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1  Einleitung

1.1  Indikationen zur Selenbestimmung

Das Spurenelement Selen, benannt nach der griechischen Gaéttin des Mondes, wurde
1817 von dem schwedischen Chemiker Jons Jakob Berzelius entdeckt. Erst 1957
jedoch, erkannten Schwarz und Foltz [1], dass das bis dahin nur als Gift betrachtete
Selen ein lebensnotwendiger Teil unseres Organismus ist. Diese Entdeckung initiierte
wachsendes Interesse an der Erforschung der vielfaltigen Funktionen des Selens im

menschlichen Korper.

Der grofdte Antell des mit der Nahrung aufgenommenen Selens wird im Korper in
Proteine eingebaut. Dabel unterscheidet man selenocysteinhaltige Proteine, die Selen
selektiv einbauen (s.u.) und selenomethioninhaltige Proteine, die nicht selenspezifisch
sind. Vielmehr bauen letztere, je nach Angebot, Methionin oder Selenomethionin ein.
Fir die Selenocystein-Synthese ist eine Seryl-beladene tRNA das Schllisselelement. Der
Einbau von Selenocystein in Proteine wird dann von einer Selenocystein-tRNA-
Synthase katalysiert. Endprodukte des Selens im Organismus sind Di- und
Trimethylselenide, die vom Menschen abgeatmet bzw. mit dem Urin ausgeschieden

werden.

Da circa 80 % des Selens selektiv in die selenocysteinhaltigen Proteine eingebaut wird,
schenkte ihnen die Selenforschung in den letzten Jahren besondere Aufmerksamkeit.
Knapp 20 verschiedene selenocysteinhaltige Proteine wurden bereits isoliert und man
vermutet, dass im menschlichen Organismus noch bis zu 30 weitere vorhanden sind.
Die bis dato bekannten Funktionen dieser Proteine sind aulierst vielféltig:

Gluthationperoxidasen bauen H,O, und andere Lipidperoxide ab und verhindern damit
die Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies, sowie des Hydroxyradikals [2 - §].
Thioredoxin-Reduktasen regulieren die Funktion von Transkriptionsfaktoren und
Zellkernrezeptoren und stellen reduziertes Thioredoxin fir die DNA-Synthese zur
Verfigung [9 - 12]. Auch die Synthese und der Stoffwechsel von



Schilddriisenhormonen werden von Selenoproteinen, den Deiodasen, kontrolliert [13 -
18]. Fir die mannliche Fertilitat ist Selen ebenfals von grofier Bedeutung, da ein
selenocysteinhaltiges Protein die Struktur der Mitochondrienkapsel von Spermien
wesentlich mitbestimmt [19 - 21]. Bel Selenmangel sind Spermien weniger beweglich
und abnorm geformt [22]. Besonderes Interesse erlangten die Selenoproteine in neuerer
Zeit dadurch, dass ihnen antikarzinogene [4, 12, 23 - 30], immunmodulierende [31, 32]
und anti-atherogene [33, 34] Wirkungen zugeschrieben werden. Die aufgefiihrten
Beispiele représentieren nur enige der bis heute bekannte Funktionen der
Selenoproteine und die Hinweise aus der Forschung fur weitere wichtige Funktionen

von Selenoproteinen sind vielversprechend.

Selenoproteine kdnnen nur synthetisiert werden, wenn dem Korper ausreichend Selen
zur Verfigung steht. Ein Erwachsener bendtigt téglich etwa eine Menge von 70 ug
Selen; eine dauerhafte Selenzufuhr von weniger als 20 pg taglich fuhrt zum
Selenmangel. Verschiedene Krankheitsbilder wurden mit Selenmangelzustdnden in
Verbindung gebracht, wie z.B. dem Keshan-Syndrom (eine Kardiomyopathie) und der
Osteoarthropathie Kashin-Beck [35 - 38]. Beide sind in chinesischen Gebieten
endemischen Selenmangels weit verbreitet. Signifikant erniedrigte Selen-Plasmaspiegel
fanden sich auch bei Patienten mit Morbus Crohn, Phenylketonurie, rheumatoider
Arthritis, Sepsis, parenteral erndhrten oder chronisch dialysepflichtigen Patienten [39 -
45]. Der genaue Zusammenhang zwischen der Krankheit und einem erniedrigtem
Selenspiegel ist in den einzelnen Falen noch nicht vollsténdig geklart. Doch die
vielfdtigen Funktionen der Selenoproteine und die gesundheitlichen Auswirkungen von
Selenmangel zustanden weisen darauf hin, dass der Selenspiegel bel Patienten mit den
genannten Erkrankungen Uberwacht und Selen gegebenenfalls substituiert werden sollte
[6,7, 39, 46 - 51].

Nicht nur fir die klinische Selenbestimmung, sondern auch fir die weitere Erforschung
der Funktion von Selen und Selenoproteinen im menschlichen Organismus bedarf es
einer genauen und verlésslichen Methode zum quantitativen Selennachweis im Plasma,
Serum, Urin, in Geweben und Nahrungsmitteln. Fir die Anwendung im klinischen

Alltag sollte eine solche Methode genau, gut reproduzierbar und maoglichst



kostenginstig sein. Weltere Anforderungen an die Methode sind ein kleines

Probenvolumen zur Selenbestimmung und ein moglichst geringer zeitlicher Aufwand.

1.2 Vefahren zur Selenbestimmung

Die ersten Verfahren zur Selenbestimmung wurden bereits vor 50 Jahren entwickelt,
bendtigten jedoch grof3e Probenvolumina, da sie auf Titrationsverfahren basierten. Die
jungsten Methoden zur quantitativen Selenbestimmung sind die Neutronenaktivierungs-
Analyse (NAA), verschiedene Verfahren der Atomabsorptions-Spektrometrie (AAS),
die ICP-MS (inductively coupled plasma mass spectrometry) und die
Spektrofluorimetrie.

Die NAA stellt eine prézise Referenzmethode dar, kann jedoch im klinischen Alltag
nicht angewendet werden, da zur Analyse eine Neutronenquelle, intensive Bestrahlung
der zu bestimmenden Probe und eine entsprechend lange Abklingzeit nétig sind [52].

Die Verfahren der AAS finden derzeit die haufigste Anwendung im klinischen Alltag.
Nachteile dieser Verfahren sind allerdings die relativ hohen Kosten und ein grof3er
zeitlicher Aufwand. AuRRerdem ist die Atomabsorptions-Spektrometrie anscheinend
nicht in der Lage, alle Formen des Elementes Selen zu detektieren [53].

Die ICP-MS ist zwar eine sehr sensitive analytische Methode und benétigt nur geringe
Probenvolumina [54], doch die zur Analyse notwendigen Instrumente und Materialien
sind sehr teuer [55].

Die Spektrofluorimetrie, eines der édtesten Vefahren zur quantitativen
Selenbestimmung, wurde 1982 von Koh und Benson [56] beschrieben. Die Methode
rickte im Rahmen der Entwicklung der Atomabsorptions-Spektrometrie jedoch etwasin
den Hintergrund. 1990 griffen Sheehan und Gao [57] das von Koh und Benson

beschriebene Verfahren erneut auf und modifizierten es zur Bestimmung des



Selengehalts péadiatrischer Proben. Dennoch hat die Spektrofluorimetrie bislang keinen

nennenswerten Eingang in den klinischen Alltag gefunden.

1.3 Zidsetzung

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, die von Koh und Benson [56] beschriebene
Vorgehensweise zur quantitativen Selenbestimmung so zu optimieren, zu vereinfachen
und zu validieren, dass ein genaues und kostengtinstiges standardisiertes Messverfahren

fUr die klinische Routineanalytik resultiert.



2 Material

21 Gerateund Materialien:

In Tabelle 1 sind samtliche fur die Versuche eingesetzten Gerdte und Materialien, die

jeweiligen Hersteller und, wo erforderlich, die entsprechenden deutschen Vertriebe

aufgefihrt.

Tabelle 1. Alphabetisches Herstellerverzeichnis der eingesetzten Gerédte und

Materialien.

Gerat / Material

Hersteller und Vertrieb in Deutschland

Reaktionsr 6hr chen (20 x 150 mm)

Wheaton, Milleville NJ, USA.
Deutschland: neoL ab L aborbedarf
Vertriebs GmbH, Heidelberg, Artikel-Nr:
90000612

T eflon-Schraubver schliisse GL18

Fischer Scientific: Artikel-Nr.: 62069018

Kivetten Elkay Ultra-Vu, 4 klare Seiten (10

mm)

Carl Roth GmbH & Co. D-76185 Karlsruhe,
Art. Nr.: 8126.1

Filter

CS-Chromatographie Service GmbH,
D-52379 Langerwehe

Gamma counter Riastar

Rohrchen (4 mL, 75 x 11,5 mm)

Canberra Packard Instrument
Meriden, CT, USA.

Sarstedt AG & Co., D-51588 Niimbrecht

Company,

Heizblock VLM 1.0

VLM GmbH, D-33818 Leopoldshthe, Best.
Nr.: V.617.562.220

Heizplatte MR 2002

Sartorius AG, Gottingen

Magnetruhrer IKA Combimag Reo

Janke & Kunkel, IKA Werk, Staufen

Mixer Vibrofix VF 1 Electronic

Janke & Kunkel, IKA Werk, Staufen

Pasteur Pipetten, 230 mm

Eppendorf Reference




5 ml Pipettor und Combitips plus (50 mL) Eppendorf Reference

Scale Sartorius Basic

Sartorius AG, Gottingen

Scheidetrichter, 250 mL Fluka Chemical Co. Ltd., Buchs, Schweiz.

Deutschland: Fluka, D-89203 Neu-Ulm

Spektrofluorimeter Perkin Elmer LS50B Perkin-Elmer Corp., Norwak, CT, USA.

Deutschland: Perkin-Elmer Deutschland, D-
88662 Uberlingen

Ultraschallbad 3Mcompact, 240 V Nuclear Products

2.2 Chemikalien:

In Tabelle 2 sind ale eingesetzten Chemikalien mit Reinheitsgrad und die

entsprechenden Hersteller bzw. Vertriebe in Deutschland aufgefhrt.

Tabelle 2: Qualitat und Bezugsquellen der verwendeten Chemikalien.

Substanz Qualitat Hersteller und Vertrieb in
Deutschland
2,3-Diaminonaphthalin Minimum 95 % Sigma Chemical Co., St
(=DAN) Louis, MO, USA

Deutschland:  Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, D-89552
Steinheim, Art. Nr.: D-2757

6-Methyl-">Se-Selenomethy!-
19-norchol est-5(10)-en-3M3-0l,
Scintadren

Amersham Buchler,
Braunschwelg,  Bestell-Nr.:
SC 8 PG

Referenzseren: Konzentration: 80 pg/L
a) Standardisiertes

Serum, Seronorm

SERO AS, Asker, Norway
Deutschland: Synlab
diagnostic eK., D-68161
Mannheim, Art. Nr.: 201 405




b.) Selen |CP Standard

Konzentration: 10 000 pg/L

Radian International, Austin,
Texas, USA
Deutschland:
GmbH, D-46469, Katalog
Nr.: ICS-004H, ICS-004L

Promochem

Cyclohexan 99 % (HPLC grade) Sigma-Aldrich Chemie,
Katalog Nr.: 27,062-8

Toluol 99,8 % Sigma-Aldrich Chemie,
Katalog Nr.: 89676

Ethylen-diamin-tetraacetat, 99 % Fluka Chemical

NaH-,EDTA Artikel-Nr.: 03680

Salzsaure, HCI 0,1M Merck  KG, Darmstadt,
Germany

Salzséure, HCI, rauchend 37% Merck

Salpetersaure, HNO3 65 % (16 M) Fluka Chemical

Perchlorsaure, HCIO4 70 % (11,6 M) Fluka Chemical

Physiologische 0,9% Fluka Chemical

Kochsalzlsung, NaCl

Selen-DL-Methionin 99 % Sigma-Aldrich Chemie

Natriumselenit 99 % Sigma-Aldrich Chemie

Selenharnstoff 99,9 % Sigma-Aldrich Chemie

2.3  Losungen:

Sauremischung zum Aufschluss der Proben:

16 M Salpetersaure (HNO3) und 11,6 M Perchlorsaure (HCIO4) wurden in einem
Volumenverhéltnisvon 4 + 1 gemischt.




EDTA-L Gsung:
0,9306 g NaHEDTA wurden unter Verwendung eines Magnetrihrers in 1 L

vollentsalztem Wasser gel0st.

DAN-L Gsung:

In einem 50 mL Kolben wurden 50 mg 2,3-Diaminonaphthalin in 50 mL 0,1 M
Salzsaure gelost. Zur Beschleunigung des Vorgangs wurde der Kolben mit den
Chemikalien fur 2 Minuten in ein Ultraschallbad und anschlief3end 5 Minuten lang in
ein 60 °C heiflRes Wasserbad gestellt. Zum AbkUhlen der Ldsung wurde der Kolben
erneut fir 5 Minuten in das Ultraschallbad gestellt.

Die abgekiihite DAN-Sal zsdure-L 6sung wurde in einen Scheidetrichter gegeben, 12 mL
Cyclohexan hinzugefigt und 60 Sekunden lang kréftig geschittelt. In  den
darauffolgenden 3 Minuten erfolgte die Trennung der beiden Phasen. Anschlief3end
wurde die untere, wassrige Phase (die das protonierte DAN enthdlt) in einen sauberen
Scheidetrichter abgelassen; die obere Cyclohexan-Phase wurde verworfen. Mit der so
gewonnenen wassrigen Phase wurde die beschriebene Prozedur erneut zwei Ma
durchgefthrt. Die nach der dritten Behandlung mit Cyclohexan erhaltene klare L6sung
wurde bis zur Verwendung in einem Becherglas aufbewahrt.

Zur Vermeidung von Analysefehlern muss die DAN-L 6sung an jedem Versuchstag neu
angesetzt werden!

Standardl 6sungen:

a.) Se (1V)-L6ésungen zur Erstellung einer Standardkurve

10 mg Natriumselenit wurden in 1 L destilliertem H,O geldst. Von dieser Stammldsung
wurde durch Verdinnen mit destillietem H,O Loésungen zu jewels 5 pg/L
(0,063 pmol/L), 15 pg/L (0,2 umol/L), 25 pg/L (0,32 umol/L), 50 pg/L (0,63 umol/L),
75 pg/L (0,95 pmol/L), und 100 pg/L (1,3 pmol/L) hergestellt. Die Losungen wurden in
Glasflaschen mit Schraubverschltissen aufbewahrt.



b.) Organische Standardl ésungen

Losungen zu jeweils 25 pg (0,32 pmol) - 100 pg (1,3 pmol) Selenharnstoff oder
Selenmethionin pro L destilliertem H,O wurden wie fir die Se(1V)-Standardlsungen
beschrieben hergestellt.

Um eine Verdinnung der Proben zu vermeiden, wurden fir die Experimente zur
Wiederfindungsrate zusétzlich konzentrierte Selenmethionin-L 6sungen angesetzt. Diese
enthielten 800 pg (10,13 pmol), 600 pg (7,6 pmol), 400 pg (5,06 pmol), und 200 pg
(2,5 umol) Selenmethionin pro L destilliertem Wasser.

Albuminl6sung:
7 g bovines Albumin wurden in 100 mL Pufferlésung (bestehend aus 137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 43 mM NagHPO, und 1,4 mM KHPO,) geldst. Die AlbuminlGsung

wurde in einer Glasflasche mit Schraubverschluss im K iihlschrank aufbewahrt.

24 Poolserum:

Das bei Routine-Blutentnahmen tberschiissig gebliebene Serum von 200 Patienten des
Institutes fir Nuklearmedizin der Universitdt Wirzburg wurde vom 01. bis 10. Mai
1999 gesammelt und die Patientendaten wurden anonymisiert. Das Serum aller
Patienten wurde gepoolt und auf Eppendorf vials zu je 1,5 mL verteilt. Wahrend der
gesamten Zeit der Studie wurden die Proben bel —20 °C gelagert.

2.5  Serumproben von Dialysepatienten:

Die Serumproben von 87 Patienten des Wirzburger Dialysezentrums wurden mit dem
Einverstdndnis der Patienten in den Zeitrdumen vom 28.09 bis 02.10. 1999 und vom
14.09 bis 20.09. 2000 gesammelt. Wiederum wurden die Daten der Patienten
anonymisiert. Die Proben wurden zu je 1,5 mL auf Eppendorf vials verteilt und bel
—20 °C aufbewahrt. Der Selenstatus jedes Patienten wurde jeweils mindestens zweifach
bestimmt.
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3 M ethoden

3.1  Ausgangsverfahren:

Diein dieser Studie optimierte und vereinfachte Methode basiert auf einem Verfahren,
welches 1982 erstmals von Koh und Benson [56] beschrieben wurde. Es beruht auf der

Bildung eines fluoreszierenden Komplexes, dem sogenannten Piazselenol aus seleniger

Saure und protoniertem Diamin.

Zundchst wird Selen mit Salpetersdure und Perchlorsdure aus organischen
Verbindungen gel6st und mit Salzsdure zu Se(1V) reduziert. Die protonierte Form des
2,3-Diaminonaphthalins (DAN) wird gewonnen, indem unprotoniertes DAN mit einem
organischen Losungsmittel (Cyclohexan) abgefangen wird (Abb. 1).

Schiitteln

Phasentrennung

Abbildung 1: Herstellen der DAN-L 6sung

Selen(1V) und protoniertes DAN bilden dann das fluoreszierende Piazsenelol (Formel
1). Zuvor zugegebenes EDTA fangt moglicherweise interferierende Kationen ab und
gewahrleistet, dass ausschliefdlich Selen und DAN eine Bindung eingehen.
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NH2
O /
—N
. [ . CC N
B __=Se + 3H0
“iNHZ HO—Se —OH . N

Piazsel enol

Formel 1: Bildung des Piazselenols

Das entstandene unpolare Piazselenol wird dann mit Cyclohexan extrahiert (Abb. 2).
Die obere, organische Phase wird schliefdlich abpipettiert und mittels
Spektroflourimetrie quantifiziert.

~— 5mL Cyclohexan 00 . E’;’g&?}iﬁ;

«— Se-DAN in Losung  [sjste
ey _/

Schitteln  Phasentrennung

Abbildung 2: Extraktion des Piazselenols

Drei Modifikationen des von Koh und Benson [56] beschriebenen Verfahrens wurden
bereits vor den Optimierungsversuchen vorgenommen, um die Handhabung der Proben

zu vereinfachen:

Volumina der eingesetzten Serum- und Standardproben:
Waéhrend Koh und Benson [56] 2-4 mL einer Probe zur Selenbestimmung einsetzten,

wurden in der hier beschriebenen Methode nur 400 pL einer Probe verwendet.
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AulRerdem wurden fir diese Studie dieselben Volumina der Standardproben verwendet,
also ebenfals 400 pL, um Serum- wie auch Standardproben einer mdglichst gleichen
Behandlung zu unterziehen. Koh und Benson [56] setzten im Gegensatz dazu stets 1 mL
der Standardprobe ein, unabhangig vom jeweils verwendeten Probenvolumen eines

Serums, Urins 0.a

Volumen der Sdurel 6sung zum Aufschluss der Proben:

Dain dieser Studie geringere Mengen einer Probe eingesetzt wurden, gentigte 1 mL der
Saurelésung zum Aufschluss der Proben. In der von Koh und Benson [56]

beschriebenen Methode waren 4 mL der Saurel dsung notwendig.

Inkubation zur Extraktion des Piazselenols:

Das von zur Extraktion des Piazselenols verwendete 60 °C heil3e Wasserbad wurde hier

durch den auf 60 °C eingestellten Heizblock ersetzt.

3.2  Optimierungsversuche:

3.2.1 Aufschluss der Proben

Vereinfachung der Inkubation
Koh und Benson [56] heizten ihr Wasserbad vor, ehe die Proben zur Inkubation

hineingestellt wurden. Um eine zeitliche Optimierung zu erzielen, wurden die Proben in
dieser Studie direkt in den kihlen (nicht vorgeheizten) Heizblock gestellt, die
gewlnschte Temperatur am Heizblock eingestellt und die Proben Gber Nacht inkubiert.

Temperatur zum Aufschluss der Proben

Gegenuber der von Koh und Benson [56] beschriebenen Methode wurde in dieser
Studie die zur Inkubation verwendete Temperatur von 210 °C auf 190 °C reduziert, um
die mit Teflon ausgekleideten Schraubverschliisse der Probenréhrchen vor Hitzeschaden

zu bewahren.
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3.2.2 Herstellen der DAN-L6sung

DAN-Rekristallisation

In einem Versuch, die Reinheit des kommerziell erworbenen 2,3-Diaminonaphthalins

zu erhéhen, wurde die Substanz einem von Cukor and Lott [58] beschriebenen
Reinigungsverfahren unterzogen: 2,3-DAN wurden dazu in 4 M HCI aufgeldst und mit
6 M NaOH prézipitiert. Der weil3e Niederschlag wurde filtriert, durch Waschen von
alkalischen Resten befreit und schliefdich getrocknet.

Dieses gereinigte DAN wurde im folgenden zur Bestimmung der Selenkonzentration
eingesetzt.

Standardlésungen und Poolserum wurden jewells doppelt angesetzt. Die Bestimmung
der Selenkonzentration erfolgte nach dem Ausgangsverfahren mit dem einzigen
Unterschied, dass der Versuch fur die Halfte der Proben mit gereinigtem DAN, anstelle
von unbehandeltem DAN, durchgefthrt wurde.

Aufbewahren der DAN-L 6sung

In einem Versuch, eine Arbeitsersparnis zu erzielen, wurden fertig zubereitete DAN-
Losungen einige Tage lang aufbewahrt und bel ener spéeren Selenbestimmung
eingesetzt. Dazu wurden die DAN-L6sungen zweier Versuchstage (01.02.2000 und
03.02.2000) in doppelter Menge hergestellt und der Uberschiissige Anteil der L6sungen
bis zum Zeitpunkt des Experiments (08.02.2000) in lichtgeschiitzten Glasflaschen
aufbewahrt. Die Bestimmung der Selenkonzentration von Standardlosungen und
Poolserumproben erfolgte dann in drei verschiedenen Gruppen, wobel jeder Gruppe
eine der beiden , alten“ DAN-L 6sungen oder die am Versuchstag neu angesetzte DAN-
L 8sung zugeordnet war.

Waschen der DAN-L 6sung

In einem weiteren Versuch, Unreinheiten des festen DAN zu €liminieren, wurden DAN-

Losungen in unterschiedlicher Haufigkeit mit Cyclohexan behandelt. Die Anzahl der
Waschvorgange mit Cyclohexan variierte zwischen 1 und 6. Die so erhaltenen DAN-
L 6sungen wurden dann jewells eingesetzt, um die Selenkonzentration von Poolserum zu

bestimmen.
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Filtrieren der DAN-L&sung

Um einerseits den Herstellungsprozess der DAN-L6sung zu vereinfachen und
andererseits Losungsmittel (Cyclohexan) einzusparen, wurde das DAN-HCI-Gemisch
filtriert, anstelle mit Cyclohexan gewaschen zu werden. Die Filtration erfolgte zwei Mal
durch je einen frischen Trichterfilter.

Diese filtrierte DAN-L6sung wurde im folgenden zur Bestimmung der
Selenkonzentration von jeweils 5 Poolserumproben eingesetzt. Die gemessenen Werte
fuir die Selenkonzentration wurden anschlieffend mit Werten der Poolserum-
Selenkonzentration verglichen, die mit einer ,normalen” (dem Ausgangsverfahren

entsprechenden) DAN-L6sung behandelt worden waren.

3.2.3 Optimierung der Verdinnung

Durch ene geringere Verdinnung der Proben sollten hoéhere Werte der
spektrofluorimetrischen Intensitét abzulesen sein. Um den Verdiinnungseffekt durch die
EDTA-LOsung zu minimieren, wurden geringere Mengen einer hther konzentrierten
EDTA-LGsungen eingesetzt: Auf3er der im Ausgangsverfahren verwendeten 0,0025 M
EDTA-L6sung wurde eine 0,01 M EDTA-L6Gsung zur Bestimmung des Selengehalts

von insgesamt 8 Pool serumproben verwendet.

3.24 Optimierung des pH-Werts

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Piazselenolbildung wurde folgendermalen
untersucht: Durch Ldsen des EDTASs in NaOH verschiedener Konzentrationen wurde
der pH-Wert der Proben zu variiert. Dabel wurden je 4 Poolserumproben mit einer der
folgenden L 6sungen behandelt:

1) 4mL 0,01 M EDTA, welchein 2 M NaOH gel6st war

2.) 8mL 0,01 M EDTA, welchein 1 M NaOH geldst war

3.) 4mL der Losung 2.)

4.) 16 mL 0,0025 M EDTA, welches der urspringlichen Methode entsprechend in

destilliertem Wasser gel6st war.
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3.2.5 Optimierung der Piazselenol-Extraktion

Zeitpunkt der Cyclohexan-Zugabe

In diesem Versuch wurde der Einfluss des Zeitpunktes der Cyclohexan-Zugabe auf die
Effizienz der Extraktion untersucht. Dazu wurde Cyclohexan zu Standardproben und
jeweils 9 Poolserumproben einmal vor und einmal nach der Inkubation bei 60 °C

zugegeben.

Vibrofix zur Extraktion

Zur Optimierung des Piazselenol-Extraktionsvorgangs wurde nach manuellem
Ausschiitteln der Proben mit Cyclohexan und erfolgter Phasentrennung ein Vibrofix
eingesetzt: Jedes Rohrchen wurde nach der Phasentrennung nochmals in den Vibrofix
gestellt, wobel darauf zu achten war, dass das Rohrchen senkrecht gehalten wurde und
die beiden Phasen getrennt blieben. Die seitlich am Glasrohrchen haftenden

Cyclohexan-Tropfen konnten dadurch zu der oberen Cyclohexan-Phase aufsteigen.

Effizienz des Extraktionsprozesses

Um die Effizienz der Extraktion mit Cyclohexan zu untersuchen, wurde bel 3
Poolserumproben jewells ein zweiter Extraktionsprozess durchgefiihrt: Nach der ersten
Extraktion des Piazselenols mit Cyclohexan, wurde die Cyclohexan-Phase ganzlich
abpipettiert, so dass nur noch die wassrige Phase im Rohrchen verblieb. Dann wurden
erneut 5 mL Cyclohexan zu jedem der Rohrchen dazugegeben, der Extraktionsprozess
erneut durchgefihrt und schliefdlich der Piazselenolgehalt der neuen Cyclohexan-Phase
spektrofluorimetrisch bestimmt.

Extraktion mit Toluol
Anstelle des Cyclohexans wurden 12 mL Toluol fir die Extraktion des Piazselenols

verwendet. Der Selengehalt von Standardproben und 4 Poolserumproben sollten auf
diese Weise bestimmt und mit den Ergebnissen verglichen werden, die man mit
Cyclohexan als Extrahenten erhielt.



16

3.2.6 Lichtempfindlichkeit des Piazselenols

Um die Lichtempfindlichkeit des Piazselenols zu untersuchen, wurde die Cyclohexan-
Phase dreier Poolserumproben tber einen Zeitraum von 1 Stunde alle 5 Minuten im
Spektrofluorimeter gemessen. Dabel standen die Proben wahrend des gesamten

Versuchs bei Raumtemperatur im Tageslicht.

3.2.7 Integrationszeit bel der spektrofluorimetrischen Messung

Die Integrationszeit fur die Messung am Spektrofluorimeter wurde auf 1 Sekunde bzw.
5 Sekunden eingestellt. Standardproben und Poolserumproben wurden zundchst mit
einer Integrationszeit von 1 Sekunde gemessen, die Integrationszeit dann auf 5
Sekunden eingestellt und die Intensitdt erneut gemessen. Die fir die verschiedenen

Integrationszeiten erhaltenen Werte wurden anschlief3end miteinander verglichen.

3.3 Dieoptimierte Methode

Aus den oben beschriebenen Optimierungsversuchen resultierte die folgende optimierte

spektrofluorimetrische Methode zur Selenbestimmung:

3.3.1 Aufschluss der Proben

400 pL einer Serum- oder Standardprobe wurden in ein 20 x 150 mm Glasréhrchen
pipettiert. Fur die Standardkurve wurde Standardlsungen der Konzentrationen
0- 100 ug (1,3 umol) Se/L H,0 eingesetzt.

Zum Aufschluss wurde 1 mL der unter 2.3 beschriebenen Sauremischung zu jeder
Probe dazugegeben, die Rohrchen mit Teflon-beschichteten Schraubverschltissen fest
verschlossen und in den kilhlen Heizblock gestellt. Die Temperatur wurde dann auf
190 °C gestellt und die Proben tber Nacht inkubiert (mindestens jedoch 6 h).
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3.3.2 Reduktion von Se(V1) zu Se(1V)

Am néchsten Morgen wurden die Proben aus dem Heizblock genommen und in einen
Metallstdnder zum Abkihlen gestellt. Der Heizblock wurde unterdessen auf 150 °C
eingestellt. Nachdem die Proben Raumtemperatur erreicht hatten, wurden die
Schraubverschltisse der Rohrchen vorsichtig unter einem Abzug gedffnet. Dabel muss
ein Entweichen kleiner Tropfchen und somit ein potentieller Selenverlust vermieden
werden.

Dann wurden 05 mL 11,6 M HCI mit einer Eppendorfpipette zu jeder Probe
dazugegeben: Um enen eventuellen Verlust von Selen, welches im Deckel
zuriickbleiben konnte, zu vermeiden, wurde das HCI erst in den Deckel und von dort in
das Rohrchen pipettiert. Die Deckel wurden anschlief3end zur Reinigung gegeben. Die
offenen Probenrdhrchen wurden fir 60 Minuten in den 150 °C heil3en Heizblock
gestellt und nach 20 bzw. 40 Minuten erneut jeweils 0,5 mL 11,6 M HCI zu jeder Probe
dazugegeben. Wahrend dieser Inkubationszeit wurde auch die DAN-Ldsung vorbereitet.

Auler der in diesem Schritt stattfindenden Reduktion von Se(V1) zu Se(1V), wird durch
das offene Abrauchen gleichzeitig die Uberschiissige Salpetersaure eliminiert: Bei der
dritten Zugabe von HCl zu den Proben ist deshalb eine deutliche Minderung der sich

entwickelnden nitrosen Gase (gelber Rauch) erkennbar.

3.3.3 Bildung des Se-DAN-Piazselenols

Die Proben wurden erneut auf Raumtemperatur heruntergekihlt und der Heizblock auf
60 °C eingestellt. Nach dem Abkuhlen der Proben erfolgte die Zugabe von 16 mL
0,0025 M NaH,EDTA. Dadurch werden Metallionen abgefangen, die an Stelle des
Selens die Bindung mit DAN eingehen konnten.

Dann wurde 1 mL der DAN-LOsung zu jeder Probe pipettiert und die Rohrchen mit
einem neuen Schraubverschluss fest verschlossen. Die Proben wurden kurz geschittelt
und fur 40 Minuten in den 60 °C heil3en Heizblock gestellt. Wahrend dieser Zeit sollten
die Proben fluoreszierendem Licht nicht direkt ausgesetzt sein; Dunkelkammer-

Bedingungen sind jedoch nicht nétig.
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3.3.4 Extraktion des Se-DAN- Piazselenols

Die Proben wurden erneut auf Raumtemperatur abgekihlt und die Schraubverschliisse
von den Rohrchen entfernt. Unter dem Abzug erfolgte die Zugabe von je 5 mL
Cyclohexan zu jeder Probe. Die Rohrchen wurden mit denselben Schraubverschllissen
wieder verschlossen und jeweils 60 Sekunden lang kréftig geschiittelt. Wahrend dieser
Zeit findet die Losung des unpolaren Se-DAN-Komplexes in der Cyclohexan-Phase
statt.

Dann erfolgte die Trennung dieser unpolaren von der wassrigen Phase, indem die
Rohrchen 5 Minuten lang in einem Metallstander verwellten. Jedes Rohrchen wurde
anschlief3end mittels eines Vibrofix kurz durchgerthrt, um alle an der Glaswand des
Rohrchens haftenden Cyclohexantropfen ebenfalls der oberen, unpolaren Phase
zuzufthren.

Aus jedem der Probenrthrchen wurden 2 mL der Cyclohexanphase (in der das
Piazselenol gelost ist) in eine Plastikkivette pipettiert. Dieser Schritt sollte ebenfalls
unter einem Abzug erfolgen, um vor Einatmung der Cyclohexan-Dampfe geschiitzt zu

san.

3.3.5 Spektrofluorimetrische Messung

Das Spektrofluorimeter wurde auf folgende Werte eingestellt:
- Spaltbreite fur Excitation: 2,5 nm
- Spaltbreite fir Emission: 10 nm
- Integrationszeit: 1 Sekunde
- Weélenlange bel Excitation: 364 nm

- Waélenlange bei Emission: 520 nm.

Zunéchst wurden die Standardldsungen gemessen, um die Standardkurve zu erstellen.
Dann wurde die Selenkonzentration der einzelnen unbekannten Proben ermittelt.
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3.4  Validierung der optimierten Methode:

3.4.1 Wiederfindungsrate von radioaktiv markiertem Selen

1 pL des radioaktiven ["Se]Selen-Sterolderivats wurde zu jeweils 1 mL der
Standardl6sungen und des Poolserums zugegeben. Je 400 pL (wie fir die optimierte
Methode beschrieben) dieser Proben wurden fir den Versuch vorbereitet, wobei jede
der Standardlésungen doppelt und die Poolserumproben in zehnfacher Ausfihrung
angesetzt wurden. Nachdem alle Proben der optimierten Methode entsprechend
verarbeitet worden waren, wurde zusétzlich zur spektrofluorimetrischen Messung eine

Messung der Radioaktivitat mittels Gamma-Counter vorgenommen.

3.4.2 Fahigkeit der optimierten Methode, Selen aus organischen Verbindungen frei zu
setzten

Um zu zeigen, dass die optimierte Methode vollstandigen Freisetzung von Selen aus
organischen  Verbindungen flhrt, wurden Standardiésungen  verschiedener
Konzentrationen von DL-Selenomethionin oder Selenharnstoff benutzt. Eine
Doppelbestimmung dieser organischen und aler Se(1V)- Standardlsungen erfolgte
nach der optimierten Methode.

Zusdtzlich wurde konzentriertes DL-Selenomethionin  zu 4 Serumproben mit
unterschiedlichem Selengehalt gegeben, um die Selen-Wiederfindungsrate aus
organischen Selenverbindungen in einem Matrix enthaltenden Medium (aso z.B.
Serum) zu erhalten. Folgende Seren wurden dafir eingesetzt: Poolserum, zwei Seren
unterschiedlichen Selengehalts von chronischen Diaysepatienten und fetales
Kédberserum. Acht Exemplare aller Serumproben wurden vorbereitet, so dass eine
Doppelbestimmung jeder zugesetzten Konzentration erfolgen konnte. Je 50 pyL der
folgenden DL-Selenomethionin-Lésung wurde zu den Serumproben hinzugefigt:
Losungen mit 2,5 umol, 5,06 umol, 10,13 pmol DL-Selenomethionin oder 50 pL
destilliertes Wasser. Die zu erwartenden Selenkonzentrationen der unterschiedlichen

Proben sind somit;
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1) Selengehalt der Serumprobe [ug/L] + 25 pg/L
2.) Selengehalt der Serumprobe [pg/L] + 50 pg/L
3) Selengehalt der Serumprobe [g/L] + 100 pg/L
4.) Selengehalt der Serumprobe [pug/L] + 0.

Alle Proben wurden der optimierten Methode entsprechend verarbeitet.

3.4.3 Vadlidierung durch standardisiertes Referenz-Serum

Serum, welches nach Vorgabe 80 g (1,01 pumol) Selen/L enthielt, wurde der
optimierten  Methode  entsprechend  verarbeitet und der  Selengehalt
spektrofluorimetrisch bestimmt. Zusdtzlich wurde eine Verdinnungsreihe dieses
Serums angefertigt, so dass Seren mit folgenden Selenkonzentrationen resultierten:
80 pug (1 pmol), 60 pg (0,75 pmoal), 40 pg (0,5 umol), 30 pg (0,38 pmol), 20 pg
(0,25 pmol), 10 pg (0,13 pmol), 5 pg (0,063 pmol), und 2 pg (0,025 pumol)/L. Die
Selenbestimmung aller Seren erfolgte doppelt.

Aulerdem wurden Doppelbestimmungen des Poolserums und aler Se(lV)-

Standardlésungen in diesem Versuchsansatz durchgefhrt.

3.4.4 Prazisionsprofile

Die Intra- und Inter-Assay-Varianzen wurden mittels Poolserum und Standardl6sungen
bestimmt. Fur die Intra-Assay-Varianz erfolgte jeweils eine 10-fache Bestimmung von
Poolserumproben und aller Standardldsungen. Dieses Prozedere wurde an 7
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefiihrt, um die Inter-Assay-Varianz zu erhalten.

3.4.5 Nachweisgrenze

Die Berechnung der Nachweisgrenze erfolgte aus der Ausgleichkurve der Inter-Assay

Varianzen: Als Nachweisgrenze wird dabei digjenige Konzentration bezeichnet, bel der

eine Inter-Assay-Varianz von 20 % erreicht wird.
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3.4.6 Vegleich der optimierten spektrofluorimetrischen Methode mit der AAS und
der NAA

Die Selenkonzentrationen von 30 verschiedenen Proben (Selen-Standardidsungen,
standardisiertes Referenz-Serum, Poolserum, Seren chronischer Dialysepatienten,
fetales Kdberserum, Maus-Leberproteine) wurden sowohl mit der optimierten
spektrofluorimetrischen Methode, als auch mittels Atomabsorptionsspektrometrie und
Neutronenaktivierungsanayse bestimmt. Fur die Selenbestimmungen mittels AAS und
NAA wurde jeweils 1 mL der aufgeftihrten Proben in Eppendorf-caps auf Trockeneis
verschickt.

Die AAS wurde von der Arzneimittel-GmbH GN Pharm in Fellbach bei Stuttgart
durchgefihrt. Zur Messung wurden ein Atomabsorptions-Spektrometer (Z 8100) und
ein Autosampler (SSC 200) der Firma Hitachi benutzt. Als Kalibrierverfahren wurde
die einfache externe Standardaddition gewahlt [59]. Die NAA wurde nach einer von
Behne et. a. [60] beschriebenen Methode durchgefihrt.

Die mit den 3 verschiedenen Methoden erhaltenen Werte fir die Selenkonzentrationen

wurden schliefdlich miteinander verglichen.
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4  Ergebnisse und Diskussion

4.1  Optimierungsversuche
4.1.1 Aufschluss der Proben

V ereinfachung der I nkubation

Zum Aufschluss der Proben lief?en sowohl Koh und Benson [56] wie auch Cukor,
Walzcyk und Lott [61] die R6hrchen mit den Proben und der Sauremischung zunédchst
1-2 h lang bei Raumtemperatur stehen. Die Proben wurden dann in den vorgeheizten
Heizblock gestellt. Um diesen Zeitaufwand zu minimieren, wurden die Proben bei der
optimierten Methode sofort in den Heizblock gestellt, ohne diesen vorzuheizen. Da
mindestens eine Stunde vergeht bis der Heizblock mit den enthaltenen Proben die
gewtnschte Temperatur (190 °C) erreicht, kann bei der optimierten Methode auf die
Wartezeit von 1-2 h verzichtet werden. Die Modifikation der urspriinglichen Methode

hatte keinen Einfluss auf die spektrofluorimetrisch gemessenen Intensitéten.

Temperatur
Koh und Benson [56] setzten zum Aufschluss der Proben eine Temperatur von 210 °C

ein. Da die fur die optimierte Methode engesetzten Teflon-beschichteten
Schraubverschliisse einer Temperatur von 210 °C nicht Stand hielten, wurde bei der
optimierten Methode eine Temperatur von 190 °C eingesetzt. Die Zerstorung der
VerschlUsse bel htheren Temperaturen verursacht nicht nur hdhere Kosten, sondern
auch ein Verdunsten von Probenmaterial.

Ahnliche Beobachtungen machten Sheehan und Halls [53]: Sie berichteten, dass
langeres Erhitzen der Proben Uber Temperaturen von 200 °C einen Selenverlust
verursacht und einzelne Proben sogar génzlich verkochten. Sowohl Sheehan und Gao
[57], ds auch Bach, Haas und Mathieu [62] setzten ebenfalls eine Temperatur von
190 °C zum Aufschluss der Proben ein.
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4.1.2 Herstellen der DAN-L3sung

DAN-Rekristallisation
Die Ergebnisse fur die spektrofluorimetrisch gemessene Intensitdt bei Verwendung
eines gereinigten DAN im Vergleich zu unbehandeltem DAN sind in Abbildung 3

dargestellt. Der Einsatz von gereinigtem DAN fihrt gegentiber der urspringlichen
Methode tatséchlich zu einer geringen Erhohung der gemessenen Intensitdt. Die
hoheren Messwerte fur die Intensitéten entsprechen umgerechnet einer Zunahme der
Selenkonzentration um 3-4 pg/L.
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Abbildung 3: Standardkurve unter Einsatz von unbehandeltem oder gereinigtem
DAN.

Die nur gering erhdhten Werte der Intensitéten unter Einsatz von gereinigtem DAN
lassen sich vermutlich durch den in den letzten Jahrzehnten zunehmenden Reinheitsgrad
des kommerziell zu erwerbenden DAN erklaren. Diese Vermutung wird durch die
Literatur folgendermal3en belegt:

Nachdem Lott, Cukor, Moriber und Solga [63] im August 1963 den Einsatz von
unbehandeltem DAN beschrieben, verdffentlichten Cukor, Walzcyk, und Lott [61]
einen Monat spéter eine Studie, in der sie die Reinigung des DAN als auferst wichtige
Malinahme beschreiben, um die fir den Leerwert gemessenen Intensitéten zu
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minimieren. Auch in einer spaeren Studie von Cukor und Lott [58] wurde DAN
gereinigt. Fur alle 3 Studien war DAN von Aldrich Chemicals eingesetzt worden.

Auch Koh und Benson [56] verwendeten 1982 das DAN von Aldrich Chemicals. Sie
beschrieben den Reinigungsprozess des DAN jedoch als tUberflissig, sofern die , DAN-
Purifikation adaguat ausgefuhrt wurde.” Was die Autoren unter der ,, DAN-Purifikation®
genau verstanden, bleibt unklar, doch es ist anzunehmen, dass damit die Reinheit des
kommerziell erworbenen DAN gemeint ist. Dies lasst darauf schlief3en, dass die
Reinheit des kommerziell zu erwerbenden DAN im Jahre 1963/64 nicht so hoch war
wie in spéteren Jahren.

Gestuitzt wird diese These erstens durch die Tatsache, dass die Rekristallisation oder
eine andere Form der Reinigung des DAN in neueren Studien immer als unnétig
beschrieben wird. Zweitens, wird der Reinheitsgrad des kommerziell erworbenen DAN
erstmals in neueren Studien angegeben: Sheehan und Gao [57], zum Beispidl,
verwendeten DAN mit einer Reinheit von 99 % von Aldrich Chemica Co. und

bezeichneten die DAN-Purifikation als Uberfllssig.

Im Gegensatz zu den mangelnden Angaben zur Reinheit des erworbenen DAN in
friheren Jahren, macht der hohe Reinheitsgrad des heute kommerziell erhdltlichen DAN
eine weitere Reinigung Uberflissig. Da fur diese Studie DAN hoher Reinheit (min.
95 %) von Sigma-Aldrich Chemie bezogen wurde und der Aufwand der Reinigung eine
so geringe Zunahme der Intensitdten nicht rechtfertigt, wurde die Reinigung des DAN

in allen weiteren Experimenten nicht mehr durchgefihrt.

Aufbewahren der DAN-L 8sung
In Abbildung 4 sind die Selenkonzentrationen flr Poolserumproben angegeben, welche

mit unterschiedlich lang gelagerten DAN-LOsungen behandelt worden waren. Die
Selenkonzentrationen, welche mittels 5 bzw. 7 Tage lang aufbewahrter DAN-L 6sung
gemessen wurden liegen beide niedriger, als die mit einer am Versuchstag frisch
angesetzten DAN-L 6sung.

Dieses Ergebnis bestatigt die in der Literatur haufig beschriebene Instabilitat der DAN-
Losung [56, 58, 63 - 65], weshalb die Lésung immer am Versuchstag frisch angesetzt
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werden sollte. Die Instabilitét der DAN-L6sung hat zwei Ursachen: Erstens verursacht
eine Lichtexposition den Verlust des fir die Piazselenol-Reaktion zur Verfligung
stehenden DAN (siehe unten). Diese Ursache wurde bei diesem Experiment jedoch
dadurch vermieden, dass die fertig zubereiteten DAN-L6sungen in dunklen
Glasflaschen aufbewahrt wurden und sie somit vor Lichteinfluss geschiitzt waren. Die
zweite Ursache fur die Instabilitdt des DAN ist dessen Oxidation, welche hier urséchlich
fur die geringeren Werte der Selenkonzentration zu sein scheint. Die Oxidation des
DAN wird in wassriger Losung gefordert, so dass die DAN-LGsung eine wesentlich
hohere Oxidationsrate besitzt als der Feststoff [58].

Lott, Cukor, Moriber, und Solga [63] postulierten zwar, dass die fertig zubereitete
DAN-LGsung 3 Tage lang im Kuhlschrank aufbewahrt werden kann, ohne dass eine die
Messung grob beeinflussende Oxidation des DAN stattfindet. Doch die Ergebnisse
dieses Versuchs sprechen gegen dieses Vorgehen und bestétigen die von einigen
anderen Autoren beobachtete Instabilitét der DAN-LGsung.
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Abbildung 4. Selenkonzentrationen von Poolserumproben unter Verwendung von

aufbewahrten oder am Versuchstag neu angesetzten DAN-L 6sungen.

Folglich wurde die DAN-LOsung in der optimierten Methode weiterhin an jedem
Versuchstag frisch angesetzt, um eine Ungenauigkeit zwischen verschiedenen
Versuchstagen zu vermeiden und somit eine geringe Inter-Assay-Varianz (siehe unten)
zu gewdhrleisten.
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Waschen der DAN-L 6sung

Bei der spektrofluorimetrischen Bestimmung der Intensitéten von Poolserumproben, die

mit unterschiedlich h&ufig gewaschenen DAN-LOsungen behandelt worden waren,
zeigte sich, dass bei mehr als 3 Waschvorgangen die Intensitét mit zunehmender Anzahl
der Waschvorgange abnimmt. In Abbildung 5 sind exemplarisch die Intensitéten
aufgezeichnet, die mittels 3-malig und mittels 6-malig gewaschenen DAN-Ldsungen fir

Pool serumproben gemessen wurden.
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Abbildung 5: Spektrofluorimetrische Intensitdten fir Poolserumproben nach
Behandlung mit DAN-L 6sungen, welche entweder 3 oder 6 Mal mit Cyclohexan

gewaschen wurden.
Die Beobachtung der Intensitdtsabnahme mit zunehmender Waschungs-Anzahl kann

durch das Losungsgleichgewicht des DAN erklart werden. Das L6sungsgleichgewicht

von DAN in einer wassrigen Losung ist in Formel 2 dargestellt.

Formel 2: DAN-L 6sungsgleichgewicht in wassriger L dsung.
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Durch den Waschvorgang mit Cyclohexan geht ein Anteil des nicht-protonierten DAN
mit der organischen Phase in LOsung. Einerseits werden durch diesen Schritt
Unreinheiten und stérende DAN-Polymere aus der wassrigen DAN-L6sung eliminiert
und so die Losung fur die Piazselenol-Bildung optimiert. Doch andererseits verursacht
die Extraktion von nicht-protoniertem DAN eine Neueinstellung des in Formel 2
dargestellten Gleichgewichts, so dass sich mit zunehmender Anzahl der Cyclohexan-
Waschvorgéange auch der Anteil an protoniertem DAN reduziert. Da aber nur die mono-
und diprotonierten Formen von 2,3-DAN mit seleniger Saure und Biselenit-lonen
reagieren konnen, muss ein unnétiger Verlust von protoniertem DAN vermieden
werden. Deshalb sollte die DAN-L6sung nur 3 mal mit Cyclohexan extrahiert werden.

Um Verunreinigungen zu entfernen, darf die Behandlung der DAN-LGsung mit
Cyclohexan diese Anzahl aber auch nicht unterschreiten. Denn 2-maliges Waschen der
DAN-LOsung fihrte zu groben Ungenauigkeiten der spektrofluorimetrisch fir

Standardl 6sungen gemessenen Werte fir verschiedene Versuche.

Koh und Benson [56] setzten jewells 4 Waschvorgéange mit Cyclohexan zur Reinigung
der DAN-LOsung ein. In diesem Experiment unterschieden sich die fir
Poolserumproben gemessenen Intensitéten, welche mit 3- oder 4-malig gewaschenem
DAN erhalten wurden, nur minimal, wobei die 4-fach gewaschene DAN-L6sung
minimal geringere spektrofluorimetriche Intensitédten ergab als die 3-fach gewaschene.
Aus diesem Grund - und um den Arbeitsaufwand so gering wie mdglich zu haten -
wurde die Anzahl der Waschvorgange fur die optimierte Methode auf 3 festgel egt.

Filtrieren der DAN-L&sung

Nach zweimaligem Filtrieren der DAN-L6sung wurde diese klarer, behielt jedoch ihre
urspriinglich gelbe Farbe bel. Dagegen flhrte dreifaches Waschen der DAN-LOsung mit
Cyclohexan (wie oben beschrieben) nicht nur zum Kléren der L6sung, sondern auch
zum weitgehenden Verlust der gelben Farbe.

In Abbildung 6 werden die Intensitdten fur Poolserumproben, welche mittels filtrierten
oder gewaschenen DAN-L 6sungen behandelt wurden, miteinander verglichen. Aus den
dargestellten Ergebnissen kann festgehalten werden, dass die Intensitéten, welche man

mittels gewaschener DAN-LAsungen erhielt, reproduzierbar sind: Die am 11.3.2000 und
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am 13.3.2000 gemessenen Intensitdten sind nahezu identisch, obwohl fir beide
Versuche eine DAN-LOsung jeweils am Versuchstag frisch hergestellt worden war.
Dagegen scheinen aus der Filtermethode keine reproduzierbaren DAN-L6sungen
hervorzugehen: Die Intensitéten fur Poolserum, welche an den beiden Versuchstagen

mit filtrierten DAN-L 6sungen behandelt wurden, unterschieden sich erheblich.
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Abbildung 6: Spektrofluorimetrische Intensitaten fir Poolserumproben, die mit

filtriertem oder gewaschenen DAN behandelt wurden.

Die Intensitéten fur Poolserumproben, welche mit filtrierten DAN-L 6sungen behandelt
wurden, liegen zwar an beiden Versuchstagen jewells héher als die mittels gewaschener
DAN-L6sungen erhaltenen Werte, doch diese hdheren Intensitétswerte spiegeln nicht
etwa eine hohere Selen-Detektion wider, sondern werden vermutlich durch nicht

herausgefilterte Storsubstanzen in der DAN-L6sung verursacht.

Der Ansatz, die DAN-LOsung zu filtrieren, wurde diesen Ergebnissen zufolge
fallengelassen und die DAN-LAsung wurde in der optimierten Methode weiterhin mit

Cyclohexan gewaschen.
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4.1.3 Optimierung der Verdinnung

Durch die Zugabe der gleichen Menge an EDTA bei gleichzeitig verringertem Volumen
sollten hohere Messergebnisse fir die Selenkonzentration erzielt werden. Dain 16 mL
einer 0,0025 M EDTA-L6sung ebensoviedl EDTA enthalten ist wie in 4 mL ener
0,01 M EDTA-L6sung, wurden hohere oder zumindest identische Ergebnisse fur die
Selenkonzentration bei Zugabe von 4 mL 0,01 M EDTA-L8sung erwartet.

Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse der Selenkonzentration fir Poolserum, welches
entweder mit 16 mL einer 0,0025 M EDTA-L6sung oder 4 mL einer 0,01 M EDTA-
Losung behandelt wurde. Entgegen den Erwartungen lag die Selenkonzentration for
Poolserum, welches nach der urspriinglichen Methode mit 16 mL 0,0025 M EDTA-
L 6sung behandelt wurde, jedoch hoher als nach Zugabe von 4 mL 0,01 M EDTA.
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Abbildung 7: Selenkonzentration von je 4 Poolserumproben, welche entweder mit
4 mL 0,01 M oder der urspringlichen Methode entsprechend mit 16 mL 0,0025 M
EDTA-L 6sung behandelt wurden.

Eine mogliche Erklarung dieser Ergebnisse bietet der vielbeschriebene Einfluss des pH-
Wertes auf die Piazselenolbildung. Méglicherweise hat die Zugabe von 16 mL einer
0,0025 M EDTA-L6sung zweierlei Aufgaben: Einerseits dient eine bestimmte Menge
des zu einer Probe gegebenen EDTA dem Abfangen interferierender lonen.
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Andererseits fungiert die EDTA-L6sung moglicherweise as Pufferldsung, so dass ein
optimales Milieu fur die Piazselenolbildung geschaffen wird. Unterstitzt wird diese
These durch Bach, Haas und Mathieu [62], die von einer Verdinnung der Proben mit
destilliertem Wasser (anstelle einer EDTA-L6sung) berichten. Auch Koh und Benson
[56] verdunnten ihre Proben urspringlich mit 15 mL destilliertem Wasser und gaben
hoher konzentriertes EDTA zu den Proben (leider gehen keine genauen Zahlen aus
ihren Angaben hervor). Um die Methode um einen Arbeitsschritt zu verkirzen,
beschreiben die Autoren, dass sie schliefdlich eine 0,0025 M EDTA-L6sung zur

Verdiinnung der Proben einsetzten.

Den Ergebnissen dieses Versuchs zufolge wurde die Menge und Konzentration der
EDTA-L6sung auch fir die optimierte Methode beibehalten und der Einfluss des pH-

Werts auf die Piazselenolbildung im folgenden Experiment weiter untersucht.

4.1.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Piazselenolbildung

In Abbildung 8 sind die Ergebnisse fir Selenkonzentrationen von Serumproben
dargestellt, deren pH-Wert vor Zugabe der DAN-LOsung fur die Piazselenolbildung
eingestellt wurde. Ein Anheben des pH-Wertes wirkt sich scheinbar positiv auf die
Piazselenolbildung aus: Fir Serum, das mit 8 mL einer in 1 M NaOH geldsten oder mit
4 mL einer in 2 M NaOH gelésten 0,01 M EDTA-L6sung vor der DAN-Zugabe
behandelt wurde, erhdt man héhere Messwerte fur die Selenkonzentration als mit der
urspriinglichen Methode. Es ist jedoch zu beachten, dass die so behandelten Proben eine
Gelbfarbung aufweisen und die Leerwertmessungen dieser beiden Verfahren ebenfalls
hohere Intensitéten aufwiesen als die herkdmmlich behandelten Proben.

Die hoheren Werte, die man fur die Selenkonzentration nach Anheben des pH-Wertes
erhalt, sind also weniger Ausdruck einer besseren Effizienz der Piazselenolbildung, als

vielmehr einer verstarkten Interferenz.

In den meisten verdffentlichten Verfahren zur Selenbestimmung wird auf den
essentiellen Schritt der pH-Einstellung hingewiesen: Lott, Cukor, Moriber und Solga
[63] postulierten, dass das pH-Optimum zur Piazselenolbildung bei pH 2 liegt und
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fuhrten folglich eine pH-Einstellung durch. Auch Bach, Haas, und Mathieu [62]
titrierten die Proben bis zum Farbumschlag.

Koh und Benson [56] bezeichneten diesen Schritt erstmals als Uberflissig. In
Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Ergebnissen, berichten Koh und Benson
[56] ebenfalls von hoheren Leerwerten bel Versuchen, den pH-Wert der Proben zu
optimieren. Auch Sheehan und Gao [57] beobachteten hohere Hintergrund-
Interferenzen bel der Spektrofluorimetrie, wenn pH-Werte der Proben angehoben
wurden.

In einer Studie Uber die Kinetik der Reaktion zwischen DAN und Selen befassen sich
Cukor, Walzcyk und Lott [61] ebenfalls mit dem Problem des pH-Werts. Die
Piazselenolbildung ist laut den Autoren von zwel Faktoren abhangig: Einerseits muss
das Amin in protonierter Form vorliegen, was durch einen niedrigen pH-Wert
begiinstigt wird. Andererseits erhoht sich die Konzentration des as Biselenit-lon
vorliegenden Selens bei hohem pH-Wert. In einer weiteren Studie beschreiben Cukor
und Lott [58] einen steilen Abfall der Reaktionsrate bei pH-Werten Uber 1,5,
wohingegen der Verlust an Fluoreszenz-Intensitdt bei pH-Werten unter 1 geringer ist.
Das bedeutet, dass ein Anheben des pH-Wertes die Piazselenolbildung stérker hemmt,
als Bedingungen bel einem pH-Wert unter 1.
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Abbildung 8: Selenkonzentrationen von Poolserumproben, diemit EDTA-

L dsungen unter schiedlicher pH-Werte behandelt wurden.
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Die Ergebnisse dieses Versuchs und die Hinweise in der Literatur ergaben die
Schlussfolgerung, dass eine Anpassung des pH-Werts nicht nur zeitaufwendig ist,
sondern sich sogar negativ auf die Piazselenolbildung auswirkt. Folglich wurde in der
optimierten Methode keine pH-Einstellung vorgenommen.

4.1.5 Optimierung der Piazselenol-Extraktion

Zeitpunkt der Cyclohexan-Zugabe

In der von Koh und Benson [56] beschriebenen Methode wurde Cyclohexan unmittel bar
nach Zugabe der DAN-L6sung zu den Proben gegeben und war somit der zur
Piazselenol-Bildung angewendeten Inkubation bei 60 °C ausgesetzt. Im Gegensatz dazu
wurde Cyclohexan in diesem Optimierungsversuch nach Inkubation der Proben bei
60 °C und bereits erfolgter Piazselenolbildung zu den Proben gegeben. Abbildung 9
zeigt die fur beide Methoden gemessenen Selenkonzentrationen von jewells 9
Pool serumproben im Vergleich zueinander.

Mit der Zugabe des Cyclohexans vor Inkubation der Proben wurden in 8 von 9 Féllen
hohere Werte fir die Selenkonzentration gemessen, als bel Zugabe des Cyclohexans
nach Inkubation der Proben. Doch die Selenkonzentrationen der Proben, bei denen
Cyclohexan bereits vor der Inkubation zugegeben wurde, zeigen erhebliche
Schwankungen: Fir Poolserumproben, die ale die gleiche Selenkonzentration enthalten
lag die Standardabweichung bei 25,8. Dagegen fuhrt eine Cyclohexan-Zugabe nach
Inkubation der Proben zu relativ gleichbleilbenden Werten fir die gemessene

Selenkonzentration mit einer Standardabweichung von 6,1.

Eine mogliche Erklarung fur die meist hoher liegenden Messwerte bel Zugabe des
Cyclohexan unmittelbar nach Zugabe der DAN-LOsung ist, dass die sich wéhrend der
Inkubation bildenden Piazselenole teilweise direkt in der Cyclohexan-Phase in Lésung
gehen, anstelle erst spéter aus der wassrigen Phase extrahiert zu werden. Um bei der
modifizierten Version (Zugabe des Cyclohexans nach Inkubation) zu gewéhrleisten,
dass sich die gebildeten Piazselenol-K omplexe vollsténdig in Cyclohexan 16sen, wurden

spezielle Techniken zum Ausschitteln angewendet (siehe unten).
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Die grofien Schwankungen fir die gemessenen Selenkonzentrationen, die bei
Anwendung der urspringlichen Methode beobacht wurden, beruhen sehr
wahrscheinlich auf der hohen Verdunstungseigenschaft des Cyclohexans. Ein
Verdunsten des Cyclohexans wird einerseits durch den Wéarmeeinfluss wahrend der
Inkubation gefordert und andererseits steht bei dieser Methode eine grol3ere Zeitspanne
zur Verfigung, in der eine Verdunstung des Cyclohexans erfolgen kann. Ein dadurch
bedingter Verlust an Cyclohexan ist fur die spektrofluorimetrsiche Methode fatal, dadie
Messung auf der Konzentration gel6ster Piazselenole in der Cyclohexan-Phase beruht.
Eine Cyclohexan-Zugabe zu einem spéteren Zeitpunkt (nach der Inkubation) und nach
Abkuhlen der Proben verringert die Wahrscheinlichkeit des Verlusts von Cyclohexan
durch Verdunstung.

Aulerdem wurde eine Gelbfarbung der Cyclohexan-Phase beobachtet, wenn
Cyclohexan mit den Proben inkubiert wurde. Die organische Phase bleibt hingegen klar,
wenn Cyclohexan erst nach Inkubation der Proben zur Extraktion des Piazselenols

eingesetzt wurde.
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Abbildung 9: Selenkonzentrationen bel Cyclohexan-Zugabe entweder vor oder

nach Piazselenolbildung.

Auch wenn mit der von Koh und Benson [56] beschriebenen Zugabe des Cyclohexans
vor der Inkubation meist hohere Selenkonzentrationen fir die Proben gemessen wurden,

spricht die wesentlich geringere Standardabweichung bel Cyclohexan-Zugabe nach
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Inkubation der Proben fir eine grofere Verlasslichkeit dieser Vorgehensweise. Bel der
optimierten Methode wurde Cyclohexan deshalb nur nach Inkubation zu den Proben

gegeben.

Extraktion mittels Vibrofix
Nach erfolgter Piazselenolbildung beschrieben Koh und Benson [56] den Einsatz eines

Mixers zur Extraktion des Piazselenols in die Cyclohexan-Phase. Der Metallsténder mit
den Proben wurden dabei in den Mixer gestellt und 1 Minute lang im Uhrzeigersinn und
gegen den Uhrzeigersinn durchmischt. Diesem von Koh und Benson [56] verwendeten
Verfahren zur Piazselenol-Extraktion wurde en modifiziertes Verfahren
gegeniibergestellt, bei dem manuelles Ausschitteln durch den Einsatz eines Vibrofix
erganzt wurde.

Der Mittelwert fUr die Selenkonzentration von Poolserumproben, die nach der Methode
von Koh und Benson [56] verarbeitet wurden, betrug 82,7 pg/L. Der nach der
optimierten Methode erhaltene Mittelwert fir Poolserumproben betrug hingegen
91,81 pg/L. Aulerdem zeigt das modifizierte Verfahren mit 3,14 eine geringere
Standardabweichung als die urspriingliche Methode (SD = 4,17).

Die Beobachtungen konnen folgendermal3en erklart werden: Einerseits fuhrt das
kraftige manuelle Ausschiitteln der Proben zu einer grof3eren Austauschfléche zwischen
wassriger und Cyclohexan-Phase. Dadurch kdnnen gebildete Piazselenole einfacher in
die Cyclohexan-Phase Ubergehen. Auferdem werden die an der Glaswand der
Probenréhrchen haftenden Cyclohexan-Perlen durch Einsatz des Vibrofix ebenfalls der
Cyclohexan-Phase zugefihrt. Das in solchen Perlen enthaltene Piazselenol entgeht der
spektrofluorimetrischen Messung bei Anwendung der Methode nach Koh und Benson
[56].

Da die Konzentration der Piazselenole in der Cyclohexan-Phase ausschlaggebend fir
die spektrofluorimetrische Messung ist, missen sowohl ale gebildeten Piazselenol-
Molekile wie auch sdmtliche Cyclohexan-Ruckstéande (die ihrerseits unterschiedliche

Mengen Piazselenol enthalten kénnen) der oberen Phase der Proben zugefihrt werden.
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Dies gelang durch manuelles Ausschiitteln und dem zusétzlichen Einsatz eines Vibrofix

in der modifizierten Methode.

Effizienz des Extraktionprozesses

Um herauszufinden, ob mit der Extraktion nach optimiertem Verfahren (siehe oben)
samtliche Piazselenol-Molekile erfasst werden, wurde der Extraktionsprozess mit der
wassrigen Phase ein zweites Mal ausgefuhrt. Abbildung 10 zeigt die Standardkurve der
Selenkonzentrationen und die fur die erste bzw. zweite Extraktion gemessenen
Intensitaten.

Die spektrofluorimetrisch gemessene Intensitdt bel der zweiten Extraktion (weil3er Kreis
in Abbildung 10) betrégt 30,07, was einer Selenkonzentration von 3,9 pg/L entspricht.
Bel einer Selenkonzentration von 90,5 upg/L, die fur die erste Extraktion gemessen
wurde (weil3es Quadrat in Abbildung 9), entspricht dieser Wert einem Verlust von 4 %
des Selens. Das heif¥, dass ca. 4 % des Selens nach der ersten Extraktion noch in der
wassrigen Phase verbleiben. Es muss allerdings berticksichtigt werden, dass eine
Selenkonzentration von 3,9 pg/L nur knapp Uber der Nachweisgrenze fir die

spektrofluorimetrische Methode liegt (siehe unten).
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Abbildung 10: Standardkurve und nach erster Extraktion (weil3es Quadrat) bzw.

nach zweiter Extraktion (weil3er Krels) gemessene Selenkonzentrationen.
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Bei der Extraktion des Piazselenols mit Cyclohexan findet anscheinend ein geringer
Selenverlust statt. Da jedoch mit einmaliger Anwendung des Prozesses Uiber 95 % des
Piazselenols extrahiert werden und die Werte bei einer zweiten Extraktion im Bereich
der Nachweisgrenze der Methode liegen, ist der Aufwand eines zweiten

Extraktionsprozesses nicht gerechtfertigt.

Extraktion mit Toluol

Die Fahigkeit von Toluol, Piazselenol aus der wéssrigen Phase zu extrahieren, sollte
untersucht und der Extraktionsfahigkeit des Cyclohexans gegentibergestellt werden.
Doch bereits beim Ubertragen der Toluol-Phase in die Plastikkivetten, die zur
spektrofluorimetrischen Messung eingesetzt werden, wurden die Plastikwéande der
Kuvetten durch Toluol zerstért und konnten folglich nicht im Spektrofluorimeter

gemessen werden.

Einige Autoren berichten Uber die Verwendung von Toluol zur Piazselenol-Extraktion:
In einer Studie Uber die Selenbestimmung mittels 2,3-DAN, verwendeten Lott, Cukor,
Moriber und Solga [63] Toluol zur Piazselenol-Extraktion. In einer jingeren Studie, in
der verschiedene Extraktionsmittel verglichen werden, berichten dieselben Autoren
jedoch von der Uberlegenheit des Cyclohexan zur Piazselenol-Extraktion gegeniiber
Toluol. Auch Paker and Harvey [65] berichteten von hoheren Selen-
Wiederfindungsraten mit Cyclohexan al's Extraktionsmittel.

Um die Extraktionsfahigkeit von Toluol weiter untersuchen zu konnen, hétten die
Glaskivetten anstelle der Plastikkiivetten in die optimierte Methode eingefuhrt werden
muissen. Da Glaskivetten jedoch wesentlich teurer sind as Plastikkivetten und die
Kosten einer optimierten Methode so gering wie mdglich gehalten werden sollten,

wurde die Extraktionsfahigkeit von Toluol nicht weiter verfolgt.
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4.1.6 Lichtempfindlichkeit des Piazselenols

In Abbildung 11 ist die Stabilitdt des Piazselenol-Komplexes unter Einfluss von
fluoreszierendem Licht (Labor) in Abhangigkeit von der Zeit der Lichtexposition
dargestellt. Mit zunehmender Zeit der Lichtexposition nehmen die spektrofluorimetrisch
gemessenen Intensitéten rapide ab: Innerhalb einer Stunde fiel die gemessene Intensitéat
um mehr als 50 %. Die abnehmenden Werte fir die Intensitdten wéahrend der
Lichtexposition entstehen entweder durch Oxidation des Se-DAN-Komplexes mit

L uftsauerstoff oder entsprechen einem Zerfall der Piazselenol-Komplexe.
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Abbildung 11: Fiur die Cyclohexan-Phase (welche Piazselenol enthélt) gemessene
Intensitdten in Abhangigkeit von der Zeit bis zur spektrofluorimetrischen

Bestimmung.

Den Beobachtungen aus diesem Versuch steht die Aussage von Koh und Benson [56]
gegenilber, die postulierten, dass die Piazselenol enthaltende L6sungsmittel-Phase eine
Woche lang fluoreszierendem Licht ausgesetzt werden kann, ohne die analytischen
Ergebnisse zu beeintréchtigen. Bei genauerer Uberpriifung dieser Aussage stellt sich
aber heraus, dass die Autoren (nach 16 h Lichtexposition) eine ,vernachléssigbare
Anderung der "Se-Aktivitat [30] beobachteten. Die "“Se-Aktivitat entspricht jedoch
unter diesen Umstanden nicht mehr der Menge des vorhandenen Piazselenols, da auch
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der Anteil des "Se, welcher nicht mehr an DAN gebunden ist (also nicht mehr als
Piazselenol vorliegt), bei Bestimmung der Aktivitdt mitgemessen wird.

Entsprechend der durch diesen Versuch geduf3erten Theorie wiesen Sheehan und Gao
[57] darauf hin, dass das Piazselenol potenziell photolabil ist. Cukor and Lott [58]
zogen es sogar vor, ihre Analysen in der Dunkelkammer durchzufihren. Bach, Haas
und Mathieu [62] gingen auf &hnliche Weise vor: Die Inkubation zur Piazselenolbildung
erfolgte im Dunkeln und alle darauffolgenden Schritte erfolgten unter Vermeidung

direkter Neonlicht-Exposition.

Der hier durchgefuhrte Versuch weist darauf hin, dass die Messung der Proben
maoglichst unverzuglich erfolgen sollte, um sowohl eine direkte Fluoreszenz-Exposition
wie auch einen unndtig langen Kontakt mit Luftsauerstoff zu vermeiden. Auf
mehrmalige Wiederholung der Messung sollte ebenfalls verzichtet werden, da diese zu
Intensitétsverlusten fuhrt. Dunkelkammer-Bedingungen sind jedoch fir die in dieser
Arbeit vorgestellte optimierte Methode nicht notwendig, wie die Wiederfindungsraten
bestétigen (s.u.).

4.1.7 Integrationszeit bei der spektrofluorimetrischen Messung

Die fur eine Probe gemessene Intensitét bel einer Integrationszeit von 1 Sekunde
unterschied sich in der Regel nicht von der fur dieselbe Probe gemessene Intensitét bei
einer Integrationszeit von 5 Sekunden, wie in der Methode nach Koh und Benson [56]
beschrieben. Bel einigen wenigen Proben wurde bel einer Integrationszeit von 5
Sekunden ein Verlust von 3-5 spektrofluorimetrischen Fluoreszenz-Einheiten gegeniber
einer Integrationszeit von 1 Sekunde verzeichnet. Allerdings muss bei der Interpretation
dieses Intensitétsverlusts beachtet werden, dass die Messung bei einer Integrationszeit
von 5 Sekunden nach der Messung bei der Integrationszeit von 1 Sekunde erfolgte. In
diesem Zusammenhang sei auf den bereits zuvor beschriebenen Intensitdtsverlust bei
mehrmaliger Messung verwiesen (siehe oben).
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Da die Integrationszeit keinen entscheidenden Einfluss auf die fir eine Probe
gemessene Intensitét dbt, erfolgte die spektrofluorimetrische Messung der optimierten

Methode bei einer Integrationszeit von 1 Sekunde.

4.2  Validierung

4.2.1 Wiederfindungsrate von 6-Methyl-">Se-Selenomethyl-19-norcholest-5(10)-en-
3i3-ol

Tabelle 3 zeigt fir jede Probe die mittels GammaCounter ermittelte
Wiederfindungsrate des [*°Se]Selen-Sterolderivats und die spektrofluorimetrisch
gemessene Intensitdt. Die durchschnittliche Wiederfindungsrate von radioaktivem
[°Se] Selen-Sterolderivat betragt 86,4 % fir die optimierte Methode. Koh und Benson
[56] fanden eine durchschnittliche [ °Se] Selen-Wiederfindungsrate von 85 %.

Die qgute Korrelation zwischen der mittels GammaCounter ermittelten
Wiederfindungsrate des ["°Se] Selen-Sterolderivats und der fiir diese Proben gemessenen
spektrofluorimetrischen Intensitéten sind ebenfalls in Tabelle 3 veranschaulicht. Selbst
die Wiederfindungsraten, welche am starksten vom Mittelwert abweichen, entsprechen
spektrofluorimetrischen Intensitéten, die in gleicher Richtung vom Mittelwert der

Intensitdten abweichen (siehe *-Markierungen).

Der Verlust an radioaktivem [°Se]Selen von ca 13,6 % kann durch die folgenden

Effekte erklart werden:

1)  Dalediglich Tracer-Mengen des [°Se]Selens verwendet wurden, die unter der
Nachweisgrenze fur die optimierte Methode liegen, ist mit Messungenauigkeiten
zu rechnen.

2)  Die Instabilitét des radioaktiven ["°Se]Selens filhrt zu einem zeitabhangigen
Verlust des zu den Proben zugegebenen [ °Se] Selens.

3)  Dasverwendete [°Se]Selen ist ein Sterolderivat und wird als lipophile Substanz
auch an der Glasrohrchenwand und den Pipettenspitzen adsorbiert und geht

somit nicht vollstandig in die Cyclohexanphase tber.
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Die dritte Theorie wurde dadurch bestétigt, dass Pipettenspitzen in Plastikrohrchen
gelegt und im Gammacounter die Aktivitdt gemessen wurde. Ungefdahr 4 % der

Aktivitét konnte tatséchlich in den verbliebenen Pipettenspitzen nachgewiesen werden.

Tabelle 3: Wiederfindungsraten (in Prozent) von radioaktiv markiertem Se,
welches Poolser umproben zugesetzt wurde und Vergleich zu spektrofluorimetrisch

gemessenen I ntensitaten der selben Proben.

75
. . Sel-
Spektrofluori metrl.sgh Wi edeEfi n dl]Jngsr e
Probe | gemessene Intensitéat )
(mittels Gamma-
Counter)
1 263,137 86,1 %
2 280,671 88,5 %
3 265,439 84,8 %
4 269,569 86,5 %
5 270,873 85,8 %
6 270,736 86,5 %
7 267,417 85,5 %
8 268,198 86,2 %
9 242,799 * 79,1%*
10 266,94 84,9 %
11 268,361 83,2 %
12 326,836 * 104,1 % *
13 267,401 82,4 %
Mittelwert: 271,414 Mittelwert: 86,4 %

Bei den Ergebnissen fiir die Wiederfindungsrate von [°Se]Selens ist zu beachten, dass
es sich hierbel um en fir die Nebennierenszintigraphie verwendetes Sterolderivat
handelt und nicht als natiirliche Komponente in organischen Proben vorkommt, die im
klinischen Alltag untersucht werden, wie zum Beispiel Serum. Im Gegensatz zu den im
klinischen Alltag verwendeten Serumproben enthalt das [°Se] Selen-Sterolderivat auch
keine Selenoprotein-Verbindungen. Da es mit der optimierten Methode jedoch vor
adlem mdoglich sein soll, Selen in organischen Materialien zu messen, wurde im
folgenden untersucht, in wie weit die optimierte Methode in der Lage ist, Selen aus

Selenoprotein-Verbindungen zu 16sen und zu detektieren.
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4.2.2 Fahigkeit der optimierten Methode, Selen aus organischen Verbindungen frei zu
Setzten

Wie in Tabelle 4 aufgefuhrt, wurde 100 % des Selens aus Selenoprotein-
Standardlésungen mit der optimierten Methode spektrofluorimetrisch nachgewiesen.
Nur das aus den DL-Selenmethionin- und Selenharnstoff- Standardldsungen freigesetzte
Selen konnte an DAN binden und wurde dadurch spektrofluorimetrisch messbar. Das
bedeutet, dass die optimierte Methode in der Lage ist, Selen vollstandig aus den
genannten organischen Verbindungen frel zu setzen.

Diese Ergebnis macht die optimierte Methode gegentiber neu entwickelten Methoden
zur vollsténdigen Selenfreisetzung aus organischen Verbindungen konkurrenzfahig, wie
z. B. dem Aufschlussverfahren nach D’ Ulivo, Lampugnani, Sfetsios und Zamboni [66,

67).

Tabelle 4: Wiederfindungsraten von Se-DL-M ethionin und Selenhar nstoff, welches
jeweils Poolserumproben zugesetzt worden war. Als Referenz dienten Se(1V)-
Standardlésungen. Gegentiber gestellt ist die durchschnittliche Wiederfindungsr ate

fur standardisiertes Refer enz-Serum.

Se(Vl) = Se-DL-Met | Konz. Se-DL-Met | Se-Harnstoff Referenz-
Referenz Serum
100 % 101,2 % 98,7 % 100,5 % 98,8 %

Weiterhin wurde untersucht, ob dieses Ergebnis auch dann zutrifft, wenn die
Selenoproteine nicht in einer StandardlGsung ohne Interferenzsubstanzen, sondern im
Serum enthaten sind. Die Ergebnisse sind in Abbildung 12 dargestellt, wobei die
Fehlerbalken die Standardabwei chung angeben.

Die zu Serumproben mit vier verschiedenen Selen-Ausgangskonzentrationen
zugesetzten Mengen an DL-Selenmethionin wurden zu jewells gleichen Anteilen
freigesetzt und detektiert, was durch den paralelen Verlauf der vier Geraden
veranschaulicht ist. Aulerdem sind die mittleren Wiederfindungsraten von
zugegebenem DL-Selenmethionin fir jede der vier Serumproben aufgefihrt: Sie liegen
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zwischen 98 % fur Poolserum und 105 % fir fetales Kalberserum. Durchschnittlich
wurde mit Hilfe der optimierten Methode 1005 % des zu den Serumproben
zugegebenen DL-Selenmethionins wiedergefunden. Da heildt, dass die Fahigkeit der
optimierten Methode zur vollstandigen Freisetzung von Selen aus Selenoprotein-
V erbindungen auch im Serum gewéhrleistet ist.

Recovery

200 Poolserum 97,9%

Dialyse | 99,13%

150 — Dialyse Il 100,3%

FCS 104,8%

100 —

50 —

Spektrofluorimetrisch gemessene Selenkonz. [ug/L]

0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Zugegebene Selenkonz. [ug/L]

Abbildung 12: Spektrofluorimetrisch gemessene Selenkonzentrationen bei Zugabe
ansteigender  Selenmengen zu  Poolserumproben, Seren  chronischer
Dialysepatienten oder fetalem Kélberserum.

4.2.3 Validierung durch standardisiertes Referenz-Serum

Abbildung 13 zeigt die mit der optimierten Methode doppelt bestimmten
Selenkonzentrationen fur standardisiertes Referenz-Serum.  Fir  unverdinntes
Standardserum, welches nach Herstellerangaben 80 pg/L Selen enthélt, wurde einmal
81,3 pg/L und einmal genau 80 pg/L gemessen.
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Fir 6 verschiedene Verdinnungen dieses Standardserums wurden ebenfalls nahezu
100 % (98,8 %) des Selens wiedergefunden. Geringe Abweichungen lassen sich darauf
zurckfuhren, dass der Prozess der Verdinnung selbst bereits geringe Fehler mit sich
bringen kann.

Fir die in diesem Versuch hochste Verdinnung des Referenz-Serums sollte die
Selenkonzentration 2 pg/L betragen. Bel der spektrofluorimetrischen Messung wurde
eine Abweichung von 3,5 pug/L vom erwarteten Wert bei einer der beiden Proben
verzeichnet. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass die Nachweisgrenze fur die
spektrofluorimetrische Methode bel 3 pg/L liegt und somit eine genaue Messung im

Konzentrationsbereich von 2 pg/L nicht erwartet werden kann.

90
80
70
60
50
40
30
20

=1 —Il_lrni

80 60 40 30 20 10 5 2
vorgegebene Se-Konz. [ug/L]

gemessene Se-Konz. [ug/L

Abbildung 13: Mittels der optimierten Methode gemessene Selenkonzentrationen
von standardisiertem Referenzserum, fur welches die auf der x-Achse

angegebenen Selenkonzentrationen vor gegeben war en.

Abbildung 14 verdeutlicht die Genauigkeit der optimierten Methode. Fir ale Werte, die
Uber der Nachweisgrenze liegen, wurden die mit der optimierten Methode ermittelten
Selenkonzentrationen gegen die  vorgegebenen  Selenkonzentrationen  des
Standardserums aufgetragen. Die Ausgleichsgerade durch die so erhaltenen Punkte ist
definiert alsy = 1,01 x — 1,06. Der Schnittpunkt mit der x-Achse liegt bei 1,04. Die
Standardabwei chung fir Werte Uber der Nachwel sgrenze betrégt 26,83.



44

Aus der Geradengleichung lassen sich mehrere Dinge ablesen: Erstens, betragt die
Steigung der Ausgleichgerade nahezu 1, was fir die gute Korrelation der optimierten
Methode mit den vorgegebenen Werten spricht. Der Gleichung lésst sich weiterhin
entnehmen, dass die Genauigkeit der optimierten Methode mit zunehmenden
Selenkonzentrationen ansteigt. Doch hier muss wiederum beachtet werden, dass die
Ungenauigkeit der immer héheren Verdinnungsstufen auch allein auf den Vorgang der

Verdinnung zurtick zu fihren sein kann.

— 90
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vorgegebene Se-Konz. [ug/L]

Abbildung 14: Gegeneinander aufgetragene Werte fir gemessene bzw.
vorgegebene Selenkonzentrationen, die Uber der Nachweisgrenze liegen, mit

Ausgleichsgerade.
4.2.4 Prazisionsprofile
Abbildung 15 zeigt die Varianzen in Abhangigkeit von der Selenkonzentration. Bei

Selenkonzentrationen, die oberhalb der Nachweisgrenze liegen, betrégt die Intra-Assay
Varianz fir die optimierte Methode 3,27 %. Die Inter-Assay Varianz betragt 1,8 %.
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Abbildung 15: Intra- und Inter-Assay Varianzen (CV [%]) in Abhangigkeit von
der Selenkonzentration der Proben. Die Darstellung der Ausgleichskurve erfolgte
nach der Formel: y =a+ b /x.

4.2.5 Nachweisgrenze

Als Nachweisgrenze einer analytischen Methode wird digjenige Selenkonzentration
definiert, bel der eine Inter-Assay Varianz von 20 % erreicht wird.

Da selbst mit Serumproben von Dialysepatienten der niedrigsten Selenkonzentration
(22 pg/L) diese Grenze nicht erreicht wird, wurden verdinnte Serumproben zur
Bestimmung der Nachweisgrenze eingesetzt. Die auf diese Weise bestimmte
Nachweisgrenze fir humanes Serum kann aus Abbildung 15 abgelesen werden: Die
Nachweisgrenze fir die optimierte Methode betragt 3 ug Selen/L Serum.

In der von Koh und Benson [56] publizierten Methode finden sich keine Angaben zur
Nachweisgrenze. Der von Sheehan und Gao [57] angegebene Wert fur die
Nachweisgrenze ihrer vereinfachten spektrofluorimetrischen Methode liegt mit 10 pug/L
noch immer hoher, als die Nachweisgrenze fur die hier beschriebene optimierte
Methode.

Betrachtet man diese Werte fUr die Nachweisgrenzen unter klinischen Aspekten, so

erfullt die spektrofluorimetrischen Methode eine wichtige Anforderung fir eine
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Methode zur Selenbestimmung im klinischen Alltag: Die klinisch kritische Plasma
Selenkonzentration, ab der eine Selen-Supplementation erfolgen sollte, betragt
23,7 pg/L (0,3 pmol/L) fur Erwachsene [53]. Proben, welche diese Grenze
unterschreiten, konnen also mit der beschriebenen Methode ohne Probleme erfasst
werden. Aufgrund der niedrigen Nachweisgrenze ist die Methode sogar fur die

Uberwachung des Selenstatus von Kindern und Neugeborenen geeignet.

4.2.6 Vergleich der spektrofluorimetrischen Methode zur AAS und NAA

Die optimierte spektrofluorimetrische Methode wurde mit anderen zur quantitativen
Selenbestimmung  gebrauchlichen Verfahren verglichen, wobei die NAA als
"Goldstandard’ [53] gilt.

Der Korrelationskoeffizient far spektrofluorimetrisch oder mittels
Atomabsorptionsspektrometrie ermittelten Selenkonzentrationen fur 30 verschiedene
Proben betragt 0,89.

Beim Vergleich der optimierten spektrofluorimetrischen Methode mit dem
"Goldstandard’ Neutronenaktivierungsanalyse (dargestellt in Abbildung 16) ergibt sich
fur diese 30 Proben ein Korrelationskoeffizient von 0,96.

Beim Vergleich der Neutronenaktivierungsanalyse und der Atomabsorptions-
spektrometrie (Abb. 17) ergibt sich ein Korrelationskoeffizient von 0,76.

Die enge Korrelation zwischen der optimierten spektrofluorimetrischen Methode und
der NAA beweist die hohe Genauigkeit der optimierten Methode. Die Korrelation der
optimierten Methode zur AAS, dem momentan am haufigsten routinemalig
angewendetem Verfahren [53], ist niedriger. Auffélig ist jedoch die relativ schlechte
Korrelation der AAS mit dem “Goldstandard” NAA. Diese Ergebnisse fuhren zu der
Schlussfolgerung, dass die optimierte spektrofluorimetrische Methode der bislang
gebrauchlichsten Methode AAS in puncto Genauigkeit Uberlegen ist.

Die Wiederfindungsrate fur standardisiertes Referenz-Serum mittels NAA betrug
98,4 %. Auch hier schnitt die optimierte Methode exzellent ab: Die Wiederfindungsrate
liegt bei 98,8 % (siehe oben). Im Vergleich dazu betrug die Wiederfindungsrate fur die
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AAS nur 81,25 %. Andere Studien, in welchen die AAS eingesetzt wurde, berichten
jedoch auch von hoheren Wiederfindungsraten: Fir die GFAAS (graphite furnace
atomic absorption spectrometry) wurden Werte von 95 % [53] bzw. von 93-98 % [68]
dokumentiert. Laut Literatur besteht das Hauptproblem der AAS in einem
Préaatomisierungs-Verlust von Selen, wodurch die in dieser Studie gefundenen

Abweichung fur die AAS verursacht sein konnten.
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— Steigung = 0,96, r2 = 0,9,a=19,7
B Poolserum, FCS (n = 4)

* Steigung = 0,74, 2= 1l,a=4_3

Abbildung 16: Korrelation der Selenkonzentrationen gleicher Proben, jewells

gemessen mit Spekrtofluorimetrie und NAA.

Die aus der Literatur entnommenen Werte fur die Nachweisgrenze fur Selen im
menschlichen Serum mittels AAS sind nicht konkordant: Laut Harrison, Littlejohn und

Fells [68] liegt die Nachweisgrenze bei 0,8 ug/L, doch Gardiner, Littlegjohn, Halls und
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Fell [69] dokumentieren eine Nachweisgrenze von 6 pg/L. Fir die in dieser Arbeit
beschriebene spektrofluorimetrischen Methode liegt die Nachweisgrenze fir Selen im
Humanserum mit 3 pug/L deutlich niedriger. Doch weder AAS noch Spektrofluorimetrie
konnen mit der Nachweisgrenze der NAA konkurrieren: Die Nachweisgrenze des
Goldstandards liegt bei 10° pg/L [70].
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— Steigung: 0,98; r2=0,97;a=0,98

Abbildung 17: Korrelation der Selenkonzentrationen gleicher Proben, jewells
gemessen mit AASund NAA.

Bel Betrachtung der drei diskutierten Verfahren unter wissenschaftlichen als auch
Klinisch praktischen Aspekten, kann die NAA wegen des apparativen und zeitlichen
Aufwandes nicht als Routinemethode mit der AAS oder der Spektrofluorimetrie
konkurrieren. Bel vergleichbarem zeitlichen Aufwand der AAS und der

Spektrofluorimetrie schneidet die Spektrofluorimetrie aufgrund der geringeren
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Anschaffungskosten und hoherer Prézision besser ab und ist somit fir eine genaue und

kostenguinstige Routinebestimmung klinischer Proben besser geeignet.
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5 Zusammenfassung

Das Spurenelement Selen hat in den vergangenen Jahren zunehmend an klinischer
Relevanz gewonnen, da einige Krankheiten mit einem Selenmangel in Verbindung
gebracht werden konnten. Um den Selenstatus eines Individuums erfassen zu kdnnen
und gegebenenfalls eine Selen-Substitution einzuleiten, bedarf es einer Methode, die

genau, einfach und im Kklinischen Alltag einsetzbar ist.

Die bislang ublichen Verfahren der AAS sind relativ teuer bel der Gerdteanschaffung
und im Vergleich zu der hier vorgestellten optimierten spektrofluorimetrischen Methode
ungenauer. Das derzeit genaueste Verfahren zur quantitativen Selenbestimmung, die
NAA, ist aufgrund des immensen zeitlichen Aufwands und hoher Kosten fir die
klinische Routine ungeeignet.

In dieser Arbeit wurde die erstmals von Koh und Benson [56] beschriebene
spektrofluorimetrische Methode zur Selenbestimmung so modifiziert und optimiert,
dass eine fur die klinische Selenbestimmung biologischer Proben geeignete, genaue
Methode resultierte.

Das zur Bestimmung eingesetzte Volumen an Serum konnte gegentiber dem von Koh
und Benson [56] beschriebenen Verfahren um mehr als die Hélfte reduziert werden.
AuRerdem wurden in dieser Arbeit nur 400 pL einer Selen-Standardprobe im Gegensatz
zu dem von Koh und Benson [56] eingesetzten 1 mL verwendet. Durch das geringere

Probenvolumen war 1 mL der Sauremischung zum Aufschluss der Proben ausreichend.

Die Schritte der Inkubation wurden verkirzt und mittels eines Heizblocks dahingehend
vereinfacht, dass Inkubationen im Wasserbad Uberfllissig waren. Unnétige Wartezeiten
durch Vorheizen des Heizblocks wurden ausgelassen. AulRerdem wurde die Temperatur
auf 190 °C reduziert, well sie fur den Probenaufschluss ausreichend war. Da bel dieser
Temperatur die Teflon-beschichteten Deckel der Probenréhrchen geschont wurden,
konnten sie fur mehrere Versuchsreihen eingesetzt werden. Dies fihrte zu einer

weiteren K ostenelnsparung.
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Bel der Zugabe von rauchender Salzsdure zu den Proben wurden potenzielle
Selenverluste durch Ausspllen der Deckel vermieden. Die Reduktion erfolgte mit
offenen Probenr6hrchen, was zusdizlich das Abrauchen von Uberschiussiger
Salpetersaure bewirkte.

Die Waschvorgange der DAN-L 6sung konnten auf 3 Durchgange reduziert werden, da
sich die Ergebnisse gut mit den Resultaten decken, die man mit den von Koh und
Benson [56] verwendeten 4 Waschvorgangen erhielt.

Diein der Literatur widerspriichlich diskutierte Frage eines pH-Wert-Einflusses auf die
Piazselenolbildung wurde auch fur die hier beschriecbene Methode erértert. In
Ubereinstimmung mit Koh und Benson [56] wurde auch bei der optimierten Methode

keine Einstellung des pH-Wertes vorgenommen.

Im Gegensatz zu der von Koh und Benson [56] beschriebenen Methode erfolgte in dem
hier beschriebenen Verfahren die Zugabe von Cyclohexan zur Extraktion erst nach der
Piazselenolbildung, da dadurch die Werte der Standardabweichung erheblich gesenkt
werden konnten. Die weitere Optimierung des Extraktionsprozesses beinhaltete den

zusétzlichen Gebrauch eines Vibrofix.

Entgegen der von Koh und Benson [56] postulierten Unabhangigkeit des Piazselenols
gegentiber Lichteinwirkung, ergaben die Untersuchungen zur Lichtempfindlichkeit in
dieser Arbeit, dass das Piazselenol direkter Lichteinwirkung nicht ausgesetzt werden
sollte. Aus diesem Grund empfiehlt es sich auch, die spektrofluorimetrische Messung
derselben Probe nur ein Mal durchzufihren.

Die Einstellungen des Perkin-Elmer Modells zur spektrofluorimetrischen Messung
erwiesen sich als optimal bei einer Spaltbreite fur die Excitation von 2,5 nm, einer
Spaltbreite fur die Emission von 10 nm, 364 nm fir die Excitation, 520 nm fur die

Emission und einer Integrationszeit von 1 Sekunde.
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Die Versuche zur Validierung zeigten, dass die hier beschriebene Methode eine
zuverlassige und gut reproduzierbare Bestimmung der Selenkonzentration ermoglicht,
deren Ergebnisse gut mit denen von standardisierten Referenzsubstanzen
Ubereinstimmen. Ein Selenverlust tritt nicht auf; zu den Proben zugesetztes Selen wird
vollstandig nachgewiesen. Auch in organischen Verbindungen gebundenes Selen kann

ganzlich aus den Verbindungen gel 6st und nachgewiesen werden.

6 Ausblick

Die niedrige Nachweisgrenze dieser optimierten Methode erweitert deren
Anwendungsbereich: Selenkonzentrationen von Gewebeproben, Urin [71] oder anderen
biologische Materialien mit niedrigem Selengehalt konnen mit dieser Methode
zuverlassig und genau bestimmt werden.

Somit kann die Methode auch fur weiterfihrende wissenschaftliche Fragestellungen
eingesetzt werden und zur Aufklarung der wichtigen Rolle des Spurenelements Selen

beitragen.
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