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1  Einleitung und Problemstellung

1 Einleitung und Problemstellung

Selen wurde seit seiner Entdeckung im Jahre 1817 lange Zeit als rein toxisches Element
angesehen. Seitdem Selen 1973 als Bestandteil der Glutathionperoxidase, einem Enzym
zum Schutz der Zellen vor oxidativem Stress, identifiziert wurde, gilt es aber als
essenzielles Spurenelement fiir Mensch und Tier. Der Konzentrationsbereich, zwischen
dem Selen toxisch bzw. essenziell wirkt, ist sehr schmal. So wird vermutet, dass eine
nahrungsbedingte Aufnahme von mehr als 1 mg kg Se zu toxischen Erscheinungen fiihrt,
wohingegen eine Aufnahme von weniger als 0,1 mgkg”' Selenmangelerscheinungen
hervorrufen kann [1].

Die Nahrung ist die mit Abstand wichtigste Aufnahmequelle fiir den Menschen [2]. In
pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln sind die wichtigsten Selenspezies
Selenomethionin (SeMet), Selen-Methylselenocystein (MeSEC), Selenocystein (SeCys),
v-Glutamyl-Se-Methylselenocystein (y-Glu-MeSEC) und Selenat. Dariiber hinaus werden
Nahrungserginzungsmittel in unserer Gesellschaft immer populérer, bei denen Selenit
hiufig Bestandteil ist.

Die Bioverfiigbarkeit von Selenspezies wurde bereits in vielen Studien untersucht und liegt
zwischen 70-95 % [3]. Haufig werden dafiir In-vitro-Methoden angewendet, bei denen die
simulierte gastrointestinale Verdauung die am weitesten verbreitete Methode darstellt. Mit
dieser Methode kann festgestellt werden, welche Selenverbindungen nach der Verdauung
fir die Resorptionsvorginge vom Darm ins Blut zur Verfiigung stehen. Fiir die
Untersuchungen des transepithelialen Transports ist eine weitere In-vitro-Methode
etabliert. Es handelt sich dabei um die Caco-2-Zelllinie, mit der intestinale
Transportvorginge simuliert werden konnen [4].

Die bisherigen wissenschaftlichen Abhandlungen umfassten Transportexperimente der
beiden anorganischen Spezies Selenit und Selenat sowie der organischen Formen SeMet,
MeSEC, Selenocystin und methylselenige Sdure. Weiterhin wurde der Einfluss von
Glutathion und Sulfat auf den Transport betrachtet [5, 6]. Allerdings gibt es bisher keine
Arbeiten, bei denen das Transportverhalten der Selenspezies bei Vorhandensein mehrerer
Selenspezies gleichzeitig untersucht wurde. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit
diesem Sachverhalt, da ein gegenseitiger Einfluss der Spezies auf die Transportvorginge
wahrscheinlich ist. Des Weiteren resultiert der Ansatz aus der Tatsache, dass die
konsumierten Nahrungsmittel nicht nur eine, sondern eine Vielzahl an Selenverbindungen

enthalten. Eine weitere Neuerung zu bisherigen Arbeiten zum Selenspeziestransport ist die
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Anwendung der Ussing-Kammer-Technik. Sie ist eine elektrophysiologische Methode, mit
der unter anderem kontinuierlich die Lebensfihigkeit der Caco-2-Zellmonolayer iiberwacht
werden kann.

Fiir die Modellexperimente zum Transportverhalten in vitro wurden die Spezies Selenit,
Selenat, SeMet und MeSEC gewihlt. Bei diesen vier Verbindungen handelt es sich um fiir
die menschliche Erndhrung relevante Selenspezies, die auch nach einer simulierten
gastrointestinalen Verdauung unverdndert vorliegen [2]. Vor den eigentlichen
Transportexperimenten musste eine analytische Methode zur Bestimmung der Selenspezies
entwickelt werden. Hierbei sind die Kopplungstechniken weit verbreitet [7]. Als Methode
wurde die Kopplung von Hochleistungsfliissigkeitschromatografie mit der induktiv
gekoppelten Plasmamassenspektrometrie (HPLC-ICP-MS) gewihlt, optimiert und
anschliefend validiert. Neben einer optimalen Trennleistung sollten auch der zeitliche
Aufwand und O©konomische Aspekte bei der Entwicklung der Analysenmethode
beriicksichtigt werden.

Durch die Anwendung der statistischen Versuchsplanung kann der Versuchsaufwand
minimiert werden bei gleichzeitigem maximalen Informationsgewinn. Eine Einsparung
von Zeit und Kosten ist somit moglich. Die Auswertung des sich daraus ergebenden
2*-Faktorenplans fiihrt zur Identifizierung und Quantifizierung von Haupteinfliissen und
Wechselwirkungseffekten hinsichtlich des Transportverhaltens der vier Selenspezies. Eine
Aussage iiber die gegenseitige Beeinflussung der Spezies ist somit moglich. Im
abschliefenden Schritt sollen verschiedene multivariate Regressionsmethoden zur
Auswertung der erhaltenen Daten herangezogen werden, um anhand eines Modellsystems
Vorhersagen zum Transport der Selenspezies durch Caco-2-Zellmonolayer treffen zu
konnen.

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, eine leistungsfihige Kopplungsmethode der
HPLC-ICP-DRC-MS zur Selenspeziesanalytik zu validieren und das Transportverhalten
von vier fiir die Humanernihrung relevanten Selenspezies, unter Zuhilfenahme

chemometrischer Methoden, zu untersuchen.
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2.1  Selen und Selenspezies

2.1.1 Vorkommen und Anwendung

Selen wurde im Jahre 1817 von dem schwedischen Mediziner und Chemiker Jons Jakob
Berzelius im Bleikammerschlamm einer Schwefelsdurefabrik entdeckt. Es ist natiirlicher
Bestandteil der Erdrinde und kommt in Spuren in Form von Seleniden als Begleiter
sulfidischer Erze, wie Pyrit (FeS,), Kupferkies (CuFeS;) und Zinkblende (ZnS) vor. Der
durchschnittliche Selengehalt im Boden betrigt 0,05 mg kg™ und ist somit um etwa vier
GroBenordnungen kleiner als der des chemisch verwandten Schwefels [8, 9]. Geogen
bedingt unterliegt der Selenbodengehalt allerdings groBraumigen Schwankungen

(Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Selengehalt im Boden verschiedener Lander und Regionen, verandert nach [2]

Land Selen im Boden in mg kg™’
Belgien 0,11

China (Enshi Region) 10-40

China (Keshan Gebiet) 0,17
Finnland 0,15-0,72
Frankreich 0,18
Spanien 0,07-0,39
Schweden 0,39
GrofBbritannien 0,18-29,70
USA 0,11-18,36

In Europa finden sich selenarme Boden, beispielsweise in Belgien, Frankreich, den
skandinavischen Léndern (Finnland, Schweden) und Spanien. Die Angaben fiir
Deutschland reichen von selenarm bis gesicherte Versorgung. In den Lindern China,
GroBbritannien und USA werden die groBen regionalen Schwankungen der Selengehalte
im Boden deutlich, wobei selenreiche Boden in der Region um den Bezirk Enshi in China
und in den USA vor allem in Nord-Dakota, Siid-Dakota, Nebraska, Kansas und Colorado
vorkommen. Die selenreichsten Boden der Welt, mit bis zu 1250 mg kg'1 Selen, wurden in

Limerick, Tipperary und der Grafschaft Meath in Irland gefunden [10].
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Technische Bedeutung hat Selen bei der Herstellung von elektrischen Gleichrichtern und
Photozellen sowie in der Xerographie (,,elektrostatisches Kopieren®). Des Weiteren wird
es als Legierungsbestandteil in der Metallindustrie verwendet und dient als Fiarbungs- und
Entfarbungsmittel in der Glas- und Keramikindustrie [11]. Selenverbindungen finden
ebenfalls Verwendung in der Landwirtschaft (als Zusatz in Diinge- und Futtermitteln) und
als Nahrungserginzungsmittel in der Humanernihrung.

Selen kommt in verschiedenen chemischen Formen (Selenspezies) vor. Im Allgemeinen
wird zwischen anorganischen und organischen Selenspezies unterschieden. Die
anorganischen Verbindungen spielen vor allem in der unbelebten Natur eine Rolle,
wohingegen die organischen Verbindungen in der belebten Natur iiberwiegen. Wichtige

biologische und technische Selenverbindungen sind in der Tabelle 2.2 und ausgewihlte

Strukturformeln in Abbildung 2.1 zusammengefasst.

Tabelle 2.2: Biologisch und technisch bedeutende Selenspezies, verandert nach [12]

Oxidations-  Bezeichnung Summenformel  Vorkommen
stufe
Se” Selenwasserstoff H,Se Metabolit
Methylselenol CH;SeH Metabolit
Dimethylselenid (CHs3),Se Atemluft
Trimethylselenium-Ion (CH;);S¢e* Urin
Selenocystein (SeCys) H;C5SeNO, In Selenoenzymen
Se-Methylselenocystein (MeSEC) HyC,SeNO, Knoblauch, Brokkoli
v-Glutamyl-Se-Methylselenocystein  H;sCoSeN,Os Knoblauch, Brokkoli
(y-Glu-MeSEC)
Selenomethionin (SeMet) H;;CsSeNO, Unspezifische Se-Proteine
Se’ Elementares Selen Technische Anwendung
Se™ Selendioxid SeO, Technische Anwendung
Selenige Sdure H,SeO;
Natriumselenit Na,SeO; Metabolit, Supplement
Se’ Selensidure H,SeO,
Natriumselenat Na,SeO, Metabolit, Supplement

Die Nahrung stellt den mit Abstand wichtigsten Aufnahmepfad von Selenspezies fiir den
Menschen dar (Tabelle 2.3). Dabei konnen die Selengehalte in Abhéngigkeit von Herkunft
und Entstehung der Nahrungsmittel von den Daten der Tabelle abweichen. Ursache hierfiir
ist die mallgebliche Abhingigkeit des Selengehaltes der Nahrung, insbesondere der

pflanzlichen Nahrungsmittel, vom Selengehalt im Boden.
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Tabelle 2.3: Selengesamtgehalt und prozentualer Anteil wichtiger Selenspezies in Nahrungsmitteln

Nahrungsmittel Seges Selenit  Selenat SeMet  MeSEC  SeCys  y-Glu-MeSEC
in mg kg™ in % in % in % in % in % in %
Selenhefen [16-18] 1180-2000 <1 <1 57-85 3-5
Weizen (USA) [19] 0,1-30 12-19' 56-83 1-4 4-12
Paranuss’ [20] 8,3 21
Wallnuss [20] 0,2-0,4 19-23
Kartoffel [21] 0,12 50 50
Brokkoli [22] 62,3 20 12 45
Zwiebel [23] <0,5 100
Zwiebel [23] 140 10 5 1 63
Knoblauch [23] <0,5 10 28 14 48
Knoblauch” [17] 296 2 13 3 73
Schnittlauch” [24] 222-613 8-50 3-5 22-52
Dorsch [25, 26] 1,6 12 50
Thunfisch [27] 2,3 46
Huhn [28] 0,5 56-67 20-32
Lamm [28] 04 56-60 50
Lamm (Niere) [28] 4.5 9 88

!inklusive Selenit

2ohne Nussschale

“mit Se angereichert

Neben der Gehaltsabhingigkeit muss auch beachtet werden, mit welcher Selenspezies aus

dem Boden die Pflanze exponiert ist [13, 14] und um was fiir eine Pflanzenart es sich

handelt. Bisher wird Selen fiir Pflanzen als nicht essenziell angesehen [9]. Es gibt aber

sogenannte Selen-(Hyper-)Akkumulatorpflanzen, die eine wichtige Quelle fiir Selen in der

Humanernihrung darstellen [1]. Vertreter der Allium- (Knoblauch, Zwiebel, Lauch) und
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Brassica-Gattung (Brokkoli, Weillkohl, Wirsing) sowie die Paranuss zédhlen hierzu. Die
erhohte Selenakkumulation bestimmter Pflanzen wird ausgenutzt, um Nahrungsmittel
kiinstlich mit Selen anzureichern (s. Abschnitt 2.1.3). Heutzutage gewinnen besonders die
Selenhefen an zunehmender Bedeutung als Supplement in Nahrungsergidnzungs-
mitteln [15]. Sie konnen Selengehalte bis weit iiber 2000 mg kg enthalten, wobei die
hiufigste Spezies das Selenomethionin (SeMet) ist. In pflanzlichen Lebensmitteln sind die
Hauptverbindungen die organischen Spezies SeMet und Selen-Methylselenocystein
(MeSEC) sowie die anorganische Spezies Selenat. Die Vertreter der Allium-Gattung, die
mit Selen angereichert wurden, enthalten als Hauptverbindung das y-Glutamyl-Se-
Methylselenocystein (y-Glu-MeSEC). Tierische Nahrungsmittel beinhalten im Unterschied
zu den pflanzlichen vor allem Selenocystein (SeCys) und SeMet. Innereien wie Herz,

Leber und Niere besitzen dabei einen deutlich hoheren Selengehalt als Muskelfleisch.

2.1.2 Toxizitdat und Essenzialitit

Nach der Entdeckung durch BERZELIUS wurde Selen lange Zeit als rein toxisches Element
angesehen. SCHWARZ und FoLTZ entdeckten 1957, dass Selen vorbeugend gegen
Lebernekrose in Ratten wirkt [29]. Diese Erkenntnis deutete bereits auf eine Essenzialitét
des Elementes hin. Seit ROTRUCK im Jahre 1973 Selen als aktiven Bestandteil der
Glutathionperoxidase (GPx) identifizierte [30], gilt Selen als essenzielles Spurenelement.

Durch die Aufnahme hoher Selenkonzentrationen oder -gehalte kann eine akute oder
chronische Selenintoxikation auftreten, die wiederum von der aufgenommenen
Selenspezies abhingig ist. Die LDsy betriigt fiir Natriumselenit 7,1 mg kg (oral, Maus)
[31], fiir Natriumselenat 1,6 mg kg'1 (oral, Ratte) [32] und fiir Selenhefen 37,3 mg kg'1
(Ratte) [16]. Fiir alle anderen in der Nahrung vorkommenden Selenspezies sind keine
gesicherten Daten verfiigbar [33, 34]. Eine akute Toxizitdt ist meist bei beruflich bedingten
Arbeiten in der Elektro-, Metall-, Glas- und Keramikindustrie zu beobachten. Die Folgen
einer toxischen Wirkung &uBlern sich durch Ubelkeit, Diarrhée und abdominelle
Schmerzen [35]. Chronische Intoxikationen konnen nach lingerem Verzehr selenhaltiger
Nahrungsmittel (auch Trinkwasser) oder durch falsch dosierte Nahrungsergdanzungsmittel

und Medikamente auftreten.
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Typische Symptome einer chronischen Selenvergiftung, der Selenose, sind z. B.:
« gastrointestinale und kardiovaskulire Beschwerden
* Leberzirrhose
* Schmerzen der Extremitéten
* Haarausfall und Zahnverfall
* Entfarbung der Haut, briichige Nigel
* knoblauchartiger Geruch der Atemluft.

Unumstritten ist, dass die organischen Selenverbindungen im Vergleich zu den
anorganischen Formen eine geringere akute Toxizitdt aufweisen [16, 36]. Bei einer
Aufnahme iiber einen ldngeren Zeitraum wird allerdings eine moglicherweise groflere
Toxizitdt der organischen gegeniiber den anorganischen Selenspezies vermutet [37]. Der
Mechanismus einer Selenvergiftung beruht wahrscheinlich auf dem Eingriff des Elements
in zelluldre Oxidationsvorginge oder in der Inhibition der Proteinsynthese [35].

Um Vergiftungen des Menschen zu vermeiden, haben verschiedene wissenschaftliche
Organisationen Obergrenzen fiir die tdgliche Gesamtaufnahme an Selen abgeleitet. Die
WHO definiert eine sichere Aufnahmemenge von 400 pg d' [38], ausgehend von einem
NOAEL (no observed adverse effect level) von 4 ug kg'1 KG [39]. Die Werte des Food
and Nutrition Board (FNB) werden ebenfalls mit 400 ugd”’ und die des Scientific
Committee on Food (SCF) mit 300 pg d”' angegeben [40].

Aufgrund der Essenzialitit des Spurenelements Selen haben verschiedene Institutionen
Referenzwerte fiir die empfohlene tdgliche Bedarfsmenge (RDA — recommended dietary
allowance) an Selen herausgegeben, um eine ausreichende Selenversorgung
sicherzustellen. Die RDA-Werte variieren je nach herausgebender Institution (Tabelle 2.4).
Die DGE (Deutsche Gesellschaft fiir Erndhrung) empfiehlt eine Selenaufnahme fiir
erwachsene Minner und Frauen von 30-70 pg d' [41]. Fiir Kinder und Siuglinge sind die

Aufnahmemengen entsprechend niedriger.
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Tabelle 2.4: Empfohlene tagliche Aufnahmemenge von Selen fiir Erwachsene (ausgewdhlte Beispiele) [16,

42]
Organisation oder Land Empfohlene Bedarfsmenge in pg d” Selen
Minner Frauen
DGE 30-70 30-70
WHO 40 30
Australien 85 70
Belgien 70 70
England 75 60
Frankreich 60 50
Skandinavische Linder 50 40
USA 55 55

Eine Selenaufnahme von weniger als 20 ug d™ fiihrt zu einer Unterversorgung, aus der
verschiedene Krankheiten, wie z. B. Arthritis, Sklerose der Herzkranzgefifle, Zirrhose,
Diabetes oder auch Krebs, resultieren konnen [43]. Es sind besonders Menschen, die in
Gebieten mit selenarmen Boden leben, von Erkrankungen durch Selenmangel betroffen.
Die bekanntesten Selenmangelerkrankungen sind die Keshan-Krankheit und die Kashin-
Beck-Krankheit.

Die Keshan-Krankheit ist in einigen Regionen Chinas endemisch und dufert sich in einer
Kardiomyopathie. Sie betrifft vor allem Kinder und adoleszente Middchen. Die Erkrankung
dufert sich durch Herzbeschwerden, wie Arrhythmie, Herzinsuffizienz und kardiogenem
Schock und fiithrt im schlimmsten Fall zum Tod [44]. Die Kashin-Beck-Krankheit tritt
endemisch in Selenmangelgebieten in China, Russland, Korea, Tibet und Sibirien auf. Sie
fiihrt zu Minderwuchs und deformierten Gelenken von Armen und Beinen, aufgrund von
Storungen des Skelettwachstums (Osteoarthropathie). In China sind etwa 1 bis 3 Millionen
Menschen betroffen. Die eigentliche Ursache der Krankheit ist bis heute noch unklar.

Allerdings wird Selen- und Iodmangel mit ihr in Zusammenhang gebracht [36].

2.13 Physiologische Bedeutung und Selenstatus

Das essenzielle Spurenelement Selen ist in Form der 21. proteinogenen Aminosdure SeCys
struktureller ~ Bestandteil  zahlreicher  Selenoproteine. = Hierzu  zdhlen  acht
Glutathionperoxidasen, drei Thioredoxin-Reduktasen (TRxR), drei Iodthyronin-
Deiodinasen (IDIO), Selenophosphat-Synthetase 2 (SPS2), die Selenoproteine P, W, R, N

und weitere, wobei nur ein Teil gut charakterisiert ist [45].
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Das erste isolierte Enzym, mit Selen als aktivem Bestandteil, war die GPx. Diese kommt in
Erythrozyten und Organen verschiedener Tierspezies vor. Die GPxs schiitzen die Zellen
vor oxidativem Stress durch reaktive Sauerstoffspezies, indem sie die Reduktion von
Wasserstoffperoxid und organischen Peroxiden (einschlieSlich Lipidhydroperoxide) zu

Wasser und den entsprechenden Alkoholen katalysieren.

2GSH+H,0, —*-GSSG+2H,0

2 GSH+LOOH—-GSSG+LOH+H,0

Eine idhnliche Funktion bei zelluliren Redoxprozessen zeigen auch die TRxRs, die
oxidierte Thiolgruppen reduzieren. Die Enzyme sind nicht nur antioxidativ wirksam,
sondern haben auch eine Funktion als Strukturproteine, sind beteiligt an der
Signaltransduktion und konnen als Prooxidantien wirken [46].

Fiir die Metabolisierung der in der Schilddriise gebildeten Thyroid-Hormone sind die IDIO
verantwortlich. Sie katalysieren die Aktivierung bzw. Inaktivierung der Thyroid-Hormone
und spielen somit eine entscheidende physiologische Rolle fiir das Wachstum und den
Stoffwechsel sowie die ungestorte Entwicklung des Gehirns im Fotus. Das Prohormon
3,3%,5,5 -Tetraiod-L-thyronin (T4) wird zum aktiven Schilddriisenhormon 3,3¢,5-Triiod-L-
thyronin (T3) durch die Deiodinasen umgesetzt. Weiterhin regulieren die Enzyme die
Deiodierung von T4 und T3 zum inaktiven Metaboliten 3,3 ‘-Diiod-L-thyronin (T,) [47, 48].
Das Selenoprotein P (SePP) macht etwa 60 % des Plasma-Selengehaltes aus und ist
verantwortlich fiir den Transport und die Verteilung von Selen aus der Leber in andere
Organe, wie Gehirn und Nieren [49, 50]. Neben der Funktion als Transportprotein wirkt es
auch extrazellulidr antioxidativ [51]. Uber die Rolle der anderen bisher nachgewiesenen
Selenoproteine ist noch wenig bekannt, da gesicherte Aussagen iiber funktionale Aufgaben
fehlen.

Der Selenstatus gibt Auskunft iiber die Selenversorgung des Menschen. Bei der
Betrachtung konnen grofle Unterschiede zwischen der Bevolkerung aus verschiedenen
Lindern auftreten, da hierbei wieder der Selenbodengehalt eine entscheidende Rolle spielt.
Weitere Faktoren, die beachtet werden miissen, sind die landwirtschaftlichen Praktiken, die
konsumierten Lebensmittel, erfolgt die Erndhrung vegetarisch oder sogar vegan und die
okonomischen Lebensumstinde der Personengruppen.

Um den Selenstatus zu bestimmen, wird die Selenkonzentration im Blutserum/-plasma wie

auch im Vollblut analysiert (Human-Biomonitoring), da eine Korrelation zwischen Selen
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im Blut und der nahrungsbedingten Aufnahme besteht [12]. Die Selenkonzentration im
Serum/Plasma ist ein Indikator fiir die momentane Versorgung des Menschen
(Kurzzeitparameter), wihrend die Analyse von Vollblut einen Langzeitparameter
darstellt [9]. Eine andere Moglichkeit, den Selenstatus zu bewerten, ist die
Aktivitatsbestimmung der Plasma-GPx.

In den Tabellen2.5 und 2.6 sind die geschitzte tigliche Selenaufnahme und die
Selenkonzentrationen im Serum oder Plasma fiir verschiedene Linder zusammengestellt.
Die Unterscheidung fiir die geschitzte tigliche Aufnhahmemenge und die Plasma-/Serum-
konzentration vor und nach 1984 in Finnland hat erndhrungsphysiologische und politische
Griinde. Aufgrund der Annahme einer suboptimalen Selenversorgung der finnischen
Bevolkerung wurde ein Gesetz erlassen, wonach ab dem Frithjahr 1984 Diingemitteln
Na,SeOy4 zugesetzt werden muss [52]. Fiir den Getreideanbau betrug die Supplementierung
der Diinger anfinglich 16 mgkg' (seit 1990 6 mgkg') und fiir Weideland 6 mg kg™
Na,SeQy. Innerhalb eines Jahres konnte die tdgliche Selenaufnahme iiber die Nahrung um

das Zwei- bis Dreifache gesteigert werden.

Tabelle 2.5: Geschatzte tagliche Selenaufnahme in g d™ in verschiedenen Lindern, verindert nach [53]

Land Selenaufnahme in ug d’
Osterreich 48
China

Keshan Region 7-11

Selenose Gebiet 750-4990
Dénemark 40
Finnland

vor 1984 25

nach 1984 67-110
Frankreich 29-43
Deutschland 35
Japan 104-127
USA 60-220

Der Zusatz verschiedener Selenverbindungen (Selenit, Selenat, SeMet) zum Ndhrmedium
von Pflanzen fiihrte zu der Entwicklung der gezielten Selenanreicherung von
Nahrungsmitteln, dem sogenannten ,,functional food*. Von besonderer Bedeutung fiir die
Erndhrung sind dabei die Selenakkumulatorpflanzen. Als potenzielle Selenquellen fiir die
Erndhrung werden der Gartenrettich (Raphanus sativus, z.B. Radieschen), die

Friithlingszwiebel (Allium fistulosum), die Gartenzwiebel (Allium cepa), Knoblauch (Allium
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sativum) und der Gemiisekohl (Brassica oleracea, z.B. Brokkoli) genannt [54-58].
Weiterhin ~ wurden  Untersuchungen  angestellt, Joghurt bereits vor dem
Fermentationsprozess Selenverbindungen zuzusetzen und somit eine neue Selenquelle fiir

die tdgliche Erndhrung zu schaffen [59].

Tabelle 2.6: Selenkonzentrationen im Serum/Plasma in pg L™ in verschiedenen Landern, veradndert

nach [53]

Land Konzentration im

Plasma/Serum in ug L™ Se

Osterreich 67 +24
China

Keshan Region 21+6

Selenose Gebiet 494 + 140
Dénemark 84 +£20
Finnland

vor 1984 70 £10

nach 1984 110+8
Frankreich 819
Deutschland 79+13
Japan 117+ 16
USA

Osten 113£15

Siiden 130 £30

Westen 125+ 19

Zentrum 133+ 15

"MW s

Die Supplementierung von Futtermitteln mit Selenverbindungen bei Nutztieren hat primir
die Aufgabe, die Gesundheit der Tiere zu erhalten, da Selen auch fiir diese ein essenzielles
Spurenelement darstellt. Der zulissige Selenhochstgehalt liegt bei 0,5 mg kg Alleinfutter.
Unter dem Aspekt der Herstellung von ,,functional food* erfolgt beispielsweise auch die
Produktion von selenangereicherten Eiern in mehr als 25 Landern [51]. Die angereicherten
Eier enthalten zwischen 24 und 30 pug Selen pro Ei und tragen somit zu iiber 50 % der
Deckung des tidglichen Selenbedarfs bei [60].

In den letzten Jahren hat in der Bevolkerung verstdrkt die Einnahme von selenhaltigen
Nahrungserginzungsmitteln zugenommen. Dabei wird zwischen Mineralstoffpriparaten
bzw. Multivitaminprdparaten und Nahrungsergdnzungsmitteln auf der Grundlage von

Selenhefe (Saccharomyces cerevisiae) unterschieden. Im Jahr 2002 wurde die Richtlinie
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2002/46/EG iiber Zusatzstoffe bei der Herstellung von Nahrungsergidnzungsmitteln
erlassen. Sie sah vor, dass bis 31.Dezember 2009 nur noch Natriumselenit,
Natriumhydrogenselenit und Natriumselenat und keine organischen Selenverbindungen
(einschlieBlich Selenhefen) zugesetzt werden diirfen [61]. Anlass fiir diese Entscheidung
waren die kontrovers diskutierten organischen Selenverbindungen in Selenhefen, fiir die es

bis heute noch keine gesicherten Daten hinsichtlich ihrer Toxizitét gibt [16].

2.14 Bioverfiigbarkeit und Resorption im Menschen

Um Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit durchzufiihren, gibt es verschiedene In-vivo-
und [In-vitro-Methoden. Die In-vivo-Methoden umfassen dabei Untersuchungen am
Menschen bzw. an Labortieren. Da solche Studien sehr zeitaufwiéndig, teuer und schwierig
durchzufiihren sind sowie ethische Bedenken beriicksichtigt werden miissen, stellen
In-vitro-Untersuchungen eine gute Alternative zur Abschétzung der Bioverfiigbarkeit dar.
Im Allgemeinen ist die Bioverfiigbarkeit ein MaB fiir die Menge eines Stoffes, der effektiv
vom Organismus genutzt werden kann, um die physiologischen Prozesse aufrecht zu
erhalten [11]. Die Resorption der erndhrungsphysiologisch relevanten Selenspezies Selenit,
Selenat, SeMet, MeSEC, SeCys und y-Glu-MeSEC (s. Tabelle 2.3) liegt zwischen 70 und
95 %. Hauptresorptionsort ist der Diinndarm (neben Blind- und Dickdarm). Die Vorginge
sind dabei mafgeblich von der vorliegenden Selenspezies abhingig [3]. Fiir gewohnlich
werden die organischen Verbindungen im Vergleich zu den anorganischen Verbindungen
besser resorbiert [62]. Neben der vorliegenden chemischen Form des Selens wird die
Bioverfiigbarkeit auch von der Matrix des Nahrungsmittels beeinflusst [63]. Sie wird
verbessert durch hohe Proteingehalte sowie die Vitamine E und A. Allerdings wird die
Bioverfiigbarkeit von Selen durch Schwefel, Arsen, Quecksilber und Vitamin C auch
verschlechtert [64, 65].

Eine sehr hdufig angewendete In-vitro-Methode zur Abschidtzung der Bioverfiigbarkeit ist
die simulierte gastrointestinale Verdauung. Sie beinhaltet die Beriicksichtigung
verschiedener physiologischer Parameter des menschlichen Organismus, wie Temperatur,
pH-Wert, chemische Zusammensetzung (z. B. des zu untersuchenden Nahrungsmittels)
und relevante Enzyme. Die Wichtigkeit dieser Experimente ist darin begriindet, dass es
von enormer Bedeutung ist, welche Selenspezies nach dem Verdau fiir die
Resorptionsvorginge vom Darm ins Blut vorliegt. Viele In-vitro-Studien beschiftigten sich
bereits mit der Durchfithrung von Verdauungsexperimenten verschiedener selenhaltiger

Nahrungsmittel (vor allem mit Selen angereicherten Nahrungsmitteln). Dazu gehoren
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beispielsweise  Paranuss [66], Knoblauch [57], Radieschen [54] und
Nahrungserginzungsmittel die Selenhefen enthalten [67]. Die Versuche haben keine
signifikanten Veridnderungen in der Verteilung der Hauptverbindungen SeMet, MeSEC
und Selenocystin (SeCys;) nach der durchgefiihrten simulierten gastrointestinalen
Verdauung gezeigt. Eine Ausnahme war die Spezies y-Glu-MeSEC, bei der der
Glutamylrest abgespalten wurde.

Die Absorption von Selenat erfolgt hochstwahrscheinlich aktiv iiber einen Na*-abhingigen
Transportmechanismus, der auch fiir die Sulfatabsorption verantwortlich ist [68]. Der
Transport von Selenit wird hiufig als passiver Vorgang beschrieben [69]. Im Gegensatz
dazu fanden ARAIE et al. in der Kalkalge (Haptophyta) Emiliania huxleyi und
MCDERMOTT et al. in der Backhefe Saccharomyces cerevisiae einen spezifischen Selenit-
Transporter [70, 71]. Das in der Nahrung am héufigsten vorkommende SeMet verwendet
den selben Na-abhingigen Mechanismus wie das Methionin und wird somit ebenfalls
aktiv transportiert [72, 73]. Die Absorption von SeMet wird dabei durch das
Vorhandensein von Methionin verschlechtert. NICKEL et el. zeigten in ihren
Untersuchungen mit intestinalen Caco-2-Zellen (s. Abschnitt 2.2) und renalen OK Zellen
(Opossum Nierenepithelzellen), dass die Selenoaminosduren SeMet, MeSEC und SeCys,,
wie auch deren Schwefelanaloge, iiber verschiedene Aminosiduretransporter aktiv
transportiert werden. Fiir die beiden Spezies Selenobetain und Selenocystamin konnte kein
effektives Transportsystem gefunden werden [74].

Die relativen Selengehalte in den menschlichen Organen sind folgendermallen verteilt:
Niere > Leber > Milz > Hoden > Herz > Lunge > Gehirn [2]. Der Selengehalt in den
Nieren variiert zwischen 0,75 und 1,1 pgg' und in der Leber zwischen 0,21 und
0,54 ng g'. Geringere Gehalte werden in den Skelettmuskeln (0,06-0,37 pg g™") und im
Herzen (0,17-0,28 pg g') gefunden [75]. Ursache fiir die hoheren Werte in Niere und
Leber gegeniiber den anderen Organen ist die hohere Enzymaktivitit, aufgrund von

Detoxifikationsprozessen.

2.1.5 Selenmetabolismus

Der Metabolismus von Selenverbindungen aus der Nahrung im Menschen ist in einer
vereinfachten Darstellung in Abbildung 2.2 gezeigt. Die Spezies SeMet wird nach der
Resorption unspezifisch anstelle von Methionin in Proteine, wie Albumin oder
Hamoglobin, eingebaut. Es besteht auch die Maoglichkeit, dass SeMet durch

Transselenierung zu SeCys metabolisiert wird [76]. Das SeCys (entweder direkt aus der
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Nahrung oder aus der Metabolisierung von SeMet) wird durch die SeCys-B-Lyase zu
Selenwasserstoff H,Se (Selenid, Se2') und Serin abgebaut. Selenwasserstoff bzw. Selenid
stellen die zentrale metabolische Selenspezies dar, von der alle weiteren

Stoffwechselvorginge ausgehen.

Unspezifischer | Anorganischer
Sel\/letn G Einbauin Proteine je enat Se-Metabolismus
t \ Selenit
Erndhrung ﬁ SeCys V4
l GS Se-SG
L UGA
v-Glutamyl- v..yase Se’tRNA Selenoproteine
CH,SeCys H Se—> HSePO,2 (z. B. GPx, TRxR,
l IDIO, SePP})
B-Lyase 8
CH;SeCys CH SeH H Oz Selenoprotem
Synthese

Se0O
Methylierung (CH3), Se(Atem Selenozucker :

Ausscheidung / (Urin)
(CH;)3Se* (Urin) Ausscheidung

Abbildung 2.2: Selenmetabolismus im Menschen, verdandert nach [37]

Der Abbau der beiden Spezies y-Glu-MeSEC und MeSEC erfolgt durch eine B-Lyase zu
Methylselenol (CH3SeH). Methylselenol kann wiederum durch eine
Demethylierungsreaktion in H,Se iiberfiihrt und somit als Quelle fiir die
Selenoproteinsynthese verwendet werden. Uberschiissige Selenverbindungen werden in
(mehrfach)  methylierte = Metabolite  iiberfilhrt und  anschlieBend abgeatmet
(Dimethylselenid, DMSe) oder iiber den Urin (Trimethylselenium-lon, TMSe® und
Selenozucker) ausgeschieden. Weiterhin konnen auch durch Oxidationsvorgéinge reaktive
Sauerstoffspezies entstehen, die wiederum fiir das toxische Potenzial von Selen und dessen
Verbindungen verantwortlich sind. Die anorganischen Verbindungen Selenit und Selenat
werden ebenfalls zu dem zentralen Metaboliten H,Se reduziert und durchlaufen im
Folgenden die weiteren Metabolisierungsreaktionen.

Fiir die Selenoproteinsynthese wird H,;Se durch die Selenophosphat-Synthetase zu
Selenophosphat (HSePOs”) transformiert. AnschlieBend reagiert HSePO;* mit dem
Serinrest einer tRNA zu in tRNA gebundenem SeCys, das letztendlich fiir die Synthese

von Selenoproteinen bereit steht [16, 76].
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2.2 Humane Adenokarzinomzelllinie Caco-2

Im Jahr 1974 isolierten FOGH et al. die Caco-2-Zelllinie aus einem Adenokarzinom des
Dickdarms eines 72-jahrigen Mannes kaukasischer Herkunft [77]. In den nachfolgenden
Jahren wurde die Zelllinie intensiv untersucht und charakterisiert. Unter
Zellkulturbedingungen erreichen diese adhédrenten Zellen nach 5-7 Tagen die Konfluenz,
an die sich der Prozess der Differenzierung anschlieft. Nach 15 Tagen weisen die Zellen
morphologische und funktionelle Charakteristiken von Diinndarmepithelzellen
(Enterozyten) auf [78, 79].

Die Ahnlichkeit der Caco-2-Zellen gegeniiber Enterozyten zeigt sich in der Ausbildung
von polarisierten Zellen, einer apikalen Biirstensaummembran (Mikrovilli) und

Schlussleisten (tight junctions) zwischen den Zellen (s. Abbildung 2.3).

. .'.' mukosal FHO

serasal

A B 0,5 um
Abbildung 2.3: Schematische Darstellung (A) und elektronenmikroskopische Aufnahme (B) der Mikrovilli

und der Zell-Zell-Verbindung (tight junction) in Epithelzellen, verdndert nach [80]

Neben den morphologischen Eigenschaften wurden in den ausdifferenzierten Caco-2-
Zellen verschiedene Enzyme der intestinalen Biirstensaummembran und eine Vielzahl an
Transportsystemen identifiziert (s. Tabelle 2.7). Spezifische Transporter konnten z. B. fiir
Zuckermolekiile, Aminosduren, Proteine, Vitamine und andere Mikronihrstoffe
nachgewiesen werden [81, 82].

Erfolgt die Kultivierung der Caco-2-Zellen auf mikroporosen Filtereinsidtzen
(Nitrocellulose-, Polycarbonatmembran), bildet sich ein konfluenter Monolayer aus, der
oben genannte Eigenschaften aufweist [79, 83]. Im Gegensatz zur Kultivierung in
Zellkulturflaschen haben chemische Verbindungen dadurch Zugang zur mukosalen und
auch serosalen Seite der Zellmembran. Daraus ergab sich die Moglichkeit, funktionale
Untersuchungen des Transportverhaltens bzw. der Resorption verschiedener chemischer

Verbindungen  durchzufithren. RUBAS et al. zeigten in  vergleichenden
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Permeabilitdtsuntersuchungen zwischen Caco-2-Zellen und dem Darmgewebe von
Kaninchen, Affe und Hund, dass das Caco-2-Zellmodell innerhalb gewisser Grenzen zur
Abschitzung von humanen Resorptionsvorgingen geeignet ist [84]. Heutzutage gehort die
Caco-2-Zelllinie zu einer anerkannten und weit verbreiteten In-vitro-Methode [85, 4], um
intestinale Transportvorgidnge von Nihrstoffen/Mikrondhrstoffen sowie Medikamenten

und Drogen zu untersuchen [86-88].

Tabelle 2.7: Verschiedene in Caco-2-Zellen vorkommende Enzyme und Transporter [81, 82]

Enzyme der Biirstensaummembran Aminopeptidase, Lactase, y-Glutamyltranspeptidase,

Dipeptidylaminopeptidase, Sucrase-Isomaltase

Enzyme der metabolischen Phasen I und II Cytochrom P450, Glutathion-S-Transferase, Phenol-
Sulfotransferase
Intestinale Transportsysteme Zuckertransporter (GLUT1-3, GLUTS, SGLT1)

Di- und Tripeptidtransporter (PepT1, HPT1)
Na*/H*-Transporter (NHE3)
Aminosduretransporter (BO, XA’G', bO, B0+)

Vitamin C-Transporter (SVCT1)

2.3 Ussing-Kammer-Technik

Die Entwicklung der Ussing-Kammer-Technik geht auf den dinischen Physiologen Hans
H. Ussing zuriick. Er untersuchte 1951 aufgrund vorheriger Studien den Na'-Ionen-
Transport durch Froschhaut. Der Versuchsaufbau umfasste dabei zwei mit Ringerlosung
gefiillte (Halb-)Kammern, zwischen die das isolierte Froschhautpridparat eingespannt
werden konnte und eine elektronische Einheit zur Messung der Potenzialdifferenz. Diese
Apparatur wurde fortan als Ussing-Kammer bezeichnet und ermoglichte es, den
Ionentransport durch epitheliales Gewebe zu untersuchen [89]. Eine Darstellung der
urspriinglichen Ussing-Apparatur ist in Abbildung 2.4 zu finden.

Mit Hilfe dieser Technik haben KOEFOED-JOHNSON und USSING im Jahr 1958 grundlegend
zum Verstéindnis der Na*-Resorption durch die Na*/K*-ATPase (Natrium-Kalium-Pumpe)
beigetragen [90]. Durch diesen Mechanismus kommt es zu Ladungsverschiebungen iiber
dem Epithel, dem sogenannten elektrogenen Transport, der mit der elektrophysiologischen
Methode Ussing-Kammer untersucht werden kann [91].

Wenige Jahre spiter wurde die Ussing-Kammer-Technik auch fiir Untersuchungen mit
tierischem Darmgewebe eingesetzt [92]. Dieses unterliegt dabei gewissen

Einschrinkungen. Das Gewebe ist beispielsweise nicht menschlichen Ursprungs, die
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Funktions- bzw. Lebensfidhigkeit isolierter Gewebe ist begrenzt und die Experimente sowie
die priparativen Methoden sind relativ schwierig durchzufiihren [93]. Aus diesem Grund
etablierten sich die menschlichen Adenokarzinomzelllinien, wie Caco-2 (s. Abschnitt 2.2),
HT-29 [94] und T84 [95, 96] als In-vitro-Methode fiir Transportuntersuchungen im

Darmgewebe.

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der urspriinglichen Ussing-Apparatur. A: Gaseinlass,
B: Halbkammer, C, C: membrannahe Kalomelelektrode, D, D‘: membranferne Kalomelelektrode,

E: Froschhaut, verandert nach [89]

Die urspriingliche Ussing-Apparatur wurde weiterentwickelt und entspricht in der
vorliegenden Arbeit im Wesentlichen dem Aufbau von GRASS und SWEETANA [97]. Viele
Transportuntersuchungen werden in mikropordsen Filtereinsidtzen unter stagnierenden
Bedingungen durchgefiihrt [87, 98]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass sich unter
diesen Bedingungen eine diinne Wasserschicht bildet, die das transepitheliale
Transportverhalten verschiedener Substanzen (vor allem lipophiler Stoffe) beeinflusst und
einschrinkt [99]. Deshalb konnen Ussing-Apparaturen mit synthetischer Luft, Sauerstoff,
Kohlendioxid oder auch Stickstoff begast werden, um eine ausreichende Durchmischung
in den Kammern zu gewéhrleisten.

Anwendung fand die Ussing-Kammer-Technik in Verbindung mit der Caco-2-Zelllinie bei
Untersuchungen des Transportverhaltens in vitro von Cadmium oder auch von

verschiedenen Anthocyanen aus der schwarzen Johannisbeere [100, 101].
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24 Kopplung der Hochleistungsfliissigkeitschromatografie mit induktiv-

gekoppelter Plasmamassenspektrometrie

Die Methoden der Elementspeziation sind Kopplungsverfahren, die aus eigenstindigen,
hintereinander geschalteten, analytischen Gerdten bestehen. Sie sind von enormer
Bedeutung, da die Gesamtgehaltsbestimmung eines Elementes nicht ausreicht, um
biochemische Prozesse zu untersuchen. Der Grund hierfiir liegt darin, dass Eigenschaften
wie Toxizitit, umweltchemisches Verhalten, biologische/biochemische Wirkung,
Absorptions- und Resorptionsverhalten von der chemischen Zustands- und Bindungsform
(Oxidationsstufe, organische Reste und Liganden) eines Elementes abhéngig sind.

Zur  Bestimmung von  Elementspezies hat sich die  Kopplung von
Hochleistungsfliissigkeitschromatografie  (HPLC) mit der induktiv-gekoppelten
Plasmamassenspektrometrie (ICP-MS) als elementselektivem Detektor etabliert [102].
Diese Technik kann allerdings nicht fiir die Aufkldrung von Molekiilstrukturen
unbekannter Elementspezies verwendet werden, da die HPLC-ICP-MS auf dem Vergleich
von Retentionszeiten mit Speziesstandards beruht. Fiir die Identifizierung der
Molekiilstruktur unbekannter Elementspezies wird hdufig die Massenspektrometrie mit
Elektrospray-Ionisation eingesetzt [103]. Die beiden analytischen Methoden HPLC und

ICP-MS werden im Folgenden genauer vorgestellt.

2.4.1 Chromatografische Trennung mittels Hochleistungsfliissigkeitschromatografie

Der Prozess der chromatografischen Trennung in der HPLC beruht auf der Verteilung
eines Analyten zwischen einer stationdren Phase und einer fliissigen mobilen Phase
(Eluent). Der Analyt durchstromt in der mobilen Phase die stationdre Phase und geht mit
dieser Wechselwirkungen ein, die auf reversiblen Gleichgewichtsprozessen beruhen. Je
nach dem wie stark diese Wechselwirkungen sind, verweilen die Substanzen
unterschiedlich lange in der Sdule und konnen dadurch getrennt werden. Auf die
allgemeinen theoretischen Grundlagen des chromatografischen Prozesses soll an dieser
Stelle auf weiterfiithrende Literatur verwiesen werden [104-106].

Im Gegensatz zur Gaschromatografie (GC) sind mit der HPLC Trennungen unter
schonenden physikalischen und chemischen Bedingungen mdoglich. Vor allem fiir
bioanalytische Untersuchungen und die Bestimmung thermisch labiler Substanzen ist die

HPLC von groBer Wichtigkeit [107]. HPLC-Gerite bestehen prinzipiell aus: Vorratsgefil3
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fiir den Eluenten, Entgaser, Hochdruckpumpe, Injektor (ggf. mit Autosampler), analytische
Trennsédule, Detektor und Computer zur Datenerfassung und -verarbeitung.

Fir die Analyse von Elementspezies konnen je nach Trennproblem unterschiedliche
chromatografische Methoden eingesetzt werden. Fiir die Kopplung der HPLC mit der ICP-
MS sind die Umkehrphasen- (RP), Umkehrphasen-lonenpaar- (RPIP), GroBenausschluss-
(SE) und Ionenaustausch-Chromatografie (IEC) von Bedeutung und am weitesten
verbreitet. Die genannten Trennmethoden sollen folgend unter dem Gesichtspunkt der

Kopplung mit der ICP-MS kurz beschrieben werden.

2.4.1.1  Umkehrphasen-Chromatografie (RPC)

In der Umkehrphasen-Chromatografie (reversed-phase chromatography, RPC) werden eine
unpolare stationdre Phase und eine polare mobile Phase verwendet. Die stationdre Phase
besteht dabei meist aus chemisch modifiziertem Silikagel mit Octadecyl- (C;g) oder
Octylketten (Cg). Als mobile Phase wird Wasser eingesetzt. Dem Eluenten konnen
verschiedene organische Modifier, wie Methanol (MeOH), Ethanol oder Acetonitril
zugesetzt werden, um die Selektivitdt der Trennung zu verbessern [108]. Der Prozess der
Retardierung ist auch vom pH-Wert abhédngig, weshalb verschiedene Puffer zugegeben
werden. Der groBite Nachteil bei der Kopplung der RPC mit ICP-MS ist die geringe
Kompatibilitit des ICP gegeniiber organischen Losungsmitteln [109]. Aus diesem Grund
spielt die Normalphasen-Chromatografie mit unpolaren organischen Losungsmitteln
(Hexan, Heptan, Toluol, Dichlormethan u. a.) als mobiler Phase und Kieselgel
(Aluminiumoxid) als polarer stationédrer Phase keine Rolle fiir die Kopplungstechnik der
HPLC-ICP-MS. Die Eluenten fiir die RP-Chromatografie beinhalten deshalb nur etwa

5 Vol.-% an organischen Modifiern.

24.1.2  Umkehrphasen-Ionenpaar-Chromatografie (RPIPC)

Diese Methode der chromatografischen Trennung stellt einen Spezialfall der RPC dar. Mit
Hilfe der RPIP-Chromatografie (reversed-phase ion-pair chromatography, RPIPC) kénnen
kationische, anionische und neutrale Verbindungen getrennt werden. Ein organischer,
ionischer Stoff (Ionenpaar-Reagenz) wird der mobilen Phase, die der aus der RP-
Chromatografie entspricht, zugesetzt. Das lonenpaar-Reagenz bildet mit dem entsprechend
entgegengesetzt geladenen Analyten ein neutrales Ionenpaar [105], das letztendlich von
der Umkehrphase retardiert wird. Haufig verwendete Ionenpaar-Reagenzien sind

Alkylsulfonate (Methan-, Heptansulfonat) fiir kationische Analyten und quartére
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Alkylammonium-Verbindungen (Tetramethyl-, Tetrabutylammonium) fiir anionische

Analyten [110]:

Analyt* + Gegenion™ — [Analyt* Gegenion™] Paar

Analyt™ + Gegenion* — [Analyt™ Gegenion™] Paar

Durch geeignete Wahl des Gegenions und der Konzentration (normalerweise im Bereich
von 1 bis 10 uM) des lonenpaar-Reagenzes im Eluenten kann die Methode hinsichtlich der

Selektivitdt optimiert werden [111].

2.4.1.3  GroBenausschluss-Chromatografie (SEC)

Die GroBenausschluss-Chromatografie (size exclusion chromatography, SEC) trennt die
Analyten nach der Molekiilgroe (Molekiilstruktur). Ein entscheidender Unterschied zu
den anderen chromatografischen Methoden besteht im Trennprozess, da dieser nicht von
Wechselwirkungseffekten bewirkt wird. Er beruht auf der Verteilung und der
unterschiedlichen Eindringtiefe der Molekiile in die Poren der stationdren Phase. Grofle
Molekiile, die nicht in die Poren diffundieren konnen, werden ausgeschlossen und am
schnellsten durch die Sdule transportiert. Kleine Molekiile konnen in die Poren eindringen
und werden entsprechend ihrer Grofe eluiert.

Die stationdre Phase besteht hdufig aus einem total-sulfonierten Kationenaustauscherharz
auf Basis von vernetztem Polystyrol (Styrol-Divinylbenzol) mit wohldefinierten Poren. Es
werden vereinzelt auch Kationenaustauscher auf der Basis von Silicagel verwendet.
Allerdings ist die pH-Bestidndigkeit auf den Bereich von pH 1 bis 8 gegeniiber den Styrol-
Divinylbenzol-Harzen von pH 1 bis 13 eingeschrinkt. Als Eluenten werden fiir gewohnlich
gepufferte wissrige Losungen verwendet [104]. Wasser als mobile Phase hat den Vorteil,
dass es Strukturverinderungen der Analyten, die Denaturierung von Proteinen und die
Zerstorung von Protein-Metall-Komplexen verhindert [112].

Mit Hilfe der SEC ist es moglich, Molekiilmassen zu bestimmen, da eine Korrelation
zwischen Retentionszeit und Molekiilmasse besteht. Diese Moglichkeit wird vor allem bei
der Identifizierung unbekannter Metalloproteine angewendet [102]. Fiir eine ausreichende
Trennung sollten sich die molaren Massen der Analyten um mindestens 10 %
unterscheiden [105]. Unerwiinschte Nebeneffekte, die auftreten konnen, sind Adsorptions-

erscheinungen, die zu Tailing und verspéteter Elution fiihren.
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2.4.1.4  Ionenaustausch-Chromatografie (IEC)

In der Ionenaustausch-Chromatografie (ion exchange chromatography, IEC) wird
zwischen Kationen- und Anionenaustausch unterschieden. Der chromatografische
Trennprozess beruht bei beiden auf dem Austausch ionischer Analyten mit geladenen
funktionellen Gruppen der stationdren Phase. Aufgrund der unterschiedlichen
Wechselwirkungen der Analytionen mit der stationdren Phase eluieren sie zu
unterschiedlichen Zeiten. Als Trigermaterial dienen tiberwiegend organische Polymere aus
Styrol/Divinylbenzol- und Ethylvinylbenzol/Divinylbenzol-Copolymeren. Die
Funktionalisierung geschieht bei Kationenaustauschern iiber Sulfonsdure- (starke
Kationenaustauscher) oder Carbonsédure-Gruppen (schwache Kationenaustauscher) und bei
Anionenaustauschern iiber quartire Alkylammonium- (starke Anionenaustauscher) oder
Diethylaminoethyl-Gruppen (schwache Anionenaustauscher).

Beide Mechanismen sind stark vom pH-Wert der mobilen Phase abhéngig, weil dadurch
die Dissoziation der Analytionen und auch der verwendeten stationdren Phase gesteuert
wird. Weitere Voraussetzungen fiir die Trennung sind die Ionenstirke und die Art der
Gegenionen in der mobilen Phase [113]. Die IEC ist aber nicht nur von dem reinen
Ionenaustausch-Prozess geprigt, sondern wird auch von weiteren Prozessen beeinflusst.
Dazu gehoren die Mechanismen von lonenausschluss, Verteilung in der Umkehrphase,
Ligandenaustausch und GroBenausschluss. Den gemischten Retentionsmechanismus
bezeichnet man dann als ,,ion-moderated partition* [105].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Latex-Anionenaustauscher verwendet, weshalb an
dieser Stelle auf diese spezielle Art der pellikularen Anionenaustauscher eingegangen
wird. Die Latex-Anionenaustauscher bestehen aus drei chemisch verschiedenen Regionen.
Im Inneren befindet sich zunichst ein chemisch inertes Substrat aus
Polystyrol/Divinylbenzol oder Ethylvinylbenzol/Divinylbenzol. Die Oberfliche der
Substratteilchen ist mit einem Film von Sulfonsdure-Gruppen iiberzogen. Der
Teilchendurchmesser betrdgt 5 bis 25 pm. Als Drittes sind iiber elektrostatische und van-
der-Waals-Wechselwirkungen porose, total-aminierte Teilchen (Latex-Teilchen [113]) aus
Polyvinylbenzylchlorid oder Polymethacrylat (Teilchendurchmesser ca. 0,1 um) an das

oberflichensulfonierte Substrat agglomeriert (sieche Abbildung 2.5).
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Abbildung 2.5: Aufbau eines Latex-Anionenaustauschers, verandert nach [114]

Der Vorteil der Latex-Anionenaustauscher gegeniiber denen auf Kieselgel-Basis liegt in
der mechanischen und chemischen Inertheit. Die pH-Stabilitit der mobilen Phase liegt
zwischen pH 0 bis 14. Weiterhin sind aufgrund der geringen Latex-Teilchengrof3e schnelle
Austauschprozesse bei den chromatografischen Trennmechanismen gegeben. FEine
Besonderheit dieses Packungsmaterials ist die Moglichkeit, Anionen und Kationen zu

retardieren [114].

2.4.2 Detektion mittels induktiv-gekoppelter Plasmamassenspektrometrie — mit

dynamischer Reaktionszelle (ICP-DRC-MS)

Die induktiv gekoppelte Plasmamassenspektrometrie (ICP-MS) ist eine leistungsfdhige
Multielementmethode mit einem groBen dynamischen Arbeitsbereich von etwa acht
GroBenordnungen. Sie wird iiberwiegend fiir die Analyse von fliissigen Proben eingesetzt
und bietet weiterhin die Vorteile der hohen Empfindlichkeit und der Bestimmung von
Isotopenverhiltnissen. Aus diesem Grund ist die Technik der ICP-MS als
elementselektiver Detektor in Verbindung mit der HPLC fiir die Elementspeziesanalytik
sehr gut geeignet. Weitere elementselektive Detektoren sind die Atomabsorptions-
spektrometrie (AAS), Atomfluoreszenzspektrometrie (AFS) und die induktiv-gekoppelte
optische Plasmaemissionsspektrometrie (ICP-OES). Aufgrund des Nachteils der geringen
Empfindlichkeit spielen die genannten Verfahren fiir die Elementspeziesanalytik im
Spuren- und Ultraspurenbereich keine Rolle [108].

Das ICP-MS besteht aus Probeneinfithrungssystem, ICP-Fackel, Interface-Bereich,
Massenanalysator und Detektor. Das Probeneinfithrungssystem, bestehend aus Zerstduber

und Zerstduberkammer, hat die Aufgabe, die fliissige Probe in ein feines Probenaerosol zu
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tiberfithren. Aufgrund des Zerstdubungsprozesses gelangen nur etwa 1 bis 2 % der Probe in
die Plasmaquelle [115].

Die ICP-Fackel ist aus drei konzentrischen Rohren aufgebaut, die in der Regel aus Quarz
bestehen. Durch die Rohre stromt Argon als Zerstduber-, Hilfs- und Plasmagas. Das obere
Rohrende ist von einer Induktionsspule (aus Kupfer) umgeben und koppelt ein
oszillierendes Hochfrequenzfeld ein. Durch Initialziindung mittels Hochspannungsfunken
werden die Ar-Atome in ein Plasma iiberfiihrt. Durch das elektromagnetische Wechselfeld
wird dieses aufrechterhalten. Die Temperatur des Plasmas betrdagt 6000 bis 10000 K. Das
Probenaerosol wird getrocknet, verdampft, atomisiert und ionisiert.

Das Interface ist der kritische Bereich eines ICP-MS-Gerites. Es stellt die Verbindung
zwischen dem Plasma und dem analytischen Bereich her. Die Ionen gelangen aus dem bei
Atmosphirendruck (760 Torr) betriebenen Plasma iiber zwei Konen (Sampler- und
Skimmer-Konus) und das Ionenfokussierungssystem in das Hochvakuum (ca. 10°° Torr)
des Massenanalysators.

Im Massenanalysator werden die Ionen nach dem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z)
getrennt. Der am hiufigsten, auch in der Elementspeziesanalytik, eingesetzte
Massenanalysator ist das Quadrupol. Die Trennung kann aber auch in Magnetfeld-
Sektorfeld- oder Flugzeit-Massenspektrometern erfolgen. Die Intensitdten bzw. Zihlraten
(counts) der aus dem Quadrupol kommenden Ionen werden mit einem
Elektronenvervielfacher detektiert.

Der grofite Nachteil bei Messungen mit der ICP-MS sind spektrale Interferenzeffekte. Sie
fiihren zu einer félschlichen Signalerhohung und erschweren somit die Auswertung von
Massenspektren. Die spektralen Interferenzen werden unterteilt in isobare Uberlagerungen,
doppelt geladene Ionen und Molekiilioneninterferenzen. Letztere werden durch Reaktionen
der Probenmatrix, des verwendeten Losungsmittels, des Plasmagases, der Umgebungsluft
und der Analyten miteinander gebildet. Die daraus resultierenden Molekiilionen konnen
das gleiche m/z wie die Analyten besitzen, weshalb eine genaue Zuordnung nicht moglich
ist. Aufgrund des verwendeten Plasmagases Argon ergibt sich eine Vielzahl von
Ar-Verbindungen. Beispiele hierfiir sind Uberlagerungen von **Ar'’C* mit *Cr*, “*Ar’°CI*
mit PAs*, “Ar'%0* mit *°Fe* und *°Ar*°Art mit ¥°Se*. Die Molekiilioneninterferenzen
beeinflussen dadurch besonders stark Messungen im Massenbereich von 40-80 amu. Eine
Ubersicht zu potenziellen Uberlagerungen von Molekiilioneninterferenzen —mit

Analytionen/-isotopen ist in [116] zu finden.
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Da das verwendete Quadrupol nur ein geringes Auflosungsvermogen besitzt (es konnen
Massen mit einer Differenz von 0,7 bis 1 amu getrennt werden), ist eine Trennung der
Interferenzen vom eigentlichen Analyten nicht moglich. In den letzten Jahren wurden
verschiedene Methoden und Technologien entwickelt, Molekiilioneninterferenzen zu
minimieren. Hierzu zéhlen mathematische Korrekturverfahren [117], Kaltplasmamethode
[118], Kollisionzellen-Technologie (CCT) [119], Kollisions-Reaktions-Interface (CRI)
[120] und dynamische Reaktionszelle (DRC).

Die DRC besteht aus einem weiteren, kleineren Quadrupol und befindet sich zwischen der
Ionenoptik und dem analysierenden Quadrupol. Indem die DRC mit einem Zellgas, wie
Methan [121, 122], Sauerstoff [123], Wasserstoff [124] oder auch Ammoniak [125] gefiillt
wird, kommt es zu chemischen Reaktionen und Kollisionen zwischen Zellgas und
interferierenden Molekiilionen [126]. Zusitzlich kann mit Hilfe des Quadrupols ein
dynamischer Bandpass-Filter (dynamic bandpass tuning, DBT) eingestellt werden.
Dadurch wird eine gezielte Abtrennung unerwiinschter Neben- und Folgeprodukte erreicht.
Durch Anwendung der DRC in der ICP-MS ist es moglich, eine storungsfreie Analyse
bzw. eine Senkung der Nachweisgrenzen von spektral gestorten Elementen zu erzielen
[127]. Im Fall von *Se ist durch die DRC iiberhaupt erst eine Bestimmung dieses Isotops

moglich.

243 Selenspeziesanalytik mit HPLC-ICP-MS

In der vorliegenden Arbeit wird fiir die Analyse der Selenspezies eine ,,on-line‘-Kopplung
verwendet, das heifit die HPLC wird direkt mit der ICP-MS verbunden. Die Verbindung
beider Gerite geschieht iiber einen diinnen und kurzen Schlauch aus PEEK
(Polyetheretherketon). Da die Flussraten von HPLC und dem verwendeten Cross-Flow-
Zerstauber der ICP-MS kompatibel sind, ist die Kopplung relativ einfach zu realisieren.
Der schematische Aufbau der verwendeten HPLC-ICP-MS-Kopplung ist in Abbildung 2.6
dargestellt.
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Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau der Kopplung von HPLC mit ICP-DRC-MS

Selen und seine Spezies haben liberwiegend Bedeutung in biologischen und biochemischen
Prozessen. Aus diesem Grund erstrecken sich die Anwendungen der HPLC-ICP-MS vor
allem auf die Analyse biologischer Proben, Nahrungs- und Futtermittel. Die eingesetzten
Trenntechniken sind die in den Abschnitten 2.4.1.1 bis 2.4.1.4 beschriebenen.

Die GroBenausschluss-Chromatografie wird fiir die Analyse von selenhaltigen
Biomolekiilen der Molekiilmassen 10 bis 1000 kDa eingesetzt. Mit der SEC konnten z. B.
selenhaltige Verbindungen grofler Molekiilmassen in Muttermilch bestimmt werden [128].
Untersuchungen an Muskelfleisch von Gefliigel (Huhn, Pute, Ente, Strauf3), Wiederkduern
(Lamm, Rind) und Schwein zeigten, dass die vier identifizierten Selenverbindungen
unterschiedliche Verteilungsmuster je nach Tierart aufweisen [129]. Selenhaltige Proteine
wurden auch in Pflanzen von Brassica juncea gefunden [130]. Als mobile Phase werden
hiufig Pufferlosungen von TRIS-Acetat oder TRIS-Hydrochlorid verwendet.

BIRD et al. nutzten die Umkehrphasen-lonenpaar-Chromatografie fiir die Analyse
verschiedener Selenoaminosduren und weiterer organischer Selenverbindungen in Hefen
[131]. Als stationdre Phase diente eine Cs-Sédule. Der Eluent bestand aus einer Mischung
von 98 Vol.-% Wasser und 2 Vol.-% MeOH mit 0,1 Vol.-% Trifluoressigsdure (TFA) als
Ionenpaar-Reagenz. Es wurden iiber 20 Selenspezies in den Hefe-Extrakten gefunden,
wobei nur SeCys;, SeMet und MeSEC aufgrund ihrer Retentionszeiten identifiziert werden
konnten. Eine andere Forschergruppe nutzte eine etwas verdnderte mobile Phase

(99 Vol.-% Wasser, 1 Vol.-% MeOH) mit TFA (0,1 Vol.-%) oder Heptafluorbuttersidure
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(0,1 Vol.-%, HFBA) zur Bestimmung von mehr als 20 Selenspezies in 23 biologischen
Proben, wie Knoblauch, Hefen, Lauch oder Zwiebeln [23]. Weiterhin wurden auch
Cis-Sédulen verwendet mit Eluenten unterschiedlicher Zusammensetzung, wie 2,5 mM
1-Butansulfonsdaure, 8 mM Tetramethylammoniumhydroxid, 4 mM Malonsdure und
0,05 Vol.-% MeOH [132] oder 30 mM Ammoniumformiat, 10 mM Tetrabutyl-
ammoniumacetat und 5 Vol.-% MeOH [133].

Eine ebenfalls weit verbreitete Methode fiir die Selenspeziesanalytik ist die
Ionenaustausch-Chromatografie. Mit Hilfe einer Kationenaustauschersdule konnten
LARSEN et al. mit Pyridiniumformiat als mobiler Phase und Gradientenelution iiber 30
Selenspezies innerhalb von 60 min in Hefe nachweisen [134]. Fiir die elementselektive
Detektion nutzten sie ein ICP-MS mit DRC. MICHALKE et al. entwickelten eine HPLC-
ICP-MS-Methode mit einer Anionenaustauschersidule und einem Eluenten aus Natronlauge
und Tetramethylammoniumhydroxid [135]. Dadurch konnten innerhalb von 8 min sechs
Selenspeziesstandards gemessen werden. Die erzielten Nachweisgrenzen liegen bei etwa
0,1 ug L' Selen. Die Anionenaustausch-Chromatografie wurde auch zur Identifizierung
von selenhaltigen Proteinen (Selenoprotein P, Glutathionperoxidase, Selenoalbumin) im
menschlichen Plasma verwendet [136]. Die Quantifizierung der Selenverbindungen
erfolgte hierbei durch Kopplung mit der ICP-DRC-MS.

Weitere Anwendungen der SEC, RPC, RPIPC und IEC sind in [1, 7, 112, 137, 138] zu
finden. In den letzten Jahren wurden verstirkt Methoden der HPLC-ICP-MS-Kopplung
entwickelt, die die gleichzeitige Bestimmung von mehr als einem Element zulassen
[139, 140]. Daraus wird ersichtlich, dass die ICP-MS nicht nur wegen der hohen
Empfindlichkeit, sondern auch wegen des Multielementcharakters sehr gut als

elementselektiver Detektor geeignet ist.

244 Andere Methoden der Selenspeziesanalytik

Neben der weit verbreiteten Kopplung von HPLC und ICP-MS gibt es auch noch andere
mogliche Kopplungsmethoden zur Selenspeziesanalytik. In Verbindung mit der HPLC
konnen auch die ICP-OES und die AAS-Techniken als elementselektiver Detektor genutzt
werden. Die ICP-OES fand erfolgreich Anwendung bei der Kopplung mit der IEC zur
gleichzeitigen Bestimmung von Arsenspezies sowie Selenit und Selenat [141]. Mit der
RPIPC und der Flammen-AAS (F-AAS) als Detektor konnten die Selenspezies Selenit,
Selenat, TMSe", SeCys,, SeMet, Selenoethionin und Selenocystamin innerhalb von 12 min

analysiert werden [142]. Die Graphitrohr-AAS (GF-AAS) ist zwar deutlich

26



2 Grundlagen

nachweisstirker als die F-AAS, allerdings kann die HPLC nicht direkt mit ihr verbunden
werden. Es handelt sich demnach um eine ,,off-line“-Kopplung, bei der zuvor Fraktionen
wihrend der chromatografischen Trennung gesammelt werden miissen. Anwendungen der
HPLC-GF-AAS sind in [143, 144] zu finden. Ein Vorteil der AAS-Methoden im Vergleich
mit den ICP-Techniken ist die groere Toleranz gegeniiber organischen Losungsmitteln,
die vor allem bei der RP(IP)-Chromatografie verwendet werden.

Fiir die Analyse von fliichtigen Selenverbindungen, wie Methylselenol, DMSe und
Dimethyldiselenid (DMDSe) werden gaschromatografische Kopplungsmethoden
angewendet. Als Detektoren werden die ICP-MS, die Mikrowellen-induzierte Plasma OES
(MIP-OES) und die Atomfluoreszenzspektrometrie (AFS) verwendet [145]. Héufig ist den
GC-Kopplungen eine Festphasenmikroextraktion (solid phase microextraction, SPME)
vorgeschaltet, mit deren Hilfe die Analyten aufkonzentriert werden. Dadurch wurden
verschiedene fliichtige Selenverbindungen in Hefen, Lupinen, Indischem Senf und
Knoblauch nachgewiesen [146-148]. DUAN et al. entwickelten eine neue, verbesserte
Methode zur Bestimmung von DMSe und DMDSe in biologischen Proben (Zwiebel,
Knoblauch und deren Sifte), indem sie die Headspace-GC mit der ICP-MS
koppelten [149].

Weitere Trenntechniken sind die elektrophoretischen Verfahren. Die Kapillar-
elektrophorese (CE) zeichnet sich durch eine hohe Auflésung aus und wurde fiir die
Analyse verschiedener Selenspezies und -metabolite in Urin, Hefen und
Nahrungserginzungsmitteln verwendet [150]. Die Kopplung der CE erfolgte iiberwiegend
mit der I[CP-MS oder auch mit UV-Detektoren. Die Gelelektrophorese (GE) ist eine sehr
leistungsfahige Methode zur Trennung von Selenoproteinen und selenhaltigen
Proteinen [1]. Die Natrium-dodecyl-sulfat-Polyacrylamid-GE (SDS-PAGE) ist dabei die
am héufigsten verwendete Trenntechnik. Sie wurde beispielsweise mit der Laserablation-
ICP-MS (LA-ICP-MS) als Detektor zur Untersuchung von selenhaltigen Proteinen in
Katzenfisch (Seewolf) benutzt [151].

2.5 Chemometrische Methoden

Heutzutage fithren immer leistungsfihigere, tiberwiegend computergestiitzte Analysen-
methoden in der Chemie, Pharmazie oder auch Bioanalytik zu enormen Datenmengen. Der
Anwender ist somit kaum mehr in der Lage, die Daten mit einfachen statistischen Mitteln

auszuwerten. Hierfiir stehen verschiedene chemometrische Methoden zur Wahl.
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Beispielsweise fiihrt die statistische Versuchsplanung zu einem optimierten Experiment-
design oder multivariate Regressionsverfahren ermoglichen es, einen funktionalen
Zusammenhang einer oder mehrerer Zielvariablen durch eine oder mehrere unabhingige
Variablen zu bestimmen. Im Folgenden werden die angewendeten chemometrischen

Verfahren niher beschrieben.

25.1 Statistische Versuchsplanung (SVP)

Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung (SVP) konnen Versuche geplant und
statistisch ausgewertet werden. Das Wesen der SVP ist durch die gleichzeitige Variation
aller Einflussvariablen (Faktoren) gegeniiber Ein-Faktor-Experimenten geprigt. Ziel ist es,
die erforderliche Zahl der Versuche so gering wie moglich zu halten, aber dennoch einen
maximalen Informationsgehalt iiber das Zusammenwirken der Faktoren zu gewinnen.
Dadurch werden Zeit, Kosten und Verbrauchsmaterial gesenkt. Weiterhin kann die SVP
zur Modellierung und Optimierung einer vorgegebenen Aufgabenstellung herangezogen

werden. Um dies zu gewihrleisten, haben sich folgende Prinzipien bewéhrt [152]:

*  Wiederholung von Versuchsplinen (Versuchsstreuung kann ermittelt werden)

* Randomisierung (Auswirkungen von Storeffekten und Trends konnen
verringert werden)

* Blockbildung (Auswirkungen von Chargenunterschieden und Trends werden
minimiert)

* Symmetrie (vereinfachte Auswertung durch symmetrische Anordnung der
Versuchspunkte)

* Nutzung des Raums der unabhiingigen Variablen (gleichzeitige Variation
mehrerer Variablen verringert Versuchszahl und verbessert die Aussage)

» Vermengen (Verringerung der Versuchszahl durch Uberlagerung von
Effekten)

» Sequenzielles Experimentieren (verbesserte Aussagen durch stufenweises

Planen, Experimentieren und Analysieren)

Neben der Verringerung des Versuchsumfangs ist es auBerdem moglich, zwischen
Haupteffekten und Nebeneffekten (Wechselwirkungen zwischen den Variablen) zu
unterscheiden und diese auch zu quantifizieren. Vor Versuchsbeginn werden die

interessierenden Faktoren und die unteren und oberen Faktorstufen festgelegt. Die Zahl der
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Versuche N, die notwendig sind um das System zu optimieren wird mit Gleichung 1
beschrieben. Dabei ist k& die Zahl der Variablen und m die entsprechend gewihlten

Faktorstufen.

N =m" (D

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Faktoren mit je zwei Faktorstufen gewihlt, woraus
sich ein vollstindiger 2*-Faktorenplan ergibt. Die Versuchszahl betriigt N = 16. Der Vorteil
von vollstindigen 2*-Faktorenplinen ist die geringe Zahl an Versuchen (bis k =4) die
benotigt wird, um Informationen iiber das System zu erhalten. Nachteilig ist allerdings,
dass nur lineare Abhingigkeiten zwischen Einfluss- und Zielgro3en beschrieben werden
konnen.

Die Gesamtmatrix fiir den Versuchsplan besteht aus verschiedenen Teilmatrizen. Im
Anhang 1 ist der verwendete vollstindige 24—Fakt0renplan dargestellt. Zur Verallge-
meinerung erfolgt bei Faktorenpldnen mit zwei Stufen eine Transformation der natiirlichen
Werte der Faktorstufen in -1 und +1, die vereinfacht mit ,,-* fiir die untere Stufe und ,,+
fiir die obere Stufe gekennzeichnet werden. Die Planmatrix stellt eine Anweisung fiir die
Durchfiihrung der Versuche dar, wobei auf zuféllige Reihenfolge geachtet werden muss.
Die (Mess-)Ergebnisse y; der Experimente werden in der Antwortmatrix zusammengefasst.
Dabei konnen nicht nur eine Antwortgrofe, sondern auch mehrere gemessen werden. Die
Einflussgroen x;, wie auch die Antwortgroen y;, konnen qualitativ oder quantitativ sein.
In der Matrix der unabhéngigen Variablen sind die Effekte der Faktoren und die Effekte
der Faktorwechselwirkungen zusammengefasst. Die Vorzeichen der Faktoren werden
direkt aus der Planmatrix {ibernommen. Die Vorzeichen der Wechselwirkungen der
Variablen x; ergeben sich aus der Multiplikation der Vorzeichen der einzelnen Faktoren
miteinander. Vor der Spalte des ersten Haupteinflusses (Faktor 1) wird ein Spaltenvektor
+1 mit der Bezeichnung I (Identitdt) oder O eingefiigt. Er gibt in der Effektmatrix den
Mittelwert aus und ist das erste Glied im Regressionspolynom. Aus der berechneten
Effektmatrix lassen sich Haupteffekte (HE) und Wechselwirkungseffekte (WE)
bestimmen, die durch die Auswirkungen der einzelnen Faktoren aufeinander hervorgerufen
werden. HE unterliegen dabei dem Einfluss von nur einer Variablen. WE koénnen nur
entstehen, wenn mindestens zwei HE auf die AntwortgroBe wirken und die HE nicht

additiv sind [152]. Es ergeben sich fiir k Variablen:
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mk Einfliisse
k Haupteinfliisse
k(k—1)(k=2).(k—h+1)

pr h-Faktor-Wechselwirkungen

Fiir einen 2*-Faktorenplan werden demnach vier Haupteinfliisse (Haupteffekte), sechs
2-Faktor-Wechselwirkungen, vier 3-Faktor-Wechselwirkungen und eine 4-Faktor-

Wechselwirkung erhalten. Die Effektmatrix berechnet sich nach folgender Gleichung:

Effekt = szy )

2

Die berechneten Effekte konnen positive oder auch negative Werte annehmen. Es ergibt
sich ein positiver Effekt, wenn die AntwortgroBe beim Ubergang von der niedrigeren zur
hoheren Stufe der betreffenden Variable grofler wird. Um stochastische Abhédngigkeiten
zwischen quantitativen Faktoren und Antwortgréfen zu untersuchen, werden

Regressionskoeffizienten B; entsprechend Gleichung 3 berechnet.

X. V.
3 - 2%V _ Effekt 3)
N 2

Daraus ergibt sich ein Regressionsmodell, das den quantitativen Zusammenhang zwischen
den Regressoren und den Regressanden ausdriickt. In Gleichung4 ist das
Regressionspolynom fiir einen 2*-Faktorenplan gezeigt. Das Absolutglied By ergibt sich

aus der Identitits-Spalte.

Y =B, +Bx, + B,x, + B;x; + B,x, + B;x,x, + Byx,x; + B,x,x, + Byx,x; + Byx,x, + @

Byyx,x, + B X, X, %, + Byx, X, %, + Biax X, X, + B X, X3 %, + Bysx X, X%,

Um gesicherte Aussagen iiber die Relevanz der HE und WE treffen zu konnen, miissen die
berechneten Regressionskoeffizienten auf Signifikanz gepriift werden [153, 154]. Dazu
wird der mittlere Messfehler s, mit Gleichung 5 bestimmt, wobei N die Versuchszahl und

Skz die Einzelvarianzen darstellen.
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(&)

Im weiteren Verlauf wird der Fehler der Regressionskoeffizienten sz unter

Beriicksichtigung der Zahl der Wiederholbestimmungen n berechnet (Gleichung 6).

Sy =—— (6)

Die Signifikanzpriifung der Regressionskoeffizienten erfolgt mit Hilfe des Studentschen
t-Test und den dazu notigen Freiheitsgraden f sowie dem Signifikanzniveau o

(Gleichung 7).

B =t(a; f) s, mit f =N (n—1) (7)

Ein signifikanter Einfluss wird nachgewiesen, wenn die Regressionskoeffizienten B; gro3er
sind als die PriifgroBe B". Alle anderen konnen fiir die weiteren Betrachtungen
vernachldssigt werden.

Bei Penetrationsstudien mit liposomaler Superoxiddismutase konnten mit Hilfe der
statistischen Versuchsplanung Haupteinflussgroen und auch 2-Faktor-Wechselwirkungen
identifiziert werden, die die Penetrationseffizienz signifikant verbessern. Die In-vitro-
Untersuchungen erfolgten in einer statischen Diffusionszelle mit Schweinehaut [155]. In
einer anderen Studie wurde mittels SVP der Einfluss von sieben verschiedenen Zytokinen
auf die In-vitro-Erythropoese  menschlicher Blutzellen aus Nabelschnurblut

untersucht [156].

25.2 Multiple lineare Regression (MLR)

Auch die multiple lineare Regression (MLR) hat als Ziel einen funktionalen
Zusammenhang zwischen einer abhingigen Variablen y (Regressand) und mehreren
unabhingigen Variablen x (Regressor) darzustellen. Allerdings werden bei der MLR keine

WE berechnet. Das Modell lautet wie folgt [157]:

y; =B, +Bx, +B,x,,+..+ B x,; +e, (8)
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Jeder Messwert y; kann somit durch einen linearen Zusammenhang zwischen den
Regressoren x,; und einem vom Modell nicht beschriebenen zufilligen Fehler e;
beschrieben werden. Damit die Berechnung der Regressionskoeffizienten By bis B,
erfolgen kann, muss ein (iiber-)bestimmtes l6sbares Gleichungssystem vorliegen. Dies ist
der Fall, wenn fiir n Regressionskoeffizienten mindestens n unabhingige Gleichungen
vorliegen [158]. In Matrizenschreibweise konnen die Einzelgleichungen wie folgt

zusammengefasst werden:

y=Xb+e 9)

Es werden meistens mehr Messungen der ZielgroBe y durchgefiihrt, als
Regressionskoeffizienten zu bestimmen sind. In diesem Fall erfolgt die Berechnung der
Regressionskoeffizienten iiber ein Least-Squares-Verfahren durch Minimierung der
Fehlerquadratsummen analog zur eindimensionalen linearen Regression.

Das berechnete Kalibriermodell wird anschlieBend validiert, um eine Aussage iiber die
Giite des gefundenen Zusammenhangs zwischen den x- und y-Variablen zu treffen. Dafiir
stehen die beiden Moglichkeiten der internen und externen Validierung zur Wahl.

Die Kreuzvalidierung gehort zu der internen Methode und ist das am héaufigsten
angewendete Verfahren [158]. Bei der Kreuzvalidierung wird ein und derselbe Datensatz
fiir die Kalibrierung und Validierung verwendet. Von dem Datensatz werden Objekte
weggelassen und ohne diese das Kalibriermodell erstellt. Danach werden die
weggelassenen Objekte mit diesem vorhergesagt und die Residuen berechnet [159]. Wenn
genau jedes Objekt einmal weggelassen und dieses dann vorhersagt wird, spricht man von
einer vollstindigen Kreuzvalidierung.

Da bei der internen Validierung jedes Objekt an der Kalibrierung und auch an der
Validierung beteiligt ist, sollte dem internen Verfahren die externe Validierung vorgezogen
werden. Fiir die externe Validierung wird ein separater Kalibrier- und Validierdatensatz
benotigt. Folglich ist die externe Methode aufwéndiger, stellt aber die beste Moglichkeit
dar, den Vorhersagefehler abzuschitzen. Es muss besonders darauf geachtet werden, dass
die Reprisentativitit der untersuchten Daten fiir die Validierung gegeniiber den
Kalibrierdaten gegeben ist. Fiir beide Validierverfahren konnen zur Beurteilung der
Vorhersagegiite des Modells die Restvarianz sg° und der RMSEP-Wert (root mean square
error of prediction) herangezogen werden. Zur Berechnung von sz’ bzw. des RMSEP-

Wertes wird die Fehlerquadratsumme PRESS (predicted residual sum of squares) benotigt.
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PRESS =3 (y, - 5,) (10)

i=1
yi — Referenzwert, y,— vorhergesagter Wert

52 = PRESS (a1

n

PRESS
n

RMSEP = (12)

Die MLR wurde erfolgreich als Vorhersagemodell bei Permeabilititsuntersuchungen von
241 strukturell verschiedenen Pharmaka im Caco-2-Zellmodell angewendet. Durch das
Regressionsmodell konnten etwa 72 % der Gesamtvarianz beschrieben werden [160].
Weitere Beispiele fiir In-vitro-Permeabilitits- und  Absorptionsuntersuchungen
verschiedener Substanzen, bei denen die MLR als Vorhersagemodell genutzt wurde, sind

in [161-163] zu finden.

2.5.3 Partial-Least-Squares-Regression (PLS)

Eine sehr weit verbreitete Methode der multivariaten Regression ist die Partial-Least-
Squares-Regression (PLS). Fiir die Berechnungen mit der PLS werden wiederum eine X-
Matrix und eine Y-Matrix bendtigt. Zur Anwendung kommen die Modelle der PLS1 oder
PLS2. Bei der PLS1 wird ein Modell entwickelt, dass nur eine Zielgroe y vorhersagen
kann. Mit Hilfe der PLS2 wird aber auch die gleichzeitige Vorhersage von mehreren y-
Werten moglich.

Die beiden X- und Y-Matrizen werden so in zwei kleinere Matrizen zerlegt, dass die
Kovarianzen zwischen den Matrizen der latenten Variablen T und U maximiert werden
[164]. Die Berechnung der latenten Variablen erfolgt dabei mittels eines iterativen
Algorithmus. In der Abbildung 2.7 ist das Vorgehen bei der PLS mit den beteiligten

Matrizen schematisch dargestellt.
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X=TP"+E
p d p p
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der PLS: X — Matrix der unabhdngigen Variablen; Y — Matrix der
abhangigen Variablen; T, U — Matrizen der latenten Variablen; P, Q — Ladungen der X- bzw. Y-Matrix; E, F —

Matrix der Residuen der X- bzw. Y-Matrix

Das PLS-Modell muss ebenfalls durch die Verwendung der Kreuzvalidierung oder eines
Testdatensatzes validiert werden [165]. Als GiitemaB dient auch hier der RMSEP-Wert.
Wie auch mit der MLR, konnen mit der PLS Modelle fiir die Vorhersage der Permeabilitét
verschiedener Pharmaka im Caco-2-Zellmodell erstellt werden [166, 167].

254 Kiinstliche neuronale Netzwerke (ANN)

Informationsverarbeitende Systeme, die sich am Vorbild des Gehirns orientieren, nennt
man kiinstliche neuronale Netzwerke (artificial neural networks, ANN). In ihrem Aufbau
und der Funktionsweise sind sie den biologischen neuronalen Netzen, allerdings als stark
idealisiertes Modell, nachempfunden [165]. Nervenzellen (Neuronen) sind in drei
Hauptstrukturen gegliedert und zwar Dendriten, Zellkorper und Axon. Das Axon ist
wiederum mit Dendriten anderer Nervenzellen verbunden. Uber die Synapsen werden
Informationen in Form elektrischer Signale weitergeleitet, aber nur dann, wenn ein
bestimmter Schwellenwert erreicht wird.

Die ANN bestehen ebenfalls aus Neuronen, wobei die Topologie der Netze durch die Zahl
der Neuronen, die sich auf einer oder mehreren Schichten befinden, beschrieben wird. In
mehrschichtigen Perceptrons (multilayer perceptrons, MLP) sind die Neuronen in
mehreren Schichten angeordnet und es entstehen so genannte verdeckte Schichten. Durch
die Mehrschichtigkeit kann die Leistungsfahigkeit gesteigert werden [165].

Ein kiinstliches Neuron ist durch die Gewichte, die Ubertragungs- und

Aktivierungsfunktion sowie den Schwellenwert charakterisiert (siche Abbildung 2.8). In
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den Neuronen wird schlieB3lich entschieden, wohin und mit welcher Wichtung eingehende
Informationen weitergeleitet werden [159]. Das Neuron wird aber erst aktiviert, wenn ein

bestimmter Schwellenwert iiberschritten wurde.

Ausgangsschicht

Eingangsschicht
Verdeckte

Schicht

,,,,,

Eingangssignal  Gewichte

X, ——> Wy, . L

! ! Ubertragungs- Aktivierungs-
funktion funktion

X, —> W, —

@ fukr ? O,

X; —> wy; T Aktivierung/
Ausgangssignal

Ol
Schwellenwert

X, —> W,

B

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung (A) eines mehrschichtigen Perceptrons und (B) eines kiinstlichen

Neurons

Fiir die Berechnung der ANN miissen ausreichend grofle Datensitze vorhanden sein. Der
Aufbau und die Verbesserung der ANN wird iiber verschiedene Lernregeln gewéhrleistet.
Ziel der Lernregel ist es, fiir Netzeingaben adidquate Netzausgaben zu erzeugen. Hiufig
wird das durch die Veridnderung der Wichtung zwischen den Neuronen erreicht. Die Netze
konnen aber auch durch das Hinzufiigen oder Weglassen von Neuronen oder durch
Anderung der Aktivierungsfunktion optimiert werden.

Die ANN lernen in der Trainingsphase aus repridsentativen Daten, auf deren Grundlage ein
Modell erzeugt wird. AnschlieBend wird das Modell in der Testphase auf bekannte Daten
angewendet. Die Testdaten diirfen aber nicht bei der Modellbildung verwendet worden
sein. Erfolgt die richtige Interpretation der Daten, dann ist das Modell valide. Ist das nicht
der Fall, miissen weitere Daten fiir die Trainingsphase bereitgestellt werden.

In unterschiedlichen Forschungsarbeiten wurden die ANN zur Vorhersage der
Permeabilitdt verschiedener Verbindungen durch Caco-2-Zellmonolayern erfolgreich

angewendet [168, 169]
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3 Experimenteller Teil

3.1 Standardzellkultur

Die im Rahmen der Arbeit verwendete humane Kolonadenokarzinomzelllinie Caco-2
wurde von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ,
Braunschweig, Deutschland) bezogen. Alle Arbeitsschritte in Zusammenhang mit der
Zellkultur wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank (Heraeus
Hera Safe, Thermo Electron Corporation, Langenselbold, Deutschland) mit sterilen
Einwegpipetten (Greiner, Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) durchgefiihrt. Weiterhin
wurden alle unter der Sterilwerkbank verwendeten Gerdte und Kultivierungsmaterialien
mit 70 % (v/v) Isopropanol desinfiziert.

Die routinemiBige Subkultivierung der Caco-2-Zellen erfolgte in 75-cm’-
Zellkulturflaschen (Greiner, Bio-One) in einem Brutschrank (Binder, Tuttlingen,
Deutschland) bei 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 5 % Kohlendioxidatmosphidre. Als
Zellkulturmedium wurde Quantum 286 mit L-Glutamin (PAA, Colbe, Deutschland) ohne
Zusatz von Antibiotika verwendet. Bei diesem Medium war kein Zusatz von fetalem
Kilberserum erforderlich, da bereits alle notwendigen Wachstumsfaktoren enthalten sind.
Das Passagieren der Zellen erfolgte jede Woche nach Erreichen von 70-80 % Konfluenz
und alle 2-3 Tage wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Dafiir wurden vor Beginn des
Passagierens simtliche Medien im Wasserbad (Julabo ED-13, Seelbach, Deutschland) auf
37°C temperiert. Das Medium wurde mit einer Pasteurpipette mittels einer
Absaugeinrichtung entfernt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 4 mL Dulbecco’s PBS
(ohne Ca und Mg, PAA), um den Zellrasen zu waschen. Nach 2 min Inkubationszeit wurde
PBS abgesaugt und 2 mL 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA (PAA) zugegeben. Nach 2 min
Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde vollstindig abgesaugt, erneut 2 mL
0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA zugesetzt und 8 min im Brutschrank inkubiert. Nachdem
sich die adhidrenten Zellen vom Flaschenboden vollstindig gelost hatten (ggf.
Zellkulturflasche auf Handballen schlagen), wurde die Enzymaktivitit von Trypsin mit
4,5 mL Zellkulturmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in ein 15-mL-PP-
Rohrchen (steril, Greiner Bio-One) iiberfithrt und bei 1350 rpm fiir 5 min bei 22°C
zentrifugiert (Universal 32R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland). Nach

Absaugen des Mediums wurde das Zellpellet mit 6 mL Zellkulturmedium resuspendiert
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und entsprechend der nach einer Woche zu erreichenden Konfluenz von 70-80 % ausgesét

(Split 1:75).

3.2 Ussing-Kammer-Experimente

3.2.1 Kultivierung der Zellen auf Snapwell®—Eins'aitzen

Fiir die Ussing-Kammer-Experimente wurden die Caco-2-Zellen (Passage 32-47) auf
Snapwell®-Einsitzen kultiviert, die in 6-well-Platten implementiert waren. Dabei wurden
zwei verschiedene mikropordse Membranmaterialien verwendet — zum einen Snapwell®-
Einsdtze mit einer Membran aus Polycarbonat (PC) (12 mm Durchmesser, 0,4 um
Porengroe, Corning, Amsterdam, Niederlande) und zum anderen mit einer Membran aus
Polyethylenterephthalat (PET) (12 mm Durchmesser, 0,4 pm Porengréf3e, Corning).

Die Zellen wurden, wie von HIDALGO et al. [79] beschrieben, mit einer Zellzahl von
63.000 Zellen pro cm” auf die Membranfliche von 1,13 cm® (entspricht 71.000 Zellen)
ausgesit. Oberhalb der Membran (mukosal/apikal) wurden 0,5 mL Zellkulturmedium
zugegeben und unterhalb der Membran (serosal/basolateral) 5 mL. Die Kultivierung der
Caco-2-Zellen auf den Snapwell®—Eins'atzen erfolgte, wie auch die Standardzellkultur, im
Brutschrank unter den in Abschnitt 3.1 angegebenen Bedingungen. Ein Unterschied zur
Standardzellkultur ist der Zusatz von Antibiotika. Hierzu wurde das Zellkulturmedium mit
Penicillin/Streptomycin (100x, PAA) versetzt, sodass sich eine Endkonzentration von
100 pg mL™" Streptomycin und 100 U mL™" Penicillin ergab. Das Medium wurde alle 2-3
Tage auf der apikalen Seite und alle 7 Tage auf der serosalen Seite ausgetauscht. Das
Zellkultivierungs-Protokoll ist in Tabelle 3.1 zusammengefasst. Nach 19-21 Tagen waren
die Zellen ausdifferenziert und konnten fiir die Ussing-Kammer-Versuche verwendet
werden.

Mit Hilfe eines Hamocytometers (Neubauer-Zihlkammer, Brand, Wertheim, Deutschland)
und eines Lichtmikroskops (Axiovert 25, Zeiss, Jena, Deutschland) wurde die Zellzahl fiir
die Kultivierung auf den Snapwell®-Einsitzen bestimmt. Ein Aliquot der Zellsuspension
wurde mit einer 1:20 (v/v) Trypanblau-Losung (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
verdiinnt. AnschlieBend wurden 10 uL der verdiinnten Zellsuspension in die Neubauer-
Zihlkammer gegeben. Eine optimale Verdiinnung liegt vor, wenn 30-40 Zellen pro

Quadrant zu finden sind. Die Zellzahl pro mL errechnet sich nach folgender Gleichung:
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Anzahl , (lebende Zellen) . 4
Zellzahl (Zellen/ mL) = Aé o -Verdiinnungsfaktor-10* (13)
nza

Quadranten

Tabelle 3.1: Protokoll der Zellkultivierung auf SnapweIIQ-Einsétzen

Tag Wochentag Aktion Tag Wochentag Aktion

0 Mi Aussaat 11 So

1 Do 12 Mo MeWe o

2 Fr MeWe o 13 Di

3 Sa 14 Mi MeWe o/ MeWe u
4 So 15 Do

5 Mo MeWe o 16 Fr MeWe o

6 Di 17 Sa

7 Mi MeWe o/MeWe u 18 So

8 Do 19 Mo MeWe o /Versuch
9 Fr MeWe o 20 Di alternativ: Versuch
10 Sa 21 Mi alternativ: Versuch

MeWe o — Mediumwechsel oberhalb der Membran

MeWe u — Mediumwechsel unterhalb der Membran

3.2.2 Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes

Das Wachstum der Zellen bzw. das Ausbilden eines geschlossenen Zellmonolayers hat zur
Folge, dass sich eine Barriere zwischen der mukosalen und der serosalen Seite der
Snapwell®—Einsﬁtze ausbildet. Die Barrierefunktion des Epithels kann durch Messung des
transepithelialen elektrischen Widerstandes (transepithelial electric resistance, TEER)
bestimmt werden und dient dadurch der Uberwachung des Zellwachstums bzw. der
Integritit des Zellmonolayers, wihrend der Kultivierung der Caco-2-Zellen auf den
Snapwe11®—Einsﬁtzen [81]. Weiterhin lassen hohe Werte auf einen dichten und intakten
Zellmonolayer schlieen. Der TEER setzt sich aus dem zelluldren Widerstand (mukosale
und serosale Membran) und dem parazelluldren Widerstand (tight junction) zusammen.

Mit Hilfe des Volt-Ohm-Meters Millicell-ERS (Millipore Corporation, Bedford, USA)
wurde der TEER in regelméfigen Abstinden gemessen. Vor den eigentlichen Messungen
musste die Doppelelektrode fiir 30 min in 70 % (v/v) Isopropanol sterilisiert und danach
fiir 20 min in Quantum 286 equilibriert werden. AnschlieBend wurden die 6-well-Platten
aus dem Brutschrank genommen und unmittelbar mit den Messungen begonnen. Die
Doppelelektrode wird in den 6-well-Platten so positioniert, dass das kiirzere Ende in das
obere Kompartiment und das ldngere Ende in das untere Kompartiment eintaucht

(Abbildung 3.1).
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Doppelelektrode

Mukosale Seite

Zellmonolayer
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Membran

Serosale Seite

Abbildung 3.1: Snapwell®—Einsatz mit Caco-2-Zellmonolayer

Durch die Elektroden werden Stromimpulse ausgesendet, die zu einer Spannungsianderung
fiilhren und der TEER schlieBlich iiber das Ohmsche Gesetzt (Gleichung 14) berechnet

werden kann.

R=— (14)

Als Blindwert wurde der TEER eines Snapwell®-Einsatzes ohne Zellen im Kulturmedium

gemessen. Dadurch berechnet sich der TEER des Zellmonolayers wie folgt:
TEER (Q sz) = (TEER gesamt — TEERRIindwert) « Membranoberflache  (15)

Es wurden nur Zellmonolayer fiir die Ussing-Kammer-Versuche verwendet, die einen

TEER von > 200 Q cm? zeigten [101].
3.23 Experimentelle Bedingungen

3.2.3.1 Ussing-Kammer

Die Ussing-Apparatur (Scientific Instruments, K. Mussler, Aachen, Deutschland) besteht
aus einem metallischen Heizblock, der an ein externes Wasserbad mit Thermostat (Julabo
ED-13) angeschlossen ist. Die Snapwell®-Einsitze konnen zwischen die beiden Halbzellen
der Diffusions-Kammern (Ussing-Kammern) eingebaut werden, wodurch eine rdaumliche
Trennung in einen mukosalen und einen serosalen Bereich erzielt wird. In den Heizblock
konnen bis zu sechs vertikale Diffusions-Kammern eingebaut werden. Demzufolge wird

die Durchfiihrung von sechs simultan ablaufenden Transportexperimenten ermdoglicht. Die
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Ussing-Kammern werden auf 37°C temperiert und iiber einen Gasflussregler mit Carbogen
(95 % O, und 5 % CO,, Linde, Pullach, Deutschland) begast. Der Gasflussregler sollte so
eingestellt werden, dass ca. 20 Blasen pro 10 s aufsteigen. Der schematische Aufbau der
Ussing-Apparatur sowie der Diffusions-Kammern ist in Abbildung 3.2 gezeigt.

Mit der Ussing-Kammer-Technik konnen elektrophysiologische Parameter kontinuierlich
wihrend der Versuche gemessen werden (s. Abschnitt 3.2.3.2). Aus diesem Grund sind je
Halbkammer zwei Elektroden (0,8 mm Durchmesser, Ag/AgCl) angebracht. Die
Elektroden sind an einen Mikrocomputer (Voltage/Current-Clamp-Interface)

angeschlossen, der mit einem Arbeitsplatzcomputer verbunden ist.

e

6-well-
— Zellkulturplatte

~a S Caco-2
@ {{_gﬁ Zellmonolayer

v
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.
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Abbildung 3.2: Darstellung der Ussing-Apparatur und der vertikalen Diffusions-Kammer, verdandert nach

[99, 170]

3.2.3.2  Elektrophysiologische Parameter

Wihrend der Ussing-Kammer-Versuche konnen verschiedene elektrophysiologische
Parameter kontinuierlich bestimmt werden. Eine membrannahe Elektrode dient der
Messung der transepithelialen Potenzialdifferenz (PD;) und iiber eine membranferne
Elektrode konnen externe Stromimpulse ausgesendet werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die ,,open circuit*“-Methode zur Bestimmung der elektrophysiologischen Parameter
verwendet. Mit dieser Methode wird die PD, nicht beeinflusst [171]. Es werden

Stromimpulse (47) von 50 pA mit einer Impulsdauer von 200 ms alle 60 s ausgesendet.
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Dadurch wird eine kurzzeitige Anderung der Potenzialdifferenz (4PD,) induziert und iiber

das Ohmsche Gesetz kann daraus der Gewebewiderstand (R;) berechnet werden.

t (16)

Der Gewebewiderstand ist vergleichbar mit dem in 3.2.2 beschriebenen TEER und kann

auch als Gewebeleitfihigkeit (G,) ausgedriickt werden.

G =— (17)

Vor Beginn der eigentlichen Ussing-Kammer-Messungen miissen der Fliissigkeits-
widerstand des verwendeten Transportpuffers und die Elektroden-Eigenpotenzial-
Differenz ermittelt werden. Dazu wird ein Snapwell®—Einsatz ohne Zellen in die Kammern
eingebaut und mit Hilfe der Software ,,Clamp* (Version 2.10, Scientific Instruments, K.
Mussler) die erforderlichen Werte bestimmt. Durch diese Blindwertmessungen wird

sichergestellt, dass PD, und R; allein vom Caco-2-Zellmonolayer verursacht werden.

3.2.3.3  Transportexperimente mittels statistischer Versuchsplanung

Fir  die Durchfiihrung der  Transportexperimente wurden vier, aus
erndhrungsphysiologischer Sicht, relevante Selenspezies ausgewihlt. Dabei handelte es
sich um die beiden anorganischen Formen Natriumselenit und Natriumselenat sowie die
organischen Spezies SeMet und MeSEC. Die zwei Faktorstufen wurden in Vorversuchen
bestimmt und zu 100 ug L' (-) und 400 ug L' (+) je Spezies festgelegt. Die untere
Faktorstufe wurde so gewihlt, dass auch nach der fiir die Analyse notwendigen
Verdiinnung der Proben ein Messsignal quantitativ detektierbar war. Somit stellt dieser
Wert den unteren analytisch messbaren Bereich des entwickelten Kopplungsverfahrens
dar. Demgegeniiber erfolgte die Festlegung der oberen Stufe hinsichtlich eines gut
messbaren und von der unteren Stufe deutlich zu unterscheidendem Messsignals sowie
unter Beriicksichtigung von Literaturangaben [5, 6]. Daraus ergibt sich ein
24—Fakt0renplan, wie er in Tabelle 2.8 (Abschnitt 2.5.1) zu finden ist.

Die Selenspezies-Stammlosungen mit 1000 mgL™' Selen wurden aus den

Einzelverbindungen Natriumselenit (99 %, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und
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Natriumselenat (Sigma-Aldrich) hergestellt. Die Stammldsungen von SeMet (=99 %,
Sigma-Aldrich) und MeSEC (Sigma-Aldrich) hatten eine Konzentration von 500 mg L'
Selen. Fiir die Herstellung der Stammlosungen und aller anderen Verdiinnungen wurde
Reinstwasser verwendet. Alle Selenspezies-Losungen wurden bei 4°C in der Dunkelheit
gelagert. Als Transportpuffer diente eine ,,Hank’s balanced salt solution* (HBSS), um
physiologische Bedingungen zu gewihrleisten. Diese ist aus den Einzelverbindungen in
Tabelle 3.2 zusammensetzt. Die Einwaage der Einzelverbindungen wurde mit der

Laborwaage LLP620S (Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) durchgefiihrt.

Tabelle 3.2: Zusammensetzung der ,,Hank’s balanced salt solution” (HBSS)

Substanz Konzentration in g L’ Substanz Konzentration in g L’
CaCl, * 2 H,0O 0,185 NaHCO; 0,350

MgCl, « 6 H,O 0,100 NaCl 8,000
MgSO, 0,049 Na,HPO, * 2 H,0 0,060

KCl 0,400 Glukose 4,500
KH,PO, 0,060

Fiir den Ussing-Versuch wurde der Snapwell®—Einsatz mit einer Pinzette aus der 6-well-
Platte entnommen und mit vorgewédrmter HBSS (37°C) gespiilt. AnschlieBend wurde der
Einsatz in die Diffusions-Kammer vorsichtig eingebaut. Die beiden Kammerhilften
wurden mit 4,5 mL vorgewéarmter HBSS (37°C) simultan befiillt, um einen hydrostatischen
Uberdruck zu vermeiden. Dieser konnte zu einem ungewollten Ablosen des
Zellmonolayers von der mikropordsen Membran fithren. Die Messung von R; wurde
gestartet, sobald die Elektroden in die Kammerhilften eingebaut waren. Nach 15 min
Aquilibrierungszeit der Caco-2-Zellen startete die Begasung mit Carbogen. Die
Transportversuche begannen nach weiteren 5 min durch Zugabe von 0,5 mL HBSS in die
beiden Halbkammern. Im Unterschied zur serosalen Seite enthielt die zugegebene HBSS
der mukosalen Seite alle vier Selenspezies zu je 1000 ug L™ oder 4000 pg L™ entsprechend
des 2*-Faktorenplans. Es wurden zu definierten Probennahmezeitpunkten (40, 80 und
120 min nach der Selenspezieszugabe) Aliquote von 50 uL jeweils aus der mukosalen und
serosalen Seite entnommen. Bis zur Messung mit der HPLC-ICP-MS lagerten die Proben
bei 4°C im Kiihlschrank. Die Analyse erfolgte innerhalb eines Tages nach
Versuchsdurchfiihrung.

Neben den Versuchen nach dem 2*-Faktorenplan und der daraus folgenden simultanen

Applikation der vier Selenspezies wurden auch Einzelversuche durchgefiihrt. Der einzige
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Unterschied liegt dabei in der Applikation von nur einer Selenspezies je Versuch. Bei
diesen Versuchen wurden ebenfalls die Konzentrationen 100 pg L™'und 400 pug L' gewihlt.
Alle Transportversuche wurden in Dreifachbestimmung durchgefiihrt, um Aussagen iiber

die Versuchsstreuung treffen zu konnen.

3.2.3.4  Akkumulationsexperimente

Der Versuchsablauf der Akkumulationsexperimente war im Wesentlichen der gleiche, wie
er fiir die Transportexperimente in Abschnitt 3.2.3.3 beschrieben ist. Im Gegensatz dazu
wurden aber nur die vier Selenspezies bei Einzelapplikation in der hohen
Konzentrationsstufe (400 ug L) untersucht. Jeder der vier Versuche wurde sechsmal
durchgefiihrt, wobei die Snapwell®—Eins'aitze mit den Caco-2-Zellmonolayern nach 120 min
ausgebaut und dreimal mit vorgewarmter PBS gespiilt wurden. Die Aufbewahrung der
Einsitze erfolgte in 50 mL PP-Ro6hrchen (Greiner Bio-One). Weiterhin wurden Proben aus
der mukosalen und serosalen Seite entnommen. Die Probenlosungen sowie die Snapwell®-
Einsitze lagerten bei 4°C im Kiihlschrank. Die Messungen mit der [CP-DRC-MS erfolgten
immer am Tag der Versuchsdurchfiihrung. Vor den Messungen wurden auf die Snapwell®-
Einsédtze mit den Caco-2-Zellen wenige uL konzentrierte HNO; gegeben. Nach 90 min
Einwirkzeit waren die Zellen vollstindig aufgelost und die erhaltenen Losungen konnten

analysiert werden.

33 Enzymatische Hydrolyse des zertifizierten Referenzmaterials

Bei dem zertifizierten Referenzmaterial handelt es sich um eine selenangereicherte Hefe
(SELM-1, National Research Council Canada, CNRC).

Als Extraktionsmethode wurde die enzymatische Hydrolyse verwendet, die in der
Selenspeziesanalytik weit verbreitet ist [1]. Allerdings zeigten CUDERMAN et al., dass die
verwendeten Enzyme selbst Selen bzw. Selenspezies enthalten konnen [172]. Aus diesem
Grund wurde auch das verwendete Enzym hinsichtlich des Gehaltes an Selen(-spezies)
untersucht.

Fiir die enzymatische Hydrolyse wurden 0,2 g SELM-1 und 0,05 g Protease XIV (Sigma-
Aldrich) in ein 15-mL-PP-Ro6hrchen eingewogen und mit 2,5 mL Reinstwasser versetzt.
Die Probe wurde bei 37°C fiir 20 h in einem Wasserbad (SW 20C, Julabo Labortechnik
GmbH, Seelbach, Deutschland) geschiittelt. Danach wurde bei 3000 rpm fiir 20 min
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zentrifugiert (Universal 16 A, Hettich Zentrifugen) und der Uberstand mittels 0,45 pm
Spritzenfilter (FP 30/0,45 CA-S, Whatman® GmbH, Dassel, Deutschland) filtriert.

34 Apparative Messbedingungen und Kalibration

34.1 Bestimmung des Selengesamtgehaltes mittels [CP-DRC-MS

Alle Untersuchungen zur quantitativen Analyse des Selengesamtgehaltes erfolgten mit
dem ELAN DRCe ICP-MS (Perkin Elmer SCIEX Instruments, Concord, Ontario, USA).
Das Gerit wurde im  DRC-Modus  betrieben, um die  auftretenden
Molekiilioneninterferenzen zu verringern. Die Hauptstorungen bei der Selenanalytik
werden durch Molekiilionen der Ar-Isotope hervorgerufen.

Die konstanten Messparameter des ICP-MS-Gerites und der DRC wurden zu Beginn der
Arbeiten optimiert und eingestellt (Tabelle 3.3). Hierbei handelt es sich z. B. um die
Plasma-RF-Leistung, verschiedene  Spannungseinstellungen des  analysierenden
Quadrupols sowie des DRC-Quadrupols, Zellgasfluss des Reaktionsgases Methan
(99,9995 %, Riessner-Gase GmbH & Co. KG, Lichtenfels, Deutschland) und die
Einstellung der Parameter q (RPq — Rejection parameter) und RPa.

Neben den konstanten Parametern gibt es auch variable Parameter, die einer messtédglichen
Optimierung unterliegen. Hierzu zédhlen die Einstellung des Zerstdubergasflusses oder auch
die AutoLens™-Kalibration. Zur Uberpriifung der Geritespezifikation wird ein tiglicher
Eignungstest (daily performance test) durchgefiihrt. Dieser beinhaltet die Kontrolle der
Intensititen von Mg, Rh und Pb (je 10 ug L"). Weiterhin erfolgt die Uberpriifung der
Oxidbildungsrate. Die Mittelwerte der Elementintensititen und die Oxidrate miissen

folgende Spezifikationsgrenzen einhalten:

*Mg > 20.000 cps

%Rh > 150.000 cps

2%8pp > 50.000 cps
CeO*/Ce* <3 %
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Tabelle 3.3: Messparameter flr die Bestimmung des Selengesamtgehaltes mittels ICP-DRC-MS

ICP-MS ELAN DRCe (Perkin Elmer)
ICP RF-Leistung 1100 W
Plasmagasstrom 15 L min™'
Hilfsgasstrom 1,1L min”'
Zerstaubergasfluss 0,88 bis 0,92 L min”'
Interface Ni-Konen
AutoLens™ 6,7 bis 10,5 V (fiir Rh)
CPV -15V

CRO 9V

QRO ov

DRC CPV -18V

DRC CRO -1,5V

DRC QRO 15V

Zellgasfluss 1,1 mL min”' Methan
RPq 0,8

RPa 0,25

Messisotop Se

Scan Modus Peak Hopping
Sweeps 30

Replicates 3

Dwell time 35 ms

Fiir die Herstellung der Kalibrationsstandards wurde ein 1000 mg L' Selen-ICP-Standard
(Merck, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Kalibrationsbereiche wurden an die zu
analysierenden Proben der Akkumulationsversuche sowie an die Messungen des
Referenzmaterials SELM-1 und des Enzyms Protease XIV angepasst. Weiterhin erfolgte
eine spezifische Matrixanpassung (durch HNO; oder HBSS) der Kalibrationslésungen, um
Matrixeffekte zu vermeiden. Die Kalibrationsstandards wurden an jedem Messtag frisch

hergestellt.

342 Selenspeziesanalytik mittels HPLC-ICP-DRC-MS

Fiir die chromatografische Trennung wurde ein Series 200 HPLC System (Perkin Elmer,
Shelton, Connecticut, USA) verwendet. Das System besteht aus einer quaterniren HPLC-
Pumpe, einem Autosampler, einem Sdulenofen und einem Vakuum-Entgaser. Das HPLC-
System wurde iiber einen kurzen Schlauch aus PEEK an das ICP-DRC-MS
(s. Abschnitt 3.4.1) als elementselektiven Detektor gekoppelt. Die Injektion erfolgte itiber
eine 200-puL-Probenschleife.
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Im Verlauf der Methodenentwicklung und -validierung wurde der Einsatz der RPIP-
Chromatografie als auch der IE-Chromatografie getestet. Dafiir wurde die
LiChrosorb RP18 (4,6 mm x 250 mm, 5 um, Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland)
fiir die RPIPC und die Anionenaustauschersidule IonPac AS 7 (4 mm x 250 mm, 10 um,
Dionex, Sunnyvale, Connecticut, USA) fiir die IEC gewihlt. Bei der IEC wurde zusétzlich
noch eine Vorsiule IonPac AG 7 (4 mm x 50 mm, 10 pm, Dionex) verwendet.

Als mobile Phasen wurden Mischungen aus Wasser, Methanol (gradient grade, Merck),
Tetramethylammoniumhydroxid (25 % in H,O, Sigma-Aldrich), Tetraethylammonium-
hydroxid (40 % in H,O, Sigma-Aldrich), Natrium-1-Butansulfonat (>99 %, Sigma-
Aldrich), Malonsdure (Reagentplus, 99 %, Sigma-Aldrich), Zitronensiure (puriss. p. a.,
>99,5 %, Sigma-Aldrich) und Salpetersdure (TraceSelect, 69 %, Sigma-Aldrich)
eingesetzt.

In der folgenden Tabelle 3.4 sind die chromatografischen Bedingungen zusammengefasst,
die sich nach der Methodenentwicklung (Abschnitt 4.1 und 4.2) ergeben haben. Alle
weiteren Messungen beziiglich der Methodenvalidierung und der Transportversuche
wurden nach den in diesem Abschnitt und Abschnitt 3.4.1 (Tabelle 3.3) genannten

optimierten Parametern durchgefiihrt.

Tabelle 3.4: Optimierte Messbedingungen der chromatografischen Trennung mit der HPLC-ICP-DRC-MS

HPLC Series 200 HPLC System (Perkin Elmer)
Trennsdule IonPac AS 7 (4 mm x 250 mm, 10 pm, Dionex)
Vorsdule IonPac AG 7 (4 mm x 50 mm, 10 um, Dionex)
Arbeitsweise Isokratisch

Mobile Phase 50 mM HNOs;, 1 % (v/v) Methanol, pH = 1,2
Injektionsvolumen 20 und 50 pL

Flussrate 1,3 mL min”'

Analysenzeit 7 min

Die Konzentrationen der Selenspezies-Stammlosungen (s. Abschnitt 3.2.3.3) wurden mit
der ICP-DRC-MS iiberpriift. Fiir die Messungen wurden die vier Stammldsungen auf
100 ug L verdiinnt. Die erhaltenen Selenspezies-Konzentrationen sind in Tabelle 3.5

gezeigt.
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Tabelle 3.5: Ergebnisse der Messungen zur Uberpriifung der Selenspeziesstandards. Die vier

Stammldsungen wurden auf 100 pg L™ verdiinnt (MW + VB, a = 0,01, n = 3)

Selenspezies ¥Se-Konzentration in pg L
Selenit 99,5+2,2
Selenat 98,2 +3,6
SeMet 97,8 +39
MeSEC 97,8+33

Da die Konzentrationen der vier Selenspezies-Stammldsungen abgesichert worden sind,
konnten diese zur Herstellung der Kalibrationsstandards verwendet werden. Dazu wurde
eine Ausgangslosung mit allen vier Selenspezies Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC
erstellt und fiir die einzelnen Kalibrationsstandards entsprechend verdiinnt. Die
Kalibrationsbereiche wurden an die Konzentrationen der Proben der serosalen und der
mukosalen Seiten aus den Transportversuchen angepasst. Die Analyse des zertifizierten
Referenzmaterials SELM-1 erfolgte mit einer gesonderten Kalibration. Wie auch bei den
ICP-DRC-MS-Messungen wurde eine Matrixanpassung (durch HBSS oder den Eluenten)
der Kalibrationsproben gegeniiber den Versuchsproben durchgefiihrt. Um Verdnderungen
der Spezies zu vermeiden, wurden die Kalibrationslosungen messtiglich aus den

Selenspezies-Stammldsungen hergestellt.

3.5 Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse mit Hilfe der einfachen ANOVA [173] und
Tukey’s Post-hoc-Test [174] wurde die Software SPSS® (IBM®, SPSS® Statistics
Version 20) verwendet. Die Berechnungen zur multiplen linearen Regression (MLR) und
Partial-Least-Squares-Regression (PLS) erfolgten mit dem Computerprogramm
UNSCRAMBLER (Version 10.2, CAMO Software AS). Fiir die Modellierung der kiinstlichen
neuronalen Netze (ANN) wurde die Software STATISTICA (Version 6.1, StatSoft Inc.)

genutzt.
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4 Methodenentwicklung und Validierung der Selenspeziesanalytik

4.1 Kopplung von Umkehrphasen-Chromatografie mit ICP-DRC-MS

In der vorliegenden Arbeit sollten die vier Spezies Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC
mittels HPLC-ICP-DRS-MS analysiert werden. Aus diesem Grund wurde eine
LiChrosorb RP18 Saule verwendet. Bei der Wahl der Eluentzusammensetzung dienten die
Arbeiten von ZHENG et al. als Orientierung [175]. Eine Besonderheit der mobilen Phase lag
in der Verwendung von gemischten lonenpaar-Reagenzien. Die mobile Phase hatte
demnach folgende Zusammensetzung: 8 mM Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH),
2,5 mM Na-1-Butansulfonat und 4 mM Malonsdure bei einem pH-Wert von 5,3. Mit
diesem Eluenten konnten aber die beiden anorganischen Spezies nicht getrennt werden

(Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Chromatogramm eines Standards der Selenit, Selenat und SeMet zu je 100 pg L™ enthilt.
Mobile Phase: 8 mM TMAH, 2,5 mM Na-1-Butansulfonat und 4 mM Malonsaure, pH = 5,3. Stationare Phase:
LiChrosorb RP18. Flussrate: 1,0 mL min™

Die erfolgreiche Trennung von Selenit und Selenat konnte durch den Austausch von
TMAH durch Tetraethylammoniumhydroxid (TEAH), d. h. durch eine lingere Alkylkette
des Ionenpaar-Reagenz erreicht werden. TEAH fiihrte zudem zur Umkehr der
Elutionsreihenfolge von Selenit und Selenat. Im weiteren Verlauf der Optimierung des
Eluenten wurden verschiedene Konzentrationen an TEAH und Malonsidure sowie

unterschiedliche pH-Werte getestet. Die beste Trennung konnte durch eine mobile Phase
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mit 15 mM TEAH, 4,5 mM Malonsédure bei einem pH-Wert von 5,8 erzielt werden
(Abbildung 4.2).
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Abbildung 4.2: Chromatogramm eines Standards der Selenit, Selenat und SeMet zu je 100 pg L™ enthilt.
Mobile Phase: 15 mM TEAH und 4,5 mM Malonsdure, pH=5,8. Stationdre Phase: LiChrosorb RP18.

Flussrate: 1,0 mL min™

Allerdings war mit der RPIPC eine Basislinientrennung der Peaks nicht moglich, die aber
fir eine quantitative Auswertung notwendig ist. Weiterhin erschienen die erreichten
Intensititen der Selenspeziespeaks bereits bei einer Konzentration von 100 ug L' zu
gering. Da aber bei den Transportexperimenten von deutlich niedrigeren zu analysierenden
Konzentrationen ausgegangen werden musste, ist die Empfindlichkeit der verwendeten
Methode nicht ausreichend. Versuche mit Standardlosungen in verdiinnter HBSS zeigten,
dass die Trennung in der RPIPC stark von der Matrix beeinflusst wird und es zu
Peakverzerrungen und Signalsuppressionen kommt. Aus diesen genannten Griinden wurde
die RPIPC als ungeeignet erachtet und im weiteren Verlauf der FEinsatz einer

Anionenaustauschersiule untersucht.

4.2 Kopplung von Anionenaustausch-Chromatografie mit ICP-DRC-MS

Fiir die Ionenaustausch-Chromatografie wurde die Anionenaustauschersdule lonPac AS 7
ausgewihlt. Um eine Verldngerung der Lebensdauer der analytischen Trennsdule zu
gewihrleisten, wurde zusitzlich eine Vorsdule IonPac AG7 eingebaut. Die
Sdulenummantelung der IonPac AS 7 besteht aus PEEK. Dadurch koénnen bei der

Beriihrung der mobilen Phase mit der Ummantelung, Kontaminationen durch Metallionen
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vermieden werden (LiChrosorb RP18 besteht aus einer metallischen Saulenummantelung).
Ein weiterer Vorteil gegeniiber der in Abschnitt4.1 verwendeten RP18-Saule ist die
hohere pH-Stabilitit. Sie liegt im pH-Bereich von 0-14 im Vergleich zum pH-Bereich von
2-8. Somit konnen auch stark saure bzw. stark alkalische FEluenten fiir die

chromatografische Trennung genutzt werden.

4.2.1 Untersuchungen zur Zusammensetzung der mobilen Phase

Die Zusammensetzung der mobilen Phase hat entscheidenden Einfluss auf die Trennung
der Selenspezies und die Analysenzeit. Wie auch bei den Untersuchungen zur RPIPC
diente anfédnglich eine bereits in der Literatur beschriebene chromatografische Methode zur
Orientierung. Die Trennung erfolgte mittels Gradientenelution und einer mobilen Phase
aus 3 mM bzw. 10 mM Zitronensdure und 2 % (v/v) MeOH [176]. In Versuchen mit
beiden Eluenten in isokratischer Arbeitsweise wurde gezeigt, dass Selenat auch nicht nach
60 min Analysenzeit detektiert werden konnte. Eine mdgliche Ursache hierfiir kann die in
der vorliegenden Arbeit abweichend verwendete Anionenaustauschersiule sein.

Eine Basislinientrennung der vier Selenspezies wurde durch eine relativ einfach
zusammengesetzte mobile Phase aus 50 mM HNOs; (pH = 1,2) erzielt. Die Analysenzeit
betrdgt 7 min. Untersuchungen mit verschiedenen Gradienten (0,5 mM bzw. 50 mM
HNO:s) fiihrten zu keiner Verbesserung der chromatografischen Trennung. Der Zusatz
verschiedener Volumina an MeOH zur mobilen Phase hatte Einfluss auf die Intensititen
der untersuchten Spezies. Mit 1 % (v/v) MeOH im Eluenten wurde im Vergleich zur
methanolfreien mobilen Phase eine Intensitétssteigerung (bezogen auf die Peakhthen) von
62 % fiir Selenit, 70 % fiir MeSEC, 63 % fiir Selenat und 78 % fiir SeMet erreicht
(Abbildung 4.3). Eine Erhohung von 1 % (v/v) auf 3 % (v/v) MeOH hatte keine weiteren
Auswirkungen beziiglich einer Verbesserung der chromatografischen Methode. Fiir die
Ermittlung der Validierungsparameter sowie fiir die Probenmessungen der In-vitro-
Versuche wurde der optimierte Eluent (50 mM HNOs, 1 % (v/v) MeOH, pH-Wert = 1,2)

verwendet.
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Abbildung 4.3: Einfluss verschiedener Methanolkonzentrationen auf das Messsignal (50 ug L* je

Selenspezies). Mobile Phase: 50 mM HNO3, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch

422 Wahl eines geeigneten Messisotops

Fiir die Wahl eines geeigneten Messisotops wurde im Standard- sowie im DRC-Modus des
ICP-MS gemessen, um den Einfluss der Molekiilioneninterferenzen auf die Messung der
unterschiedlichen Selenisotope (Tabelle 4.1) zu {iiberpriifen. Die durchgefiihrten
Untersuchungen erfolgten mit dem HPLC-Gradientenprogramm, das auch bei den
Optimierungsschritten in Abschnitt 4.2.3 verwendet wurde. Die eingesetzte Modelllésung
bestand aus Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC (je 100 ug L' in Reinstwasser). Im
Standard-Modus wurden die Isotope °Se, *Se und **Se gemessen. Die Analyse im DRC-

Modus umfasste die Bestimmung von 7656, 7856, 89Se und ¥Se (Abbildung 4.4).

Tabelle 4.1: Zusammenstellung relevanter Selenisotope fiir ICP-MS-Messungen und mogliche Molekul-

ionenstérungen
Isotop  Haufigkeit in % Molekiilioneninterferenz
7S¢ 9,02 OAPCAT, BACSSAL
85e 23.52 40Ar38Ar+, BAMCat
“Se 49,82 YArYAr
SZSe 9’19 4OAI4OAI1H1H+, 12C35Cl35Cl+

Im Standard-Modus (Abbildung 4.4 A) ist ersichtlich, dass 75Se und "®Se einen stark
erhohten Untergrund (fiir "°Se ca. 12.000 cps bzw. fiir "*Se ca. 2.200 cps) aufweisen, was
durch Molekiilioneninterferenzen bedingt ist. Die Storungen sollten in Reinstwasser

hauptsichlich durch Ar-Isotope verursacht werden. Das Grundrauschen der Basislinie liegt
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fiir °Se bei etwa 1000 cps und fiir "*Se bei etwa 500 cps. Fiir beide Messisotop stellt somit

das hohe Grundrauschen den limitierenden Faktor fiir Messungen von niedrigen

Konzentrationen dar. Aus diesem Grund sind diese beiden Selenisotope fiir die Analyse

der zu untersuchenden Selenspezies in den zu erwartenden niedrigen Konzentrationen

nicht geeignet. Das Isotop **Se wird kaum von Molekiilionen iiberlagert (vgl. Tabelle 4.1).

Deswegen kann es fiir Messungen im Standard-Modus gewihlt werden.
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Abbildung 4.4: Chromatogramme fiir Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC. Die Messungen erfolgten fiir

verschiedene Selenisotope (A) im Standard-Modus und (B) im DRC-Modus. Mobile Phase A: 0,5 mM HNO;,

1 % (v/v) MeOH, pH = 3,2; Mobile Phase B: 50 mM HNOs3, 1 % (v/v) MeOH, pH =1,2. Gradient: 0,5 min 100 %

A, 7 min (linear) 100 % B, 2,5 min 100 % B, 1 min (linear) 100 % A, 4 min 100 % A.
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Durch die Verwendung von Methan als Reaktionsgas im DRC-Modus resultiert fiir die
Isotope "°Se und "®Se eine enorme Reduzierung des Untergrundsignals (Abbildung 4.4 B).
Die Messung des Hauptisotops *’Se wird durch die Verwendung der DRC iiberhaupt erst
moglich. Das Grundrauschen der Basislinie im DRC-Modus liegt bei nur ca. 10 cps.
Entsprechend der natiirlichen Hiufigkeit der Selenisotope sind die Intensititen
unterschiedlich stark ausgepragt.

Aufgrund der groften natiirlichen Héufigkeit und den daraus resultierenden hochsten
Intensititen sowie dem niedrigen Grundrauschen ist das Isotop *Se fiir die
Selenspeziesanalytik besonders geeignet. So zeigt *°Se im DRC-Modus im Vergleich zu

82Se im Standard-Modus héhere Intensitiiten fiir Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC.

423 Optimierung der Messbedingungen

Da der Volumenstrom bzw. die FlieBgeschwindigkeit einen Einfluss auf die Trennung der
einzelnen Spezies hat, wurden verschiedene Pumpgeschwindigkeiten (0,8 bis
1,4 mL min'l) ausprobiert. Mit einem Fluss von 1,3 mL min’! (Sdulendruck von 147 bar)
ergaben sich die schmalsten chromatografischen Signale und grofiten Peakhohen. Zudem
gelang damit eine zusétzliche Verringerung der Analysenzeit.

Hinsichtlich des Einflusses der Temperatur auf die chromatografische Trennung wurden
keine Optimierungsexperimente durchgefiihrt. Der Sdulenofen wurde fiir alle Analysen auf
eine Temperatur von 25°C eingestellt.

Einen wichtigen Aspekt fiir die Messungen mit der HPLC-ICP-DRC-MS stellt die
Zusammensetzung der zu untersuchenden Proben dar. Da alle In-vitro-Versuche mit HBSS
als Transportpuffer durchgefiihrt wurden, musste der Einfluss dieser Elektrolytlosung auf
die chromatografische Trennung untersucht werden. Hauptaugenmerk lag hierbei vor allem
auf der Konzentration von NaCl, die in der HBSS 8 g L' betriigt (Zusammensetzung der
HBSS s. Tabelle 3.2). Das Chromatogramm der unverdiinnten HBSS zeigt eine Verzerrung
der Selenspezies-Peaks mit Fronting oder Tailing. Daraus folgt, dass eine Verdiinnung der
Proben unerlisslich ist. Zu diesem Zweck ist eine HBSS-Losung mit 100 pg L' je
Selenspezies in unterschiedlichen Verdiinnungen (v/v) mit Reinstwasser (1:2, 1:4, 1:5 und
1:10) in das HPLC-System injiziert worden. Die Messungen erfolgten unter den gleichen
Bedingungen, wie bei der Bestimmung des geeigneten Messisotops (Abschnitt 4.2.2). Die

Chromatogramme sind in der Abbildung 4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.5: Einfluss verschiedener HBSS-Verdiinnungen und der unverdiinnten HBSS auf das Messsignal.
Mobile Phase A: 0,5 mM HNO3, 1 % (v/v) MeOH, pH = 3,2; Mobile Phase B: 50 mM HNOs, 1 % (v/v) MeOH,
pH = 1,2. Gradient: 0,5 min 100 % A, 7 min (linear) 100 % B, 2,5 min 100 % B, 1 min (linear) 100 % A, 4 min
100 % A.

Die durch die HBSS verinderte Probenmatrix hat Einfluss auf das Retentionsverhalten der
Selenspezies und verschiebt diese zu hoheren Retentionszeiten (vgl. Retentionszeiten aus
Abbildung 4.4). Die unterschiedlichen Verdiinnungsstufen fithren vor allem bei den frith
eluierenden Spezies Selenit und MeSEC zu unterschiedlichen Retentionszeiten. Eine
Korrelation der HBSS-Konzentration mit der Retentionszeitverschiebung konnte jedoch
nicht festgestellt werden. Bereits durch die 1:2-Verdiinnung wird die Peakform nicht mehr
verdndert (kein Tailing oder Fronting). Um die chromatografische Sdule und auch den

Detektor der ICP-DRC-MS zu schonen, wurde eine 1:4-Verdiinnung gewihlt.

4.3 Validierung

Die Validierung ist in der instrumentellen Analytik eine sehr wichtige MaBnahme der
Qualitétssicherung. Die (Methoden-)Validierung umfasst die Priifung und Bestitigung, ob
ein Analysenverfahren fiir eine vorgegebene Aufgabenstellung geeignet ist und die
gestellten Forderungen erfiillt [177]. Zu den wesentlichen Validierungsparametern
gehoren: Prizision, Richtigkeit, Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze,

Linearitdt, Wiederfindung, Robustheit und Empfindlichkeit [178, 179]. Diese Kenndaten
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bilden die Grundlage, um das Verfahren zu charakterisieren und hinsichtlich festgelegter

Forderungen zu iiberpriifen.

4.3.1 Linearitit

Bei der verwendeten Analysenmethode handelt es sich um ein relatives Verfahren, weshalb
im Vorfeld eine Kalibration durchgefiihrt werden muss. Aus praktischen Griinden wurden
Kalibrationslosungen hergestellt, die alle vier Selenspezies enthielten. Fiir die Auswertung
der Zellversuchsproben wurde je eine Kalibration fiir die mukosalen und die serosalen
Proben erstellt. Demnach umfasste der Arbeitsbereich der Kalibrierung fiir den
Linearititstest die Konzentrationen von 35 bis 100 ug L™ mit elf Kalibrationsstandards.

Mit dem Anpassungstest nach Mandel und in Verbindung mit der DIN 38402 Teil 51
erfolgte die rechnerische Uberpriifung auf Linearitit der Kalibriergeraden [180]. Vor dem
Mandel-Test miissen die Werte auf Normalverteilung (nach David) getestet und die
Varianzenhomogenitit des niedrigsten und hochsten Standards iiberpriift werden. Dazu
wurden der S—pg—L'l—Standard und der 100-pg-L'-Standard sechsmal gemessen. Nach
Berechnung der Varianzen s12 und 522 fiir den unteren und oberen Arbeitsbereich erfolgte

die Homogenititspriifung mittels F-Test (Gleichung 23).

2

S| .2 2
=— - mits; >s, (18)
2

F

Ist F > Tabellenwert TW (f; = n; — 1; 2, = n, — 1, a) liegt ein signifikanter Unterschied
zwischen den Varianzen vor. Tritt dieser Fall ein, muss der Arbeitsbereich der Kalibration
verkleinert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir den niedrigsten und hochsten
Kalibrierstandard fiir Selenit, Selenat, MeSEC und SeMet Varianzenhomogenitit
(e =0,01) nachgewiesen.

Der Mandel-Test beinhaltet die Berechnung der linearen Kalibrierfunktion und der
quadratischen  Kalibrierfunktion. = Aus den  Modellen ergeben sich  die
Reststandardabweichungen s,; (lineare Regression) und s,, (quadratische Regression), die
fir die Bestimmung der Differenz der Abweichungsquadrate DS* verwendet werden

(Gleichung 24).

DS* =(n-2)-s}, —(n-3) s, (19)
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Aus DS’ und sy22 wird der Priifwert PW nach Gleichung 25 berechnet. Dieser wird dann
mit dem TW aus der F-Tabelle (f; = 1, f, = n — 3, a = 0,01) verglichen. Wird PW < TW

erhalten, kann das lineare Kalibriermodell angewendet werden.

_ DS?

2
S y2

PW (20)

Der Mandel-Test zeigte fiir die Spezies Selenit, Selenat, MeSEC und SeMet keinen
signifikanten Unterschied zwischen PW und TW, weshalb das lineare Modell angewendet
werden darf. In Abbildung 4.6 sind die Kalibrationsgeraden der vier Selenspezies und in
Abbildung 4.7 ein exemplarisches Chromatogramm mit dem niedrigsten und hochsten
Kalibrierstandard zu finden. Die Messungen erfolgten mit der optimierten HPLC-ICP-
DRC-MS-Methode (s. Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4).
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Abbildung 4.6: Kalibriergeraden von Selenit, Selenat, MeSEC und SeMet mittels HPLC-ICP-DRC-MS. Mobile
Phase: 50 MM HNOs, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch
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Abbildung 4.7: Chromatogramm des niedrigsten (5 ug L'l) und hochsten (100 pg L'l) Kalibrierstandards.
Mobile Phase: 50 mM HNO3, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch

Die sich aus der linearen Regression ergebenden Kalibrierkenndaten Steigung b,
Achsenabschnitt a, Reststandardabweichung s,., Verfahrensstandardabweichung s und

der Verfahrensvariationskoeffizient V,y sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Kenndaten der Kalibrierung von Selenit, MeSEC, Selenat und SeMet mittels HPLC-ICP-DRC-MS

Kenngrofie Selenit MeSEC Selenat SeMet
Steigung in L ug”’ 251,78 280,14 281,38 280,81
Achsenabschnitt -276,21 -338,32 -315,36 -492,97
Reststandardabweichung 172,43 240,71 127,18 232,07
Verfahrensstandardabweichung in pg Lt 0,685 0,859 0,452 0,826
Verfahrensvariationskoeffizient in % 1.4 1,7 0,9 1,6

Die Empfindlichkeit der Kalibriergeraden (Anstieg) fiir die vier Selenspezies ist fast
identisch. Lediglich die Steigung von Selenit weicht um ca. 10 % gegeniiber den anderen
drei Spezies ab. Die Reststandardabweichungen der beiden anorganischen Spezies zeigen
geringere Werte gegeniiber denen der organischen Formen. Daraus lédsst sich
schlussfolgern, dass die Messwerte von Selenit und Selenat um die Regressionsgerade
weniger streuen. Der Verfahrensvariationskoeffizient kann fiir den Vergleich
verschiedener Analysenverfahren (im gleichen Konzentrationsbereich) eingesetzt werden.

Er liegt fiir die untersuchten Selenspezies zwischen 0,9 und 1,7 %.

57



4  Methodenentwicklung und Validierung der Selenspeziesanalytik

432 Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze

Zur Beurteilung von Messwerten mit sehr geringen Konzentrationen werden die
Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze als Verfahrenkenndaten herangezogen.
Die Nachweisgrenze (NG) ist eine qualitative Grofe und stellt den kleinsten Messwert dar,
der mit einer festgelegten statistischen Sicherheit vom Signal eines Blindwertes
unterschieden werden kann. Die Irrtumswahrscheinlichkeit bei Gehalten an der
Nachweisgrenze liegt bei 50 %. Der Mindestgehalt, der mit hoher vorgegebener
Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden kann, wird als Erfassungsgrenze (EG)
bezeichnet [181]. Im Gegensatz zur NG und EG ist die Bestimmungsgrenze (BG) eine
quantitative GroBe. Sie ist der kleinste mit einer vorgegebenen relativen Messunsicherheit
bestimmbare Gehalt eines Analyten.

Die Ermittlung der NG, EG und BG erfolgte nach DIN 32645 mittels der
Kalibriergeradenmethode (indirekte Methode). Hier wird iiber eine Extrapolation von
Regressionsdaten einer Kalibriergerade die Unsicherheit des Leerwertes bestimmt.
Grundvoraussetzungen sind, dass die Kalibrierproben voneinander unabhingig und normal
verteilt sind. Weiterhin muss die Kalibrierfunktion linear sein. Als Grundlage fiir die

Berechnung der NG dient Gleichung 18:

Xyg =8 tpg | —F—+— f=n-2 2D

Wenn gilt o (Fehler 1. Art) = § (Fehler 2. Art), vereinfacht sich die Formel zur Berechnung
der EG zu Gleichung 19 [181].

Xpg =2+ Xyg, wenna =f (22)

Die BG wird nach der Gleichung 20 ermittelt:

XbG :k'Sxo'tf

'\/i+l+((k'xm)‘f) (23)

m n 0.

w R
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In der DIN 32645 wird auch ein Verfahren zur Schnellschitzung der BG angegeben

(Voraussetzung m = 1):

Xpo =12k D -5, (24)
mit dem Faktor &  zur Schnellschitzung:
"
1
® =t - |1+— (25)
n— f,z n

Die Verwendung der indirekten Methode ist an zwei Bedingungen gekniipft. Zum einen
darf der hochste Kalibrierstandard nicht mehr als das 15-fache der ermittelten NG
betragen. Ist das erfiillt, kann von Varianzenhomogenitit in dem gewihlten
Kalibrationsbereich ausgegangen werden. Zum anderen muss auch die BG im gewihlten
Kalibrationsbereich liegen. Werden die beiden Bedingungen nicht erfiillt, muss der
Arbeitsbereich verkleinert werden.

Fiir die Berechnung der NG, EG und BG wurde eine 10-Punkt-Kalibration mit
dquidistanten Abstidnden in der Nihe der Bestimmungsgrenze fiir jede der vier
Selenspezies gewihlt. Da alle Proben der Zellversuche HBSS als Matrix aufweisen,
wurden die Kalibrationsstandards in 1:4 (v/v) verdiinnter HBSS erstellt. Der gewéhlte
Konzentrationsbereich umfasste die Konzentrationen von 0,3 bis 2,1 pug L. In Tabelle 4.3
sind die berechneten NG, EG und BG fiir Selenit, Selenat, MeSEC und SeMet

zusammengefasst.

Tabelle 4.3: Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen der Spezies Selenit, Selenat, MeSEC und

SeMet nach der Kalibriergeradenmethode (o = 0,01; k = 3)

Parameter in ug L Selenit MeSEC Selenat SeMet

NG 0,16 0,16 0,15 0,15
EG 0,32 0,31 0,31 0,30
BG 0,47 0,47 0,47 0,46

Die experimentell ermittelten Werte sind fiir alle vier Selenspezies sehr dhnlich. Durch
Multiplikation der NG bzw. BG mit dem Injektionsvolumen von 50 uL werden die
absoluten NG bzw. BG von 8 pg bzw. 24 pg je Spezies erhalten. Im Vergleich mit
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Angaben aus der Literatur liegen diese experimentell ermittelten Nachweisgrenzen im
unteren Konzentrationsbereich. CUDERMAN et al. geben fiir die Anionenaustausch-
Chromatografie gekoppelt mit ICP-MS, unter Verwendung eines Zitronensiure-
Gradienten, Nachweisgrenzen fiir Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC im Bereich von
1 bis 15ug L™ an [176]. Mit der gleichen Siule erhielten KUo et al. unter Verwendung
eines Ammoniumcitrat-Gradienten und mit der ICP-DRC-MS fiir o. g. Selenspezies
Nachweisgrenzen von 0,01 bis 0,03 ug L' [140]. Daraus wird ersichtlich, dass die
Anwendung der DRC zur Steigerung der Leistungsfiahigkeit der verwendeten
Analysenmethode beitragt. Weil bei den Messungen der Proben aus den
In-vitro-Experimenten von geringen Selenspezies-Konzentrationen in den serosalen
Kompartimenten ausgegangen werden muss, sind die erzielten niedrigen

Bestimmungsgrenzen eine Grundvoraussetzung fiir die durchzufiihrenden Experimente.

4.3.3 Prizision

Die Prizision ist ein Maf fiir die Streuung der Analysenergebnisse. Als Streuungsmall
dient die Standardabweichung s. Eine weitere wichtige und aussagekriftige Grofe in der

Analytik ist die relative Standardabweichung RSD, die als Vergleichsmal} dient [182].

Z(xi _)_C)z (26)

n—1

S =

RSD =—-100 % 27)

s
x

Fir das entwickelte und optimierte HPLC-ICP-DRC-MS-Verfahren wurde die
Messprizision unter Wiederholbedingungen ermittelt. Die Bestimmung erfolgte durch
zehnmalige Messung einer Probe mit der Konzentration von 50 pg L™ je Selenspezies in
1:4 (v/v) verdinnter HBSS. Es wurden die RSD-Werte fiir die Auswertung nach
Peakhohen und nach Peakflichen, mit vorheriger Priifung der Messwerte auf

Normalverteilung und Ausreifler, berechnet (Tabelle 4.4).
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Tabelle 4.4: RSD-Werte der Peakhéhen und Peakflachen (n = 10)

RSD in %
Selenit MeSEC Selenat SeMet
Peakhohe 2,9 3,8 2,8 3,0
Peakfldche 2,7 23 2,6 2,7

Die Messprizision der Peakhohen liegt zwischen 2,8 und 3,8 %. Im Gegensatz dazu
werden fiir die Peakflichen etwas kleinere RSD-Werte im Bereich von 2,3 bis 2,7 %
erhalten. Daher wird die quantitative Auswertung der Spezieskonzentration iiber die
Peakflichen erfolgen, weil somit geringere Schwankungen der Messwerte zu erwarten
sind. Aufgrund der niedrigen RSD-Werte ist zu vermuten, dass der Anteil der Messungen
am Gesamtfehler relativ gering ist. Weiterhin wurden die zehn aufeinander folgenden
Messwerte dem Trendtest nach Neumann unterzogen, um zeitliche Verdnderungen der
Messbedingungen festzustellen. Dabei wird ein statistisch gesicherter Trend fiir Selenat bei
der Auswertung iiber die Peakhthen erhalten. Fiir die anderen Spezies konnte kein Trend
nachgewiesen werden. Ein Vergleich der RSD-Werte der Peakfldchen und der PeakhShen
von Selenit, Selenat und SeMet mit einer anderen Arbeit, in der ebenfalls eine HPLC-1CP-
MS-Methode entwickelt wurde [183], zeigt eine Verbesserung der Wiederholprizision um
60 bis 70 %.

Neben den Berechnungen zur Prizision der Peakhohe bzw. -fliche wurde auch die
Streuung der Retentionszeiten untersucht. Die Messung von sechs Proben mit einer
Konzentration von 5pugL™’ je Spezies nacheinander stellt einen Parameter fiir die
Kurzzeitstabilitdt dar (Tabelle 4.5). Aussagen zur Langzeitstabilitit wurden durch den
Vergleich der Retentionszeiten von vier 5-ug-L'-Kalibrierstandards (Messungen im

Abstand von jeweils sieben Tagen) getroffen (Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: RSD-Werte der Retentionszeiten fiir die Untersuchungen zur Kurzeit- (RTy.,) und

Langzeitstabilitdt (RTjang)

RSD in %
Selenit MeSEC Selenat SeMet
RTur," 0,99 0,66 0,38 0,76
RT g 1,17 2,02 0,94 2,52

+n=6 n=4

Durch die sehr geringen RSD-Werte (RTyu, <1 %, RTiane <2,5 %) kann von stabilen

Retentionszeiten der Selenspezies ausgegangen werden. Die Untersuchungen zur
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Kurzzeitstabilitdt umfassten dabei einen Zeitraum von etwa 70 min, die Messungen der

Langzeitstabilitit eine Zeitraum von vier Wochen.

434 Richtigkeit
43.4.1 Analyse des zertifizierten Referenzmaterials

Die Priifung auf Richtigkeit des entwickelten HPLC-ICP-DRC-MS-Verfahrens kann durch
den Vergleich mit einem zertifizierten Referenzmaterial erfolgen. Bei dem zertifizierten
Referenzmaterial fiir die Selenspeziesanalytik handelt es sich um eine mit Selen
angereicherte Hefe (SELM-1). In einem Ringversuch, der vom Institute for National
Measurement Standards (INMS) of the National Research Council of Canada (NRC) im
Jahr 2004 initiiert wurde, sind die Gehalte an Methionin und SeMet sowie der
Gesamtgehalt an Selen in der Hefe bestimmt worden. Die Durchfithrung der Analysen in
den teilnehmenden Laboratorien geschah mit verschiedenen Extraktions- und
Analysenverfahren [184]. In der Entwicklung weiterer Referenzmaterialien besteht noch
enormer Forschungsbedarf, da selbst in SELM-1 nur eine Selenspezies (SeMet) zertifiziert
ist.

Als Extraktionsmethode wurde die enzymatische Hydrolyse mit Protease XIV gewdhlt. In
der Literatur ist beschrieben, dass es bei den enzymatischen Extraktionsverfahren zu
Blindwertproblemen hinsichtlich Selen oder verschiedener Selenspezies kommen kann. Je
nach dem welches Enzym (Protease, Lipase, Cellulase, B-Amylase oder a-Amylase)
verwendet wird, konnen die Selengehalte zwischen <20pgkg' (NG) und etwa
3000 ug kg'1 schwanken [172].

Aus diesem Grund wurde vorab die in der vorliegenden Arbeit verwendete Protease XIV
ohne Probenmaterial dem Extraktionsprozess unterzogen (s. Abschnitt 3.3). Weder mit der
HPLC-ICP-DRC-MS noch mit der ICP-DRC-MS wurden Selenspezies bzw. Selen
detektiert. Eine Verfidlschung der Ergebnisse durch das verwendete Enzym Protease XIV
bei der Analyse von SELM-1 ist somit ausgeschlossen.

Die Ergebnisse der enzymatischen Hydrolyse des zertifizierten Referenzmaterials sind in
Tabelle 4.6 zusammengefasst. Bei der Analyse von SELM-1 wurde neben SeMet keine
weitere Spezies mit der HPLC-ICP-DRC-MS detektiert (Abbildung 4.8). Trotzdem werden
mit der chromatografischen Methode nur (69 £ 1) % des zertifizierten Gehaltes in den
Extrakten gefunden. Zur Uberpriifung ist der Selengesamtgehalt in den Extrakten mit der
ICP-DRC-MS bestimmt worden. Dabei zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung von

(98 £3) % mit dem angegebenen Gehalt des Referenzmaterials. Ein Matrixeinfluss kann
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die Ursache fiir die niedrige Wiederfindungsrate von ca. 70 % bei der chromatografischen
Messung sein. Um das Auftreten der Minderbefunde bei der HPLC-ICP-DRC-MS-Analyse
weiter zu untersuchen, wurden Wiederfindungsexperimente durchgefiihrt (s. Abschnitt

4.3.4.2).

Tabelle 4.6: Gehalt von SeMet in den Extrakten von SELM-1 nach der enzymatischen Hydrolyse und
Messung mit der HPLC-ICP-DRC-MS und ICP-DRC-MS (MW # VB, a = 0,05)

SeMet als Se in mg kg’ Wiederfindung in %

HPLC-ICP-DRC-MS 962 +17° 69 +1
ICP-MS 1364 + 46" 98 +3
Zertifizierter Wert [169] 1388 +59
n=5 =6
600 -
= Extrakt-1
500 A
SeMet = Extrakt-2
3 400 A Extrakt-3
(8]
-E Extrakt-4
® 300 -
@ Extrakt-5
[
3
£ 200

100

Zeit in min

Abbildung 4.8: Chromatogramm der fiinf gemessenen SELM-1-Extrakte mittels HPLC-ICP-DRC-MS. Mobile
Phase: 50 MM HNOs, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch

Die Uberpriifung der Richtigkeit bei den Messungen des Selengesamtgehaltes mit der ICP-
DRC-MS erfolgte zusitzlich mit Hilfe des Referenzmaterials 1643e (Spurenelemente in
Wasser, LGC Standards, Wesel, Deutschland). Die gemessene Selenkonzentration betrigt
(12,0 +0,6) pg L™ und ist in sehr guter Ubereinstimmung mit dem zertifizierten Wert von

(11,97 +0,14) pg L.

4.3.4.2 Wiederfindungsexperimente

Die Richtigkeit der Messmethode kann auch durch die Bestimmung der

Wiederfindungsrate aus Zudosierungs- bzw. Aufstockungsexperimenten iiberpriift werden.
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Hierfir =~ wurde das Selenhefe-Referenzmaterial mit zwei  unterschiedlichen
Konzentrationen an SeMet aufgestockt. Die Messungen erfolgten in einer 1:5000 (v/v)
verdiinnten Extraktlosung von SELM-1. Bei den Aufstockungen diente die zu erwartende
SeMet-Konzentration im undotierten Extrakt als Orientierung. Fiir die erste Aufstockung
wurden 15 ugL" und fiir die zweite Aufstockung 30 ug L' an SeMet-Standardlésung
gewdhlt. Die Wiederfindungsrate WFR wird schlieBlich nach Gleichung 28 berechnet.

Probe, ... )—c¢ Probe
( dotiert ) gemessen ( undotiert ) -100 % (28)
C

zugesetzt

WFR _ Cgemessen

Die Ergebnisse der Aufstockungsexperimente sind in Tabelle 4.7 gezeigt. In der
Abbildung 4.9 sind die Chromatogramme des undotierten Extraktes und der beiden
Aufstockungen dargestellt. Die WER fiir die erste Aufstockung betrigt (97,0 £ 6,2) % und
fiir die zweite Aufstockung (97,5 + 3,2) %. Da durch die berechneten Vertrauensbereiche
die WFR von 100 % eingeschlossen wird, kann eine Beeinflussung der Messung durch

Matrixeffekte ausgeschlossen werden.

Tabelle 4.7: Konzentration von SeMet in ugL‘1 und Wiederfindungsraten in % nach den

Aufstockungsexperimenten der SELM-1-Extrakte (MW + VB, a = 0,05, n = 3)

SeMet in ug L' Wiederfindungsrate in %

Probe,,dotiert 156 +1,1
Aufstockung 1 30,1 +0,9 97,0+6,2
Aufstockung 2 44,8 +1,0 97,5+3,2

Aufgrund der erhaltenen Resultate konnen andere Selenspezies, die allerdings nicht mit der
in dieser Arbeit entwickelten Kopplungsmethode (Wahl der Trennsdule und des Eluenten)
detektiert werden konnen, fiir die niedrigen SeMet-Messwerte in SELM-1 (s. Tabelle 4.6)
verantwortlich sein. Beispielsweise ist eine Veridnderung der Selenspezies wihrend der
Durchfiihrung der enzymatischen Extraktion nicht ausgeschlossen. Da bei der Bestimmung
des Selengesamtgehalts mit der ICP-DRC-MS nicht zwischen den einzelnen Spezies

unterschieden werden kann, fiihrten diese Messungen zu richtigen Ergebnissen.
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Abbildung 4.9: Chromatogramme des undotierten Probenextraktes (SELM-1) und der beiden gewahlten

Aufstockungen (15 bzw. 30 pg L'l). Mobile Phase: 50 mM HNO3, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch

Ein weiteres Aufstockungsexperiment wurde durchgefiihrt, um die Wiederfindungsraten
der Spezies Selenit, Selenat, MeSEC und SeMet in HBSS zu bestimmen und somit die
Richtigkeit der Messungen fiir alle vier untersuchten Spezies abzusichern. Dazu wurde
eine Standardlsung, die 15 ug L' je Spezies enthielt mit 15 und 30 ug L' je Spezies
aufgestockt. Die berechneten WFR fiir die Aufstockung 1 und 2 sind in der Tabelle 4.8

zusammengefasst.

Tabelle 4.8: Wiederfindungsraten in % von Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC in HBSS nach der
Aufstockung mit 15 und 30 pg L je Spezies einer 15-ug-L™-Standardlésung (MW + VB, a = 0,05, n = 2)

Selenit Selenat SeMet MeSEC
Aufstockung 1 97,6 +7,9 96,8 + 6,1 92,3+114 97,5+48
Aufstockung 2 959+44 96,8 +3,4 94,1 +6,3 97,7+2,7

Wie auch bei den Aufstockungsversuchen mit dem zertifizierten Referenzmaterial
schlieen die Vertrauensbereiche der WFR 100 % ein. Somit ist die Richtigkeit bei den
Messungen der Proben aus den [n-vitro-Versuchen in HBSS bewiesen. Da die
Konzentrationen der Selenspeziesstandards zuvor mit der ICP-DRC-MS unter
Verwendung eines unabhingigen Selenstandards bestimmt wurden, ist die Durchfiihrung

der Wiederfindungsexperimente in HBSS zulidssig.
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4.3.5 Selektivitit und Robustheit

Mit Selektivitdit wird die Fahigkeit eines analytischen Verfahrens beschrieben,
verschiedene, nebeneinander zu bestimmende Analyten ohne gegenseitige Storung zu
identifizieren. Auf die Uberpriifung der Selektivitit kann aber verzichtet werden, wenn
vorweg die Richtigkeit (keine systematischen Fehler) bereits bewiesen wurde [178].

Ein weiterer Validierungsparameter ist die Robustheit. Sie beschreibt die Unanfilligkeit
des Verfahrens gegeniiber Verdnderungen relevanter Einflussgroen. Bei der HPLC-ICP-
MS-Kopplung miissen das chromatografische System, wie auch der elementselektive
Detektor bei den Betrachtungen zur Robustheit beriicksichtigt werden. So muss bei der
HPLC exakt auf die Zusammensetzung der mobilen Phase geachtet werden, da z. B. bereits
geringe Unterschiede im pH-Wert zu Verdnderungen der Trennleistung bzw. zur
Verschiebung der Retentionszeiten fithren konnen. Weiterhin hat mitunter die Temperatur
eine groe Auswirkung auf die Trennung der Analyten, weshalb Kkonstante
Temperaturbedingungen erforderlich sind. Aus diesem Grund wurde die verwendete
Trennsdule im Sdulenofen auf 25°C temperiert.

Fiir das ICP-DRC-MS-Gerit sind vom Hersteller Spezifikationen vorgegeben, die
eingehalten werden miissen, um eine optimale Leistung zu erzielen [185]. Die
Raumtemperatur darf zwischen 15 und 30°C betragen, wobei Temperaturschwankungen
2,8°C pro Stunde nicht iiberschreiten sollten. Das Labor, in dem sich das HPLC-ICP-DRC-
MS-Gerit befand, war klimatisiert und auf 23°C temperiert. Weiterhin muss darauf
geachtet werden, dass das Gerit vor direkter Sonneneinstrahlung und starken Vibrationen
geschiitzt ist.

Die Uberpriifung der Robustheit beinhaltet auch Untersuchungen zur Stabilitit der
Selenspezies. Da sich die Selenspezies im Laufe der Zeit durch Reaktion mit
Luftsauerstoff verdndern konnen, wurden Untersuchungen diesbeziiglich durchgefiihrt. Ein
Standard (10 ug L™ je Spezies), der den Umgebungsbedingungen ausgesetzt war, wurde in
unregelmiBigen Zeitabstinden gemessen. Es zeigte sich, dass nach etwa 70 min keine
Veridnderungen der Selenspeziespeaks festzustellen waren. Nach 4,5 h wurde aber eine
deutliche Abnahme des MeSEC-Peaks beobachtet, bei gleichzeitiger Vergroerung der
Selenit- und Selenat-Peaks (Abbildung 4.10). Ein unbekannter Peak wurde bei einer
Retentionszeit von ca. 7,2 min erhalten. Nach 24 Stunden war MeSEC nicht mehr
detektierbar. Bei der unbekannten Spezies handelt es sich wahrscheinlich um

Selenomethioninoxid (SeMetO), welches durch die Reaktion mit Luftsauerstoff gebildet
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wird. Deshalb wurden die Proben zeitnah gemessen und sollten sicherheitshalber bis kurz

vor der Messung in abgeschlossenen Probengefden im Kiihlschrank verbleiben.
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Abbildung 4.10: Chromatogramme der Messung eines Standards (10 pg L je Spezies) nach 0, 4,5 und 24 h

Verbleib im Autosampler. Mobile Phase: 50 mM HNO3, 1 % (v/v) MeOH, pH = 1,2; isokratisch
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5 Transportverhalten der Selenspezies in vitro
5.1 Voruntersuchungen zu den Ussing-Kammer-Experimenten
5.1.1 Einfluss des Membranmaterials der Snapwell®-Einsiitze

Fiir die Kultivierung von Zellen auf Snapwell®-Einsitzen stehen verschiedene kommerziell
verfligbhare Membranmaterialien zur Auswahl. Das sind PC-Membranen, PET-Membranen
und PTFE-Membranen, die zusitzlich mit Collagen beschichtet sind. Die
Voruntersuchungen beschrinkten sich auf die beiden am hédufigsten eingesetzten
Membranmaterialien fiir In-vitro-Transportversuche mit Zellmonolayern: Polycarbonat
und Polyethylenterephthalat (s. Abschnitt 3.2.1).

Um die Durchlissigkeiten der zwei Materialien zu testen, wurden die entsprechenden
Snapwell®-Einsiitze ohne Zellmonolayer in die Ussing-Kammer eingebaut. Die
Versuchsdurchfithrung war analog der in Abschnitt 3.2.3.3 beschriebenen, mit dem
Unterschied, dass in der mukosalen Kammerhilfte die anfiangliche
Selenspezieskonzentration 400 pg L' je Spezies betrug. Es wurden iiber einen Zeitraum
von 180 min alle 30 min Proben entnommen. Die Porengroe der untersuchten
Membranen betrdgt 0,4 um, weshalb die Membranen fiir die vier Selenspezies (und auch
fiir alle Bestandteile der HBSS) permeabel sind. Daher wird zur besseren Vergleichbarkeit
die prozentuale Durchlissigkeit P beziiglich eines Konzentrationsausgleichs in beiden

Kammerhilften nach Gleichung 29 berechnet (Abbildung 5.1):

P = Swea 10009 (29)

serosal
CA"leg
2

Aus den Ergebnissen ldsst sich ein deutlicher zeitabhingiger Unterschied der
Durchlissigkeit von PC- und PET-Membran erkennen. Am Ende des untersuchten
Zeitraums (nach 180 min) betridgt Pj...sq, abhiingig von der Selenspezies, fiir die PET-
Membran zwischen 30 und 42 % und fiir die PC-Membran zwischen 66 und 80 %. Das
entspricht einer um etwa doppelt so hohen Durchlédssigkeit von PC gegeniiber PET
beziiglich aller Probennahmezeitpunkte. Die Ergebnisse fiihrten zur Verwendung von PC-
Membranen fiir die Transportversuche, da diese somit keinen limitierenden Faktor fiir den

Transport der Selenspezies durch die Zellmonolayer darstellen.
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Abbildung 5.1: Vergleich der Durchlassigkeit von Polycarbonat (PC)- und Polyethylenterephthalat (PET)-
Membran ohne Zellmonolayer bei einer Konzentration von 400 pg L? je Selenspezies in der mukosalen
Seite. Zur Gewahrleistung der Ubersichtlichkeit wurden die Vertrauensbereiche der Messergebnisse in der

Abbildung nicht dargestellt

Die Permeabilititsuntersuchungen der PC-Membran erfolgten zusdtzlich mit den
Konzentrationen 100 und 250 ug L je Spezies, um den Konzentrationsbereich der
In-vitro-Versuche abzudecken (s. Anhang 2). Es wurden vergleichbare Ergebnisse wie fiir
die hohe Konzentrationsstufe (400 pug L'l) erhalten. Die Werte fiir Py50 liegen zwischen

65 und 82 % (250 ug L) bzw. 82 und 86 % (100 pg LY.

5.1.2 Uberpriifung der Monolayerintegritit

Die Entwicklung des TEER wihrend der Kultivierung der Caco-2-Monolayer auf den PC-
Membranen ist in Abbildung 5.2 gezeigt. Hierfiir wurden in regelmifigen Zeitabstinden
mittels Volt-Ohm-Meter die Widerstinde gemessen. Nach der Aussaat steigt der TEER bis
zum fiinften Tag nur leicht auf (43,2 £23,7) Q cm?® an. In den darauf folgenden elf Tagen
wird eine deutliche Erhohung des TEER beobachtet, der ein Maximum bei
(371,5 £ 55,6) Q cm” erreicht. SchlieBlich sinkt der TEER wieder auf (282,7 + 51,8) Q cm®
ab.
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Abbildung 5.2: Zeitlicher Verlauf des transepithelialen elektrischen Widerstandes der Caco-2-Zellmonolayer

wahrend der Kultivierung auf den SnapweIIQ-Einsétzen (MW ts,n=24)

In der Literatur wird der TEER fiir Caco-2-Zellen, die auf PC-Membranen kultiviert
wurden, zwischen 220 und 380 Q cm? angegeben [186]. Die in der vorliegenden Arbeit
erhaltenen TEER-Werte sind mit den Literaturangaben vergleichbar und es kann somit von
einem ausdifferenzierten und funktionstiichtigen Caco-2-Monolayer ausgegangen werden.

In Abbildung 5.3 ist ein Beispiel fiir den zeitlichen Verlauf des Gewebewiderstandes
wihrend eines In-vitro-Versuches gegeben. Nach 15 min Aquilibrierungszeit erreicht R,
einen Wert von etwa 450 Q cm”. Der Anschluss von Carbogen fiihrt zu einem kurzen
Absinken des R;, der dann aber auf ein Maximum von ca. 475 Q cm? anwiichst. Nach der
Zugabe der Selenspezies (¢ = 0 min) sinkt der Gewebewiderstand innerhalb der folgenden
25-30 min nur leicht ab. Danach féllt R, bis zum dritten Probennahmezeitpunkt (PN) nach
120 min deutlich. Das Absinken des Gewebewiderstandes mit der Zeit wird durch eine
erhohte Permeabilitit des Zellmonolayers bzw. durch Storung der tight junctions
verursacht. Da die Mediumkontrolle einen sehr #hnlichen zeitlichen Verlauf des R,
aufweist (s. Anhang 3), ist eine Intoxikation durch die Einzelapplikation von Selenit,
Selenat, MeSEC oder SeMet mit einer Konzentration von 100 bzw. 400 ug L nicht
wahrscheinlich. Dieser Sachverhalt geht aus Untersuchungen von LEBLONDEL et al. hervor,
die Transportversuche mit ca. 800 ug L' je Spezies durchfiihrten. Dabei wurde keine
toxische Wirkung auf die Caco-2-Zellen festgestellt [S]. Weiterhin wurden auch die
Verlaufe der Gewebewiderstinde der beiden Versuche aus dem statistischen Versuchsplan
mit 100 und 400 ug L™ je Spezies verglichen (s. Abschnitt 3.2.3.3). Daraus ergibt sich eine

Gesamtselenkonzentration aus den vier untersuchten Selenspezies von 400 bzw.
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1600 ug L. Der Vergleich zeigt aber keine wesentlichen Unterschiede im Verlauf des R,
wihrend der Ussing-Kammer-Versuche. Dieses Ergebnis deutet ebenfalls auf ein nicht

toxisches Potenzial der verwendeten Konzentrationen an Selen hin.
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Abbildung 5.3: Zeitlicher Verlauf des Gewebewiderstandes R, wahrend eines Ussing-Kammer-Versuches.
Die Applikation der Selenspezies stellt den Beginn des Experimentes dar (t=0min). Die

Probennahmen (PN) erfolgten nach 40, 80 und 120 min.

Trotz des Absinkens von R; ist der Widerstand bei der letzten Probennahme bei etwa
100 Q cm?, weshalb die Barrierefunktion des Zellmonolayers weiterhin gegeben ist. Eine
mogliche Ursache fiir den Verlauf von R, kann die Umwélzbewegung des Transportpuffers
durch die Begasung mit Carbogen sein. Dadurch wire eine mechanische Beanspruchung
der Caco-2-Zellmembran moglich, was zu einer negativen Verdnderung bzw. Schidigung
des intakten Monolayers fiihrt. Des weiteren konnen das Absinken des pH-Wertes in der
Pufferlosung oder ein mangelendes Nihrstoffangebot (aufgrund der Stoffwechselvorginge

der Zellen) Ursachen sein.
5.2 Transportexperimente

5.2.1 Einzelapplikation der Selenspezies

Die In-vitro-Versuche zum Transportverhalten von Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC
bei Einzelapplikation zu den mukosalen Kammerhélften umfassten die Untersuchungen

der Konzentrationen 100 und 400 pg L' je Selenspezies. Es wurden nach 40, 80 und
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120 min Probenaliquote aus der mukosalen und der serosalen Seite der Ussing-Kammer
entnommen. In der Abbildung 5.4 sind fiir die mukosalen Seiten beispielhaft die zeitlichen
Verldufe der Konzentrationen von Selenit und SeMet fiir die 100-ug-L'-Versuche sowie

fiir die 400-pug-L'-Versuche dargestellt.
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Abbildung 5.4: Zeitlicher Verlauf der Selenspezieskonzentrationen in den mukosalen Kammerhalften.
Messergebnisse in pg L' von Selenit (A) und SeMet (B) fiir die Versuche mit einer Anfangskonzentration von
100 pg L™ sowie von Selenit (C) und SeMet (D) fur die Versuche mit einer Anfangskonzentration von
400 pug L. Die Messwerte sind als MW s angegeben (n =3). Mittelwerte, die nicht mit dem gleichen
Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (a = 0,05, einfache ANOVA

und Tukey’s Post-hoc-Test)

Die Messungen der Proben mittels HPLC-ICP-DRC-MS zeigen fiir Selenit nach 40 min
eine signifikante Abnahme der Anfangskonzentration um etwa 5 %. Danach werden keine
weiteren signifikanten Anderungen der Selenitkonzentration beobachtet. Dies gilt sowohl
fiir die Versuche mit 100 und 400 ug L Selenit. Im Gegensatz dazu kommt es bei SeMet
auch nach 80 min zu einem weiteren signifikanten Absinken der entsprechenden
Selenspezieskonzentration. Die Abbildungen zum zeitlichen Verlauf der Konzentrationen
von Selenat und MeSEC sind Anhang 4 zu entnehmen. Die zeitabhéngige Abnahme der

Anfangskonzentration liegt fiir die drei Spezies Selenat, SeMet und MeSEC nach 120 min

72



5 Transportverhalten der Selenspezies in vitro

zwischen 9-12 % fiir die 100-pug-L'-Versuche und zwischen 5-14 % fiir die 400-pg-L'-
Versuche.

In den Einzelversuchen, wie auch in allen anderen durchgefiihrten Versuchen
(Selenspeziesmischungen), konnte festgestellt werden, dass Selenit auch nach 120 min
Versuchszeit auf der serosalen Seite mit der HPLC-ICP-DRC-MS nicht detektierbar war.
Somit ist der Transport durch die Caco-2-Zellen von der apikalen zur serosalen Seite fiir
Selenit unwahrscheinlich. Die Beobachtung wird zusitzlich dadurch bekriftigt, dass es
nach 40 min zu keinen weiteren signifikanten Anderungen der Selenitkonzentration in den
mukosalen Kammerhilften kam. Allerdings kann auch ein besonders langsamer Transport
dieser anorganischen Spezies nicht ausgeschlossen werden, der in dem Versuchszeitraum
von 120 min nicht erkannt wurde.

Die erhaltenen Resultate stimmen ndherungsweise mit den Ergebnissen zweier anderer
Forschungsgruppen {iiberein, die sich ebenfalls mit dem Transport von Selenspezies durch
Caco-2-Zellmonolayer beschiftigten. LEBLONDEL et al. konnten eine um zehn- bis
fiinfzehnfach niedrigere Permeabilitiit von Selenit gegeniiber Selenat und SeMet, bei einer
Versuchsdauer von 120min und einer Anfangskonzentration von ca. 800 ugL™”,
nachweisen [5]. AuBlerdem schlagen sie aufgrund ihrer Ergebnisse einen parazelluldren
Transportvorgang fiir Selenit vor und bestédtigen somit die Annahme eines passiven
Vorgangs. Die Gruppe um ZENG konnte ebenfalls nur einen geringen Transport von Selenit
durch Caco-2-Zellmonolayer zeigen. Die von ihnen gewihlte Anfangskonzentration der
Selenspezies lag bei etwa 40 ug L™ und einer Versuchsdauer von 72 h. Verglichen mit
MeSEC, SeMet und einem Selenhefeextrakt (kiinstliche simulierte gastrointestinale
Verdauung) war die Durchlédssigkeit um den Faktor 3 verringert [187]. Beide Arbeiten
kommen demnach zu dem Schluss, dass die Bioverfiigbarkeit (Transport) von Selenit
durch Caco-2-Monolayer stark eingeschridnkt ist. Eine mogliche Ursache fiir den nach
120 min nicht messbaren Transporteffekt kann die verwendete Caco-2-Zelllinie sein, da sie
in mehrere Subtypen unterschieden werden kann. Die Subtypen besitzen wiederum
verschiedene Charakteristiken, die den Transport, die Morphologie usw. beeinflussen
konnen. Weiterhin sind auch die Kultivierungsbedingungen von entscheidender Bedeutung
fiir die Ausbildung funktioneller Eigenschaften der Caco-2-Zellen [82].

Da fiir Selenit kein messbarer Transport festgestellt werden konnte, ist in Abbildung 5.5
nur der Transport von der apikalen zur serosalen Seite fiir Selenat, MeSEC und SeMet iiber
einen Zeitraum von 120 min abgebildet. Die Grafik beinhaltet die Ergebnisse der

Experimente mit einer Anfangskonzentration von 100 und 400 ug L.
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Abbildung 5.5: Zeitliche Veranderung des Transports von der apikalen zur serosalen Seite von Selenat,
MeSEC und SeMet. Die Ausgangskonzentrationen in der apikalen Kammerhélfte sind 100 (A) und
400 (B) pg L. Die Messwerte sind als MW * s angegeben (n = 3). Alle Mittelwerte der drei Selenspezies
unterscheiden sich zwischen den Probenahmezeitpunkten signifikant voneinander, weshalb diese nicht
gesondert gekennzeichnet sind (a = 0,05, einfache ANOVA und Tukey’s Post-hoc-Test). Mittelwerte, die
nicht mit dem gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich innerhalb der

Probenahmezeitpunkte signifikant voneinander (a = 0,05, einfache ANOVA und Tukey‘s Post-hoc-Test)

Fiir Selenat, MeSEC und SeMet nehmen die Konzentrationen auf der serosalen Seite nach
jeder Probennahme signifikant zu. Folglich tritt ein transepithelialer Transport der drei
Selenspezies durch die Caco-2-Zellmonolayer auf. Dariiber hinaus ist die Zunahme der
Spezieskonzentration in der serosalen Seite normalerweise mit der damit
korrespondierenden Abnahme der entsprechenden Spezieskonzentration in der mukosalen
Seite verbunden. Jedoch ldsst der zu erwartende groBere Messfehler auf der mukosalen
Seite dies nicht immer beobachten. Werden die Verbindungen miteinander verglichen,
ergibt sich ein zeit- und speziesabhingiger Verlauf. Bei den Versuchen mit einer
Anfangskonzentration von 100 pg L' kann eine Einteilung in organische und anorganische
Spezies erfolgen. Die beiden organischen Spezies SeMet und MeSEC unterscheiden sich
wihrend des Versuchszeitraums nicht signifikant voneinander. Sie zeigen eine
vergleichbare Transporteffizienz. Die Selenatkonzentration ist hingegen nach 120 min nur
etwa halb so grol wie die Konzentration fiir SeMet und MeSEC. Ein signifikanter
Unterschied im Transportverlauf wird fiir Selenat nach 40 min beobachtet.

Die Versuche mit der Anfangskonzentration von 400 ug L' fithren bis 80 min zu keinen

signifikanten Unterschieden zwischen den beiden organischen Spezies und Selenat. Erst
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nach 120 min Versuchsdauer ist ein signifikant geringerer Transport von Selenat
gegeniiber SeMet und MeSEC festzustellen. Dessen ungeachtet ist die Erhohung der
anfanglichen Konzentration um das Vierfache nicht mit einem entsprechend vielfach
hoheren Durchgang durch die Caco-2-Monolayer verbunden. Insbesondere ist der
Transport von SeMet und MeSEC um etwa 20 % verringert, aber der von Selenat um 11 %
erhoht. Durch die erhaltenen Ergebnisse kann neben dem zeit- und speziesabhingigen,
auch ein konzentrationsabhingiger Transport von der apikalen zur serosalen Seite
angenommen werden.

Aus den erhobenen Daten kann der so genannte ,,scheinbare® Permeabilitdtskoeffizient
(apparent permeability coefficient, P,,,) berechnet werden (Tabelle 5.1). Der P, ist ein
gebrduchlicher Parameter zur Beurteilung von Transportprozessen bzw. der
Durchléssigkeit eines Zellmonolayers fiir eine ausgewihlte Verbindung. Die Berechnung

erfolgt nach Gleichung 30:

V. de
" A, dt

(30)

. . dc - . . )
Dabei entspricht m der Konzentrationsidnderung in der serosalen Seite, V ist das Volumen
t

der Halbkammer, A die Fliche des verwendeten Snapwell®—Einsatzes und ¢y ist die

Anfangskonzentration in der mukosalen Seite.

Tabelle 5.1: Berechnete P,,, fiir Selenat, SeMet und MeSEC nach dem Durchgang durch Caco-2-
Zellmonolayer. Die Experimente mit der Anfangskonzentration von 100 pg L™ werden mit E100 und die mit

einer Anfangskonzentration von 400 pg L™ werden mit E400 bezeichnet (MW s, n = 3)

P,,in 10°cms™

Selenat SeMet MeSEC
E100 32,66 + 0,04 57,23 £ 1,96 53,73 £ 0,81
E400 36,60 + 1,93 44,58 + 1,88 42,54 + 1,23

Die erhohte Durchlidssigkeit von Selenat bei einer Konzentrationserhohung von 100 auf
400 ug L' wird auch durch den P,,, bestitigt. Es ergibt sich zwischen P,,, (E100) von
(32,66 +0,04)10° cm s und P,,, (E400) von (36,60 + 1,93)-10° cm s™ ein signifikanter
Unterschied (z-Test, a = 0,05). Gleiches gilt auch fiir die beiden organischen Spezies, die
allerdings bei der hoheren Konzentrationsstufe eine schlechtere Permeabilitit durch den
Caco-2-Zellmonolayer aufweisen.
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Im Vergleich mit zwei dhnlichen Arbeiten zum Transport von Selenspezies sind die P, je
nach betrachteter Selenverbindung, um den Faktor zwei bis fiinf groBer. Beide
Vergleichsstudien wurden iiber einen Versuchszeitraum von 2h durchgefiihrt und
verwendeten die Caco-2-Zelllinie als In-vitro-Modell sowie eine Konzentration von etwa
800 ug L (10 uM) je Spezies. Die Permeabilitiitsangaben von LEBLONDEL et al. waren fiir
Selenat 15,60-10'6 und fiir SeMet 10,62-10'6 cm s'l[S]. GAMMELGAARD et al. berechneten
folgende P,,,: Selenat 9,5:10°, SeMet 28,1:10° und MeSEC 21,6.10° cms™ [6]. Eine
wichtige Erkenntnis beider Gruppen war, dass ein passiver Transportvorgang (und kein
Na*-abhingiger Transportmechanismus, vgl. Abschnitt 2.1.4) von Selenat durch Caco-2-
Zellmonolayer sehr wahrscheinlich ist.

Die Konzentrationsabhidngigkeit aktiver Transportmechanismen (wie bei SeMet und
MeSEC) kann Ursache fiir die signifikant groBeren P,,, (E100) fiir die beiden organischen
Spezies sein [6]. Werden die Angaben von GAMMELGAARD et al. beriicksichtigt, zeichnet
sich mit zunehmender Spezieskonzentration eine Beeintrichtigung des Transports — und
somit eine direkte Beeinflussung der verantwortlichen Transportproteine — durch die
Caco-2-Zellmonolayer ab. Fiir den beschriebenen passiven Transport von Selenat kann
eine solche Konzentrationsabhingigkeit nicht nachgewiesen werden.

Mit Hilfe der HPLC-ICP-DRC-MS konnte aullerdem gezeigt werden, dass die applizierten
Selenspezies, auch nach dem Durchgang durch die Zellmonolayer, unverdndert in den
serosalen Seiten vorlagen. Eine Metabolisierung der untersuchten Selenspezies wéhrend

des Transportvorgangs in den Caco-2-Zellen findet vermutlich nicht statt.

5.2.2 Applikation von zwei konzentrationsabhéngigen Selenspeziesmischungen

In der Humanerndhrung ist die Aufnahme von nur einer bestimmten Selenspezies
unwahrscheinlich, da eine Vielzahl an Selenverbindungen in Lebensmitteln vorkommen.
Daher wurden Mischungen der vier relevanten Spezies Selenit, Selenat, SeMet und
MeSEC zu den mukosalen Seiten der Ussing-Kammer appliziert. Die Konzentrationsstufen
wurden wie bei der Einzelapplikation zu 100 und 400 ug L™ je Spezies gewihlt. Daraus
resultiert eine Selengesamtkonzentration von 400 bzw. 1600 ug L. Aus der Literatur sind
bisher keine In-vitro-Versuche zum Selenspeziestransport bei simultaner Verabreichung
mehrerer Spezies bekannt.

Wie auch bei den Einzelversuchen wird unter den angewendeten Versuchsbedingungen
kein Selenit auf der serosalen Seite detektiert. Signifikante Unterschiede konnten zwischen

den serosalen Konzentrationen bei den Probennahmezeitpunkten 40, 80 und 120 min fiir
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Selenat, SeMet und MeSEC festgestellt werden. Die erhaltenen Ergebnisse fiir die
Konzentrationsstufen von 100 und 400 ugL"' sind in der Abbildung 5.6 grafisch

dargestellt.
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Abbildung 5.6: Zeitliche Veranderung des Transports von der apikalen zur serosalen Seite von Selenat,
MeSEC und SeMet bei Applikation von Selenspeziesmischungen. Die Ausgangskonzentrationen in der
apikalen Kammerhilfte sind 100 (A) und 400 (B) ug L™ je Spezies (inklusive Selenit) in der Mischung. Die
Messwerte sind als MW + s angegeben (n = 3). Alle Mittelwerte der drei Selenspezies unterscheiden sich
zwischen den Probenahmezeitpunkten signifikant voneinander, weshalb diese nicht gesondert
gekennzeichnet sind (¢ = 0,05, einfache ANOVA und Tukey’s Post-hoc-Test). Mittelwerte, die nicht mit dem
gleichen Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich innerhalb der Probenahmezeitpunkte

signifikant voneinander (a = 0,05, einfache ANOVA und Tukey’s Post-hoc-Test)

Der Transport von SeMet bei der niedrigen Konzentrationsstufe unterscheidet sich
signifikant von dem fiir Selenat und MeSEC iiber den betrachteten Versuchszeitraum von
120 min. Andererseits zeigen die beiden letztgenannten Spezies einen nahezu identischen
Verlauf. Die Experimente mit der hohen Konzentrationsstufe fiihren nur zu einem
signifikanten Unterschied zwischen Selenat und SeMet iiber den gesamten
Versuchszeitraum sowie zwischen Selenat und MeSEC bei 40 min. Die Vervierfachung
der Anfangskonzentration hat wiederum keine vierfach hohere Konzentration auf der
serosalen Kammerseite zur Folge. Vielmehr wird der Transport fiir Selenat bzw. MeSEC
um etwa 20 % und fiir SeMet um 14 % gehemmt. Daraus resultiert erwartungsgeméif
neben dem zeit- und speziesabhingigen Transport auch eine Konzentrationsabhédngigkeit

bei der Applikation von Selenspeziesmischungen.
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Durch die Erhdhung der Konzentration von 100 auf 400 ug L' werden die P,,, fiir alle
drei Selenspezies signifikant kleiner (z-Test, a =0,05). Die berechneten P, fiir die
simultane Applikation der Selenspezies sind in Tabelle 5.2 zusammengefasst. Demzufolge
hat die Konzentrationserhohung beim gleichzeitigen Vorhandensein aller vier Spezies eine

hemmende Wirkung auf die Permeabilitit von SeMet, MeSEC und Selenat.

Tabelle 5.2: Berechnete P,,, fiir Selenat, SeMet und MeSEC nach dem Durchgang durch Caco-2-
Zellmonolayer. Die Experimente mit der Anfangskonzentration von 100 pg L* je Spezies (inklusive Selenit) in
der Mischung werden mit M100 und die mit einer Anfangskonzentration von 400 ug L* je Spezies in der

Mischung werden mit M400 bezeichnet (MW % s, n = 3)

P,,in 10°cms™
Selenat SeMet MeSEC
M100 49,14 + 1,18 40,86 + 1,35 47,21 £0,45
M400 39,76 = 0,80 35,29 £2,07 38,39 + 1,64

523 Vergleich beider Applikationsformen

Im Vergleich zur FEinzelapplikation kommt es bei der Applikation von
Selenspeziesmischungen zu Verdnderungen im Transport von Selenat, SeMet und MeSEC.
Selenat erfdhrt einen signifikanten Anstieg im Vergleich zur Einzelapplikation. SeMet
verhdlt sich gegensitzlich. Es kommt zu einem langsameren Transport (vgl.
Abbildung 5.5 A und 5.6 A). Die Beobachtungen gelten sowohl fiir die niedrige als auch
die hohe Konzentrationsstufe. Eine Gruppierung in organische und anorganische Spezies
oder in Selenspezies, die einem passiven oder aktiven Transport folgen, ist bei den
Versuchen mit Selenspeziesmischungen nicht mehr moglich. Um die Unterschiede
zwischen den Spezies, den Applikationsformen und Konzentrationsstufen deutlicher zu

gestalten, wurde die Transportrate 7.5, nach folgender Gleichung berechnet:

T = Sweesa 1000, G1)

serosal
Anfang

Die Werte fiir Tse05r der Ergebnisse nach 120 min sind in der Abbildung 5.7 zu sehen.
Generell verringert sich der Transport der organischen und anorganischen Spezies bei einer
Erhohung der Anfangskonzentration auf der mukosalen Seite. Hierbei ist es nicht
entscheidend, ob die Spezies einzeln oder in Mischung zugegeben wurden. Eine Ausnahme

ist Selenat bei den Einzelapplikationsversuchen, die bei der hohen Konzentrationsstufe zu
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einer hoheren Transportrate fithren. Da fiir MeSEC und SeMet durchweg ein geringerer
Transport bei der hohen Konzentrationsstufe beobachtet wird, bestitigt sich die
Konzentrationsabhingigkeit fiir aktive Transportmechanismen auch bei der Zugabe der
Speziesmischungen.

Der Einfluss anderer Selenspezies auf den Transport einer einzelnen Spezies zur serosalen
Seite ist ebenfalls deutlich sichtbar (Abbildung 5.7). Bei der Applikation von
Selenspeziesmischungen kommt es zu einem signifikanten Absinken der Transportrate fiir
SeMet. Sie sinkt fiir die Versuche mit 100 ug L' um 28 % und fiir die Versuche mit
400 ug L' um 22 %. Das MeSEC weist einen dhnlichen Verlauf auf. Die Abnahme des
Transports bei Vorhandensein mehrerer Spezies betrdgt fiir beide Konzentrationsstufen

etwa 10 % und ist somit weniger stark ausgeprégt als fiir SeMet.

EM100 mM400
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MeSEC Selenat SeMet

Abbildung 5.7: Transportraten in % von der apikalen zur serosalen Seite fir Selenat, MeSEC und SeMet
nach 120 min. Die Experimente, bei denen die Selenspezies einzeln zu je 100 bzw. 400 pg L? appliziert
wurden, sind mit E100 bzw. E400 bezeichnet. Entsprechend wurden die Versuche mit den
Speziesmischungen (inklusive Selenit) M100 bzw. M400 genannt. Die Messwerte sind als MW ts
angegeben (n = 3). Mittelwerte, die nicht mit einem Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich
innerhalb der betrachteten Selenspezies signifikant voneinander (a = 0,05, einfache ANOVA gefolgt von

Tukey’s Post-hoc-Test)

Vollig gegensitzlich verhilt sich Selenat. Es wird ein signifikanter Anstieg des Transports
um ca. 34 % bei den Versuchen mit 100 ug L™ erhalten. Die Ergebnisse der 400-ug-L -
Versuche lassen keine gesicherte Aussage zu. Es deutet sich aber ebenfalls ein erhohter

Transport an. Die hochsten Transportraten werden fiir SeMet mit (9,1 £0,2) % und fiir
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MeSEC mit (8,6 +0,2) % bei der Einzelapplikation von 100 ug L™ erzielt. Hingegen fiihrt
die Applikation einer Selenspeziesmischung mit 100 ug L' je Spezies zur groBten
Transportrate von Selenat mit (7,9 +0,2) %.

Mit dem P,p, ist es moglich, die Absorbierbarkeit verschiedener Verbindungen in einer
ersten Niherung abzuschitzen. Verbindungen mit einem P,,, > 1:10° cms” werden als
vollstidndig absorbierbar nach oraler Aufnahme eingestuft [188]. YEE et al. gehen noch
weiter und differenzieren zwischen drei Gruppen zur Einteilung verschiedener Substanzen
hinsichtlich ihrer P,,. Ein P,,<1:10°cms" entspricht einer geringen Absorption
(0-20 %), Pupp = 1-10.10% cm s entspricht einer Absorption im Bereich von 20-70 % und
Py > 1010 cm s™! deuten auf eine hohe Absorption (70-100 %) hin [189]. Folgt man der
Klassifizierung sind die drei Spezies Selenat, SeMet und MeSEC als Verbindungen mit
einem hohen Absorptionspotenzial einzustufen (siehe Tabelle 5.1 und 5.2).

Die erzielten [In-vitro-Ergebnisse konnen darauf hinweisen, dass es auch bei
physiologischen Vorgédngen in vivo zu Verdnderungen des Transportverhaltens durch das
Vorhandensein mehrerer Selenspezies gleichzeitig kommen kann. Die Ubertragbarkeit
muss allerdings immer unter dem Gesichtspunkt einer Approximation der In-vivo-
Bedingungen gesehen werden. Beispielsweise ist die Groe der vorhandenen Oberfliche,
die zur Resorption genutzt wird, ein wesentlicher Unterschied zwischen dem Caco-2-
Modell und dem menschlichen Diinndarm. Das Einwirken einer gewihlten
Stoffkonzentration auf eine viel kleinere Fliche kann demnach zu Unterschieden im
Transportverhalten fithren. Dennoch ist das Caco-2-Modell als In-vitro-Methode zur
Abschitzung epithelialer Vorginge in vivo anwendbar, da eine Korrelation zwischen dem
Caco-2-Zellmodell und den menschlichen Absorptionsvorgidngen gefunden wurde [84,
189]. Unter bestimmten Bedingungen sind somit erste Nidherungen zum humanen
Absorptions- bzw. Transportverhalten moglich.

Hinsichtlich des Transports ldsst sich zusammenfassend aus den Ergebnissen eine
Gruppierung in organische und anorganische Spezies vornehmen. Weiterhin ist der
Transport durch die Caco-2-Zellmonolayer abhingig von der betrachteten Selenspezies,
der Konzentration, der Zeit und der Applikationsform (d. h. dem Vorhandensein einer oder
mehrerer Spezies). Letztere ldsst darauf schlieBen, dass das Transportverhalten durch

Wechselwirkungen der Selenspezies untereinander beeinflusst wird (siehe Abschnitt 6).
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53 Akkumulation der Selenspezies durch Caco-2-Zellen

Eine Abschidtzung der intrazelluliren Aufnahme der vier untersuchten Selenspezies
erfolgte durch Akkumulationsversuche. Fiir eine Aussage iiber die prozentuale Verteilung
in dem gesamten In-vitro-Modell mussten die drei Kompartimente — mukosale und
serosale Seite sowie Caco-2-Zellen — beprobt werden. Die Probennahme wurde nach
120 min Inkubationszeit durchgefiihrt, wobei die Spezies nur bei Einzelapplikation mit
einer Konzentration von 400 ug L untersucht wurden. Da die Zellen in konzentrierter
HNO; gelost wurden und der pH-Wert der injizierten Messlosung einen entscheidenden
Einfluss auf den chromatografischen Trennprozess hat, wurden alle Probenlésungen mit
der ICP-DRC-MS analysiert. Die BG der verwendeten ICP-DRC-MS-Methode betragt
0,5ug Lt [127]. Um die Gehalte von Selenit und Selenat in den Zellen zu bestimmen,
wurden drei Snapwell®-Einsitze (mit Zellen) vereinigt und mit konzentrierter HNO;
versetzt.

Die erhaltenen Ergebnisse wurden zur Gewihrleistung der Vergleichbarkeit in absolute
Massen umgerechnet, aus denen auch die prozentuale Verteilung der Selenspezies in den
drei Kompartimenten bestimmt wurde (Tabelle 5.3). Die Berechnung der prozentualen
Verteilung bezieht sich in diesem Fall nicht auf die Anfangskonzentration, sondern auf die

Summe der detektierten Konzentrationen der einzelnen Kompartimente (Gleichung 32).

. M WKompartimem
Anteilyy, i = -100 % (32)
M Wmukoml + M errosal + M WZellen

Tabelle 5.3: Messergebnisse der mukosalen und serosalen Seite sowie des Zellkompartiments fir Selenit,

Selenat, MeSEC und SeMet nach 120 min (MW + VB, a = 0,05, n = 6)

Absolutwerte in ng Selenit Selenat MeSEC SeMet
Mukosal 1930 +20 1890 + 21 1780 + 34 1790 + 64
Serosal 6,6 £1,9 82,6 £ 6,3 124 £ 18,2 133 +5,6
Zellen' 1,0+£04 0,5+0,3 6,7%0,6 20,8 +3.4
Anteil in % Selenit Selenat MeSEC SeMet
Mukosal 99,6 +£1,0 95,8 +1,1 932+1,8 92,1+£33
Serosal 0,3+0,1 42+0,3 6,5+1,0 6,8 +0,3
Zellen' 0,05 £ 0,02 0,03 £ 0,01 0,35 £ 0,03 1,1+£0,2
n=2
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Durch die ICP-DRC-MS-Messungen konnte eine geringe Selenitkonzentration in der
serosalen Seite detektiert werden. Die Ergebnisse fiir Selenat, SeMet und MeSEC der
mukosalen und serosalen Seiten stimmen mit den Resultaten der Selenspeziesanalytik in
den Transportexperimenten (Abschnitt 5.2.1) iiberein.

Neben den Unterschieden im Transportverhalten der Selenspezies von der mukosalen zur
serosalen Seite zeigen sich auch signifikante Unterschiede zwischen den Selenspezies bei
der Aufnahme durch die Caco-2-Zellen. SeMet wird nach 120 min Inkubationszeit deutlich
stairker von den Zellen akkumuliert, als die anderen Verbindungen. Der Anteil des
Zellkompartiments am gesamten In-vitro-Modell betrdgt fiir SeMet 1,1 %, fir MeSEC
0,3 %, fiir Selenit 0,05 % und fiir Selenat 0,03 %. Von LEBLONDEL et al. und
GAMMELGAARD et al. wird eine dhnliche Abstufung beschrieben [3, 6].

Die Zellen akkumulieren im Vergleich zu MeSEC etwa dreimal so viel SeMet — verglichen
mit Selenat ist es sogar das 40-fache. Auf Grundlage der Ergebnisse lassen sich die Spezies
auch hinsichtlich ihres Akkumulationsverhaltens in anorganische und organische
Verbindungen gruppieren. Obwohl SeMet und MeSEC fiir die Versuche mit 400 pg L'
(siehe Abschnitt 5.2.1) gleiche P,,, aufweisen, also gleich gut transportiert werden, ist die
Akkumulation unterschiedlich. Das kann auf verschiedene Aminosduretransporter
zuriickgefiihrt werden, da fiir SeMet das System b**rBAT und fiir MeSEC der Transporter
B verantwortlich ist [74]. Des Weiteren ist der direkte, unspezifische Einbau von SeMet in
Proteine eine mogliche Ursache fiir die hohen Konzentrationen in den Zellen. Der in der
Literatur vermutete parazelluldre passive Transport von Selenit und Selenat durch Caco-2-
Zellen, bekriftigt die Tatsache der sehr geringen Akkumulation der anorganischen
gegeniiber den organischen Spezies [6]. Die akkumulierte Menge betrigt jedoch fiir alle
Selenspezies weniger als 1,1 % und beeinflusst damit die experimentellen Ergebnisse des

gesamten In-vitro-Modells nicht signifikant.
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6 Bewertung und Interpretation der Zellexperimente mittels

chemometrischer Methoden

6.1 Regressionsanalyse mit Wechselwirkungseffekten des 24-Fakt0renplans

In Abschnitt 5.2.3 konnte eine Abhingigkeit des Transportverhaltens der vier Selenspezies
(Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC) voneinander bei gleichzeitigem Vorhandensein aller
vier Spezies in der mukosalen Seite festgestellt werden. Das fiihrt weiterhin zu der
Annahme einer gegenseitigen Beeinflussung der untersuchten Verbindungen beim
Transport durch die Caco-2-Zellmonolayer. Zur genaueren Untersuchung des Einflusses
der Wechselwirkungen der Selenspezies auf den Transport wurde ein 2*-Fatorenplan mit
den Faktorstufen 100 und 400 pg L™ je Selenspezies erstellt (Planmatrix).

Die Mittelwerte der mittels HPLC-ICP-DRC-MS gemessenen Konzentrationen von
Selenat, SeMet und MeSEC der serosalen Proben (Antwortgrole y;) bilden die
Antwortmatrix. Es konnte zwar kein Selenit auf der serosalen Seite quantitativ bestimmt
werden, dennoch wurde diese Spezies immer mukosal appliziert. Ein moglicher Einfluss
von Selenit auf das Transportverhalten der anderen Spezies kann dadurch gepriift werden.
In der Tabelle 6.1 ist die Plan- und Antwortmatrix des 2*-Faktorenplans fiir die
Probennahme nach 120 min zusammengefasst. Die Ergebnisse der serosalen Seiten wurden
vor der Auswertung mittels COCHRAN-Test auf Varianzenhomogenitit gepriift.

Die Effektmatrix wird nach Gleichung 2 (s. Abschnitt 2.5.1) berechnet, aus der sich Haupt-
(HE) und Wechselwirkungseffekte (WE) bestimmen lassen. AnschlieBend werden die
Regressionskoeffizienten (Gleichung 3) berechnet und auf Signifikanz getestet
(Gleichung 7). Daraus ergibt sich je ein Regressionsmodell fiir Selenat, SeMet und
MeSEC, mit dem ein funktioneller Zusammenhang zwischen den x- und y-Variablen
hergestellt werden kann. Die berechneten Regressionskoeffizienten fiir Selenat, SeMet und

MeSEC sind in der Tabelle 6.2 zu finden.
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Tabelle 6.1: Plan- und Antwortmatrix des 24-Faktorenp|ans. Dargestellt sind die Messergebnisse der dritten

Probennahme in den serosalen Kammerhalften nach 120 min (MW s, n = 3)

Planmatrix Antwortmatrix
Versuchsnr. Konzentration (mukosal) in pg L' Konzentration (serosal) in pg L'
XSelenit XMeSEC XSelenat XSeMet YMeSEC YSelenat YSeMet
1 100 100 100 100 7,67 £0,07 7,89 £0,21 6,53 £0,16
2 400 100 100 100 8,93 +0,67 6,79 £ 0,22 7,61 £047
3 100 400 100 100 20,7+ 1,7 6,42 £ 0,44 4,41 +0,61
4 400 400 100 100 356+1,6 6,16 + 0,69 8,54 £ 0,45
5 100 100 400 100 7,70 £ 0,33 26,7+2,0 7,05 +0,97
6 400 100 400 100 7,73 £0,70 246 +20 6,99 + 0,30
7 100 400 400 100 43,8 +2,1 26,3+0,6 9,97 £ 0,61
8 400 400 400 100 26,8 £2,1 248 +1,7 6,62 + 1,37
9 100 100 100 400 6,06 + 0,38 6,28 £0,20 20,0+£0,7
10 400 100 100 400 6,71 £ 0,32 7,41 +£0,67 222+1,2
11 100 400 100 400 36,5+ 1,5 6,61 +0,32 364+22
12 400 400 100 400 22,1+£24 7,31 +£0,39 193+14
13 100 100 400 400 6,93 £ 1,59 224+14 23,2+0,7
14 400 100 400 400 5,56 £ 0,36 25,1+1,0 212+£1,6
15 100 400 400 400 24,1+23 254+19 23,0+£1,7
16 400 400 400 400 245+1,1 25,5+0,5 225+1,2

Es wird deutlich, dass neben den HE auch WE signifikant sind und eine wichtige Rolle bei
den Transportprozessen spielen. In besonderem Malle ist die Konzentration von MeSEC
und SeMet auf der serosalen Seite und somit auch der Transport der beiden Spezies durch
die Caco-2-Monolayer von vielen WE geprigt. Hierbei sind nicht nur 2-Faktor-WE,
sondern auch die 3- und 4-Faktor-WE beteiligt. Dieses Ergebnis ldsst auf einen komplexen
Transportvorgang schlieBen, der schon allein durch das Vorhandensein von nur vier
untersuchten Selenspezies beeinflusst wird. Die Haupteinflussgrofle auf den Transport
bildet erwartungsgemdll die Konzentration der betreffenden Spezies. Eine Erhohung der
mukosalen Konzentration resultiert demnach auch in einer Konzentrationserhohung auf der
serosalen Seite der Ussing-Kammer. Jedoch wird der Transport von MeSEC und SeMet
durch eine hohe Selenit-Konzentration negativ beeinflusst. Gegensitzlich ist der Einfluss
von SeMet auf die serosale MeSEC-Konzentration bzw. von MeSEC auf die serosale
SeMet-Konzentration. Erstgenannter fiihrt zu einem eingeschrinkten Transport von
MeSEC und letztgenannter zu einem gesteigerten SeMet-Transport. Aullerdem scheinen
die drei anderen Selenspezies den Transport von MeSEC durch den Caco-2-Monolayer zu

beeintrichtigen, da alle signifikanten HE und 2-Faktor-WE negativ sind. Eine
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Interpretation der anderen WE ist schwierig und zu komplex, um gesicherte Aussagen
hinsichtlich des Transportverhaltens der beiden untersuchten organischen Selenspezies zu
treffen. Hierzu wiren gesonderte Versuchsreihen noétig, die sich direkt mit den

verschiedenen Transportsystemen der Selenoaminosduren beschéaftigen.

Tabelle 6.2: Regressionskoeffizienten fiir MeSEC, Selenat und SeMet. Farbig hervorgehobene Zahlenwerte

sind signifikant (o = 0,001, f = 32)

Regressionskoeffizient B;
Einfluss Variable MeSEC Selenat SeMet
Konstante 18,2 16,0 15,4
HE 1 (Selenit) -0,97 -0,01 -0,97
2 (MeSEC) 11,1 0,09 1,00
3 (Selenat) 0,17 9,11 -0,27
4 (SeMet) -1,67 -0,23 8,13
2-Faktor-WE | 12 -1,04 -0,10 -1,13
13 -1,27 -0,07 0,24
14 -0,88 0,60 -1,20
23 0,36 0,32 -0,53
24 -0,82 0,37 0,83
34 -1,47 -0,27 -0,72
3-Faktor-WE | 123 -0,87 -0,15 0,91
124 -0,62 -0,28 -1,10
134 2,87 0,20 1,32
234 -1,58 0,08 -1,00
4-Faktor-WE | 1234 2,97 -0,12 1,70
B 0,75 0,58 0,59

Eine deutliche Abgrenzung von den organischen Spezies ist fiir das Transportverhalten des
Selenats moglich. Hierbei wird nur ein signifikanter HE und ein signifikanter 2-Faktor-WE
erhalten. Wie auch bei MeSEC und SeMet ist eine starke Konzentrationsabhédngigkeit fiir
den Transport durch die Caco-2-Zellmonolayer erkennbar. Einen geringen positiven, aber
dennoch signifikanten Einfluss hat der WE der beiden Faktoren Selenit und SeMet. Der
Transport von Selenat wird somit nicht so stark von den anderen Selenspezies beeinflusst.

Neben dem Auffinden von HE und WE kann mit Hilfe des ermittelten
Regressionspolynoms auch ein Modell fiir zukiinftige Vorhersagen der serosalen
Konzentrationen erstellt werden. Um das Kalibriermodell zu iiberpriifen, konnen die aus

dem Regressionspolynom berechneten Werte (y) gegen die gemessenen Werte
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(Referenzwert, y;) aufgetragen werden. Die grafische Darstellung fiir Selenat, MeSEC und

SeMet ist in Abbildung 6.1 zu sehen.
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Abbildung 6.1: Uberpriifung der Kalibriermodelle von MeSEC, Selenat und SeMet durch Auftragen der

Vorhersagewerte gegen die Referenzwerte

Zur Beurteilung der Vorhersagegiite konnen weiterhin der Korrelationskoeffizient r, das
BestimmtheitsmaB r* und der RMSEP (s. Abschnitt 2.5.2, Gleichung 12) angegeben
werden (s. Tabelle 6.3). Da der RMSEP auch von der GroBle der eingesetzten
Konzentration abhingig ist, wird ein relativer RMSEP berechnet, um unterschiedliche

Konzentrationsniveaus besser miteinander vergleichen zu kénnen [159].
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rRMsEp,, = RMSEP (33)

rel —

YRet

Tabelle 6.3: MaRzahlen zur Beurteilung der Vorhersagegiite der Regressionsmodelle fir MeSEC, Selenat

und SeMet
Spezies r r RMSEPinug L' RMSEP,, in %
MeSEC 0,996 0,991 1,17 6,4
MeSEC’ 0,994 0,988 1,38 7,6
Selenat 0,995 0991 0,90 5,6
Selenat” 0,992 0,984 1,17 7.3
SeMet 0,995 0,990 0,92 6,0
SeMet 0,992 0985 1,12 7.3

“Berechnungen nur mit signifikanten Regressionskoeffizienten

Aufgrund der Korrelationskoeffizienten von > 0,99 kann von einem offensichtlich gut
angepassten Modell ausgegangen werden. Weiterhin betrdgt das Bestimmtheitsmal} fiir
MeSEC und Selenat 0,991, d. h. 99,1 % der Gesamtvarianz werden durch das Modell
beschrieben. Es verbleibt eine Restvarianz von 0,9 %. Fiir SeMet ist das Bestimmtheitsmaf}
nur geringfiigig schlechter. Der kleinste RMSEP,; von 5,6 % wird fiir Selenat erhalten. Die
RMSEP,-Werte fiir die organischen Spezies liegen bei 6,0 % (SeMet) und 6,4 %
(MeSEC).

6.2 Regressionsanalyse ohne Wechselwirkungseffekte

In diesem Abschnitt erfolgt die Auswertung der Daten mit Hilfe der multiplen linearen
Regression (MLR). Mit dieser Methode kann ein Vorhersagemodell fiir eine abhingige
Variable aus mehreren unabhingigen Variablen erstellt werden. Das Regressionspolynom
besteht aber in diesem Fall nur aus den vier Einstellgroen der mukosalen Konzentrationen
von Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC und nicht aus weiteren Wechselwirkungstermen.
Als Ergebnis werden die Regressionskoeffizienten erhalten, die in Tabelle 6.4 fiir die drei

Selenspezies zusammengefasst sind.
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Tabelle 6.4: Regressionskoeffizienten der MLR fir MeSEC, Selenat und SeMet. Farbig hervorgehobene

Zahlenwerte sind signifikant (o = 0,05)

Regressionskoeffizient B;

MeSEC Selenat SeMet
By 18,2 16,0 15,4
Selenit -0,97 -0,01 -0,97
MeSEC 11,1 0,09 1,00
Selenat 0,18 9,11 -0,27
SeMet -1,66 -0,23 8,13

Die Maf3zahlen zur Beurteilung der Vorhersagegiite sind in Tabelle 6.5 zu finden.

Tabelle 6.5: MaRzahlen zur Beurteilung der Regressionsmodelle der MLR fiir MeSEC, Selenat und SeMet

Spezies r r RMSEP inug L'  RMSEP,, in %
MeSEC 0,903 0816 5,33 29,3
Selenat 0,990 0,980 1,29 8.1
SeMet 0918 0,842 3,57 23,3

Der Korrelationskoeffizient von Selenat unterscheidet sich deutlich von denen der beiden
organischen Spezies. Wird durch das Regressionsmodell von Selenat eine Gesamtvarianz
von 98,0 % beschrieben, sind es fiir MeSEC und SeMet nur 81,6 bzw. 84,2 %. Der grof3e
Anteil an Restvarianz (fiir MeSEC 18,4 % und fiir SeMet 15,8 %), wird sicherlich durch
das Auftreten der WE hervorgerufen, wie in Abschnitt 6.1 gezeigt. Die damit verbundenen
grofBeren Abweichungen der Werte von der Regressionsgeraden sind auch deutlich in
Abbildung 6.2 erkennbar. Hierbei sind die von den Regressionsmodellen im Rahmen der
Kreuzvalidierung prognostizierten Konzentrationen von MeSEC, Selenat und SeMet gegen
die gemessenen Werte aufgetragen. Da Selenat kaum durch solche Wechselwirkungen
beeinflusst wird, ist das Regressionsmodell aus der MLR fiir eine Vorhersage gut geeignet.
Im Gegensatz dazu ist die MLR fiir die beiden organischen Verbindungen ungeeignet. Das
wird auch durch die sehr hohen RMSEP-Werte fiir MeSEC und SeMet, im Vergleich mit
Selenat, deutlich. Fiir zukiinftige Prognosen resultiert somit ein grofer mittlerer Fehler.

Die Berechnungen zur MLR haben gezeigt, dass WE, vor allem bei dem Transport der
organischen Selenspezies sowie bei der Erstellung von Vorhersagemodellen,

beriicksichtigt werden miissen.
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Abbildung 6.2: Darstellung der mit Hilfe des Regressionsmodells der MLR vorhergesagten Werte gegen die

gemessenen Werte

6.3 Modellierung mit PLS

Der Datensatz des Faktorenplans wurde aulerdem mit der PLS-Regression ausgewertet.
Analog zur MLR kann eine abhingige Variable aus mehreren unabhéngigen Variablen
vorhergesagt werden. Dieses Modell wird PLS1 genannt. Im Unterschied zur MLR ist es
mit dem PLS2-Modell moglich, mehrere abhingige Variablen aus mehreren unabhingigen
Als PLS1
Vorhersagemodelle fiir MeSEC, Selenat und SeMet zu erstellen. In der Abbildung 6.3 sind

Variablen zu prognostizieren. Erstes wird die angewendet, um

wichtige Ergebnisse der PLS1-Regression dargestellt.
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Abbildung 6.3: Darstellung der mit Hilfe des Regressionsmodells der PLS1 vorhergesagten Werte gegen die

gemessenen Werte

Wie auch bei der MLR wurden die Spezieskonzentrationen im Rahmen der
Kreuzvalidierung prognostiziert. Das Auftragen der vorhergesagten Werte gegen die
gemessenen Werte fithrt zu den gleichen Ergebnissen wie denen der MLR. Alle
Giitekriterien zur Beurteilung des Regressionsmodells sind nahezu identisch.

Erginzend wurde die PLS2-Regression angewendet. Diese liefert keine signifikante
Verbesserung im Vergleich zur PLS1. Die RMSEP-Werte unterscheiden sich erst ab der
sechsten Nachkommastelle, was auf Rechenungenauigkeiten zuriickgefiihrt werden kann.
Die PLS-Regression ist, wie die MLR, ungeeignet fiir zukiinftige Vorhersagen von MeSEC
und SeMet. Allerdings ist das Regressionsmodell fiir die Prognose von Selenat gut

geeignet.
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6.4 Modellierung mit ANN

In der vorliegenden Arbeit sollen auch kiinstliche neuronale Netzwerke (ANN) zur
Kalibration bzw. zur Modellbildung herangezogen werden. Fiir die Modellierung wurde
eine Vielzahl verschiedener ANN berechnet, die sich hinsichtlich ihrer Topografie und der
Aktivierungsfunktion unterscheiden. Es wurden die folgenden hdufig verwendeten

Netztypen ausgewdhlt.

* Linear
* Multilayer Perceptron (MLP)
» Radiale Basisfunktion (RBF)

* Generalized regression neural network (GRNN)

In der Summe wurden mit Hilfe des Softwareprogramms STATISTICA eine Zahl von 200
ANN getestet. Nach einer softwaregestiitzten Vorauswahl ist anhand des kleinsten
angegebenen Testfehlers (Test Error) je ein Beispiel fiir die vier Netztypen ausgewdihlt

worden. Es handelt sich dabei um die in Abbildung 6.4 dargestellten ANN.

Linear 3:3-3:3

MLP 4:4-11-11-3:3

Abbildung 6.4: lllustration der verwendeten ANN
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Die Modellkennung (Netzprofil) sei anhand eines Beispiels erldutert:

MLP 4:4-11-11-3:3

Es handelt sich dabei um ein mehrschichtiges Perceptron mit vier Eingangsvariablen, vier
Eingangsneuronen, der ersten verdeckten Schicht mit elf Neuronen, einer zweiten
verdeckten Schicht mit ebenfalls elf Neuronen, drei Ausgangsneuronen und drei
Ausgangsvariablen.

Die Ergebnisse der Regressionsmodelle fiir die vier Netze sind in Tabelle 6.6 und
Abbildung 6.5 zusammengefasst. Fiir die beiden organischen Selenspezies sind das lineare
Netz und RBF ungeeignet, da hierbei die schlechtesten Korrelationskoeffizienten und
RMSEP-Werte berechnet werden. Das am besten angepasste Modell wird mit dem Netztyp
MLP erzielt. Die Korrelationskoeffizienten sind > 0,99 und die RMSEP-Werte sind um ein
Vielfaches kleiner, verglichen mit dem linearen Netz und RBF. Das GRNN fiihrt zu etwas
schlechteren Ergebnissen als MLP.

Tabelle 6.6: MaRzahlen zur Beurteilung der Regressionsmodelle der vier ausgewahlten ANN fir MeSEC,

Selenat und SeMet

r r RMSEPinpg L' RMSEP,, in %

MeSEC

Linear 3:3-3:3 0,897 0,805 5,55 30,5
MLP 4:4-11-11-3:3 0,992 0,984 1,60 8.8
RBF 3:3-7-3:3 0,913 0,834 5,10 28,0
GRNN 4:4-24-4-3:3 0,989 0,978 1,88 10,3
Selenat

Linear 3:3-3:3 0,987 0,974 1,50 9,4
MLP 4:4-11-11-3:3 0,990 0,981 1,30 8,1
RBF 3:3-7-3:3 0,989 0,978 1,36 8,5
GRNN 4:4-24-4-3:3 0,990 0,979 1,32 8,3
SeMet

Linear 3:3-3:3 0,910 0,828 3,76 24,5
MLP 4:4-11-11-3:3 0,990 0,980 1,34 8,7
RBF 3:3-7-3:3 0,927 0,860 3,39 22,1
GRNN 4:4-24-4-3:3 0,988 0,975 1,47 9,6

Fir die Prognose der serosalen Selenatkonzentration ist MLP ebenfalls das zu

bevorzugende ANN. Allerdings kénnen auch RBF und GRNN angewendet werden,
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wodurch geringfiigig schlechtere Ergebnisse erzielt werden. Das lineare Netz ist das am
wenigsten gut geeignete Vorhersagemodell fiir die serosale Selenatkonzentration. Im
Vergleich zu MeSEC und SeMet lésst sich fiir Selenat wiederum ein deutlich anderes
Transportverhalten ableiten. Dieses scheint weniger komplexen Vorgingen unterworfen.
Es wurde weiterhin gezeigt, dass der Testfehler (fiir die Auswahl geeigneter ANN) allein,
noch kein MaB fiir die Vorhersagegiite eines ANN ist. Obwohl der Testfehler fiir MLP
grofer als fiir RBF oder GRNN war, konnte mit MLP das beste Vorhersagemodell

berechnet werden.
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Abbildung 6.5: Darstellung der mit Hilfe der vier ANN vorhergesagten Werte gegen die gemessenen Werte
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6.5 Vergleich der verwendeten chemometrischen Methoden

Mit Hilfe chemometrischer Auswerteverfahren konnte gezeigt werden, dass eine
Modellierung des Transports der Selenspezies (MeSEC, SeMet und Selenat) und der dabei
auftretenden Wechselwirkungen der Selenspezies untereinander moglich ist.
Erwartungsgemill gibt es Methoden, die mehr oder weniger gut geeignet sind. Eine
zusammenfassende Darstellung der wesentlichen Ergebnisse aller angewendeten Methoden

ist in Tabelle 6.7 zu finden.

Tabelle 6.7: Ubersicht der MaBzahlen zur Vorhersagegiite der angewendeten chemometrischen Methoden

r r RMSEP inug L'  RMSEP,, in %
MeSEC
Regression mit WE 0,996 0,991 1,17 6,4
Regression ohne WE 0,903 0,816 5,33 29,3
PLS 0,903 0,816 5,33 29,3
ANN™ 0,992 0,984 1,60 8,8
Selenat
Regression mit WE 0,995 0,991 0,90 5,6
Regression ohne WE 0,990 0,980 1,29 8,1
PLS 0,990 0,980 1,29 8,1
ANN* 0,990 0,981 1,30 8,1
SeMet
Regression mit WE 0,995 0,990 0,92 6,0
Regression ohne WE 0,918 0,842 3,57 23,3
PLS 0,918 0,842 3,57 23,3
ANN™ 0,990 0,980 1,34 8,7
“zwischen PLS1 und PLS2 keine signifikanten Unterschiede *MLP 4:4-11-11-3:3

Die multiple lineare Regression unter Beriicksichtigung von WE stellt die geeignetste
Methode dar, um ein Vorhersagemodell zur Bestimmung der serosalen
Selenspezieskonzentrationen zu ermitteln. Im Vergleich mit der MLR bzw. PLS werden
deutlich bessere Korrelationskoeffizienten fiir MeSEC und SeMet erzielt. Die Anwendung
der ANN, insbesondere des Netztyps MLP, fiihrt ebenfalls zu besseren Ergebnissen fiir
MeSEC und SeMet. Ursache hierfiir ist die problembezogene Lernfihigkeit und auch das
Auffinden nichtlinearer Zusammenhédnge durch die entsprechenden neuronalen Netze.
MLR und PLS sind nicht in der Lage, WE separat zu beschreiben. Die RMSEP-Werte als

MalB fiir zukiinftige Prognosen bestitigen diese Beobachtungen. Die Unterschiede
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zwischen den Methoden lassen darauf schlieBen, dass der Transport der beiden
organischen Spezies durch WE der Spezies untereinander beeinflusst wird. Im Gegensatz
dazu unterliegen die Mafizahlen fiir die Vorhersage der serosalen Selenatkonzentrationen
nicht so groBBen Schwankungen. Das deutet wiederum auf einen Transport hin, der kaum
von den anderen Selenspezies beeinflusst wird.

Die wahrscheinlichste Ursache, weshalb nahezu identische Ergebnisse von MLR und PLS1
bzw. PLS2 erhalten werden, ist das Nichtvorhandensein von Kollinearititen zwischen den
x- und y-Variablen. Die PLS wird eben gerade dann verwendet, wenn vermutlich
kollineare Variablen vorliegen.

Eine weitergehende Uberpriifung der angewendeten Regressionsmodelle ist mit einer
externen Validierung moglich. Vor allem fiir die ANN sind weitere Daten fiir die
Testphase zu empfehlen. Entsprechende Anwendungen waren aufgrund des begrenzten
Zeitraumes und der begrenzten finanziellen Mittel im Rahmen dieser Arbeit nicht méglich.
Die Daten der zweiten und dritten Probennahme entsprechen den Ergebnissen der ersten

Probennahme. Auf eine separate Darstellung wird deshalb verzichtet.
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7 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde das Transportverhalten von vier fiir die Humanernéhrung
relevanten Selenspezies — Selenit, Selenat, Selenomethionin (SeMet) und Methyl-
selenocystein (MeSEC) — untersucht. Der Fokus lag dabei auf der moglichen gegenseitigen
Beeinflussung der Selenspezies untereinander bei Transportvorgidngen in der humanen
Kolonadenokarzinomzelllinie Caco-2. Es handelt sich dabei um eine weit verbreitete und
anerkannte Zelllinie zur Untersuchung intestinaler Transportvorgénge.

Fiir die Messung der Selenspezies wurde auf Basis der HPLC-ICP-DRC-MS eine
analytische Methode entwickelt und validiert. Als chromatografisches Trennprinzip fiir die
Aufgabenstellung erwies sich die Anionenaustausch-Chromatografie am geeignetsten. Die
beste Trennleistung konnte mit einem salpetersauren Eluenten (50 mM HNOs;, 1 Vol.-%
MeOH, pH =1,2) und isokratischer Arbeitsweise erzielt werden. Die Analysenzeit fiir
Selenit, Selenat, SeMet und MeSEC betrdgt nur 7 min. Durch die Verwendung der
dynamischen Reaktionszelle (DRC) konnte das Grundrauschen, das im Standardmodus
durch die ArAr-Interferenz hervorgerufen wird, um ein Vielfaches gesenkt werden. Die
Messung des hiufigsten Isotops *’Se wird dadurch erst moglich. Aus der damit erzielten
Verbesserung des Signal-Rausch-Verhiltnisses resultieren Nachweisgrenzen von
0,16 ug L' je Spezies und Bestimmungsgrenzen von 0,47 ug L' je Spezies. Dadurch wird
bereits eine wichtige Voraussetzung erreicht, auch geringe Selenspezieskonzentrationen
bei den Zellexperimenten zu detektieren.

Das HPLC-ICP-DRC-MS-Verfahren wurde zusitzlich hinsichtlich der Verfahrenskenn-
daten Linearitit, Prédzision, Richtigkeit und Robustheit validiert. Der Linearitétstest
umfasste den Arbeitsbereich der Kalibration von 5 bis 100 ug L' und als Ergebnis die
Anwendung des linearen Kalibriermodells. Die Préizision unter Wiederholbedingungen
wurde fiir die Peakhohen und Peakflichen bestimmt. Dabei zeigte sich, dass eine
Auswertung iiber die Peakfldchen aufgrund der geringeren Schwankungen von 2,3 bis
2,7 % vorteilhaft ist. Untersuchungen zur Variation der Retentionszeiten geben Auskunft
iber die Kurzzeit- und Langzeitstabilitit des entwickelten Verfahrens. Die RSD-Werte der
Kurzzeitstabilitit mit <1 % sowie die RSD-Werte der Retentionszeiten iiber einen
Zeitraum von vier Wochen mit <2.5 % belegen die sehr gute Stabilitdt des optimierten
Analysenverfahrens. Zur Uberpriifung der Richtigkeit wurde das einzige kommerziell
verfiigbare zertifizierte Referenzmaterial SELM-1 (selenangereicherte Hefe) mittels

enzymatischer Hydrolyse extrahiert und anschlieBend gemessen. Mit der Methode der
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HPLC-ICP-DRC-MS konnten nur etwa 70 % des zertifizierten SeMet-Gehaltes wieder
gefunden werden. Die Bestimmung des Gesamtselengehaltes im gleichen Extrakt mit der
ICP-DRC-MS bestitigte den zertifizierten Wert. Die Ursache fiir den Minderbefund kann
ein Matrixeinfluss sein. Durch Dotierungsexperimente konnte allerdings ein Matrixeinfluss
ausgeschlossen werden. Im Zusammenhang mit den Untersuchungen zur Robustheit des
Analysenverfahrens wurde ein unbekannter Peak sowie eine zeitabhingige
Konzentrationsabnahme von MeSEC festgestellt. Daraus resultiert die Notwendigkeit einer
moglichst zeitnahen Messung der Proben.

Die entwickelte HPLC-ICP-DRC-MS-Methode ist ein einfaches, leistungsfiahiges und
okonomisches Analysenverfahren zur Bestimmung von vier erndhrungsphysiologisch
wichtigen Selenspezies. Die kurze Analysenzeit von 7 min ermdglicht einen hohen
Probendurchsatz und ldsst einen perspektivischen Einsatz dieser Methode der
Selenspeziation auch fiir Fragestellungen der Routineanalytik moglich erscheinen.

Vor den Modellexperimenten zum Transport der Selenspezies erfolgte die Untersuchung
von zwel unterschiedlichen Membranmaterialien der verwendeten Snapwell®—Einséitze.
Dabei erwiesen sich die Polycarbonat-Membranen mit einer etwa doppelt so hohen
Durchlassigkeit der Selenspezies gegeniiber den Polyethylenterephthalat-Membranen als
besser geeignet. Durch die Verwendung der Ussing-Kammer-Technik war eine
kontinuierliche Messung des transepithelialen elektrischen Widerstandes (TEER) als Maf}
fir die Zellmonolayerintegritit moglich. Weiterhin war eine Durchmischung beider
Kammerhilften wihrend des gesamten Versuches durch die Begasung mit Carbogen
gegeben.

Die Transportexperimente umfassten die Applikation von Einzelspeziesstandards und
Selenspeziesmischungen in den Konzentrationsstufen 100 und 400 ug L je Spezies. Es
konnte bei allen durchgefiihrten Versuchsreihen nach 120 min kein messbarer Selenit-
Transport von der apikalen zur serosalen Seite festgestellt werden. Auf Grundlage der
Einzelversuche ist eine Unterscheidung zwischen den beiden organischen Spezies und
Selenat moglich, wobei letztgenannte Spezies signifikant schlechter transportiert wird.
Dariiber hinaus wird der Transport von MeSEC und SeMet durch die Caco-2-
Zellmonolayer mit zunehmender Spezieskonzentration beeintridchtigt. Die Applikation von
Selenspeziesmischungen fiihrt zu einem verdnderten Transportverhalten der untersuchten
Verbindungen im Vergleich zu den Einzelapplikationen. Die Transportrate von SeMet
verringerte sich in Gegenwart der anderen Spezies um 28 % (Versuch mit 100 ug L) bzw.

um 22 % (Versuch mit 400 ug L™). Ein dhnlicher, aber weniger stark ausgepriigter Verlauf
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wurde fiir MeSEC erhalten. Das Transportverhalten von Selenat unterscheidet sich deutlich
von den organischen Spezies, da die Mischungsversuche mit 100 ug L' je Spezies zu
einem Anstieg der Transportrate um 34 % fiihrten. Die Einordnung der fiir Selenat, SeMet
und MeSEC berechneten P,,, deutet auf ein hohes Absorptionspotenzial im Bereich von
70-100 % hin. Eine Speziesabhidngigkeit wird ebenfalls fiir die Akkumulation der vier
untersuchten Selenverbindungen durch die Caco-2-Zellen beobachtet. Dabei werden die
Spezies in der Reihenfolge SeMet > MeSEC > Selenit > Selenat unterschiedlich stark
aufgenommen. Durch die Akkumulationsversuche konnte ein geringer Selenit-Transport
festgestellt werden.

Auf der Grundlage des erstellten 2*-Faktorenplans konnten mit Hilfe der
Regressionsanalyse Haupteffekte (HE) und Wechselwirkungseffekte (WE) bestimmt
werden. Die grofften HE sind dabei durch die betrachtete Spezies selbst begriindet und
fiihrten, wie erwartet, bei einer Konzentrationserhohung auf der mukosalen Seite auch zu
einer Konzentrationserhohung auf der serosalen Seite. Weiterhin beeinflussen sich die
beiden organischen Formen MeSEC und SeMet gegenseitig, aber gegensitzlich. So wirkt
SeMet negativ auf den MeSEC-Transport und MeSEC positiv auf den SeMet-Transport.
Das Selenit beeintrachtigt nur den Transport der beiden organischen Spezies, aber nicht
den des Selenats. Die beiden organischen Verbindungen sind durch eine Vielzahl von
signifikanten WE gekennzeichnet. Der Transport von MeSEC und SeMet wird somit sehr
stark von den entsprechenden drei anderen Selenspezies beeinflusst. Das
Transportverhalten von Selenat ist hingegen nur durch einen signifikanten HE und WE
gekennzeichnet. Somit hat das Vorhandensein der anderen Selenspezies kaum
Auswirkungen auf den Transport von Selenat.

Es wurden Vorhersagemodelle berechnet, mit denen die serosalen Selenspezies-
konzentrationen bestimmt werden konnen. Dabei zeigte sich die Regressionsanalyse unter
Beriicksichtigung von WE als das am besten geeignete Modell gegeniiber der MLR, PLS
und ANN. Die relativen RMSEP-Werte, als Mall zukiinftiger Prognosen, liegen fiir
MeSEC bei 6,4 %, fiir Selenat bei 5,6 % und fiir SeMet bei 6,0 %. Die Anwendung des
kiinstlichen neuronalen Netzes MLP 4:4-11-11-3:3 fiihrte ebenfalls zu guten Ergebnissen.
Die Experimente zum Transportverhalten der Spezies mit Einzelspeziesstandards und
Selenspeziesmischungen lieferten eine erste Aussage iiber die gegenseitige Beeinflussung
der vier untersuchten Selenspezies. Durch die Auswertung eines vollstindigen
2*-Faktorenplans konnten diese Wechselwirkungen bestitigt und auch spezifiziert werden.

Zukiinftige Untersuchungen, die sich mit dem Transport bzw. der Bioverfiigbarkeit von
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Selenspezies beschiftigen, sollten mogliche Wechselwirkungseffekte der Spezies

untereinander berticksichtigen.
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Anhang

Anhang 2

Durchlissigkeit der Polycarbonat-Membran ohne Zellmonolayer
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Abbildung A.1: Durchlassigkeit der Polycarbonat-Membran ohne Zellmonolayer bei einer Konzentration von

100 (A) und 250 pg L™ (B) je Selenspezies in der mukosalen Seite
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Anhang 3

Zeitlicher Verlauf des Gewebewiderstandes R; der Mediumkontrolle fiir Kammer 1 und 2
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Abbildung A.2: Zeitlicher Verlauf des Gewebewiderstandes R; wahrend der Ussing-Kammer-Versuche der

Mediumkontrolle (Beispiel)
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Anhang 4

Zeitlicher Verlauf der Selenspezieskonzentrationen in den mukosalen Kammerhilften

105 - 105 -
Selenat ¢ MeSEC
- 100 ¢ - 100 ¢° b
o o
[oT]
& o ¢
£ 95 - b < 95 - C
c c
o K=
% I b = c
£ S
£ 90 - T b 290 - }
2 | : g
- c
£ L g
X g5 ¥ g5 |
80 : : — A 80 . : — B
0 40 80 120 0 40 80 120
Zeit in min Zeit in min

N
o
o
o
—
Q

400 a
Selenat 3 b ¢ MeSEC
- -
— 390 1 1 390 A {
[oT)
E E g
£ 380 - £ 380 A
c c
2 9
=) =)
% 370 A b ® 370 -
= T =
5 5
g 360 - 1 . g 360 -
~ - c ~
350 - ? - 350 -
4
340 . r —C 340 . r —D
0 40 80 120 0 40 80 120
Zeit in min Zeit in min

Abbildung A.3: Zeitlicher Verlauf der Selenspezieskonzentrationen in den mukosalen Kammerhalften.
Messergebnisse in pg L™ von Selenat (A) und MeSEC (B) flr die Versuche mit einer Anfangskonzentration
von 100 pg L™ sowie von Selenat (C) und MeSEC (D) fiur die Versuche mit einer Anfangskonzentration von
400 pg L. Die Messwerte sind als MW *s angegeben (n = 3). Mittelwerte, die nicht mit dem gleichen
Buchstaben gekennzeichnet sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (a = 0,05, einfache ANOVA

und Tukey’s Post-hoc-Test)
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Anhang 5

Einzelmesswerte der ersten Probennahme (serosale Seite)

Versuchsnr.  MeSEC Selenat SeMet Versuchsnr. MeSEC Selenat SeMet
ugL! ugL'! pgL! ugL! ugL! ugL!
1-1 2,93 2,94 2,25 9-1 2,23 2,42 6,44
1-2 2,82 2,70 2,02 9-2 2,13 2,35 5,60
1-3 3,29 2,74 2,12 9-3 2,27 2,27 5,14
2-1 2,19 2,53 2,53 10-1 1,96 2,54 6,29
2-2 2,43 2,87 2,92 10-2 2,48 2,92 7,23
2-3 2,78 3,13 3,17 10-3 2,27 2,82 6,92
3-1 6,42 2,45 1,26 11-1 11,6 2,35 12,4
3-2 6,16 2,48 0,75 11-2 12,3 2,71 12,4
3-3 5,83 2,38 0,78 11-3 12,4 2,82 13,9
4-1 12,0 2,94 3,25 12-1 7,18 2,69 6,22
4-2 12,7 2,76 3,21 12-2 9,18 2,55 5,40
4-3 11,9 2,56 2,91 12-3 6,97 2,47 6,68
5-1 2,03 8,73 2,40 13-1 2,55 8,81 8,27
5-2 2,44 10,4 2,28 13-2 1,84 8,92 8,08
5-3 2,41 10,1 3,03 13-3 2,29 8,97 7,90
6-1 2,18 8,64 1,94 14-1 1,76 9,43 6,25
6-2 2,49 10,0 2,21 14-2 1,29 9,02 5,15
6-3 2,30 9,65 2,27 14-3 1,83 9,84 6,45
7-1 12,2 9,06 2,73 15-1 8,06 10,1 8,32
7-2 14,5 10,1 3,23 15-2 7,34 10,1 7,90
7-3 13,9 10,3 3,43 15-3 7,03 9,22 6,85
8-1 8,9 10,1 2,59 16-1 8,57 9,39 7,42
8-2 7,64 9,62 2,55 16-2 7,60 10,1 7,38
8-3 7,95 9,42 2,50 16-3 7,89 9,94 6,78
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Anhang 6

Einzelmesswerte der zweiten Probennahme (serosale Seite)

Versuchsnr.  MeSEC Selenat SeMet Versuchsnr.  MeSEC Selenat SeMet
ugL! ugL! ugL! ugL! ugL! ugL!
1-1 5,59 5,63 4,49 9-1 4,59 4,86 13,6
1-2 5,38 5,66 4,78 9-2 4,47 5,06 13,6
1-3 5,17 5,38 4,29 9-3 4,26 4,38 11,9
2-1 5,31 4,89 5,62 10-1 4,11 491 14,3
2-2 5,93 5,21 5,87 10-2 4,52 5,48 15,1
2-3 6,48 5,33 6,03 10-3 4,44 5,56 14,7
3-1 14,4 4,43 3,21 11-1 26,7 4,92 26,3
3-2 13,8 4,61 3,00 11-2 26,9 6,08 26,3
3-3 12,7 4,39 2,69 11-3 25,8 4,70 27,6
4-1 24.8 4,48 5,91 12-1 15,1 5,64 14,2
4-2 26,7 4,79 6,33 12-2 12,4 5,12 11,8
4-3 25,1 4,85 6,29 12-3 15,3 5,27 14,3
5-1 4,67 17,6 3,90 13-1 5,56 17,1 16,5
5-2 4,92 20,1 4,86 13-2 3,67 15,9 16,0
5-3 5,01 20,5 5,42 13-3 4,95 17,2 15,5
6-1 4,70 16,1 4,51 14-1 3,63 18,0 13,5
6-2 5,25 18,4 4,79 14-2 3,69 18,4 12,1
6-3 5,30 17,6 5,06 14-3 3,61 19,1 14,0
7-1 28,2 17,8 6,43 15-1 17,8 19,8 16,8
7-2 31,7 19,5 7,47 15-2 15,8 18,6 15,2
7-3 31,9 19,5 7,73 15-3 15,1 17,5 16,5
8-1 20,4 19,6 5,36 16-1 17,5 19,3 16,5
8-2 17,5 18,0 4,00 16-2 16,5 18,4 14,5
8-3 17,1 18,6 3,86 16-3 17,5 18,5 15,3
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Anhang 7

Einzelmesswerte der dritten Probennahme (serosale Seite)

Versuchsnr. MeSEC Selenat SeMet Versuchsnr. MeSEC Selenat SeMet
pgL! pgL! pgL! ugL'! pgL! pgL!
1-1 7,65 8,11 6,35 9-1 6,47 6,43 20,7
1-2 7,62 7,85 6,65 9-2 5,72 6,34 20,0
1-3 7,74 7,70 6,58 9-3 6,00 6,05 19,3
2-1 8,63 6,54 7,52 10-1 6,35 6,64 21,0
2-2 8,46 6,93 7,19 10-2 6,96 7,77 23,3
2-3 9,70 6,91 8,11 10-3 6,81 7,83 22,4
3-1 22,5 6,93 5,09 11-1 36,0 6,37 36,1
3-2 20,5 6,24 4,19 11-2 38,2 6,98 38,7
3-3 19,1 6,11 3,93 11-3 35,3 6,49 344
4-1 34,7 5,40 8,11 12-1 229 7,47 20,3
4-2 37,5 6,75 8,49 12-2 19,4 6,87 17,6
4-3 34,7 6,31 9,02 12-3 24,0 7,59 19,8
5-1 7,41 243 6,41 13-1 7,94 22,8 23,9
5-2 8,05 27,6 6,56 13-2 5,09 20,8 23,2
5-3 7,64 28,1 8,17 13-3 7,75 23,5 22,5
6-1 6,94 22,5 7,34 14-1 5,82 24,7 22,7
6-2 8,23 26,5 6,86 14-2 5,14 24,3 19,6
6-3 8,04 24,6 6,77 14-3 5,71 26,3 21,3
7-1 41,4 25,7 9,27 15-1 26,4 27,4 24,7
7-2 45,0 26,2 10,4 15-2 23,8 24,9 23,0
7-3 45,0 26,9 10,3 15-3 21,9 23,8 21,3
8-1 29,2 26,6 8,20 16-1 24,2 25,5 22,7
8-2 25,1 234 5,93 16-2 23,6 25,0 21,3
8-3 26,2 24,5 5,72 16-3 25,6 26,0 23,7
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Anhang 8

Einzelwerte der berechneten Permeabilitétskoeffizienten P,

Versuchsnr.  MeSEC Selenat SeMet Versuchsnr.  MeSEC Selenat SeMet
10°cms’  10°cms’  10°cms™ 10°cms’  10°cms’ 10°cms
1-1 47,62 50,26 39,57 9-1 40,50 40,45 32,19
1-2 47,29 49,28 42,26 9-2 36,25 40,45 31,67
1-3 46,72 47,89 40,74 9-3 37,16 37,68 30,04
2-1 53,94 40,89 47,71 10-1 39,47 41,50 32,99
2-2 53,71 43,05 45,59 10-2 42,65 48,14 36,12
2-3 60,99 42,63 50,59 10-3 42,04 48,78 34,88
3-1 35,04 42,35 32,06 11-1 57,19 40,32 56,77
3-2 32,20 38,76 27,57 11-2 60,10 45,20 60,51
33 29,79 37,85 25,49 11-3 55,46 39,72 54,41
4-1 54,30 33,03 50,22 12-1 35,66 47,17 32,03
4-2 58,83 41,46 53,15 12-2 28,48 43,09 27,52
4-3 54,56 39,48 56,60 12-3 37,31 47,56 31,24
5-1 46,27 38,08 38,58 13-1 49,91 35,66 37,13
5-2 49,54 42,99 41,39 13-2 49,06 32,29 36,02
5-3 47,46 44,03 50,02 13-3 48,20 36,55 34,90
6-1 43,39 34,90 45,72 14-1 35,97 38,47 35,10
6-2 51,06 40,93 43,04 14-2 33,16 38,22 30,58
6-3 50,45 38,05 42,99 14-3 35,17 40,97 33,26
7-1 65,27 39,93 58,62 15-1 41,40 42,78 38,44
7-2 70,78 40,94 65,76 15-2 37,21 38,72 35,54
7-3 71,07 41,85 65,28 15-3 34,37 36,98 34,17
8-1 46,12 41,56 35,14 16-1 37,92 40,20 35,86
8-2 39,59 36,52 35,81 16-2 37,04 38,84 32,99
8-3 40,74 38,49 34,46 16-3 40,22 40,24 37,00
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