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Einleitung

Aufgrund meiner Uberzeugung, dass Sprache — gelesen, gedacht und geschrieben —
Bewusstsein und Einstellung pragt, habe ich mich in dieser Arbeit bewusst fur eine
gleichberechtigte Schreibweise entschieden. Wenn immer moglich habe ich Formen
gewahlt, die beide Geschlechter einschlieBen. War mir dies aus unumganglichen
Grinden nicht moglich, habe ich die Geschlechter in ihrer Nennung abgewechselt und
schliee jeweils weibliche und mannliche Personen mit ein. Ist aufgrund des Inhalts nur

ein Geschlecht gemeint, habe ich dies ausdrucklich gekennzeichnet.

1. Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Spurenelement Selen, den Selenoproteinen
und der Versorgungssituation mit diesem essentiellen Spurenelement. Im Besonderen
geht sie auf die Bedeutung dieses Mikronahrstoffes in der vegetarischen bzw. veganen
Erndhrung ein und schenkt den Selenvorkommen in der Muttermilch gesondert
Beachtung.

Es handelt sich bei der vorliegenden Dissertation um eine experimentell-
wissenschaftliche Arbeit, die im Zeitraum vom Oktober 2006 bis Juni 2009 am Institut
fur Experimentelle Endokrinologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin erstellt

wurde.

1.1 Selen

1817 entdeckte der schwedische Chemiker Jons Jakob Berzelius ein neues Element,
das er aufgrund seines silbrigen Glanzes nach der Mondgéttin Selene benannte. In den
folgenden 150 Jahren wandelte sich die Bedeutung dieser neuen Substanz immer
wieder. Nach der anfanglichen Besorgnis bezuglich der toxischen Eigenschaften von
Selen galt es Anfang der 1940er Jahre als gesichertes Karzinogen und gewann erst in
den spaten 1950ern positive Anerkennung. Seit nunmehr 60 Jahren ist die Essentialitat
dieses Spurenelements gesichert und in den 1960er Jahren wurde Selen zusatzlich
erstmals eine protektive Wirkung im Bezug auf die Gesundheitserhaltung
zugeschrieben.”

Wenn heute die Notwendigkeit von Selen nicht mehr von der Hand zu weisen ist, bleibt
doch trotz allem die Frage, warum der tagliche Bedarf an Selen so lange unerkannt
geblieben ist. Die Antwort darauf ist nicht ganz einfach, da sich konkrete
selenabhangige Mangelerscheinungen nur schwerlich beschreiben lassen und nur bei

extremer Unterversorgung deutlich sichtbar werden. Beim Menschen ist lediglich bei
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drei  seltenen  Erkrankungen ein  sicherer @ Zusammenhang mit einer
Selenmangelversorgung nachgewiesen.? Die Keshan-Krankheit, als Erkrankung des
Herzmuskels (Kardiomyopathie), kann entstehen, wenn es unter einem extremen
Selenmangel zu einer zusatzlichen Infektion mit einem Coxsackie-Virus kommt. Dabei
gilt der Selenmangel als zwingende Voraussetzung und die Virusinfektion als Kofaktor.?
Tritt wahrend der Schwangerschaft massiver Jodmangel auf, kann dies aufgrund der
kongenitalen Hypothyreose (Schilddrisenunterfunktion) zu schweren korperlichen und
geistigen Entwicklungsstorungen des Kindes fuhren, friher bezeichnet als Kretinismus
(franzosisch: crétin = Idiot). Besteht wahrend der Schwangerschaft zusatzlich eine
Selenunterversorgung, kann dies eine angeborene Hypothyreose vom myxddematdsen
Typ zur Folge haben.?

Wabhrscheinlich ebenfalls durch eine Kombination von Selen- und Jodmangel bei
zusatzlicher Schimmelpilzbelastung kann es zur Kaschin-Beck-Krankheit kommen, was
zu schweren Deformierungen der Extremitatengelenke flihrt, die in der Regel
symmetrisch, aber an mehreren Gelenken gleichzeitig auftreten. Auch wenn die
Ursachen fur die Kaschin-Beck-Krankheit noch nicht ganz abschlieRend geklart werden
konnten, zeigen die endemische Verbreitung in Selenmangelgebieten und das gute
Ansprechen auf therapeutische und praventive Selen-Jod-Kombipraparate einen klaren
kausalen Zusammenhang auf.’

Daruber hinaus aber ist eine subklinische Selenunterversorgung schwer greifbar und es
erfordert einen Blick auf den Wirkungsmechanismus von Selen, um zu verstehen,
warum dieses Spurenelement auf der einen Seite essentiell, auf der anderen Seite aber
ohne Mangelauspragungen zu sein scheint. Nach heutigem Stand der Wissenschaft
erfolgt der Grofteil des Seleneinflusses Uber die Wirkung der Selenoproteine, fur die
Selen ein essentieller Baustein ist. Diese Eiweille sind wichtige enzymatische
Bestandteile in Prozessen des Energiehaushaltes, da ihnen die wesentliche Kontrolle
des Metabolismus der Schilddriusenhormone unterliegt. Daruber hinaus unterstutzen sie
das Immunsystem und bilden Teile des Schutzprogramms vor schadlichen freien
Radikalen, sog. reaktiven Sauerstoffspezies. Abgesehen davon kann nicht ausge-
schlossen werden, dass bestimmte Selenverbindungen nicht auch unabhangig von der
enzymatischen Wirkung einen eigenstandigen Einfluss auf bestimmte physiologische
Prozesse haben.

Selen ist also daran beteiligt, dass die oben beschriebenen Ablaufe reibungslos

vonstatten gehen und unterstutzt somit die Entwicklung des Nervensystems, sowie das
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antikanzerogene und kardiovaskular protektive Potenzial. Diese Unterstutzung braucht
der Organismus vor allem dann, wenn aufgrund von auferlichen oder innerlichen
Erschwernissen ein erhdhter Schutzbedarf erforderlich ist. In diesen Situationen kann
eine Selenunterversorgung zum Tragen kommen, da ein reibungsloser Ablauf der
physiologischen Prozesse verlangsamt oder gestort und der Kdrper somit anfalliger fir
schadigende Einflisse wird. Da die Moglichkeiten fur ,erschwerte Bedingungen® aber
sehr vielfaltig sind und jeder Mensch individuell reagiert, sind auch die Auswirkungen
einer Selenunterversorgung hochstwahrscheinlich sehr unterschiedlich und nur in ihren
Extremen zu verallgemeinern. Eine entscheidende Rolle wird dabei auch der
individuelle Genotyp spielen, besonders im Hinblick auf Einzelnukleotidpolymorphismen
(sog. single nucleotide polymorphisms, SNP) in selenabhangigen Enzymen und
Biosynthesefaktoren.* Dariiber hinaus liegen bereits einige gesicherte experimentelle
Daten und epidemiologische Korrelationen zur unterschiedlichen Wirkung eines
Selenmangels bzw. einer Selensupplementation bei Frauen und Mannern vor.®

In Anbetracht dieser indirekten Wirkung von Selen wird verstandlich, dass eine
Selenunterversorgung nicht zu offensichtlichen Mangelsymptomen im herkdmmlichen
Sinne fuhrt. Vielmehr tragt Selen dazu bei, das grundsatzliche Gesundheitspotenzial
des Menschen zu verstarken und einem Milieu fur krankhafte Zustande entgegen zu
wirken. Dies zeigt sich in einer reduzierten Suszeptibilitat fur eine Reihe
altersabhangiger Erkrankungen und in einer wahrscheinlich verbesserten Konvaleszenz
(nach erfolgter Erkrankung), auch wenn es fur letztere Aussage zurzeit erst wenig

konkrete Daten gibt.

1.1.1 Selen und Gesundheit

Wie auf die Wirkung von Selen zugeschnitten scheint der Ausspruch von Paracelsus
(* 1493 — 1 1541), wenn er sagte: ,Dosis sola venemum facit — Allein die Menge macht
das Gift, denn neben den vielfaltigen positiven Auswirkungen von Selen fuhrt eine
Uberdosis zur Selenvergiftung. Die akuten Symptome einer solchen Vergiftung duRern
sich als gastrointestinale Beschwerden, akutem Nierenversagen, nach Knoblauch oder
faulem Rettich riechende Atemluft — oft einhergehend mit Atemproblemen — Brady- oder
Tachykardien (zu langsamer oder zu schneller Herzschlag) und Blutdruckabfall mit
moglichem tédlichen Ausgang sowie Rotpigmentierung der Haut.®’ Aufgrund einer
relativ _hohen therapeutischen Breite (im Vergleich zu anderen handelsiblichen

Medikamenten) ist die Gefahr einer Uberdosierung aber verhaltnismaRig gering, da die
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fur eine Vergiftung erforderliche Konzentration fast zehnfach Uber der liegt, die zu

prophylaktischen oder therapeutischen Zwecken angestrebt wird.®

1987 publizierten Salonen et al. einen allgemeinen Zusammenhang zwischen einem
erhdhten Krebsrisiko und niedrigen Selenspiegeln.® Mittlerweile weisen immer mehr
Studien darauf hin, dass vor allem Manner mit geringen Selenausgangswerten von
einer Selensupplementation profitieren, wenn es darum geht, die Inzidenz fur
bdsartigen Lungen-, Dickdarm- und Prostatakrebs zu verringern.'-'®

Bis heute sind die genauen molekularen Zusammenhange unklar, die dazu fihren, dass
Selen zur Pravention bestimmter Krebsarten beitragt. Diskussionsgrundlage ist nach
wie vor eine zufuhrabhangige Optimierung der Expression der Selenoproteine
Glutathion-Peroxidase (GPx) und Thioredoxin-Reduktase (TrxR), die am Abbau von
aktivierten und reaktiven Sauerstoffspezies bzw. deren Oxidationsprodukten beteiligt
sind."’

Wie vielversprechend die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen sind, zeigt
die Tatsache, dass immer mehr gro} angelegte Studien die Selenversorgung zum
Kernpunkt ihrer Fragestellung machen. Mit der SELECT-Studie (Selenium and Vitamin
E Cancer Prevention Trial) wurde in den USA eine der groten Kklinischen
randomisierten Doppelblindstudien gestartet, die Uber einen Zeitraum von sieben bis
zwolf Jahren mehr als 35.000 Manner in Bezug auf die Inzidenz von Prostatakrebs
untersuchen und maogliche protektive Effekte von Selen und Vitamin E als Monotherapie
oder in Kombination aufzeigen wollte.”® Ende Oktober 2008 wurde die SELECT-Studie
vorzeitig abgebrochen, da keine Anzeichen fur eine Prostatakrebsreduktion abzusehen
waren."® Es bleibt zu diskutieren, ob das Studiendesign fiir das Scheitern der Studie
verantwortlich war, ob die gewahlte Selenform (Selenomethionin) verantwortlich ist,
und in wie weit altere US-amerikanische Manner mit exzellentem Selenstatus als
ausgewahlte Stichprobe reprasentativ fur eine generelle Aussage bezuglich der
Selenwirksamkeit in der Tumorpravention zuléssig sind.?°

Aber nicht nur in der Krebspravention wird der Selenstatus zusehends als wichtiger
Parameter erkannt. 2007 konnten Nawrot et al. zeigen, dass ein Anstieg der
Serumselenkonzentration um 20 pg/l mit einem Abfall des systolischen Blutdrucks um
2 mmHg korreliert. Eine Senkung des systolischen Blutdrucks um 2 mmHg verspricht
wiederum eine Minderung der Schlaganfallhdufigkeit um 10% und eine Reduktion der

koronaren Herzerkrankung um 7%. Interessanterweise konnte dieser Zusammenhang
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zwischen Gesamtselenkonzentration im Blut und systolischem wie diastolischem
Blutdruck nur bei Mannern nachgewiesen werden.?' Diese Ergebnisse werden durch
eine epidemiologische Auswertung aus dem Jahre 1982 unterstutzt, die die Daten von
11.000 Menschen im Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie auswertete. Am Ende konnte
ein signifikanter Zusammenhang zwischen niedrigeren Selenkonzentrationen und dem
Risiko fur koronare Herzerkrankungen (KHK) und Myokardinfarkte aufgezeigt werden.
Bezogen auf die Herzinfarkte war dartuber hinaus noch ein negativer Zusammenhang
mit der Mortalitatsrate feststellbar.?

Neben dem viel diskutierten antikanzerogenen und kardioprotektiven Potential gibt es
mittlerweile auch mehrere interessante Untersuchungen, die einen positiven
Zusammenhang zwischen hoch dosierten Selengaben und besserer Uberlebens-
wahrscheinlichkeit bei Sepsis und septischem Schock aufzeigen.?® Weitere Studien
waren winschenswert, um die Ergebnisse zu sichern und zu spezifizieren.
Erfreulicherweise gibt es zusatzlich zu den bisher besprochenen positiven
Auswirkungen auf Erkrankungen, die vor allem die westlichen Industrienationen
betreffen, auch Untersuchungen, die sich mit Infektionskrankheiten befassen und sich
damit auch mit den Belangen der Lander des Sudens auseinander setzen. Eine These
besagt, dass die chronische Selenunterversorgung in weiten Teilen Chinas flr die dort
immer neu entstehenden Influenza-Mutationen mitverantwortlich ist und die dauerhafte
Mangelversorgung von Selen in Zaire den dort erstmalig beschriebenen Ubertritt des
Humanen Immundefizienz Virus (HIV) auf den Menschen erklaren kénnte.?* Diese auf
den ersten Blick zusammenhangslos erscheinenden Thesen koénnen durch die
Bedeutung von Selen auf die Umwandlung von apathogenen zu neu pathogenen Viren
verstandlicher werden. Besonders eindrticklich konnte dieser Einfluss am Beispiel eines
in der Regel fir den Menschen harmlosen Coxsackie-Virus-Stammes gezeigt werden.
In absoluten Selenmangelgebieten Chinas erzeugt eine mutierte Variante dieser
Virusfamilie die oben bereits erwahnte Keshan-Krankheit. Im Tierversuch konnte ge-
zeigt werden, dass die mutierten Viren auch in Tieren, die ausreichend mit Selen
versorgt waren, zur Keshan-Krankheit fuhren, was auf die Irreversibilitat der Virulenz
hinweist. Interessanterweise scheint das Fehlen der kérpereigenen GPx — die zusatzlich
zu den Wirtszellen auch das Virusgenom vor Mutation schutzen wirde — fur die
entstehende Virulenz verantwortlich zu sein.?® Sollte sich dieses Prinzip auch auf
andere Virusfamilien Ubertragen lassen, kdnnte sich daraus eine grundlegend neue

Form der Infektionsprophylaxe entwickeln, die auch in finanzieller Hinsicht fur die
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Lander des Sidens sehr erfreulich ware. Dabei ware aber vor allem auch die
grundlegende Verbesserung der Ernahrungssituation wunschenswert und den positiven
Wirkungen des Selens zutraglich. Im schlimmsten Fall konnten sonst solche
Supplementationsansatze durch unerwartete Interaktionen zwar die Verbesserung des
Selenstatus schaffen, gleichzeitig aber durch mdgliche Stérungen der anderen Mineral-

stoffwechselwege neue Gesundheitsrisiken hervorrufen.

FUhrt man sich all die positiven Auswirkungen von Selen vor Augen, so verwundert es
nicht, dass immer mehr Menschen von diesen Eigenschaften des Spurenelements
profitieren wollen und daher zunehmend Nahrungserganzungsmittel konsumiert werden.
Dieser Trend spiegelt sich auch in der Auswertung der Nationalen Verzehrstudie I
wider, derzufolge insgesamt 28% der Befragten (31% der Frauen und 24% der Manner)
regelmaRig Nahrungsergdnzungsmittel einnehmen.?® Es ist daher von groRer Bedeu-
tung, die Auswirkungen der einzelnen Spurenelemente naher zu untersuchen.
Einerseits um positive Effekte besser verstehen und gezielter einsetzen zu kénnen,
aber andererseits auch, um einer unreflektierten Selbstmedikation fundiertes Wissen

entgegen zu setzen.

1.1.2 Selenversorgung

Unsere tagliche Aufnahme von Selen erfolgt Uber die Nahrung, die wir zu uns nehmen.
Dabei variiert die Selenkonzentration der unterschiedlichen Nahrungsmittel erheblich.
Doch nicht nur zwischen verschiedenen Lebensmitteln gibt es grof’e Unterschiede,
sondern auch innerhalb eines Nahrungsmitteltyps ist die enthaltende Selenmenge
keineswegs konstant. So enthalt 1 kg Weizen ca. 2 mg Selen, wenn er in den USA
angebaut wurde, ca. 0,11 mg Selen, wenn er auf Neuseeland gewachsen ist und nur

t.%” Dies hat zur

0,005 mg Selen, wenn er aus der Provinz Shaanxi in China stamm
Folge, dass Aussagen Uber selenreiche bzw. selenarme Nahrungsmittel keineswegs
trivial sind und Angaben Uber zu erwartende Selenkonzentrationen nur schwer zu
treffen, mit Sicherheit aber nicht ohne weiteres von einem Land auf ein anders zu
Ubertragen sind. Allein in den USA liegt der mittlere Variationskoeffizient der
Selenkonzentration eines Nahrungsmittels bei 32% und ist damit viermal so hoch wie
fir jedes andere Spurenelement (siehe auch Tab. 1)." Die Ursache dieser — auf den
ersten Blick chaotischen — Verteilung liegt in den geographisch unterschiedlichen

Selenkonzentrationen im Boden.?® Der GroRteil des Selens gelangt iiber die Pflanzen in
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den Nahrungskreislauf von Tieren und Menschen. Dabei nehmen Pflanzen Selen in

Abhangigkeit von der im Boden vorhandenen Konzentration auf (Abb. 1).

Abb. 1

Selenkreislauf: Boden — Pflanze — (Tier) — Mensch. In Abhangigkeit von der im Boden vorkommenden
Konzentration und bioverfligbaren Form wird Selen von den Pflanzen aufgenommen. In selenreichen
Gegenden (linke Bildhalfte) kann der alleinige Verzehr pflanzlicher Produkte daher ausreichen, um den
taglichen Bedarf an Selen zu decken, auch wenn tierische Produkte deutlich héhere Konzentrationen
aufweisen. Im Gegensatz dazu birgt eine vegetarische oder sogar vegane Erndhrung in selenarmen
Regionen (reichte Bildhalfte) die Gefahr einer Selenunterversorgung, wohingegen tierische Produkte

aufgrund des mit Selen angereicherten Tierfutters weiterhin eine sichere Quelle darstellen.

Zusatzlich wird die Fahigkeit zur Selenaufnahme von der Feuchtigkeit und dem pH-Wert
des Bodens beeinflusst.?® Nur sehr wenige Pflanzen sind in der Lage, Selen
unabhangig von der vorherrschenden Bodenkonzentration anzureichern.®® Um fiir die
Bevolkerung trotzdem eine hdhere Selenzufuhr Uber die Nahrung zu erméglichen, stellt
die konsequente Erhdéhung der Selenbodenkonzentration mittels Dingemittel eine

umsetzbare Moglichkeit dar. Angelehnt an das Prinzip, durch Speisesalzjodierung
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einem endemischen Jodmangel vorzubeugen, hat Finnland als einziges Land durch
Dungemittelvorschriften eine flachendeckende Erhohung der Selenkonzentration
erreichen kdnnen.*’

In der Regel stellen Getreide, Fleisch und Fisch die Hauptquellen flr Selen dar, wobei
entweder eine hohe Selenkonzentration (wie in Fleisch und Fisch) oder der Verzehr
groller Mengen (im Falle von Getreide) Voraussetzungen sind.” Getreide unterliegt
dabei den groRten Schwankungen, was den prozentualen Beitrag fur die
Selenversorgung betrifft, wahrend die relativ konstanten Konzentrationen durch
tierische Produkte (ber selenangereichertes Futter der Tiere gewéhrleistet wird.?
Tab. 1 gibt einen Uberblick Uber die Variation der Selenkonzentration in den

verschiedenen Nahrungsmittelgruppen unterschiedlicher Regionen der Erde.

Tab. 1
Selenkonzentrationen (ug/kg) in Nahrungsmittel verschiedener Lander

Nahrungsmittel GB Irland USA Thailand Australien Neuseeland
Brot 43-92 15-158 282-366 - 92,6-125 31,6-59,4
Reis 4-13 10-17 75 29-65 25 0
Rind 30-76 61-105 134-190 72-226 72-121 22,3-83

Schwein 140 82-129 144-450 142-250 94-205 19,3-150
Huhn 60-70 86-147 190-276 156-271 116-280 137-145
Eier 90-120 56-282 225-308 145-420 190-414 157-161
Fisch 200-500 268-298 126-502 196-1137 20-632 195-512
Milch 10-15 14-22 20-21 19-36 2,5-25,9 1-14
Kase 7,4-12 9,5-11,5 13,9 - 70-78,9 23

Gemiise/Obst 3-22 10-38 2-19 1-127 0,5-32 0-2,5

Pilze 90 25-38 88 8-15 255 76,6

Erdniisse 30 - 75 32-186 140 46-105

Reilly C, Selenium in Food and Health, 2006

Aufgrund der sehr unterschiedlichen Selenkonzentrationen im Boden, der
unterschiedlichen  Ernahrungsweisen und spezifischen Verfugbarkeiten von
organischen bzw. anorganischen Selenformen, ist eine pauschale Empfehlung fur die
Hoéhe der taglichen Selenaufnahme sehr schwierig. Die Deutsche Gesellschaft flr
Ernahrung (DGE) empfiehlt fir Erwachsene eine tagliche Aufnahme von 30 — 70 ug

Selen.*? Je nach Land und Situation des Individuums variiert der Bedarf aber erheblich,
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sodass dieser Wert nur als annahernde Orientierung flr gesunde Menschen angesehen
werden sollten. Derzeit gelten 200 uyg Selen pro Tag als Richtwert fur eine mogliche
Krebsprophylaxe.®*>* Als Obergrenze werden von der U.S. Food and Drug Adminis-
tration (FDA) ca. 850 ug pro Tag angegeben.®® Datenauswertungen der Selen-

36,37

versorgung in China kommen zu ahnlichen Ergebnissen. Die letzten Daten zur

mittleren taglichen Selenaufnahme in Deutschland stammen von Oster et al., und

belegen, dass unsere Selenversorgung mit ca. 50 ug Selen/Tag suboptimal ist.?*

1.1.3 Selenoproteine

Selenoproteine stellen aufgrund ihrer Katalyseeigenschaften eine besondere Gruppe
von Eiweillen dar, in der sich die evolutionare Bedeutung der Selenoproteine
widerspiegelt. Selen kann Uber die zwei Aminosauren Selenomethionin (SeMet) und
Selenocystein (SeCys) konstituierender Teil der Polypeptidketten werden. Dabei wird
SeMet aquivalent zum schwefelhaltigen Methionin in Proteine eingebaut und verleiht
den entsprechenden Proteinen keine gesonderte eigenstandige Funktion. Die so
entstandenen Proteine sind sehr selten, und durch die nicht festgelegte Position des
SeMet-Einbaus erflillen sie generell in gleicher Art und Weise ihre Aufgaben wie Ublich.
Im Gegensatz dazu wird SeCys uber einen spezifischen Mechanismus gezielt in die
laufende Proteinsynthese eingefugt und bildet damit die essentielle Grundlage fur die
Entstehung von Selenoproteinen. Bisher sind 25 humane Gene identifiziert worden, die
fur Selenoproteine kodieren (siehe Tab. 2), wobei die spezifischen Funktionen der
einzelnen Proteine noch nicht vollstandig geklart werden konnte.*

Elf der 25 Proteine zeigen strukturelle Verwandtschaft und konnen in drei Familien
zusammengefasst werden: GPx, TrxR und Jod-Thyronin-Dejodasen (DIO). Drei weitere
Selenoproteine (SPS2, MsrB und SePP) konnten zwar nicht in eine der drei Familien
eingeordnet, in ihrer Funktion aber zumindest teilweise bestimmt werden. Trotz der
noch ungeklarten Aufgaben der Ubrigen elf besteht die Annahme, dass Selenocystein in

der Regel einen zentralen Bestandteil der aktiven Zentren darstellt®

, sodass die
biologische Funktion aller 25 Selenoproteine auf den Einbau von SeCys angewiesen

sein dirfte.
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Tab. 2

Selenoproteom des Menschen®

Familie der Glutathion-Peroxidasen (GPx)

zellulare GPx cGPx, GPx-1 Abbau von Peroxiden im Zytosol der Zelle aller Organe
gastrointestinale GPx GI-GPx, GPx-2 Abbau von Peroxiden im Magen-Darm-Trakt
plasma GPx pGPx, GPx-3 Abbau von Peroxiden im Blut
Phosoholipid-

Hydroperoxid GPx PH-GPx, GPx-4 Abbau von Membran-Peroxiden, Arachidonsaurestoffwechsel
Riechepithel-GPx GPx-6 Abbau von Peroxiden im Embryo und im Riechepithel

Familie der Thioredoxin-Reduktasen (TrxR)

zytosolische TrxR TrxR1 Bestandteil des zytosolischen Redoxsystems
mitochondriale TrxR TrxR2 Bestandteil des mitochondrialen Redoxsystems
hodenspezifische TrxR  TrxR3 Bestandteil des testikularen Redoxsystems

Familie der Jod-Thyronin-Dejodasen (DIO)

5'-DIO, Typ 1 DIO1, 5D1 In- und Aktivierung von Thyroxin und T3 in Leber, Niere, usw.
5'-DIO, Typ 2 DIO2, 5D2 Aktivierung von Thyroxin zu T3, besonders im Gehirn
5-DIO, Typ 3 DIO3, 5D3 Inaktivierung von Thyroxin und T3 zu rT3 bzw. T2
Selenophosphat-

Synthetase 2 SPS2 Aktivierung von Selen durch ATP zu Seleno-Phosphat
Methionin-Sulfoxid-

Reduktase B MsrB Reduktion von Methionin-Sulfoxid zu Methionin
Selenoprotein P SePP Plasma-Transport und Speicherung von Selen

Selenoprotein 15, H, |, K, M,
N,O,S, T,Vund W biologische Funktion bisher noch unbekannt

Schon 1990 konnte gezeigt werden*’, dass fiir die Synthese von Selenoproteinen im
Saugerorganismus dem bekannten Stopp-Codon UGA die zusatzliche Bedeutung zur
Einfigung von SeCys zukommt. Damit stellt Selen das einzige derzeit bekannte
Spurenelement dar, das (iber eine eigene Codierung im genetischen Code verfiigt.*®

Interessanterweise wird SeCys aber nicht wie alle anderen Aminosauren als Ganzes an
die entsprechende tRNA gekoppelt, sondern die Synthese des SeCys selbst erfolgt an
einer Seryl beladenen tRNA. In zum Teil aufwendigen Schritten wird Selen daflr im
Vorfeld aus den jeweiligen Molekulen freigesetzt, zu Selenid reduziert und anschlieend
unter ATP-Verbrauch phosphoryliert. Mit Hilfe der Selenocysteinyl-Synthase wird die
endstandige phosphorylierte Hydroxylgruppe des Serins — das bereits an die tRNA

gekoppelt ist — durch eine Selenidgruppe ersetzt, wobei sowohl das aktivierte
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Selenophosphat als auch die aktivierte Hydroxylgruppe des Seryl-Restes als
energiereiche Substrate fungieren. Die nun entstandene Selenocysteinyl-tRNA steht
dann fiir die Proteinbiosynthese zur Verfigung.*'*

Doch dieser komplexe Vorgang allein reicht nicht aus, um die Bildung spezifischer
Selenoproteine zu gewahrleisten. In bisher einzigartiger Weise wird der
Doppeldeutigkeit des Basentripletts UGA begegnet und ein gezieltes Einbauen von
SeCys ermoglicht. Dafur erforderlich ist das Vorhandensein einer Haarnadelstruktur im
untranslatierten-3’-Bereich des Transkriptes, die als Selenocystein-Insertions-Sequenz
(SECIS-Element) bezeichnet wird. Spezifische SECIS-bindende Proteine (SBP2)
binden an die Haarnadelstruktur der aktuellen mRNA und stellen die Verbindung flr
weitere Elongationsfaktoren (z.B. EFsec) her, die schlussendlich die Interpretation des

UGA-Tripletts und den Einbau von Selenocystein ermdglichen (Abb. 2).4?

(se)

Abb. 2

Proteinbiosynthese von Selenoproteinen.

Das aktivierte Selenophosphat (Se-Phos) wird mit Hilfe der Selenocysteinyl-Synthase im Austausch mit
der phosphorylierten Hydroxylgruppe des Serins an die Ser-tRNA gekoppelt, sodass Sec-tRNA entsteht.
Eine Haarnadelstruktur (SECIS) im Transkript erlaubt die spezifische Interaktion mit SECIS-bindenden
Proteinen (SBP2), die fiur den Sec-Einbau essentiell sind. Weitere Sec-spezifische Elongationsfaktoren
(EFsec) bilden die Bricke zur Sec-tRNA, die anstelle eines Kettenabbruchs beim Basentriplett UGA in

die laufende Polypeptidkette eingebaut wird.
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Jeglicher Fehler in dieser komplexen Kette fihrt unweigerlich zum Abbruch der
aktuellen Proteinkette, da keine Insertion von SeCys erfolgen kann und somit UGA als
Stopp-Codon interpretiert wird. Diese Nonsense-Polypeptide werden in aller Regel dem
zelleigenen Verdauungssystem zugefihrt und unverzlglich wieder in die einzelnen
Aminosauren zerlegt. Im Gegensatz zu SeMet kann bereits eingebautes SeCys nicht
einfach fur die nachste Proteinbiosynthese genutzt werden, da der oben beschriebene
Mechanismus zur Beladung der tRNA notwendig ist. Mit Hilfe einer Selenocystein-
spezifischen-B-Lyase wird Selen daher aus SeCys abgespalten und steht erst danach
wieder fur die Phosphorylierung bereit. Soll das in SeMet enthaltene Selen verwertet
werden, so muss zuerst eine Transselenierung von SeMet zu SeCys erfolgen, bevor

das Selen wie gerade gezeigt abgespalten werden kann.*®

Den prozentual grofdten Anteil der zirkulierenden Selenoproteine stellt das im Blut
nachweisbare Selenoprotein P (SePP) dar. Fir seine Synthese in den Hepatozyten wird
ein Groldteil des Uber die Nahrung zur Verfugung gestellten Selens verbraucht, welches
vom Darm Uber die Pfortader direkt in die Leber gelangt. Dort kann es fur die
Proteinbiosynthese von SePP genutzt werden und gelangt dann nach der Sekretion des
selenreichen SePP Uber den Blutstrom zu allen Organen und Geweben des Korpers.
SePP kann nun von den Zellen aufgenommen, verstoffwechselt und das frei werdende

Selen fiir die Neusynthese anderer Selenoproteine genutzt werden.**

1.1.4 Selenbestimmung: Selenoprotein P versus Gesamtselen

Far die Bestimmung von Selen stehen heute eine Vielzahl von Methoden zur Verfugung,
wobei ein qualitativer Nachweis so gut wie keine diagnostische Bedeutung mehr hat.
Bis vor kurzem stellte daher die Gesamtselenbestimmung die Nachweismethode der
Wahl dar, sowohl fur wissenschaftliche als auch fir diagnostische Fragestellungen. Die
Aussagekraft dieser Ergebnisse bezuglich der Ruckschlussmoglichkeit auf die
tatsachliche bioaktive Selenversorgung ist aber begrenzt. Bei hohen Konzentrationen
von SeMet werden hohe Gesamtselenkonzentrationen gemessen, auch wenn SeMet
nur im prozentualen Verhaltnis zu Methionin unspezifisch in die Proteine eingebaut wird
und keine eigene Funktion aufweist. Auch nicht verwendetes, anorganisches Selen wird
in die Messung mit einbezogen. Somit werden qualitativ unterschiedliche Aussagen
vermischt, und sowohl die essentielle Syntheseleistung Selenocystein-tRNA zu bilden —

und damit die notwendige Grundvoraussetzung fir die Proteinbiosynthese von
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Selenoproteinen — als auch die Konzentration und Abfolge der notwendigen
Bindungselemente (SECIS, SBP2 etc.) entzieht sich dabei der Beurteilbarkeit.

Jegliche Stoérung, Behinderung oder Verlangsamung in der Biosynthese der
Selenocystein-tRNA sowie der nachfolgende Ablauf des tatsachlichen Einbaus, wird
durch die Gesamtselenbestimmung verschleiert, da trotz hoher Gesamtselenkonzen-
trationen ein Mangel an Selenoproteinen vorliegen kann.

Im Gegensatz dazu erlaubt die Bestimmung von SePP eine tatsachliche Einschatzung
des derzeitig nutz- und verwertbaren Selens, da kein weiteres Protein so viel SeCys
beinhaltet und als Selentransporter fungiert. Aus diesem Grund stellt die Messung von
SePP eine weitaus differenziertere und aussagekraftigere Bestimmungsmethode dar,
die brauchbare Ergebnisse fur eine Interpretation der derzeitigen individuellen

Selenversorgung und Nutzungskapazitit liefert.*>4°

It is the position of the American Dietetic Association and Dietitians of
Canada that appropriately planned vegetarian diets are healthful,
nutritionally adequate, and provide health benefits in the prevention and

treatment of certain diseases.“*’

1.2 Vegetarische Ernahrung

Immer mehr Menschen in Deutschland entscheiden sich bewusst fur eine
Ernahrungsweise, die ganz oder teilweise auf tierische Produkte verzichtet. Die
Motivationen fur diese Entscheidung sind sehr vielfaltig und reichen von gesund-
heitlichen und religiosen Grunden, Uber Tierliebe, bis zu politischen und ethischen
Argumenten. Diese Vielfalt an Beweggrinden sorgt dafur, dass es unzahlige
individuelle Formen gibt, eine vegetarische Ernahrung zu leben, die haufig flielend
ineinander Ubergehen. Definitionsgemal unterscheidet man Erndhrungsformen, die
lediglich Fleisch, Fisch und Geflugel meiden, von denen, die zusatzlich Eier und/oder
Milch ablehnen. Werden Uberhaupt keine tierischen Produkte konsumiert, spricht man
von veganer Ernahrung als extremste Form der vegetarischen Erndhrung (Tab. 3).*
Konkrete Angaben, wie viele Menschen in Deutschland derzeit vegetarisch leben, sind
schwer zu erheben und teilweise widerspruchlich. Da es sich unter anderem um ein
kulturelles Phanomen handelt, das nicht unabhangig vom jeweiligen Hintergrund der
Person ist, hangen die Ergebnisse sehr von der jeweiligen Stichprobe ab. So ist zum

Beispiel der Prozentsatz an Menschen mit vegetarischer Ernahrung in den Stadten
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grundsatzlich héher als auf dem Land und jingere Menschen neigen eher dazu, eine
neue Ernahrungsform auszuprobieren, als altere. Daruber hinaus beinhalten bestimmte
religiose Gruppen (Siebenten-Tags-Adventisten, Hindus, Buddhisten und andere)
eindeutige Regeln fur eine vegetarische Erndhrung als konstituierenden Bestandteil der

Religionsaustubung im Alltag.

Tab. 3

Unterteilung der unterschiedlichen vegetarischen Erndhrungsformen.

Bezeichnung: Erndhrung ohne:

Ovo-Lakto-Vegetarisch Fleisch, Fisch und Gefligel

Lakto-Vegetarisch Fleisch, Fisch, Gefliigel und Eier

Ovo-Vegetarisch Fleisch, Fisch, Geflliigel und Milchprodukte

Vegan Jegliche vom Tier stammende Lebensmittel, zum Teil auch Verzicht auf

Wolle, Leder und andere nicht essbare tierische Produkte.
Zusatzlich zu den hier aufgeflihrten Hauptrichtungen gibt es viele individuelle Abwandlungen. Die

Grenzen zwischen den jeweiligen Untergruppen sind haufig flieRend.

Im Rahmen der Nationalen Verzehrsstudie von 2007 wurden knapp 20.000 Burgerinnen
und Buirger aus Deutschland im Alter von 14 bis 80 Jahren bezuglich ihres
Essverhaltens befragt. 1,6% der Deutschen gaben dabei an, sich vegetarisch zu
ernahren. Doch es ist zu beachten, dass Uber 70% der Befragten Gber 35 Jahre alt
waren und sich der Prozentsatz in den jungeren Alterstufen, vor allem zwischen dem 14.
und 34. Lebensjahr, zugunsten der fleischlosen Ernahrung verschiebt. 0,1% aller
Befragten gaben an, vegan zu leben.?

Ein Jahr zuvor erhob das Marktforschungsinstitut Produkt + Markt ebenfalls Daten zur
Anzahl von vegetarisch lebenden Menschen in Deutschland. Die Ergebnisse wurden
von verschiedenen Nichtregierungsorganisationen (NGOs) unterschiedlich interpretiert.
So geht die Tierschutzorganisation PETA* von 7,3% und die Europdische Vegetarier-
Union®® sogar von 9% Vegetarierinnen in der Gesamtbevélkerung aus. Der
Vegetarierbund Deutschland fasst die Erhebung des FORSA-Instituts mit den
Umfragenergebnissen der Magazine Stern und Focus zusammen und kommt auf knapp
8%.""

Vergleicht man diese Zahlen mit entsprechenden Ergebnissen aus den USA und

Kanada, so leben dem Position Paper der American Dietetic Association and Dietitians
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of Canada zufolge 2,5% der amerikanischen Bevodlkerung vegetarisch und 4% der
Kanadierinnen.*’

Wie auch immer man die Daten fir die Bundesrepublik Deutschland interpretiert,
ernahren sich selbst nach den niedrigsten Schatzungen mindestens 1,5 Millionen
Menschen vollkommen ohne Fleisch, Fisch und Gefllgel. Es ist daher angebracht, sich
mit den gesundheitlichen Bedurfnissen dieser Gruppe weiter auseinander zu setzen,
um mogliche Unterschiede aufzuzeigen und eventuelle Risiken frihzeitig erkennen zu
konnen. Nach aktuellem Stand der Wissenschaft bietet eine vegetarische oder vegane
Ernahrung keinen gesundheitlichen Nachteil und férdert sogar die Minimierung der
Risikofaktoren Ubergewicht, Bluthochdruck und erhohte Cholesterinwerte. Dies gilt
nachweislich fiir jede Lebensphase.*’*® Nichtsdestotrotz warnen nach wie vor
unterschiedliche Studien vor Mangelversorgungen einzelner Mineralstoffe, Vitamine und
Spurenelemente bei vegetarisch lebenden Menschen. Die Daten sind in ihren
Ergebnissen aber teilweise sehr widerspruchlich.

Auch im Bezug auf die Selenversorgung zeigt sich in der Literatur ein sehr buntes Bild

(Tab. 4) und reicht von signifikant erniedrigten bis zu signifikant erhdhten Werten.

Tab. 4
Ubersicht der aktuellen Studienlage zur Selenversorgung von vegetarisch lebenden Menschen im
Vergleich zur omnivoren Vergleichsgruppe.

Studie Land Vegetarische Gruppe Vegane Gruppe
52 kein signifikanter )
Shultz & Leklem (1983) USA ) nicht untersucht
Unterschied
53 o o kein signifikanter
Akesson & Ockerman (1985) Schweden signifikant niedrigere Werte )
Unterschied

Srikumar et al. (1992)> Schweden signifikant niedrigere Werte | nicht untersucht
Krajcovicova et al. (1995)> Slowakei signifikant héhere Werte nicht untersucht

56 ) . kein signifikanter
Rauma et al. (1995) Finnland nicht untersucht

Unterschied

Meissner (1997)%

Deutschland

kein signifikanter

Unterschied

nicht untersucht

Dhindsa et al. (1998)°®

Australien

kein signifikanter

Unterschied

nicht untersucht

de Bortoli & Cozzolino (2008)*

Brasilien

kein signifikanter

Unterschied

nicht untersucht
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Haufig findet sich auch kein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen. Dabei
muss angemerkt werden, dass vor allem die neuen grof3en Studien, wie die EPIC-
Oxford Kohorte (European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) als eine
der grolten Ernahrungsstudien weltweit, der Selenversorgung unter vegetarischer
Ernahrung keine Beachtung schenken.®

Weitere Studien befassen sich lediglich mit der taglichen Selenzufuhr durch
vegetarisches Essen, nicht aber mit dem tatsachlich aufgenommenen Selen oder dem
resultierenden Selenstatus der Menschen, wobei auch dort die Interpretationen
bezlglich der Selenversorgung auseinander gehen und unterschiedliche Empfehlungen
gegeben werden.?%

Zusammenfassend kann daher keine grundsatzliche Aussage Uber die
Selenversorgung unter vegetarischer Ernahrung in Deutschland getroffen werden. Nicht
zuletzt, da sich nur eine einzige Studie mit der Selenkonzentration von vegetarisch
lebenden Menschen in Deutschland befasst. Aufgrund des bereits oben eingefuhrten
direkten Zusammenhangs zwischen der Selenkonzentration in der Nahrung und im
Boden, ist eine aktuelle Untersuchung zur Selenversorgung bei vegetarischer
Ernahrung in Deutschland winschenswert, die auch Menschen mit veganer Ernahrung

einschliel}t.

1.3 Muttermilch

Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) stellt Muttermilch die optimale
Ernahrung wahrend der ersten sechs Lebensmonate dar, und jegliche Zugabe von
Essen oder Trinken — einschliel3lich Wasser — ist wahrend dieser Zeit fur voll gestillte
Sauglinge tberfliissig.®®

Muttermilch ist bezuglich ihrer Inhaltsstoffe optimal auf die Bedurfnisse des
Neugeborenen abgestimmt und die meisten Mikronahrstoffe sind innerhalb gewisser
Schranken gleich bleibend in ihrer Konzentration, unabhangig von der aktuellen
Versorgung der Mutter. Lediglich die Spurenelemente Jod, Fluor, Mangan und Selen
sowie die wasserloslichen B-Vitamine 2, 5, 6 und 12 sind von der taglichen Aufnahme
der Mutter abhangig.®®

Die Besonderheit von Frauenmilch, sich stetig den wachsenden Bedurfnissen des
Kindes anzupassen, zeigt sich neben der optimalen Nahrstoff- und Energieversorgung
auch in der umfassenden Unterstitzung des Immunsystems. So erkranken voll gestillte

Kinder — auch uber die Stillperiode hinaus — nachweislich seltener an Infektions-
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krankheiten des Magen-Darm-Traktes, der Atem- und ableitenden Harnwege, des
Mittelohrs und der Hirnhadute.®”° Der positive Effekt der Muttermilch beruht unter
anderem auf den hohen Antikorperkonzentrationen an IgA, die schon an den
Schleimhauten mit der Abwehr beginnen. Im Gegensatz dazu kommt das
plazentagangige IgG erst dann zum Tragen, wenn die Erreger bereits in das Gewebe
des Organismus eingedrungen sind. Die durch die Aktivierung von IgG ausgeloste
Immunantwort und der nachfolgende Entzindungsprozess (unter anderem eine
Ausschuttung der proinflammatorischen Zytokine IL-1a, IL-1R3 und TNFa) verbraucht
zudem deutlich mehr Energie, als durch eine Aktivierung von IgA erforderlich wird.”
Gerade zu frih geborene Kinder profitieren daher sehr von einer Ernahrung mit
Muttermilch, da sie ein erhohtes Infektionsrisiko aufweisen, Verdauungsprobleme
schlechter toleriert werden als von Reifgeborenen und sie noch geringere Reserven im
Energiesystem aufweisen. Ist das Frihgeborene noch zu schwach, um selbstandig
Trinken zu konnen, ist eine Ernahrung mit Muttermilch Uber die Magensonde
anzustreben.®®

Tabelle 5 gibt einen Uberblick liber ausgewahlte Inhaltsstoffe von Frauenmilch, jeweils
bezogen auf 100 g. Ein Gesamtuberblick aller Milchbestandteile wirde an dieser Stelle
den Rahmen sprengen.

Interessanterweise gehort gerade Selen zu den Spurenelementen, die in Abhangigkeit
von der mutterlichen Versorgung an das Neugeborene weitergegeben werden. Bis
heute sind die Einflisse von Selen auf die Muttermilch und auf die Sauglinge nicht
vollstandig geklart. Betrachtet man aber die positiven Effekte von Selen auf die
Gesundheit von Erwachsenen, so liegt nahe, dass auch bei Sauglingen positive
Auswirkungen zu erhoffen sind. Es ist daher von grofder Bedeutung, die Wege
nachzuzeichnen, die Selen von der Nahrungsaufnahme der Mutter Uber die
Frauenmilch bis zur Versorgung des Kindes =zurlcklegt, um gegebenenfalls
unterstitzend eingreifen zu konnen. So bestlinde unter Umstanden die Moglichkeit
einer indirekten therapeutischen Unterstitzung, indem man den Mduttern selenreiche
Nahrung oder Selensupplemente zur Verfugung stellt. Diese neue Moglichkeit ist
insbesondere deshalb interessant und wichtig, da gezeigt werden konnte, dass Kinder,
die in den ersten Lebensmonaten mit Ersatznahrung geflttert wurden, einen deutlich
niedrigeren Selenstatus aufwiesen als gestillte Kinder.”""* Eine fir das Kind
belastungsfreie Nahrungserganzung Uber die Mutter kdnnte daher besonders bei

kranken, schwachen oder zu friih geborenen Sauglingen von groflder Bedeutung sein.
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Tab. 5

Ausgewihlte Inhaltsstoffe von Kolostrum, Ubergangs- und reifer Frauenmilch™

jeweils bezogen auf 100 g Milch

Energie [kcal]
Eiweil [g]

Fett [g]
Kohlenhydrate [g]
Cholesterin [mg]
Natrium [mg]
Kalium [mg]
Kalzium [mg]
Phosphor [mg]
Magnesium [mg]
Eisen [ug]

Zink [ug]

Jod [ug]

Selen [ug]
Kupfer [ug]
Mangan[ng]

Relation in % der Energie
EiweiB:Fett:Kohlenhydrate

Kolostrum
2.-3.Tag
56
2,6
29
4,9
keine Angabe
54
64
29
keine Angabe
3
48
keine Angabe
keine Angabe
1
46
1100

18:47:35

Ubergangsmilch

6.—10. Tag
65

1,6
3,5
6,6
29
29
64
40
18
3,5
40
351
2.4
1
54

keine Angabe

10:49:41

Einleitung

reife Milch

69
1,1
4,0
7,0
25
13
47
29
15
3
58
134

35
712

7:53:39
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Unterschiedliche Autoren haben sich bisher mit der Selenkonzentration in Muttermilch

befasst. Tabelle 6 gibt einen Uberblick iber bisher verdffentlichte Studien.

Tab. 6

Selenkonzentration in der Muttermilch in Abhangigkeit von der taglich aufgenommenen Menge*

Studie Mess- Zeit Selenkonzentration N Bemerkung
methode | post partum
Hadjimarkos FM 29-195 Tage 0,020 = 0,001 ppm 15 lowa, USA
(1973)™ 40-83 Tage 0,020 £ 0,001 ppm | 24 | Athen, GR
Waélivaara GC 4 Tage 17,6 £ 0,5 ng/ml 5 1978
(1986)"° 4 Tage 14,2 + 1,4 ng/ml 12 1983, Se in Tierfutter
12-150 Tage | 9,4 £ 0,5 ng/ml 24 1978
16-330 Tage 11,9+ 0,8 ng/ml 15 1983, Se in Tierfutter
Levander DAN-FM | 1-6 Monate 84 + 4 pg/d 23 tagl. Se-Zufuhr, USA
(1987)"° 1-6 Monate 190,0 + 12,7 nmol/l | 23 | Muttermilch, USA
Moser (1988)"" IDMS 2-6 Monate 23 + 16 (26) pg/d 26 tagl. Se-Zufuhr, Nepal
2-6 Monate 126,7 £ 12,7 nmol/l 26 Muttermilch, Nepal
Funk (1990)" GC 1-6 Monate 194 + 15 nmol/l 8 Regenzeit
13-19 Monate | 222 + 12 nmol/l 13 Regenzeit
1-6 Monate 266 £ 11 nmol/l 15 Trockenzeit
13-19 Monate | 246 £ 10 nmol/l 19 Trockenzeit
Zachara (2000)”” | DAN-FM 12-75 Tage 3,0-23,4 nmol/l 905 | 16 Provinzen in Polen
Kantola (1991)* | ETA-AAS | > 1 Monat 16,4 + 3,2 ng/ml 175 | 1987
> 1 Monat 18,9 £ 3,0 ng/ml 81 1993-95, Se in
Dungemittel

* Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen bzw. der Wertebereich

FM: Fluorimetrie

GC: Gaschromatographie

DAN-FM: Diaminonaphthalin-Fluorimetrie

IDMS: Isotop-Massenspektrometrie

ETA-AAS: Atomabsorptionsspektroskopie mit elektrothermischer Aufheizung

26




Einleitung

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Inhaltlich steht fur die vorliegende Doktorarbeit die Frage nach der Selenversorgung in
besonderen Ernahrungslagen im Vordergrund. Zum einen soll daher der in Deutschland
standig wachsenden Bevdlkerungsgruppe Beachtung geschenkt werden, die sich
bewusst flir eine vegetarische oder vegane Ernahrung entscheidet und aufgrund ihrer
personlichen Einstellung auf den Verzehr von Fleisch, Fisch, Geflugel oder jeglichen
tierischen Produkten wie Fleisch, Fisch, Eier, Gelatine, Milchprodukte und Honig
verzichtet. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese Uberpruft, ob die
weit verbreitete Meinung, Vegetarierinnen und Vegetarier seien grundsatzlich
mangelernahrt zutrifft. Hierbei steht der Selenstatus im Vordergrund. Auf einer
experimentell-analysierenden und wissenschaftlich-theoretischen Grundlage soll
dadurch eine verbesserte Moglichkeit zur differenzierten Diskussion Uber Vor- und
Nachteile einer solchen Ernahrungsweise ermoglicht werden.

Neben der Frage zur Selenversorgung in der veganen und vegetarischen Ernahrung
wird ein zweiter Schwerpunkt auf die Untersuchung von humaner Muttermilch gelegt, da
diese fur voll gestillte Neugeborene die einzige Nahrungsquelle darstellt. Mittlerweile gilt
es als unbestritten, dass eine ausschlielliche Ernahrung mit Muttermilch die optimale
Versorgung flr Sauglinge in den ersten sechs Lebensmonaten darstellt. Wie kein
anderes Nahrungsmittel vermag es die Muttermilch, sich an die individuellen
Anforderungen des Neugebornen anzupassen, sodass jegliche Form der
Flaschennahrung einen kunstlichen Ersatz darstellt, der nur naherungsweise den
extrem hohen Anspriuchen der Muttermilch gerecht werden kann. Umso wichtiger
scheint es, die Inhaltstoffe der Muttermilch in ihrer Konzentration und Bedeutung genau
zu verstehen, um sowohl im Falle einer Mangelernahrung der Mutter als auch im
Rahmen eines pathologisch bedingten Mehrbedarfs des Neugeborenen handeln und
den fehlenden Inhaltstoff erganzen oder ersetzen zu kénnen. Hier ist eine gezielte und
biologisch sichere Applikation Uber die Mutter denkbar, die den gewunschten Stoff Uber
die eigene Ernahrung in der Muttermilch anreichert, sodass auf die direkte Gabe von
Nahrungserganzungsmitteln beim Saugling verzichtet werden kann.

In der Auseinandersetzung mit Spurenelementen zeigt sich die besondere Bedeutung
dieser essentiellen Nahrungsbestandteile, die in kleinsten Mengen in unser Korper-
geschehen eingreifen. Auf schwer wahrnehmbare Weise nehmen sie ihren Platz in den
taglichen Ablaufen ein und, tritt eine Unterversorgung auf, zeigen sie haufig nur ein sehr

diffuses Bild von verlangsamten oder gestérten Stoffwechselvorgangen.
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Diese grundsatzliche Beobachtung gilt im Besonderen flr das Spurenelement Selen,
dessen essentielle Bedeutung nicht mehr anzuzweifeln ist. Der Einfluss von Selen auf
die unterschiedlichen Stoffwechselvorgange stellt sich als sehr weitreichend und
komplex dar, sodass Uber die eindimensionale Substanz-Wirkungs-Beziehung hinaus
gedacht werden muss. Dies erfordert neue Modelle und neue Herangehensweisen, um
ein tieferes Verstandnis fur die grundlegende Bedeutung und (patho)physiologischen
Vorgange im menschlichen Organismus erlangen zu konnen.

Diesem anspruchsvollen Themenfeld widmet sich die vorliegende Promotionsarbeit, die
hoffentlich einen Teil dazu beitragen kann, die Selenversorgung besonderer
Bevolkerungsgruppen wie von Neugeborenen und Vegetariern besser einschatzen zu
konnen, und darUber die physiologische und allgemeinmedizinische Bedeutung von

Selen besser verstehen zu lernen.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Probanden und Probenvorbereitung

2.1.1 Vegetarismus-Studie

Im Rahmen des Ethikantrags: ,Blutproben fir die In-vitro-Diagnostik — Diagnostische
Blutentnahme flir wissenschaftliche Zwecke: Referenzbereich gesunder Probanden
(Normalkollektiv)“, einzusehen unter der Ethikkommission-Antragsnummer: EA1/057/07,
wurden Menschen fur eine freiwillige, einmalige Blutentnahme gesucht und gefunden.
Grundsatzliches Einschlusskriterium fur die vegane oder vegetarische Gruppe war das
Meiden von Fleisch, Fisch und Gefligel bzw. von jeglichen tierischen Produkten seit
mindestens sechs Monaten. Menschen mit omnivorer Ernahrung mussten seit
mindestens funf Jahren gemischte Kost konsumieren. Daruber hinaus wurden nur
volljahrige Probanden mit subjektivem gesundheitlichen Wohlbefinden eingeschlossen,
die sich ausdrucklich zur freiwilligen Teilnahme und Analyse bereit erklarten. Einen
finanziellen Anreiz zur Teilnahme gab es nicht.

Die Blutabnahme erfolgte mittels Einmal-Entnahme-Set von geschultem und
autorisiertem Personal. Zur Gewinnung von Serum wurden BD Vacutainer® SST™
verwendet und fur den Erhalt von Plasma mit EDTA versetzte BD Vacutainer®.

Im Anschluss an die Blutentnahme standen die Vollblutproben fir die notwendige
Gerinnung 30 — 60 Minuten bei Raumtemperatur bzw. maximal 12 Stunden bei 4°C.
Danach wurde das Blut bei 1400 g und 24°C fur 4 Minuten zentrifugiert und der
Uberstand (Serum bzw. Plasma) im unmittelbaren Anschluss portioniert, in
Polyethylengefalle (1,7 ml, Eppendorf-Cups) uberfliihrt und bei -20°C gelagert. Der
restliche Teil der Blutprobe (,Blutkuchen®) wurde verworfen.

Mit der schriftlich dokumentierten Einwilligung zur Blutentnahme ging eine freiwillige
Befragung zur Erndhrung und zum Gesundheitszustand einher. Dabei fand die
Befragung der Teilnehmenden grundsatzlich in anonymisierter Form statt und
beinhaltete Fragen zum Alter, zur GroRe, zum Gewicht, zum Geschlecht, zum Konsum
von Alkohol und Nikotin, zur Nahrungsmittelerganzung, zum Sportverhalten und zur
aktuellen gesundheitlichen Verfassung. Daruber hinaus erfolgt die grundsatzliche
Einteilung in eine der drei Gruppen: omnivore, vegetarische oder vegane Ernahrung.
Dabei wurde auch erfasst, wie lange die jeweilige Person schon der aktuellen

Ernahrungsweise nachging.
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2.1.2 Muttermilch

Die verwendeten Muttermilchproben stammten von gesunden, stillenden Frauen, die
ihre Milch selbstandig mit elektrischen Milchpumpen abpumpen konnten. Alle Frauen
waren mit der Handhabung der Milchpumpen vertraut und hatten ihr ausdrtckliches
Einverstandnis zur Untersuchung ihrer Milch gegeben. Die Milch beider Bruste wurde
gemischt und eine Probe aus der Gesamtmilch entnommen, die bis zum Einfrieren bei
4°C gelagert wurde. Von den Milchproben wurden nur geringe Volumina (im Milliliter-
Bereich) fur die analytischen Zwecke entnommen. Grundsatzlich wurde Frauenmilch
verwendet, die in der Zeit zwischen 9:00 und 12:00 Uhr abgepumpt worden war.

Die Literaturrecherche und eigene Vorversuche deuteten an, dass Muttermilch eine
heterogene und schwer zu pipettierbare Matrix darstellt. Im Gegensatz zu den
Serumproben mussten deshalb die Muttermilchproben in drei Fraktionen unterteilt
werden: ,whole milk® (Vollmilch), ,decelled milk® (zellfreie Milch) und ,skimmed
milk® (entrahmte Milch), wobei auf das Zentrifugationsschema von Loennerdal et al.
zuriickgegriffen wurde.®' Hierzu wurde die Milch in zwei Abstufungen zentrifugiert.
Dabei entsprach die unzentrifugierte Milch der ,Vollmilch* (VM). Teile der VM wurden
bei 500 g und 4°C fur 25 Minuten zentrifugiert. Das Ergebnis konnte in Pellet, Mittelteil
und Rahmschicht unterteilt werden, wobei der Mittelteil als ,zellfreie Milch® (zM)
weiterverwendet wurde. Fur den zweiten Schritt wurde zM bei 5000g und 4°C fur
30 Minuten zentrifugiert, wodurch sich eine deutlichere Rahmschicht auf der
.entrahmten Milch* (eM) bildete, die abgenommen und verworfen wurde. Jede
Muttermilchprobe wurde nach diesem Verfahren fraktioniert und in 1,7 ml
Polyethylengefallen bei -20°C gelagert.

Grundsatzlich wurde bei allen Muttermilch- und Blutproben jeder Einfrier- und
Auftauvorgang dokumentiert und auf den Proben vermerkt. Soweit nicht anders
beschrieben erfolgten die spezifischen Messungen immer nach dem erstmaligen

Auftauen der Probe.

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Quantitativer Nachweis von Selenoprotein P

Die quantitative Bestimmung von Selenoprotein P (SePP) erfolgte im Triplikat Gber
einen Antikorpernachweis, der auf dem Sandwich-Prinzip (Abb. 3) beruht, wobei auf die

Methode von Frau B. Hollenbach et al. 2008 zuriickgegriffen wurde.*®
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Abb. 3 ,,Sandwich-ELISA* (Enzyme Linked Immunsorbent Assay)

Der erste Antikdrper, der spezifisch an das gesuchte Protein bindet, ist an eine feste Phase (z.B. Glas-
oder KunststoffgefaR) gekoppelt. In dieses Gefald kann jetzt die Probe gegeben werden, aus der die
Proteinmenge bestimmt werden soll. Als einziges Protein wird es an den Antikérper binden, sodass im
nachfolgenden Waschschritt, alle anderen Proteine weggespult werden kénnen. Im Anschluss werden
chemisch markierte Antikdrper zugegeben, die ebenfalls spezifisch an das gesuchte Protein binden, aber
ein anderes Epitop erkennen. Alle nicht gebundenen Antikdrper werden in einem weiteren Waschschritt
entfernt. Zurtick bleiben nur Antikdperproteinkomplexe, die auf Grund der ,Sandwich“-Struktur (Antikérper
— Protein — Antikdrper) namensgebend fur diese Art von Assay sind. Im letzten Schritt kdnnen die
chemischen Molekile, die an den zweiten Antikdrper gekoppelt sind, photometrisch bestimmt und

zuverlassig quantifiziert werden.

Alle eingesetzten Reagenzien sowie die Standardreihe wurden uber B.R.A.H.M.S. AG
Hennigsdorf (bei Berlin) bezogen und sind in dieser Form derzeit noch nicht
kommerziell zu erwerben.

Die zu vermessenen humanen Seren wurden 1:78 verdlinnt, die Milchproben
unverdinnt eingesetzt. Die Verdlinnung erfolgte ausschliellich in dem Probenpuffer mit
dem auch die lyophilisierten Standards und der Tracer in Ldésung gebracht wurden,
wobei der Tracer die LOsung ist, die den zweiten Antikorper enthalt. Nach Losen des
Tracers wurde dieser durch einen 0,2 um Filter (Whatman® Schleicher & Schuell,
Dassel, Deutschland) filtriert, um eventuelle Antikérperkonglomerate abzutrennen. Zu
Beginn jeder Messung erfolgten drei Kontrollmessungen: 1. Leerwert
(Nulleffektmessung), 2. zwei feststehende Verdunnungen (1:2 und 1:10) eines
definierten Tracers und 3. der aktuelle Tracer. Der Zielwert fur 200 ul Tracer betrug
800.000 +/- 200.000 RLUs (Relative Light Units). Erst wenn die Kontrollmessungen
zufrieden stellend waren, wurde mit dem Pipettieren der Standardreihe begonnen.
Sowohl von der Standardreihe als auch von allen Proben bzw. Probenverdinnungen,

wurden 50 pl in Polystyrolrohrchen gegeben, die mit dem ersten Antikdrper beschichten
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waren (CTs = Coated tubes). Direkt im Anschluss wurden in jedes CT 200 ul Tracer
gegeben und die Proben fur zwei Stunden im Dunklen bei Raumtemperatur und
300 rpm geschuttelt. Nach zwei Stunden wurden die Proben dreimal mit 1 ml
Waschpuffer (LUMItest, B.R.A.H.M.S AG Hennigsdorf) gespult und am Ende zur
Trocknung gut ausgeklopft. Uber Kopf standen die Proben erneut 20 Minuten im
Dunklen, sodass alle Waschpufferreste abflieRen konnten. Danach erfolgte die SePP
Quantifizierung mittels Lumineszenzmessung (Kettenluminometer von Berthold, Modell
LB 953) nach automatischer Zugabe von 300 pl Basisreagenz 1 (100 mM HNOs; 0,5%
H2>07) und 300 uL Basisreagenz 2 (250 mM NaOH).

2.2.2 Qualitativer Nachweis (Western-Blot)

Fur den spezifischen Nachweis einzelner Proteine wurde auf die altbewahrte Methode
der Western Blot Analyse zurlickgegriffen. Vorraussetzung fur diesen immunologischen
Nachweis ist die Auftrennung des Proteingemisches nach GréRe und Ladung, mit Hilfe
einer SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Je nach GroRe des
gesuchten Proteins wurden Trenngelkonzentrationen von 10%, 12,5% oder 15%

eingesetzt (Tab. 7).

Tab. 7

Trenn- und Sammelgelrezepturen

Trenngel 10% Trenngel 12,5% Trenngel 15% Sammelgel 4,5%

ddH,0 4,9 mi 4,3 ml 3,65 ml 3,1 ml
Rotiphorese Gel 40
(Acrylamid/Bisacrylamid 2,5ml 3,1 ml 3,75 mi 560 pl
29:1)
Trenngelpuffer
(1,5 M Tris, pH 8,8) 2,5 mi 2,5 ml 2,5 mi -
Sammelgelpuffer
(0,5 M Tris, pH 6,8) 1,25 ml
10% SDS 80 pl 80 80 50 pl
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul 5 ul
10% APS 80 80 80 50 pl
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Auf das Gel (Dicke 0,75 — 1,0 mm) wurden maximal 100 ug Protein aufgetragen, wobei
diese immer in einem Volumen von 20 pl eingesetzt wurden, die sich wie folgt
zusammensetzten:

4 ul Probenpuffer (Tab. 3)

16 pl Gemisch aus: ddH,O + Proben (je nach Proteinkonzentration)
Vor dem Auftragen wurden die Probengemische bei 96°C fur 5 Minuten denaturiert und
dann auf die Gele gegeben. Die verwendeten Gelkammern sowie alle notwendigen
Gerate zum GielRen der Gele stammten von der Firma Bio-Rad. Fur die ersten 20 — 30
Minuten wurde lediglich eine Spannung von 70V an das Gel angelegt, damit die
Proben gleichmalig ins Sammelgel eintreten konnten, wobei der Laufpuffer (Tab. 8) als
elektrischer Leiter benutzt wurde. Die Auftrennung im Trenngel erfolgte bei 120 V bis

der Farbstoff des Probenpuffers (Bromphenolblau) die Gelunterkante erreicht hatte.

Tab. 8
Puffer und Lésungen fiir SDS-PAGE und Western-Blot

Laufpuffer, 192 mM Glycin
pH 8,4 25 mM Tris
0,1% SDS

4 x Probenpuffer 200 mM Tris, pH 7,5
50% Glycerin
4% SDS
0,04% Bromphenolblau
125 mM DTT

Transferpuffer, 100 ml (25 mM Tris; 190 mM Glycin)
pH 8,3 100 ml Methanol
800 ml dH,0O

Waschpuffer, 25 mM Tris
pH 8,0 125 mM NaCl
0,3% Tween® 20

ECL-L6sung 1 ml Tris/HCI (1 M), pH 8,5
20 pl Coumaicacid (90 mM)
50 pl Luminol
ad 10 ml dH,0
fur die Aktivierung: 3 pl H,O,
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Nach dem vollstandigen Auftrennen des Proteingemischs wurden die Gele vorsichtig
aus den Platten entnommen und auf — mit Transferpuffer (Tab. 8) getranktes —
Blotpapier (3 mm Whatman, Schleicher & Schuell) gelegt. In einer Blotkammer erfolgte
der Proteintransfer aus dem Gel auf eine verstarkte Nitrocellulose-Membran (Protran®,
Whatman, Schleicher & Schuell) mittels eines Semidry-Blot-Systems (Transfer-
blotapparatur; Transblot SD von Bio-Rad Laboratories, Hercules (USA)) bei 20 V fur 30
— 40 Minuten. Zur Uberpriifung eines gleichmaRigen Ergebnisses wurde der fertige Blot
mit Ponceau-Rot (1% in 5% Essigsaure) eingefarbt. Bei gutem Ergebnis (vergleichbare
Proteinmengen, gute Auftrennung, distinktes Bandenmuster von haufigen Proteinen)
folgte die Blockierung mit 5% Milchpulver in Waschpuffer fir 20 — 30 Minuten und
anschlielender Inkubation Uber Nacht bei 4°C mit dem primaren Antikorper
(Konzentration siehe Tab. 9). Vor dem ersten Waschvorgang wurden die Blots wahrend
einer Stunde auf dem Schittler auf Raumtemperatur gebracht. Nach zweimaligem
Spulen zur Entfernung der Antikérperlésung und funfmaligen Waschen mit Waschpuffer
auf dem Schuttler dber 10 Minuten, folgte die zweite Inkubation mit dem sekundaren
Antikorper (siehe Tab.9) bei Raumtemperatur fir 60 Minuten ebenfalls auf dem
Schuttler. Im Anschluss wurde der oben beschriebene Waschvorgang wiederholt und
der Blot bis zur Entwicklung im Waschpuffer belassen. Fir die Immundetektion wurde
der Blot unmittelbar vor Auflegen auf den Rontgenfilm (X-Omat, Kodak) fur 1 Minute mit
aktivierter ECL-LOsung (Tab. 8) gespult und dann fur die Belichtung des Films in eine
Rontgenfilmkassette (Kodak, Rochester, New York) gelegt. Die an den zweiten
Antikoérper gekoppelte Peroxidase (HRP — Horse Radish Peroxidase) fihrte dabei zur
Umsetzung von Luminol in dessen oxidierte Form, die dann aufgrund der Lichtemission

den Rontgenfilm schwarzte.

Tab. 9
Priméare und sekundare Antikorper fiir den Western-Blot

Protein Primarer Antikorper Sekundarer Antikorper
SePP Sheep-a-human-SePP 6c 0,15 mg/ml Donkey-a-sheep-HRP
BRAHMS AG Rockland/BIOMOL
1:100 (= 1,5 pg/ml) 1:5000
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2.3 Enzymatische Bestimmung der Glutathion-Peroxidase
Die Bestimmung der Aktivitat der Glutathion-Peroxidase (GPx) erfolgte indirekt mittels
eines gekoppelten enzymatischen Tests und der Konzentrationsberechnung anhand
des Lambert-Beerschen- Gesetz:

E=e,"d*c
E = Extinktion [Dimensionslos]
€\ = Wellenlangen spezifischer, molarer Extinktionskoeffizient [I/(mol*cm)]
d = Schichtdicke der Klvette [cm]
¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz [mol/l]
Unter Vorhandensein von Glutathion (GSH) reduziert die GPx ein Hydroperoxid (R-
OOH) zum entsprechenden Alkohol (R-OH) und Wasser (H,O), wahrend zwei GSH
Molekule zum oxidierten Glutathion (GS-SG) oxidiert werden.

R-OOH + 2 GSH GPX |  R-OH+H,0+GS-SG

Zur Regeneration wird das GS-SG unter NADPH/H" Verbrauch durch die Glutathion-
Reduktase (GR) zu 2 GSH reduziert.

NADPH/H* + GS-SG GR | NADP'+2GSH

Dabei kann der Verbrauch von NADPH/H® bei einer Wellenldnge von 340 nm
spektralphotometrisch bestimmt werden. Dieser Stoffmengenverbrauch entspricht der
umgesetzten Substratstoffmenge durch die GPx und erlaubt dadurch einen
Ruckschluss auf deren Aktivitat

Die berechnete GPx-Aktivitat in Units (U) ergibt sich dabei aus:

U= (AEMinute*Vges)/(8340nm*d*Vpr)

U = nmol Konzentrationsanderung (vapprm’ ) pro Minute und ml Serum bzw. Muttermilch
AE = Extinktionsanderung pro Minute [1/min]

Vges = Gesamtvolumen (Probe + Reaktionsmix) [I]

€340nm = millimolarer Extinktionskoeffizient fur NADPH bei 340 nm (= 6,22 I/(mmol*cm))

d = Schichtdicke der Klvette [cm]

Vpr = Probenvolumen [ml]
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Alle Proben wurden im Duplikat bestimmt und um eine unspezifische Oxidation von
NADPH/H" auszuschlielen, wurde jede Probe zusatzlich in einem gehemmten Ansatz
vermessen. Hierfir wurde dem Reaktions-Mix (Tab. 11) Mercaptosuccinat
(Endkonzentration 10 mM) zugesetzt, um die GPx spezifisch zu hemmen. Die weiterhin
umgesetzte Stoffmenge an NADPH/H® wurde von den ungehemmten Messungen

abgezogen.

Umsatz der GPx = Gesamtumsatznapprn® — Umsatz nappri’ Nach Hemmung der GPx

Tab. 10

Puffer und Lésungen fiir die GPx-Aktivitidtsbestimmung

20xTE, 1M Tris
0,5M EDTA, pH 8,0
37% HCI

1 M K-Phosphat-Puffer, pH 7,0  fiir 200 ml: 123 ml 1 M K,HPO,
77 ml 1 M KH,PO,

Mercapto-Succinat-Lsg. 15 mg Mercapto-Succinat in 1 ml dH,0
Sigma M-3754

0,07% tBuOOH
Merck #8.14006

Tab. 11

Reaktions-Mix fiir die GPx-Aktivitatsbestimmung

fiir 25 Proben fiir 40 Proben
dH,0 28,15 ml 45 ml
20xTE 7,5 ml 12 mi
NADPH 40 mgin 1 ml 10 mM
Roche #107824 K-Phosphatpuffer, pH 7,0 312,5 ul 500 pl
GSH 30,74 mg in 1 ml dH,0
Sigma G-4251 1,5 mi 2,4 mi
GR
CALBIOCHEM® 37,5 pl 60 pl
Cat# 359960

In den Kuvetten wurden 500 pl Reaktions-Mix mit 500 yl dH20 1:2 verdunnt und fur den
gehemmten Ansatz zu 500 yl Reaktions-Mix 400 pl dH20 und 100 pyl Mercapto-
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Succinat-Lsg. gegeben. Unmittelbar vor der Messung wurden die Proben in die
vorbereiteten Kilvetten gegeben und direkt im Spektralphotometer (SPECORD® 205

von analytikjena, Deutschland) vermessen.

2.4 Zytokinbestimmung
Die Bestimmung von Interleukin 103  (IL-1B), Interleukin 6 (IL-6) und
Tumornekrosefaktor a (TNFa) erfolgte in den unverdinnten Serumproben mittels eines
multiplex Immunoassays von LINCOplex™.
Verwendet wurden folgende ,Antibody-Immobilized Beads*:

#01-Human IL-113

#12-Human IL-6

#40-Human TNFa
Alle verwendeten Reagenzien, sowie die bendtigten Mikrotiterplatten waren Bestandteil
des LINCOplex™-Kits, Cat. #HCYTO-60K. Das Vorgehen wahrend der Messung
erfolgte strikt nach Angaben des Herstellers.
Jeweils 25 pul Probe wurde mit 25 pul mitgeliefertem Puffer und 25 ul ,mixed
Beads® versetzt und Uber Nacht bei 4°C auf dem Schuttler inkubiert. Im Anschluss
erfolgten zwei Waschschritte, die Zugabe von 25 ul Detektionslésung und die erneute
Inkubation fur 30 Minuten. Nach dem Hinzufugen von 25 pl Streptavidin-Phycoerythrin
und einer weiteren Inkubation von 30 Minuten schlossen sich wieder zwei
Waschschritte an. Die anschlieRende Messung erfolgte nach Zugabe von 100 pl
~Sheath Fluid“ im Multiplex Analyse Systems (Luminex 200, Austin, TX (USA)).

2.5 Bestimmung von Spurenelementen

Fir die Messung der Gesamtkonzentrationen der unterschiedlichen Spurenelemente
und Calcium wurde die Total-Reflektions Roéntgenfluoreszenz Analytik (TRFA)
herangezogen, die eine simultane Messung vieler Einzelelemente erlaubt.®?

Das Prinzip der Messung beruht auf der Beobachtung, dass die Bestrahlung von
Materie mit Rontgenstrahlen die Emission von spezifischen Fluoreszenzstrahlungen zur
Folge hat. Die Wellenlange und Energie der entstandenen Fluoreszenzstrahlungen ist
jeweils charakteristisch fur die unterschiedlichen enthaltenden Elemente und lasst eine
qualitative Zuordnung dieser Elemente zu. Gleichzeitig kdnnen Uber die Intensitat der
Fluoreszenzstrahlungen Aussagen Uber die Konzentrationen der enthaltenden

Elemente gemacht werden. Eine definierte Elementmenge (in diesem Falle Gallium),
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die der Probe zugesetzt wird, dient dabei als interner Standard zur Quantifizierung der
Messergebnisse.

FiUr die Analyse der Serumproben wurde jeweils 100 pl Serum mit doppelt destilliertem
Wasser 1:10 verdinnt und zur internen Standardisierung mit einer 5 yl Ga-Lésung
(10 mg/l) versetzt. Nach jedem Mischungsschritt wurden die Proben grindlich
homogenisiert. Anschliellend erfolgte mit Hilfe einer Heizplatte das Eintrocknen von
10 yl der vorbereiteten Probe auf nicht silikonisierten Quarzglasprobentragern.
Blasenfrei getrocknete Proben wurden jeweils Uber 2000 Sekunden in einem Auftisch-
TRFA Spektrometer (S2 PICOFOX, Bruker AXS Microanalysis GmbH, Berlin)
vermessen.

Die Aufbereitung der Muttermilchproben sowie das Vermessen der Proben erfolgte
nach dem gleichen Prinzip wie beim Serum, allerdings ohne den Verdunnungsschritt mit

doppelt destilliertem Wasser.

2.6 Datenauswertung und Statistik

Die Datenauswertung erfolgte je nach Datenart und Anzahl der zu vergleichenden
Gruppen in unterschiedlichen Schritten. Grundsatzlich wurden drei Programme zur
Datenauswertung verwendet: Graphpad Prism 4.03 von Graphpad Software, San Diego,
CA (USA), SPSS Statistics 17.0 von SPSS Inc. Chicago, IL (USA) und Excel —
Microsoft Office 2007 von Microsoft Deutschland, Unterschleil3heim.

Beginnend wurden die Daten mittels eines Kolmogorov-Smirnov Tests auf
Normalverteilung Uberprift. Soweit die Normalverteilung gegeben war wurde mit Hilfe
der Levene-Statistik die Varianzhomogenitat untersucht. Im Anschluss erfolgte Uber
eine ANOVA (analysis of variance) eine Varianzanalyse, wenn mehr als eine Gruppe
mit einer Kontrollgruppe verglichen werden sollte. Bei Varianzhomogenitat schloss sich
der ANOVA als Post-Hoc-Test ein Bonferroni und bei nicht gegebener Homogenitat der
Varianzen ein Dunnett-T3 als Post-Hoc-Test an.

Zur Uberprifung eines signifikanten Unterschiedes zwischen zwei Gruppen (z. B.
Kontroll- versus Vergleichsgruppe) wurde der Student’s t-Test angewandt. p-Werte
kleiner 0,05 galten als signifikant und wurden mit einem Sternchen (*) versehen. Wenn
moglich wurden weitere Abstufungen der p-Werte unternommen und mit ** (p-Wert
<0,01) bzw. *** (p-Wert < 0,001) beschriftet.

In den Graphiken sind jeweils die Mittelwerte, zum Teil auch Standardabweichungen

angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Vegetarismus-Studie

Im Rahmen meiner Doktorarbeit bin ich der Frage nachgegangen, inwieweit ein
Unterschied im Selenstatus in Abhangigkeit von der jeweiligen Ernahrungsweise (vegan,
vegetarisch oder omnivor) besteht. Zu diesem Ziel wurden 107 Personen befragt und
nach ausfuhrlicher Aufklarung und ausdrucklicher, freiwilliger Teilnahme Bilut
abgenommen. Die Ergebnisse sollten im zweiten Schritt hinsichtlich einer eventuell
erforderlichen Selensubstitution bewertet werden. Tabelle 12 gibt einen Uberblick tber

die Teilnehmenden.

Tab. 12
Ubersicht der Teilnehmenden an der Vegetarismus-Studie

Angegeben sind Mittelwerte, Standardabweichungen in Klammern.

Q - Omnivor & - Omnivor Q - Veget. & - Veget. Q - Vegan & - Vegan
n=29 n=24 n=17 n=11 n=12 n=14

Alter (Jahre) 25,4 (+5,6) 252 (¢5,3) 33,3 (14,7) 31,7 (#8,2) 30,8 (x11,1) 28 (£8,7)

BMI (kg/m?) 20,9 (x2) 23,8 (+3,2) 22,2 (£ 2,4) 22,9 (¢ 3,3) 21,6 (¢3,5) 21,6 (£2,2)
Raucher (n) 6 (20,7%) 5 (20,8%) 0 (0%) 1(9,1%) 5 (41,7%) 1(7,1%)
Orale Kon-

trazeptiva (n) 14 (48,3%) -—- 5 (29,4%) -—- 1(8,3%) -
Sport (n)

2 1x/Woche 13 (44,8%) 12 (50%) 7 (41,2%) 7 (63,6%) 6 (50%) 6 (42,9%)
Nahrungser-

gdnzung (n) 5(17,2%) 2 (8,3%) 5(29,4%) 5 (45,5%) 3 (25%) 6 (42,9%)

94 der insgesamt 107 Teilnehmenden waren normalgewichtig (BMI zwischen 18,0 —
24,9). Ubergewichtig (BMI 25 — 29,9) waren drei Frauen, jeweils eine aus jeder Gruppe
und neun Manner, unter denen zwei Vegetarier und einer Veganer waren. Von den
sechs ubergewichtigen omnivoren Mannern waren zwei adipés (BMI > 30).

Hinsichtlich der oralen Kontrazeptiva war der deutlichste Unterschied zwischen den
einzelnen Gruppen zu beobachten. Im Vergleich zu den 48,3% der omnivoren Frauen
nahmen nur 29,4% der Vegetarierinnen und lediglich 8,3% der Veganerinnen
hormonelle Verhutungsmittel ein.

Die Einnahme von Nahrungserganzungsmitteln lag in der vegetarischen und veganen

Gruppe deutlich Uber der Vergleichsgruppe, was unter Anbetracht der Tatsache, dass
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die Einnahme von Vitamin B12 vor allem bei veganer Ernahrung auf Dauer

unverzichtbar ist, durchaus zu erwarten war.

In allen Blutproben wurde die SePP- und die Gesamtselenkonzentration, sowie die
pGPx-Aktivitat bestimmt. Dariber hinaus wurden die Spurenelemente Eisen, Kupfer
und Zink, sowie Calcium im Blut gemessen. Mit IL-13, IL-6 und TNFa wurden
abschlie3end noch drei aussagekraftige Zytokine bestimmt, die eine Aussage Uber eine
aktuelle Entzindungssituation erlauben.

Die Interpretation der Messergebnisse erfolgte grundsatzlich fir Frauen und Manner
getrennt, um auch eventuelle Geschlechtsunterschiede beurteilen zu kénnen. Dies ist
vor allem im Hinblick auf den sexuell dimorphen Selenmetabolismus® und die
besonderen korperlichen Anforderungen wahrend der Menstruation, Schwangerschaft

und Stillzeit ein interessanter und wichtiger Aspekt.

3.1.1 Selenoprotein P und Gesamtselen

Ein grundlegender Bestandteil der Messergebnisse sind die Daten bezuglich der
Gesamtselen- und SePP-Konzentrationen. Hauptverantwortliches Organ flr die SePP-
Konzentration im Blut ist die Leber, auch wenn grundsatzlich in fast allen Geweben
SePP synthetisiert werden kann.**® Von allen Selenoproteinen enthilt dieses die
hochste Konzentration an Selen, da bis zu zehn SeCys-Reste pro SePP-Molekl
eingebaut werden kdnnen.®® Durch die groRe Beweglichkeit tiber den Blutstrom und die
Madglichkeit, mehrere SeCys einzubauen, Ubernimmt SePP eine bedeutende Transport-
und Speicherfunktion fur Selen. Somit gelangt SePP prinzipiell zu allen Zellen des
Korpers, die mit Blut versorgt werden. Interessanterweise scheinen vor allem Gehirn,
endokrine Organe und Hoden verstarkt SePP aus dem Blut aufnehmen zu kdnnen,
wobei die genauen Aufnahmemechanismen noch nicht endgultig geklart werden
konnten.®* Zwei Transmembranproteine aus der Lipoprotein-Rezeptor-Familie konnten
kiirzlich als potentielle SePP-Rezeptoren identifiziert werden.®® Einmal in der Zelle, wird
SePP allem Anschein nach in seine Grundbausteine zerlegt, und das so freigesetzte
Selen steht dann der Proteinbiosynthese von neuen Selenoproteinen als Selenquelle
zur Verfugung. Inwieweit SePP neben der Transport- und Speicherfunktion noch eine
weitere eigenstandige Aufgabe zukommt, konnte bisher noch nicht ausreichend belegt

werden, sodass sein Schicksal wohl hauptsachlich in seinem Abbau zu liegen scheint.®®
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Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in den drei Untergruppen ,Vegane Ernahrung®,
,Vegetarische Ernahrung“ und ,Omnivore Ernahrung®. Da bis heute die Bestimmung der
Gesamtselenkonzentration als das Ubliche Verfahren zur Beurteilung der Selen-
versorgung gilt, zeigt Abb. 4 die Verteilung der Gesamtselenkonzentrationen in den

beschriebenen Gruppen.
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Abb. 4

Gesamtselenkonzentration aus Serum. Bestimmt wurde die Selenkonzentration Uber die TXRF-
Analyse [ug/l], wobei die Teilnehmenden mit omnivorer Erndhrung als Kontrollgruppe fungierten.
Angegeben sind neben den Einzelwerten die Mittelwerte (kurze Linie) der Gruppe. Die quer verlaufenen
Linien zeigen den Referenzbereich fiir Selen (50 — ‘I20pg/l)86 an. Es zeigen sich hochsignifikante
Unterschiede zwischen den beiden weiblichen Gruppen (Veget. Female, Vegan Female) und der
weiblichen Kontrollgruppe. Auch zur mannlichen Kontrollgruppe sind signifikante Konzentrations-
unterschiede zu den Vergleichsgruppen (Veget. Male, Vegan Male) aufzuweisen. Zwischen den

jeweiligen Gruppen besteht kein nachweisbarer Geschlechtsunterschied.

Die Ergebnisse zeigen klar, dass die Uberwiegende Mehrheit der Teilnehmenden mit
ihrer Gesamtselenkonzentration in den zugrundeliegenden Referenzwerten (0,6 —
1,5 ymol/l bzw. 50 — 120 ug/l) der Charité Universitatsmedizin Berlin® liegen.

Im Vergleich dazu weisen die Ergebnisse der SePP-Konzentration eine ahnliche

Tendenz auf und sind in Abb. 5§ zusammengefasst.
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Abb. 5

SePP-Konzentration aus Serum. Angegeben sind die SePP-Konzentrationen in mg pro Liter Serum.
Neben den Einzelwerten sind jeweils auch die Mittelwerte der Gruppen (kurze quer verlaufende Linien)
aufgefiihrt. Sowohl zwischen den Gruppen der weiblichen Teilnehmerinnen, als auch zwischen den
mannlichen Probanden zeigen sich signifikante Unterschiede zur jeweiligen Kontrollgruppe. Ein

Geschlechterunterschied konnte wiederum nicht festgestellt werden.

Beginnend kann festgestellt werden, dass ein Grof3teil der untersuchten Personen unter
dem Durchschnittswert von 2,6 — 3,4 mg/I*® liegen, die in einer vorangegangenen
Studie an gesunden Sportlern ermittelt wurde. Dabei gilt es zu beachten, dass es noch
keinen zuverlassigen Referenzwert fir SePP gibt und eine eventuell notwendige

Anpassung beziglich Geschlecht und Alter noch aussteht*®

(siehe dazu auch Kapitel
4.1 der Diskussion). Nichtsdestotrotz bestehen hochsignifikante Unterschiede sowohl
zwischen den Frauen als auch zwischen den Mannern im Hinblick auf die jeweilige
Kontrollgruppe. Nur eine einzige Frau befindet sich unter allen Teilnehmenden mit
vegetarischer oder veganer Ernahrung, die den Durchschnittswert des Sportlerkollektivs
erreicht, wohingegen ungefahr die Halfte aller omnivoren Probandinnen und Probanden

innerhalb dieses Bereiches liegen. Lediglich zwei mannliche Teilnehmer aus der

42



Ergebnisse

Kontrollgruppe liegen — als einzige aller hier vermessenen Menschen — minimal

aufRerhalb des oberen Referenzwertes.

Beide Messmethoden kommen zu dem Schluss, dass ein signifikanter Unterschied im
Selenstatus zwischen der ominvoren Kontrollgruppe und der vegetarischen bzw.
veganen Gruppe besteht. Ein geschlechtsspezifischer Unterschied kann dabei nicht

beobachtet werden.

3.1.2 pGPx

Ein weiteres Protein, das zur Beurteilung des Selenstatus herangezogen wird, ist die
plasma Glutathion-Peroxidase (pGPx).87 Die Familie der Glutathion-Peroxidasen (GPx)
umfasst eine Gruppe von Enzymen, die die Zellen vor den schadigenden Wirkungen
der reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und der Peroxide
schitzen. Mit Hilfe des atypische Tripeptids Glutathion (gamma-Glutamyl-Cysteinyl—
Glycin), welches zu den kleinsten Peptiden des menschlichen Korper gehort, bildet die
GPx einen verlasslichen Schutz vor ungewollten Oxidationsprozessen. Dabei werden
zwei Molekule Glutathion (GSH) bendtigt, um ein Molekul eines Peroxids (R-OOH) zu
dem entsprechenden Alkohol (R-OH) und Wasser (H.O) zu reduzieren. Zur
Regenerierung des Glutathionpools wird das oxidierte Glutathion unter NADPH/H"
Verbrauch durch die Glutathion-Reduktase (GR) wieder in zwei Glutathion-Molekule
ruckuberfuhrt (Abb. 6).

R-OOH GPx 2GSH GR NADP+
R-OH |
H20 GS-SG NADPH/H+

Abb. 6

Schematische Darstellung der Hin- und Ruckreaktion des GSH durch die Glutathionperoxidase (GPx)
bzw. Gluthation-Reduktase (GR). Dabei entstehen aus dem zu Grunde liegenden Peroxid (R-OOH) der
dazugehérige Alkohol (R-OH) und Wasser (H,0), wahrend NADPH/H" zu NADP" verbraucht wird.

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfolgte nach der bereits oben beschriebenen

Methode und die Ergebnisse sind in Abb. 7 zusammengefasst.
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Abb. 7

pGPx-Aktivitdt im Serum. Gegenlberstellung der GPx-Aktivitdtsanderungen [U] in nmol pro Minute und
pl Serum zwischen Kontroll- und Vergleichsgruppen. Weder im Bezug auf die Erndhrungsform, noch im
Bezug auf das Geschlecht sind Unterschiede nachzuweisen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Selen- und SePP-Bestimmungen kann bei der
GPx-Aktivitatsmessung kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen

festgestellt werden.

3.1.3 Zytokine

Zur differenzierten Beurteilung des aktuellen inflammatorischen Zustandes wurden die
drei proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-13 und TNFa bestimmt. Eine standige
unterschwellige Entzindungssituation im Korper gilt als Teil der multifaktoriellen
Ursachen komplexer Krankheitsbilder wie Diabetes, Krebs oder Artheriosklerose.® Die
Wirkung dieser drei Zytokine ist ahnlich, wobei sie sowohl erganzend als auch
(iberlappend fungieren.®® |hre Aufgabe ist es sowohl das angeborene als auch das
erworbene Immunsystem anzuregen und Bedingungen zu schaffen, die die
Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir potentielle Erreger erschwert. In extremer Dosierung
ist TNFa andererseits mitverantwortlich fur die katastrophalen Zustande im Organismus,
die durch die Auslosung einer diffusen intravasalen Gerinnung mit Verbrauchs-

koagulopathie entstehen und die letale Folgen haben kénnen.®® Da die Halbwertszeiten
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der Zytokine in der Regel im Minutenbereich liegen und die Messung noch relativ
aufwendig ist, wird ihre Bestimmung bislang noch nicht in der klinischen Routine-
diagnostik eingesetzt. In Situationen, die ein enges Zeitfenster aufweisen und
begleitende klinische Uberwachung erfordern (schwer kranke Friihchen oder
Patientinnen auf der Intensivstation), wird die Bestimmung von IL-6 aber bereits
eingesetzt. Ein Anstieg dieses proinflammatorischen Zytokins ist deutlich friher zu
verzeichnen als der von den nachfolgenden akute-Phase-Proteinen, wie das CRP (C-
reaktives Protein), das als unspezifische Antwort auf entzindliche Prozesse angesehen
werden kann und im klinischen Alltag routinemalig fur Diagnostik und Verlauf bestimmt
wird. In gesunden, normalgewichtigen Menschen liegen die Serumwerte fir IL-6, IL-13
und TNFa unter 1 pg/ml, wobei diese Werte zum Teil durch exzessiven Sport erhoht

sein kénnen®*®’

und sich selbst kleinste Infekte in den Messwerten niederschlagen. Ein
Zusammenhang zwischen Selenstatus, Selenoprotein S Expression und diesen
Zytokinen wurde in einer genetischen Studie kirzlich dargelegt.®® Die in Abb. 8a-c
zusammengefassten Ergebnisse zeigen daher zum Teil erhohte Werte, da zwar

korperliches Wohlbefinden, nicht aber objektive Infektfreiheit, zu den Einschlusskriterien

gehorte.
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TNFa im Serum.
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Abb. 8c
IL-18 im Serum.

Abb. 19a-c Die Bestimmung der Zytokine erfolgte aus dem Serum der Teilnehmenden. Aufgefiihrt sind
die jeweiligen Zytokine in pg pro ml Serum. Es konnte fiir keines der gemessenen Zytokine signifikante
Unterschiede zwischen den Vergleichs- und den Kontrollgruppen festgestellt werden. Die Messungen des
TNFa (8a) wiesen allerdings einen signifikanten Unterschied zwischen Mannern und Frauen auf, der bei

alle drei Gruppen (omnivore, vegetarische und vegane Ernahrung) vorlag.
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In diesem Zusammenhang sind die Ergebnisse vor allem im Hinblick auf signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen interessant und nicht so sehr im Hinblick auf
einzeln erhohte Werte. Insgesamt kann zwischen der omnivoren Kontrollgruppe und der
vegetarischen und veganen Vergleichsgruppe kein signifikanter Unterschied beobachtet
werden. Auffallend ist aber, dass eine signifikante Differenz der TNFa-Werte zwischen
mannlichen und weiblichen Teilnehmenden besteht, die fur alle drei Gruppen (omnivor,

vegan, vegetarisch) zutrifft.

3.1.4 Spurenelemente und Elektrolyte

Neben der Bestimmung von Selen wurden mit Kupfer (Cu), Zink (Zn) und Eisen (Fe)
drei weitere Spurenelemente bestimmt, sowie Calcium (Ca) als wichtiges Blutsalz.
Aufgrund der angewendeten Methode wurden immer die Gesamtkonzentrationen des
jeweiligen Elementes bestimmt. Dies liel3 eine Interpretation der jeweiligen Gruppen
untereinander zu, erlaubte aber keinen Vergleich mit den Ublichen Referenzwerten von
Eisen, da diese im klinischen Alltag nicht auf die Gesamt-Eisenkonzentrationen
bezogen, sondern in der Regel als Transferrin- und Ferritin-Eisen bestimmt werden.

Bei den Ergebnissen der Eisengesamtkonzentration im Serum fiel auf, dass sich nur die
weibliche Kontrollgruppe signifikant von den Ergebnissen der anderen unterschied
(Abb. 9). Sowohl die weiblichen Probandinnen der vegetarischen als auch die der
veganen Gruppe zeigten eine leichte Tendenz zu héheren Werten als in den jeweiligen

Gruppen mit mannlichen Probanden.
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Abb. 9

Gesamteisenkonzentration (Fe) im Serum. Bei der Bestimmung von Gesamteisen im Serum zeigt sich
ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den Frauen der Kontroligruppe und den beiden
Vergleichsgruppen. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die Gruppen der mannlichen Teilnehmer nicht.
Zwischen Frauen und Mannern findet sich eine signifikante Differenz lediglich bei den beiden
Kontrollgruppen. Ein Referenzwert fir die Gesamteisenkonzentration im Serum kann nicht hinzugezogen

werden, da Gesamteisen im klinischen Alltag nicht als Ublicher Parameter bestimmt wird.

Die Bestimmung der Gesamtkupferkonzentration zeigte einen deutlichen
Geschlechterunterschied (Abb. 10). Frauen waren grundsatzlich besser mit Kupfer
versorgt als Manner, zeigten aber auch groRere Abhangigkeit von der Ernahrungsform.
So wiesen weibliche Veganerinnen deutlich geringere Serumkupferkonzentrationen auf,
auch wenn sich kein signifikanter Unterschied zur weiblichen Kontrollgruppe aufzeigen
lie®. Die mannlichen Gruppen zeigten ein sehr homogenes Bild ohne nennenswerte
Abweichungen im Bezug auf die jeweils bevorzugte Erndhrungsweise. Keine Gruppe

lag unterhalb des empfohlenen Referenzwertes.
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Abb. 10

Gesamtkupferkonzentration (Cu) im Serum. Referenzwert: 0,8 — 1,4 mg/l92

Die Abbildung zeigt die Gesamtkupferkonzentration in mg pro Liter Serum. Innerhalb der weiblichen
Gruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe. Gleiches gilt fir die mannlichen

Teilnehmenden, wobei aber ein hochsignifikanter Unterschied zwischen Frauen und Mannern vorliegt.

Kein signifikanter Unterschied konnte zwischen Frauen und Mannern der
Vergleichsgruppen im Bezug auf die Gesamtzinkkonzentration im Serum festgestellt
werden (Abb. 11). Auch innerhalb der Frauengruppen konnten keine signifikanten
Differenzen im Bezug auf eine Versorgung mit Zink nachgewiesen werden. Bei den
mannlichen Probanden zeigte sich hingegen eine signifikant niedrigere
Gesamtzinkkonzentration bei der vegan lebenden Gruppe. Zwischen den mannlichen
Vegetariern und der mannlichen Vergleichsgruppe gab es aber keine deutlichen

Unterschiede.
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Abb. 11

Gesamtzinkkonzentration (Zn) im Serum. Referenzbereich: 0,65 — 1,2 mg/I®®

Diese Abbildung stellt die Gesamtzinkkonzentration in mg pro Liter Serum dar. Es sind dabei keine
signifikanten Unterschiede zwischen den weiblichen Teilnehmerinnen zu erkennen. Bei den mannlichen
Probanden hingegen zeigt sich ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den Veganern und der
Kontrollgruppe. Die Vegetarier weisen keinen Unterschied auf.

Auffallig bei der Bestimmung der Gesamtcalciumkonzentration waren die signifikant
hoheren Werte bei der vegetarischen Vergleichsgruppe und zwar sowohl bei den
weiblichen als auch bei den mannlichen Probanden (Abb.12). Zwischen den
Kontrollgruppen konnten keine Unterschiede festgestellt werden und auch die Gruppen
mit veganer Ernahrung zeigten keine Abweichung untereinander. Wohingegen die
mannlichen Veganer einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe aufwiesen.
Eine Einordnung in die bestehenden Referenzwerte (88 — 104 mg/I*?) fiir Calcium war
nicht moglich, da in der verwendeten Messmethode die endgultige Validierung von

Absolutwerten fir Calcium noch aussteht.
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Abb. 12

Gesamtcalciumkonzentration (Ca) im Serum. Dargestellt sind die relativen Werte der Gesamt-
calciumkonzentration aus humanem Serum. Hochsignifikante Unterschiede zeigen sich sowohl bei den
weiblichen, als auch bei den mannlichen Teilnehmenden zwischen den Kontrollgruppen und den
jeweiligen Vergleichsgruppen mit vegetarischer Erndhrung. Lediglich bei Mannern ist zusatzlich ein

Unterschied zwischen den Veganern und der Kontrollgruppe vorhanden.

3.2 Muttermilch

Am Anfang der Fragestellung zur Selenversorgung von Neugeborenen stand die Suche
nach einer verlasslichen Methode zur Bestimmung des Selenstatus in der Muttermilch.
Genau wie im Blut erfasst die Gesamtselenbestimmung in der Muttermilch zwar die
Gesamtkonzentration des vorhandenen Selens, erlaubt aber keine Unterscheidung
zwischen den verschiedenen Selenformen (Selenoproteine, SeMet, SeCys,
anorganisches Selen etc.). Somit kann keine Aussage daruber getroffen werden, ob
das enthaltene Selen in einer gut verfugbaren Form vorhanden ist oder in einer fir den
Saugling unzuganglichen oder unbrauchbaren Form vorliegt. Beispielsweise werden
sich hohe Konzentrationen an SeMet zwar in héheren Gesamtselenkonzentrationen des
Sauglingsserums widerspiegeln, sie erlauben aber keine Ruckschlisse auf eine
ausreichende kindliche Selenoproteinbiosynthese. Da das in SePP enthaltene SeCys
eine gute Bioverfugbarkeit zeigt und SePP mit seinen 10 SeCys-Resten somit unter

anderem als wichtigstes Speicher- und Transportprotein fungiert, schien die
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Bestimmung von SePP eine viel versprechende Alternative. Daruber hinaus konnte

SePP in der Milch von Nagern bereits nachgewiesen werden.®?

Ahnlich wie Blut handelt es sich bei Muttermilch um eine Suspension, die vor allem aus
vier Bestandteilen besteht:

1. Flussige Phase mit gelosten Stoffen (Zucker, Mineralstoffe etc.)

2. Zellulare Bestandteile

3. wasser- und fettassoziierte Proteine

4. Fette
Diese Bestandteile befinden sich — wie im Blut — aufgrund von Bewegung und
amphiphiler Lésungsvermittlung in einer relativ homogenen Mischung. Jedes Innehalten
der Bewegung fuhrt unweigerlich zu einer Entmischung der Bestandteile, sodass

Vollmilch — genau wie Vollblut — die Gefahr einer hohen Messungenauigkeit in sich birgt.

Vollmilch (vM)
500 g, 25 Minuten, 4°C

Pellet (Zellen) zellfreie Milch (zM)
5000 g, 30 Min., 4°C

entrahmte Milch (eM) Fett

Abb. 13

Zentrifugationsschema fiir humane Muttermilch. Vereinfachte Darstellung der Milchzusam-
mensetzung. Vollmilch wir nach einer Zentrifugation tUber 25 Minuten bei 4°C und 500 g in ein Pellet
(enthalt den GroRteil der zelluldren Bestandteile der Milch) und den Uberstand unterteilt. Der Uberstand
wird als zellfreie Milch ein weiteres Mal bei 4°C zentrifugiert, jetzt aber bei héherer Umdrehung (5000 g)
und fir etwas langere Zeit (30 Minuten). Durch diesen zweiten Zentrifugationsschritt bildet sich eine
deutliche Fettschicht auf der verbliebenen Milch, sodass die Milch nach Entfernung der Rahmschicht als

entrahmte Milch bezeichnet werden kann.

Um dieser Fehlerquelle entgegenzuwirken und eine genauere Charakterisierung zu
ermoglichen, wurde in Anlehnung an die Aufarbeitung von Vollblut jede
Muttermilchprobe nach einem Zentrifugationsschema von Lonnerdal B et al. in drei
Fraktionen unterteilt (Abb. 13).%
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3.2.1 Etablierung der SePP-Messung in humaner Muttermilch

Eine intensive Literaturrecherche konnte keine Eintragungen zur Bestimmung von
SePP in der humanen Muttermilch aufzeigen, sodass fur die Etablierung der Messung
auf keinerlei Erfahrung zurlckgegriffen werden konnte. Daher stand als
Ausgangssituation lediglich die bereits mehrfach erprobte und von Frau Hollenbach B et
al. 2008 publizierte immunologische Methode zur Messung von humanem SePP aus
Serum zur Verfiigung.*®

Aus diesem Grund galt die erste Messung der grundsatzlichen Frage, ob SePP aus
humaner Muttermilch mit dem vorhandenen Assay uberhaupt detektiert werden kann.
Ebenso stand die Frage nach der praanalytischen Vorgeschichte der Proben im Raum,
d.h., wie stabil ist der Analyt in der Matrix Muttermilch bzgl. Temperatur, Zeit, Einfrier-
Auftauprozessen. Gleichzeitig sollten erste Aussagen Uber eine notwendige
Probenmenge gewonnen werden, die gegebenenfalls fir weitere Messungen als
Grundlage dienen sollte. Schliel3lich sollte anhand der Ergebnisse abgeschatzt werden,
welchen relativen Bestandteil SePP an der Selenkonzentration von Muttermilch hat.

Fir diese Fragen wurde die Milch (M1 — M4) von vier gesunden Muttern vermessen,
wobei alle drei Fraktionen (VM, zM, eM) sowohl unverdinnt als auch in einer 1:26
Verdunnung im Sandwich-ELISA eingesetzt wurden. Das Ergebnis (Abb. 14) zeigte
erfreulicherweise eine gute Detektierbarkeit von SePP in der Muttermilch, wies aber
auch deutlich darauf hin, die Proben im Gegensatz zum Serum unverdinnt einzusetzen,
da die Messwerte sonst in der GroRenordnung des niedrigsten Standards (ca. 900
RLUSs) lagen.
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Abb. 14

Detektion und relative Quantifizierung von SePP in humaner Muttermilch. Aufgefiihrt sind relative
Werte der SePP-Konzentrationen in Form von Relative Light Units (RLUs) pro 50 pl verdinnter bzw.
unverdunnter Probe. Die eingezeichnete Linie gibt den niedrigsten Standard der Standardreihe wieder.
Zum Vergleich sind zwei Serumproben mit gemessen worden, die in absoluten Einheiten 44 bzw. 38 pg
Se/l und 0,8 bzw. 0,4 mg SePP/I enthielten.

Zur weiteren Interpretation wurden die gewonnenen Ergebnisse in Absolutwerte
umgerechnet (Abb. 15a) und die Messung mit den gleichen Proben wiederholt
(Abb. 15b), um erste Eindriicke Uber die Reproduzierbarkeit der Messungen zu erhalten.
Erstaunlicherweise ergab die Messung der gleichen Proben nach dem zweiten
Auftauen signifikant unterschiedliche Werte im Gegensatz zu denen nach dem ersten
Auftauen, was im klaren Widerspruch zu den Ergebnissen bezuglich der
Reproduzierbarkeit aus Serumproben steht.*® Deutlich wurde auch, dass sich die
Konzentrationsanderung nicht in allen Milchfraktionen gleichermallen darstellt.
Besonders die zellfreie Milch zeigte einen so deutlichen Abfall, dass die SePP-
Konzentration der zM2 sogar unter die Nachweisgrenze sank. Wesentlich geringer
beeinflusst schienen die Fraktionen der Vollmilch, die zwar auch deutlich an absolutem
Messwert abnahmen, aber nicht in dem Male wie die zellfreie Milch. Den geringsten
Veranderungen unterlag die entrahmte Milch, deren Werte noch am ehesten den
Ursprungswerten entsprachen.

Erste Aussagen bezlglich der Konzentration von SePP in der Muttermilch lieRen einen

Faktor von 100 unter der bekannten Konzentration aus Serum ableiten.
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Abb. 15
a) 1. Vorversuch in absoluten Werten, nach einmaligem Auftauen
b) 2. Vorversuch in absoluten Werten, nach zweimaligem Auftauen
Aufgefiihrt sind die Absolutwerte des SePP in ug/l unverdinnter Muttermilch in Mittelwerten und
Standardabweichungen. Es ergeben sich signifikante Unterschiede zwischen den Werten nach
einmaligem bzw. zweimaligem Auftauen. Am starksten betroffen sind die Fraktionen der zellfreien Milch
(zM). In einer Muttermilchprobe sank die SePP-Konzentration unter die Nachweisbarkeitsgrenze (n. n. =

nicht nachweisbar)

Diese Ergebnisse der deutlich geringeren SePP-Werte im Vergleich zum Serum sollten
zusatzlich durch einen Westernblot Uberpruft werden. Gleichzeitig diente diese Analyse
der Uberpriifung, ob es sich in der Milch um das gleiche (GroRe, Bandenmuster,
Laufverhalten) SePP wie im Serum handelte. In Abb. 16 sind Serum und Muttermilch im

Vergleich zu sehen.
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Abb. 16
Westernblot. Dargestellt ist ein Westernblot mit dem typischen Bandenmuster fir SePP (ca. 57 kDa).
Die eingesetzten Probenmengen betrugen 0,25 pl humanes Serum und 6 pl Muttermilch. Als

Negativkontrolle wurde Mausserum verwendet.

Um den unerwarteten Konzentrationsabfallen von SePP durch einmaliges Einfrieren
und Auftauen naher nachzugehen wurden zur Uberprifung der Stabilitat von SePP die
Muttermilchproben kontrolliet mehrmals aufgetaut und eingefroren, sowie bei

Raumtemperatur gelagert (Abb. 17).
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Abb. 17

Stabilitatsprifung: Auftauen — Einfrieren — Raumtemperatur (RT). Aufgefiihrt sind SePP-Konzen-
trationen in pg pro Liter unverdiinnte Milch, dabei jeweils in Vollmilch (VM), zellfreier (zM) und entrahmter
Milch (eM) bestimmt. Bereits nach zweimaligem Auftauen zeigen sich bei VM und zM signifikante
Unterschiede, die bei der eM erst nach dem dritten Auftauen eintreten. Nach drei Auftauzyklen sind die
SePP-Konzentrationen in der Regel unter die Nachweisgrenze gesunken (n. n. = nicht nachweisbar).

Gleiches gilt fur eine Lagerung bei Raumtemperatur iber 24h.
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Das Ergebnis wies anschaulich auf die grofe Empfindlichkeit von SePP in der
Muttermilch hin und bestatigte somit den Verdacht, der schon durch den Vergleich
zwischen ein- und zweimaligem Auftauen entstanden war.

Zusatzlich bestand ein eindeutiger Unterschied zwischen den verschiedenen
Milchfraktionen (vM, zM, eM). Am instabilsten erwies sich SePP in der zM, und zeigte
sich im Gegensatz dazu in der eM am bestandigsten.

Da durch die Erfahrung mit SePP-Messung aus Serum bekannt ist, dass Einfrier-
Auftau-Zyklen bis zu einem gewissen Grade von SePP toleriert werden und den
Messwert nicht negativ beeinflussen, ergab sich die Frage nach der Ursache des
deutlichen Abfalls der SePP-Konzentration in Milch. Au3erdem stellte die unterschied-
liche Stabilitdt in den einzelnen Fraktionen ein zusatzliches Argument dafur dar, dass
die Verringerung von SePP nicht allein auf den physikalischen Vorgang des Einfrierens
bzw. Auftauens zurlickzufihren ist. Aus diesem Grund wurde ein gangiges Verfahren
zum Schutz von enzymkatalysierten Proteinabbau angewendet, indem den Proben ein
Proteaseinhibitormix zugesetzt wurde, der sowohl Serin- als auch Cysteinproteasen
hemmt. Um die mdgliche Beteiligung einer Proteasenfamilie naher eingrenzen zu
kénnen, wurden parallel Proben mit Aprotinin versetzt, was ausschlie3lich die Aktivitat

von Serinproteasen blockiert (Abb. 18).

Volimilch (VM)
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Abb. 18

SePP-Abbau in der Muttermilch uber die Zeit. Der Versuch wurde fir alle drei Milchfraktionen (VM, zM,
eM) separat durchgefiihrt. Dabei bezogen sich die Vergleichswerte immer auf das Ergebnis der Probe mit
der geringsten Wartezeit vor Messbeginn (1/4 Stunde bzw. eine Stunde). Angegeben sind Mittelwerte der
SePP-Konzentration in pg pro Liter unverdinnter Milchprobe und die dazugehérigen Standard-

abweichungen.

58



Ergebnisse

Grundsatzlich zeigte sich in allen drei Fraktionen das gleiche Bild, jedoch zum Teil in
unterschiedlicher Auspragung. Der messbare Anstieg von SePP innerhalb der ersten
halben Stunde war nur in der eM signifikant, in der VM und zM aber auch deutlich
nachzuvollziehen. Interessanter Weise war der Abfall nach 24 Stunden in der VM und
zM viel gréRer als in der eM, was wiederum die beste Haltbarkeit in der eM bestatigte.
Gleiches war auch in den Proben zu beobachten, denen entweder der Proteaseinhibitor
oder das Aprotinin zugesetzt worden war. VM und zM zeigten eindeutig starkere SePP-
Konzentrationsminderungen Uber 24 Stunden. Insgesamt konnte ein Verlust von
immunreaktivem SePP Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur aber in keiner der drei
Fraktionen verhindert werden.

Als weitere Untersuchung des moglicherweise Protease bedingten SePP-Abbaus
wurden versuchsweise Serumproben mit 5% Muttermilch versetzt und Uber 24 Stunden
bei Raumtemperatur gelagert. Die dahinter stehende Fragestellung war, ob das was in
der Muttermilch SePP abbauen kann, dies auch noch im Serum vermag. Zur Differen-
zierung zwischen SePP-Verlust aufgrund der Lagerung bei Raumtemperatur und dem
SePP-Verlust durch die Muttermilch wurde eine Serumprobe ohne Muttermilch genau

wie die versetzen Proben Uber 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert (Abb. 19).
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Abb. 19

SePP Konzentration in mit Muttermilch versetztem Serum. Dargestellt sind die SePP-
Konzentrationen in mg pro Liter humanem Serum, das zum Teil mit Muttermilchproben versetzt wurde.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichungen. Im Vergleich zum reinen Serum zeigen alle, mit

Muttermilchfraktionen versetzte Serumproben hochsignifikant niedrigere SePP-Konzentrationen.
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Das Ergebnis des ersten Vorversuchs zeigte nach 24 Stunden einen signifikanten Abfall
der SePP-Konzentrationen in allen mit Muttermilch versetzten Proben. Dies galt auch
dann, wenn als Vergleichswert die SePP-Konzentration der bei Raumtemperatur
gelagerten Serumprobe herangezogen wurde und konnte nicht durch den
Verdinnungsfaktor aufgrund der geringen SePP-Konzentration in der Muttermilch
erklart werden, da dieser maximal 5% (vol/vol) betrug.

Dieses sehr deutliche Ergebnis warf daher mehrere Fragen auf. Denn auch wenn der
Abfall der SePP- Konzentration nicht durch den Verdlinnungsfaktor, der durch die
Vermischung mit der Muttermilch entstanden war, erklart werden konnte, fehlte doch
der Nachweis, dass der Verlust wirklich aufgrund von enzymatischer Aktivitat zustande
gekommen war. In einem zweiten Versuch sollte daher naher eingegrenzt werden, was
fur den Abfall von SePP verantwortlich sein kdnnte. Hierfir wurden sowohl Serum- als
auch Plasmaproben vorbereitet und Milchproben aller drei Fraktionen (VM, zM, eM)
uber funf Minuten auf 95°C erhitzt, um jegliche Enzymaktivitat durch Hitzedenaturierung
zu verhindern. Wie im Vorversuch wurden jeweils 95 yl Serum bzw. Plasma mit 5 pl
erhitzter oder nicht erhitzter Muttermilch (entsprechend 5%) gemischt und dieses
Prozedere flr alle drei Fraktionen durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 20 a-d

zusammengefasst.
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Abb. 20

SePP Konzentration in mit Muttermilch versetztem Serum bzw. Plasma

a) 5% Muttermilch in Serum, direkt und nach 24 h gemessen

b) 5% Muttermilch in Serum, nach 24 h gemessen

¢) 5% Muttermilch in Plasma, direkt und nach 24 h gemessen

d) 5% Muttermilch in Plasma, nach 24 h gemessen

Verwendung von humanem Serum bzw. humanem Plasma, welches teilweise mit Muttermilch (VM, zM,
eM) vermischt wurde. Die Endkonzentration der Muttermilchfraktion im Serum bzw. Plasma entsprach 5%.

Aufgefiihrt sind die SePP-Konzentrationen in mg pro Liter Serum als Mittelwerte mit dazugehdriger
Standardabweichung.

Auffallig war, dass selbst durch die Vermischung mit erhitzter Muttermilch und
unmittelbarer Weiterverarbeitung der Proben im Assay ein deutlich signifikanter Abfall
an SePP zu verzeichnen ist. Dieser konnte weiterhin nicht durch den Verdinnungs-
faktor erklart werden, da die Differenz zwischen den Ergebnissen grol3er als 5% war.
Zusatzlich gab es einen hochsignifikanten Abfall der SePP-Konzentration zwischen den

mit Muttermilch gemischten Proben, die direkt und denen die nach 24 Stunden
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Lagerung bei Raumtemperatur vermessen wurden, doch konnte dieser Abfall nicht
sicher auf einen enzymatischen Abbau zuruckgefuhrt werden.
Ferner fiel auf, dass die Menge an SePP im Plasma deutlich unter der von SePP im

Serum lag.

3.2.3 GPx Messung

Neben der Etablierung zur Bestimmung von SePP sollten GPx-Messungen in der
Muttermilch die Daten des Selenmetabolismus erganzen. Hierfur wurde eine erste
Orientierungsmessung durchgeflihrt, die die bestehende Methode zur Bestimmung der
GPx-Aktivitat in Serum und Zelllysaten auf ihre Detektionsmoglichkeiten in der
Muttermilch testen sollte (Abb. 21).
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Abb. 21
Erste Orientierungsmessung zur GPx-Aktivitit in der Muttermilch. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichung, der GPx-Aktivitat in nmol pro Minute und ml Milchprobe. Die Messung erfolgte bei

Raumtemperatur und das eingesetzte Probenvolumen betrug 10 oder 20 pl (siehe Graphik).

Dabei zeigte sich, dass Vollmilch (VM) aufgrund des grof3en Feststoffanteils aullerst
ungeeignet fur die Messung war. Durch den hohen Anteil an Schwebestoffen konnte
keine homogene Mischung in der Reaktionskuvette erzeugt werden, sodass nur schwer

reproduzierbare Messergebnisse zu erzielen waren. Gleichzeitig wurde der Lichtstrahl
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des Photometers durch die Tribung beeinflusst, was die Messung zusatzlich ungenau
machte.

Im Bezug auf die Probenmenge zeigten Wiederholungsmessungen mit 20 pl geringere
Fehlerbalken als Messungen mit 10 yl. Da Muttermilchproben in der Regel im Bereich
mehrerer ml zur Verfiugung standen und somit das Probenvolumen diesbezlglich
keinen limitierenden Faktor darstellte, fiel die Entscheidung fur alle weiteren Messungen
auf 20 pl eingesetztes Probenvolumen. Mehrfach aufgetaute Proben wurden nur der
Vollstandigkeit halber mit in die Messreihe aufgenommen, stellten aber keine sinnvolle
Alternative zu den erstmals aufgetauten Proben dar. In einer zweiten Messreihe wurden

diese Ergebnisse in Vierfachbestimmung verifiziert (Abb. 22).
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Abb. 22

GPx-Aktivitat in Muttermilch. Angegeben sind jeweils Mittelwerte und Standardabweichung der GPx-
Aktivitat in nmol pro Minute und ml Muttermilchfraktion. Eingesetzt wurden jeweils 20 pyl Probe, wobei alle
Messungen bei Raumtemperatur erfolgten. Fir die Bestimmung der eM 5 stand nicht genligend

Probenmenge zur Verfligung, bei den anderen Milchpraparaten zeigte sich ein relativ einheitliches Bild.

Erneut konnte gezeigt werden, dass die Verwendung von Vollmilch die ungenauesten
Ergebnisse bei der GPx-Aktivitatsbestimmung lieferte. Dies erlaubt die Empfehlung flr

weitere Versuche, keine Vollmilch zur Bestimmung der GPx-Aktivitat zu verwenden. Um
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die Aussage — entrahmte Milch wirde die geringste Messungenauigkeit aufweisen —
weiter zu bestatigen, wurde der Variationskoeffizient von jeder Vierfachmessung
bestimmt (Abb. 23). Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den
Variationskoeffizienten von Vollmilch und entrahmter Milch, wahrend der Unterschied
zwischen zellfreier und entrahmter Milch zwar nicht signifikant, aber von der Tendenz
doch deutlich sichtbar war. Um der Frage nachzugehen, ob durch den Zentrifugations-
prozess erhebliche Mengen an GPx verloren gehen und damit signifikante Anderungen
der Messergebnisse nach sich ziehen wuirden, wurden die jeweiligen Mittelwerte
einander gegenuber gestellt (Abb. 24). Auch hierbei konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden und die scheinbar héheren Werte der Vollmilch
konnen glaubhaft durch die grolRere Messbreite aufgrund von erhohter Messunge-
nauigkeit erklart werden. Somit konnte bestatigt werden, dass der Einsatz von 20 pl

entrahmter Milch (eM) die reproduzierbarsten Ergebnisse lieferte.
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Abb. 23

Gegeniiberstellung der Variationskoeffizienten bei der pGPx Aktivitatsbestimmung aus
Muttermilch. Darstellung der Variationskoeffizienten der GPx-Messungen in absoluten Zahlen.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung. Die Berechnung erfolgte wie folgt:

Variationskoeffizient = (Standardabweichung/Mittelwert)*100.
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Gegeniiberstellung der Mittelwerte. Aufgefihrt sind die gesamten Mittelwerte der GPx-Konzentrationen
einer Fraktion jeweils als Mittelwert und mit Standardabweichung. Keine signifikanten Unterschiede sind

zwischen den Mittelwerten der Fraktionen nachweisbar.

3.2.3 Spurenelemente und Elektrolyte

Ein sehr anschauliches Ergebnis zeigte sich bei der Messung der
Gesamtselenkonzentration in Vollmilch im Verlauf uUber die Zeit (Abb. 25). Die
Konzentration von Selen nahm immer weiter ab, sodass am 54. Laktationstag nicht

einmal mehr halb soviel Selen in der Muttermilch zu finden war, wie im Kollostrum am 3.

Laktationstag.
25+
204
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c
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0-
3 LT 5LT 18LT 26.LT 54.LT
Abb. 25

Gesamtselenkonzentration in VM im zeitlichen Verlauf. Aufgefuhrt sind Gesamtselenkonzentrationen
in ug pro Liter Vollmilch. Dabei entspricht der LT = Laktationstag nicht dem Lebenstag des Kindes, da der

Milcheinschuss in der Regel nicht unmittelbar mit der Geburt einsetzt.
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Die Bestimmung von Kupfer und Eisen (Abb.26) ergab keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Fraktionen.

e
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Abb. 26

Gesamtkonzentration von Eisen und Kupfer. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Gesamtkonzentrationen von Eisen und Kupfer in den drei Milchfraktionen
(VM, zM, eM). Keine signifikanten Unterschiede sind zwischen den Gruppen nachzuweisen. Richtwerte
laut Nahrwerttabelle: ca. 580 pyg/l Gesamteisenkonzentration und ca. 350 ug/l Gesamtkupfer-

konzentration.®®

In den Konzentrationen stimmen die gemessenen Werte gut mit denen in der weiter
oben aufgefuhrten Nahrstofftabelle Uberein, die fur reife Frauenmilch Eisen-
konzentrationen von ca. 580 pg/l und Kupferkonzentrationen von ca. 350 pg/l angibt.®®

Des Weiteren wurden die Gesamtkonzentrationen von Zink (Abb. 27) und Mangan
(Abb. 28) bestimmt. Dabei zeigten sowohl die Zink-, als auch die
Mangankonzentrationen deutlich héhere Werte, als in der Nahrwerttabelle®® angegeben

waren.
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. Zink [ug/l] -
SEERER

W zM eM

Abb. 27

Gesamtzinkkonzentration in Muttermilch. Aufgefliihrte Werte der Gesamtkupferkonzentration als
Mittelwerte und Standardabweichung in ug pro Liter Milchfraktion (VM, zM, eM). Richtwert flr Zink laut
Nahrwerttabelle: 1340 ug/I.

Mangan [ug/l]

2 2 385883

eM

Abb. 29

Gesamtmangankonzentration in Muttermilch. Dargestellt sind die Gesamtkonzentrationen des
Mangans in den drei Milchfraktionen (VM, zM, eM) in Mittelwerten und Standardabweichung. Richtwert
fur Mangan laut Nahrwerttabelle: ca 7,1 |Jg/|66.

Interessanterweise wies die eM bei der Manganbestimmung tendentiell hohere Werte

auf als die zM, ein Ergebnis, was aber unter diesen Bedingungen nicht signifikant war.
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4. Diskussion
Betrachtet man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, so kdnnen zwei Kernaussagen

zusammengefasst werden:

e Menschen mit omnivorer Ernahrung unterscheiden sich im Selenstatus von
Menschen mit vegetarischer und veganer Ernahrung, wobei die Unterschiede

aber abhangig vom gewahlten Biomarker des Selenstatus sind.

e SePP ist ein Bestandteil der humanen Muttermilch und beinhaltet etwa 5% des in
der Milch nachweisbaren Selens. Im Gegensatz zum Serum ist SePP in der
Muttermilch aber weniger stabil und liegt damit eventuell in einer fir den
kindlichen Organismus besser verwertbaren Form vor. Die Aktivitat der 10slichen

GPx in Muttermilch entspricht hingegen den Konzentrationen der pGPx im Blut.

Im Folgenden soll nun genauer auf diese Aussagen eingegangen und die Ergebnisse

daruber hinaus im groReren Kontext diskutiert werden.

4.1. Vegetarismus-Studie

Den Anfang der Untersuchung bildete die Frage, ob ein Unterschied in der
Selenversorgung in Abhangigkeit von der Ernahrung existiert. Dabei bestand die
Hypothese, dass ein hauptsachlicher oder ausschlieBlicher Konsum pflanzlicher
Nahrung zu einer Mangelsituation in Deutschland flihren koénnte, da die meisten
pflanzlich basierten Nahrungsbestandteile als selenarm einzustufen sind. Gleichzeitig
sollte mit dieser Untersuchung Uberpruft werden, ob sich SePP als zuverlassiger Marker
zur Beurteilung des Selenstatus der unterschiedlich ernahrten Menschengruppen eignet.
Eine weitere Grundlage der oben gemachten Annahme liegt in dem Umstand, dass die
unterschiedlichen Selenstoffwechselwege von Pflanzen und Tieren dem Menschen
verschiedene Selenformen zur Verflugung stellen, die unterschiedlich gut zur
Biosynthese von Selenoproteinen genutzt werden konnten. Werden vorwiegend
pflanzliche Produkte zu sich genommen, ist die Aufnahme von SeMet deutlich hdher als
bei regelmaligem Fleischkonsum. Gleichzeitig sind tierische Produkte gute und
reichhaltige Quellen fir SeCys, die dem Korper kaum durch Pflanzen zugefuhrt werden
kénnen (siehe Abb. 29).%
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Abb. 29

Vereinfachte Darstellung des Selenmetabolismus. In Abhangigkeit der Ernahrungsform berwiegen
entweder SeMet oder SeCys als Quelle der aufgenommenen Selenversorgung. Ein Teil des SeMet wird
dabei Uber eine Transsulfurierungsreaktion (3) der Neusynthese von SeCys zur Verfigung gestellt,
wodurch es der Proteinbiosynthese essentieller Selenoproteine zur Verfugung steht (2). Zusatzlich kann
SeMet aquivalent zu Methionin in Eiweile eingebaut werden, ohne dass diesen Proteinen eine neue —

selenspezifische — Funktion zugeschrieben werden kénnte (1).

Mehrfach ist bisher beschrieben worden, dass nicht alle Selenoproteine im Koérper der
gleichen Versorgung unterliegen und dass gerade in Selenmangelsituationen eine
Prioritat fiir bestimmte Selenoproteine besteht.>®® Zusatzlich scheint eine Hierarchie
zwischen den verschiedenen Organen zu existieren, wenn es darum geht, die
Selenversorgung in Zeiten des Mangels aufrecht zu erhalten.>®* Bis heute liegen aber
noch keine abschlieRenden Daten Uber die genauen Mechanismen der
Selenoproteinpraferenzen vor, die zeigen wurden, welchen Proteinen dieser Familie die
groRte physiologische Bedeutung zukommt.®

Bereits im Vorfeld konnte jedoch gezeigt werden, dass bei unterschiedlich hoher
Gesamtselenkonzentration die pGPx-Konzentrationen zwischen Kontrollgruppe
(normale bis hohe Gesamtselenkonzentrationen) und Vergleichsgruppe (niedrige
Selenkonzentrationen) gleich waren.*®® Auch in der hier beschriebenen Studie konnte

dies wieder beobachtet werden, denn es zeigte sich kein Unterschied in der pGPx-
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Aktivitat im Bezug auf die Erndhrung. Dies stand im deutlichen Gegensatz zu den
Gesamtselen- und SePP-Konzentrationen, die in beiden Fallen signifikant niedrigere
Ergebnisse in den Gruppen mit veganer und vegetarischer Erndhrung aufzeigten. Es
kann daher die Frage formuliert werden, ob die gleich hohe pGPx-Aktivitat in den drei
untersuchten Ernahrungsgruppen ein Kriterium fir eine suffiziente Selenversorgung
sein kann. Im Gegensatz zu dieser Position argumentieren Burk und Hill glaubhaft, dass
trotz gleich hoher pGPx-Spiegel das zirkulierende SePP den besseren Marker fur die
Beurteilung der aktuellen Selenversorgung darstellt, da SePP nicht zu den
Selenoproteinen mit erster Prioritat gehort und Uber sehr weite Selenbereiche gut zur
Aufnahme und zum Selenstatus korreliert.®® Das bedeutet, dass im Rahmen einer
Selenunterversorgung beide zirkulierenden Marker — also pGPx und SePP — gut
geeignet sind, um den Mangel abzubilden. Jedoch in einer grenzwertig schlechten
Versorgung erscheint pGPx bereits in ein stabiles Niveau geflhrt, wahrend die SePP-
Biosynthese, Sekretion und Serumkonzentration immer noch auf die verfligbaren
Selenkonzentrationen reagiert und somit den sensitiveren Marker darstellt. Somit ware
die Bestimmung der pGPx-Aktivitat in ihrer Aussagekraft zur aktuellen Selenversorgung
in Europa relativ ungeeignet, da sich erst ein starker Selenmangel in einer
Aktivitatsminderung niederschlagen wirde. Trotz allem bleibt die Frage offen, ob eine
ausreichend hohe pGPx-Aktivitat nicht zumindest Aufschluss Uber einen gedeckten
Grundspiegel an Selen bieten kdnnte, sodass erniedrigte pGPx-Spiegel im Blut immer
als deutliches Warnzeichen angesehen werden sollten. Gerade in Situationen des
Selenmangels — der zuvor durch niedrige SePP-Spiegel bestatigt wurde — kdnnte die
pGPx-Aktivitat zu einem zweiten und sensitiven Parameter bezlglich des Ausmalles
der Unterversorgung werden. In Anbetracht der aulRergewohnlichen Bedeutung von
freien Radikalen im Pathomechanismus vieler Erkrankungen, konnte dies zum Beispiel
auf der Intensivstation von groRer Bedeutung sein. Uberdies ist die pGPx Biosynthese
und Sekretion ins Blut Uberwiegend der Niere zuzuschreiben, sodass die pGPx
Bestimmung neben dem Selenstatus auch eine Aussage Uber die Nierenfunktion
erlaubt und entsprechend differenziert beurteilt werden muss. Dies bedeutet aber auch,
dass die Beurteilung erniedrigter pGPx-Werte die Beurteilung der Nieren mit einschlief3t,
da eine eingeschrankte Nierenfunktion sowie einige systemische Erkrankungen die
Funktionsfahigkeit der Nieren weit tiber die Filtrationsfahigkeit hinaus beeintrachtigen.®®
Analysiert man die SePP-Konzentrationen, so war mit der omnivoren Gruppe eine

reprasentative Vergleichsgruppe gegeben, die die bestehenden Referenzwerte erneut
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mit Daten erganzte, wenngleich auch ein Teil dieser Gruppe unterhalb des durch
Hollenbach et al. in der Gruppe der Sportler bestimmten Referenzwertes Iag.46 Es bleibt
daher zu wunschen, dass sich weitere Studien die differenziertere Ausarbeitung des
Referenzwertes flir SePP zum Ziel setzen, wobei eindringlich darauf hingewiesen sei,
dass neben der Geographie auch eine Unterteilung in verschiedene Alterstufen und
Geschlechter bei den Erhebungen unbedingt berlcksichtigt werden sollte.

Ein international einheitlicher Referenzwert scheint vorerst nicht angebracht, da die
tagliche Selenaufnahme in den verschiedenen Landern zu unterschiedlich ist." Lediglich
eine internationale Mindestkonzentration kdénnte auch flir SePP festgelegt werden und
sich in der Medizin als durchaus sinnvoll erweisen, allerdings nur, wenn sich die
verschiedenen Techniken zur Quantifizierung von SePP als gleichermallen zuverlassig
und prazise erweisen. Die vollstandigste Charakterisierung einer SePP-
Bestimmungsmethode erfolgte von Hollenbach et al. und wurde entsprechend in dieser
Arbeit genutzt und fortgefihrt.

Vergleicht man die Ergebnisse der Vegetarismus-Studie bezuglich der Gesamtselen-
und der SePP-Konzentrationen, so fallt ein wesentlicher Unterschied auf. Auch wenn
mit beiden Messmethoden die hochsignifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
sicher nachzuweisen sind, so befinden sich nur bei der Gesamtselenmessung nahezu
alle Teilnehmenden innerhalb des Referenzbereiches. Damit wiurde die Differenz
zwischen den Gruppen aus klinischer Sicht entkraftet und hatte keine medizinische
Relevanz in Bezug auf eine potentielle Empfehlung zur Selensupplementation.

Im Vergleich dazu liegen bei der SePP Messung die Vergleichsgruppen alle unter dem
Referenzbereich der Sportler und auch die Kontrollgruppen zu grof3en Teilen, sodass
eine Selensupplementation durchaus zu Uberdenken ware. Es stellt sich aber vor allem
die Frage, ob hiermit nicht ein weiteres Mal gezeigt werden konnte, dass mit SePP ein
differenzierterer Marker fur die Selenversorgung gefunden wurde, der die geringe
tagliche Selenaufnahme und damit die geringe Grundversorgung in Deutschland
zuverlassig widerspiegelt. Wie bereits in der Einleitung erwahnt, zeigt die SePP-
Konzentration — im Gegensatz zum Gesamtselenspiegel — proportional wirklich nur das
Selen, das dem Korper zur Biosynthese von Selenoproteinen zur Verfigung steht.
Daraus wirde sich ergeben, dass die Ergebnisse der Gesamtselenmessung einen
bestehenden Mangel verschleiern und die Untersuchenden in falscher Sicherheit

wiegen wirden.
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Glaubt man den SePP-Werten als verlasslichem Marker nicht, so ware die logische
Schlussfolgerung, dass hier in keiner Gruppe ein ernstzunehmender Mangel vorliegt
und somit auch kein Handlungsbedarf besteht.

Damit zeigt sich, wie sehr die Interpretation des Selenstatus nach heutigem
Wissensstand von der verwendeten Messmethode abhangt. Inwieweit also aufgrund
der vorliegenden Ergebnisse eine grundsatzliche Empfehlung zur Nahrungserganzung
mit Selen fur die in Deutschland lebenden Menschen mit vegetarischer und veganer
Ernahrung ausgesprochen werden sollte, kann an dieser Stelle nicht abschlie3iend
geklart werden. Es ware aber winschenswert, dass die definitiv geringere Selen-
konzentration — ob nun unterhalb oder gerade noch innerhalb des Referenzbereiches —
vor allem bei Menschen mit vegetarischer und veganer Ernahung mehr ins Bewusstsein
von medizinischem Personal ricken wurde, sodass gerade in gesundheitlichen
Ausnahmezustanden auch auf diesen scheinbar kleinen Parameter ein Augenmerk
gelegt werden konnte. Denn wie bereits in der Einleitung erwahnt, haben gerade die
Ergebnisse von Studien mit Sepsispatienten gelehrt, dass ein guter Selenstatus
uberlebenswichtig sein kann.

Leider ist bisher viel zu wenig Uber moglicherweise verbesserte Recyclingprozesse von
Selen bekannt, die auftreten konnten wenn sich der Koérper auf eine geringe tagliche
Selenzufuhr eingestellt hat und die vielleicht all die oben beschriebenen Sorgen
relativieren wurden. Und noch weniger sind die vielen moglichen Einflussfaktoren
verstanden, die den individuellen Selenmetabolismus kontrollieren. Ob sich bei
geringerer Selenkonzentration im Serum eine erhéhte Wiederverwertbarkeit von Selen
einstellt, muss daher zum jetzigen Zeitpunkt reine Spekulation bleiben.

Auch wenn zusatzliche Daten den Nutzen der SePP-Messungen weiter bestatigen
mussen, spricht schon heute vieles daflr, eine Etablierung der SePP-Bestimmung als
Routinemethode zu unterstitzen, zumal die Messung sehr robust und der Transport der
Blutproben verhaltnismallig unkompliziert ist. Mehrere Stunden Lagerung bei
Raumtemperatur sowie bis zu sechs Auftau- und Einfrierzyklen fuhren zu keiner
signifikanten Anderung der SePP-Werte im Serum.*® Gerade fiir den klinischen Alltag
sind diese Voraussetzungen von groRer Bedeutung, da im Krankenhaus nicht immer
ein sofortiger und gekuhlter Transport fur eine Selenbestimmung ins Labor
gewabhrleistet werden kann, bzw. das Nachmelden einer Messung aus bereits wieder

eingefrorenen Proben nicht ungewohnlich ist. Vor allem bei schwer kranken Patienten
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ist es erfreulich, wenn aufgrund von verlasslichen Messverfahren weitere Blutent-
nahmen vermieden werden konnen, was Zeit, Schmerzen und Geld erspart.

Liest man noch einmal die aktuellen Studien zur Frage nach einer mdglichen
Selenunterversorgung bei Menschen, die auf tierische Produkte fast oder vollstandig
verzichten, so fallen erneut die sehr unterschiedlichen Schlussfolgerungen in den
verschiedenen Studien auf. Da die Gruppen der Teilnehmenden aus unterschiedlichen
Landern stammen, zeigt dies noch einmal deutlich, wie sehr die Selenversorgung von
der Selenkonzentration des Bodens abhangt und wie uneinheitlich in den
verschiedenen Landern ein Selenmangel beurteilt wird.

Es bleibt weiteren Studien Uberlassen zu untersuchen, inwieweit Menschen mit
vegetarischer Ernahrung vermehrt regional angebautes Obst und Gemuse verzehren,

was eine geographisch bedingte Mangelversorgung noch verscharfen konnte.

Betrachtet man die anderen Spurenelemente, die in der hier vorliegenden Studie
gemessen wurden, sind einige interessante Beobachtungen festzustellen. Beginnend
mit Kupfer, hat dessen Bestimmung heutzutage vor allem dann klinische Relevanz,
wenn erniedrigte Werte festgestellt werden. Ursachen dieser pathologisch erniedrigten
Werte kbnnen Anamien oder seltene genetische Stoffwechselerkrankungen wie Morbus
Wilson sein.® Hypercupramien koénnen zwar im Zusammenhang mit Tumor-
erkrankungen auftreten, weisen aber keinen diagnostischen Wert auf, da sie zu
unspezifisch sind. Auch akute und chronische Infektionen kdénnen mit erhdhten
Kupferspiegeln einher gehen, und wahrend der Schwangerschaft ist die Serumkupfer-
konzentration unter Ostrogenwirkung physiologisch erhéht.%?

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit festgestellten deutlichen Geschlechter-
unterschiede bei der Bestimmung der Gesamtkupferkonzentration lassen sich daher gut
mit einem erhéhten Ostrogenspiegel durch z. B. orale Kontrazeptiva vereinbaren, zumal
die Hohe der Kupferspiegel signifikant mit den Frauen korrelierte, die hormonelle
Verhltungsmittel verwendeten (siehe Abb. 30). Ahnliche Ergebnisse konnten auch

Milne und Johnson 1993 verzeichnen.®’
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Abb. 31

Gesamtkupferkonzentration in Korrelation mit oralen Kontrazeptiva. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichung der Gesamtkupferkonzentrationen in mg pro Liter Serum. Soweit analysierbar
bestehen signifikante Unterschiede zwischen Frauen mit und ohne orale Kontrazeptiva.

n.a. = nicht analysierbar, da in der Gruppe der Veganerinnen nur eine Probandin hormonelle

VerhGtungsmittel verwendet.

Ein weiterer interessanter Aspekt, der bei der Kupferauswertung auffiel, war der
eindeutige Unterschied zwischen den weiblichen Gruppen, was die Anzahl der Frauen
betraf, die orale Kontrazeptiva verwendeten. Damit zeigt sich erneut, wie sehr die
Einnahme eines einzelnen Medikamentes von dem generellen Lebensstil abhangen
kann, und wie sehr eine solche Substanz auf den Stoffwechsel der Spurenelemente
einwirken kann, und wirft damit spannende Aspekte fur weitere Public Health Studien

auf.
Sehr viel weniger nachvollziehbar waren hingegen die erhéhten Calciumspiegel bei den

Vegetarierinnen und Vegetariern. Auch wenn noch keine endgultige quantitative

Beurteilung der Calciumwerte moglich ist, da die Validierung der angewandten
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Messmethode flr absolute Calciumwerte noch aussteht, sind die relativen Ergebnisse
doch sehr eindeutig und deutlich.

Im Vergleich zu den hier bestimmten Calciumwerten zeigten die Auswertungen der
EPIC-Oxford Studie, dass das Frakturrisiko zwischen Menschen mit omnivorer und
vegetarischer Ernahrung zwar unverandert war, hingegen hatten streng vegan lebende
Menschen ein erhohtes Risiko, welches durch einen niedrigeren Calciumspiegel erklart
wurde.?® Erniedrigte Calciumspiegel konnten bei den vegan lebenden Menschen, die im
Rahmen dieser Arbeit vermessen wurden — im Vergleich zu den Kontrollgruppen — nicht
festgestellt werden. Eine Knochendichtemessung (Bone Mineral Density, BMD) in
Taiwan ergab darlber hinaus auch keinen signifikanten Unterschied zwischen
vegetarisch und omnivor lebenden Menschen.”® Grundsatzlich scheint daher der
gefurchtete, weit verbreitete angebliche Calciummangel in der vegetarischen und
veganen Erndhrung durchaus einer wissenschaftlichen Uberpriifung bediirftig zu sein.
Denn das Marchen vom eisenhaltigen Spinat hat uns nur zu gut gezeigt, wie schwer es
ist, einen einmal festgesetzten Irrglauben wieder aus den Kopfen von Kindergartnern,
Eltern, Lehrerinnen und medizinischem Personal zu verbannen.

Die gemessenen Zinkwerte hingegen entsprachen den erwarteten Konzentrationen und
wiesen keine Unterschiede auf, weder im Bezug auf Geschlecht, noch auf die
Ernahrungsweise.

Ungeklart bleibt der erniedrigte Gesamteisenspiegel bei der weiblichen Kontrollgruppe.
Ein Vergleich mit klinischen Werten ist — wie bereits oben erwahnt — aufgrund der
Gesamtbestimmung nicht mdglich, da diese keinen Bestandteil von klinischen
Laborparametern darstellt. Zur Eisendiagnostik werden Erythrozyten, deren Volumen
und Hamoglobinanteil, sowie Hdmoglobin gesamt und Ferritin herangezogen.

Mit der Vermessung der Zytokine IL-6, IL-13 und TNF-a konnte kein Hinweis darauf
gegeben werden, dass in den Vergleichsgruppen aufgrund von geringerer Aufnahme an
tierischen Proteinen ein erniedrigtes Entzundungspotenzial vorliegen konnte, oder das
umgekehrt der Fleischverzehr eine stete Inflammationsreaktion induzierte. Ein
vermindertes Potenzial freier Radikale konnte eine Auswirkung auf die notwendige
Menge an Selenoproteinen haben. Inwieweit hier ein Zusammenhang mit tierischen
Eiweilen und Fetten vorliegt, kann vielleicht nur in extremeren Situationen
nachgezeichnet werden, was aber gerade bei der stdndig wachsenden Zahl an

libergewichtigen Menschen in Deutschland?® nicht unwichtig ware.
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4.2 Selen

Auch wenn Selen immer mehr positive Anerkennung gewinnt und immer mehr Studien,
die zu einem tiefere Verstandnis des Selen-Metabolismus beitragen, verdffentlicht
werden, so ist doch verwunderlich, warum die Uberpriifung der Selenversorgung noch
nicht so etabliert ist wie zum Beispiel die von Eisen, Zink oder Jod. Ist die
Selenversorgung weniger problematisch oder doch nicht so wichtig wie die der anderen
Spurenelemente? Oder sind es die noch zu wenig verbreiteten neuen Nachweis-
methoden, die eine sichere Selenbestimmung schnell und zuverlassig ermoglichen, die
der Routinebestimmung im Wege stehen? Oder fehlt schlichtweg das Bewusstsein fur
die Bedeutung von Selen flir die Humangesundheit?

Viel eher scheinen die schwer fassbaren Mangelerscheinungen in Folge einer
Selenunterversorgung dazu bei zu tragen, dass dieses Spurenelement immer wieder fur
neue Fragen sorgt, sodass eine einfache Antwort in den meisten Fallen nicht moglich
scheint. Trotz dieser Komplexitat konnten mittlerweile gewisse Grundsatze immer weiter
bestatigt werden. So lassen sich die positiven Auswirkungen von Selen besonders dann
nachweisen, wenn von einer relativ geringen Grundkonzentration ausgegangen
wird." %" Dies kénnte erstaunlicherweise bedeuten, dass eine Supplementation in
selenarmen Gebieten wie Deutschland die Inzidenz und Letalitdt bestimmter
Erkrankungen senken wuirde, ohne dass in selenreichen Regionen wie den USA eine
positive Auswirkung zu verzeichnen wére.?

In diesem Zusammenhang muss auch die Bedeutung eines Referenzwerts flr Selen
neu diskutiert werden. Es ist fraglich, ob es einen internationalen Referenzwert fir
Selen geben sollte, wenn dies bedeuten wuirde, dass grof3e Teile der Welt auf
lebenslange Supplementation angewiesen waren. Es bleibt die Frage, ob sich
Menschen, die aufgrund ihrer geographischen Lage dauerhaft einem niedrigen
Selenspiegel ausgesetzt sind, so an niedrigere Selenspiegel anpassen kdnnen, dass
auf lange Sicht kein gesundheitlicher Nachteil zu verzeichnen ist. Ist dies nicht der Fall,
sollte dariiber nachgedacht werden, dem finnischen Beispiel’' zu folgen und zum
Beispiel uber die Anreicherung von Dungemittel die tagliche Selenaufnahme zu
erhdhen. Bei Beginn einer breit angelegten, kiinstlichen Selenanreicherung des Bodens
mit Hilfe von Dungemitteln sollten jedoch umfassende Ergebnisse Uber den Einfluss
eines solchen Selenanstiegs im Boden auf Mensch und Tier vorliegen.'® Einmal
zugeflhrtes Selen kann nicht ohne weiteres wieder aus der Nahrungskette entfernt

werden. Es wird von Pflanzen aufgenommen, die wiederum Mensch und Tier als
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Nahrungsgrundlage dienen und birgt nach wie vor in zu hohen Dosierungen toxische
Eigenschaften. Eine unuberlegte Selenanreicherung konnte zur Folge haben, dass
Pflanzen bisher unbekannte Selenspeicherfunktionen haben, die erst in Folge eines
unnatirlich hohen Selengehaltes im Boden zur Geltung kommen. Andererseits kdnnten
diese Pflanzen aber auch als natlrlicher Selenindikator dienen, da auch manche
Pflanzen bei zu hohen toxischen Selenkonzentrationen im Boden Vergiftungs-
erscheinungen zeigen, nicht mehr wachsen und somit einer Ubermafligen Anreicherung
natiirlicherweise entgegenwirken.*

Auf jeden Fall sollten potenziell gefahrliche Situationen einer Selenunterversorgung
klarer ins Bewusstsein eingehen, um vermeidbare Mangelsituationen wie lange Zeiten
der kunstlichen Ernahrung oder intensivmedizinische Betreuung, die offenbar einen
erhohten Selenbedarf mit sich bringen, entgegenwirken zu kénnen. Es ist zu hoffen,
dass sich die viel versprechenden Ergebnisse, die fur die positiven Auswirkungen von

Selensubstituierung in der Intensivmedizin beschrieben wurden®**

, weiter bestatigen
und spezifizieren lassen, sodass ein differenzierter Einsatz von Selen als adjuvantes
Therapeutikum ermdglicht wird. Ebenso wichtig aber bleibt die langst Uberfallige
Ausweitung der Untersuchungen auf Einflussfaktoren wie Geschlecht und Alter."®

Eine grol3e Studien wie die SELECT-Studie, die im Oktober 2008 abgebrochen wurde,
da die erwarteten Ergebnisse nicht eintraten'®, miisste vielleicht nicht zum Scheitern
verurteilt sein, wenn diese scheinbar nebensachlichen Einflussfaktoren von Alter,
Geschlecht und Selengrundversorgung bericksichtigt worden waren.
Unverstandlicherweise scheint nach wie vor sowohl die Wissenschaft und als auch die
klinische Medizin leider vor allem theoretisch davon uberzeugt zu sein, dass
unterschiedliche Bedurfnisse von Frauen und Mannern bestehen. In der Praxis liegt
immer noch ein zu grolRes Ungleichgewicht vor, wenn es um Zielgruppen, die
Entwicklung von Studiendesigns oder Teilnehmende geht. Fir viele Spurenelemente ist
mittlerweile deutlich gezeigt worden, dass unverrickbare Unterschiede im Bedarf von
Spurenelementen zwischen den Geschlechtern bestehen® und es ist an der Zeit, dies

auch fur Selen anzuerkennen und grundlicher zu untersuchen.

4.3 Selen in der Muttermilch
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnten eindeutig zeigen, dass SePP
Bestandteil der Muttermilch ist. Damit wurde ein weiterer Beitrag geleistet, der zeigt,

dass Selenproteine nicht nur in der Milch von Nagern zu finden sind.?® Dies weist erneut
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darauf hin, wie grol3 die Bedeutung dieser kleinen Proteinfamilie ist, denn als Bestand-

teil von Muttermilch macht es uns die Wichtigkeit fur das Neugeborene deutlich.

Zwar in deutlich geringerer (ca. 100-fach), aber doch in einer reproduzierbaren
Groflenordnung von um die 30 — 50 pg/l lasst sich SePP in der Muttermilch nachweisen.
Damit macht es ca. 5% der gesamten Selenvorkommen in der Milch aus. Interessanter-
weise zeigt sich dort aber eine komplett andere Stabilitat dieses Proteins, als wir sie aus
dem Serum kennen. Bereits kurze Inkubationszeiten von einigen Stunden oder ein
zweimaliges Einfrieren und Auftauen sorgen daflr, dass die messbare SePP-Konzen-
tration in den meisten Muttermilchproben unter die Nachweisgrenze der Bestimmungs-
methode gedruckt wird.

Die besondere Sensitivitat von SePP in der Muttermilch gegenuber der praanalytischen
Vorgeschichte der Proben zeigte sich auch beim Versuch, ein groReres Milchkollektiv
aus der Charité Universitatsklinikum Berlin (Klinik fir Neonatologie, Oberarztin Dr. A.
Loui) zu vermessen. Die Messwerte schwankten drastisch und lagen zum Teil unter der
Nachweisgrenze. Nach erneuter Rlcksprache ergaben sich gewisse Unterschiede
bezlglich der Probenentnahme, -Lagerung und Haufigkeit von Einfrier-Auftau-Zyklen,
sodass diese Messungen nicht wissenschaftlich ausgewertet werden konnten.

Noch kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, welche Mechanismen fur den Zerfall von
SePP verantwortlich sind, wobei es deutliche Anzeichen gibt, die zumindest auf einen
anteilmaRigen, enzymatisch-proteolytischen Prozess hinweisen. Nachfolgende Studien
sollten sich mit dieser interessanten Fragestellung weiter auseinander setzen, um den
Abbau von SePP in der Frauenmilch besser verstehen zu kdnnen. Dies ist vor allem im
Hinblick auf zwei Aspekte wichtig: zum einen kann eine lickenlose und unmittelbar
beginnende Kiuhlkette von Frauenmilch nur schlecht gewahrleistet werden, zum
anderen sind es vor allem schwer kranke und zu frih geborene Kinder, die in der Regel
auf die Versorgung mit bereits abgepumpter Milch angewiesen sind. In dieser
gesundheitlich oft sehr bedrohlichen Situation ist es daher von immenser Bedeutung,
alle moglichen Faktoren zu optimieren, die einer weiteren Verschlechterung — und damit
auch einer sinkenden Muttermilchqualitat — entgegenwirken. Allerdings konnen wir die
physiologischen Konsequenzen einer partiellen SePP-Proteolyse noch nicht
abschatzen. Eventuell verhindert eine Fragmentierung die optimale Verwertung durch
das Neugeborene, denkbar ist allerdings auch, dass dadurch die physiologische

Verwertung vereinfacht und erleichtert wird. Die Erwachsenenmedizin hat mittlerweile
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sehr vielversprechend gezeigt, dass gerade in gesundheitlich sehr belastenden Phasen
eine gute Selenversorgung von besonderer Bedeutung ist (siehe Einleitung ,Selen und
Gesundheit®), sodass auch fur die kleinsten Patientinnen ein sehr guter Selenspiegel
anzustreben ware. Sollte sich dabei zeigen, dass eine Selenaufnahme Uber den Darm
aus intaktem SePP leichter moglich ist als aus unvollstandigem, kdnnte dies
Verscharfungen in den Richtlinien zur Muttermilchlagerung nach sich ziehen, auch
wenn diese in der Praxis schwerer umzusetzen waren. Bisher sind fur die Lagerung von
Muttermilch 6 - 8 Stunden bei Raumtemperatur und 72 Stunden bei 4 - 6°C zulassig,
wobei eine durchgehende Kiuhlung schon jetzt empfohlen wird. Ist aber absehbar, dass
die Muttermilch nicht innerhalb von drei Tagen verbraucht werden kann, so sollte sie
umgehend portioniert und bei -18 bis -40°C tiefgefroren werden, damit eine Lagerung
fiir 3 — 6 Monate méglich wird.®® Mehrfaches Auftauen und Einfrieren sollte in jedem

Fall vermieden werden.

Die Mischungsversuche von Plasma bzw. Serum mit Muttermilch werfen uns weitere
Ratsel auf. Die Unbestandigkeit von SePP, die auch durch die Zugabe von erhitzter
Milch  hervorgerufen wird, lasst einen Uberwiegend enzymatischen Abbau
unwahrscheinlich erscheinen, es sei denn die Protease ist besonders hitzestabil oder

renaturiert wieder zur ursprunglichen Form und Aktivitat.

Der Nachweis von SePP in der Muttermilch Iasst nun die Frage aufkommen, woher das
SePP stammt. Denn die in der Muttermilch enthaltenden Proteine sind unter-
schiedlichen Ursprungs und werden in der Regel mittels Exozytose in die Milchgange
(Ductus lactiferi) abgegeben. Dabei werden von den Brustdrisenzellen selbst
synthetisierte Proteine mit zytosolischen Proteinen (teils zelleigene, teils Serumproteine)
gemeinsam sezerniert.'®

Die Frage ist nun, zu welcher Gruppe SePP gehort und wessen Ursprung es in der
Muttermilch ist. Ob es sich um ein in den Brustdrisen gebildetes Protein (wie z.B. das
Kasein) oder um ein urspringlich im Serum synthetisiertes und dann in die Milch
hineinfiltriertes bzw. durch Transzytose hinein gelangtes Eiweill (wie z.B. Albumin)
handelt.

Die Expression der von den Milchdrisen gebildeten Proteine unterliegt zum Grolteil der
hormonalen Steuerung durch Prolaktin, Insulin und Hydrocortison. %% Dabei konnten

sich deutliche Unterschiede in den Proteinkonzentrationen im zeitlichen Verlauf
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nachweisen lassen. Im Gegensatz dazu zeigen sich die hormonunabhangigen
Serumproteine in ihrer Konzentration in der Muttermilch sehr stabil.’®
Betrachtet man die Menge von SePP in den hier vermessenen Muttermilchproben, so

soll ein erster Eindruck Uber den Verlauf post partum erlaubt sein (siehe Abb. 31).

SePP [ud/l]
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Abb. 31

Anndherung zur SePP Konzentrationen im zeitlichen Verlauf. Aufgefuhrt sind SePP-Konzentrationen
in yug pro Liter unverdinnter Muttermilch als Mittelwert und Standardabweichung. Angegeben ist der
Lebenstag (LT) des Kindes, der ungefahr 2-3 Tage hdéher als der Laktationstag liegt — bedingt durch die
physiologische Verzégerung des Milcheinschuss nach der Geburt. Alle Proben stammen von
unterschiedlichen Frauen und sind damit nur eingeschrankt vergleichbar. Die eingezeichnete Linie gibt
den Mittelwert aller Messwerte an. Pro Balken liegt eine Muttermilchprobe zugrunde, die 3mal vermessen

wurde.

Dabei muss ausdrucklich darauf hingewiesen werden, dass kein wirklicher Vergleich
moglich ist, da die Proben von unterschiedlichen Frauen stammen und somit
interindividuellen Schwankungen unterliegen. Nichtsdestotrotz kann hier ein Eindruck
gewonnen werden, der fur eine relativ konstante SePP-Menge und gegen grolle
interindividuelle und zeitpunktabhangige Konzentrationsschwankungen spricht. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei dem in der Muttermilch vorhandenen SePP
um ein ursprunglich aus dem Serum stammendes SePP handeln konnte. Vor allem da
bei hormonabhangigen Proteinen in der Regel starkere Schwankungen beobachtbar

sind, als es sich bei SePP diesen Messungen zufolge abzeichnet.
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Ohne Frage bedarf es weiterer Untersuchungen, um dies mit Sicherheit sagen zu
konnen. Es ware daher wunschenswert, wenn nachfolgende Studien sich mit dem
Verlauf der SePP-Konzentration Uber die Zeit befassen wirden, um Muttermilchproben

wahrend einer Stillperiode dergleichen Mutter miteinander vergleichen zu kdnnen.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit konnten reproduzierbare Aktivitaten der pGPx in
Muttermilch zeigen. Dabei wurden Konzentrationen in ahnlicher Grof3enordnung wie im
Serum gefunden (50 — 250 nmol/min*ml), ohne dass eine Aussage Uber die sichere
Zugehorigkeit zu einem bestimmten GPx-Isoenzym getroffen werden konnte. Aufgrund
der ahnlich hohen Konzentration wie im Serum lasst sich aber vermuten, dass es sich
um die pGPx aus dem Blut handelt. Inwieweit dieses Enzym hierbei eine
physiologische (Schutz-)Funktion ausubt oder ebenfalls zur Selenversorgung des
Neugeborenen beitragt, bleibt in dieser Arbeit jedoch noch offen und weitergehenden

Studien vorbehalten.
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5. Zusammenfassung

Dieser Arbeit lag als Arbeitshypothese die oft gedullerte und schriftlich formulierte
Vermutung zugrunde, dass ein guter Selenstatus in Europa von einer omnivoren
Erndhrungsweise abhangig ist und entsprechend vegetarisch und vegan lebende
Menschen ein Selendefizit aufweisen. Auch bei Sauglingen, die in den ersten sechs
Monaten ausschliel3lich durch Muttermilch oder Muttermilchersatznahrung ernahrt
werden, stellt sich die Frage nach einer suffizienten Selenversorgung.

Der Vergleich von omnivor lebenden Menschen mit den Gruppen mit veganer und
vegetarischer Ernahrung zeigte einen signifikanten Unterschied in den Serum-
konzentrationen von Selen. Diese Differenz bestatigte sich bei der Bestimmung der
SePP-Konzentrationen. Bei beiden Messmethoden konnten annahernd die gleichen
Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen gezeigt werden. Die Gefahr, dass bei
einer Messung der Gesamtselenkonzentration eine Unterversorgung verschleiert
werden kann, ist in der vorliegenden Arbeit ausfuhrlich diskutiert worden. Diese Daten
bestatigen, dass sich mit der Bestimmung von SePP ein verlasslicherer Marker fur die
Bestimmung des Selenstatus gefunden hat, der eine differenziertere Beurteilung der
Versorgungslage erlaubt als die Gesamtselenbestimmung. Interessanterweise
unterschieden sich die Aktivitaten der Glutathionperoxidase im Serum nicht, so dass je
nach gewahltem Biomarker die Gruppe der Vegetarier als selenarm oder als suffizient
versorgt eingeordnet werden kann.

Ebenso wichtig wie fir Erwachsene scheint auch die Versorgung von Neugeborenen
mit Selen zu sein, wie uns durch das Auffinden von SePP in der humanen Muttermilch
bestatigt wird. Noch ist vieles bezlglich der Stabilitat von SePP in der Frauenmilch
ungeklart, und weitergehende Studien werden klaren mussen, ob die hohe Instabilitat
dieses Proteins in Milch von physiologischer Bedeutung fur die Verwertung durch das
Neugeborene ist.

Anhand der Fraktionierung der Muttermilch in Vollmilch (VM), zellfreie Milch (zM) und
entrahmte Milch (eM) konnten geeignete Bedingungen fur eine reproduzierbare
Bestimmung der SEPP-Konzentrationen und GPx-Aktivitaten definiert und optimiert
werden. Folgestudien werden nun auf diesem Aufarbeitungsschema aufbauen kénnen,
um die Regulation und (patho-)physiologische Bedeutung dieser selenhaltigen
Parameter fur die Neugeborenenversorgung zu erarbeiten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen somit erneut, welch wichtiges und

unerschlossenes Forschungsfeld sich um das Spurenelement Selen aufgetan hat. Eine
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Beantwortung der noch offenen Fragen wird in der Zukunft weitere Klarheit in bisher
unverstandene Bereiche bringen, und damit die sich bereits abzeichnenden positiven
Aspekte dieses Spurenelementes fur den klinischen Alltag kunftig noch effizienter

nutzbarer machen.
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