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Analysering af titanium
i serum med ICP-MS

Studerende har i bachelorprojekt som de fgrste i Danmark pavist, at det er muligt at

analysere titanium i serum med samme teknik, som bruges til at male krom og kobolt i

veaevet hos patienter med implantater

Denne artikel beskriver et bachelorprojekt udfgrt pa Klinisk
Immunologisk og Biokemisk Afdeling, Vejle Sygehus.

Der har det seneste &r har veeret megen snak om implanta-
ter, der indeholder krom og kobolt, de sdkaldte MoM (metal
on metal)-hofter. Disse implantater blev misteenkt for at fri-
give krom og kobolt til det omkringliggende veev. Derfor ind-
forte bestyrelserne for Dansk Ortopaedisk Selskab samt
Dansk Selskab for Hofte- og Kneaealloplastikkirurgi et udred-
ningsprogram for patienter med disse implantater, der kree-
ver gentagne malinger af krom og kobolt ved hjzelp af Induc-
tively Coupled Plasma — Mass Spectrometry, ICP-MS (1). Da
titanium ogsa bruges til fremstilling af implantater, ville det
veere interessant at finde ud af, om det er muligt ved hjeelp af
samme teknik at analysere titanium i serum for derved at
kunne opnd viden om, hvorvidt titanium frigives til det om-
kringliggende vaev.

Titanium er grundstof nummer 22. Det er et staerkt og hold-
bart metal med en lille massefylde. Det er lige sa steerkt som
stal, men vejer 45 % mindre. Titanium findes dog ikke pa me-
talform i naturen, men hovedsageligt som titaniummineraler-
ne ilmenit og rutil (2).

Stprstedelen af mineralet rutil bestar af titaniumdioxid,
TiO2. Dette bruges til at give hvid pigment i blandt andet ma-
ling, plast, papirer og mad, her har det nummer E171. Titanium-
dioxid er godt til at blokere lys og de farlige ultraviolette straler
fra solen, derfor bruges det ogsa i solcreme.

Nar rent titanium udseettes for ilt, O2, dannes der et tyndt lag
titaniumdioxid pa overfladen af metallet. Dette tynde lag titani-
umdioxid beskytter mod yderligere reaktion med ilt og gor, at
metallet kan modsta de fleste aetsende kemikalier. Endvidere
kan dette lag reparere sig selv, hvis det bliver beskadiget (2).
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itanium i implantate

Biomaterialer er materialer, der er specialiseret til brug som
erstatning for kropsdele. Dette er et vigtigt omrade, da disse
biomaterialer er med til at forbedre livskvaliteten og levetiden
for mennesker. Inden for hofteimplantater findes der forskelli-
ge typer af implantater, eksempelvis keramik-keramik og
MoM. Siden 1930’erne har krom-kobolt-legeringer veeret brugt,
og 12006 udgjorde de en stor del af de anvendte ortopaedki-
rurgiske implantater (3, 4).

Implantater skal kunne holde leenge uden at blive afstpdt af
kroppen, og derudover skal de have bestemte egenskaber. Der
stilles krav til de mekaniske egenskaber, biokompatibiliteten,
knogleintegrering, og sa skal materialet have hgj slidstyrke og
korrosionsresistens (3).

Titanium er seerdeles biokompatibelt, hvilket vil sige, at det
ikke er toksisk for kroppen, og desuden har titanium en hgj
korrosionsresistens. Derudover er titaniums evne til at modsta
elastisk deformation teettere pé knoglers evne end andre im-
plantatmaterialer, hvilket betyder mindre stress og belastning
omkring implantatet. Som tidligere skrevet, reagerer titanium
med ilt, og der vil derfor altid forekomme en stabil oxidover-
flade pa titaniumimplantatet ved klinisk brug. Det betyder, at
vevet omkring implantatoverfladen er eksponeret for en tita-
nium oxidoverflade og ikke direkte for titaniummetallet (4).

Til forspget blev der brugt analyseprincippet ICP-MS, Induc-
tively Coupled Plasma — Mass Spectrometry (iCAP Q fra Ther-
mo Scientific).

1ICP-delen genereres en plasma, der ndr temperaturer mel-
lem 5.000 0g 9.000 °C, ud fra argon. Prgvematerialet fpres
igennem den varme plasma, hvorved prgvematerialet adskil-
les i atomer og ioniseres. For at eliminere interfererende stof-
fer bruges der en kollisionscelle, hvor teknikken Kinetic Energy
Discrimination, KED, benyttes. Denne teknik ggr brug af den
inaktive gas helium, som kolliderer med polyatomiske moleky-
ler, s8ledes at disse ikke komme med videre i quadrupolen,
hvor ionerne sorteres ud fra forholdet mellem masse og lad-
ning. Ionerne detekteres ved hjeelp af en elektron-multiplier-
detektor (5).

Titanium findes som flere forskellige isotoper, se i tabel 1 for-
delingen af isotopernes forekomst. Desveerre er der flere af dis-



interferere (6).
Det kan ses i tabel 1, at den hyppigst forekommende isotop 48Ti interfereres af cal-
cium, der ggr det umuligt at analysere pa 48Ti. I stedet blev benyttet 47Ti og 49Ti.

fordelingen af titaniumisotopers forekomst og interferenser (7)

Forekomst Interferenser

46Ti 8,25 % NO2

se isotoper, der har samme veegt som isotoper af andre grundstoffer, som derfor kan I :
-~

47Ti 7,44 % PO, NO2H

48Ti 73,72 % Ca, SO '
49T 5,41 % CaH, SO, SOH ; :
50Ti 5,18 % SO, SOH, Cr :

Metode

Til at bestemme, om titanium kunne analyseres pd iCAP Q, blev der
udvalgt parametre fra Klinisk Immunologisk og Biokemisk Afde-
lings skabelon for metodevalidering.

Korrekthed er bestemt ved hjzelp af genfindingsforsgg, hvor en
serumpool blev spiket i fire niveauer. De spikede prgver samt en
uspiket prove blev analyseret syv gange i syv analyseserier.

Intermedizer preaecision blev bestemt ved analyse af fire forskelli-
ge kontroller. Der blev analyseret over ni dage i 11 analyseserier.

Kvantifikationsgraensen blev bestemt gennem en praecisionsprofil,
hvor serum med kendt titaniumkoncentration blev fortyndet i tre ni-
veauer. Der blev analyseret 10 gange i én analyseserie. Kvantifikations-
graensen er fastsat som den koncentration, hvor CV-% var maks. 20.

Lineariteten blev vurderet ud fra mélinger pa serumkalibratorer i syv kon-
centrationsniveauer, analyseret i 11 analyseserier over g dage. Lineariteten
blev vurderet visuelt ud fra XY-plot og tilhgrende tendenslinjer.

Maleintervallet blev fastsat som intervallet mellem kvantifikationsgreensen
og gverste greense for lineariteten.

Inden forspgets start var hdbet, at titanium kunne analyseres under samme be-
tingelser som krom og kobolt, séledes at alle tre analyser kunne forberedes og ana-
lyseres samtidigt. Dog viste det sig ved fgrste analyseserie, at det var npdvendigt at

@ndre pa fortyndingsforholdet mellem galliumoplgsningen som intern standard og
proveserum.

Krom- og koboltprgver fortyndes 1+19, dette blev zendret til 1+9 til titaniumanaly-
sen for at f3 bedre signal. Derudover blev titanium analyseret med samme indstillin-
ger som krom og kobolt.

| tabellen ses de samlede fra valideringen af titaniumanalysen.
Valideringsresultater Krav til resultatet
Seronom L1 Seronom L2 Lav kontrol Genfinding 100
Intermediaer praecision CV pa maks. 10 %
8,6 % 10,2 % 10,2 % 6,0 %
20 nmol/l 50 nmol/l 100 nmol/l 200 nmol/I
Korrekthed (genfinding) Bias pa maks. 15 %
14,5 % 13,6 % 51 % 12,6 %
5 nmol/I 10 nmol/l 20 nmol/l
Kvantifikationsgraense CV pa maks. 20 %
24 % 21 % 13 %
Linearitet Vurderes visuelt
Maleinterval 20 —383,7 nmol/l
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Forspgsperioden 1a midt i en periode med ombygning af labo-
ratoriet. Dette betpd blandt andet, at apparaturet blev flyttet.
Da titanium findes mange steder i omgivelserne, kan ombyg-
ningen muligvis have veeret rsag til noget forurening.

Inden forspget blev der spgt information om, hvilken isotop
der ville veere mest anvendelig at analysere til formalet. Ud
over videnskabelige artikler var der kontakt med Thermo
Scientific for at hgre, om det efter deres mening overhovedet
ville veere muligt at analysere titanium pa deres apparatur, og
hvilken isotop der eventuelt ville veere bedst. Ud fra rad fra fir-
maet samt de fundne artikler valgte vi 47Ti og 49Ti. Derfor
blev apparatet sat op til det, men for interessens skyld blev det
ogsa sat op til at analysere 48Ti, da dette ikke ville tage leenge-
re tid at analysere, og det ville veere spaendende at se, hvilken
betydning calcium ville have. Derudover ville det veere mest
optimalt at kunne analysere p4 den hyppigst forekommende
isotop. Allerede ved forste serie stod det klart, at analysering
pa 48Ti var umuligt, selvom der i opseetningen var mulighed
for at bede apparaturet om at tage hgjde for calciuminterfe-
rensen ved samtidig at méle en anden calciumisotop. 48Ti’s
kalibreringskurve var neermest vandret, pa grund af at calci-
umindholdet er meget hgjere end titaniumindholdet i prover-
ne, og korrektionen derfor er alt for upraecis.

49Ti 1 dette forspg viste ret hurtigt tegn pa at veere ustabil,
og efter 5 serier varierede det beregnede o-punkt med neesten
30 %, mens 47Ti var stabil.

Inden forspgets start var det planen at lave metodesam-
menligning, men da analysen ikke bliver lavet nogen steder i
Danmark, har det ikke veeret muligt at sammenligne med et
andet laboratorium. Derfor blev det underspgt, om der fandtes
en ekstern kvalitetskontrol for titanium, som kunne fungere
som metodesammenligning, men det gjorde der ikke. At der
ikke findes en ekstern kvalitetskontrol, er problematisk, da der
ikke er nogen sikkerhed for, at resultater fra forskellige labora-
torier kan sammenlignes. Denne problematik har ogsé givet
sig til udtryk i de fundne artikler, hvor der er stor uenighed om,
hvor normalniveauet er.

En artikel har analyseret 47Ti pa en kontrolgruppe og pé per-
soner med titaniumimplantater. I kontrolgruppen var middel-
veerdien under 8 nmol/l], og i den anden gruppe 14 den pa ca.
125 nmol/1 (8). En anden artikel skriver, at normalniveauet for
titanium i serum er mindre end 3,133 nmol/1 (9). Denne sidste
kilde oplyser ikke, hvilken isotop de har analyseret p4, hvilket
gor artiklen mindre troveerdig, da det ikke er muligt at finde ud
af, hvordan resultaterne er fremkommet.

Kalibratorernes niveau blev baseret pa artiklen med det lave
niveau, da der var endnu en artikel (10), der havde titanium-
koncentrationer i dette omrade, og de to kgbte kontroller til
krom og kobolt havde ift. indleegssedlen ansldede titanium-
veerdier p henholdsvis 234 og 270 nmol/l. Vores resultater var
henholdsvis 296 og 328 nmol/], hvilket afviger 26,6 og 21,5 %
fra den angivne veerdi.

For forspgets start var der ingen, der vidste, om det var muligt
at bruge iCAP Q til analysering af titanium i serum. Formé&let
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med forspget var derfor at finde ud af, om dette er muligt, og
hvilken metodeopsaetning der skulle bruges. Forspget har vist,
at det er muligt at analysere titanium i serum. Til trods for at
apparatet blev flyttet i forspgsperioden, opfylder analysen kra-
vene til metodevalidering pa Klinisk Immunologisk og Bioke-
misk Afdeling, Vejle Sygehus, dog med en bemaerkning om, at
der skal holdes gje med, at afvigelsen pa intermedizer preecisi-
on falder til maks. 10 % inden for overskuelig fremtid.

Inden analysen kan tages i brug, er det npdvendigt at udfgre
en fuld metodevalidering.
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