Aus dem Institut fir Experimentelle Endokrinologie
der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Zur Bestimmung von Selen aus Trockenblut und zum
Zusammenhang von Selenstatus und Wachstumsregulation bei
Kindern

zur Erlangung des akademischen Grades
Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat
Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Sarah Blasig

aus Ludwigsfelde

Datum der Promotion: 05.06.2016






Inhaltsverzeichnis

L ADSTIAKL oo 6
2 EINIEITUNG ettt 9
2.1 SIBIN e 9
2.1.1 Physiologische Funktion und Erkrankungen ............cccccovvviiiiinieieiieeeeiiiinnn, 9
2.1.2  Selenversorgung UNd TOXIZITAL..........ccoeeeeeeeeeeeee e 11
2.1.3 Selen und NEUQEDOIENE ..o 13
2.1.4  Selen und SchilddrlSe .........cooviiiiiiiiiiie e 14
2.1.5  Selen und WachStUm .........coooiiiiiiiiii e 16

2.2 KU O e 18
2.2.1 Physiologische Funktion und Erkrankungen ............ccccoeeieee, 18
2.2.2  Kupferversorgung und TOXIZITAL ..........cooeeieiiieeeieeeee e 19
2.2.3  Kupfer und SchilddrliSe..........cooooiiiiiiii 20
2.2.4  Kupfer und WachsStum ... 20

RS B B [ T=To I =1 (oo o IS o[ K3 (B 1235 TR 21
2.3.1 Neugeborenen-SCreeNiNg............uuiiiieeeeiiiiiiiie e 21
2.3.2  Weitere Anwendungsmaglichkeiten von DBS............cccccoviiiiiiiieieieeeiiin, 22

2.4  Total-Reflektions-Réntgenfluoreszenz (TXRF)-AnalytiK ...........cccooeeeeiiiiiiinnnnnnn. 22
2.5  Zielsetzung der ArbDEiIt..........coii i iiiiieie e 23

3 Material UNd MethOTEN .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nanennnnne 25
3.1  Gerate und ChemiKaliEn..........coooiiiiiiiiiie e 25
3.2 Untersuchung von Kindern mit konnataler Hypothyreose und mit Kleinwuchs .25
3.2.1  Probanden und Material............ccoouiieiiiiiiiiiiiie e 25
3.2.2 Methode und Probenvorbereitung.............cceeeiiieeiiiiiiiiiii e 26

3.3 DBS-UNersuUChUNG..........uuuiiiiiiceceeeeec e e e 27
3.3.1 Probanden und Material............ccoooviiiiiiiiiiii e 27
3.3.2 Methode und Probenvorbereitung..........ccoooooiiiiiiii e, 28

3.4 Datenauswertung Und StatiStiK.............ooieiiiiiiiiii e 29

4 Entwicklung der Methode zur Selenbestimmung aus DBS..............cceeivieeenn. 30
2 R o 1 1] o= [T o U | T 30
4.1.1 Wahl der verwendeten LOsemittel............cccoeveieiiiiiiiiiiii e 30
4.1.2 Verwendetes Probematerial und Volumen der Losungsmittel ................... 31

4.2 EIQEDNISSE ..o 32
4.2.1 Losungsmittel zur Probenaufbereitung ...........ocoovviiiiiiiiiii i 32



4.2.2 Optimierungsversuche der HCI-basierten Methode ...........ccooooeevvvvvivinnnnnn. 36

4.3 Validierung der HCI-basierten Methode...............ccccoiiiiiiiiiiiiiicie e, 38
4.4 Zusammenfassung der Arbeitsschritte der HCl-basierten Methode................. 41
5 Ergebnisse der Untersuchung von Kinder und Adoleszenten mit konnataler
Hypothyreose und KIINWUCKS ..........uiiiiiiiiiiiiiiiiiii 42
5.1 Untersuchung der Gruppe mit konnataler Hypothyreose...............ccccccvvvvnnnnnes 43
5.1.1 Aufféalligkeiten der Spurenelemente und Schilddriisenhormone................. 45
5.1.2 Unterschiede zwischen den Geschlechtern und verschiedenen
ARBISOIUPPEIN ..ottt 48
5.1.3 Zusammenhéange von Spurenelementen und Schilddrisenhormonen...... 49
5.1.4 Zusammenhange von Spurenelementen und Schilddriisenhormonen in den
verschiedenen AEISOrUPPEN........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 51
5.2  Untersuchung der Gruppe mit KIBINWUCNS .............uumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 52
5.2.1 Aufféalligkeiten der Spurenelemente und des IGF-1-Spiegels.................... 53
5.2.2 Unterschiede zwischen den verschiedenen Altersgruppen und
(TS od o] =Tl (T o o SRR 55
5.2.3 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den
SchilddrisennorMONEN .........ooeiiiiiiee e e e e eeeeaes 57
5.2.4 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den
Schilddriisenhormonen in den verschiedenen Altersgruppen ..........cccceeeeeeeeeeeennnns 59
5.2.5 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den
Schilddriisenhormonen getrennt nach Geschlechtern..............cccccvviiiiiiiieiiieeenn, 60
G B TS U =1 o ] o P 61
6.1 Untersuchung der Kinder mit konnataler Hypothyreose und Kleinwuchs ........ 61
6.1.1 Se, Cu, Cu/Se-Quotient und die Schilddriisenhormonachse .................... 61
6.1.2 Se, Cu, Cu/Se-Quotient und die Wachstumshormonachse....................... 66
6.1.3  Limitation der UntersuChUNgen ..........ccooooeiiiiiiiiiiiiii e, 68
6.1.4 Spurenelementversorgung der padiatrischen Patienten ........................... 68
6.1.5 Selensupplementation............uiiiiiiiiiiii e 70
6.2 Selenbestimmung ausS DBS ... 71
T ZUSAMMENTASSUNG .. cciiiiiii e e e e e e e e aa s 75
8  LITeratuUrVerZEICHNIS ..o 79
9 Eidesstattliche VersiCherung ... 85
10 LebeNSIAUT ... 86
0T I 7=V €S- Vo LU 1 o PR 87



Abkiirzungsverzeichnis

cGPx
Cu
DBS
DIO

Fe

fT4

GH
GPx
HCI
HNO3
H20
H20:2
IGFBP-3
IGF-1
ICC

n

NICC
pGPx
PHGPx
rpm
rT3

Se
SePP
TPO
TSH
TXRF
TXNRD
T3

T4

Zn

zytosolische Glutathion Peroxidase(n)

Kupfer

Dried Blood Spots/ getrockneter Blutstropfen
lod-Thyronin-Deiodase(n)

Eisen

freies Tetraiodthyronin, Thyroxin

growth hormone/ Wachstumshormon, Somatotropin
Glutathion Peroxidase(n)

Salzsaure

Salpetersaure

Wasser

Wasserstoffperoxid

IGF-bindendes Protein 3

insulin-like growth factor 1, Somatomedin C
Indian Childhood Cirrhosis

Stichprobenanzahl

Non-Indian Childhood Cirrhosis

Plasma Glutathion Peroxidase(n)

Phospholipid Hydroperoxid Glutathion Peroxidase(n)
revolutions per minute/ Umdrehungen pro Minute
reverses Triiodthyronin

Selen

Selenoprotein P

Thyreoperoxidase

Thyroideastimulierendes Hormon, Thyrotropin
Total-Reflektions-Rontgenfluoreszenz
Thioredoxin Reduktase(n)

Triiodthyronin

Tetraiodthyronin, Thyroxin

Zink



1 Abstrakt

Einleitung: Die essentiellen Spurenelemente Selen (Se) und Kupfer (Cu) haben Einfluss
auf die Schilddrisen- und Wachstumshormonachse und damit auf Reifungs- und
Wachstumsprozesse des menschlichen Korpers. Doch Uber die Frage, ob tatséachlich
ein direkter Zusammenhang von Selen- bzw. Kupferstatus und dem Spiegel von
Schilddrisenhormonen und Wachstumsfaktoren besteht, herrscht Uneinigkeit. Daher
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Serumkonzentrationen von Se und Cu mit der
Schilddrisenhormon- und Wachstumsachse korrelieren.

Dartber hinaus scheint Selen eine Rolle bei verschiedenen Erkrankungen der
Neugeborenenperiode wie der neonatalen Sepsis und der bronchopulmonalen
Dysplasie zu spielen. Bislang wurde bei der Bestimmung des Selenstatus bei
Neugeborenen haufig auf Nabelschnurblut zurtickgegriffen, welches madglicherweise
nicht exakt den kindlichen Status widerspiegelt. Venose Blutenthahmen werden bei
Kindern aufgrund der Schmerzhaftigkeit der Prozedur mdglichst vermieden. Dagegen
bietet das Aufbringen von Blut auf Filterpapierkarten die Mdoglichkeit der wenig
invasiven Probengewinnung. Daher wurde eine neue Methode zur Bestimmung des
Selenspiegels bei Neugeborenen aus Trockenblut (Dried Blood Spots, DBS) entwickelt,
welche unter anderem fir das Neugeborenen-Screening auf Anwendung getestet
werden soll.

Methodik: Untersuchung der Selen- und Kupferspiegel im Serum von zwei
padiatrischen Patientenkohorten (84 Kinder mit konnataler Hypothyreose und 66
kleinwichsige Kinder im Alter von 3 bis 17 Jahren) mittels Total-Reflektions-
Rontgenfluoreszenzanalyse (TXRF). Die Zusammenhange von Spurenelementen und
den Schilddrisenhormonen TSH, T4, fT4, T3 sowie dem Wachstumsfaktor IGF-1
wurden mittels Pearson-Korrelation ermittelt.

Zur Entwicklung der Methode Selenbestimmung aus DBS wurden korrespondierende
Serumproben mit DBS-Proben von insgesamt 10 erwachsenen freiwilligen Probanden
verglichen und verschiedene Parameter der DBS-Aufbereitung fur die
Spurenelementanalyse optimiert.

Ergebnisse: Bei Kindern und Adoleszenten mit konnataler Hypothyreose bestand eine
hochsignifikante positive Verbindung von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten mit der
Schilddrisenhormonachse in Form von T3 und T4 (p < 0,01). Bei Kindern mit

Kleinwuchs zeigte sich dieser Zusammenhang nicht. Allerdings war hier eine



hochsignifikante inverse Verbindung von Se mit dem Wachstumsfaktor IGF-1 zu
verzeichnen (p < 0,01). Es konnte eine geeignete Methode entwickelt werden, um eine
Selenmessung mittels TXRF-Analyse aus DBS vorzunehmen, die &quivalent zur
Serummessung ist. Die Selenmessungen aus DBS wichen um weniger als 10% von
den Serumproben ab, wenn die Probenextraktion aus den DBS mittels einer neu
entwickelten HCI- basierten Methode erfolgte.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen zu einem besseren
Verstandnis der Interaktion von Spurenelementen mit der Schilddrisen- und
Wachstumshormonachse bei. Auf3erdem wurde die Moglichkeit geschaffen eine wenig
invasive Bestimmung des Selenstatus aus kleinen, gut lagerbaren Trockenblutproben
vorzunehmen. Weitere Untersuchungen in gréReren Gruppen und mit anderen
klinischen Fragestellungen sind notwendig, um das volle Potential dieser Methode

auszuschopfen.

Introduction: The essential trace elements selenium and copper affect the thyroid and
growth hormone axis with effects on maturation and growth processes of the human
body. However it is controversially discussed whether there is a direct link between the
selenium or copper status and the levels of thyroid hormones and growth factors.
Therefore, this work investigated whether the serum concentrations correlate.

In addition, selenium may have an effect on various diseases of the newborn period
such as sepsis and bronchopulmonary dysplasia. So far umbilical cord blood was often
used to determine the selenium status in newborns. This may not accurately reflect the
child's status. Because of the painful procedure venous blood collection should be
avoided in children where possible. In contrast application of blood on filter paper cards
is less invasive. Therefore, a new method for determination of selenium levels in
newborns from dried blood spots (DBS) was developed. This method was tested to be
utilized within the newborn screening.

Methods: Study of selenium- and copper levels in serum of two pediatric patient cohorts
(84 children with congenital hypothyroidism and 66 children with dwarfism from 3 to 17
years) using total reflection X-ray fluorescence spectroscopy (TXRF).

Interactions between trace elements and the thyroid hormones TSH, T4, fT4, T3 and

the growth factor IGF-1 were determined by Pearson correlation.



To develop the method of selenium measurement from DBS, corresponding serum
samples were compared with DBS samples from 10 adult volunteers. Various
parameters of DBS treatment for trace element analysis were optimized.

Results: Children and adolescents with congenital hypothyroidism showed a highly
significant positive correlation between copper or copper/selenium ratio with the thyroid
hormone axis (T3 and T4, p < 0.01). In children with dwarfism a highly significant
inverse correlation between selenium and IGF-1 was demonstrated (p < 0.01).

An accurate method was established to measure selenium using TXRF analysis of
DBS, which is equivalent to serum measurements. Measurement of selenium from DBS
deviated by less than 10% from serum using the newly developed HCl-based extraction
method.

Conclusion: The results of this study contribute to a better understanding of the
interaction of trace elements with the thyroid and growth hormone axis. In addition, a
less invasive method of measuring selenium levels was developed based on small and
well storable DBS samples.

Further investigations in larger groups and with other clinical issues are necessary in

order to elucidate the full potential of the novel method.



2 Einleitung

In der vorliegenden Arbeit wird der Zusammenhang zwischen den essentiellen
Spurenelementen Selen und Kupfer und der Schilddrusen- und
Wachstumshormonachse bei Kindern und Adoleszenten betrachtet. Zu diesem Zweck
erfolgte eine Blutuntersuchung bei Kindern mit angeborener Hypothyreose sowie bei
Kindern, bei denen ein Kleinwuchs besteht.

DarUber hinaus wurde eine neue Methode zur Bestimmung des Selenspiegels bei
Neugeborenen aus Trockenblut etabliert. Diese Methode kann unter anderem beim
Neugeborenen-Screening zum Einsatz kommen.

Es handelt sich um eine experimentell-wissenschaftliche Dissertation, die im Zeitraum
von April 2011 bis Oktober 2015 am Institut fir Experimentelle Endokrinologie in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie der

Charité - Universitatsmedizin Berlin am Campus Virchow Klinikum erstellt wurde.

2.1 Selen

2.1.1 Physiologische Funktion und Erkrankungen

Die Entdeckung von Se erfolgte im Jahre 1817 durch den schwedischen Chemiker Jons
Jakob Berzelius. Aufgrund seines silbrigen Glanzes benannte er es nach der
griechischen Mondgoéttin ,Selene® (1). Lange Zeit ist das Element, welches zu der
Gruppe der Chalkogene gehort, in seiner medizinischen Bedeutung unterschatzt
worden. Erst im Jahre 1957 entdeckte das Forscherteam um Schwarz und Foltz die
essentielle Bedeutung dieses Elements fur den menschlichen Kérper (1). Se kommt im
Korper in Form zahlreicher niedermolekularer Substanzen und den Aminosauren
Selenomethionin und Selenocystein vor. Bisher sind ca. 35-50 Selenocystein-haltige
Selenoproteine bekannt, die von 25 unterschiedlichen Genen im Menschen codiert
werden (2). Fur drei Selenoproteinfamilien - die Glutathion Peroxidasen (GPx), lod-
Thyronin Deiodasen (DIO) und Thioredoxin Reduktasen (TXNRD) - ist die Funktion im
menschlichen Korper recht gut erforscht. Die GPx verfugen uber eine antioxidative
Wirkung, mit der sie die Zellen vor freien Radikalen und reaktiven Sauerstoffspezies
schutzen. Dies geschieht indem sie Peroxide mit Hilfe von Glutathion reduzieren. Die
DIO spielen eine grof3e Rolle im Schilddrisenhormonmetabolismus. So katalysiert die

5'-lod-Thyronin Deiodase Typ 2 (DIO2) die Umwandlung des Schilddrisenhormons



Thyroxins (T4) in die biologisch aktive Form Triiodthyronin (T3). Die Deiodase Typ 3
(DIO3) katalysiert die Inaktivierung von T4 und T3, wahrend die Deiodase Typ 1 (DIO1)
beide Reaktionen, also eine Aktivierung oder eine Inaktivierung von
Schilddriisenhormonen, katalysieren kann (3). Die TXNRD sind wie die GPX essentiell
fur das Redoxsystem der Zellen. Dadurch haben sie Einfluss auf zahlreiche zellulare
Signal- und Stoffwechselwege, unter anderem die DNA-Synthese (4).

Das essentielle Spurenelement Se besitzt nicht nur zahlreiche metabolische Funktionen
im Korper von Saugetieren, ihm wird auch grofRe Bedeutung in der Pravention von
Krebserkrankungen zugeschrieben (5). Ferner geht man davon aus, dass Se eine
kardioprotektive Wirkung und einen positiven Effekt bei einer diabetischen
Stoffwechsellage hat (5).

Es wird angenommen, dass Se auch eine wichtige Rolle bei der Behandlung von
Sepsis spielt. Eine Metaanalyse von Heyland aus dem Jahr 2007 zeigt eine signifikante
Letalitatsreduktion bei Behandlung mit Se (6). Auf der genannten Analyse beruht eine
Empfehlung der Deutschen Sepsis-Gesellschaft e.V. (DSG) und der Deutschen
Interdisziplinaren Vereinigung fur Intensiv- und Notfallmedizin (DIVI). Laut der aktuellen
Leitlinie zur Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis von 2011 kann
hochdosiertes Se als adjuvante Therapie bei Patienten mit schwerer Sepsis oder
septischem Schock bei Erwachsenen erwogen werden (Evidenzgrad la) (7). Der
genaue Wirkungsmechanismus von Se bei der Therapie von Sepsis ist jedoch noch
weitgehend unbekannt. Diskutiert wird in diesem Kontext, dass Se die Aktivitat
verschiedener Selenoenzyme wie GPx und TXNRD erhoht. Dadurch ist eine
Aufrechterhaltung des Redoxsystems mdoglich, welches fir die Funktion
immunkompetenter Zellen von entscheidender Bedeutung ist (8).

Jedoch existiert auch eine neuere Studie, die eine Mortalitatsreduktion durch Se wieder
in Frage stellt, sodass noch weitere grof3e randomisierte multizentrische Studien
durchgefuhrt werden missen, um eine endgiltige Klarung zu erreichen (7).
Entsprechend hat das Kompetenznetz Sepsis (9) eine solche multizentrische
plazebokontrollierte Studie gestartet (SISPCT, ClinicalTrials.gov NCT00832039).

Ein Selenmangel tritt besonders bei parenteral erndahrten Patienten, Dialysepatienten,
aber auch bei Vegetariern auf (10). Dieser Mangel bleibt aber h&ufig subklinisch, da die
Selenverteilung im Korper hierarchisch erfolgt und lebenswichtige Organe somit

bevorzugt Se erhalten (11). Demgegenuber gibt es nur wenige selenspezifische
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Mangelerkrankungen. Diese kommen nur in Regionen mit extrem selenunterversorgter
Bevolkerung, wie etwa in landlichen Bergregionen Asiens oder Zentralafrikas vor.
Wobei haufig nicht der Selenmangel allein zu einem Auftreten der Krankheit fihrt,
sondern auch bestimmte Cofaktoren fir einen Ausbruch von endemischen
Erkrankungen mitverantwortlich zu sein scheinen (3). So tritt in China und Ostsibirien
die endemische Keshan-Krankheit auf. Hierbei handelt es sich um eine juvenile
Kardiomyopathie, die vor allem Kinder zwischen 2 und 10 Jahren betrifft (12). Eine
zusatzliche Coxsackie-Infektion scheint als Cofaktor zu wirken (13). Ebenfalls in China
und auch im Gebiet der ehemaligen Sowjetunion tritt eine Selenmangelerkrankung
namens Kashin-Beck-Krankheit auf; eine Form von Osteoarthritis, bei der ein oxidativer
Knorpelschaden zu einer Knochenfehlstellung fuhrt. Wiederum sind insbesondere
Kinder betroffen, hier vor allem im Alter von 3 bis 13 Jahren (12). Auch hier werden
Cofaktoren wie beispielsweise Mykotoxine diskutiert (3). In Regionen mit schwerem
lodmangel werden zwei Arten von endemischem Kretinismus gefunden. Der
endemische myxddemattse Kretinismus, welcher gekennzeichnet ist durch
Hypothyreose, Wachstumsretardierung und eine gestorte geistige Entwicklung, sowie
der endemische neurologische Kretinismus. Fur die Pathogenese der myxddematbsen
Form scheint eine Kombination von lod- und Selenmangel verantwortlich zu sein, wie

Untersuchungen in Zentralafrika gezeigt haben (14).

2.1.2 Selenversorgung und Toxizitat

Deutschland gehort zu den Landern der Welt mit relativ selenarmen Boden. Hier
produziertes Getreide enthalt somit fast kein Se und tragt mit nur 5% zur gesamten
Selenaufnahme durch die Nahrung bei. Einen Grof3teil des Se (85%) nehmen die
Deutschen durch Fleischverzehr auf, da eine Selenanreicherung der Futtermittel von
Tieren gesetzlich vorgeschrieben ist (5).

Laut Bundesumweltamt nehmen Erwachsene pro Tag im Mittel 0,67 pg Se/kg
Korpergewicht auf. So ergibt sich eine tagliche Selen-Aufnahme beim Mann von
durchschnittlich 47 pg und bei der Frau von 38 pg. Bei jungen Menschen ist die
Aufnahme noch um 8-10 ug/Tag geringer (15). Die deutsche Gesellschaft fir Ernahrung

gibt die in Tabelle 1 aufgefiihrten Empfehlungen fur eine optimale Selenzufuhr (16).
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Tabelle 1. Empfehlungen fir die optimale Selenzufuhr (16)

Alter Selenmenge [ug/Tag]
0 bis unter 4 Monate 5-15

4 bis unter 12 Monate 7-30

1 bis unter 4 Jahre 10-40

4 bis unter 7 Jahre 15-45

7 bis unter 10 Jahre 20-50

10 bis unter 15 Jahre 25-60

>15 Jahre 30-70

Schwangere 30-70

Stillende 30-70

Die Beziehung zwischen Selenaufnahme und Blutkonzentration ist Gber weite Bereiche
relativ linear (5).

Die Referenzwerte fir die Selenkonzentration im Serum sind in Tabelle 2 aufgefihrt
7).

Tabelle 2: Referenzwerte der Selenkonzentration im Serum (17)

Alter Se im Serum [ug/l]
Kleinkinder 58-116
Schulkinder 69-121

Erwachsene 74-139

Der Mittelwert der Selenkonzentration im Serum in Deutschland liegt bei 75 pg/l (5).
Somit liegen die Deutschen eher im unteren Bereich der Selenversorgung und viele
Bundesbirger missen damit als selenunterversorgt eingestuft werden.

Doch eine Substitution mit Se sollte bei leichtem Selenmangel nicht ohne Bedacht
erfolgen, da eine Selenintoxikation schwerwiegende Folgen haben kann. Bei
Uberschreitung der zehnfachen Tagesdosis kann es zu toxischen Symptomen kommen,
die jedoch relativ uneinheitlich sind (18). Bisher wurden beschrieben: knoblauchartiger
Mundgeruch, abdominale Schmerzen, Ubelkeit, Erbrechen, Mudigkeit, Erschépfung,
Kopfschmerzen, Selenrhinitis, Heiserkeit, Hautekzeme, Haarausfall, Onycholysis,
Gewichtsabnahme, vermehrter Speichelfluss, Tachykardie, Hamatemesis, Nekrose von
Leber und Nieren, Hirn- und Lungentédem, Koma bis hin zum Tod (15) (19).
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2.1.3 Selen und Neugeborene

Wie bereits ausgefihrt sind besonders Kinder von Selenmangelerkrankungen betroffen.
Doch auch in der Neugeborenperiode, insbesondere bei Frihgeborenen, scheint Se
eine entscheidende Rolle zu spielen.

Darlow et al. konnten 1995 erstmals zeigen, dass ein niedriger Selenspiegel mit einem
Anstieg von Erkrankungen des Respirationstrakts bei Kindern mit sehr niedrigem
Geburtsgewicht assoziiert ist (20). Dies konnte 2011 durch Mostafa-Gharehbaghi et al.
bestétigt werden. Sie zeigten, dass ein Zusammenhang zwischen bronchopulmonaler
Dysplasie und einem niedrigen Selenstatus besteht (21). Die bronchopulmonale
Dysplasie ist eine chronische Lungenerkrankung des Frih- und Neugeborenen, die
10% der Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g und 20-30% der
Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g betrifft. Als Ursache wird eine langere
Beatmung vermutet. Diese kann insbesondere bei unreifem Lungengewebe durch hohe
Beatmungsdriicke und Sauerstofftoxizitat tGber inflammatorische Prozesse zu einer
Lungenschadigung fuhren. Die Behandlung gestaltet sich schwierig und langwierig,
sodass in schweren Fallen die Letalitat sogar bei Uber 25% liegt (22). Zurzeit ist noch
unklar, ob eine Selensupplementation eine bronchopulmonale Dysplasie verhindern
kann (21). Darlow et al. konnten im Jahre 2000 keine gesundheitliche Besserung bei
untergewichtigen Neugeborenen durch eine Supplementation zeigen (23).

Wie bereits erwahnt spielt Se eine Rolle bei dem Krankheitsbild der Sepsis. Selbst in
den Industriestaaten ist die Inzidenz der Sepsis bei Neugeborenen recht hoch. Es
erkranken etwa 4 von 1000 Lebendgeborenen (24). Allerdings gelten die aktuellen
Leitlinien zur Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der Sepsis nicht fur
neonatale und padiatrische Patienten. Eine separate Leitlinie soll hier erst erarbeitet
werden (25). Somit ist bisher noch unklar, ob auch bei septischen Neugeborenen und
Kindern eine adjuvante Therapie mit Se erwogen werden sollte.

Ferner wird die Bedeutung eines Selenmangels und damit abnehmende GPx-Aktivitat
bei der Ausbildung einer Frilhgeborenen Retinopathie (Retinopathia praematurorum)
diskutiert. Hierbei handelt es sich, genau wie die bronchopulmonale Dysplasie, um eine
durch Sauerstoffradikale verursachte Erkrankung (26) (27). Sie ist die héaufigste
Ursache fur eine Erblindung bei Kindern und ist gekennzeichnet durch eine
fibrovaskulare Proliferation von Netzhautgefal3en (28). Yang et al. wiesen bei Kindern
mit Retinopathia praematurorum einen niedrigeren Selenspiegel als bei gesunden
Kindern nach (27).

13



Da mehrere Studien zeigen, dass die GPx-Aktivitat kein guter Marker fur die
Selenversorgung von Neugeborenen ist (29) (30), ist man auf die direkte Selenmessung
angewiesen. Als Material fir die Bestimmung des Selenstatus bei Neugeborenen
nutzen viele der veroffentlichten Studien Nabelschnurblut (31) (32) (33). Jedoch ist
fraglich, ob die Selenwerte im Nabelschnurblut exakt dem neonatalem Selenspiegel
entsprechen, da Nabelschnurblut immer auch eine gewisse Menge maternalen Bluts
enthalt. Die Selenwerte von neonatalen und Nabelschnurblut korrelieren laut Dison et
al. zwar auf einem hohen Niveau (34), dies impliziert jedoch keine Aquivalenz der
Selenwerte. Nabelschnurblut bietet ferner nur die Mdglichkeit, den Selenstatus am

Geburtstermin zu bestimmen.

2.1.4 Selen und Schilddruse

Fur eine normale kindliche Entwicklung ist eine ausreichende Versorgung mit
Schilddriisenhormonen obligat. Eine konnatale Hypothyreose liegt bei ca. 1 von 3000-
4000 Neugeborenen vor (35). In 80-90% der Falle liegt eine Dysgenesie, also eine
angeborene Entwicklungsstérung der Schilddrise zugrunde. Die haufigste Ursache fur
die erworbene Hypothyreose ist ein lodmangel, der auch schon intrauterin durch eine
Mangelversorgung der Mutter auftreten kann (36). Unbehandelt fuhrt die Hypothyreose
des Neugeborenen zum Vollbild des Kretinismus. Dieses Krankheitsbild ist unter
anderem durch eine schwere mentale Retardierung und eine Wachstumsstérung
gekennzeichnet (37). Durch die Einfihrung des Neugeborenen-Screening sind jedoch
derartig schwere Verlaufe kaum noch nachweisbar. Vielmehr kommt es, bei
rechtzeitigem Beginn einer L-Thyroxin Substitutionstherapie, zu einer nahezu
unauffalligen kognitiven Entwicklung der Kinder mit einer konnatalen Hypothyreose
(38). Allerdings bedurfen diese Patienten, sofern nicht eine transiente Form vorliegt,

einer lebenslangen Substitution mit dem Schilddriisenhormon T4.

Die Untersuchung der Verbindung von Se mit der Schilddrisenhormonachse rickte
Uber die Jahre immer mehr in den Fokus der Wissenschaft. Die Schilddriise gehoért zu
den Organen mit dem hdchsten Selengehalt im Korper (39). Inzwischen konnten
verschiedene Selen-abhangige Enzyme identifiziert werden, die entscheidend fur eine
normale Schilddriisenfunktion sind. DIO sorgen fur eine Aufrechterhaltung des

Schilddriisenmetabolismus, indem sie T4 in das aktive T3 umwandeln bzw. die Wirkung
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der Schilddriisenhormone begrenzen (18) (39). Die DIO1 kommt besonders in Leber,
Niere und der Schilddriise vor (40). Durch Chanoine et al. wurde gezeigt, dass ein
Selenmangel bei Ratten zu einem weitgehenden Verlust der Aktivitdt der DIO1 in der
Leber fuhrt (41). Die zytosolische Glutathion Peroxidase (cGPx) und die Plasma
Glutathion Peroxidase (pGPx) sowie die Phospholipid Hydroperoxide Glutathion
Peroxidase (PHGPXx) schiitzen die Zellen vor oxidativem Stress und freien Radikalen
und somit vor Zellzerstbérung (39). Diese Enzymsysteme scheinen auch bei
Schilddriisenerkrankungen von Bedeutung zu sein. Die Rolle des Selenmangels bei der
Pathogenese des endemischen myxddematosen Kretinismus wurde bereits
angesprochen. Doch auch andere Schilddrisenerkrankungen sollen durch den
Selenstatus beeinflusst werden. Diskutiert wird beispielsweise, ob eine Selengabe
durch die Steigerung der Aktivitat der GPx zu einer Reduzierung des inflammatorischen
Prozesses bei der Autoimmun-Thyroiditis fihren kann (39). Die Mehrzahl der bisher
durchgefiihrten randomisierten prospektiven klinischen Studien erzielen durch eine
Therapie mit 200 ug Se eine Abnahme der Thyreoperoxidase (TPO)-Autoantikorper
(39). In der klinischen Praxis erfolgt so haufig eine Selensubstitution bei Patienten mit
Autoimmunthyreoiditis, nicht zuletzt auch wegen der subjektiven Besserung, die viele
Patienten erfahren (42). Diskutiert wird dartber hinaus der Einfluss von Se bei malignen
Erkrankungen der Schilddriise. So konnten Kato et al. 2013 erstmals zeigen, dass Se in
vitro hemmend auf das Wachstum von Schilddriisenkrebs-Zellen wirkt (43). Es wird
ferner vermutet, dass ein Selenmangel durch eine Abnahme der DIO1-Aktivitat eine
Bedeutung beim low-T3-Syndrom hat. Dieses Syndrom tritt bei Schwerkranken wie zum
Beispiel Polytraumapatienten auf und ist gekennzeichnet durch eine mangelnde
Konversion von T4 zu T3. Dies scheint sich nachteilig auf den eigentlichen
Krankheitsverlauf auszuwirken (44). Berger et al. konnten bei Traumapatienten eine
Korrelation von Se mit dem T3-Spiegel und einer Abnahme der T4-Deiodierung
aufzeigen (45). Schilling et al. sahen diesen Zusammenhang hingegen nicht. Da
groBere randomisierte Studien fehlen, kénnen bisher keine generellen Empfehlungen
zur Selensubstitution beim low-T3-Syndrom gegeben werden (44).

Wie bereits erwahnt bedarf eine konnatale Hypothyreose einer Substitution mit T4,
welches durch die DIO2 in T3 umgewandelt wird. Chanoine et al. zeigten, dass Kinder
mit konnataler Hypothyreose im Vergleich zu euthyreoten Kindern einen hoheren
T4/T3-Quotienten aufweisen. Sie vermuteten, dass ein Selenmangel Uber eine

verminderte Aktivitat der DIO1 zu dieser verminderten Deiodierung von T4 fuhrt (40), da
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sie solch einen Zusammenhang bereits bei Ratten zeigen konnten (41). Allerdings
fuhrte eine Selensubstitution bei den untersuchten Kindern nicht zu einer Veranderung
des Schilddrisenhormonstatus (40). Hingegen konnte bei Patienten mit
Phenylketonurie beobachtet werden, dass eine Selensupplementation zu einem Anstieg
von T4, freiem T4 (fT4) und reversem T3 (rT3) fuhrt (46). Auch bei Hamodialyse-
Patienten mit chronischer Anamie liel3 sich der Schilddrisenhormonspiegel durch eine
Selengabe beeinflussen (47). Ferner zeigten einige nicht-interventionelle Studien eine
Verbindung des Selen- und Schilddrisenhormonspiegels auf. Bei gesunden
euthyreoten Probanden fand man eine schwache inverse signifikante Verbindung von
Se und T4 sowie eine schwache signifikante Verbindung von Se mit einem Quotienten
aus T3 und T4 (48). Ravaglia et al. wiesen bei sehr alten Patienten eine signifikante
Korrelationen von Se und fT4 nach (49). Von Pizulli et al. wird aufgrund dreier
Fallstudien gemutmalf3t, dass sogar alleiniger Selenmangel ohne ein loddefizit zu einer
Hypothyreose fuhrt (50).

Es wird deutlich, dass die Selenversorgung vielfaltige Einflisse auf die Schilddriise hat.
Doch uber die Frage, ob tatsachlich ein direkter Zusammenhang von Selenstatus und
der Hohe des Schilddrisenhormonspiegels besteht, herrscht Uneinigkeit. Hingegen ist
die grundlegende Bedeutung der Selenoproteine und deren Biosynthese fir den
Schilddriisenhormonmetabolismus mit der Charakterisierung der ersten Kinder mit
einem genetischen Defekt im Biosynthesegen SECISBP2 endgultig etabliert (51). Diese
Kinder zeigen neben den auffalligen Schilddrisenhormonspiegeln auch ein

ausgepragtes Reifungsdefizit der Entwicklung, im Besonderen der Knochenreifung.

2.1.5 Selen und Wachstum

Ein Mangel an Wachstumshormon (Somatotropin, growth hormone, GH) ist neben
vielen weiteren Faktoren eine mdgliche Ursache fir einen Kleinwuchs bei Kindern.
Dieser Wachstumshormonmangel kann durch eine Stoérung auf Ebene der
endokrinologischen Steuerzentren Hypothalamus und Hypophyse bedingt sein,
beispielsweise durch Traumen oder angeborene Fehlbildungen. Die Wirkung der
Wachstumshormone wird indirekt auch Uber die in der Leber gebildeten
Wachstumsfaktoren, die sog. Somatomedine vermittelt (36). Daher kann eine
Lebersynthesestérung ebenfalls einen Kleinwuchs hervorrufen. Unter den

Wachstumsfaktoren kommt dem Somatomedin C, auch insulin-like growth factor 1 (IGF-
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1) genannt, die grof3te Bedeutung zu. Liegt der Verdacht auf eine Wachstumsstérung
vor, wird der Wachstumsfaktor IGF-1 und IGF-bindendes Protein 3 (IGFBP-3) zur
Diagnostik im Blut bestimmt. Daran kdnnen sich verschiedene Stimulationstests der
Hypophyse anschlieRen. Eine alleinige, einmalige Messung des Wachstumshormons ist
aufgrund der pulsatilen Ausschittung durch die Hypophyse hingegen nicht zur
Diagnose eines Kleinwuchses geeignet. Die Behandlung des Kleinwuchses erfolgt
durch tagliche Injektionen von synthetisch hergestelltem Wachstumshormon (52). Liegt
die Ursache in einem gestorten Wachstumshormonrezeptor, der z.B. in der Leber die
GH-abhangige Biosynthese und Sezernierung von IGF-1 kontrolliert, so kann auch
direkt mit IGF-1 substituiert werden.

Bereits seit den 1970er Jahren wird die Verbindung von Se mit der
Wachstumshormonachse erforscht (53). Mehrfach wurde an Ratten beobachtet, dass
ein Selendefizit zu einer Wachstumsretardierung fiihrt (54) (53). Moreno-Reyes et al.
konnten sogar zeigen, dass dieses Selendefizit zu einer Abnahme des
Wachstumshormon- und IGF-1-Serumspiegels fuhrt (54). Es wird diskutiert, ob der
beobachtete Zusammenhang von der Schilddrisenhormonachse abhéngt. So kdnnte
das Selendefizit zu einer Abnahme der DIO-Aktivitdt fuhren und damit zu einer
verminderten Umwandlung von T4 in T3, welches wichtig fir die normale Synthese des
Wachstumshormons ist (54). Der Zusammenhang von Schilddriisen- und
Wachstumshormonachse ist somit derzeit ebenfalls ein intensiv untersuchter
Forschungsgegenstand. So konnten Ramajayam et al 2012 erstmals zeigen, dass die
Stimulation des Wachstums und der Differenzierung von Osteoblasten durch TSH Uber
IGF vermittelt wird (55).

Aus der Analyse von Mausen mit genetisch gestortem Selenstoffwechsel durch die
Inaktivierung des Selentransporters Selenoprotein P (SePP) weil3 man ebenfalls, dass
die homozygot SePP-defizienten Tiere ein stark eingeschrénktes Wachstum zeigen
(56). Dieser Wachstumsdefekt lasst sich in diesem Tiermodell durch eine verbesserte
Selenaufnahme weitgehend vermeiden.

Im humanmedizinischen Bereich erfolgte bisher nur eine Studie bei alteren Probanden
(Uber 65 Jahre), bei der eine schwache positive Korrelation von IGF-1 und Se

nachgewiesen werden konnte (57).
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2.2 Kupfer

2.2.1 Physiologische Funktion und Erkrankungen

Cu ist nach Eisen (Fe) und Zink (Zn) das dritthaufigste Spurenelement im menschlichen
Korper (58). Kupferhaltige Enzyme erflllen zahlreiche essentielle Funktionen im
Organismus. So sorgt Ceruloplasmin fir eine an den Bedarf angepasste Verteilung von
Cu im Korper (58). Es ist ein Akute-Phase-Protein, schitzt die Zellen vor oxidativem
Stress und ist wichtig fur die Regulation des Eisenmetabolismus. Die Cu-haltige
Lysyloxidase spielt eine Rolle bei der Bindegewebssynthese, indem es neu gebildete
Elastin- und Kollagenfasern vernetzt. Die Cu-haltige Tyrosinase tragt hingegen zur
Melaninsynthese und die Cu-haltige Dopamin-3-Monooxygenase zur
Neurotransmittersynthese bei. Die Cytochrom-c-Oxidase ist das letzte Enzym der
Atmungskette in den Mitochondrien und ebenfalls Cu-abhéngig. Die zytosolische
Superoxiddismutase, die neben Cu auch Zn enthalt, schiitzt vor freien Radikalen. Auch
dem Metallothionin wird eine Funktion bei der antioxidativen Abwehr zugeschrieben,
ferner dient es der Kupferbindung (59).

Ein schwerer Kupfermangel kommt eher selten vor. Ursachen kdnnen eine verminderte
Zufuhr mit der Nahrung, aber auch verringerte Aufnahme z.B. im Rahmen einer
Enteropathie sein. Die Kupferaufnahme kann auch durch die gleichzeitige Zufuhr von
Fe und Zn gestért werden (58). Kupfermangel kann zu allen Formen von Andmien
fuhren, ferner zu Leukopenie, Neutropenie und selten auch zu Thrombozytopenie (60).
Bei Kindern mit einem Kupferdefizit wurden auferdem Knochenveranderungen
nachgewiesen (61). Dartber hinaus werden verschiedene neurologische Stérungen wie
Demyelinisierung oder Motoneuronenerkrankungen als Folge eines Kupfermangels
diskutiert (60). Bekannte Krankheiten des Kupferstoffwechsels sind das Menkes-
Syndrom, der Morbus Wilson sowie die Indian Childhood Cirrhosis (ICC) und die Non-
Indian Childhood Cirrhosis (NICC). Bei den beiden erstgenannten sind Genmutationen
als Ursache bekannt, bei ICC und NICC werden genetische Faktoren noch diskutiert
(59). Beim Morbus Wilson ist durch einen defekten Transporter die Kupferausscheidung
Uber die Galle gestort, sodass Cu in der Leber und im Hirn akkumuliert. Es werden drei
Formen unterschieden, bei denen jeweils Leberfunktionsstérungen, neurologische oder
psychiatrische Symptome fihrend sind. Beim Menkes-Syndrom bedingt ein defekter
Transporter eine insuffiziente Kupferaufnahme (ber den Darm. Neurologische

Symptome sind bei dieser, in den ersten Lebensjahren tddlich verlaufenden, Krankheit
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fuhrend. ICC und NICC sind ebenfalls todlich verlaufende Erkrankungen. Sie treten bei
Sauglingen und kleineren Kindern auf und sind gekennzeichnet durch eine feinknotige
Leberzirrhose und einen sehr stark erhéhten Kupfergehalt der Leber. Als Ursache
werden unter anderem eine gesteigerte Kupferaufnahme durch Benutzung von

Messinggeschirr oder korrodierte kupferhaltige Wasserleitungen diskutiert (62).

2.2.2 Kupferversorgung und Toxizitat

Lebensmittel mit besonders hohem Kupfergehalt sind Nusse und Innereien. Ebenso ist
Kupfer im Getreide enthalten, jedoch in geringeren Mengen. Der Gehalt ist hier
abhangig von der Kupferkonzentration im Boden (62). Weiterhin kann Leitungswasser
Cu enthalten. Dies ist vornehmlich durch Korrosionsvorgange in kupferhaltigen
Wasserleitungen bedingt (59). Die deutsche Gesellschaft fir Ernahrung gibt die in

Tabelle 3 aufgeflihrten Empfehlungen fir eine optimale Kupferzufuhr (16).

Tabelle 3: Empfehlungen fir die optimale Kupferzufuhr (16)

Alter Kupfermenge [mg/Tag]
0 bis unter 4 Monate 0,2-0,6
4 bis unter 12 Monate 0,6-0,7
1 bis unter 7Jahre 0,5-1,0
>7 Jahre 1,0-1,5

Die Referenzwerte fir die Kupferkonzentration im Serum unterscheiden sich in den

verschiedenen Altersstufen nur geringfugig und sind in Tabelle 4 aufgefihrt (63).

Tabelle 4: Referenzwerte fur die Kupferkonzentration im Serum (63)

Alter Cu im Serum [ug/l]
1-5 Jahre 800-1500
6-9 Jahre 840-1360

10-13 Jahre 800-1210
14-19 Jahre 640-1170
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Cu ist zwar essentiell fur den menschlichen Koérper, anderseits kann eine erhthte
Aufnahme zum Teil schwerwiegende Folgen haben. Akut fiihrt eine Kupferintoxikation
zu gastrointestinalen Symptome wie Ubelkeit und Erbrechen. Eine Intoxikation kann
aber auch zu schweren Leber- und Nierenschaden, hamolytischen Anamien bis hin zu
Koma und Tod fuhren (59). In der Trinkwasserversorgung wird daher ein Grenzwert von
2 mg Cu pro Liter Trinkwasser festgesetzt (64).

2.2.3 Kupfer und Schilddruse

Seit einigen Jahren wird diskutiert, ob verschiedene Spurenelemente wie Cu, Zn und
Se, die gebunden in Metalloenzymen als Teil der oxidativen Abwehr des Kérpers gegen
Zellschaden fungieren, bei der Pathogenese verschiedener Schilddriisenerkrankungen
involviert sind. So wurden bei Patienten mit malignen Schilddrisenerkrankungen
mehrfach héhere Kupferwerte als bei Gesunden und Patienten mit anderen
Schilddrusenerkrankungen, wie beispielsweise Hashimoto-Thyreoiditis, nachgewiesen
(65) (66). Aihara et al. fanden hingegen bei Patienten mit Hyperthyreose signifikant
hohere Kupferspiegel als bei Patienten mit anderen Schilddriisenerkrankungen oder
Gesunden. Ferner zeigten sie eine Korrelation des Kupferspiegels mit T3 und T4 (67).
Liu et al. untersuchen eine Gruppe von Patienten mit auffalligen Schilddrisenwerten,
die groldtenteils an Morbus Basedow litten. Hierbei konnte kein Unterschied des
Kupfergehalts in Erythrozyten zwischen hyper-, hypo- und der gesunden
Vergleichsgruppe beobachtet werden. Allerdings identifizierte die Forschergruppe bei
den Patienten mit Hypothyreose eine signifikante Korrelation des Kupfergehalts von
Erythrozyten mit dem T3/T4-Quotienten und dem TSH-Level im Serum (68).

Es wird deutlich, dass die meisten der veroffentlichten Studien den Zusammenhang von
Cu mit den Schilddrisenhormonen bei Erkrankungen prifen, die durch entzindliche
oder proliferative Prozesse hervorgerufen werden. Uber die Zusammenhange bei
Patienten mit konnataler Hypothreose, bei der die Stérung der Schilddriisenfunktion in
den meisten Féllen genetisch durch eine Schilddrisendysgenesie hervorgerufen wird

(36), ist hingegen wenig bekannt.

2.2.4 Kupfer und Wachstum
Seit Jahren wird ebenso am Zusammenhang von Cu mit dem Knochenmetabolismus

geforscht. Mehrfach wurde in Nagerstudien gezeigt, dass ein Kupferdefizit zu einer
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Abnahme der Knochenstarke fihrt. Diskutiert wird als Ursache die verminderte Aktivitat
des kupferhaltigen Enzyms Lysyloxidase (69) (70), welches wie oben erwahnt fur die
Quervernetzung von Kollagen und Elastin im Bindegewebe verantwortlich ist (59).
Erstaunlicherweise fuhrte das Kupferdefizit der Ratten in der Studie von Roughead et
al. aber nicht nur zu einer Abnahme der Knochenstéarke, sondern auch zu einer
Wachstumsretardierung mit Abnahme des IGF-1-Spiegels (70).

Im humanmedizinischen Bereich liegen hingegen bisher kaum Studien vor, die den
Zusammenhang von Cu und der Wachstumshormonachse untersuchen. Brandao-Neto
et al. beobachteten bei einigen ihrer gesunden erwachsenen Probanden einen Anstieg
des Wachstumshormons nach Kupfergabe (71).

2.3 Dried Blood Spots (DBS)

2.3.1 Neugeborenen-Screening

Das Neugeborenen-Screening ist eine diagnostische sekundare
PraventionsmalRnahme, die flachendeckend in Deutschland bei allen Neugeborenen
durchgefuhrt wird, um behandelbare endokrine und metabolische Stérungen frihzeitig
zu erkennen. Das erweiterte Neugeborenen-Screening umfasst insgesamt 14
Krankheiten, unter  anderem Hypothyreose, Adrenogenitales Syndrom,
Biotinidasemangel, Galaktosamie und Phenylketonurie (72). Seit 2005 handelt es sich
hierbei um eine Regelleistung der gesetzlichen Krankenversicherung. Die
Standardscreeningmethode ist seither die Tandemmassenspektrometrie (73). Das
Untersuchungsmaterial sind mit Blut getrankte Filterpapiere, sogenannte Dried Blood
Spots (DBS). Die Blutenthahme fir das Screening sollte in den ersten 36-72
Lebensstunden im Rahmen der 2. Kinderfriiherkennungsuntersuchung (U2) erfolgen.
So wird sichergestellt, dass auch frihzeitig auftretende Stoffwechsel- und
Elektrolytkrisen rechtzeitig behandelt werden kénnen. Die Blutentnahme erfolgt in der
Regel aus Kapillarblut der Ferse des Neugeborenen. Das Blut wird auf vorgeschriebene
Kreise eines Filterpapiers getropft, anschlieRend liegend getrocknet und an ein Labor
versandt. Bei positivem Befund erfolgt eine weitere Abklarung mittels vendser
Blutentnahme und evtl. eine Vorstellung bei einem Endokrinologen oder in einer
Stoffwechselsprechstunde (72).
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2.3.2 Weitere Anwendungsmoéglichkeiten von DBS

Die DBS finden nicht nur Anwendung im Neugeborenen-Screening, sondern kdénnen
auch bei der Spurenelementanalytik eine Rolle spielen.

In verschiedene Studien konnte dargelegt werden, dass DBS zur Bestimmung eines
Eisendefizits geeignet sind. So konnten Flowers et al 1999 zeigen, dass eine valide
Messung des Ferritin- und Transferrinrezeptorspiegels aus mit Plasma getranktem
getrockneten Filterpapier méglich ist (74). 1998 wurden von Ahluwalia et al. valide
Ferritinmessungen aus serumgetrankten getrockneten Filterpapieren durchgefihrt (75).
Damit wurde die Moglichkeit geschaffen, auch in landlichen Gebieten ohne Zugang zu
Laboratorien epidemiologische Studien zur Eisenmangelanamie durchzufiihren (74).
DBS finden aber auch Anwendung bei der Untersuchung von Umweltbelastungen. Das
DABSE Biomonitoring Projekt verwendete DBS, um im Blut von Wildvogeln die
Belastung mit toxischen Stoffen wie Cadmium, Blei, Pestiziden und auch Se
nachzuweisen (76). Ferner erfolgten Studien zur Verwendung von DBS beim
therapeutischen drug monitoring, in der forensischen Toxikologie und beim Nachweis

von Drogenabusus (77).

2.4 Total-Reflektions-Roéntgenfluoreszenz (TXRF)-Analytik

Eine zuverlassige Mdoglichkeit zum Nachweis von Spurenelementen bietet die TXRF-
Analytik. Sie ermoglicht sensitiv und matrixunabhangig einen Nachweis auch aus
kleinsten Probenmengen. Die Materie wird hierbei durch Rdntgenstrahlung angeregt.
Jedes enthaltene Element emittiert daraufhin Strahlung einer bestimmten Energie und
Wellenlange. Durch die spezifischen Emissionsspektren lassen sich so einzelne
Elemente einer Probe identifizieren und Uber die Intensitat der Strahlung auch
Konzentrationsbestimmungen vornehmen. Die anregende Rontgenstrahlung muss in
einem flachen Winkel auf die Probe auftreffen, damit diese vollstandig reflektiert wird
und nicht in den Detektor gelangt. Hierfur wird ein diinner Film des Probenmaterials auf
einen reflektierenden Trager, bevorzugt eine Quarzplatte, aufgetragen. Uber eine
Software erfolgt dann eine Auswertung der Emissionsspektren (78). In Abbildung 1 ist

der schematische Aufbau und das Bild eines TXRF-Gerates dargestellt.
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Abb. 1: Schematischer Aufbau und Bild eines TXRF-Gerates (78)

Die Filterung der Rontgenstrahlung erfolgt am Monochromator. Die Strahlung trifft anschlieRend auf die
getrocknete Probe. Wellenlange und Strahlungsintensitat werden vom Detektor aufgenommen und tber
eine Auswertungssoftware digital verarbeitet. An der Strahlblende werden die erzeugten Roéntgenstrahlen
letztlich gestoppt (78).

2.5 Zielsetzung der Arbeit

Das essentielle Spurenelement Se ist in Form von Selenocystein als Bestandteil
verschiedener Selenoenzyme an der Regulation zahlreicher wichtiger Kérperfunktionen
beteiligt. Die Schilddrise ist das Organ mit dem hdchsten Selengehalt im menschlichen
Korper und wird auf vielfaltige Weise durch die Selenoenzyme DIO und GPx
beeinflusst. Ebenso erscheinen Wachstums- und Reifungsprozesse selenabhéngig zu
sein. Neben Se hat auch das essentielle Spurenelement Cu einen Einfluss auf die
Schilddriisen- und Wachstumshormonachse. In der vorliegenden Arbeit soll daher als
zentrales Ziel die Hypothese Uberpruft werden, dass die Serumkonzentration von Se
oder Cu mit der Schilddriisenhormon- und Wachstumsachse bei Kindern korrelieren. Zu
diesem Zweck erfolgt die Untersuchung von zwei padiatrischen Patientenkohorten im
Berliner Raum; einer Gruppe von Kindern mit konnataler Hypothyreose und einer
Gruppe von Kindern, bei denen ein Kleinwuchs besteht.

Generell lasst sich dann anhand des Vergleiches der beiden untersuchten Gruppen
auch eine Aussage dariber treffen, ob padiatrische Patienten in Berlin mdglicherweise
eine Unterversorgung mit den untersuchten Spurenelementen aufweisen und ob es
hierbei signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern und verschiedenen

Altersgruppen gibt.
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Aber auch bei Neugeborenen ist die Kenntnis des Selenstatus von enormer Wichtigkeit,
z.B. im Rahmen der Behandlung einer bronchopulmonalen Dysplasie oder einer
Neugeborenen-Sepsis. Bislang wurde hierzu haufig auf die Selenmessung aus
Nabelschnurblut zurickgegriffen, welches neben dem kindlichen Blut auch immer
mutterliches Blut enthalt. Somit spiegelt Nabelschnurblut mdglicherweise nicht exakt
den kindlichen Status wieder. Um Auskunft Uber den Selenstatus nach der Geburt zu
erhalten, ist man auf Blutproben angewiesen, die direkt vom Saugling stammen. Eine
venose Blutentnahme wird im Regelfall aber gerade bei gesunden Neugeborenen und
kleinen Kindern, aufgrund der Schmerzhaftigkeit der Prozedur und dem Infektionsrisiko
vermieden. Die Technik der DBS bietet demgegenuber die Mdbglichkeit, auf wenig
invasivem Wege Blutproben von Kindern zu erhalten. Daher soll in dieser Arbeit auch
eine praktikable und preiswerte Methode entwickelt werden, um Spurenelemente aus
DBS zu bestimmen. Zu diesem Zweck werden korrespondierende Serumproben mit
DBS-Proben verglichen und verschiedene Parameter der DBS-Aufbereitung fur die

Spurenelementanalyse optimiert.
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3 Material und Methoden

3.1 Geréate und Chemikalien

In Tabelle 5 findet sich eine Auflistung der Gerate und Chemikalien, die bei der
Untersuchung der Kinder mit konnataler Hypothyreose und bei Kindern mit Kleinwuchs,
sowie bei der Entwicklung der Methode ,Selenbestimmung aus DBS" verwendet

wurden.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Gerate und Chemikalien

Geréte Hersteller
Luftfilterwerkbank Laminair HB 2448 Heraeus Instruments
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf AG
Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Instruments
Microspin FV-2400 Hartenstein

Pipetten Eppendorf research 0,5-10 pl, 10-

100 pl, 100-1000ul Eppendorf AG
Vortexer Merck KGaA

S2 Picofox Bruker AXS Microanalysis GmbH
Ultraschallprozessor Labsonic®
Reaktionsgefalle Eppendorf AG
Thermomixer comfort Eppendorf AG
Chemikalien Hersteller
ultrareines H20 Biochrom AG

HCI 37% Merck KGaA

HNO3 65% Merck KGaA

H202 30 % Fluka Chemika

PVA Sigma-Aldrich®
Seronorm™ Serum Level 2 SERO AS

3.2 Untersuchung von Kindern mit konnataler Hypothyreose und mit

Kleinwuchs

3.2.1 Probanden und Material

Untersucht wurden zwei verschiedenen Patientengruppen, die in der PAadiatrischen
Endokrinologie des Campus Virchow Klinikum der Charité behandelt wurden. In die
erste Gruppe wurden 84 Kinder, im Alter von 3-17 Jahren mit konnataler Hypothyreose
eingeschlossen. Wahrend des Untersuchungszeitraums erfolgte eine Substitution mit

Schilddrisenhormon T4. Die Vergleichsgruppe bestand aus 66 Kindern im Alter von 3-
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16 Jahren bei denen ein Kleinwuchs vorlag. Hierfur liegt der Ethikantrag ,Untersuchung
von Serumparametern bei Patienten mit  Schilddrusenerkrankungen  und
Wachstumsstorung“ vor, welcher einzusehen ist unter der Ethikkommission-
Antragsnummer EA2/132/11.

Die Blutentnahmen der Patienten mit konnataler Hypothyreose erfolgten im Zeitraum
von August 1989 bis Marz 2011, die der Patienten mit Verdacht auf einen
Wachstumsdefekt im Zeitraum von Juli 2007 bis Januar 2008 im Rahmen der
medizinischen Betreuung im péadiatrischen Zentrum am Campus Virchow Klinikum der
Charité. Jeweils zeitnah erfolgten die Bestimmungen von TSH, T4, fT4 und Gesamt T3
und bei der zweiten Gruppe zusatzlich IGF-1 aus dem Serum. Nicht fur alle
untersuchten Kinder lagen Werte fur T4, fT4 und Gesamt T3 vor.

Patienten, die 18 Jahre oder alter waren, wurden ausgeschlossen. Aus der
Vergleichsgruppe wurden Kinder mit auffalligen Schilddriisenhormonparametern oder
Kinder mit nachgewiesener Erkrankung der Schilddriise ausgeschlossen, um den
Einfluss von Se auf die Wachstumshormonachse auch bei normaler
Schilddriisenfunktion zu erarbeiten.

Die Spurenelementbestimmung (Se und Cu) im Serum erfolgte im Institut for
Experimentelle Endokrinologie am Campus Virchow Klinikum im Zeitraum von Juni bis
August 2011. Die zwischenzeitliche Lagerung des Serums erfolgte ununterbrochen bei
-20°C.

3.2.2 Methode und Probenvorbereitung

Die Bestimmung von Se und Cu erfolgte mittels der TXRF. Zu allen Proben wurde ein
Standard zur internen Kalibrierung der Messung hinzugegeben. In diesem Fall wurde
das Element Gallium genutzt, da es zum einen in den untersuchten Proben selbst nicht
enthalten ist und zum anderen keine Uberlappung seines Emissionsspektrums mit den
Spektren von Se oder Cu besteht. Dartber hinaus weist Gallium eine hohe Léslichkeit
und eine gute Sensitivitat bei der TXRF-Analyse auf.

Die Serumproben wurden 1:2 mit einem Galliumstandard der Konzentration 1000 ug/I
verdinnt (zu 20 pl Serum bzw. Plasma wurden 20 pl Galliumstandard hinzugegeben).
AnschlieRend wurde die Probe grundlich homogenisiert. Von dieser Probe wurden 8 pl
blasenfrei auf eine unbeschichtete, 30 mm durchmessende und 3,0 mm (+-0,1mm)

dicke Quarzplatte gegeben wund anschlieRend ca. eine halbe Stunde bel
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Raumtemperatur getrocknet. Die Quarzplatten wurden aufgrund ihres sehr niedrigen
Hintergrundspektrums bei der Messung gewahlt. Zur Messung der Proben wurde das
Auftisch-TXRF-Gerat S2 Picofox der Bruker AXS Microanalysis GmbH (Adlershof,
Berlin) verwendet. In diesem Spektrometer werden die Proben in Doppelbestimmung
jeweils fur 1000 Sekunden gemessen. Zur Testung der Prazision der Messung von Se
und Cu im Picofox wurden wiederholt die Spurenelemente einer genormten
Serumldsung (Seronorm™ Serum Level 2 der Firma SERO AS, Norway) bestimmt. So
kénnen valide Messungen fir Se und Cu sichergestellt und Variationskoeffizienten der
Messgenauigkeit berechnet werden. Die Messung aller Proben erfolgte in
Doppelbestimmung. Bei den in den nachfolgenden Tabellen angegebenen Werten

handelt es sich daher um die Mittelwerte.

3.3 DBS-Untersuchung

3.3.1 Probanden und Material

Zur Entwicklung der Methode ,Selenbestimmung aus DBS* wurden von insgesamt 10
freiwilligen, gesunden, erwachsenen Probanden (Frauen und M&nner im Alter von 25
bis 45 Jahre) Blutproben entnommen. Hierfir liegt der Ethikantrag ,Blutproben fur die
In-vitro-Diagnostik — Diagnostische Blutentnahme flr wissenschaftliche Zwecke:
Referenzbereich gesunder Probanden (Normalkollektiv)‘ vor, welcher einzusehen ist
unter der Ethikkommission-Antragsnummer EA1/057/07. Die Blutentnahme erfolgte
durch geschultes und autorisiertes Personal mittels Einmal-Entnahme-Sets (BD
Vacutainer® Safety-Lok™) nach Desinfektion aus der Cubitalvene. Fur die Gewinnung
des Serums wurden 5 ml BD Vacutainer® SST™ verwendet, welche ein Trenngel
enthalten. Die Serumproben wurden bei Zimmertemperatur fir 30-60 Minuten gelagert,
um die Gerinnung zu aktivieren. AnschlieRend wurden sie bei 21°C fur 10 Minuten bei
2600 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde a 100 pl in 500 pl Eppendorf-
Reaktionsgeféalie aliquotiert und bei -20°C fur die weitere Verwendung aufbewahrt. Der
restliche Blutkuchen wurde verworfen.

Zur Herstellung der DBS wurden Protein Saver™ 903® Cards der Firma Whatman®
verwendet. Mittels einer Einmalspritze wurde ca. 1 ml Vollblut nach oben beschriebener
Gewinnung einer Serumprobe abgenommen und ein Tropfen direkt ohne Kantle frei auf
der Mitte des Filterpapierkreises positioniert. Dieser Arbeitsschritt muss rasch erfolgen,

um eine Gerinnung des Vollblutes zu verhindern. Wenn der Kreis mit einem Tropfen
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noch nicht ausgeftllt war, wurde an den Randern nachgetropft, ohne jedoch die schon
benetzte Stelle erneut zu befeuchten. Anschliel3end wurden die Karten, ohne direktes
Aufliegen der benetzten Kreise, fir mindestens 2 Stunden bei Raumtemperatur
getrocknet. Es erfolgte kein Aussetzen direkter Sonneneinstrahlung oder hoher
Temperaturen. Das Filterpapier wurde weder vor noch nach dem Auftragen des Blutes
mit bloRen Handen berthrt. Die Herstellung der DBS erfolgte somit wie in der Leitlinie
zum Neugeborenen-Screening vorgeschrieben, mit dem Unterschied, dass dort im
Regelfall ein weniger invasives Vorgehen erfolgt, indem kapillares Blut aus der Ferse
direkt auf die Karten getropft wird. Allerdings ist auch die vendse Blutentnahme laut
Leitlinie zulassig (72).

3.3.2 Methode und Probenvorbereitung

Die Bestimmung der Konzentration von Se im Serum erfolgte wie bereits bei den
Patienten mit konnataler Hypothyreose und den Patienten mit Kleinwuchs beschrieben
mittels TXRF.

Zur Entwicklung der Selenbestimmung aus DBS wurden insgesamt sieben
verschiedene Methoden verglichen, um Se optimal aus den Filterpapierkarten zu l6sen.
Als Losungsmittel wurden jeweils 65%ige Salpetersdure (HNO3), ultrareines Wasser
(H20), 37%ige Salzsaure (HCI) und ein Mix aus 65%iger Salpetersdure und 30%igem
Hydrogenperoxid (H202) gewahlt. Ferner erfolgte beim favorisierten Losemittel HCI
auch eine zusatzliche Behandlung mit Ultraschall, eine Zugabe von Polyvinylalkohol
bzw. eine Kombination aus Ultraschall und Polyvinylalkoholzugabe.

Die Bestimmung von Se erfolgte, wie bei der Messung aus dem Serum, durch TXRF.
Die Messung aller Proben erfolgte auch hier in Doppelbestimmung. Bei den in den
nachfolgenden Tabellen angegebenen Werten handelt es sich daher um die
Mittelwerte.

Die Entwicklung der exakten Arbeitsschritte wird in einem gesonderten Abschnitt im
Ergebnisteil der Arbeit vorgestellt. Statistisch wurde ermittelt, welche DBS-Aufbereitung
als optimale Methode &aquivalente Werte zu den Selenwerten im Serum liefert.
Aquivalenz wird angenommen, wenn die Werte der neuen Methode um nicht mehr als

20% von den Messungen aus dem Serum abweichen.
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3.4 Datenauswertung und Statistik

Fur die Datenauswertung und statistische Analyse wurden die Software-Programme
IBM SPSS Statistics 17 von IBM und Excel-Microsoft Office 2007 von Microsoft
verwendet. Bei der Untersuchung der Gruppen der Patienten mit konnataler
Hypothyreose und der Patienten mit Kleinwuchs erfolgte die statistische Analyse je
nach Datenart und Anzahl der zu vergleichenden Untergruppen in unterschiedlichen
Schritten. Zunachst wurde eine Uberprifung der Daten auf Normalverteilung mittels
eines Kolmogorov-Smirnov-Tests und eines Shapiro-Wilk-Tests durchgefuhrt. Bei
gegebener Normalverteilung wurde mit Hilfe der Levene-Statistik die
Varianzhomogenitat untersucht. Sollen nur zwei Gruppen miteinander verglichen
werden, wurde der Student’s t-Test angewandt. Bei mehr als zwei zu vergleichenden
Gruppen erfolgte eine Varianzanalyse mittels ANOVA. War keine Normalverteilung
gegeben, erfolgte die Untersuchung bei zwei zu vergleichenden Gruppen mit dem
Mann-Whitney-U-Test. Bei mehreren Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test und als
Post-Hoc-Test der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Die Korrelationstests erfolgten bei
allen Untersuchungen mit der Pearson-Korrelation. Als Signifikanzniveau wurde 0,05
angesetzt. War der p-Wert unterhalb dieses Niveaus wurde das Ergebnis als signifikant
angesehen und mit einem Stern (*) versehen. Bei einem p-Wert unter 0,01, galt das
Ergebnis als hochsignifikant und es erfolgte eine Beschriftung mit zwei Sternen (**). Bei
der Verwendung des Mann-Whitney-U-Test als Post-Hoc-Test musste jedoch aus
formal rechnerischen Grinden ein Signifikanzniveau von kleiner 0,017 angenommen
werden.

Bei der Entwicklung der Methode zur Selenbestimmung aus DBS erfolgte zunachst ein
Nachweis der Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test und eines Shapiro-
Wilk-Tests.  AnschlieRend erfolgte ein  Aquivalenztest mittels des 95%-
Konfidenzintervalls der gepaarten Differenzen aus Selenwerten im Serum und
Selenwerten aus den DBS. Hierfir wurde zunachst folgender Aquivalenzbereich
festgelegt: Eine Methode wurde als aquivalent zur Serummessung betrachtet, wenn die
Selenwerte aus den DBS nicht mehr als 20% von den Serumwerten abwichen.
Anschlieend wurden die gepaarten Differenzen aus den Selenwerten im Serum
(bisheriger Goldstandard) und den Selenwerten bei unterschiedlichen Ldseverfahren
aus den DBS fiur jeden Probanden bestimmt. Getrennt fur jedes Verfahren wurde das
95%-Konfidenzintervall der gepaarten Differenzen gebildet. Anschlielend wurde

geprift, ob die so errechneten 95%-Konfidenzintervalle vollstandig im zuvor
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festgelegten Aquivalenzbereich lagen. War dies gegeben, konnte eine praktische
Aquivalenz von Serummessung und neu entwickelter DBS-Methoden angenommen
werden (79).

4 Entwicklung der Methode zur Selenbestimmung aus DBS

Im Folgenden wird die Entwicklung der Methode zur Selenbestimmung aus den DBS
vorgestellt. Aquivalenz zur Serummessung wurde angenommen, wenn die Werte der
neuen Methode um nicht mehr als 20% von den korrespondierenden Serumwerten

abweichen.

4.1 Voruberlegung

4.1.1 Wahl der verwendeten Losemittel

Die Herstellerfirma des Auftisch-TXRF-Gerates S2 Picofox (Bruker AXS Microanalysis
GmbH) sieht zur Probenvorbereitung von Gewebe eine Behandlung mit
hochkonzentrierter erhitzter HNOs vor (80). Laborintern konnten hiermit gute
Ergebnisse bei der Zersetzung von Knochen und anderen Geweben von Mausen erzielt
werden. In einem Vorversuch sollte dieser S&ureaufschluss mittels HNOs fur die
Behandlung von DBS getestet werden. Hierfur wurde das Gewicht eines kompletten
getrockneten Filterpapierkreises bestimmt und mit vier Teilen 65%iger HNO3s flir eine
Stunde bei 70°C wund 1200 rpm im Thermomixer in einem 2 ml
Eppendorfreaktionsgefal’ erhitzt. Nach dem Abrauchen der S&ure erhielt man jedoch
eine zéhe gelbe Masse, die zu einer Verstopfung der Pipettenspitze fuhrte. So wurde
der Entschluss gefasst, die Probe noch fir 2 Minuten und 12.000 rpm bei
Raumtemperatur zu zentrifugieren, um mit dem erhaltenen Uberstand zu arbeiten.
Jedoch entstand insgesamt zu wenig Uberstand fur eine Durchfiihrung der Messung.
Daher wurde diese Methode als ungeeignet flir die Zersetzung von DBS befunden. Es
wurde nach diesem Versuch die Uberlegung angestellt, ob ein Aufldsen der DBS auch
ohne ein aufwendiges Erhitzen wie beim klassischen Saureaufschluss maoglich ist.
Hierfir wurden zwei verschiedene Sauren (HCIl, HNO3) ausgewabhlt, die in der Lage sind
Peptidbindungen zu spalten. Nach Ricksprache mit Dr. Hagen Stosnach von Bruker
AXS Microanalysis GmbH, wurde weiterhin ein Mix aus HNO3 und H202 gewahlt, der

ebenfalls beim klassischen Saureaufschluss von Feststoffen Anwendung findet. Wegen
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der Praktikabilitat und der geringen Interferenz in der TXRF wurde ferner ultrareines
H20 als Losungsmittel gewahlt. In den nachfolgend erlauterten Versuchen konnte HCI
als bestes Ldsungsmittel identifiziert werden. Nach erneuter Ricksprache mit Dr.
Hagen Stosnach wurden weitere Tests mit PVA und Ultraschall durchgefiihrt, um eine
maogliche Verbesserung der HCI-Methode zu erreichen. PVA soll laut Stosnach zu einer
homogeneren Verteilung der Probe auf der Quarzplatte fir die Messung im Picofox
fuhren. Ultraschallbehandlung hingegen soll zu einer besseren Zersetzung der Probe

fuhren.

4.1.2 Verwendetes Probematerial und Volumen der Lésungsmittel

In den Leitlinien zum Neugeborenen-Screening ist eine vendse Blutgewinnung zwar
erlaubt, jedoch muss auf den Zusatz von EDTA zur Gerinnungshemmung verzichtet
werden, da EDTA die Befunde fir das Screening auf androgenitales Syndrom verfalscht
(72). So wurde auf einen gerinnungshemmenden Zusatz verzichtet und Blut in einer
einfachen Spritze abgenommen. Zunachst sollte getestet werden, ob eine exakte
Bestimmung des aufgetropften Blutvolumens fur jede einzelne Messung mdglich ist.
Hierfir wurde, wie beschrieben, Vollblut in einer Spritze abgenommen, in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal Uberfuhrt und anschlieBend auf den Filterkreis pipettiert.
Bereits wahrend dieser Prozedur wurde eine partielle Gerinnung des Blutes beobachtet.
Diese Blutkoagel verhindern die gleichm&Rige Durchtrankung des Filterpapierkreises
und wirden so zu einer Verfalschung der Messergebnisse fiihren. Folglich wurde der
Entschluss gefasst, auf eine routinemalige Bestimmung der Blutvolumina zu
verzichten. Dariber hinaus ist im klinischen Alltag ebenfalls keine Aussage Uber die
exakten Volumina mdoglich. Die Vorgaben fur die Durchfuhrung des Neugeborenen-
Screenings sehen lediglich eine anndhernd komplette Fullung der Filterkarten mit Blut
direkt aus der Ferse des Neugeborenen vor. So erfolgte im Weiteren eine Orientierung
an den Angaben der Herstellerfirma Whatman®. Laut Whatman® betragt das
Fassungsvermodgen eines 0,5 Inches durchmessenden Filterpapierkreises 75-80 ul
(81). Fur die weitere Betrachtung wurden daher 75 pl Blut pro Filterkreis angenommen.

Nach dem Trockenen der Karten wurde mit einem Locher ein voll mit Blut durchtrankter,
Kreis von 5,5 mm Durchmesser und einer Flache von 23,8 mm? aus einem grof3en

Filterkreis gestanzt. Ausgehend von der Annahme, dass sich 75 pl Blut auf dem grof3en
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Kreis mit einer Flache von 126,7 mm? befinden, wurde ein Blutvolumen von rund 14,1 pl
fur die Stanze errechnet.

Die Wahl des Volumens des Ldsungsmittels wurde unter folgenden Gesichtspunkten
getroffen: Einerseits soll eine zu starke Verdiinnung der Probe durch das Losungsmittel
vermieden werden, um nicht an das Detektionslimit des Gerats zu gelangen.
Andererseits muss aber bedacht werden, dass bei zu kleinem Volumen die im nachsten
Schritt folgende anteilige Zugabe von Galliumstandard zu gering fir eine exakte interne
Kalibrierung des Gerats ware. So wurde der Entschluss gefasst, zu einer Stanze mit
14,1 pl getrocknetem Blut die zehnfache Menge, d.h. 141 pl eines Lésemittels zu

geben.

4.2 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuche mit den unterschiedlichen
Losungsmitteln zur Probenaufbereitung der DBS und die Optimierungsversuche der
favorisierten HCl-basierten Methode vorgestellt. AbschlieBend erfolgt eine
Zusammenfassung der Arbeitsschritte der Probenaufbereitung der DBS mittels der neu
entwickelten HCI-basierten Methode. Fir alle im Folgenden erlauterten Versuche
wurden die DBS, wie oben beschrieben, hergestellt und hdchstens zwei Wochen
gelagert, ohne sie hohen Temperaturen oder direkter Sonnenstrahlung auszusetzen.
AnschlieRend wurden 5,5 mm durchmessende Kreise aus den getrockneten Blutproben
gestanzt. Die weiteren Arbeitsschritte werden im Verlauf vorgestellt. Von jedem
Probanden wurden korrespondierende Serumproben, wie im Methodikteil beschrieben,
abgenommen und aufbereitet. Sowohl die Messungen der DBS als auch die der

Serumproben erfolgten im Auftisch-TXRF-Gerat S2 Picofox in Doppelbestimmung.

4.2.1 Lo6sungsmittel zur Probenaufbereitung

Von je funf freiwilligen Probanden wurden parallel Serumproben gewonnen und DBS
erstellt. Zum Ablosen der Proteine von der DBS-Oberflache wurden folgende vier
Lésungsmittel verwendet: HCI (37%), ultrareines H20, HNO3 (65%) und ein Mix aus
HNOs3 (65%) und H202 (30%). Bei der Herstellung der letztgenannten Mixtur wurde eine
3+1 Mischung der Volumina gewahlt: 3 ml HNO3s (65%) und 1 ml H202 (30%).

Zu einer Stanze mit 14,1 ul getrocknetem Blut wurden 141ul Losemittel in ein 1,5 ml

Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben. Das Einwirken der Losemittel auf die Stanzen
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erfolgte flr eine Stunde bei Raumtemperatur. Als nachstes wurden die Proben fur
einige Sekunden in einem Vortex- Mixer geschittelt. Keine der Methoden flihrte jedoch
zu einer kompletten Zersetzung oder Auflésung der Filterstanzen. Da Fasern jedoch die
TXRF storen kdonnten, wurden die Proben fur zwei Minuten bei Raumtemperatur und
12.000 rpm zentrifugiert, um einen faserfreien Uberstand zu erhalten. Von den Proben
wurden dann anschlieRend 80 pl eines faserfreien Uberstands abpipettiert. Dieser
Uberstand wurde in ein 500 upl Eppendorf-Reaktionsgefa? wberfihrt und 10%
Galliumstandard der Konzentration 5000 ug/l (8 ul) hinzugegeben. Nach griindlichem
Homogenisieren wurden 8 ul dieser Losung auf eine Quarzplatte gegeben, bei
Raumtemperatur fir mindestens zwei Stunden getrocknet und wie die Serumproben
mittels TXRF in Doppelbestimmung gemessen. Die durch TXRF ermittelten Werte
missen aufgrund der Menge des zugegebenen Losemittels mit dem Faktor 10

multipliziert werden.

Fur jede Methode wurden die gepaarten Differenzen aus den Selenwerten im Serum
und in den DBS gebildet und das 95%-Konfidenzintervall fir diese Differenzen
errechnet. In Tabelle 6 sind die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und den
DBS fur jeden Probanden, getrennt nach den unterschiedlichen Methoden (HCI, H20,
HNOs, HNOs+H202) aufgefuhrt. Ferner sind der Mittelwert der gepaarten Differenzen
mit der Standardabweichung und der obere und untere Grenzwert des 95%-
Konfidenzintervalls dieser Differenzen dargestellt. Vor der Durchfuhrung der DBS-
Messungen wurde fur die Serumproben ein Mittelwert von rund 85 pg/l errechnet. Unter
der Vorgabe, dass die Werte aus den DBS nicht mehr als 20% von den Serumwerten
abweichen, ergab sich somit ein Bereich von £17 pg/l in dem das 95%-
Konfidenzintervall der gepaarten Differenzen vollstandig liegen muss, damit eine

Aquivalenz der neuen Methode zur Serummessung angenommen werden kann.
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Tabelle 6: Unterschiede zwischen den Selenwerten aus dem Serum und DBS fir die

verschiedenen Lésungsmittel

Dargestellt sind die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und in den DBS fir jeden Probanden
(getrennt nach den verschiedenen Methoden), ferner der Mittelwert und die Standardabweichung der
gepaarten Differenzen, sowie der obere und untere Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls dieser

Differenzen.

Probanden- Mittelwert Se Mittelwert Se Mittelwert der 95%-Konfidenzintervall der
nummer im Serum in DBS [ug/l] gepaarten Differenzen Differenzen
[ngll] (Standardabweichung)

unterer oberer
Grenzwert Grenzwert

1 73,2 75,2
2 106,3 96,4

HCl 3 91,3 93,0 1,0 (#5,7) -6,1 8,0
4 81,0 85,3
5 74,8 72,0
1 73,2 42,5
2 106,3 33,9

H20 3 91,3 42,7 48,1 (+16,0) 28,2 68,0
4 81,0 29,3
5 74,8 37,6
1 73,2 25,6
2 106,3 38,6

HNOs 3 91,3 64,9 47,2 (+16,3) 27,0 67,4
4 81,0 23,9
5 74,8 38,0
1 73,2 38,0
2 106,3 57,6

EL\'OC? * 3 91,3 45,4 41,0 (+15,2) 22,2 59,9
4 81,0 23,6
5 74,8 57,0

Die mittlere Differenz aus den Serumwerten und den DBS-Werten bei der HCI-basierten
Methode fiel mit 1,0 (£5,7) ug/l relativ gering aus. Die H20-basierte Methode lieferte
hingegen fur die DBS Selenwerte, die weit unter denen im Serum lagen. Die mittlere
Differenz betrug hier 48,1 (£16,0) pg/l. Auch die HNOs- und die HNOs+H202-basierten
Methoden zeigten &hnlich hohe Differenzen: 47,2 (£16,3) pg/l bzw. 41,0 (£15,2) pg/l.
Bei der Betrachtung der 95%-Konfidenzintervalle wurde deutlich, dass nur die HCI-

basierte Methode Werte lieferte, die aquivalent zu denen der Serummessung waren
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(siehe Abb. 2). Die Werte der DBS-Methode wichen durchschnittlich sogar um weniger
als 10% (d.h. weniger als £8,5 pg/l) von den Serumwerten ab.
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Abb. 2: Darstellung des Agquivalenzbereichs und des 95%-Konfidenzintervalls der

gepaarten Differenzen fur die unterschiedlichen Lésungsmittel

Dargestellt sind der Aquivalenzbereich und die 95%-Konfidenzintervalle fiir die gepaarten Differenzen
aus Serum und DBS, getrennt fur die unterschiedlichen Methoden (jeweils n=5). Die Enden der Balken
kennzeichnen den oberen bzw. unteren Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls der gepaarten
Differenzen fur die jeweilige Methode. Die Kreise kennzeichnen den jeweiligen Mittelwert der gepaarten
Differenzen. Unter der Vorgabe, dass die Werte aus den DBS nicht mehr als 20% von den Serumwerten
(Mittelwert: 85 ug/l) abweichen, ergab sich ein Aquivalenzbereich von -17 pg/l bis +17 ug/l. Der
Aquivalenzbereich ist durch die zwei roten horizontalen Linien bei -17 pg/l und +17 pg/l gekennzeichnet.
Die gestrichelten blauen Linien bei -8,5 pg/l und +8,5 pg/l markieren den Bereich, in dem die Abweichung
von den Serumwerten <10% betragt. Nur das 95%-Konfidenzintervall der HCI-basierten Methode lag
vollstandig im Aquivalenzbereich, damit lieferte nur die HCl-basierte Methode aquivalente Werte zu den
korrespondierenden Serumproben. Die Abweichung von den Serumwerten bei der HCI-Methode betrug

weniger als 10%.
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4.2.2 Optimierungsversuche der HCIl-basierten Methode

In weiteren Versuchen sollte getestet werden, ob sich die HCI-basierte Methode noch
weiter verbessern lasst. Hierfir wurden drei verschieden Verfahren untersucht: die
Zugabe von PVA, die Ultraschallbehandlung und eine Kombination aus beidem. Die
Messungen erfolgten wiederum bei denselben finf Probanden. Im ersten Versuch
wurde zunéachst wie Ublich bei der HCI-Methode verfahren. Jedoch wurde dann zum
erhaltenen Uberstand von 80 pl neben 8,8 pl Galliumstandard der Konzentration 5000
Mg/l auch 8 pl Polyvinylalkohol der Konzentration 1 g/l hinzugegeben. Wie gewdhnlich
wurden dann 8 pl auf eine Quarzplatte aufgetragen und gemessen. Im zweiten Versuch
wurde nach der Zugabe von HCI, der Inkubation bei Raumtemperatur fir eine Stunde
und dem Mixen mit der Pipettenspitze eine Ultraschallbehandlung (2x10 Impulse) als
Zwischenschritt eingefigt. Danach wurde wie bei der urspringlichen Methode
verfahren. Im letzten Versuch wurden die Ultraschallbehandlung und die Zugabe von
PVA kombiniert. In Tabelle 7 sind die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und
den DBS fiur jeden Probanden, getrennt nach den unterschiedlichen Methoden (HCI,
HCl+Ultraschall, HCI+PVA, HCIl+Ultraschall+PVA) angegeben. Ferner sind der
Mittelwert der gepaarten Differenzen mit der Standardabweichung und der obere und
untere Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls dieser Differenzen aufgefuhrt.
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Tabelle 7: Unterschiede zwischen den Selenwerten aus dem Serum und DBS fir die

verschiedenen Optimierungsversuche der HCl-basierten Methode
Dargestellt sind die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und in den DBS fir jeden Probanden
(getrennt nach den verschiedenen Methoden), ferner der Mittelwert und die Standardabweichung der

gepaarten Differenzen, sowie der obere und untere Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls dieser

Differenzen.
Probanden- Mittelwert Se Mittelwert Se  Mittelwert der gepaarten 95%-
nummer im Serum in DBS [ug/1] Differenzen Konfidenzintervall der
[ng/l] (Standardabweichung) Differenzen
unterer oberer
Grenzwert Grenzwert
1 73,2 75,2
2 106,3 96,4
HCI 3 91,3 93,0 1,0 (#5,7) -6,1 8,0
4 81,0 85,3
5 74,8 72,0
1 73,2 94,1
2 106,3 89,5
HCI+ 3 91,3 102,4 5,6 (16,6 26,2 15,0
Ultraschall ’ : -5,6 (+16,6) -26, '
4 81,0 74,5
5 74,8 94,0
1 73,2 71,0
2 106,3 78,1
HCl+ 3 91,3 109,1 1,4 (x19,9 23,3 26,1
PVA 3 Il ] (— ] ) - 3 3
4 81,0 68,7
5 74,8 92,7
1 73,2 112,8
HCI+ 2 106,3 71,3
Ultraschall+ 3 91,3 67,0 5,8 (+29,7) -31,1 42,7
PVA 4 81,0 64,8
5 74,8 81,6

In Tabelle 7 ist ersichtlich, dass die zusatzliche Behandlung mit Ultraschall, PVA oder
einer Kombination aus beidem nicht zu einer Verringerung der mittleren Differenzen
fuhrte. Bei Betrachtung der 95%-Konfidenzintervalle wurde dartber hinaus deutlich,
dass keine der drei untersuchten Erweiterungen der HCl-basierten Methode &quivalente

Selenwerte zur Serumbestimmung lieferte (Abb.3).
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Abb. 3: Darstellung des Aquivalenzbereichs und des 95%-Konfidenzintervalls der
gepaarten Differenzen fur die unterschiedlichen Optimierungsversuche der HCl-basierte
Methode

Dargestellt sind der Aquivalenzbereich und die 95%-Konfidenzintervalle fir die gepaarten Differenzen
aus Serum und DBS, getrennt fur die unterschiedlichen Methoden (jeweils n=5). Die Enden der Balken
kennzeichnen den oberen bzw. unteren Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls der gepaarten
Differenzen fir die jeweilige Methode. Die Kreise kennzeichnen den jeweiligen Mittelwert der gepaarten
Differenzen. Unter der Vorgabe, dass die Werte aus den DBS nicht mehr als 20% von den Serumwerten
(Mittelwert: 85 pg/l) abweichen, ergab sich ein Aquivalenzbereich von -17 pg/l bis +17 ug/l. Der
Aquivalenzbereich ist durch die zwei roten horizontalen Linien bei -17 pg/l und +17 pg/l gekennzeichnet.
Die gestrichelten blauen Linien bei -8,5 pg/l und +8,5 ug/l markieren den Bereich, in dem die Abweichung
von den Serumwerten <10% betragt. Nur das 95%-Konfidenzintervall der HCl-basierten Methode ohne
weitere Zuséatze oder Prozesse lag vollstandig im Aquivalenzbereich, damit lieferte nur die HCl-basierte
Methode &quivalente Werte zu den korrespondierenden Serumproben. Die Abweichung von den
Serumwerten bei der HCI-basierten Methode betrug weniger als 10%.

4.3 Validierung der HCl-basierten Methode

Um eine Selenmessung aus den DBS vorzunehmen, wurde in den vorangegangenen
Versuchen das Ablésen der Probe von den DBS mittels HCI als effizienteste Methode
identifiziert. Die Methode wurde bei weiteren funf Probanden durchgefihrt, um diese
Aussage zu validieren. FUr die Serumwerte von insgesamt zehn Probanden wurde ein

Mittelwert von 87,2 pg/l errechnet. Unter der Vorgabe, dass die Werte aus den DBS
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nicht mehr als 20% von den Serumwerten abweichen, ergab sich ein Aquivalenzbereich
von -17,4 pg/l bis +17,4 ug/l.

Die Tabelle 8 zeigt die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und den DBS (HCI-
Methode) fir insgesamt zehn Probanden. Ferner sind der Mittelwert mit der
Standardabweichung der gepaarten Differenzen sowie der obere und untere Grenzwert
des 95%-Konfidenzintervalls dieser Differenzen dargestellt.

Tabelle 8: Unterschiede zwischen den Selenwerten aus dem Serum und DBS fir die

favorisierte HCl-basierte Methode

Dargestellt sind die Mittelwerte der Selenkonzentration im Serum und in den DBS fir jeden Probanden,
ferner der Mittelwert und die Standardabweichung der gepaarten Differenzen, sowie der obere und untere

Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls dieser Differenzen.

Probanden- Mittelwert Se Mittelwert Se Mittelwert der gepaarten 95%-Konfidenzintervall der
nummer im Serum in DBS [ugl/l] Differenzen Differenzen
[ng/l] (Standardabweichung)
unterer oberer
Grenzwert Grenzwert

1 73,2 75,2
2 106,3 96,4
3 91,3 93,0
4 81,0 85,3
HCI > 748 720 2,6 (¢5,5) -1,4 6,5
6 88,5 79,4
7 69,4 68,9
8 83,7 73,7
9 1125 115,1
10 91,2 87,3

Im Mittel wichen die Selenwerte aus den DBS bei der HCl-basierten Methode um 2,6
(#5,5) pg/l von den Serumwerten ab. Das ermittelte 95%-Konfidenzintervall der
Differenzen lag komplett im angenommen Aquivalenzbereich von -17,4 bis +17,4 ug/l
(siehe Abb. 4). Die Werte der DBS-Methode wichen sogar um weniger als 10% (d.h.

weniger als 8,7 pg/l) von den Serumwerten ab.
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Abb. 4: Darstellung des Aquivalenzbereichs und des 95%-Konfidenzintervalls der

gepaarten Differenzen fir die Validierung der HCl-basierten Methode

Dargestellt sind der Aquivalenzbereich und das 95%-Konfidenzintervall fur die gepaarten Differenzen aus
Serum und DBS (HCI-Methode) (n=10). Die Enden des Balkens kennzeichnen den oberen bzw. unteren
Grenzwert des 95%-Konfidenzintervalls der gepaarten Differenzen. Der Kreis kennzeichnet den
Mittelwert der gepaarten Differenzen. Unter der Vorgabe, dass die Werte aus den DBS nicht mehr als
20% von den Serumwerten (Mittelwert: 87,2 ug/l) abweichen, ergab sich ein Aquivalenzbereich von -17,4
ug/l bis +17,4 pg/l. Der Aquivalenzbereich ist durch die zwei roten horizontalen Linien bei -17,4 pg/l und
+17,4 ug/l gekennzeichnet. Die gestrichelten blauen Linien bei -8,7 ug/l und +8,7 ug/l markieren den
Bereich, in dem die Abweichung von den Serumwerten <10% betragt. Auch bei Durchfihrung der HCI-
basierten Methode an Proben von 10 Probanden ergab sich eine Abweichung von weniger als 10% von

den Serumwerten.

Es konnte festgestellt werden, dass die Selenmessung mittels TRXF aus DBS
gleichwertig zur Selenbestimmung im Serum ist, wenn eine Auflésung der DBS-Stanzen

nach dem hier entwickelten Protokoll durch HCI erfolgt.
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4.4 Zusammenfassung der Arbeitsschritte der HCIl-basierten Methode

In Tabelle 9 sind die Arbeitsschritte der neu entwickelten HCIl-basierten Methode noch

einmal bebildert zusammengefasst.

Tabelle 9: Arbeitsschritte der neu entwickelten HCI-basierten Methode

T csnmiten ]

Vollblut auf Kreis einer Protein Saver™ 903® Card

tropfen und mindestens zwei Stunden trocknen

nach dem Trocknen der Karten einen mit Blut
durchtrankten, 5,5 mm durchmessenden Kreis

ausstanzen

Zugabe von 141 pl 37%iger Salzséure zu einer Stanze
mit getrocknetem Blut in einem 1,5 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal

1 Stunde bei Raumtemperatur einwirken lassen

Probe anschlieRend einige Sekunden im Vortex-Mixer

schitteln

Zentrifugieren bei Raumtemperatur fur zwei Minuten und
12.000 rpm

80 pl faserfreien Uberstand abpipettieren und in ein 500

pl Eppendorf-Reaktionsgefald tiberfihren

Zugabe von 8 pl Galliumstandard der Konzentration

5000ug/l; grindlich homogenisieren

8 ul der Lésung auf eine Quarzplatte geben, bei

Raumtemperatur fir mindestens 2 Stunden trocknen

Messung im Auftisch-TXRF-Gerates S2 Picofox;

aufgrund des Mischungsverhaltnisses von Probe und

Galliumstandard Ergebnisse mit Faktor 10 multiplizieren
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5 Ergebnisse der Untersuchung von Kinder und Adoleszenten mit konnataler
Hypothyreose und Kleinwuchs

Die Ergebnisse werden getrennt fur die Gruppe der Patienten mit konnataler
Hypothyreose und die Gruppe der Patienten mit Kleinwuchs vorgestellt.

Die beiden untersuchten Gruppen wurden zusatzlich entsprechend unterschiedlicher
kindlicher Entwicklungsstufen (82) in drei verschiedene Altersgruppen unterteilt: Ende 1.
bis Ende 5. Lebensjahr (Kleinkindalter), 6. Lebensjahr bis Ende 13. Lebensjahr
(Schulalter), 14. bis Ende 18. Lebensjahr (Adoleszenz). Die zugrundeliegenden
Referenzwerte fur die Schilddrisenhormone, die untersuchten Spurenelemente und
IGF-1 sind in der Tabelle 10 dargestellt (63) (83) (17). Die Referenzwerte fur die
Schilddrisenhormone entstammen dem Institut fir experimentelle péadiatrische

Endokrinologie am Campus Virchow Klinikum der Charité.

Tabelle 10: Referenzwerte der untersuchten Parameter gemafd (63) (83) (17), Institut

fur experimentelle padiatrische Endokrinologie am Campus Virchow Klinikum der

Charité

Selen Kleinkinder ~ 58-116 pg/l | KUPfer 1-5 Jahre 800-1500 pg/!
Schulkinder 69-121 pgl/l 6-9 Jahre 840-1360 ugl/l
Erwachsene 74-139 pgl/l 10-13 Jahre 800-1210 pg/l

TSH basal 1-5Jahre  0,4-3,8 mU/I
>5 Jahre 0,3-4 mu/l 14-19 Jahre 640-1170 ug/l
T4 1-5 Jahre 7-14 pg/di IGF-1 2 Monate-5 Jahre 20-250 ng/ml
>5 Jahre  6,2-14 pg/dl 6-8 Jahre 100-476 ng/ml
fT4 0,7-1,9 ng/d| 9-10 Jahre 110-600 ng/m!
T3 1-5 Jahre 0,96-2,39 ugl 11-15 Jahre 250-1100 ng/ml
>5 Jahre 1-2,16 pgl/l 16-55 Jahre 125-460 ng/ml

Im Folgenden wurde die Untersuchung der Zusammenhdnge zwischen
Spurenelementen und Schilddrisenhormonen bzw. dem Wachstumsfaktor IGF-1 auch
getrennt fir die Altersgruppen vorgenommen, falls sich zwischen diesen Altersgruppen
Unterschiede in den untersuchten Parametern fanden. Gleiches galt fir die

Geschlechter.
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5.1 Untersuchung der Gruppe mit konnataler Hypothyreose

Als Hauptziel dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob ein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Schilddrisenhormonen und den essentiellen
Spurenelementen Se und Cu sowie einem Quotienten aus Cu und Se besteht. Hierfur
wurde eine Gruppe von Kindern mit konnataler Hypothyreose untersucht. Tabelle 11

gibt zunachst einen Uberblick tiber die untersuchte Gruppe.

Tabelle 11: Ubersicht der Patienten mit konnataler Hypothyreose
Angegeben sind die Anzahl der Patienten mit verfiigbaren Werten (n), Minimum und Maximum der Werte

sowie Mittelwert und in Klammern die Standardabweichung

Mittelwert

n Minimum  Maximum (Standardabweichung)

Alter [Jahre] 84 3,0 17,0 11,3 (+3,9)
Se [ug/l] 84 33,0 148,0 69,2 (x17,4)
Cu [pgl/l] 84 747,8 2587,8 1384,2 (+388,8)
Cu/Se-Quotient 84 8,3 46,4 21,0 (£7,5)
TSH basal [mU/l] 84 0,0 285,3 8,9 (£32,1)
T4 [pg/dl] 44 0,8 24,9 11,3 (3,6)
T4 [ng/dl] 44 0,4 23 1,4 (20,4)
T3 [ug/l] 29 0,5 2,3 1,5 (x0,3)
T4/T3-Quotient 27 0,5 10,6 7,5 (£2,0)

Insgesamt wurden 84 Patienten in die Gruppe eingeschlossen. Es waren jedoch nur
von 44 Patienten die Werte von T4 sowie von fT4, von 29 Patienten die T3-Werte und
der T4/T3-Quotient von 27 Patienten verfugbar.

In der untersuchten Gruppe setzte sich die Geschlechterverteilung wie folgt zusammen:
60 Patienten (71%) waren weiblich und 24 (29%) waren mé&nnlich. Dies entspricht der
bekannten Verteilung der Inzidenz der konnatalen Hypothyreose, in der Madchen

doppelt so haufig betroffen sind wie Jungen (35).

43



Ebenso waren nicht in allen Altersgruppen gleich viele Patienten vertreten, wie in
Abbildung 5 ersichtlich. Das Durchschnittsalter betrug 11,3 (£3,9) Jahre. Die 5- bis 12-
Jahrigen bildeten die gro3te Gruppe (50%), gefolgt von den 13- bis 17-Jahrigen
(45,2%). Nur 4 Patienten (4,8%) der Gruppe waren im Kleinkindalter.

104 50% 45,2%

Anzahl

4,8%

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Alter [Jahren]

Abb. 5: Altersverteilung in der Hypothyreosegruppe
Dargestellt sind die Anzahl der Patienten eines bestimmten Alters sowie die prozentuale Verteilung der
Patienten in den verschiedenen Alterskategorien in der Gruppe der Patienten mit konnataler

Hypothyreose. 1- bis 4-Jahrige sind gelb gekennzeichnet, 5- bis 12-Jahrige blau und 13- bis 17-Jahrige
beige; (n=84).
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5.1.1 Aufféalligkeiten der Spurenelemente und Schilddriisenhormone

Im  Folgenden werden die  Auffalligkeiten der  Spurenelement-  und
Schilddriisenhormonversorgung dargestellt. Die Abbildungen 6 bis 8 zeigen die
einzelnen Werte der Schilddrisenhormone und der untersuchten Spurenelemente fur

jeden Patienten.
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Abb. 6: Darstellung der Se- und Cu-Werte in der Gruppe der Patienten mit konnataler
Hypothyreose

Angegeben sind das Alter und der entsprechende Se- bzw. Cu-Wert fir jeden einzelnen Patienten. Flr
alle 84 untersuchten Patienten waren die Se- und Cu-Werte verfligbar. Wie in der linken Graphik
erkennbar, lagen viele der untersuchten Kinder unterhalb des Referenzwerts und sind damit als selenarm
einzustufen. In der rechten Graphik zeigt sich eine eindeutige Tendenz hin zu eher erhthten

Kupferkonzentrationen bei den untersuchten Kindern.
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Abb. 7: Darstellung der TSH- und T4-Werte in der Gruppe der Patienten mit konnataler
Hypothyreose

Angegeben sind das Alter und der entsprechende TSH- bzw. T4 Wert fir jeden einzelnen Patienten. Ein
Patient im Alter von 15 Jahren mit einem TSH-Wert von 285,3 mU/l ist in der linken Graphik nicht
dargestellt. Fur alle 84 untersuchten Patienten waren die TSH-Werte verfluigbar. T4-Werte waren nur von
44 Patienten verflgbar. Wie erwartet fur die Hypothyreosegruppe waren viele TSH-Werte deutlich erhéht
im Vergleich zum Referenzintervall. Nur zwei Patienten der Hypothyreosegruppe wiesen einen T4-Wert

unterhalb des Referenzwertes auf.
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Abb. 8: Darstellung der fT4-Werte und T3-Werte in der Gruppe der Patienten mit

konnataler Hypothyreose

Angegeben sind das Alter und der entsprechende fT4- bzw. T3-Wert fir jeden einzelnen Patienten. Fir
44 der 84 untersuchten Patienten waren fT4-Werte verfigbar. T3-Werte waren nur von 29 der 84
untersuchten Patienten verfugbar. Die Graphiken zeigen, dass jeweils nur ein Patient der
Hypothyreosegruppe einen Wert von fT4 bzw. T3 unterhalb des Referenzwertes aufwies.

Bei keinem der Patienten bestand eine Unterversorgung mit Cu. Bei 44 Patienten
(52,4%) fanden sich sogar erhéhte Kupferwerte. Beztglich der Selenversorgung waren
48 Patienten (57,1%) als unterversorgt einzustufen. Nur bei einem Patienten lag der
Selenspiegel Uber dem Referenzwert. Die Versorgung der untersuchten Gruppe mit
Schilddriisenhormonen sah wie folgt aus: Drei Patienten zeigten eine manifeste
Hypothyreose, die sich darstellt als eine Erhéhung des TSH-Werts in Kombination mit
einer Erniedrigung von T4, fT4 oder T3. Bei zwei dieser Patienten lag aulRerdem ein
Selenmangel vor. Bei einem von diesen zwei Patienten zeigte sich zusatzlich ein
erhohter Kupferspiegel. Eine isolierte Erhéhung der TSH-Werte fand sich bei 21
Patienten. Bei ihnen lag nach Definition eine Hyperthyreotropindmie vor (37). Von den
Patienten mit Hyperthyreotropinamie hatten 14 (66,7%) einen Selenmangel, von diesen
14 Patienten hatten 50% gleichzeitig erhdhte Kupferwerte. 23,8% der Patienten mit
Hyperthyreotropinamie zeigten eine isolierte Erhéhung der Kupferwerte. Inwieweit die
ermittelten Werte von Spurenelementen und Schilddrisenhormonen zusammenhangen,

wurde im weiteren Verlauf untersucht.
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5.1.2 Unterschiede zwischen den Geschlechtern und verschiedenen

Altersgruppen

Zwischen den Geschlechtern bestand kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der

Schilddriisenhormon- und Spurenelementversorgung, sowie hinsichtlich des Alters.

Hingegen unterschieden sich alle drei Altersgruppen beztiglich der Kupferwerte und des

Cu/Se-Quotienten. Ferner unterschied sich der T3-Spiegel der ersten beiden

Altersgruppen von der dritten. Die Werte von Cu, dem Cu/Se-Quotienten und von T3

sind fur die verschiedenen Altersgruppen in Abbildung 9 dargestellt.
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Abb. 9: Darstellung der Spiegel von Cu,
Cu/Se-Quotient und T3 in den
verschiedenen Altersgruppen

In Form von Boxplots ist die Verteilung der Kupfer-
und T3-Werte sowie des Cu/Se-Quotienten in den
verschiedenen Altersgruppen dargestellt. Alle drei
Altersgruppen unterschieden sich signifikant
beziglich der Kupferwerte und des Cu/Se-
Quotienten. Der T3-Spiegel der ersten beiden
Altersgruppen unterschied sich signifikant von der
dritten. Mit steigendem Alter fielen der Kupfer-
Spiegel und der Cu/Se-Quotient. T3 verhielt sich
gleichsinnig. Fiur Cu und den Cu/Se-Quotienten:
n=84, fur T3: n=29.



Man erkennt deutlich, dass mit steigendem Alter der Kupferspiegel und damit der
Cu/Se-Quotient abnahm. Genauso verhielt es sich beim T3-Spiegel. Ob hier eine

signifikante Verbindung vorliegt, sollte im Folgenden tberprift werden.

5.1.3 Zusammenhange von Spurenelementen und Schilddrisenhormonen
Tabelle 12 zeigt wie sich die Zusammenhé&nge zwischen den Spurenelementen und den
Schilddrisenhormonen in der gesamten Gruppe der Patienten mit konnataler

Hypothyreose verhielten.

Tabelle 12: Korrelationen in der gesamten Gruppe
Die Korrelationstestung erfolgte mittels Korrelation nach Pearson. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

angenommen (*), als hochsignifikant gelten Werte < 0,01 (**).

TSH basal T4 fT4 T3 T4/T3-Quotient

n=84 n=44 n=44 n=29 n=27

Se -0,1 (p=0,45) 0,0 (p=0,97) 0,2 (p=0,32) -0,1 (p=0,74) 0,2 (p=0,30)
Cu -0,2 (p=0,06)  0,5** (p=0,00) 0,0 (p=0,85) 0,6" (p=0,00) 0,3 (p=0,11)
Cu/Se-Quotient -0,1 (p=0,23)  0,5**(p=0,00) -0,1 (p=0,52) 0,6" (p=0,00) 0,2 (p=0,27)

Es bestanden hochsignifikante positive Korrelationen zwischen Cu und T4, Cu und T3,
dem Cu/Se-Quotienten und T4, sowie dem Cu/Se-Quotienten und T3. Fir Se allein
bestand hingegen keine signifikante  Korrelation mit den untersuchten

Schilddriisenhormonen.
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Fur die ermittelten signifikanten Korrelationen ist der angenommene lineare
Zusammenhang in den Abbildungen 10 und 11 graphisch dargestellt:
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Abb. 10: Zusammenhang von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und T4
Dargestellt sind der Zusammenhang von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und T4, sowie das
BestimmtheitsmalR R2. Sowohl Cu als auch der Cu/Se-Quotient korrelierten positiv mit T4: r=0,5**

(p=0,00). Es wurde ein linearer Zusammenhang angenommen.
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Abb. 11: Zusammenhang von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und T3
Dargestellt sind der Zusammenhang von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und T3, sowie das
BestimmtheitsmalR R2. Sowohl Cu als auch der Cu/Se-Quotient korrelieren positiv mit T3: r=0,6**

(p=0,00). Es wurde ein linearer Zusammenhang angenommen.
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5.1.4 Zusammenhdange von Spurenelementen und Schilddrisenhormonen in den
verschiedenen Altersgruppen
Da sich die Altersgruppen hinsichtlich des Spiegels von T3, Cu und des Cu/Se-
Quotienten unterschieden, sollte im Folgenden getestet werden, ob die signifikanten
Korrelationen jeweils auch innerhalb der einzelnen Altersgruppen zu finden sind. Fr die
Kinder von 1 bis 4 Jahren erfolgte jedoch aufgrund der geringen Gruppengréf3e keine
Korrelationstestung. Nur vier Patienten waren in dieser Gruppe vertreten und nur fir
einen dieser Patienten lag ein Wert fur fT4 vor. Fur die anderen beiden Altersgruppen

sind die Beziehungen in Tabelle 13 aufgefihrt.

Tabelle 13: Korrelationstestung in den Altersgruppen
Die Korrelationstestung erfolgte mittels Korrelation nach Pearson. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

angenommen (*), als hochsignifikant gelten Werte < 0,01 (**).

TSH basal T4 fT4 T3  T4/T3-Quotient

n=42 n=21 n=23 n=15 n=15

5.12 Se -0,1 (p=0,53) 0,0 (p=0,97) 0,2 (p=0,47) -0,2 (p=0,44) 0,1 (p=0,75)

Jahre Cu -0,1 (p=0,38) 0,4 (p=0,12) 0,0 (p=0,99) 0,5(p=0,06) 0,2 (p=0,56)
Cu/Se- _ _ _ o _

Quotient -0,1 (p=0,61) 0,4 (p=0,07) -0,2 (p=0,44) 0,77 (p=0,01) 0,2 (p=0,55)

n=38 n=19 n=20 n=10 n=8

13-17 Se -0,1 (p=0,50) 0,3 (p=0,19) 0,1 (p=0,55) 0,4 (p=0,29) 0,7 (p=0,07)

Jahre Cu -0,2 (p=0,20)  0,6** (p=0,00) -0,1 (p=0,58) 0,4 (p=0,21) 0,7 (p=0,06)
Cu/Se- _ _ _ _ _

Quotient 01 (pP=047)  04(p=013) -0,1(p=0,67) 0,2 (p=0,53) 0,2 (p=0,65)

Es wird deutlich, dass die zuvor gefundenen Korrelationen nicht fir alle Altersgruppen
gleichermalRen zutrafen. Bei den Kindern zwischen 5 und 12 Jahren bestand lediglich
eine hochsignifikante Verbindung zwischen dem Cu/Se-Quotienten und T3.

Bei Kindern zwischen 13 und 16 Jahren bestand hingegen ein hochsignifikanter
Zusammenhang zwischen Cu und T4. Die zuvor in der gesamten untersuchten Gruppe
gefundenen signifikanten Verbindungen des Cu/Se-Quotienten mit T4 und von Cu mit
T3 fanden sich

einschrankend anzumerken, dass in dieser Altersbetrachtung die Gruppengréf3en

in keiner der untersuchten Altersgruppen. Hier ist allerdings

deutlich reduziert sind im Vergleich zur zuvor prasentierten statistischen Analyse.
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5.2 Untersuchung der Gruppe mit Kleinwuchs

Auch in dieser Gruppe sollte untersucht werden, ob ein signifikanter Zusammenhang
zwischen den Schilddrisenhormonen und den essentiellen Spurenelementen Se und
Cu sowie einem Quotienten aus Cu und Se besteht. Ferner sollte die Beziehung
zwischen den genannten Spurenelementen und dem Wachstumsfaktor IGF 1
untersucht werden. Tabelle 14 gibt zunachst einen Uberblick Uber die untersuchte

Gruppe.

Tabelle 14: Ubersicht der Patienten in der Gruppe mit Kleinwuchs

Angegeben sind die Anzahl der Patienten mit verfigbaren Werten (n), Minimum und Maximum der Werte

sowie Mittelwert und in Klammern die Standardabweichung.

Mittelwert

n Minimum Maximum (Standardabweichung)

Alter [Jahre] 66 3,0 16,0 9,8 (£3,5)
Se [ug/l] 66 38,9 122,6 78,8 (+16,9)
Cu [pg/l] 66 1049,3 6093,7 1903,7 (+1083,5)
Cu/Se-Quotient 66 12,7 95,0 25,0 (£15,7)
TSH basal [mU/I] 66 0,3 3,6 2,2 (+0,8)
T4 [ug/dl] 20 5,8 13,2 9,7 (1,9
T4 [ng/dl] 29 0,7 15 1,0 (£0,2)
T3 [ug/l] 14 1,2 1,9 1,5 (20,2)
T4/T3-Quotient 9 4,3 8,3 6,3 (£1,4)
IGF-1 [ng/ml] 66 25,0 614,0 222,9 (¥157,1)

Insgesamt wurden 66 Patienten in die Gruppe eingeschlossen. Verfluigbar waren jedoch
nur die T4-Werte von 20 Patienten, die Werte von fT4 von 29 Patienten und die T3-
Werte von 14 Patienten, sowie von neun Patienten der T4/T3-Quotient. Die
Geschlechterverteilung war auch in dieser Gruppe nicht gleich. 29 Patienten (43,9%)
waren weiblich und 37 (56,1%) waren mannlich.
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Ebenso findet sich keine homogene Altersverteilung wie in Abbildung 12 ersichtlich. Die
5- bis 12-Jahrigen bildeten auch hier die gréf3te Gruppe (66,7%), gefolgt von den 13-
bis 17-Jahrigen (24,2%). Nur sechs Patienten (9,1%) der Gruppe waren im
Kleinkindalter. Das durchschnittliche Alter lag bei 9,8 (x3,5) Jahren.

66,7 %

24,2%

9,1 %

Anzahl

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Alter [Jahren]

Abb. 12: Altersverteilung in der Gruppe mit Kleinwuchs

Dargestellt sind die Anzahl der Patienten eines bestimmten Alters sowie die prozentuale Verteilung der
Patienten in den verschiedenen Alterskategorien in der Gruppe der Patienten mit Kleinwuchs. 1- bis 4-
Jahrige sind gelb gekennzeichnet, 5- bis 12-Jahrige blau und 13- bis 17-Jahrige beige; (n= 66).

5.2.1 Auffalligkeiten der Spurenelemente und des IGF-1-Spiegels

Im Folgenden soll auch hier gezeigt werden, welche Auffalligkeiten in der Gruppe
bestehen. Die Spurenelementversorgung und der IGF-1-Spiegel sind fir jeden
Patienten in den Abbildungen 13 und 14 dargestellt. Auf eine Darstellung der
Schilddrisenhormone wurde verzichtet, da Patienten mit auffalligen Schilddriisenwerten

in dieser Gruppe ausgeschlossen wurden.
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Abb. 13: Darstellung der Se- und Cu-Werte in der Gruppe mit Kleinwuchs

Angegeben sind das Alter und der entsprechende Se- bzw. Cu-Wert fir jeden einzelnen Patienten. Fir
alle 66 untersuchten Patienten waren Selen- und Kupfer-Werte verfugbar. Wie die linke Graphik zeigt,
lagen viele der untersuchten Kinder unterhalb des Referenzwerts und sind damit als selenarm
einzustufen. In der rechten Graphik zeigt sich eine eindeutige Tendenz hin zu eher erhdhten

Kupferkonzentrationen bei den untersuchten Kindern.
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Abb. 14: Darstellung der IGF-1-Werte in der Gruppe mit Kleinwuchs

Angegeben sind das Alter und der entsprechende IGF-1-Wert fir jeden einzelnen Patienten. Fir alle 66
untersuchten Patienten waren IGF-1-Werte verfigbar. Einige der untersuchten Patienten zeigten IGF-1-

Werte unterhalb des Referenzbereiches.
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Die Versorgung mit den untersuchten Spurenelementen stellte sich ahnlich dar wie in
der Gruppe der Patienten mit konnataler Hypothyreose. Ein Kupfermangel war auch in
dieser Gruppe nicht festzustellen. Hier zeigten sogar 77,3% Kupferwerte oberhalb des
Referenzwertes. Eine Unterversorgung mit Se zeigten 20 Patienten (30,3%). Nur ein
Patient zeigte einen Selenspiegel oberhalb des Referenzbereichs. Betrachtet man den
IGF-1-Spiegel der untersuchten Gruppe finden sich bei 19 Patienten (28,8%) Werte
unterhalb des Referenzbereichs. Von diesen Patienten zeigten flnf gleichzeitig einen
Selenmangel und 16 Patienten eine Kupfererh6hung. Ein Patient zeigte sogar einen
IGF-1-Wert oberhalb des Referenzbereiches, zeitgleich mit einem Selenmangel und

einer Kupfererh6hung.

5.2.2 Unterschiede zwischen den verschiedenen Altersgruppen und
Geschlechtern

Bevor der Frage nachgegangen wurde, ob signifikante Beziehungen zu beobachten
sind, sollte auch hier zunachst getestet werden, ob ein Unterschied zwischen den
verschiedenen Altersgruppen und Geschlechtern beziglich der Konzentrationen von
Spurenelementen, Schilddriisen- und Wachstumshormonen besteht.

Es zeigte sich zwischen den Geschlechtern und den verschiedenen Altersgruppen ein
signifikanter Unterschied im IGF1-Spiegel. Ferner unterschieden sich mannliche und
weibliche Patienten hinsichtlich der Selenversorgung. Die Werte von Selen und IGF-1

sind in der Abbildung 15 getrennt flir weibliche und ménnliche Patienten dargestellt.
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Abb. 15: Darstellung der Se- und IGF-1-Werte bei weiblichen und mannlichen

Patienten

In Form von Boxplots ist die Verteilung der Se- und IGF-1-Werte bei den weiblichen und ménnlichen
Patienten dargestellt (n=66). Die weiblichen Patienten wiesen signifikant niedrigere Selen- und hdhere

IGF-1-Werte als die mannlichen Patienten auf.

Die méannlichen Patienten (Mittelwert: 83,5 pg/l (x17,9)) waren besser mit Se versorgt
als die weiblichen (Mittelwert: 72,8 pg/l (£13,7)). Wohingegen die IGF-1- Spiegel bei
den weiblichen Patienten hoher lagen. Die Werte von IGF-1 sind in der Abbildung 16
getrennt fur die drei Altersgruppen dargestellt. Man erkennt deutlich, dass mit

steigendem Alter héhere IGF-1-Spiegel auftraten.
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Abb. 16: Darstellung der IGF-1-Werte in den verschiedenen Altersgruppen

In Form von Boxplots ist die Verteilung der IGF-1-Werte in den verschiedenen Altersgruppen dargestellt
(n=66). Alle Altersgruppen unterschieden sich signifikant hinsichtlich dieses Parameters. Mit steigendem

Alter traten hohere IGF-1-Spiegel auf.

5.2.3 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den
Schilddrisenhormonen

Tabelle 15 zeigt nun die Zusammenhénge von den untersuchten Spurenelementen und

den Schilddrisenhormonen sowie dem Wachstumsfaktor IGF-1 in der gesamten

Gruppe.

Tabelle 15: Korrelationstestung in der gesamten Gruppe

Die Korrelationstestung erfolgte mittels Korrelation nach Pearson. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

angenommen (*), als hochsignifikant gelten Werte < 0,01 (**).

TSH basal T4 fT4 T3  T4/T3-Quotient IGF-1
n=66 n=20 n=29 n=14 n=9 n=66
Se 0,1 (p=0,28) 0,0 (p=1,00) 0,3 (p=0,12) -0,2 (p=0,43) 0,3 (p=0,36) -0,5** (p=0,00)
Cu 0,0 (p=0,73) 0,0 (p=0,88) 0,2 (p=0,31) -0,1 (p=0,85) 0,3 (p=0,48)  -0,1(p=0,32)
Cu/Se-
Quotient 0,0 (p=0,90) -0,1 (p=0,65) 0,1 (p=0,62) 0,0 (p=0,95) 0,2 (p=0,57) 0,0 (p=0,75)
Von den untersuchten Spurenelementen bzw. ihrem Quotienten zeigte nur Se eine

negative hochsignifikante Korrelation mit dem Wachstumsfaktor IGF-1. Zwischen den
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Schilddrisenhormonen und den Spurenelementen konnte bei den kleinwichsigen
Kindern keine signifikante Verbindung nachgewiesen werden.
Die Abbildung 17 stellt diese Beziehung zwischen Se und IGF-1 graphisch dar.
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Abb. 17: Zusammenhang von Se und IGF-1

Dargestellt sind der Zusammenhang von Se und IGF-1, sowie das Bestimmtheitsmall R2. Se korreliert

negativ mit IGF-1: r=-0,5** (p=0,00). Es wurde ein linearer Zusammenhang angenommen.
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5.2.4 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den
Schilddrisenhormonen in den verschiedenen Altersgruppen

Da sich gezeigt hatte, dass sich die Altersgruppen hinsichtlich des IGF-1-Spiegels
unterschieden, wurde getestet, ob die signifikante Korrelation jeweils auch in den
verschiedenen Altersgruppen zu finden ist. Jedoch stellte sich auch hier das Problem
der geringen GruppengrofRe dar. Fur Kinder von 1-4 Jahre konnte keine differenzierte
Betrachtung erfolgen, da die Gruppe lediglich sechs Patienten umfasste, von denen nur
fur zwei bzw. drei Patienten Werte fur T4, T4/T3-Quotient, fT4 und T3 vorlagen. Zwar
umfasste die Gruppe der Adoleszenten 16 Patienten, jedoch waren auch hier nur fur
zwei Patienten ein T3-Wert und der T4/T3-Quotient verfugbar. Daher erfolgte eine
gesonderte Korrelationstestung nur fur Kinder von 5-12 Jahre welche in Tabelle 16

dargestellt ist.

Tabelle 16: Korrelationstestung in den Altersgruppen
Die Korrelationstestung erfolgte mittels Korrelation nach Pearson. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

angenommen (*), als hochsignifikant gelten Werte < 0,01 (**).

TSH basal T4 T4 T3 T4/T3- IGF-1
Quotient

n=44 n=13 n=19 n=10 n=5 n=44
_ _ _ _ _ _075**
512 Se 0,1 (p=0,36) -0,2 (p=0,54) 0,2 (p=0,53) -0,3 (p=0,34) 0,3 (p=0,65) (p=0.00)
Jahre ¢y -0,1 (p=0,73) 0,3 (p=0,26) 0,1 (p=0,59) 0,0 (p=0,98) 0,8 (p=0,12) -0,3* (p=0,05)

Cu/Se- _ _ _ _ _ _
Quotient -0,1 (p=0,47) 0,6 (p=0,05) 0,1(p=0,75) 0,1 (p=0,73) 0,8 (p=0,08) -0,1 (p=0,51)

Die signifikante Beziehung zwischen Se und dem Wachstumsfaktor IGF-1 war auch bei
den 5- bis 12-Jahrigen nachzuweisen. Ferner fand sich bei den 5- bis 12-J&hrigen eine

schwache, negative signifikante Korrelation von Kupfer und IGF-1.
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5.2.5 Zusammenhange von Spurenelementen mit IGF-1 und den

Schilddrisenhormonen getrennt nach Geschlechtern

Da sich die mannlichen und weiblichen Probanden hinsichtlich des Selenspiegels

unterschieden, wurden die Korrelationen auch getrennt nach Geschlechtern betrachtet

und in Tabelle 17 dargestellt.

Tabelle 17: Korrelationstestung aufgeteilt nach Geschlechtern

Die Korrelationstestung erfolgte mittels Korrelation nach Pearson. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05

angenommen (*), als hochsignifikant gelten Werte < 0,01 (**). =weiblich, §=mannlich

TSH basal T4 T4 T3 Quﬁgﬁt IGF-1

n=29 n=8 n=13 n=8 n=4 n=29

Se 0,1 (p=0,55) 0,0 (p=0,95) 0,5 (p=0,10) -0,5 (p=0,19) 0,8 (p=0,17) -0,6** (p=0,00)

P cu 0,0 (p=0,82) 0,2 (p=0,60) 0,3 (p=0,38) -0,2 (p=0,64) 0,4 (p=0,60) -0,2 (p=0,23)
Cu/Se-Quotient 0,0 (p=0,99) 0,2 (p=0,63) 0,1 (p=0,86) -0,1 (p=0,79) 0.3 (p=0,71) -0,1 (p=0,70)
n=37 n=12 n=16 n=6 n=5 n=37

Se 0,12 (p=0,48) -0,01 (p=0,97) 0,1 (p=0,71) 0,1 (p=0,86) -0,2 (p=0,71) -0,3* (p=0,05)

d cu 0,04 (p=0,84) -0,18 (p=0,58) 0,2 (p=0,52) 0,5(p=0,30) 0,2 (p=0,74) 0,0 (p=1,00)
Cu/Se-Quotient 0,02 (p=0,89) -0,24 (p=0,46) 0,2 (p=0,46) 0,4 (p=0,46) 0,3 (p=0,65) 0,1 (p=0,44)

Sowohl bei weiblichen als auch bei mannlichen Patienten fand sich eine signifikante
negative Korrelation von Se und IGF-1. Diese Verbindung war bei den weiblichen
Patienten jedoch starker ausgepragt. Eine signifikante Verbindung der anderen
Spurenelemente mit IGF-1 fand sich bei beiden Geschlechtern nicht. Auch eine
signifikante Beziehung zwischen den untersuchten Spurenelementen und der

Schilddriisenhormonachse war nicht nachzuweisen.
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6 Diskussion

6.1 Untersuchung der Kinder mit konnataler Hypothyreose und Kleinwuchs

Die Ergebnisse der Untersuchung der beiden Gruppen von Kindern und Adoleszenten
lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Bei den Kindern und Adoleszenten mit konnataler Hypothyreose bestand eine
hochsignifikante positive Verbindung von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten mit der
Schilddriisenhormonachse in Form von T3 und T4. Bei den Kindern mit Kleinwuchs
zeigte sich dieser Zusammenhang nicht. Allerdings war hier eine hochsignifikante

inverse Verbindung von Se mit dem Wachstumsfaktor IGF-1 zu verzeichnen.

Im weiteren Verlauf wird umfassend auf diese Aussagen eingegangen und es erfolgt

eine Diskussion auf Basis des aktuellen Forschungsstandes.

6.1.1 Se, Cu, Cu/Se-Quotient und die Schilddrisenhormonachse

Zentrales Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Verbindung der essentiellen
Spurenelemente Se und Cu sowie eines Quotienten aus Cu und Se mit den
Schilddriisenhormonen.

Bei der Untersuchung der Kinder und Adoleszenten mit konnataler Hypothyreose
konnten so hochsignifikante positive Korrelationen zwischen Cu und T4, Cu und T3,
dem Cu/Se-Quotienten und T4, sowie dem Cu/Se-Quotienten und T3 nachgewiesen

werden.

Diese Ergebnisse lassen sich gut vereinbaren mit den Untersuchungen von Aihara et al.
aus dem Jahre 1984. Sie konnten ebenfalls eine Korrelation des Kupferspiegels mit T3
und T4 zeigen (67). Liu et al. wiesen bei Patienten mit Hypothyreose eine signifikante
Korrelation des Kupfergehalts von Erythrozyten mit dem T3/T4-Quotienten und dem
TSH-Level im Serum nach. Ferner fanden sie bei der euthyreoten Vergleichsgruppe
eine signifikante Assoziation des Kupfergehalts der Erythrozyten mit dem fT4-Spiegel
im Serum (68).

Wie sind diese Assoziationen von Kupfer- und Schilddriisenmetabolismus zu erklaren?
Das  Kupfer-Transport-Protein ~ Ceruloplasmin  scheint das  entscheidende
Verbindungsglied zu sein. So zeigten Fitch et al. 1999 den Einfluss der

Schilddrisenhormone auf die Aktivitdt des Kupfer-Transportproteins Ceruloplasmin in
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der frihen neonatalen Entwicklung. In ihren Untersuchungen fiihrte die Gabe von T4 an
Neonaten zu einer signifikanten Erh6hung der Aktivitat von Ceruloplasmin. Wé&hrend bei
Kindern mit Hypothyreose eine Abnahme der Ceruloplasmin-Aktivitat auftrat (84). Mittag
et al. konnten 2012 anhand eines Mausmodell den zugrundeliegenden Mechanismus
naher beleuchten. Die Behandlung mit dem Schilddriisenhormon T3 fiihrte in ihren
Untersuchungen zu einer Steigerung der hepatischen Ceruloplasmin-Synthese und
einem Export dieses Proteins in das Serum. Wahrend die Synthese von
kupferbindenden intrazellularen  Proteinen, wie der  Superoxid-Dismutase
herunterreguliert wird. Wobei der Schilddrisenhormonrezeptor TR eine entscheidende
Rolle bei der Induktion von Ceruloplasmin und damit der Steigerung des Kupferspiegels
im Serum spielt (85). Klinisch bedeutsam ist aber nicht nur, dass die
Schilddrisenhormone den Kupferstatus im Serum positiv beeinflussen, sondern auch
dass der Kupferspiegel sogar je nach Art der Schilddriisenerkrankung zu variieren
scheint. So stellt der Se/Cu-Quotient laut Mittag et al. einen potentiellen neuen
Biomarker dar, um Patienten mit einer Resistenz gegen Schilddriisenhormone von
Patienten mit einem TSH-produzierenden Adenom des Hypophysen-Vorderlappens
abgrenzen zu konnen. Da bei Patienten mit einer Schilddrisenhormonresistenz,
aufgrund des fehlenden bzw. mutierten Schilddriisenhormonrezeptor TRB kein Anstieg
von Cu zu verzeichnen ist, steigt der Se/Cu-Quotient durch die parallele Induktion des
hepatischen Selenoprotein P im Serum mit dem Schilddriisenhormonstatus an. Dieser
selektive  Effekt steht im  Gegensatz zu einem  TSH-produzierenden
Hypophysenadenom, da hier Uber die gleichzeitige Induktion von hepatischem
Ceruloplasmin und Selenoprotein P ein paralleler Anstieg von Se und Cu erfolgt,
wodurch der Quotienten kaum verandert wird (85). Aihara et al. beobachten signifikant
hoéhere Werte von Cu bei Patienten mit Hyperthyreose im Vergleich zu Patienten mit
anderen Schilddrisenerkrankungen und gesunden Patienten (67). Kucharzweski et al.
untersuchten 2003 die Spiegel von Cu, Zn und Se im Blut und Schilddriisengewebe von
Patienten mit unterschiedlichen Schilddrisenerkrankungen. Sie berichteten, dass
Patienten mit einem Malignom der Schilddriise, einem Morbus Basedow oder einer
knotigen Struma signifikant hohere Kupfer- und Zink-Spiegel, sowie hohere Quotienten
von Cu/Zn, Cu/Se und Zn/Se und niedrigere Selenspiegel im Blut aufweisen als
gesunde Patienten. Unter diesen Patienten zeigten, diejenigen mit Schilddrisenkrebs

die hdochsten Werte von Cu, Zn und des erwahnten Quotienten (66). Przybylik-Mazurek
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et al. wiesen bei Patienten mit Schilddrisenkrebs h6here Kupferwerte als bei Patienten
mit Hashimoto-Thyreoiditis und der gesunden Vergleichsgruppen nach (65).

Insgesamt legen die vorgestellten Studien nahe, dass verschiedene wechselseitige
Verbindungen zwischen dem essentiellen Spurenelement Cu und der Schilddrise
bestehen: Zum einen beeinflussen die Schilddrisenhormone den Kupferspiegel Uber
eine Induktion der Ceruloplasminsynthese (85). Zum anderen fallt auf, dass die
Kupferspiegel bei Erkrankungen der Schilddrise, die mit entztindlichen, autoimmunen
oder proliferativen Prozessen einhergehen, wie beispielsweise Malignome der
Schilddriise oder Morbus Basedow, im Vergleich zu Gesunden erhdht sind. Eine
Storung der antioxidativen Abwehr wird bei diesen Erkrankungen als Einflussfaktor auf
die Pathogenese diskutiert (65). Kupferhaltige Enzyme wie die Superoxiddismutase und
Metallothionin als Teil dieser antioxidativen Abwehr (59) sind hier madglicherweise
involviert und fihren zu den beobachteten Veranderungen des Kupferspiegels in den
vorgestellten Studien.

Im Falle der hier untersuchten Kinder mit konnataler Hypothyreose ist die Ursache der
Stérung der Schilddrusenfunktion auf eine Schilddriisendysgenesie, und nicht auf
immunologische oder proliferative Prozesse im Erwachsenen zurlickzufiihren. Sodass
fur den beobachten Zusammenhang zwischen Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und den
Spiegeln von T3 und T4 am ehesten die direkte molekulare Beeinflussung der

hepatischen Ceruloplasminsynthese Uber die Schilddrisenhormone verantwortlich ist.

Die in dieser Arbeit gezeigten signifikanten Verbindungen von Cu bzw. dem Cu/Se-
Quotienten mit den Schilddriisenhormonen T3 und T4 liefern nicht nur einen Beitrag zu
einem besseren theoretischen Verstandnis der Interaktion von Cu und Se mit der
Schilddriisenhormonachse. Sie kdnnten in Zukunft auch eine Rolle in der klinischen
Betreuung von Patienten mit konnataler Hypothyreose spielen, indem die Bestimmung
des Cu-Status bzw. Cu/Se-Quotienten dazu genutzt wird, eine mdglichst physiologische
Dosisanpassung der Substitution mit T4 bei hypothyreoten Patienten zu erreichen. Zur
Uberprifung dieser Hypothese sollten weitere Experimente erfolgen, in denen
untersucht wird, ob sich die Dosis von T4, welche zum Erreichen normaler TSH-Werte
notwendig ist, bei Patienten mit niedrigen oder hohem Cu-Spiegel bzw. Cu/Se-
Quotienten unterscheidet.

Aufgrund der  gezeigten positiven  Verbindung  von Cu und der

Schilddrisenhormonachse lasst sich annehmen, dass Kinder mit einer schweren
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Hypothyreose auch einen Kupfermangel ausbilden kénnen. Dieser Kupfermangel stellt
wiederum ein zuséatzliches Risiko fur ein  Entwicklungsdefizit oder eine
Wachstumsretardierung dar. In diesem Kontext ist eine zukinftige routineméaRige
Bestimmung des Kupferspiegels bei Kindern mit Hypothyreose zweckmalig und
winschenswert.

Weiterhin ist denkbar, dass die Steigerung des Kupferspiegels durch die Beeinflussung
der hepatischen Coeruloplasminsynthese unter Therapie mit L-Thyroxin auch eine Rolle

beim generellen Erfolg der Hormonsubstitution spielt.

Ziel dieser Arbeit war es auch, die Zusammenhé&nge von Spurenelementen und
Schilddrisenhormonen in  unterschiedlichen kindlichen Entwicklungsstufen zu
untersuchen. Die fur die gesamte Gruppe der Patienten mit konnataler Hypothyreose
nachgewiesenen signifikanten Korrelationen von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten und
T4 sowie T3 konnten jedoch nicht in allen Altersgruppen gezeigt werden. Bei den
Kindern zwischen 5 und 12 Jahren bestand lediglich eine hochsignifikante Verbindung
zwischen dem Cu/Se-Quotienten und T3. Wahrend bei den Kindern zwischen 13 und
16 Jahren ein hochsignifikanter Zusammenhang zwischen Cu und T4 auftrat. Insgesamt
zeigte sich jedoch ein deutlicher Trend fur einen Zusammenhang von Cu bzw. dem
Cu/Se-Quotienten und T3 bzw. T4. Daher sollten die nachgewiesenen signifikanten
Zusammenhange aus der gesamten Gruppe der Kinder und Adoleszenten gezielt in
grolReren altersspezifischen Gruppen untersucht werden. Die altersabhangigen
Betrachtungen haben hierbei aufgrund der kleinen Probandenanzahlen Kkeine

bedeutsamen Zusatzerkenntnisse liefern konnen.

Im Gegensatz zu Cu und dem Cu/Se-Quotienten konnte fir Se allein keine signifikante
Verbindung mit den Schilddrisenhormonen gefunden werden. Zahlreiche Studien
haben hingegen Uber eine Verbindung des Selen- und Schilddrisenhormonspiegels
berichtet: Olivieri et al. fanden bei 109 gesunden euthyreoten Probanden eine
schwache inverse signifikante Verbindung von Se und T4 sowie eine schwache
signifikante Verbindung von Se mit einem Quotienten aus T3 und T4 (48). Bei einem
Kollektiv von tber 90-Jéhrigen konnte eine signifikante Korrelationen von Se und T4
aufgezeigt werden (49). Napolita et al. wiesen bei Hamodialyse-Patienten mit
chronischer Andmie unter Supplementation mit Se einen signifikanten Anstieg von fT3

und eine Abnahme von TSH nach. Ferner deckten sie eine inverse Korrelation von Se
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mit TSH auf (47). Auch bei Patienten mit Phenylketonurie flihrte eine
Selensupplementation zu einem Anstieg von T4, fT4 und rT3 (46). Bei einer Gruppe von
schwerkranken Patienten fand sich hingegen kein Effekt von Selensupplementation auf
den Schilddriisenhormonspiegel (86). Auch bei einer Gruppe von Kindern mit
konnataler Hypothyreose konnte solch ein Effekt nicht beobachtet werden (40). Die
Studienlage zur Korrelation des Selenspiegels mit den Schilddrisenhormonen ist
demnach uneinheitlich.

Doch wie kdnnten diese unterschiedlichen Beobachtungen zustande kommen? Es wird
angenommen, dass die verschiedenen Selenoproteine unterschiedlich gut mit Selen
versorgt werden, wobei eine Bevorzugung der DIO Enzyme erfolgt und dadurch der
Metabolismus der Schilddriisenhormone auch im Selenmangel aufrecht erhalten bleibt.
Was dazu fihre, dass bei mildem Selenmangel noch kein Absinken des
Schilddriisenhormonspiegels auftreten misse (87). Denkbar ist also, dass bei den hier
untersuchten Kindern und Adoleszenten der Selenspiegel noch ausreichend fir die
normale Expression der DIO ist, wodurch keine Korrelation von Se und den
Schilddriisenhormonen zu beobachten war. Insbesondere fand sich keine Korrelation
von Se mit dem T4/T3-Quotienten, welcher indirekt die Aktivitdt der DIO widerspiegelt.
Interessant ware fur die Zukunft demnach ein Studiendesign, das pruft, ab welchem
Grad der Selenunterversorgung eine Abnahme der DIO-Aktivitat eintritt und eine

Korrelation von Se mit den Schilddriisenhormonen zu beobachten ist.

Trotz fehlendem  Nachweis einer Korrelation des Selen- mit dem
Schilddriisenhormonspiegel in dieser Arbeit, ist die Verbindung dieses essentiellen
Spurenelements mit der Schilddrisenhormonachse nicht von der Hand zu weisen und
gegebenenfalls nur unter pathologischen Bedingungen zu beobachten.

Neuere Untersuchungen zeigen sogar, dass die Beziehung von Se zur
Schilddriisenhormonachse nicht einseitig ist. Die Schilddrisenhormone haben ebenso
eine positiven Einfluss auf die Bildung von Selenoproteinen und den Selenstatus, wie
2010 von Mittag et al. anhand eines Mausmodells gezeigt werden konnte. Wobei dem
Schilddriisenhormonrezeptor TRa1 eine neue Rolle im Selenmetabolismus als direkt
verantwortlicher Transkriptionsfaktor flr die hepatische Selenoprotein P Biosynthese

zugeschrieben werden kann (88).
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6.1.2 Se, Cu, Cu/Se-Quotient und die Wachstumshormonachse

Ferner wurde in dieser Arbeit die Hypothese untersucht, dass der Selenspiegel mit der
Wachstumsachse, und hier im Besonderen mit dem Wachstumsfaktor IGF-1
zusammenhangt. Tatsachlich konnte bei den Kindern mit Kleinwuchs eine inverse
signifikante Verbindung des Selen- mit dem IGF-1-Spiegel gezeigt werden. Auch in
Tierexperimenten hat sich gezeigt, dass Se einen negativen Einfluss auf den
Wachstumsfaktor IGF-1 haben kann. So fiihrte die Verabreichung hoher Selendosen an
junge Ratten zu einer Reduktion des IGF-1-Spiegels und damit zu einer
Wachstumsverzogerung (89). Nach dem Grundsatz von Paracelsus: ,Allein die Dosis
macht das Gift® ist denkbar, dass die verabreichten Selendosen in der erwahnten
Nagerstudie schon im toxischen Bereich lagen, wodurch die Wachstumsretardierung zu
erklaren ware. Im Falle der hier untersuchten Kinder mit Kleinwuchs ist allerdings
anzunehmen, dass die inverse Verbindung zwischen Se und IGF-1 nicht auf eine
toxische Wirkung des Se zurlickzufihren ist, da nur eines der Kinder einen Selenwert
oberhalb des Referenzbereiches aufwies, der allerdings unterhalb des toxischen
Bereichs von >400 ug/l (15) lag, wahrend der Rest der Gruppe normale bzw. erniedrigte
Selenwerte aufwies.

Andere Nagerstudien zeigen hingegen einen positiven Zusammenhang von Se und der
Wachstumshormonachse. So ist bei selenarm erndhrten Mausen eine
Wachstumsretardierung zu beobachten (54) (53). Dies ist auf die Abnahme des
Wachstumshormon- bzw. IGF-1-Spiegels unter Selenmangel zuriickzufihren (54).

Die aktuelle Studienlage im humanmedizinischen Bereich stellt sich wie folgt dar: Bei
gesunden norwegischen Frauen fuhrte eine gesteigerte orale Selenaufnahme nicht zu
einer Veranderung des Wachstumshormon- und IGF-1-Spiegels (90). Karl et al. fanden
hingegen eine Korrelation zwischen der von den Probanden gewdhnlich aufgenommen
Selenmenge und der bioaktiven Form des IGF-1 im Serum. Allerdings zeigte sich keine
Korrelation mit dem freien oder totalen IGF-1-Spiegel (91). Anzumerken ist jedoch, dass
der Selengehalt der Nahrung bei dieser Studie nur anndhernd berechnet und nicht
direkt gemessen wurde. Die CHIANTI-Studie hingegen konnte bei alteren Probanden
sogar eine sehr schwache positive Korrelation von Se und IGF-1 im Plasma zeigen
(57).

In der aktuellen Literatur wird insgesamt eher von einer positiven Beeinflussung der
Wachstumshormone und -faktoren durch Se ausgegangen, ausgenommen von

Selenspiegeln im toxischen Bereich. Es ist jedoch zu bedenken, dass die bisherige

66



Datenlage gerade fur Kinder auf3erst dinn ist. Somit sollte der in dieser Arbeit
aufgezeigte neuartige inverse Zusammenhang von Se- und IGF-1 bei kleinwtchsigen

Kindern und Adoleszenten in weiteren Experimenten Gberpruft werden.

In der hier durchgefuihrten Untersuchung fand sich bei den weiblichen Patienten eine
starkere Verbindung zwischen Se und IGF-1 als bei den mannlichen Patienten. Zwar
besteht hinsichtlich des Selenmetabolismus ein sexueller Dimorphismus (11), da die
Gruppe mit Kleinwuchs jedoch gréf3tenteils aus Kleinkindern und Kindern im Schulalter
bestand und sich die Sexualhormone bei kleinen Kindern vor der Pubertéat nicht
auffallend unterscheiden, kann die starkere Verbindung von Se und IGF-1 bei den

weiblichen Patienten folglich nicht durch die Sexualhormone erklart werden.

Eine signifikante Verbindung des Kupfer- mit dem IGF-1-Spiegel fand sich in dieser
Arbeit nicht. Bei wachsenden Ratten konnte allerdings beobachtet werden, dass
erniedrigte Kupferaufnahme zu einer Reduktion des IGF-1-Spiegels und auch der
Knochenstarke fuhrt (92). Andere Studien beschéftigten sich mit dem Zusammenhang
von Cu und dem Wachstumshormon (Somatotropin, GH), welches letztlich zur
Expression von IGF-1 fuhrt. So beobachteten Brandao-Neto et al. eine positive
Korrelation von Cu und dem Wachstumshormon nach Gabe von Cu an gesunde
Erwachsene. Allerdings liel3 sich dieser Effekt nur an der Halfte der 12 untersuchten
Probanden feststellen (71). Im Tierexperiment fiihrte die Kupferstimulation von
Hypophysenzellen von Schweinen zu einer vermehrten Sekretion des
Wachstumshormons (93). Insgesamt lasst sich also festhalten, dass die bisher
veroffentlichen Tierstudien eine Verbindung von Cu mit der Wachstumshormonachse
nahe legen. Die einzige humane Studie konnte dagegen keine eindeutige Verbindung
aufzeigen (71). In Zusammenschau mit den Ergebnissen dieser Arbeit, lasst sich bei
Menschen bisher also keine direkte Verbindung von Cu mit der
Wachstumshormonachse nachweisen. Weitere Studien zur Klarung der komplexen
Verbindungen von essentiellen Spurenelementen mit der Wachstumshormonachse sind

daher notwendig.
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6.1.3 Limitation der Untersuchungen

Folgende Limitationen bei der Untersuchung der Zusammenhénge zwischen
Spurenelementen und Schilddriisenhormonen in dieser Arbeit sind anzumerken: Die
untersuchten Proben in der Gruppe der Kinder mit konnataler Hypothyreose stammten
teilweise aus den achtziger Jahren. Jedoch wurden die Proben nicht mehrmaligen
Auftau- und Einfrierprozesse unterzogen. Uberdies sind Spurenelementkonzentrationen
sehr robust gegentiber unsachgemaler Lagerung von Proben, sodass es nicht zu einer
praanalytischen Verfalschung der Ergebnisse gekommen sein drfte (85).

Dartber hinaus erlaubt die hier durchgefihrte Untersuchung keine Aussage uber
kausale Zusammenhénge.

Ferner ist anzumerken, dass die Werte von T4, fT4 und T3 nicht fur alle
eingeschlossenen Patienten verflgbar waren. Dariber hinaus lag eine inhomogene
Altersstruktur vor. So war die Stichprobe der Patienten mit konnataler Hypothyreose im
Kleinkindalter zu gering, um statistisch gut abgesicherte Aussagen uber die Verbindung
von Spurenelementen und der Schilddriisenhormonachse in diesem Alter treffen zu
kénnen. Auch durch die geringe StichprobegroRe der Gruppe der kleinwlchsigen
Kleinkinder und Adoleszenten war keine Aussage dariber mdglich, ob die inverse
Verbindung von Se und IGF-1 auch in diesen Altersgruppen auftritt.

Daher sollten gezielt weitere Untersuchungen in gréReren altersspezifischen Gruppen
erfolgen. Insgesamt lasst sich jedoch festhalten, dass trotz der niedrigen Inzidenz der
konnatalen Hypothyreose und des Kleinwuchses ein hoher Stichprobeumfang erzielt
werden konnte, der neue physiologische beachtenswerte Korrelationen offenbarte.

6.1.4 Spurenelementversorgung der padiatrischen Patienten

Generell existieren nur wenige epidemiologische Daten zur Selenaufnahme und
Selenversorgung der Kinder in Deutschland.

Anhand der hier erhobenen Daten lasst sich feststellen, dass die Selenversorgung der
untersuchten Berliner Kinder eher als unzureichend einzustufen ist. In der Gruppe der
Patienten mit konnataler Hypothyreose wiesen 57,1% der Kinder eine
Selenunterversorgung auf, bei den schlecht wachsenden Kindern waren es immerhin
30,3%. Dies ist sicherlich durch die Tatsache zu erklaren, dass Deutschland zu den
selenarmen Gebieten der Welt z&hlt (5). Aufgrund fehlender Daten ist allerdings keine

Aussage dariber moglich, ob die padiatrischen Patienten im Vergleich zu gesunden
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Kindern im Berliner Raum schlechter versorgt sind. In einer epidemiologischen Studie
auf der norddeutschen Insel Amrum wurde festgestellt, dass 16,3% der untersuchten
gesunden 1- bis 4-Jahrigen nicht die von der deutschen Erndhrungsgesellschaft
vorgeschlagene Mindestmenge der Selenaufnahme (16) erreichen, obwohl die Néhe
zur Nordsee eine gute Selenversorgung nahelegt. Bei den 4- bis 7- Jahrigen waren es
sogar 31,3%, die eine unzureichende Selenaufnahme zeigten (96). Diese Daten lassen
sich jedoch aufgrund der unterschiedlichen Bodentypen, Ernahrungsprofile und der
Regenverhaltnisse nicht einfach auf den Berliner Raum uUbertragen. So sollte eine
groRere epidemiologische Studie an gesunden Kindern in Berlin erfolgen, um zu
untersuchen, ob tatsachlich solch eine gravierende Selenunterversorgung im Berliner

Raum besteht, wie die Daten der hier untersuchten Patienten suggerieren.

Indes wies keines der Kinder eine Unterversorgung mit Cu auf. Vielmehr zeigte ein
hohe Anzahl der Kinder Kupferwerte oberhalb des Referenzwertes: in der Gruppe der
Patienten mit konnataler Hypothyreose waren es 52,4%, bei den Kindern mit
Kleinwuchs sogar 77,3%. Denkbare Ursache dieser Befunde konnte ein erhdhter
Kupfergehalt des Berliner Trinkwassers im Vergleich zu anderen Regionen sein (62).
Jedoch fand man bei einer epidemiologischen Untersuchung an Berliner Neugeborenen
keine Korrelation zwischen der Kupferexposition und der Kupfer- und
Ceruloplasminkonzentration im Serum. Auch Kinder mit erhdhter Exposition wiesen
demnach keine hoheren Kupferwerte im Blut auf als niedrig Exponierte (62).
Demzufolge kann die Trinkwasserexposition als Ursache fir die erhdhten Kupferspiegel
ausgeschlossen werden. Eine Erhéhung des Kupferspiegels ist generell relativ
unspezifisch und kann u.a. bei akuten und chronischen Infekten, Eisenmangelanamie
und bei Tumorerkrankungen auftreten (97) (98). Sie spielt allerdings keine Rolle bei der
Diagnostik dieser Erkrankungen (98). Bei den untersuchten Kindern lagen keine
zusatzlichen Informationen tUber evtl. vorliegende Infektionskrankheiten oder dhnliches
zum Zeitpunkt der Blutentnahme vor, sodass hier keine abschliel3ende Erklarung fur die
erhohten Kupferspiegel gegeben werden kann. Denkbar ist auch, dass aufgrund der nur
geringen Datenlage zum Kupferstatus deutscher Kinder hier der Referenzbereich fur
einen zu hohen Kupferstatus zu eng gewabhlt ist. Auch diese Unsicherheit kdnnte durch

eine groRere Studie im Bereich Berlin-Brandenburg behoben werden.
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Worin konnte jedoch der Grund fur die Tatsache liegen, dass die schlecht wachsenden
Kinder insgesamt besser mit den untersuchten Spurenelementen versorgt waren als die
Kinder mit konnataler Hypothyreose? In der Gruppe der Patienten mit konnataler
Hypothyreose konnte eine Korrelation zwischen Cu sowie dem Cu/Se-Quotienten mit
der Schilddrisenhormonachse gezeigt werden. Méglicherweise ist die Hypothyreose,
die Ursache bzw. die Folge der im Vergleich bestehenden niedrigeren
Spurenelementversorgung.

Unter Umstdnden neigen Eltern schlecht wachsender Kinder auch eher dazu, ihren
Kindern Nahrungserganzungsmittel zu geben. Abgesehen von der Thyroxineinnahme,
lagen in den untersuchten Gruppen jedoch keine Daten zur Medikamenten- oder

Supplementeinnahme vor.

Weiterhin sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob sich die Geschlechter und die
verschiedenen Altersgruppen hinsichtlich der Spurenelementversorgung unterscheiden.
Bei der Gruppe mit Kleinwuchs war ein signifikanter Unterschied des Selenspiegels
zwischen den Geschlechter zu verzeichnen. Wobei die mannlichen Patienten hdhere
Selenwerte aufwiesen. Ein Grund hierfir kénnte eine hohere Nahrungs- und damit
Selenaufnahme der mannlichen Patienten sein, gerade in Bezug auf relativ selenreiche
tierische Nahrungsbestandteile wie Fleisch, Fisch, Eier oder Milch (99). In der Gruppe
der Patienten mit konnataler Hypothyreose war eine Abnahme des Kupferspiegels mit
dem Alter zu verzeichnen. Parallel dazu fiel der T3-Spiegel. Da eine Korrelation von Cu
und T3 fiur diese Gruppe nachgewiesen wurde, lasst sich dieser Befund so
maoglicherweise durch die verminderte Ceruloplasminsynthese bei sinkenden T3-Werten
erklaren (85).

6.1.5 Selensupplementation

Die gesammelten Daten verdeutlichen, dass die untersuchten Kinder und Adoleszenten
eher schlecht mit Se versorgt sind. Sollte bei ihnen also schon eine
Selensupplementation erfolgen? Von Biesalski et al. wird empfohlen, bei
Heranwachsenden mit Selenwerten unter 25 pg/l in jedem Fall eine
Selensupplementation vorzunehmen (100) (101). Keines der untersuchten Kinder zeigte
jedoch Selenwerte unter 25 pg/l, sodass von einer generellen Empfehlung zur

Selensupplementation zundchst Abstand zu nehmen ist. Im Einzelfall sollte jedoch
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geklart werden, ob weitere Risiken wie etwa eine Mangelernahrung vorliegen, bei
denen eine Substitution schon bei Werte von unter 45 pg/l erfolgen kann (100). In
jedem Fall ist die Aufklarung von Eltern und Kindern Uber eine ausgewogene und

spurenelementreiche Erndhrung ratsam.

Welche allgemeinen Empfehlungen kdnnen abgesehen von den untersuchten Kindern
zur Selensupplementation gegeben werden? Die Ergebnisse dieser Arbeit
verdeutlichen ganz klar die enge Verzahnung von Se mit der Schilddriisen- und auch
der Wachstumshormonachse. Daher sollte eine Supplementation mit Se nicht ohne
vorherige Betrachtung der Schilddrisenhormone, der lodversorgung und insbesondere
bei Heranwachsenden auch der Wachstumshormone erfolgen. Ein Fallreport von 1997
verdeutlicht diese Problematik: Es wurde berichtet, dass ein Mann mit mutmaflicher
Sepsis unter supportiver Therapie mit hohen intravendsen Dosen von Se eine
Hypothyreose entwickelte. Es wird angenommen, dass dieser Mann zuvor unter einem
leichten loddefizit gelitten hat. Die Selengabe flhrte wahrscheinlich Gber die DIO zu
einer gesteigerten Konversation von T4 zu T3 und unter dem loddefizit so zu einer

Begrenzung der Schilddrisenhormon-Synthese (102).

6.2 Selenbestimmung aus DBS

Ziel dieser Arbeit war es weiterhin, eine preisgunstige und praktikable Methode der
Selenbestimmung aus DBS zu entwickeln. Es sollte eine Methode entwickelt werden,
die es ermdglicht, eine Selenmessung aus den DBS mittels TXRF vorzunehmen, deren
Werte mdglichst nah an der der Selenmessung im Serum liegen. Eine solche Methode
hatte grofRe Vorteile, da hierdurch bei Verdacht einer Erkrankung einfache Analysen im
Neugeborenen-Screening moglich waren, ohne den Neugeborenen Kindern erneut Blut
abnehmen zu miissen. Uberdies eroffnet eine solche Methode die Mdéglichkeit, auch in
Gebieten, die abseits von Laboren, Krankenhausern und gewahrleisteten Kihlketten

liegen, eine Erhebung zum Spurenelementstatus vorzunehmen.

Im Folgenden wird die favorisierte Methode diskutiert und ein Ausblick fur die zuktnftige
Nutzung gegeben. Vor Durchfuhrung der verschiedenen Versuche wurde festgelegt,
dass eine Aquivalenz der DBS-Messung zum Goldstandard der Serummessung

angenommen werden kann, wenn die Werte aus den DBS nicht mehr als 20% von den
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Serumwerten abweichen. Mit der favorisierten Methode des Auflosens der Filterkarten
durch HCI ist es sogar gelungen, dass die Selenwerte aus den Filterkarten um weniger
als 10% von den Serumwerten abweichen.

Jedoch ist anzumerken, dass die favorisierte Methode bisher nur an 10 erwachsenen
Probanden durchgefuhrt wurde. Insgesamt waren die Probanden relativ gut mit Se
versorgt. Acht von ihnen lagen innerhalb und zwei nur leicht unterhalb des
Referenzbereichs der Selenkonzentration im Serum (17). So kénnen bisher keine
Aussagen daruber gemacht werden, ob die Methode auch bei einem ausgepragten
Selenmangel aquivalente Werte zur Serummessung liefert. Daher sollten weitere
Untersuchungen an einem groBeren Kollektiv, sowie an Probanden mit einem
Selenmangel erfolgen. Zu erwahnen ist ferner, dass die bisherige Testung der Methode
nur mit dem Filterpapier der Firma Whatman® erfolgte. Mdglicherweise liefert eine
andere Papiergrundlage abweichende Selenwerte. Aus diesem Grund erfolgen bereits
Untersuchungen mit anderen Filterpapiersorten. Schlie3lich erfolgten die Abnahmen fur
meine Studien unter sehr gut kontrollierten Bedingungen durch sorgfaltig arbeitendes
Fachpersonal. Auch hier liegt eine mogliche Fehlerquelle, wenn die Methode

weitreichender eingesetzt werden soll.

Mit der Selenbestimmung aus DBS ertffnet sich die Mdglichkeit, wenig invasiv, d.h.
ohne venése Blutentnahme eine Bestimmung des Selenstatus vorzunehmen. Dies
spielt besonders bei der Untersuchung von Neugeborenen und Kindern eine Rolle, da
schmerzhafte medizinische Prozeduren bei ihnen im besonderen Mafie vermieden
werden sollten. Bisher wurde die Methode allerdings nur an Erwachsenen getestet. Fir
die Zukunft sollte deshalb eine Untersuchung von Neugeborenen geplant werden.
Erweist sich die entwickelte Methode auch hier als aquivalent zur Serummessung,
bestinde die Mdglichkeit auf einfachem Weg umfangreiche Daten zur Selenversorgung,
sowohl von gesunden als auch von kranken Neugeborenen zu erheben. Die Proben
mussten hierfir nicht extra abgenommen werden, da sie im Rahmen des
Neugeborenen-Screening bereits fir jedes in Deutschland geborene Kind vorliegen.
Sind umfangreichere Daten zur Selenversorgung von Neugeborenen vorhanden,
kénnte dann der vermutete Einfluss von Se bei der bronchopulmonalen Dysplasie, der
Frihgeborenen-Retinopathie oder der Neugeborenensepsis besser untersucht werden.
Wodurch unter Umstanden neue Indikationen flr eine supportive adjuvante

Selensupplementation identifiziert werden. Laut aktueller Leitlinie kann fir septische
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Erwachsene bereits eine adjuvante Therapie mit Se erwogen werden (7). Allerdings
gelten die aktuellen Leitlinien zur Pravention, Diagnose, Therapie und Nachsorge der
Sepsis nicht fir neonatale und padiatrische Patienten. Eine separate Leitlinie soll hier
erst erarbeitet werden (25).

Kinder werden haufig bereits bei Verdacht auf ein septisches Geschehen mit einer
Antibiotikakombination aus einem Aminopenicillin beispielsweise Ampicillin und einem
Aminoglykosid wie Gentamicin behandelt (103). Aminoglykoside kdnnen allerdings
schwerwiegende Nebenwirkungen wie Oto- und Nephrotoxizitat aufweisen (104). Kann
Selen als adjuvante Therapie bei der Neugeborenensepsis eingesetzt werden, kdnnte
sich unter Umstdnden die Zeit der Antibiotikatherapie verkirzen und so
Nebenwirkungen vermieden werden. Mdglicherweise vermittelt eine Selengabe auch
eine bessere Resistenz und stellt damit eine sinnvolle PraventionsmaflRnahme dar.
Diese Hypothese wird durch die vielen Studien zur Bedeutung von Selen fur die
Funktionalitdt und Reaktivitat des Immunsystems unterstitzt. Weitere Studien zur

Uberprifung dieser Hypothesen sollten erfolgen.

Ein groBer Vorteil bei der Selenmessung aus DBS ist die wenig invasive
Probengewinnung. Tsukahara et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass die
Untersuchung von Urin ebenfalls eine geeignete, nicht invasive Methode ist, um
Aussagen Uber den Selenstatus und ein mogliches Selendefizit von Kindern treffen zu
kénnen (105). Dieses Vorgehen ware analog zur lodversorgungsanalyse, sodass beide
Analysen parallel durchgefiihrt werden kénnten (106). Der Vorteil der Selenbestimmung
in DBS ist allerdings, dass hier nur winzige Probenmengen bendétigt werden und DBS

problemlos auch tber langere Zeitrdume gelagert werden kdnnen.

Die Selenbestimmung in DBS bietet nicht nur die Méglichkeit der wenig invasiven
Untersuchung von Neugeborenen, sondern ist hinaus auch eine praktikable Methode
fur die Durchfihrung gréf3erer epidemiologischer Studien zur Selenversorgung von
Kindern und Erwachsenen. Denn besonders in landlichen, medizinisch unterversorgten
Gebieten findet sich haufig das Problem, dass Blutproben Uber weite Strecken
transportiert werden mussen, um im Labor analysiert zu werden. Bei fehlenden
Mdglichkeiten zur zwischenzeitlichen Kihlung, ist dies jedoch nicht durchfiihrbar. Wie
bereits Studien zur Ferritinbestimmung aus DBS gezeigt haben, stellen die DBS hier

eine gute Alternative dar (74) (75). So bietet die Selenbestimmung aus DBS in Zukunft
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die Moglichkeit in endemischen Selenmangelgebieten wie beispielsweise in einigen
landliche Regionen in China oder Tibet (3), die medizinisch eher unterversorgt sind,
einen Selenmangel frihzeitig aufzudecken. Die Methode kdnnte so mdglicherweise zu

einem Rickgang der Inzidenz von Selenmangelerkrankungen beitragen.
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7 Zusammenfassung

Uber die Jahre riickte die Untersuchung der Rolle der Spurenelemente fiir den
Hormonmetabolismus immer mehr in den Fokus der Wissenschaft. So haben die
essentiellen Spurenelemente Se und Cu Einfluss auf die Schilddrisen- und
Wachstumshormonachse und damit auf Reifungs- und Wachstumsprozesse des
menschlichen Kaorpers.

In der hier vorliegenden Arbeit sollte daher als zentrales Ziel die Hypothese untersucht
werden, dass die Serumkonzentration von Se oder Cu mit der Schilddriisenhormon-
und Wachstumsachse korrelieren. Hierfur erfolgten die Untersuchungen von zwei

padiatrischen Patientenkohorten mit konnataler Hypothyreose bzw. Kleinwuchs.

Bei den Kindern und Adoleszenten mit konnataler Hypothyreose konnte eine
signifikante positive Verbindung von Cu bzw. dem Cu/Se-Quotienten mit der
Schilddriisenhormonachse in Form von T3 und T4 gezeigt werden. Es wird gemutmal3t,
dass dieser Zusammenhang vor allem durch die Induktion des Kupfer-Transport-
Proteins Ceruloplasmin durch die Schilddrisenhormone zustande kommt. Die
Bestimmungen des Cu-Status bzw. des Cu/Se-Quotienten kdnnte in Zukunft klinische
Anwendung finden, indem sie genutzt werden, um eine mdglichst physiologische
Dosisanpassung der L-Thyroxinsubstitution bei Patienten mit konnataler Hypothyreose
zu erreichen. Hierfur sollten gezielt weitere Experimente erfolgen. Zum Anderen legt die
hier gezeigte positive Verbindung von Cu und der Schilddriisenhormonachse nah, dass
Kinder mit einer ausgepragten hypothyreoten Stoffwechsellage gleichzeitig einen
Kupfermangel ausbilden kdnnen, welcher einen zusatzlichen Risikofaktor flur eine
Entwicklungsverzogerung oder Wachstumsretardierung darstellt. Eine routineméRige
Bestimmung des Kupferspiegels bei Kindern mit Hypothyreose ware demnach
winschenswert.

Bei der zweiten padiatrischen Patientenkohorte - den Kindern mit Kleinwuchs - zeigte
sich eine signifikante inverse Verbindung von Se mit dem Wachstumsfaktor IGF-1.
Dieser hochsignifikante inverse Zusammenhang wird in dieser Arbeit erstmals
beschrieben. Bisherige Studien gingen von einem positiven Zusammenhang von Se
und Wachstumshormonen aus. Im Gegensatz zu den angefuhrten Studien liegt bel
dieser Untersuchung jedoch eine besonders gut charakterisierte Gruppe sowohl
weiblicher als auch maéannlicher Patienten vor. Ferner wurden hier erstmals Kinder

untersucht, wahrend die bisher durchgefihrten Studien gr6Rtenteils Nager und
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Erwachsene betrachteten. Somit stellt dieser neu gezeigte Zusammenhang einen
Ausgangspunkt fur weitere intensive Forschung zur Verbindung von Se mit der
Wachstumshormonachse dar.

Die durchgefuhrte Spurenelementanalytik erlaubte auch Aussagen Uber die
Spurenelementversorgung der untersuchten padiatrischen Patienten. Demnach sind
viele Patienten als selenarm einzustufen. Inwieweit sich diese Erkenntnisse auf
gesunde Kinder im Berliner Raum Ubertragen lassen, sollte in grol3eren
epidemiologischen Studien getestet werden.

Die Abbildung 18 fasst die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sowie aktuell diskutierte
Zusammenhéange der Spurenelemente Se und Cu mit den Schilddrisenhormonen T3,
T4 sowie dem Wachstumsfaktor IGF-1 und deren Einfluss auf die kindliche Entwicklung

Zusammen.

76



t+Cu W Se ¢

intrazelluldre Cu-bindende Proteine § Deiodase §
Ceruloplasmin 4

l "

4T3T4 9 IGF-1 ¥

Permissiver Effekt

e
it

Abb. 18: Rolle von Se und Cu bei Wachstum und Entwicklung des Menschen

»

hoher Spiegel

niedriger Spiegel

-

Q . sehr niedriger Spiegel
- veranderter Metabolismus
nachgewiesene Korrelation

— diskutierte Zusammenhinge

@ negative Auswirkung

Nachgewiesen wurde in der vorliegenden Arbeit eine signifikante Korrelation von Cu und den
Schilddrisenhormonen T3 und T4. Auf Basis des aktuellen Forschungsstandes wird angenommen, dass
dieser Effekt durch eine Steigerung der hepatischen Ceruloplasmin-Synthese und einen Export dieses
Proteins in das Serum sowie Hemmung der Synthese von kupferbindenden intrazellularen Proteinen
bedingt ist (85). Zwischen Selen und den Schilddrisenhormonen konnte in dieser Arbeit hingegen keine
Korrelation nachgewiesen werden. Es wird angenommen, dass dies auf die hierarchische Versorgung der
verschiedene Selenoproteine mit Selen zurlickzufihren ist. Diskutiert wird, dass die Enzyme der
Deiodase-Familie (DIO), welche T4 in die biologisch aktive Form T3 umwandeln bzw. deren Abbau
katalysieren, bevorzugt mit Selen versorgt werden. Demnach ist verstandlich, dass bei geringem
Selenmangel noch keine messbaren Veranderungen des Schilddriisenhormonspiegels auftreten (87).
Starkes Absinken des Selenspiegels konnte jedoch zu einer Verminderung der Deiodierung in den
Zielzellen fuhren und sich so nachteilig auf die kindliche Entwicklung und das Wachstum auswirken.
Erstmals konnte in der vorliegenden Arbeit eine signifikante inverse Verbindung von Selen und dem
Wachstumsfaktor IGF-1 nachgewiesen werden. Unter Umstéanden konnten erhthte Selenspiegel somit
auch einen negativen Effekt auf Wachstum und Entwicklung von Kindern haben.

Neben einem direkten Einfluss der Schilddrisenhormone auf das Wachstum und die Skelettentwicklung
konnte in tierexperimentellen Studien auch ein permissiver Effekt von T4 auf die Wirkung von GH und

IGF-1 nachgewiesen werden (94) (95). Fur den Menschen kann dies postuliert werden.

1



Ziel dieser Arbeit war aul3erdem die Entwicklung einer Methode zur Selenbestimmung
aus Trockenblut. Erstmals wurde hierfiir der Selengehalt korrespondierender DBS- und
Serumproben unter verschiedenen Methoden der Probenextraktion aus den DBS
mittels TXRF-Analyse bestimmt. Mit der hier entwickelten HCI-basierten Methode zur
Ablésung der Proben von den DBS wurde so die Moglichkeit geschaffen, Messungen
des Selengehalts vorzunehmen, die weniger als 10% von den korrespondierenden
Serumproben abweichen. Dieses Verfahren soll in Zukunft unter anderem fir das
Neugeborenen-Screening auf Anwendung getestet werden, da es die Moéglichkeit bietet,
wenig invasiv und in kleinsten Probenmengen den Selenstatus zu bestimmen. Dadurch
kann der vermutete Einfluss von Se bei verschiedenen Erkrankungen des
Neugeborenen wie der Sepsis und der bronchopulmonalen Dysplasie besser untersucht
werden und unter Umstdnden neue Indikationen flr eine supportive adjuvante
Selensupplementation identifiziert werden. Ferner bietet die Selenbestimmung aus DBS
aufgrund der guten Lagerbarkeit der Proben und der fehlenden Notwendigkeit der
Kihlung wahrend des Transports, die Mdglichkeit, in  endemischen
Selenmangelgebieten, die medizinisch eher unterversorgt sind, einen Selenmangel
frihzeitig aufzudecken. So kann die entwickelte Methode mobglicherweise zu einem
Ruckgang der Inzidenz von Selenmangelerkrankungen beitragen. Weitere Testungen
der neu entwickelten HCl-basierten Methode in gréRerem Umfang, insbesondere auch
mit Blutproben von Neugeborenen und einer anderer Filterpapiergrundlage, sollten

erfolgen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen so letztlich zu einem besseren Verstandnis der
Interaktion von Spurenelementen mit der Schilddriisen- und Wachstumshormonachse
bei. AuRerdem wurde die Mdéglichkeit geschaffen, eine wenig invasive Bestimmung des

Selenstatus aus winzigen, gut lagerbaren Trockenblutproben vorzunehmen.
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