,1 umol/l); gleichzeitig steigt der Cu/Cpl-Koeffizient an auf Werte zwischen 5,81 und

5,93.
Tabelle 4.3.3.1.3 Ermittlung der CuundCpl-Messung mit A-Cugrggr auBerhalb der Perzentilen
Spalte | 1 2 3 4 5 6 | 7 | 8 9 10 11
Ausschluss- Messungen | Messunge Bezug nichtCplCu Cu/Cpl- Cu/Cpl-Koeff. R’
Kriterium Entfernt n =a Koeff. =b der RGA
bewertet =
Zeile n= % MW StAbw P MW StAbw
01 230 A-CUgrggr fixiert 100 RGA orig 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
Perzentile
02 |218 <2,5-97,5> 2%6 12 94,78 1,819+5,658*Cpl 1,115 0,500 0,027 5,806 0,146 0,879
03 |206 <5-95< 2%12 24 89,57 1,819+5,658*Cpl 0,822 0,427 0,056 5,877 0,124 0,917
04 |184 <10-90< 2%23 46 80,00 1,819+5,658*Cpl 1,064 0,374 0,005 5,792 0,111 0,938
05 156 <16-84< 2%37 74 67,33 1,819+5,658*Cpl 0,505 0,331 0,629 5,953 0,097 0,961
06 |230 A-CUgrggr korrigie 100 RGA orig 1,819 0,802 0,024 5,658 0,236 0,716
Perzentile It
07 |218 <2,5-97,5> 2%6 12 94,78 1,819+5,658*Cpl 1,115 0,500 0,027 5,806 0,146 0,879
08 |206 <5-95< 2%12 24 89,57 1,115+5,806*Cpl 0,822 0,427 0,056 5,877 0,124 0,917
09 184 <10-90< 2%23 46 80,00 0,822+5,877*Cpl 0,594 0,372 0,112 5,940 0,111 0,941
10 |156 <16-84< 2%37 74 67,33 0,594%*5,940*Cpl 0,091 0,321 0,778 6,0883 0,094 0,964
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4.3.3.1.4 Bestimmen und Entfernen von Cu,,qCpl-Messungen mit stark

abweichendem ACuyegiancu/cpl-Q

In diesen Untersuchungen werden die Residuen mit Hilfe des Medians aller Cu/Cpl-
Quotienten als ACupmediancu/cpl-q berechnet. Er betrigt hier 6,0632 umolCu/umolCpl, so dass
sich mit Hilfe der Formel ACuwediancu/cpl-Q = Cuist — 6,0632#Cpl berechnen lassen und

folgende Verteilung der stark abweichende Messungen gefunden wird. Es finden sich in

diesem Datensatz mit n = 230 (Tab. 4.3.3.1.4 Zeilen 06 bis 11, Spalte 2)

zwei Messungen mit ACUmediancu/cpl-Q >20 pmol/l
vier Messungen mit ACUnmediancu/cp-Q >15 pmol/l,

10 Messungen mit ACumediancu/cp-g >10 umol/l und
23 Messungen mit ACupediancu/cpl- >3 umol/l.

Auch mit dieser Methode werden im Datensatz also 10% erheblich abweichende Messungen

(ACu >5 umol/l) entdeckt.

Entfernt man die beziiglich ihres ACupediancu/cpi-q am stérksten abweichenden Messungen
schrittweise aus dem Datenkollektiv und definiert nach jedem Schritt fiir alle Messungen
ACupmediancu/cpl-q N€U, so zeigen die jeweiligen Regressionsanalysen ein Kleinerwerden des
nichtCplCu von 1,78 tiber 1,12 (minus n = 2) und 1,18 (minus n = 4) auf 0,15 (minus n = 10)
und 0,22 (minus n = 11). Die Cu/Cpl-Koeffizienten steigen dagegen von 5,68 auf 6,03 und
néhern sich dem ACumediancu/cpl-Q, der initial bei 6,07 und (bei minus n = 11) bei 6,06 liegt. R?
steigt von 0,85 auf 0,94. Das Entfernen weiterer Messungen nach demselben Schema ergibt

keine wesentliche Anderung der Untersuchungsergebnisse (Tab 4.3.3.1.4, Zeilen 12 bis 19).

Lésst man den Korrekturschritt (Neuberechnung des ACumediancu/icpl-q) aus, ergeben sich bei
dieser Methode nahezu identische Ergebnisse (Tab 4.3.3.1.4, Zeilen 06 bis 11). Sowohl bei
Beriicksichtigung des "A-Cu fest" (Zeile 06-11) als auch des "A-Cu angepasst" (Zeile 12-19)
zur Definition stark abweichender Cu,,,4Cpl-Messungen fiihrt die Entfernung von bis zu 3
solcher Messungen zu einer deutlichen Verminderung des nichtCplCu (Spalte 6) und einem
leichten Anstieg des Cu/Cpl-Koeffizienten (Spalte 9).

Mit der Entfernung von 10 Cu+Cpl-Messungen wird ein nichtCplCu von 0,15 pmol/l (p =
0,767) und ein Cu/Cpl-Koeffizient von 6,039 errechnet (Zeile 09).
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Wichtig erscheint uns hier anzumerken, dass bei Berechnung des A-Cu mit Hilfe des
MedianCu/Cpl-Q durch beide Methoden ("A-Cu fest" und "A-Cu angepasst") bis zum
Entfernen von Cu,,sCpl-Messungen mit A-Cu >7,5 pmol/l dieselben Messungen erkannt

werden.
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Tabelle 4.3.3.1.4 Ermittlung der CuundCpl-Messungen mit den hochsten ACupediancu/cpl-Q
Spalte | 1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 10 11
n Ausschluss- Messungen | Messungen Bezug nichtCplCu Cu/Cpl-Koeff. | Cu/Cpl-Koeff. R’
Kriterium Entfernt bewertet =a =b =b der RGA
Zeile n= %0 MW StAbw p MW StAbw
01 [230 | ACumeduncucoro | fest | 0 100 RGA orig 1,777 0,803 0,028 5,676 0,237 0,716
Perzentile
02 218 <2,5-97,5> 2*6 12 94,78 6,0737*Cpl 1,068 0,505 0,036 5,825 0,148 0,878
03 206 <5-95< 2*¥12 24 89,57 6,0737*Cpl 0,323 0,432 0,456 6,035 0,127 0,917
04 184 <10-90< 2%23 46 80,00 6,0737*Cpl 0,246 0,380 0,518 6,054 0,112 0,941
05 156 <16-84< 2*37 74 67,83 6,0737*Cpl -0,0114 0,319 0,997 6,120 0,094 0,965
06 230 | ACUpedancucoro 100 1,777 0,803 0,028 5,676 0,237 0,716
fest
07 228 >20 0+2 2 99,13 6,0737*Cpl 1,167 0,671 0,083 5,799 0,197 0,792
08 226 >15 0+4 4 98,70 6,0737*Cpl 1,181 0,603 0,052 5,749 0,178 0,824
09 220 >10 2+8 10 95,65 6,0737*Cpl 0,150 0,505 0,767 6,039 0,148 0,885
10 219 >7,5 3+8 11 95,22 6,0737*Cpl 0,216 0,492 0,660 6,031 0,144 0,890
11 207 >5,0 9+14 23 90,00 6,0737*Cpl 0,592 0,427 0,167 5,915 0,124 0,917
12 (230 | ACupegincwcso | O 100 RGA orig 1,777 0,803 0,028 5,676 0,237 0,716
angepasst
13 228 >20 0+2 2 99,13 6,0737*Cpl 1,167 0,671 0,083 5,799 0,197 0,792
14 226 >15 0+4 4 98,70 6,0638*Cpl 1,181 0,603 0,052 5,749 0,178 0,824
15 220 >10 2+8 10 95,65 6,0605*Cpl 0,150 0,505 0,767 6,039 0,148 0,885
16 219 >7,5 3+8 11 95,22 6,0579*Cpl 0,216 0,492 0,660 6,031 0,144 0,890
17 207 >5,0 9+14 23 90,00 6,0592*Cpl 0,592 0,427 0,167 5,591 0,124 0,917
18 194 >4.0 14422 | 36 84,35 6,0592*Cpl 0,140 0,404 0,729 6,038 0,119 0,930
19 174 >3,0 23433 | 56 75,65 6,0564*Cpl -0,019 0,351 0,973 6,075 0,103 0,953
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4.3.4 Bewertung der Untersuchungsserie M 1998

Die Regressionsanalyse des Original-Datensatzes dieser Studie stiitzt zwei der drei hier zu
tiberpriifenden Hypothesen: es besteht eine lineare Abhiingigkeit der Cu-Konzentrationen von
den Cpl-Konzentrationen (Hypothese 1I) und auf jedes Cpl-Molekiil in den Seren entfallen
anndhernd 6 Atome Kupfer (Hypothese III). Nicht gestiitzt wird hier zunédchst die Hypothese
I, denn es errechnet sich ein statistisch signifikanter (p = 0,028) nichtCplCu-Wert von 1,8
pmol/l.

Die weiteren Untersuchungen einschlieBlich der graphischen Darstellung der Messwerte
lassen jedoch erkennen, dass der Datensatz einige (n = 10) stark abweichende Messungen
(ACu-Werte >10 umol/l) enthilt. Entfernt man diese Messungen aus dem Datenkollektiv,
errechnen sich mittlere nichtCplCu-Werte, die unter 0,5 umol/l liegen und statistisch nicht
mehr signifikant sind (p <0,5); bei der Entfernung der Extremwerte bleibt der Cu/Cpl-
Koeffizient unverédndert (aufgerundet: 6,1).

Die Mehrzahl der Messungen (220 von 230 oder 96%) dieser Serie stiitzen also die drei
Hypothesen dieser Arbeit. Allerdings ist diese Serie die einzige, durch welche die Hypothese
IIT (Cu/Cpl-Koeffizient = anndhernd 6) gestiitzt wird; in alle anderen Untersuchungsserien

werden hohere Koeffizienten gefunden.
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4.4 Untersuchungen iiber die Ursachen der Nicht-Kompatibilitit verschiedener Cu und

Cpl-Messwerte-Serien (n, insgesamt = 872)

Die in dieser Arbeit bisher untersuchten Serien von Cu,,sCpl-Messwertepaaren aus den drei
Laboratorien haben sich in sofern als nicht kompatibel erwiesen, als ihre Mittelwerte und
Mediane der Cpl-Konzentrationen erheblich voneinander abweichen, obwohl die
entsprechenden Werte der Cu-Konzentrationen nahezu identisch sind. Dies hat zur Folge, dass
sich auch die Cu/Cpl-Koeffizienten und die Mediane der Cu/Cpl-Quotienten (Mediancy/cpi-Q)
der Serien erheblich von einander unterscheiden (siehe unten Tab. 4.4-1, in der die Werte der
drei Untersuchungsserien Hannover 1988, Augsburg 2000/2001 und Miinchen 1998

wiedergegeben sind).

Tabelle 4.4-1 Mittelwerte und Mediane der Cu- und Cpl-Konzentrationen der drei

Untersuchungsserien (H, M und A), sowie der zusammengefiihrten Serien

n MW Median MW Median Median | Messungen
Serie Cu- Cu- Cpl- Cpl- aller mit
Konz Konz. Konz. Konz. CuCpl-Q | A-Cu>10
1 2 3 4 5 6 7 8
Serie H 242 20,28 18,00 2,64 2,50 7,41 1+7=8
Serie M 230 19,85 18,50 3,19 3,00 6,07 2+8=10
Serie A 400 19,13 18,10 2,23 2,10 8,84 4+2=6
Serie 872 19,64 18,10 2,60 2,39 7,85 29+16=45
H+M+A
Legende:

Fiir jede (Einzel-)Serie (H, M, A) und fiir die zusammengefiihrte Serie (H+M+A) sind
angegeben die Zahl (n) der Cu,,,Cpl-Messwertepaare, die Mittelwerte (MW) und Mediane
der Cu- und Cpl-Konzentrationen, der Mediancycpl-g und die Anzahl der Messungen mit stark

abweichendem ACupediancurcpi-q (hier als den Wert 10 umol iibersteigend definiert)

Die Mittelwerte der Cu-Konzentrationen der drei (Einzel-)Serien liegen zwischen 19,13
(Serie A) und 20,28 umol/l (Serie H) und weichen untereinander und vom Mittelwert der
zusammengefiihrten Serie (19,64 pmol/l) um maximal 1,15 umol/l oder 5,7% ab. Die
Mediane liegen mit Werten zwischen 18,0 (Serie H) und 18,5 pmol/l (Serie M) etwas
niedriger, ihre Abweichung von einander entspricht in etwa der der Mittelwerte, ist insgesamt

also ebenfalls nur gering.
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Die Mittelwerte der Cpl-Konzentrationen liegen zwischen 2,23 und 3,19 pmol/l und
weichen somit untereinander und vom Mittelwert der zusammengefiihrten Serie (2,60 umol/l)
um maximal 0,59 umol/l oder 23% ab. Drei der vier Mediane liegen niedriger als die
Mittelwerte; ithre Abweichung von einander entspricht der der Mittelwerte.

Solche Abweichungen der Cpl-Messwerte in verschiedenen Untersuchungsserien konnen - bei
nahezu identischen Cu-Messwerten - nur bedingt sein durch systematische Abweichungen der
Messungen, die sich mit groBer Wahrscheinlichkeit auf unterschiedliche Messmethoden
zuriickfithren lassen. Diese Vermutung wird in den folgenden Untersuchungen dadurch
tiberpriift, dass nach einer Angleichung (s.u.) der Cpl-Messwerte alle Cu,,Cpl-
Messwertepaare der drei Serien gemeinsam analysieren werden und auf Kompatibilitit

gepriift werden.

Die Angleichung der Datensiitze

Diesem Versuch liegt die Vermutung zugrunde, dass alle Cpl-Messwerte einer Serie sich von
denen einer anderen um einen bestimmten Faktor unterscheiden. Es wird hier deshalb die
Serie mit den niedrigsten Cpl-Konz (Serie Augsburg) zur Referenz-Serie gewihlt und die
Cpl-Messwerte der anderen Serien entsprechend dem Verhiltnis des Medians ihrer Cpl-
Konzentration zum Median der Referenz-Serie vergrofert oder verkleinert. Alle Cu,,sCpl-
Messwertepaare der anderen Serien enthalten dann anstelle des urspriinglich gemessenen Cpl
ein angepasstes Cpl,. Dieses wird dann in allen weiteren Rechnungen verwendet.

Zur Kontrolle wird in einem zweiten Versuchsansatz die Serie mit der hochsten Cpl-
Konzentration (Serie Miinchen) zur Referenz Methode gewédhlt und mit den Cpl-

Konzentrationen der anderen Serien wie oben beschrieben verfahren.

Erster Versuchsansatz mit Serie Miinchen als Referenz

Nimmt man die Serie Miinchen als Referenz (Median-Cpl 3,00 umol, der hochste Wert der
drei Serien; Tab. 4.4-1), werden alle Cpl-Messwerte der Serie A mit 3,00/2,10 = 1,4 und der
Serie H mit 3,00/2,50 = 1,2 multipliziert. Eine neue Analyse der Serien ergibt dann die in

Tabelle 4.4-2 wiedergegebenen Werte.



Ergebnisse 69

Tabelle 4.4-2 Mittelwerte und Mediane der Cu- und Cpl-Konzentrationen der drei Studien
(H, M und A) nach Anpassung der Cpl-Messwerte an die Studie M als Referenz-Serie, sowie

in der zusammengefiihrten Serie

n MW Median MW Median Median | Messunge
Serie Cu- Cu- Cpl- Cpl- aller n
Konz. Konz. Konz. Konz. CuCpl-Q mit
A-Cu >10
1 2 3 4 5 6 7 8
Serie H 242 20,28 18,00 3,12 3,00 6,28 1+7=8
Serie M 230 19,85 18,50 3,19 3,00 6,07 2+8=10
Serie A 400 19,13 18,10 3,13 3,00 6,30 4+2=6
Serie 872 19,64 18,10 3,14 3,00 6,26 T+17=24
H+M+A

Legende: Fiir jede (Einzel-)Serie und fiir die zusammengefiihrte Serie (H+M+A) sind
angegeben die Zahl (n) der Cu,,sCpl-Messwertepaare, die Mittelwerte (MW) und Mediane
der Cu- und Cpl-Konzentrationen, der Mediancy/cpl-g und die Anzahl der Messungen mit stark

abweichendem ACupediancu/cpr-g >10 umol.

Zweiter Versuchsansatz mit Serie Augsburg als Referenz

Nimmt man die Serie Augsburg als Referenz (Median-Cpl 2,1 umol/l, der niedrigste Wert der
drei Serien; Tab. 4.4-1), werden alle Cpl-Messwerte der Serie M mit 2,1/3,0 = 0,7 und der
Serie H mit 2,1/2,5 = 0,8 multipliziert. Die neue Analyse der Serien ergibt dann die in Tabelle
4.4-3 wiedergegebenen Werte.

Tabelle 4.4-3

n MW Median MW Median Median | Messunge
Serie Cu- Cu- Cpl- Cpl- aller n
Konz. Konz. Konz. Konz. CuCpl-Q mit
A-Cu>10
1 2 3 4 5 6 7 8
Serie H 242 20,28 18,00 2,22 2,10 8,82 1+7=8
Serie M 230 19,85 18,50 2,27 2,10 8,53 2+8=10
Serie A 400 19,13 18,10 2,23 2,10 8,85 4+2=6
Serie 872 19,64 18,10 2,24 2,10 8,79 T+17=24
H+M+A

Legende: Mittelwerte und Mediane der Cu- und Cpl-Konzentrationen in den Seren der drei
Studien (H, M und A) nach Anpassung der Cpl-Messwerte an die Studie A als Referenz-
Serie, sowie in der zusammengefiihrten Serie. Fiir jede (FEinzel-)Serie und fiir die
zusammengefiihrte Serie (H+M+A) sind angegeben die Zahl (n) der Cu,,Cpl-
Messwertepaare, die Mittelwerte (MW) und Mediane der Cu- und Cpl-Konzentrationen, der
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Mediancy/cpq und die Anzahl der Messungen mit stark abweichendem ACuwegiancurcp-q >10

pmol.

Stark abweichende Messungen

In den obigen drei Tabellen sind jeweils in den in Spalten 7 der jeweilige Mediancy/cpi.q und
in den Spalten 8 die Anzahl der jeweils am stirksten abweichenden Cu,,,Cpl-Messwertepaare
jeder Serie (hier definiert als ACupediancwicpl-Q >10) angegeben. Deren Anzahl liegt, wenn man
10 umol/l als Grenzwert einsetzt, in den Einzelserien bei acht, zehn und sechs, insgesamt also
bei 24 Messungen. Nach der Zusammenfiithrung der drei Serien ohne Anpassung der Cpl-
Werte erhoht sich deren Anzahl auf 45 (Tab. 4.4-1). Bei Zusammenfiihrung der drei Serien
nach vorausgegangener Anpassung fillt die Zahl wieder auf 24.

Diese Wiederfindung der stark abweichenden Messungen kann als erster Hinweis darauf
angesehen werden, dass die Angleichung der Cpl-Messwerte moglicherweise zu einer (der
erwarteten) Kompatibilitdt der Messserien fiihrt. Entsprechende Untersuchungen folgen in
Kapitel 4.4.2. Zunidchst wird jedoch eine Zusammenfithrung der drei Serien ohne
vorausgehende Anpassung vorgenommen, um anhand statistischer Analysen und der
graphischen Darstellung nachzuweisen, dass die Serien ohne Anpassung tatsichlich nicht

kompatibel sind (siehe folgendes Kapitel 4.4.1).
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4.4.1 Untersuchungen an zusammengefiihrten Serien von Messungen ohne Angleichung

der Cpl-Messwerte

4.4.1.1 Die graphische Darstellung der vereinigten Cu,,gCpl-Messwertepaare aus den
Serien H, M und A

In Abb. 4.4.1.1 sind sdmtliche (n= 872) Messwertepaare der drei Studien zusammengefiihrt

wiedergegeben.

Das Diagramm lésst eine nach oben breiter werdende Punktewolke erkennen, die Zweifel an

einer streng linearen Abhingigkeit von Cu und Cpl in den Seren aufkommen lassen konnte.

Diagramm ""H 1988, A 2000/2001, M 98'', n = 872
Verteilung der Cu,,,,Cpl-Messwertepaare der drei Studien ohne Angleichung der Cpl-

Messwerte

Cu in pmol/l

Cpl in umol/1

Legende: Jedes Quadrat entspricht einer Cu,,sCpl-Messung (n = 872) aus den drei
Untersuchungsserien. Cu = Kupferkonzentration (Ordinate); Cpl =

Coeruloplasminkonzentration (Abszisse).

Bewertung: Die Abbildung lésst eine nach oben breiter werdende Punktewolke erkennen, die

auf eine grofere Ungenauigkeit der Messungen im oberen Bereich hindeuten konnte.
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4.4.1.2 Statistische Analysen

Fiihrt man alle Cu,,¢Cpl-Messungen der drei Untersuchungsserien zusammen, ergeben sich
fir den Median der Cu-Konzentrationen 18,10 upmol/l, fiir den Median der Cpl-
Konzentrationen 2,39 pmol/l und fiir den Mediancycpi.q 7,85 (siehe Tab. 4.4.-1).

4.4.1.3 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse ergibt fiir die drei zusammengefiihrten Datensétze:

Cu = 6,838 pumol/l + 4,702 * Cpl

und nach Entfernen von (48+117=) 165 (oder 18,9%) Messungen der am stirksten
abweichenden Messungen (mit A-Cu >7,5 umol/l):

Cu = 2,545 pmol/l + 6,464 * Cpl,

also Ergebnisse, die denen der Einzelanalysen der drei Serien widersprechen (vergl. Kapitel

4.1.2,4.2.2,4.3.3).

4.4.2 Zusammenfiihren der Messdaten der drei Studien A, M, H nach Anpassen der

Cpl-Messwerte

Hier werden vor der Zusammenfithrung der drei Datensidtze ihre Cpl-Messwerte

(entsprechend dem oben beschriebenen Verfahren) angeglichen.

4.4.2.1 Graphische Darstellung der vereinigten Cu,,¢Cpl-Messwertepaare

In Abb. 4.4.2.1 sind alle (n= 872) Messwertepaare der drei Studien nach der Angleichung

wiedergegeben.
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Diagramm 4.4.2.1 Graphische Darstellung der Cu,,,;Cpl-Messungen aus drei

Untersuchungsserien nach Anpassung der Cpl-Messwerte

60"
501 o
407
301
20%

101

Cu in pumol/l

Cpl angepasst pmol/l

Legende: siche Abb. 4.4.1.1

Hier ist — im Gegensatz zur Abb. 4.4.1.1 — die Mehrzahl der Cu,,sCpl-Messwertepaare in
einem relativ schmalen, linear ansteigenden Bereich konzentriert, ein Auseinanderweichen

der Messungen im oberen Bereich ist nicht mehr erkennbar.

4.4.2.2 Statistische Analysen

Fiihrt man alle Cu,,,Cpl-Messungen der drei Untersuchungsserien nach Anpassen der Cpl-
Messwerte zusammen, ergibt sich fiir den Median der Cu-Konzentrationen unverédndert der
Wert 18,10 umol/l, fiir den Median der Cpl-Konzentrationen 3,00 umol/l und fiir den Median

aller Cu,,,sCpl-Messwertepaare (Mediancy/cpl-g) €in Wert von 6,15.

Berechnet man mit Hilfe dieses Medianscucpl-q fiir alle Messungen das ACumediancu/cpl-@ und
sucht nach stark abweichenden Messungen (hier definiert als solche mit einem ACumediancurcpl-
@ >10 umol/l) so findet man 7 nach unten und 17 nach oben, insgesamt also 24 abweichende
Messungen. Diese Zahl entspricht nun genau der Summe der in den 3 Serien abweichenden
Messungen (vergleiche damit die weit groBere Zahl (45) gleich stark abweichender

Messungen der vor der Analyse nicht angepassten Serien).
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4.4.2.3 Regressionsanalyse

Die Regressionsanalyse ergibt fiir die drei vereinigten (vollstindigen) Datensétze:
Cu = 6,390 umol/l + 4,219 * Cpl

und nach Entfernen der Messungen mit ACu >10 umol/l ergeben sich
Cu =-0,013 pmol/l + 6,254 * Cpl (nach ACugggr berechnet)
Cu =-0,054 pmol/l + 6,191 * Cpl (nach ACupiegiancuw/cpl-@ berechnet),

Ergebnisse also, die denen der Einzelanalysen der drei Serien entsprechen (vergleiche Kapitel
4.1.2,4.2.2,4.3.3).

Die Ergebnisse der Regressionsanalyse nach Anpassung der Cpl-Werte
Gleicht man die Cpl-Messwerte einander an (hier die der Serien H 88 und A denen der Serie
MB98), und fiihrt dann alle Cu,,4Cpl-Messungen der drei Untersuchungsserien zusammen,

ergibt die Regressionsanalyse die in der Tabelle 4.4.2.3 dargestellten Ergebnisse.
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Tabelle 4.4.2.3: Regressionsanalysen
Spalte: 1 2 3 4 5 6 7 | 8 9 | 10 11
a = nichtCplCu b = Cu/Cpl-Koeff.
n Ausschluss-Kriterium n entfernt n verblieben (%) Mittelw 1StAbw p Mittelw 1StAbw R’
ACu GrofBe min; max | total

Datensiitze vereinigt ohne vorausgehende Angleichung von Cpl
01 872 - - 0; 0 0 100 7,024 0,432 0,000 4,861 0,152 0,542
02 871 A-Cugggr >50 150 1 99,89 4,713 0,398 0,000 5,788 0,142 0,655
03 870 A-Cuggcr >25 2;0 2 99,77 4,471 0,391 0,000 5,895 0,140 0,671
04 868 A-Cugecr >20 2;2 4 99,54 4,401 0,381 0,000 5,902 0,136 0,684
05 861 A-Cugecr >15 5;6 11 98,74 4,165 0,362 0,000 5,989 0,131 0,710
06 838 A-Cugecr >10 9;25 34 96,10 4,428 0,323 0,000 5,798 0,118 0,743

Datensiitze vereinigt nach vorausgehender Angleichung von Cpl (Referenz-Serie M: Referenz-Median: 3,00 pmol/l
07 872 100 6,390 0,446 0,000 4,219 0,130 0,546
08 871 A-Cugecr >50 1+0 1 99,89 2,260 0,377 0,000 5,575 0,113 0,737
09 870 A-Cugggr >30 240 2 99,77 1,717 0,359 0,000 5,764 0,108 0,766
10 866 A-Cugggr >20 4+2 6 99,31 0,599 0,317 0,059 6,129 0,096 0,825
11 846 A-Cugggr >10 7+19 26 97,02 -0,013 0,255 0,960 6,254 0,077 0,886

Datensiitze vereinigt nach vorausgehender Angleichung von Cpl (Referenz-Serie A: Referenz-Median: 2,10 umol/l
12 872 100 6,390 0,446 0,000 5,926 0,183 0,547
13 871 A-Cugggr >50 1+0 1 99,89 2,260 0,377 0,000 7,831 0,159 0,737
14 870 A-Cugecr >30 240 2 99,77 1,716 0,359 0,000 8,097 0,152 0,766
15 866 A-Cugecr >20 442 6 99,31 0,599 0,317 0,059 8,609 0,135 0,825
16 846 A-Cugrecr >10 7+19 26 97,02 0,012 0,255 0,962 8,785 0,109 0,886

Datensiitze vereinigt nach vorausgehender Angleichung von Cpl (Referenz-Serie M: Referenz-Median: 3,00 pmol/l
17 872 ACUpediancuw/cpl-Q 100 6,390 0,446 0,000 4,219 0,130 0,546
18 871 ACUpMedianCuicpl >100 1+0 1 99,89 2,260 0,377 0,000 5,575 0,113 0,737
19 870 ACUpediancu/cpl >30 340 3 99,77 1,057 0,348 0,002 5,914 0,104 0,789
20 866 ACUpediancw/cpl >25 442 6 99,31 0,595 0,315 0,060 6,053 0,094 0,827
21 862 ACUpediancu/cpl >15 4+6 10 98,85 0,275 0,296 0,354 6,129 0,088 0,848
22 847 ACUpediancu/cpl >10 7+18 25 97,13 -0,054 0,254 0,832 6,191 0,076 0,887

Datensiitze vereinigt nach vorausgehender Angleichung von Cpl (Referenz-Serie A: Referenz-Median: 2,10 pmol/l
23 872 100 6,390 0,446 0,000 5,926 0,183 0,547
24 871 ACUpediancuicpl >100 1+0 1 99,89 2,260 0,377 0,000 7,831 0,159 0,737
25 870 ACUpediancuicpl >40 240 2 99,77 1,716 0,359 0,000 8,097 0,152 0,766
26 868 ACUpediancuicpl >30 4+0 4 99,54 0,750 0,337 0,027 8,567 0,144 0,804
27 866 ACUpediancuicpl >20 4+2 6 99,31 0,599 0,317 0,059 8,609 0,135 0,825
28 848 ACUpediancuicpl >10 7+17 24 97,25 0,023 0,258 0,930 8,779 0,110 0,883
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4.4.3 Bewertung

Dieser Untersuchungsansatz ldsst erkennen, dass in der Tat nicht-kompatible Serien von
Cu,daCpl-Messwertepaaren aus verschiedenen Laboratorien, die sich nur durch die Cpl-
Werte, nicht aber durch die Cu-Werte unterscheiden, kompatibel werden und als
zusammengefiihrter Datensatz analysiert werden diirfen unter der Bedingung, dass zuvor alle
Cpl-Messwerte der (Einzel-)Serien angeglichen werden. Die Analysen bestitigen dann die fiir
die FEinzelserien gefundenen GesetzmaBigkeiten: nidmlich eine im Mittel nur geringe,
statistisch nicht signifikante Konzentration des nichtCplCu in den Seren und ein lineare
Abhingigkeit der Cu- von den Cpl-Konzentrationen.

Besonders hingewiesen werden soll hier noch einmal darauf, dass bei der gemeinsamen
Regressionsanalyse der drei nicht-kompatiblen Serien hohe nichtCplCu-Werte (iiber 4 umol/l)
errechnet werden, und dass das Entfernen der am stirksten abweichen Messwertepaare hier

nicht zum sonst beobachteten Absinken der nichtCplCu-Werte fiihrt.

Auch in diesen Untersuchungen zeigt sich wiederum die Gleichwertigkeit der beiden
Verfahren zur Erkennung stark abweichender Cu,,sCpl-Messungen: mit Hilfe des ACugrggr

und des ACuwmediancwcpi-Q Werden dieselben am stéirksten abweichenden Messungen erkannt.
Obwohl deren Zahl klein ist (im hier vereinigten Datensatz 25 bzw. 26 von 872, das sind
weniger als 3%), beeinflussen sie die Regressionsanalyse des Originaldatensatzes erheblich
und erst nachdem sie aus dem Datensatz entfernt sind, lassen sich mittels der Konstanten der
linearen Regressionsanalyse (nichtCplCu und der Cu/Cpl-Koeffizient) reproduzierbar

bestimmen.

Es sei hier ausdriicklich erwihnt, dass die Ergebnisse dieser Untersuchungen, die nach
Anpassung der Cpl-Messwerte an jeweils eine Referenz-Serie durchgefiihrt worden sind, sehr
wohl die Hypothese Nr. II stiitzen, dass sie jedoch keine Aussage erlauben {iiber die
tatsdchliche GroBe des Cu/Cpl-Koeffizienten. So berechnet die Regressionsanalyse im
Versuchsansatz mit der Referenzserie Miinchen als Koeffizienten 6,1 und in dem mit der
Referenzserie Augsburg dagegen 8,6.

Die Ergebnisse weisen andererseits daraufhin, dass die (zu verschiedenen Zeiten in drei
verschiedenen Stiddten in Deutschland untersuchten) Proben der drei Serien einer identischen
Grundgesamtheit entstammen, deren Identitit durch die Anwendung unterschiedlicher

Messmethoden jedoch maskiert ist und erst durch die Anpassung demaskiert werden kann.
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4.5 Untersuchungen iiber den Einfluss abweichender Cu,,¢Cpl- Messwertepaare auf die
Analysen

Im Folgenden wird untersucht, wie viele stark abweichende Cu,,sCpl-Messwertepaare
ausreichen, um die Analyse eines harmonischen Datensatzes zu storen, bzw. zu falschen
Ergebnissen zu fiihren (Kapitel 4.5.1), und wie sich die Anwesenheit einer grofleren Zahl nur

leicht abweichender Messwertepaare auf die Ergebnisse auswirkt (Kapitel 4.5.2).

4.5.1 Der Einfluss einiger weniger stark abweichender Cu,,;Cpl-Messwertepaare auf die

Analysen

Eines der Hauptprobleme der Untersuchungen dieser Arbeit war die zunichst vermutete, dann
in den einzelnen Studien tatsdchlich auch nachgewiesene Anwesenheit von stark
abweichenden Messungen in den Datenkollektiven. Als stark abweichend haben sich in den
einzelnen Datensitzen bis etwa 10% der Cu,,sCpl-Messwertepaare erwiesen.

Zu diesen gehoren alle Messungen in Seren von Patienten mit einer — bezogen auf die Cpl-
Konzentration - iiberhohten Kupferkonzentration, also Patienten mit chronischer
Kupfervergiftung oder Morbus Wilson, Patienten mit Cholestase und damit verbunden einer
gestorten Kupferausscheidung, aber auch Patienten mit intravasaler Himolyse und dem damit
verbundenen Freiwerden der (kupferhaltigen) Superoxiddismutase aus den zerstorten
Erythrozyten. Bei diesen Storungen kommt es — bezogen auf die Cpl-Konzentration - zu
einem Uberschuss an Kupfer im Serum. Man muss also in jedem Datensatz aus einer
klinischen Institution mit - bezogen auf das Kupfer - nach oben abweichenden Cu,, Cpl-

Messwertepaaren rechnen.

In diesem Kapitel wird nun untersucht, wie sich die Anwesenheit einer bestimmten Zahl
abweichender Messungen auf die Analysen eines Datenkollektivs auswirken kann. Um dies
zu priifen, wurden einem ausgeglichenen Datenkollektiv schrittweise stark abweichende
Cu,sCpl-Messwertepaare zugefiigt und anschlieend jeweils das nichtCplCu und der Cu/Cpl-

Quotient mittels Regressionsanalyse berechnet und verglichen.

Methodisches Vorgehen

Aus dem Datenkollektiv der Studie ,,Hannover 1988*“ wurden alle Cu,,sCpl-Messwertepaare
mit einem ACu >10 pmol/l (Versuchsreihe A) und einem ACu >5 umol/l (Versuchsreihe B)
entfernt. Die Messergebnisse nach dieser Bereinigung des Datensatzes sind ausfiihrlich oben

in Kapitel 4.1 beschrieben. Sie dienen in diesen Versuchsreihen als Basis. Dem bereinigten
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Datensatz wurden dann in mehreren Schritten jeweils zwei stark abweichende
Messwertepaare wieder zugegeben. Bei den Messwertepaaren handelt es sich um die
Messwerte der beiden kupfervergifteten Kinder. Nach jeder Zufiihrung der beiden
Messwertepaare wurde eine neue Regressionsanalyse durchgefiihrt und das nichtCplCu (mit
p-Wert), der Cu/Cpl-Koeffizient und R berechnet. Auf diese Weise lie3 sich der Einfluss von
wenigen (hier 2 bis 14) stark abweichenden Messungen auf das mittlere nichtCplCu und den
Cu/Cpl-Koeffizienten auf die Regressionsanalyse ausgehend von 214 Messungen der

Datenserie verfolgen (Tab. 4.5.1.2).

4.5.1.1 Ergebnisse

Die Ergebnisse dieses Versuchs, in dem schrittweise jeweils zwei pathologische
Messwertepaare dem korrigierten Datensatz zugefiigt werden, sind in Tabelle 4.5.1.2
wiedergegeben. Die Messwertepaare werden hier als pathologisch bezeichnet, weil sie von

zwei kupfervergifteten Patienten stammen.



Ergebnisse 79

Tabelle 4.5.1.2 Der Einfluss einiger weniger pathologischer Messwertepaare auf die berechneten Gréen nichtCplCu und Cu/Cpl-Koeffizient
Teil A

| 1 | 2 | 3 4 5 6 7
Teil 1 Bereinigung des Originaldatensatzes
n= Kriterium fiir Entfernen entfernte Cu+Cpl-Messungen nichtCplCu p Cu/Cpl-Koeffizient R*
1 242 0,459 0,451 7,494 0,839
234 A CUpegiancu/cplo >10 1+7=8 -0,132 0,783 7,587 0,899
Teil 2 Zufiigen stark abweichender Messwertpaare
Kriterium fiir wiedereingegebene Messungen
Wiedereingabe
3 236 chronische Vergiftung 2 0,124 0,808 7,530 0,883
4 238 chronische Vergiftung 4 0,374 0,490 7,474 0,867
5 240 chronische Vergiftung 6 0,618 0,277 7,119 0,852
6 242 chronische Vergiftung 8 0,856 0,149 7,365 0,838
7 244 chronische Vergiftung 10 1,089 0,077 7,312 0,821
8 246 chronische Vergiftung 12 1,317 0,039 7,261 0,810
9 248 chronische Vergiftung 14 1,540 0,019 7,211 0,797

Legende: Aus dem Original-Datensatz der Untersuchungsserie Hannover 1988 (n = 242) wurden 8 Messwertepaare mit einem ACu >10 pmol/l entfernt
(Zeile 1 und 2 der Tabelle). AnschlieBend wurden die beiden Messwertepaare der Patienten mit letal verlaufener chronischer Kupfervergiftung dem
korrigierten Datensatz (Zeile 3) zugegeben und zwar mehrmals. Nach jeder Anderung im Datensatz (Zeilen 3 bis 9) wurden berechnet nichtCplCu (Spalte 4)

und der Cu/Cpl-Koeffizient (6) mit Hilfe von Regressionsanalysen.



Ergebnisse 80

Teil B
| 1 2 3 4 5 6 7
Teil 1 Bereinigung des Originaldatensatzes
n= Kriterium fiir entfernte Cu+Cpl- nichtCplCu p= Cu/Cpl-Koeffizient R’ =
Entfernen Messungen
1 242 0,459 0,451 7,494 0,839
214 A Clyiegiancuicol.0 >3 5+23=28 -0,270 0,482 7,511 0,935

Teil 2 Zufiigen stark abweichender Messwertpaare

Kriterium fiir wiedereingegebene
Wiedereingabe Messungen
3 216 chronische Vergiftung 2 0,017 0,969 7,445 0,914
4 218 chronische Vergiftung 4 0,297 0,541 7,382 0,894
5 220 chronische Vergiftung 6 0,570 0,278 7,319 0,874
6 222 chronische Vergiftung 8 0,836 0,136 7,258 0,856
7 224 chronische Vergiftung 10 1,095 0,065 7,199 0,838
8 226 chronische Vergiftung 12 1,349 0,030 7,141 0,821
9 228 chronische Vergiftung 14 1,596 0,014 7,085 0,805

Legende: Aus dem Original-Datensatz der Untersuchungsserie Hannover 1988 (n = 242) wurden 28 Messwertepaare mit einem ACu >5 pmol/l entfernt
(Zeile 1 und 2 der Tabelle). AnschlieBend wurden die beiden Messwertepaare der Patienten mit letal verlaufener chronischer Kupfervergiftung dem
korrigierten Datensatz (Zeile 4) zugegeben und zwar mehrmals. Nach jeder Anderung im Datensatz (Zeilen 4 bis 10) wurden berechnet nichtCplCu (Spalte 4)

und der Cu/Cpl-Koeffizient (6) mit Hilfe von Regressionsanalysen.
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4.5.1.2 Bewertung

Diese Untersuchungen zeigen, dass die Anwesenheit von nur 2, 4 bzw. 6 stark abweichenden
CuyndCpl-Messwertepaaren ausreicht, um die mittlere nichtCplCu-Konzentration jeweils zu
verdoppeln (von <0 auf 0,124, 0,374 auf 0,618 umol/l, bzw. von <0 auf 0,017, 0,297 auf
0,570 umol/l). Die Anwesenheit von 12 pathologischen Werten fiihrt schlielich zu statistisch
signifikanten (p<0,05) nichtCplCu-Konzentrationen. Mit ihrem Ansteigen sinken die
mittleren Cu/Cpl-Koeffizienten zwar leicht ab, die Anderungen sind jedoch nur relativ gering
im Vergleich zu denen der nichtCplCu-Konzentrationen. Prinzipiell ergeben sich dieselben
Ergebnisse unabhidngig davon, ob man aus dem Datenkollektiv alle stark abweichenden

Messungen mit ACu >5 oder >10 umol/l entfernt.

Nicht aufgefiihrt in den Tabellen sind die jeweils neu berechneten Medianecycplg, diese
dndern sich auch mit zunehmender Zahl pathologischer Messwertepaare im Datenkollektiv

praktisch nicht.

Aus den bisher beschriebenen Untersuchungen lésst sich ableiten, dass Messwertepaare mit
stark abweichendem ACu die Ergebnisse der Regressionsanalysen, insbesondere die so
berechneten nichtCplCu-Werte erheblich beeinflussen. Sie lassen sich aber — wie die
verschiedenen oben besprochenen Versuchsansitze zeigen — leicht entdecken, so dass ihr
Einfluss durch ihr Entfernen aus dem Datensatz annulliert werden kann. Anders verhilt es

sich mit nur leicht abweichenden Messwertepaaren (siehe folgendes Kapitel 4.7.2).

4.5.2 Der Einfluss schwach abweichender Cu,,;Cpl-Messwertepaare auf die Analysen

In diesem Kapitel soll nun untersucht werden, ob und welchen Einfluss nur schwach

abweichende Messwertpaare auf die Ergebnisse der Analysen haben.

Zu diesem Zweck wurde eine Serie von Cu,,sCpl-Messwertepaaren genauer analysiert, die
aus dem Laboratorium Stuttgart stammen und die der laborinternen Kontrolle der Messungen
im September 1997 bis Juli 1998 dienten. Zur Cpl-Messung wurde ein neuer Standard
verwendet und um den Einfluss der neu verwendeten Cpl-Standardlosungen auf die
Ergebnisse zu priifen, wurden in einer Ubergangsphase der zuvor verwendete ,,alte* und der

,heue* Standard parallel im Test eingesetzt.
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4.5.2.1 Methodisches Vorgehen

Vor dem endgiiltigen Wechsel des Standards wurden im Stuttgarter Laboratorium Seren
parallel mit dem alten und dem neuen Standard analysiert und zwar bei insgesamt 67 Cpl-
Messungen. So liegen von den Analysen der 67 Seren insgesamt 134 Messwertepaare vor,
von denen sich jeweils die eine Hilfte auf den alten und die andere Hilfte auf den neuen
Standard beziehen. Jeweils ein Messwertepaar aus jeder Gruppe gehort zu dem Serum ein und
desselben Patienten und unterscheidet sich durch die Cpl-Messwerte (zwei Messungen mit

den beiden Methoden), nicht aber durch den Cu-Messwert (nur eine Messung).

4.5.2.2 Ergebnisse

Statistische Berechnungen

Die statistischen Daten der Doppelstudie sind in Tab. 4.5.2.2 wiedergegeben. Die
Doppelbestimmung des Coeruloplasmins in den 67 Seren zeigt abweichende Werte. Der
Mittelwert der Messungen mit ,,Methode alt* liegt bei 2,1663 umol/l, der Mittelwerte der
Messungen mit ,,Methode neu* liegt bei 2,3835umol/l. ,,Methode neu‘ misst demnach um

einen Faktor 1,1 hohere Cpl- Konzentration.

Graphische Darstellung
In Abb. 4.5.2.2 sind die zweimal 67 Messungen wiedergegeben.
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Regressionsanalysen

Die Regressionsanalyse der n = 134 Messwertepaare (im doppelten Datensatz) ermittelt ein
nichtCplCu von 1,776 pmol/l und einen Cu/Cpl-Koeffizient von 7,667. Die Analysen mit den
jeweils n = 67 Messwertepaaren aus den Messungen mit ,,Standard alt“ und denen mit
»dtandard neu‘ ermitteln fiir das nichtCplCu 1,260 bzw. 1,368 umol/l und fiir den Cu/Cpl-
Koeffizient 8,280 bzw. 7,497.

Da auch in diesen Datensitzen stark abweichende Messungen vorkommen (siehe Abb.
4.5.2.2), wurden diese mit Hilfe des ACugrggr und des ACumediancucp-q ermittelt. Da mit
beiden Methoden dieselben Cu,,;Cpl-Messwertepaare als stark abweichend ermittelt wurden,
werden hier nicht die Ergebnisse aller, sondern nur die als ACupediancu/cpl-q €rrechneten Werte

wiedergegeben.
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Tabelle 4.5.2.2 Doppelstudie Stuttgart (n = 134 bzw. 2 * 67)
2

1 3 4 5 | 6 7 8
Abw. Messwerte n % n
Datensatz definiert nach aus im Datensatz . Cu/Cpl- 2
n= Kriterium Datensatz verbleiben mo LT Koeffizpient £
ACUpedianCu/Cpl-Q entfernt
% MW P MW
A + B
134 1,776 0,081 7,667 0,712
132 A>10 0+2=2 99 % 1,075 0,223 7,881 0,777
120 A>5,0 3+11=14 90 % 1,021 0,158 7,759 0,843
A
67 1,260 0,376 8,280 0,730
66 A>10 0+1=1 99% 0,518 0,669 8,521 0,801
61 A>5,0 2+4=6 91% 0,234 0,982 8,684 0,862
B
67 1,368 0,333 7,497 0,731
66 A>10 0+1=1 99% 0,682 0,573 7,695 0,799
62 A>5,0 2+3=5 93% -0,155 0,880 8,023 0,862

Legende: Oberes Drittel der Tabelle: Analyse der zusammengefiihrten Cu,,,;Cpl-Messwertepaare mit Cpl-Doppelmessung nach Methode A und B.
Mittleres und unteres Drittel der Tabelle: Analyse der Cu,,,/Cpl-Messwertepaare mit Cpl-Messung nach Methode A (Mitte) und nach Methode B (Unten).
Aus den kompletten Datensétzen (n= 134 bzw. jeweils 67) wurden die Cu,,,sCpl-Messwertepaare mit ACumediancu/cp-Q >10 bzw. >5 umol/l (siehe die Spalten

2, 3 und 4) entfernt und die Regressionsanalysen wiederholt.
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4.5.2.3 Bewertung

Das wohl wichtigste Ergebnis dieser Studie ist die Beobachtung, dass die Analyse von nicht
kompatiblen, d.h. hier aus einer identischen Grundgesamtheit stammenden, jedoch mit zwei
unterschiedlichen Methoden gewonnenen Messwerten, zu nicht plausiblen Ergebnissen fiihrt.
Die Analyse von n = 134 Messungen in 67 Seren mit Doppelmessung des Cpl mit zwei
verschiedenen Standards ergibt (zunidchst) Ergebnisse, die sich nicht von den iibrigen dieser
Arbeit unterscheiden. Im Gegensatz zu den anderen Datensitzen dieser Arbeit findet man hier
jedoch nach Entfernen der am stéirksten abweichenden Cu,,sCpl-Messwertepaare (hier solche
mit ACu >10 und >5) nicht die erwarteten niedrigen nichtCplCu-Werte. Das Entfernen der
abweichenden Messungen fiihrt lediglich zu einem Riickgang des nichtCplCu von 1,78 auf
1,26 bzw. 1,37. Analysiert man jedoch die beiden Datensidtze getrennt, ergeben sich
nichtCplCu-Werte, die mit denen der anderen Studien dieser Arbeit iibereinstimmen: ein
relativ hohes nichtCplCu (hier 1,02) im kompletten Datensatz und niedrige nichtCplCu-Werte
in den bereinigten Datensitzen (hier in Studie A: 0,518, bzw. 0,234 und in Studie B:0,682,
bzw. -0,155 umol/l). Bei Anwesenheit von nicht kompatiblen Messwerten (hier von solchen
deren Cpl-Wert im Mittel nur um 11% abweicht) wird also offensichtlich ein zu hohes

nichtCplCu errechnet.

4.5.3 Schlussfolgerungen aus den Studien 4.5

Sowohl die Anwesenheit einiger weniger stark abweichender als auch die einer Vielzahl nur
gering abweichender Cu,,sCpl-Messungen in einem Datenkollektiv fithrt dazu, dass durch die
Regressionsanalyse das nichtCplCu zu hoch errechnet wird. Vor einer Bewertung der
Analyse-Werte ist deshalb in jedem Datenkollektiv sorgféltig nach abweichenden Messungen
zu suchen. Zum Auffinden stark abweichender Messungen eignen sich beide in dieser Arbeit
vergleichend untersuchten Bestimmungsmethoden fiir das ACu (ACugggr und ACumedianCu/Cpl-
Q). Das Auffinden schwach abweichender Messungen ist mit diesen beiden Methoden nicht
moglich. Die Anwesenheit systematisch schwach abweichende Messungen sollten immer
dann vermutet werden, wenn die Regressionsanalyse fiir ein Datenkollektiv auch nach

Entfernen stark abweichender Messungen signifikante nichtCplCu errechnet.
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4.6 Studie Gottingen

Die Studie war zwischen 1998 und 2000 im Hygieneinstitut der Universitit Gottingen
durchgefiihrt worden und sollte die Gefidhrdung von Siduglingen durch Kupfer im Trinkwasser

untersuchen.

In der Studie wurden Blutseren von Kindern im ersten, zweiten und dritten Lebensjahr
untersucht, die in Haushalten lebten, in denen das Trinkwasser (aus Kupferleitungen) mit 0,8
mg Cu/l und mehr (der hochste gemessene Wert lag bei 4,2 mg Cu/l) belastet war. Es wurden
nur Kinder untersucht, die als Sduglinge pro Tag mindestens 200 ml des Trinkwassers
getrunken hatten. In jedem dieser Haushalte wurde die Kupferkonzentration des Trinkwassers
bestimmt, und danach das "Tagesprofil" gemessen.

Die Kinder wurden klinisch untersucht: Lebergrofle (Palpationsbefund, sonographische
Untersuchung) und im Serum der Kinder wurden gemessen: Cu, Cpl, GOT, GPT, gammaGT,
Bilirubin, CK, CRP und die Immunglobuline IgG, IgA und IgM.

Die Messung der Kupferkonzentration im Trinkwasser erfolgte im 1. Lebensjahr der Kinder.
Um Abweichungen des nichtCplCu vom Normalen, die durch Messungen in verschiedenen
Laboratorien bedingt sind, auszuschlieen, haben wir bewusst bei unseren Auswertungen der
Gottinger Studien nur die Untersuchungen beriicksichtigt, die in ein und demselben
Laboratorium ermittelt worden sind. Es ergibt sich dann ein Kollektiv von insgesamt 96
CuyndCpl- Messungen.

Die Regressionsanalyse mit diesen 96 Wertepaaren ergibt: gesCu = 4,507 + 7,705 * Cpl.
Sieht man A-Cu-Konzentrationen von >4,0 umol/I als pathologisch an, so liegen bei 18 der 96
Probanden erhohte Cu-Konzentrationen vor. Es liegt bei 19% der Probanden eine echte
Hypercupridmie vor, die nicht mit einer Infektion erklédrt werden kann.

Bei einer Infektion kann die Konzentration des Coeruloplasmin ansteigen, folglich steigt auch
die Konzentration des Serum-Kupfers (Sobol und Pyda, 1995; Thomas, 1984) an. Cpl und Cu
verdandern sich aber streng proportional, das nichtCplCu bleibt unveridndert. Erhohte Cu-
Konzentrationen bei Infektionen sind also Cpl bedingt.

Bei einer Kupferbelastung kann die Cu-Konzentration im Serum ansteigen; dieser Anstieg

betrifft aber ausschlielich das Kompartiment des nichtCplCu.
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4.7 Die ,,Australische Studie*

Walker-Smith et al. (1973) haben als Erste die chronische Vergiftung durch Kupfer im

Leitungswasser als Ursache fiir eine todlich verlaufenen Hepatopathie bei einem Kind in

Erwidgung gezogen. Der Veroffentlichung kann man folgende Messwerte entnehmen (Tabelle

4.7-1):

fiir den Patienten:

,Plasma total copper* (ptCu), ,,plasma free copper (pfCu) und einen nicht gemessenen,

sondern aus der Differenz beider Cu-Konz berechneten Cpl-Wert.

fiir die Angehorigen des Patienten (dessen Eltern und einem Geschwister):

ptCu, pfCu und Messwerte von Cpl.
AuBlerdem geben die Autoren Normbereiche fiir Cu (75-165 pg/dl) und Cpl (20-52 mg/dl) an.
Als Normwerte fiir pfCu geben sie den Bereich von 5-15 pg/dl (0,79-2,36 umol/l) an.

Tabelle 4.7-1 Cu- und Cpl-Messwerte und die errechneten Quotienten der ,,Australischen

Studie*
Cu Cu Cpl Cpl Cu/Cpl-Quotient Median der
pg/dl | pmol/l | mg/dl | umol/l Cu/Cpl-Quotienten
1 2 3 4 5 6 7 8
Patient ptCu 117 18,42 15 1,14 16,21 mit Patient
Vater ptCu 114 17,94 32 2,42 7,40 7,29
Mutter ptCu 152 23,92 44 3,33 7,18 ohne Patient
Geschw. ptCu 152 23,92 45 3,41 7,02 7,18
Patient pfCu 70 11,02
Vater pfCu 13 2,05
Mutter pfCu 11 1,73
Geschw. pfCu 7 1,10
Patient pbCu ber. 47 7,40 15 1,14 6,51 mit Patient
Vater pbCu ber. 101 15,90 32 2,42 6,56 6,61
Mutter pbCu ber. 141 22,19 44 3,33 6,66 ohne Patient
Geschw. pbCu ber. 145 22,82 45 3,41 6,69 6,66
Normal min 75 11,81 20 1,52 7,79
Bereiche max 165 25,97 52 3,94 6,59
Mitte 120 18,89 36 2,73 6,93

Legende: Die Werte der Spalten 4, 6 und 7 wurden aus den von den Autoren gemessenen

bzw. berechneten Werten (Spalten 3 und 5, fettgedruckt) errechnet.

Fiir die Bezeichnungen ,,Plasma total copper* (ptCu) und ,,Plasma free copper* (pfCu) wurde

die Nomenklatur der Autoren iibernommen. Die Werte fiir das plasmagebundene Cu (pbCu)

wurden berechnet aus der Differenz von ptCu und pfCu.
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Bei dem Cpl-Wert des Patienten handelt es sich um einen von den Autoren berechneten Wert,
den sie aus den Messwerten des ptCu und pfCu des Patienten ermittelt haben, der
Berechnungsmodus wird in der Publikation nicht mitgeteilt.

Die Mediane der Cu/Cpl-Quotienten sind in Spalte 8 wiedergegeben.

Um anhand der Messwerte einen Kupferiiberschuss (pos. ACu) im Serum des Patienten mit
den Methoden dieser Arbeit errechnen zu konnen, benotigt man — wie sich gezeigt hat - den
fiir das Laboratorium in Australien zur damaligen Zeit giiltigen Cu/Cpl-Koeffizienten. Dieser
ist aber nicht bekannt. Man muss deshalb versuchen, aus den Messwerten die Mediane der

Cu/Cpl-Quotienten als Aquivalente des Cu/Cpl-Koeffizienten zu berechnen.

Zur Verfiigung stehen die Messwertepaare der vier Familienmitglieder (Tabelle 4.7-1). Aus
diesen errechnen sich ptCu/Cpl-Quotienten zwischen 7,02 und 16,21 mit einem Median von
7,29. Liasst man den Quotienten des Patienten, der ja erheblich kupferexponiert war,
auBeracht, errechnet sich ein Median von 7,18. Auch hier erweist sich — wie oben ausfiihrlich
diskutiert — der Median gegeniiber dem deutlich erhohten Quotienten (des Patienten) als
,resistent”. Bei der Verwendung des Medians von 7,18 ist hier jedoch Vorsicht geboten. Denn
dieser ist moglicherweise zu hoch: es ist namlich durchaus moglich, dass neben dem Patienten
weitere oder sogar alle Familienmitglieder kupferbelastet gewesen sind. Fiir diese Annahme
spricht die Mitteilung der Autoren, dass sie in den Seren aller Familienmitglieder pfCu

messen konnten (siehe die pfCu-Konzentrationen in Block 2 der Tabelle 4.7-1).

Aus der Differenz zwischen den ptCu- und den pfCu-Konzentrationen lassen sich nun die
pbCu-Konzentrationen und die pbCu/Cpl-Quotienten berechnen. Diese liegen sémtlich,
insbesondere der des Patienten, deutlich niedriger als die ptCu/Cpl-Quotienten. Jetzt liegt der
Median (errechnet mit Einschluss des Quotienten des Patienten) bei 6,61 bzw. (nach dessen
Ausschluss) bei 6,66.

SchlieBlich gibt es noch die Moglichkeit die Quotienten der Cu- und Cpl-Normbereiche zu
verwenden. Dies setzt jedoch voraus, dass (1.) die zu ihrer Ermittlung verwendeten
Messungen zeitgleich im selben Laboratorium erfolgten wie die Untersuchung der Seren der
Patientenfamilie und dass es sich (2.) ausschlieBlich um Cu,,sCpl-Messwertepaare gehandelt
hat. Dies scheint aber hier nicht der Fall gewesen zu sein. Denn die erhebliche Abweichung
der Quotienten (7,79 fiir die Minima und 6,59 fiir die Maxima), lidsst erkennen, dass diese
Voraussetzungen nicht erfiillt waren. Trotzdem werden auch diese beiden Quotienten fiir die

Berechnung des ACu verwendet. Es wird aber auch gepriift, wie sich die Verwendung des



Ergebnisse 89

Quotienten der ,,Mitten* der beiden Normbereiche von Cu und Cpl (Quotient: 6,93) auf die

Berechnung der ACu-Werte auswirkt.

Tabelle 5.2.2-2 Die aus den Daten der ,,Australischen Studie* berechneten Cu/Cpl-

Quotienten und ACu-Konzentrationen

1 2 3 4 5 6 7 8
Cu/Cpl- Cu/Cpl- Cu/Cpl ACu ACu pfCu der
Quotient Quotient Quotient pmol/l pg/dl Autoren
Median verwendet
Teil 1
Normbereich min 7,79\
max 6.59. \
Die Mitte 6,93\ \]__ 7,10
Patient ptCu \ > 693 10,54 66,97 70
Vater ptCu A\ 6,93 1,14 7,27 13
Mutter ptCu N 6,93 0,82 5,24 11
Geschw. ptCu \\ \\ 6,93 0,30 1,90 7
Patient pbCu N\ 6,93 -0,48 -3,03
Vater pbCu N\ 6,93 -0,90 -5,73
Mutter pbCu \ 6,93 -0,91 -5,76
Geschw. pbCu \\ \ 693 -0,80 -5,10
Patient pbCu \ 7,79 -1,45 -9,24
Vater pbCu \ 7,79 -2,99 -18,98
Mutter pbCu 7,79 -3,77 -23,97
Geschw. pbCu \ 779 -3,73 23,72
Patient pbCu \‘ 6,59 -0,09 -0,58
Vater pbCu 6,59 -0,08 -0,50
Mutter pbCu 6,59 0,23 1,44
Geschw. pbCu 6,59 0,36 2,27
Teil 2
Patient ptCu 16,21 m. Pat 7,29 10,13 64,37 70
Vater ptCu 7,40 7,29 7,29 0,27 1,72 13
Mutter ptCu 7,18 7,29 -0,38 -2,38 11
Geschw. ptCu 7,02 7,29 -0,93 -5,89 7
Patient ptCu 16,21 o. Pat 7,18 10,26 65,16 70
Vater ptCu 7,40 7,18 7,18 0,54 3,42 13
Mutter ptCu 7,18 7,18 -0,01 -0,05 11
Geschw. ptCu 7,02 7,18 -0,55 -3,51 7
Teil 3
Patient pbCu 6,51 6,61 -0,11 -0,72
Vater pbCu 6,56 6,61 -0,13 -0,81
Mutter pbCu 6,66 6,61 0,16 1,02
Geschw. pbCu 6,69 6,61 0,29 1,84
Patient ptCu 16,21 mit Patient 6,61 10,90 69,28 70
Vater ptCu 7,40 6,61 6,61 1,92 12,19 13
Mutter ptCu 7,18 6,61 1,89 12,02 11
Geschw. ptCu 7,02 6,61 1,39 8,84 7
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Legende: Die in dieser Tabelle angegebenen Cu/Cpl-Quotienten (Spalte 3) wurden aus den
Cu- und Cpl-Konz (Spalten 4 und 6) der Tabelle 5.2.2-1 errechnet. Die Mediane der Cu/Cpl-
Quotienten (MedianCu/Cpl-Quotienten) sind in Spalte 4 wiedergegeben. Fiir die Berechnung
des ACu (in umol/l, Spalte 6) wurde der jeweils in Spalte 5 eingetragene MedianCu/Cpl-Q

verwendet.

Die direkten Messungen (durch die Autoren) und die Berechnung (mit unseren Verfahren)
ergeben nahezu identische Ergebnisse (hier einen erheblichen Kupferiiberschuss im Serum
des todlich vergifteten Sdauglings). Es besteht jedoch (scheinbar) ein Widerspruch der Aussage
der Ergebnisse dieser Arbeit (Hypothese I) und den Ergebnissen der Messung des ,,plasma
free copper* durch die Autoren. Hatten unsere Analysen doch bei der iiberwiegenden
Mehrzahl aller Untersuchten keine signifikanten Konzentrationen nachweisen konnen, so
finden die Autoren 13, 11 und 7 pgCu/dl (Spalte 8 der Tabelle 5.2.2-2) bzw. 2,1, 1,7 und 1,1
pmolCu/l.

Wenn man jedoch beriicksichtigt, dass in dieser Familie nicht nur der Patient sondern auch
die {iibrigen Familienmitglieder (wenn auch wahrscheinlich erheblich schwicher)
kupferexponiert waren, so konnte bei allen eine Hypercuprimie vorgelegen haben. Diese wird
auch durch unsere Untersuchungsmethode aufgedeckt. Die mit unseren Methoden errechneten
ACu-Werte (12,2; 12,0 und 8,8 ugCu/dl; Spalte 7 der Tabelle 5.2.2-2) sind mit denen von den

Autoren gemessenen Werte nahezu identisch.



Diskussion 91

5. Diskussion
5.1. Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, anhand einer groen Zahl von Parallelmessungen von Cu und Cpl
(CuyniCpl-Messungen) im Serum von Gesunden und von Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen, GesetzmifBigkeiten in der Verteilung von Cu und Cpl im Serum des Menschen
zu finden und RichtgroBen fiir die Bewertung der Messwerte bei verschiedenen
Krankheitszustinden zu ermitteln. Ziel war es nicht, Normwerte fiir die Kupfer- bzw.
Coeruloplasmin-Konzentrationen im Serum gesunder Menschen (neu) zu definieren. Im
Gegenteil, es wurden in die Untersuchungsserien bewusst auch Seren von Personen und
Patienten aufgenommen, bei denen erhebliche Abweichungen der Cu und/oder Cpl-
Konzentrationen vom Normalen zu erwarten waren. Gerade bei Einschluss auch sehr hoher
und sehr niedriger Messwerte in die Datenkollektive sollten sich — so unsere Vermutung — die

GesetzmaBigkeiten in der Verteilung von Cu und Cpl besonders deutlich zu erkennen geben.

Um die GesetzméBigkeiten zu erfassen, wurden die folgenden drei Hypothesen iiberpriift:

1. Hypothese: Unter normalen Bedingungen lassen sich im Serum des Menschen keine

signifikanten Konzentrationen von nichtCplCu nachweisen.

2. Hypothese: Die Cu- und Cpl- Konzentrationen im Serum des Menschen stehen in

einem festen, positiven linearen Verhéltnis zueinander.

3. Hypothese: Das Coeruloplasminmolekiil im Serum des Menschen enthélt konstant

sechs Atome Kupfer.

Treffen alle Hypothesen zu, muss die Konzentration des Kupfers im Serum jedes Menschen
(in pmol/l) dem Produkt entsprechen, das sich bei der Multiplikation des Messwertes des Cpl
(in umol/) mit der Zahl 6 ergibt.
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5.2 Die eigenen Untersuchungsergebnisse - Priifung der Hypothesen

5.2.1 Priifung der Hypothese I

Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen Hypothese I: Es lassen sich keine statistisch
signifikanten Konzentrationen des nichtCplCu finden. In allen Untersuchungsserien (bei
einigen allerdings erst nach Entfernen der am stéirksten abweichenden Messungen, s.0.) ergab
sich fiir die mittlere nichtCplCu-Konz. keine Signifikanz, so dass die Null-Hypothese
("nichtCplCu = 0%) zutrifft. Die hier errechneten Konzentrationen lagen unter 0,2 umol/l.
Dieses Ergebnis liel sich in der Untersuchungsserie H1988 bereits mit dem kompletten
Datensatz, in Untersuchungsserie A nach Entfernen von nur 4 der 400 (= 1%), in der
Untersuchungsserie M nach Entfernen von 10 der 230 (= 4,4%) und in der hier nicht niher
beschriebenen Untersuchungsserie Stuttgart nach Entfernen von 8 der 137 (= 5,8%) der
CuyndCpl-Messungen errechnen.

Statistisch signifikant erhohte nichtCplCu-Konz werden durch die Regressionsanalysen
regelmidBig dann ermittelt, wenn a) einige wenige stark abweichende Cu,,Cpl-
Messwertepaare im Datenkollektiv enthalten sind und b) wenn nicht kompatible Datensitze
gemischt werden, die aus verschiedenen Laboratorien oder aus ein und demselben
Laboratorium aus verschiedenen Zeitperioden stammen. Es fiel beim Zusammenfiihren nicht
kompatibler Datensidtze auf, dass mittlere nichtCplCu Konzentration bei gemeinsamer
Regressionsanalyse nicht etwa zwischen denen der einzeln analysierten Datensitzen, sondern
iber diesen lag.

Der Anteil des nichtCplCu am gesCu des Serums betrdgt maximal 0,2 umol/l. Bezogen auf
die mittlere Konzentration des Cu von ca. 20 umol/l betrdgt der mittlere prozentuale Anteil

also maximal 1%.
5.2.2. Priifung der Hypothese I1

Die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen ebenfalls die Hypothese II: Es konnte eine enge,
positive, lineare Korrelation zwischen Cu und Cpl nachgewiesen werden (R*>0,9). Auch hier
gilt, dass abweichende Ergebnisse keinen Bestand haben, wenn einige wenige erheblich

abweichende Cu,,,,Cpl-Messungen aus den Datenkollektiven entfernt werden.

Die enge Korrelation zwischen den Konzentrationen von Cu und Cpl und die niedrigen

Konzentrationen des nichtCplCu erlauben es, den Korrelationskoeffizienten (der
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Regressionsanalyse) gleichzusetzen mit dem Mittelwert oder noch genauer mit dem Median

der Cu/Cpl-Quotienten (siehe Kapitel 3 und 5.4).

5.3.3. Priifung der Hypothese 111

Die Untersuchungen der Datensitze aus den drei Laboratorien scheinen auf den ersten Blick
der Hypothese I1II (,,Cu/Cpl-Koeffizient = 6,0°) zu widersprechen, weil sie voneinander
abweichende Cu/Cpl-Koeffizienten ergeben. Die Abweichungen voneinander und vom
erwarteten Wert 6,0 (Ausnahme Datensatz Miinchen) sind so grof3, dass sie nicht als zufillig
angesehen werden konnen. Bei genauerer Wertung der Daten fiel auf, dass die Datensitze
sich beziiglich ihrer mittleren Cu-Konz. fast gar nicht, beziiglich ihrer mittleren Cpl-Konz.
dagegen sehr stark unterschieden. Es lag daher die Vermutung nahe, die Abweichung der
Koeffizienten konnte - laborbedingt - auf verschiedene Bestimmungsmethoden fiir das Cpl
zuriickzufiihren sein. Diese Vermutung lief sich dadurch bestétigen, dass wir in einzelnen
Serumproben Cpl parallel in verschiedenen Laboratorien messen lieBen und dabei
reproduzierbar konstant von einander abweichende Messwerte erhielten (Kapitel 4.5.2). Dass
diese anhand einzelner Seren beobachtete Abweichung auf eine strenge GesetzmaBigkeit
zuriickzufiihren ist, lie} sich durch einen gréeren Versuch bestitigen. Nachdem sich gezeigt
hatte, dass sich die Untersuchungsserien durch ihren mittleren Cpl-Konz. nicht aber durch die
ihrer Cu-Konz. unterschieden, haben wir die prozentuale Abweichung der Mediane berechnet
und sdmtliche die Cpl-Messwerte aller Cu,,,,Cpl-Messwertepaare der Serien entsprechend
angehoben oder gesenkt (Kapitel 4.4). Die so angeglichenen Datensétze erwiesen sich dann
als kompatibel: wie zuvor nur fiir die Einzelserien nachzuweisen erwies sich jetzt der
Gesamtdatensatz rechnerisch als praktisch frei von nichtCplCu. Dieses Ergebnis ldsst den
Schluss zu, dass die Laboratorien in verschiedenen Institutionen und zu verschiedenen
Zeitperioden Cpl systematisch unterschiedlich gemessen haben und dass die jeweiligen
Cu/Cpl-Koeffizienten sich deshalb unterscheiden. Die Grundgesamtheit aller Seren enthalten

Cu und Cpl in einem festen Konzentrationsverhéltnis.

In unseren Untersuchungen lagen die Cu/Cpl-Koeffizienten in den Untersuchungsserien
Hannover 1988 bei 7,5; Miinchen bei 6,0, Augsburg bei 8,8 und in (der hier nicht niher
beschrieben Studie) Stuttgart bei 7,8 Cu-Atome pro Cpl-Molekiil.

Der Grund fiir diese abweichenden Ergebnisse liegt in den erheblich voneinander
abweichenden Messwerten fiir Coeruloplasmin in den Untersuchungsserien: die Mediane

liegen bei 2,5 umol/l in Serie Hannover 88, bei 3,0 umol/l in Serie Miinchen, bei 2,2umol/l in
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der (hier nicht ndher beschriebenen) Untersuchungsserie Stuttgart und bei 2,1 pmol/l in Serie
Augsburg. Die Messwerte fiir Cu dagegen sind fiir alle Untersuchungsserien nahezu identisch
(zwischen 17 und 18 umol/l). Offensichtlich sind unterschiedliche Messverfahren oder

Referenzproben verantwortlich fiir die abweichenden Messwerte fiir Coeruloplasmin.

Das Abweichen der Cu/Cpl-Koeffizienten vom erwarteten Wert 6,0 in zwei dieser
Untersuchungsserien steht also nicht in Widerspruch zur Hypothese III; man muss vielmehr
annehmen, dass die in klinisch-chemischen Laboratorien angewandten Mefmethoden nicht
geeignet sind, die tatsichliche Cpl-Konz. gleich zu messen. Aus diesen Beobachtungen muss
die Forderung abgeleitet werden, dass die Methoden zur Bestimmung des Cpl besser

standardisiert werden miissen.

5.3. Untersuchungsbefunde anderer Untersucher

In den folgenden Kapiteln wird nun iiberpriift inwieweit die Ergebnisse dieser Arbeit von
Angaben in der Literatur abweichen bzw. mit ihnen iibereinstimmen.

Ordnet man das Kupfer im Serum des Menschen dem Cpl-Cu-Kompartiment und einem nicht
niher definierten nichtCplCu-Kompartiment zu und sucht in der Literatur nach Hinweisen auf
die absolute und relative GroBe der beiden Kompartimente, so findet man &uflerst

widerspriichliche Angaben. Diese werden in den beiden folgenden Kapiteln beschrieben.

5.3.1 Angaben iiber das nichtCplCu

Uber die GroBe des nichtCplCu-Kompartiments gibt es widerspriichliche Angaben in der
Literatur. Dabei fillt auf, dass iiber die absolute Groe des Kompartiments so gut wie keine
Angaben gemacht werden und immer nur von seinem prozentualen Anteil am Gesamt-Serum-

Kupfer gesprochen wird.

Wirth und Linder (1985) geben den Anteil des nichtCplCu am Gesamt-Serum-Kupfer mit
36% an, 14% an Transcuprein, 14% an Albumin und 8% an kleine Molekiile (Aminosiuren)
gebunden. Farver et al. (1999), Farver und Pecht (1997), Barrow und Tanner (1987)
errechnen den Anteil des nicht Cpl-Cu mit 20% bis 30%.

In anderen Arbeiten wird der Anteil des nichtCplCu niedriger angegeben. So liegt nach Poulik
und Weiss (1975) der nichtCplCu-Anteil bei nur 5-10%, locker gebunden an Albumin. Nach
Carr et al. (1975) liegt der Anteil ebenfalls bei 5-10%, gebunden an Albumin und Histidin.
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Im Gegensatz zu diesen Arbeiten stehen die Angaben der folgenden Autoren, die das
nichtCplCu-Kompartiment als sehr klein angeben: Lewis et al. (1976), Marceau und Aspin
(1973), Sarkar und Kruck (1966) <5%, und Kleinbaum H. (1968) <0,6% des Gesamtkupfers.
Tatsdchliche Messungen (nicht lediglich Berechnungen) des nichtCplCu wurden durchgefiihrt
von Evans et al. (1989), dabei konnten die Autoren keine oberhalb der Nachweisgrenze (0,1
umol/l) ihrer Methode liegenden Cu-Konzentration messen.

Im Gegensatz dazu fanden Walker-Smith und Blomfield (1973) bei direkten Messungen
nichtCplCu, allerdings bei Mitgliedern einer Familie die kupferexponiert war und deren Kind

an der Kupfervergiftung verstorben ist (siehe Kapitel 4.7).

Ein anderer Weg, das nichtCplCu zu bestimmen ist die Berechnung des intercepts der linearen
Regressionsanalyse. Wir haben in der Literatur Datensétze anderer Autoren gefunden die eine
lineare Regressionsanalyse erlauben. Aus diesen lieen sich intercept Werte = nichtCplCu
errechnen von 0,268 pmol/l (Turnlund et al., 1997), 0,114 umol/l (Salmenperid et al., 1989),
0,013 pumol/l (Lowry et al., 1981). Die komplette Analyse dieser Datensitze wird in Kapitel
5.5.3 beschrieben.

Die Angaben in der Literatur scheinen also nur widerspriichlich zu sein, denn direkte
Messungen und Regressionsanalysen weisen keine signifikanten Konzentrationen von
nichtCplCu nach. Wenn Konzentrationen berechnet oder gemessen werden konnten, handelt
es sich bei den untersuchten Seren um solche von kupferbelasteten Patienten (siehe Kapitel
4.7). Literaturangaben mit signifikanten Konzentrationen des nichtCplCu scheinen letztlich
alle direkt oder indirekt zuriickgehen auf die Arbeit von Holmberg and Laurell (1947), den
Erstbeschreibern des Coeruloplasmins, die tatsdchlich eine Fraktion Cu beschrieben haben,
die neben der CplCu-Fraktion nachzuweisen war; sie bezeichneten diese Fraktion jedoch als

Artefakt.

5.3.2 Angaben iiber den Cu/Cpl-Koeffizienten

Coeruloplasmin wird in der Leber synthetisiert und ist ein aus 1046 Aminosduren bestehendes
Protein, das sechs Atome Kupfer enthilt.

Diese eindeutige Aussage zum Kupfergehalt des Cpl findet man in den Arbeiten von Curzon
und Vallet (1959), Tutor et al. (1982), Chidambaram et al. (1984), Musci et al. (1999), Zaitsev
et al. (1999), Mukhoppadhyay et al. (1997), Calabrese et al. (1997), Messerschmidt et al.
(1990), Ryden (1982), und Kleinbaum (1968), Meghji et al. (1997).
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Andere Untersucher dagegen kommen nicht zu so eindeutigen Ergebnissen. So finden Owen
et al. (1982) sechs bis acht und Huber und Frieden (1970) sechs bis sieben Cu-Atome pro
Cpl-Molekiil.

Beziiglich der Zahl der tatsdchlichen im Cpl enthalten Cu-Atome gibt es also
widerspriichliche Angaben und es gilt zu iiberpriifen, ob es tatsdchlich einen Cu/Cpl-
Koeffizienten als konstante GroBe gibt bzw. wie die  widerspriichlichen

Untersuchungsergebnisse zu erkliren sind.

Strukturanalysen des Coeruloplasmins haben
gezeigt, dass sich von den sechs Kupferatomen im
Cpl-Molekiil drei in einem dreikernigen Zentrum
und die iibrigen drei in jeweils einem einkernigen
Zentrum Dbefinden (Zaitsev et al., 1999;
Mukhoppadhyay et al., 1997; Messerschmidt und 276
Huber, 1990). L 329 cy 2p

C 319 »

Unter normalen Bedingungen werden nur
komplette Cpl-Molekiile (mit sechs Atomen
Kupfer = Holocoeruloplasmin) von den
Leberzellen  sezerniert.  Fiir das  frisch
synthetisierte und von der Leber sezernierte Cpl
besteht also ein konstantes Verhiltnis zwischen
den Cu-Atomen und dem Cpl-Molekiil. | Abb.5.3.2 Konfiguration der sechs

Kupferatome im humanen Coeruloplasmin
Tatsdchlich  ldsst sich im  Blut  nur | (Biellietal. 2002)

Holocoeruloplasmin nachweisen (Sato M., Gitlin JD., 1991)

Diese Beobachtung steht auch im Widerspruch zur Annahme, dass Cpl ein Kupfertransporter
ist. Als Cu-Transporter im strengen Sinne miisste Cpl (kupferbeladen) mit dem Blut zu seinen
Zielzellen im Organismus gelangen und nach Kupferabgabe (an die Zellen) ohne oder
zumindest mit weniger Kupfer beladen zur Leber zuriickkehren. Im Blut miisste dann immer
neben dem Holo- auch Apocoeruloplasmin (das ist kupferfreies Cpl) oder kupferarme Cpl-
Molekiile nachweisbar sein. Ein konstantes Verhéltnis zwischen Cu und Cpl wire dann nicht

zu erwarten. Man wiirde dann im Blut vielmehr ein Gemisch von Cpl-Molekiilen mit
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unterschiedlicher, im Mittel also einer vom Maximum 6 nach unten abweichenden Anzahl
von Cu-Atomen finden.

SchlieBlich konnte man sich vorstellen, dass das Cpl-Molekiil auller den strukturell
gebundenen noch weitere, nicht strukturelle Cu-Atome binden kann. Dann miisste man im
Blut ebenfalls mit einem Gemisch von Cpl-Molekiilen mit unterschiedlicher (dann allerdings

mit einer von 6 nach oben abweichender) Zahl von Cu-Atomen rechnen.

Gegen diese Moglichkeiten sprechen einige Beobachtungen oder Hinweise in der Literatur
und vor allem die Tatsache, dass sich mit linearen Regressionsanalysen Cu/Cpl-Koeffizienten
errechnen lassen, die allerdings unterschiedlich grof3 sein konnen. Unter diesen findet man
dann tatsdchlich einige, die den erwarteten Koeffizienten von 6 ergeben haben.

Wir fanden in unseren Untersuchungen unterschiedliche Koeffizienten: 6,0, 7,5 und 8,8 und
fiir die Studien Turnlund et al. (1990) 6,5, Salmenperi et al. (1989) 6,1 und Lowry et al.
(1981) 9,2. Siehe Kapitel 5.5.3.

5.4. Erorterung der hier entwickelten Testmethoden

Fast das gesamte Cu im Serum des Menschen ist — unter normalen Bedingungen - somit
Coeruloplasmin gebunden (Cpl-Cu). Das Bindungsverhiltnis ldsst sich durch den Cu/Cpl-
Koeffizienten ausdriicken, der nach neueren Untersuchungen (Zaitsev VN et al.,, 1999;
Mukhoppadhyay CK et al., 1997; Messerschmidt A. et al., 1990) iibereinstimmend mit 6 (6
Atome Cu pro Molekiil Cpl) betrdgt. Dies ist sozusagen der wahre Koeffizient. Leider sind
die Methoden der Cpl-Messung im Serum nicht so standardisiert, dass die Cpl-Messwerte
identisch wéren. In den Untersuchungsserien hier lassen sich Abweichungen bis zu 8,8
nachweisen.

Aus diesem Grund diirfen einzelne Cu,,gCpl-Messungen aus verschiedenen Laboratorien nur
bewertet werden, wenn aus den Laboratorien grolere Untersuchungsserien vorliegen und der

jeweilige Cu/Cpl-Koeffizient berechnet werden kann.

Weil das nichtCplCu sehr niedrig ist, kann der Cu/Cpl-Koeffizienten anndherungsweise auch
als Median der Cu/Cpl-Quotienten (Mediancycprq) berechnet werden, die Abweichung

zwischen beiden Werten betridgt weniger als 1%.
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Die Bedeutung des Median der Cu/Cpl-Quotienten besteht darin,
dass er - ohne Eingriff in den Datensatz —
(1.) zur Bereinigung eines Datensatzes dienen kann (zur Definition stark abweichender
CuyndCpl-Messungen);
(2.) nach der Bereinigung empirisch bis auf eine Fehlerquote von etwa 1% dem b-Wert
der Regressionsanalyse (also dem Cu/Cpl-Koeffizient) entspricht;
(3.) und mit seiner Hilfe in einer Einzelmessung die Abweichungen zwischen Cu und
Cpl berechnet werden kann (diagnostisches Kriterium zur Erkennung -einer

Hypercupraemia vera).

Abweichende Cuy,Cpl-Messungen konnen also durch die Berechnung des ACu erkannt

werden und quantitativ ermittelt werden.

Die enge Korrelation zwischen den Konzentrationen von Cu und Cpl und die niedrigen
Konzentrationen des nichtCplCu, die ja eine Konstante in der Regressionsformel ist, zeigen
an, dass das nichtCplCu unabhingig ist vom Cpl-Cu bzw. vom gesCu des Serums. Der Anteil
des nichtCplCu am gesCu des Serums betrigt, bezogen auf die mittlere Konzentration des Cu
von ca. 20 umol/l, weniger als 1%. Dieser Prozentwert gilt jedoch nicht fiir andere
Kupferkonzentrationen: das nichtCplCu ist eine Konstante und unabhéngig vom Cpl-Cu oder

gesCu des Serums.

Es war eine der Hauptaufgaben dieser Untersuchungen herauszufinden, welche Methode am
besten und verldsslichsten geeignet ist, abweichende Cu,,Cpl-Messungen zu erkennen. In
einem Datenkollektiv, das an kranken Menschen gewonnen wurde, unter denen auch solche
mit Storungen im Kupferstoffwechsel und mit Kupferiiberladung, wie bei der chronischen
Kupfer-Vergiftung vorkommen konnen, musste mit solchen abweichenden Cu,,¢Cpl-

Messungen gerechnet werden.

Uber zwei solcher Methoden wird hier berichtet. Die erste Methode, die OLS-Regression
(Ordinary Least Squares Regression) erlaubt, iiber die Erkennung von epsilondach (also von
Residuen, die stark abweichen und die hier als ACurggr bezeichnet werden) stark
abweichende Messungen zu erkennen (und aus dem Datenkollektiv zu entfernen). Diese
Methode hat den Nachteil, dass die Regressionsformel stark von Ausreiflern beeinflusst wird

und dass deshalb die ACurggr ohne eine kritische Kontrolle falsch berechnet werden. Diese
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Schwiche der Methode kann man ausgleichen, wenn man Ausreiler nicht als Gruppe (en
bloc), sondern abhéngig von der Grofle ihres ACugrggr schrittweise und korrigierend entfernt,
d.h. in dem man nach jeder Entfernung abweichender Cu,,yCpl-Messungen eine neue

Regressionsanalyse durchfiihrt und ACu neu berechnet.

Die zweite Methode basiert auf der Beobachtung, dass das nichtCplCu sehr niedrig ist und
dass deshalb der Mediancycp.q der einzelnen Seren dem Cu/Cpl-Koeffizienten einer
Untersuchungsserie praktisch gleich ist. Die Abweichung zwischen beiden macht weniger als
1% aus. Mit dem Median der Cu/Cpl-Quotienten lédsst sich — ohne Regressionsanalyse — das
ACu (hier ACu Mediancu/icpl-Q genannt) berechnen. Beide Methoden, die Regressionsanalyse mit
Korrektur des Datensatzes und die Verwendung des Mediancycpq als Cu/Cpl-Koeffizient,

fiihren zu praktisch gleichen Ergebnissen.

In einer fritheren Publikation (Eife et al, 1999) wurde — auf der Basis der hier beschriebenen
Untersuchungsserie M und anderer Untersuchungen — die Formel fiir die Berechnung des A-
Cu generell angegeben mit A-Cu = Cuyst — 6,0 * Cpl. Dies geschah in Unwissenheit dariiber,
dass andere Laboratorien bzw. MeBmethoden systematisch abweichende Cpl-Konz. messen.
Wie wir aus den vergleichenden Untersuchungen dieser Arbeit gezeigt haben, ist die Formel
nur dann korrekt, wenn Cpl nach dem damaligen, oder nach vergleichbaren Messverfahren
bestimmt wird. Die Formel darf deshalb nicht verallgemeinert werden. Bedingung fiir die
korrekte Berechnung des A-Cu ist vielmehr, das haben diese Untersuchungen gezeigt, die
Ermittlung der Cu/Cpl-Koeffizienten oder des Mediancycp.q fiir das betreffende

Laboratorium bzw. das angewandte Messverfahren.

Leider hat die o.g. Publikation andere Autoren veranlasst, in eigenen Untersuchungsserien A-
Cu ohne vorherige Ermittlung des jeweils giiltigen Cu/Cpl-Koeffizienten zu berechnen. So
haben sie als Cu/Cpl-Koeffizienten den Wert von 6 verwendet, obwohl der zutreffende bei ca.
9 liegen miisste. Diesen Wert glauben wir aus einer fritheren Arbeit der Autoren mit Hilfe
Mediancycp.q berechnen zu konnen. Die Verwendung eines zu niedrigen Cu/Cpl-
Koeffizienten erklirt dann die Untersuchungsergebnisse der Autoren beziiglich des A-Cu: in
nahezu allen Seren lieBen sich ein hohes A-Cu und hohe Konzentrationen des nichtCplCu

berechnen (Uauy R, personliche Mitteilung).
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Wird dagegen fiir jede Untersuchungsserie der Mediancycpl.o bzw. der Cu/Cpl-Koeffizienten
zuvor ermittelt, fithrt die Berechnung des A-Cu fiir die einzelnen Cuy,gCpl-Messungen
interessanter Weise zu einem objektiven, d.h. vergleichbaren Ergebnis. Da Coeruloplasmin im
Nenner des Cu/Cpl-Koeffizienten und auch des Mediancy/cpi.q vorkommt und zur Berechnung
des CplCu mit Cpl (Cplist) multipliziert wird (d.h. Cpl auch im Zihler vorkommt (Cpl-Cu =
Cu/Cpl-Quotient * Cpl; Cpl-Cu ~ Mediancycprq * Cpl), wird die Einheit des Cpl (und
etwaige systemische methodische Abweichungen) herausgekiirzt. Dies hat zur Folge, dass die
GrofBle von A-Cu in umol/l vollig unabhéngig ist vom Messverfahren des Cpl. Mit anderen
Worten, wenn die quantitative Berechnung des A-Cu mit Hilfe des Cu/Cpl-Koeffizienten oder
des Mediancycpq erfolgt, ist sie unabhingig von der Messmethode fiir Cpl zwischen allen
Laboratorien identisch. Es ist jedoch nicht statthaft, ohne vorherige Priifung auf
Kompatibilitit (Bestimmung von Cu/Cpl-Koeffizient oder Mediancycprq) Datensitze

verschiedener Untersuchungsserien zusammen zu analysieren.

Wenn wir sdmtliche Cu,,Cpl-Messungen der drei hier beschriebenen Untersuchungsserien
adaptiert zusammen analysieren berechnet sich in der Regressionsanalyse ein sehr kleines

nichtCplCu (<0,1umol/l) (siehe Kapitel 4.4, Tabelle 4.4.2.3).
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5.5. Anwendung der entwickelten Testmethode an veroffentlichter Daten

Wir haben in der Literatur nur wenige Untersuchungsserien mit systematischen Cup,Cpl-
Messungen gefunden. An diesen haben wir Regressionsanalysen entsprechend unseren

Verfahren durchgefiihrt.

Turnlund et al., 1990 untersuchten den Kupferstatus bei jungen Minnern unter einer niedrig-
bzw. hoch- Kupfer-dosierten Diit. Die Regressionsanalyse fiir die veroffentlichten Cu+Cpl-
Messungen (Mittelwerte von jeweils ca. 10 Messungen bei den Probanden) (n = 7) ergibt:

Cu = 0,268 + 6,506 * Cpl;

StAbw fiir nCplCu: 2,336; P =0,913;

StAbw fiir b = 1,098; R* = 0,875

Turnlund
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Price et al. (1996): Bei einem 20 Monate alten Kind in Australien, das an der chronischen
Kupfervergiftung verstorben ist, wurde eine Dissoziation zwischen Cu und Cpl mit einem
Cu/Cpl-Quotienten von 10 gefunden. Die Autoren geben Cu/Cpl-Quotienten zwischen 6 bis 8
als normal an.

Wir berechnen fiir die Kontrollwerte der Arbeit von Price et al. einen Cu/Cpl-Quotienten von

6,34, und fiir den Patienten von 10,07 (!) und somit ein ACu von 10,59 umol/I.

Fleming et al. (1977) untersuchen Cu- und Cpl-Spiegel bei Patienten mit primérer bilidirer
Zirrhose (3 Patienten) und einem Patienten mit chronisch aggressiver Hepatitis mit Zirrhose.

Aus den angegebenen Normbereichen ldsst sich anndherungsweise ein Cu/Cpl-Quotient 6,35
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berechnen. Interessanterweise fand sich bei keinem der Patienten — bei Verwendung des

Cu/Cpl-Quotienten — ein positives deltaCu.

Die Regressionsanalyse der Untersuchungsserie von Olivares et al. (1998) mit Cuy,dCpl-
Messungen bei Kindern, denen willentlich Nahrungen mit erhohten Cu-Konzentrationen
angeboten wurden, ergeben statistisch signifikante, stark erhohte nicht CplCu-Werte: Die
Regressionsanalyse ergibt fiir die Studie von OLIVARES et al:

Cu=10,051 + 6,182 * Cpl.

Interessanterweise entspricht dieses Ergebnis dem der Goéttinger Studie, bei der ebenfalls

kupferexponierte Sduglinge untersucht wurden.

Salmenperd et al. (1989) erndhrten zwei Gruppen von Siduglingen mit jeweils einer
kupferarmen und einer kupferreichen, jedoch die physiologischen Konzentrationen von Cu
nicht iiberschreitenden Diit. Vor Beginn der Untersuchungen, also bei Geburt und dann im
Alter von 2, 4, 6, 9 und 12 Monaten wurden die Kinder untersucht und dabei Cuy,¢Cpl-
Messungen im Serum vorgenommen. Die Autoren geben in einer Tabelle ihrer Publikation
die jeweiligen Mittelwerte von Cu und Cpl in den Altergruppen der Sduglinge zwischen im
Alter von 0, 2, 4, 6, 9 und 12 Monaten an. Fiihrt man anhand der Werte (n = 24) eine
Regressionsanalyse durch, so ergibt diese: Cu = 0,114 + 6,091 * Cpl; also auch hier ein sehr

niedriges nichtCplCu und ein Cu/Cpl-Koeffizient nahe 6,0.

Salmenperd
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201
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Lowry et al. (1981) fiihrten ebenfalls eine didtetische Studie bei Séduglingen durch, denen
Saduglingsnahrung mit verschiednem Cu-Gehalt gegebenen wurden. Keine der Cu-
Konzentrationen lag oberhalb physiologischer Konzentrationen.

Die Autoren geben die Untersuchungsergebnisse in einem Diagramm wieder, in dem jeder
Messpunkt eine (Cu+Cpl-Messungen) reprédsentiert. Nach Vergroern des Diagrams haben
wir die einzelnen Messwerte ermittelt und in die Cu- und Cpl-Konzentrationen in pmol/l
umgerechnet. Von der Gesamtzahl der Messungen konnten wir 67 ablesen. Die
Regressionsanalyse ergab: Cu = 0,013 + 9,151 * Cp mit p (nichtCplCu = a) = 0,991 und
R=0,832.

Diese beiden letzten Untersuchungsserien eignen sich besonders gut fiir Regressionsanalysen
dieser Art, weil hier Kinder im ersten Lebensjahr untersucht wurden, in einer Zeit also, in der
es physiologisch zu einem Anstieg von Cpl (und damit Cu) im Serum kommt; fiir die
Regressionsanalysen steht hier also ein Spektrum niedriger bis hoher Messwerte fiir Cu und
Cpl zur Verfiigung steht. Angaben iiber die p-Werte und die Korrelationskoeffizienten lassen
diese Studien jedoch nicht zu, weil in den Studien Mehrfachuntersuchungen an denselben
Probanden durchgefiihrt wurden. Die Residuen sind deshalb nicht unabhéngig und

moglicherweise autokorrelierend.

Die Regressionsanalysen an den eigenen und an den Datensitzen, die den Veroffentlichungen
von Salmenperd und von Lowry entnommenen wurden, bestéitigen die Annahme, dass der a-
Wert (nichtCplCu) eine Konstante ist. Es ist deshalb weder sinnvoll, noch korrekt, das

nichtCplCu pauschal in Prozent des Gesamt-Cu anzugeben.

Angaben des nichtCplCu in Prozent sind nur dann sinnvoll, wenn die Hohe der Bezugsgroe
(hier die Konzentration des Gesamt-Cu) mitangegeben werden kann. Diese ist jedoch eine
Variable. In keiner der Studien haben wir eine statistisch signifikante Konzentration des

nichtCplCu gefunden.

Twomey et al., 2005:
Die Autoren analysieren retrospektiv Cuy,qCpl-Messwertepaare von 338 Patienten, die sie
beziiglich des Kupferstoffwechsels fiir ,healthy patients* und deren Kupfermesswerte sie

deshalb fiir reprisentativ fiir eine kupfergesunde Population halten.
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Eine Regressionsanalyse, bei der die Autoren die (robuste) lineare Regressionsgleichung nach
Deming verwandt haben, ergab:
“Cu (umol/l) = 0,052 * Cpl (mg/l) — 0,1*
oder in der Schreibweise dieser Arbeit:
Cu (umol/l) =-0,1 + 0,052 * Cpl (mg/l)
und nach Umrechnung des Cpl in umol/I:

Cu =-0,1 + 6,864 * Cpl

Dieses Ergebnis entspricht beziiglich des Cu/Cpl-Koeffizienten der Untersuchungsserie
Hannover (siehe Kapitel 4.1). Durch die Anwendung eines robusten regressionsanalytischen
Verfahrens stolen die Autoren direkt auf ein nichtCplCu-Wert nahe Null (-0,1 pmol/l), wie
man es entsprechend den Ergebnissen dieser Arbeit erwartet hitte. Damit bestitigt auch

dieses Ergebnis die Hypothesen I und II dieser Arbeit.

Erwihnt sei hier, dass die Autoren die Aussage ihrer Analyse eigentlich nicht weiter
beachten. Anstatt fiir alle CuygCpl-Messwertepaare das ACu nach der (fiir ihre Studie
malBgeblichen Formel: ACu = Cust — (-0,1 + 6,864 * Cplist) zu berechnen, verwenden sie die
Formel ACu = Cujsy — 0,0472 pmolCu/mgCpl) * Cplist. Der Cu/Cpl-Koeffizient 0,0472
pumol/l/mg wird von Walshe (2003) und von Gaffney et al. (2000) angegeben. Er entspricht
(nach Umrechnung von Cpl in pmol/l) 6,23 pmolCu/umolCpl. Die beiden Cu/Cpl-
Koeffizienten 6,864 (der von den Autoren errechnete) und 6,23 (der aus der Literatur
iibernommene) unterscheiden sich um 0,63. Der Median der Cpl-Konz in den 338 Seren wird
von den Autoren mit 2,54 pmolCpl/l angegeben. Dadurch dass die Autoren in allen
nachfolgenden Rechnungen mit einem um (in Bezug auf ihre Daten um 0,63 zu niedrigen
Cu/Cpl-Koeffizient rechnen, verschieben sie rechnerisch (=0,63 umolCu/ umolCpl * 2,54
umolCpl/1 =) 1,6 umolCu/l vom CplCu-Kompartiment ins nichtCplCu-Kompartiment. Diesen
Wert errechnen die Autoren dann tatsdchlich als Median fiir das nichtCplCu ihrer

Untersuchungsserie.

Die Untersuchungen von Twomey et al. (2005) bestitigen also nicht nur die Hypothesen
dieser Arbeit, sie zeigen auBerdem wie irrefilhrend es sein kann, nicht relevante (aktuelle)

Kontroll- oder Normwerte zu verwenden.
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5.6. Kommentar zu den Normwerten von Cu und Cpl im Serum

Ublicherweise werden fiir die Cu- und Cp-Konzentrationen im Serum Normbereiche
angegeben. Fiir Erwachsene gelten z.B. fiir Cu 66 bis 136 pg/dl und fiir Cpl 18 bis 71 mg/dl
als Normal. Solche Angaben beriicksichtigen nicht die in dieser Arbeit gefundene bzw.
bestétigte Abhingigkeit der Cu- von der Cpl-Konzentration.

Wenn man diese nicht beriicksichtigt und die Messwerte lediglich auf ihre jeweiligen
Normbereiche bezieht, kommt man z.B. mit dem Messwertepaar Cu: 136 pg/dl (21,4 umol/l)
(oberer Wert des Normbereichs fiir Cu) und Cpl: 18 mg/dl Cpl (1,4 umol/l) (unterer Werte
des Normbereich fiir Cpl) zu der Bewertung: ,,Cu und Cpl jeweils (noch) im Bereich der
Norm.* Berechnet man jedoch den Cu/Cpl-Quotienten fiir das Messwertepaar, so ergibt sich
mit 15,4 ein Wert, der selbst den hochsten in den Serien dieser Arbeit entdeckten Cu/Cpl-
Koeffizienten iiberschreitet und der auf eine Cu/Cpl-Konstellation im Serum hinweist, wie sie

typischer Weise bei eine chronische Kupfervergiftung beobachtet wird.

5.7 Praktisches Vorgehen bei der Bewertung von Cu- und Cpl-Messwerten

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lédsst sich Folgendes ableiten:

1. Eine Messung von Cu ohne Messung von Cpl ist praktisch wertlos.

2. Cuund Cpl miissen durch eine Cuy,¢dCpl-Messung bestimmt werden

3. Zur Bewertung der Messwerte muss der aktuell giiltige Cu/Cpl-Koeffizient fiir das die
Analyse durchfiihrende Laboratorium bekannt sein

4. Als Aquivalent fiir den giiltigen Cu/Cpl-Koeffizienten kann - unter bestimmten
Voraussetzungen - der Median aller Cu/Cpl-Quotienten (der ,Mediancucpiq™) aus
aktuell untersuchten Serumproben des betreffenden Laboratoriums verwendet werden.

5. Ist der Cu/Cpl-Koeffizient errechnet (bekannt), ldsst sich fiir jede Cu,,¢Cpl-Messung

ACu berechnen (siehe als Beispiel die Werte und Berechnungen in Tabelle 6.7 unten).

Im Folgenden wird die Bewertung von Messwerten anhand eines Beispiels wiedergegeben

(siehe auch Tabelle 5.7).

An einem bestimmten Tag (Spalte 1 der Tabelle: Untersuchungsdatum: 18.3.2003) wurden in
ein und demselben Laboratorium bei sechs Patienten (Spalte 2: Nr. der Patienten) Cu+Cpl-

Messungen durchgefiihrt. Die Messwerte fiir Cu in pg/dl (Spalte 3) und Cpl in mg/dl (Spalte
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5) wurden umgerechnet in umol (Cu: Spalte 4; Cpl: Spalte 6) und fiir jede Messung der
Cu/Cpl-Quotient errechnet (Spalte 7). Aus den sechs Cu/Cpl-Quotienten des
Untersuchungstages wurde der Median bestimmt (letzte Zeile in Teil A der Tabelle, Spalte 7).
Dieser Median (fiir den Untersuchungstag) sowie die Mediane fiir die Untersuchungswoche,
den Untersuchungsmonat und das Untersuchungsquartal sind in Teil B der Tabelle
angegeben. Mit den jeweiligen Mediancy/cpl.g wurden nach der Formel: ,,ACu = Cust —
Mediancycpq * Cplist* die jeweils sechs ACu-Konz der am 18.3.2003 untersuchten Patienten

errechnet.

Tabelle 5.7 Beispiel fiir die Cu- und Cpl-Messungen eines Labors an einem bestimmten Tag

und die Berechnung des ACu fiir jedes der Cu,,qCpl-Messwertepaare

Teil A
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
U-Datum | Patient Cu Cu Cpl Cpl Cu/Cpl-Q | ACu ACu ACu ACu
Nr. pg/dl pumol/l | mg/dl | pmol/l Tag | Woche | Monat | Quart.

18.03.2003 1 85,9 13,5 21,90 1,7 8,15 0,08 -0,60 -0,88 | -0,61
18.03.2003 2 1339 21,1 26,80 2,0 10,38 4,63 3,80 3,45 3,78
18.03.2003 3 116,7 18,4 29,00 2,2 8,36 0,57 -0,33 -0,70 | -0,35
18.03.2003 4 22,8 3,6 8,00 0,7 5,51 -1,69 | -1,96 -2,07 | -1,96
18.03.2003 5 118,3 18,6 30,50 2,3 8,06 -0,10 | -1,04 -1,44 | -1,07
18.03.2003 6 114,0 17,9 30,60 2,3 7,74 -0,83 | -1,78 -2,18 | -1,81
Median 8,10
Teil B
B 1Median der Cu/Cpl-Q fiir den 18.3.03 (U-Tag) 8,10
MedianCu/Cpl-Q fiir die U-Woche 8,51
MedianCu/Cpl-Q fiir den U-Monat 8,68
MedianCu/Cpl-Q fiir das U-Quartal 8,52

Legende: Oberer Teil der Tabelle: gemessene und berechnete Cu-, Cpl-Werte, Cu/Cpl-

Quotienten und ACu-Werte (siehe den vorangehenden Text).

Unterer Teil der Tabelle: Angegeben sind die Mediane der Cu/Cpl-Quotienten errechnet aus
allen Cu,ngCpl-Messwertepaaren des Untersuchungstages (Zeile B1), der
Untersuchungswoche (Zeile B2), des Untersuchungsmonats (Zeile B3), des
Untersuchungsquartals (Zeile B4) und des Untersuchungsjahres. Die jeweiligen Mediancycpi-
@ dienen der Berechnung des ACu. Zur Kontrolle sind auler dem Median der Cu/Cpl-
Quotienten der Messungen des Untersuchungstages (Spalte 8, Ubertrag aus Spalte 7) auch die
fiir die Berechnung von ACu verwendeten Mediane angegeben, die sich aus allen Messungen

der Untersuchungswoche (Spalte 9), des Untersuchungsmonats (Spalte 10), und des
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Untersuchungsquartals (Spalte 11) berechnen lieBen. In den jeweils dariiber stehenden
Feldern in den Spalten des oberen Teils der Tabelle sind die so berechneten ACu-Werte
wiedergegeben. Diese Werte dienen als Kontrolle fiir die ACu-Werte, die aus dem Median der
Quotienten des Tages errechnet werden. Fiir die einzelnen Patienten weichen deren ACu-
Werte kaum ab von einander — ein Zeichen dafiir, dass der Quotient der fiir den
Untersuchungstag berechnet wurde, reprisentativ ist fiir die Messungen in den oben

angegebenen Zeitraumen und nicht etwa Zufallsbefunde eines einzelnen Tages sind.

Bewertung:

Auffillig ist das Cuy,pgCpl-Messwertepaar des Patienten Nr. 2, dessen ACu mit 4,63 pmol/l
nach oben abweicht. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf einen Kupferiiberschuss im Serum
des Patienten. Tatsédchlich litt dieser am Tag der Untersuchung unter einem hamolytisch-

urdmischen Syndrom.

Auffillig ist auBerdem das Cu,,¢Cpl-Messwertepaar des Patienten Nr. 4, dessen Kupfer- und
Coeruloplasmin-Konzentrationen deutlich unter den Werten der iibrigen Patienten liegen. Der
Cu/Cpl-Koeffizient dagegen liegt mit 7,9 nahe am Tagesvergleichswert (8,1). Bei dem
Patienten ist kein Kupferiiberschuss nachweisbar. Tatséchlich leidet der Patient an einem
Morbus Wilson; er wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung mit D-Penicillamin behandelt.
Ohne messbaren Kupferiiberschuss im Serum war er offensichtlich therapiebedingt

normocupriamisch.

5.8 Probleme bei der Gewinnung der Stichproben fiir die eigenen Untersuchungen

Die Stichproben anhand derer in dieser Arbeit Riickschliisse auf die Abhidngigkeit von
Coeruloplasmin und Kupfer im Serum des Menschen generell gezogen werden sollten,
wurden anhand von Untersuchungen bei Gesunden und bei Patienten mit verschiedenen
Erkrankungen gewonnen. Ein solches methodisches Vorgehen birgt das Risiko, das sich unter
den Stichproben Messungen verbergen, die den GesetzméaBigkeiten der Grundgesamtheit
nicht folgen, also die Ergebnisse verfilschen und zu falschen Schlussfolgerungen fiihren
konnen.

Deshalb erschien es uns notwendig, in allen Stichproben (hier: Untersuchungsserien) nach
den am stirksten abweichenden Messwerten zu suchen und deren Einfluss auf das

Untersuchungsergebnis zu ermitteln. Dabei haben wir zundchst die fiir die jeweilige
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Untersuchungsserie giiltigen statistischen GesetzmiBigkeiten durch lineare
Regressionsanalyse ermittelt und immer dann, wenn die Ergebnisse mit den zu priifenden
Hypothesen nicht vereinbar waren oder sich untereinander widersprachen probeweise die am
starksten abweichenden Messungen ermittelt und aus den Datenkollektiven entfernt und eine
neue Regressionsanalyse durchgefiihrt.

Ein solches methodisches Vorgehen muss man durchaus als moglicherweise fehlerbehaftet
ansehen, da es das Ergebnis in Richtung des Erwarteten oder Gewiinschten beeinflussen kann.
Wir haben diesen Einwand beriicksichtigend deshalb das Entfernen extremer Messwerte sehr
vorsichtig gehandhabt. In der Untersuchungsserie Augsburg waren die Ergebnisse der
Regressionsanalyse nach Entfernen von nur 5 von 400, oder von weniger als 1,25% der
Messungen mit den Hypothesen kompatibel. In der Studie Miinchen waren es 11 von 230,
oder 5%, in der (hier nicht niher beschriebenen) Untersuchungsserie Stuttgart 8 von 137, oder
5,5%; in der Studie Hannover (n = 242) ergab die Regressionsanalyse am kompletten
Datensatz, also ohne Entfernen abweichender Messungen, mit den Hypothesen kompatible
Ergebnisse.

Obwohl es nicht Aufgabe dieser Arbeit war, die Ursache der Abweichung einzelner
Messwerte zu finden, seien hier einige genannt. Dies geschieht auch deshalb, um das
methodische Vorgehen weiter zu rechtfertigen. Stark abweichende Messungen haben wir
beobachtet bei Kindern mit chronischer Kupfervergiftung (siehe Untersuchungsserie
Hannover und die Berechnungen zur ,,Australischen Studie“, Kapitel 4.1 bzw. 4.7) und bei
Patienten mit Morbus Wilson. Bei exogenen und endogenen Kupfervergiftungen muss also
mit einem relativen, d.h. bezogen auf das Coeruloplasmin, Uberschuss an Kupfer im Serum
gerechnet werden. Wir fanden die Abweichungen aber auch bei Patienten mit schwerer
intravasaler Himolyse, wie beim hdmolytisch-urdmischen Syndrom (HUS) (siehe Tabelle 5.7,
Patient 2). Bei dieser Erkrankung kommt es wahrscheinlich durch das Freiwerden der
Superoxiddismutase aus den zerfallenden Erythrozyten zu erhthten Kupfermesswerten, weil
bei der Analyse das Cu der Superoxiddismuatase zusammen mit dem eigentlichen Serum-Cu
gemessen wird und dadurch (bei unverdndertem Serum-Cpl) eine echte Hypercupidmie

vorliegt.
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6. Zusammenfassung

Das Kupfer im Serum des Menschen ldsst sich zwei Kompartimenten zuordnen: dem
Coeruloplasmin-Kupferkompartiment, welches das meiste Kupfer des Serums - gebunden an
das Cuproprotein  Coeruloplasmin - enthilt, und dem Nicht-Coeruloplasmin-
Kupferkompartiment, dem alles iibrige Kupfer - gebunden vorwiegend an Albumin und
Aminosiuren - zugerechnet wird. Uber die Kupfermengen in den beiden Kompartimenten
gibt es sehr widerspriichliche Meinungen. So werden die Zahl der Kupferatome im Cpl-
Molekiil mit 6 bis 8 und der Anteil des nichtCplCu am gesamten Serumkupfer mit 1 bis 40%
angegeben. Von einzelnen Untersuchergruppen durchgefiihrte Berechnungen und Messungen
haben jedoch ergeben, dass das Cpl-Molekiil sechs Kupferbindungsstellen besitzt, die unter
normalen Bedingungen immer besetzt sind, und dass mit hochempfindlichen
Nachweismethoden selbst geringe Kupfermengen wie 0,1 pmol/l in coeruloplasminfreien

Seren nicht gefunden werden.

Wegen dieser widerspriichlichen Angaben ist eine sinnvolle Bewertung von Cu- und Cpl-
Messungen bei Patienten nicht moglich. Es gibt zwar jeweils Normbereiche fiir Cu und fiir
Cpl im Serum. Diese erlauben jedoch lediglich eine getrennte Einstufung der Messwerte
beider Faktoren und lassen die Abhingigkeit der Cu- von der Cpl-Konzentration

unberiicksichtigt. Storungen im Kupferhaushalt bleiben deshalb hédufig unerkannt.

In dieser Arbeit wird versucht, die Griinde fiir die widerspriichlichen Angaben in der Literatur
aufzudecken, in dem nach Gesetzmafigkeiten zwischen den Konzentrationen von Cu und Cpl
im Serum von gesunden Menschen und von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen
gesucht wird. Denn erst wenn die GesetzmiBigkeiten bekannt sind, konnen normale und
pathologische Verhiltnisse von Cu und Cpl im Serum des Menschen von einander abgegrenzt
und Stoérungen im Kupferhaushalt aufgedeckt werden. Uberpriift werden in dieser Arbeit die
folgenden drei Hypothesen.

Hypothese I: ,,Nahezu das gesamte Cu des Serums ist Cpl gebunden* oder ,,Unter normalen
Bedingungen lassen sich im Serum des Menschen keine signifikanten Konzentrationen von
nichtCplCu nachweisen.

Hypothese II: ,,Die Cu- und Cpl- Konzentrationen im Serum des Menschen stehen in einem
festen, positiven linearen Verhiltnis zueinander.*

Hypothese III: ,,Das Coeruloplasminmolekiil im Serum des Menschen enthilt konstant sechs

Atome Kupfer.*
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Dem Dokumentationszentrum fiir Kupfervergiftungen im Dr. von Haunerschen Kinderspital
wurden von fiinf Klinisch-chemischen Instituten in fiinf Stddten Deutschlands Serien
(Datensitze) von Cu- und Cpl-Messwerten aus den Jahren 1988 bis 2004 fiir weitere
Berechnungen {iiberlassen. Aus den Datensidtzen wurden in dieser Arbeit alle
Parallelmessungen von Cu und Cpl in jeweils ein und derselben Serumprobe (sog. Cu,,qCpl-
Messungen) mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse (OSL) untersucht und entsprechend
der Formel ,,Y = a + b * X* die Mittelwerte fiir ,,a* = intercept = (hier:) das nichtCplCu und
fiir ,,b* = Steigung der Regressionsgeraden = (hier:) der Cu/Cpl-Koeffizient = Zahl Cu-Atome
pro Cpl-Molekiil berechnet. Die Regressionsformel lautet dann: ,,Cu = nichtCplCu + Cu/Cpl-
Koeffizient * Cpl*; das Produkt ,,Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl*“ reprisentiert das CplCu.

Analysiert wurden insgesamt 1239 Cu,,sCpl-Messwertepaare.

Das aus methodischer Sicht wichtigste Ergebnis der Untersuchung war, dass eine gemeinsame
Analyse aller Datensétze zu nicht plausiblen Ergebnissen fiihrt, weil — bei nahezu identischen
mittleren Messwerten fiir Cu — die mittleren Cpl-Messwerte der einzelnen Institute, aber auch
ein und desselben Institutes aus verschiedenen Jahren erheblich von einander abweichen.
Diese offensichtlich systematische Abweichung der Cpl-Messungen hatte zur Folge, dass sich
fiir die Datensitze unterschiedliche Cu/Cpl-Koeffizienten und damit unterschiedliche Zahlen

von Cu-Atomen pro Cpl-Molekiil errechneten.

Getrennte Regressionsanalysen der Datensitze ergaben dann iibereinstimmend fiir die
iiberwiegende Zahl (mehr als 90%) der Messungen in den Seren keine statistisch signifikanten
Cu-Konzentrationen im nichtCplCu-Kompartiment (mittlere Konzentrationen unter 0,2
umol/l) und fiir die einzelnen Datensitze (also fiir jedes Labor fiir bestimmte Zeitabschnitte)
konstante Cu/Cpl-Koeffizienten zwischen 6,0 und 8,8.

Bei einer mittleren GesCu-Konzentrationen von ca. 20 umol/l im Serum errechnet sich somit
fiir das nichtCplCu ein Anteil von weniger 1%. Dieses Ergebnis widerspricht zahlreichen
fritheren Studien, Berichten und Zitaten, nach denen bis zu 40% des Serum-GesCu auf das
nichtCplCu entfallen soll. Das Ergebnis bestétigt aber die Hypothese I dieser Arbeit und die
Mittelung von Evans et al. (1989) die bei direkten Messungen in Seren von Menschen kein
nichtCplCu (untere Nachweisgrenze: 0,1 umol/l) nachweisen konnten.

Die fiir jedes Labor (und fiir bestimmte Zeitperioden) als Konstante zu errechnenden Cu/Cpl-
Koeffizienten (Bestdtigung der Hypothese II dieser Arbeit) weisen daraufhin, dass die Cpl-

Messmethoden nicht ausreichend standardisiert und ihre Ergebnisse deshalb nicht geeignet
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sind, die Hypothese III dieser Arbeit zu tiberpriifen: nur in einem der fiinf Datensédtze konnte
der erwartete Cu/Cpl-Koeffizient von 6 gefunden werden.

Bei der Bewertung von Cu- und Cpl-Messwerten, bei denen es sich immer um Cu,,sCpl-
Messwertepaare handeln muss, kann man in praxi also das nichtCplCu-Kompartiment
vernachlidssigen und in der Formel ,,Cu = nichtCplCu + Cu/Cpl-Koeffizient * Cpl* das
nichtCplCu gleich Null setzen, so dass sich fiir jedes Serum — bei bekannter (gemessener)
Cpl-Konzentration — die erwartete Cu-Konzentration errechnen ldsst nach der Formel ,,Cusorp
= Cu/Cpl-Koeffizient * Cplisr*“. Voraussetzung fiir die Berechnung ist, dass der aktuelle

Cu/Cpl-Koeffizient des jeweiligen Laboratoriums bekannt ist.

Im Verlauf der Untersuchungen dieser Arbeit erwies sich die Ermittlung des Cu/Cpl-
Koeffizienten mittels Regressionsanalyse (OLS) als immer dann nicht moglich ist, wenn sich
unter den Cu,,sCpl-Messwertepaaren stark abweichende Messungen, wie solche mit einem
Kupferiiberschuss, befanden. Die Arbeit zeigt jedoch Verfahren auf, wie diese Messungen im
Datensatz erkannt und entfernt werden konnen. Ein solches Vorgehen erwies sich jedoch als
iberfliissig, weil sich herausstellte, dass der nach Berechnung des Cu/Cpl-Quotienten fiir alle
Serumproben eines Datensatzes ermittelte Median der Quotienten (Mediancycpi.q) immer

nahezu identisch ist mit dem zugehorigen Cu/Cpl-Koeffizienten.

Der Mediancycpl-g kann in praxi in jedem Labor z. B. tiglich oder wochentlich anhand von
Routinemessungen bei Patienten ermittelt und dann anstelle des Cu/Cpl-Koeffizienten
verwendet werden. Ist der Cu/Cpl-Koeffizient oder der (hier als gleichwertig gefundene)
Median der Cu/Cpl-Quotienten eines Laboratoriums bekannt, ldsst sich aus den Messwerten
Cu und Cpl der Cusor-Wert der Probe ermitteln und ein Uberschuss an Cu (ACu), wie er z.B.
bei Patienten mit Morbus Wilson oder mit einer Kupfervergiftung vorkommt, ermitteln. Die
entsprechenden Formeln lauten: ,,ACu = Cuyst - Cu/Cpl-Koeff. * Cplist* bzw. ,,ACu = Cuygr -
Mediancycprq * Cplist™. Auf diese Weise ldsst sich eine ,.echte Hypercuprimie (die
hypercupraemia vera), die auf ein Missverhiltnis zwischen Cu und Cpl im Serum hinweist
und somit eine echte Storung im Kupferhaushalt anzeigt, unterscheiden von der einfachen
Hypercupridmie (der hypercupraemia simplex), die immer dann auftritt, wenn Cpl im Serum
z.B. bei entziindlichen oder malignen Prozessen oder unter hormonellem Einfluss bei
Schwangerschaft oder Antikonzeption, erhoht ist.

Ausblick: Die in dieser Arbeit ermittelten GesetzméfBigkeiten zwischen den Konzentrationen

von Cu und Cpl im Serum gesunder und kranker Menschen erlauben eine gezielte Suche nach
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Patienten/Krankheiten mit Stérungen im Kupferhaushalt; sie ermoglichen insbesondere eine
quantitative Bestimmung des Kupferiiberschusses im Serum von Menschen mit Morbus

Wilson und den Kupfervergiftungen als einen zur Diagnose fiihrenden Befund.
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