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Vorwort

Das Ubergeordnete Ziel dieser Forschungsarbeit war es, die Rolle des Selen-bindenden
Protein 1 (Selenium-binding Protein 1, SELENBP1) im Kontext systemischer Inflammation
zu beleuchten, eventuelle Interaktionen mit Selenoproteinen und dem Selenstatus eines
Individuums aufzudecken und eine potentielle klinische Relevanz als Biomarker zu prufen.

In diesem Rahmen wurde zunachst die Analyse klinischer Studien bezlglich des Selen-
status optimiert und in Kooperation mit einer italienischen Arbeitsgruppe die Bedeutung
einer Selensupplementation bei Thyreoiditis erforscht [1].

Orientierende Pilotversuche deuteten an, dass Hypoxie bzw. Ischamie mit dem Vorkom-
men von SELENBP1 im Serum korrelieren kdnnte. Um diese Hypothese anhand klinischer
Proben zu testen, wurden Patientinnen und Patienten mit Verdacht auf Myokardinfarkt und
im Rahmen von Herzoperationen analysiert. Diese Studien unterstrichen, dass sich
SELENBP1 in der Tat als klinischer Marker fur (Myokard-)Ilschamie eignen konnte [2, 3].



Abstract (Deutsch)

Einflihrung: Selen (Se) ist ein essentielles Spurenelement. Im Menschen findet es sich in
anorganischer Form oder als Teil von Aminosauren in Selenoproteinen gebunden sowie in
Verbindung mit Selen-bindenden Proteinen, von denen im Menschen das Selen-bindende
Protein 1 (SELENBP1) der prominenteste Vertreter ist. Der Metabolismus von Se und die
Biosynthese von Selenoproteinen werden in Reaktion auf Hypoxie oder systemische
Inflammation intensiv reguliert. Uber die Expression und Bedeutung von SELENBP1 ist
wenig bekannt. Da eine Stimulation von Hypoxie-regulierten Signalwegen tber HIF-1a zur
vermehrten Expression von SELENBP1 fihren kann, wurde die Hypothese aufgestellt,
dass SELENBP1 im Menschen ein Biomarker von Ischamie sein kdnnte.

Material und Methodik: Rekombinantes, humanes SELENBP1 wurde exprimiert,
gereinigt, und Maus-Antikdrper wurden gegen SELENBP1 generiert. Auf der Basis eines
Paars monoklonaler Antikérper wurde dann ein immunologisches Nachweisverfahren
(light-emitting immunosorbent assay, LIA) aufgebaut und charakterisiert. Blutproben einer
gesunden Kontrollkohorte (n = 37), serielle Blutentnahmen von Patientinnen und Patienten
(n = 85), die aufgrund von Brustschmerzen in der Rettungsstelle behandelt wurden, sowie
pra-, intra- und postoperative Blutentnahmen von Patientinnen und Patienten mit kardio-
chirurgischem Eingriff (n = 75) unter Einsatz von Kardioplegie und Herz-Lungen-Maschine
wurden aufbereitet und mit dem neuen SELENBP1-Assay vermessen.

Ergebnisse: Ein stabiler und sensitiver Assay zur Quantifizierung von SELENBP1 im Blut
wurde aufgebaut. Hiermit konnte gezeigt werden, dass unter physiologischen Beding-
ungen sehr niedrige SELENBP1-Konzentrationen im Blut zirkulieren. Bei Patientinnen und
Patienten mit Brustschmerz zeigten sich erhdhte Konzentrationen mit dynamischen
Verlaufen, die ebenso bei Patientinnen und Patienten mit myokardialer Ischamie unter
Kardioplegie beobachtetet werden konnten. Die Hohe der SELENBP1-Konzentration
intraoperativ korrelierte hierbei signifikant mit der Dauer der Ischamie und war pradiktiv fur
die CK-Mb-Konzentration nach dem Eingriff, als etablierter Marker fir myokardiale
Schadigung. In beiden Kohorten konnten aussagekraftige Grenzwerte zur Risiko-
stratifizierung etabliert werden. Die Odds-Ratio flir eine schwere kardiale Komplikation
inklusive Tod liegt fur Patientinnen und Patienten mit Brustschmerzen ab einer
SELENBP1-Konzentration von 0,8 nmol / | bei 11. Bei herzchirurgischen Patientinnen und
Patienten betrug die Odds-Ratio 30 fur das Auftreten einer zerebralen Ischamie,
Bradykardie oder Tod ab einer postoperativen SELENBP1-Konzentration von 0,96 nmol / I.

Schlussfolgerung: SELENBP1 ist unter physiologischen Bedingungen im Blut messbar
und die Konzentrationen steigen in Reaktion auf einen pathologischen Stimulus bei
Patientinnen und Patienten mit Brustschmerzen oder in der Kardiochirurgie deutlich an.
Die Hohe und Dynamik dieses Anstiegs erlauben schon fruhzeitig eine relativ sichere
Voraussage Uber den weiteren Verlauf der Rekonvaleszenz bzw. das Mortalitatsrisiko.



Abstract (English)

Introduction: Selenium (Se) is an essential trace element. In humans it can be found in
inorganic compounds, bound in amino acids in selenoproteins or associated with
selenium-binding proteins, of which only SELENBP1 can be found in humans. Selenium
and selenoproteins are down-regulated in response to hypoxia and systemic inflammation.
Little is known about the regulation and role of SELENBP1 in humans. Stimulation of HIF-
1a leads to an increased expression of SELENBP1. Consequently we investigated the role
of SELENBP1 in humans in ischemia.

Materials and Methods: Recombinant human SELENBP1 was expressed, purified and
used to generate monoclonal antibodies in mice. Using two of these monoclonal
antibodies, a light-emitting immunosorbent assay (LIA) for SELENBP1 quantification was
established. Serum samples from healthy controls (n = 37), from serial blood draws from
patients admitted to the emergency unit for acute chest pain (n = 85) as well as from pre-,
intra- and post-operative blood draws from patients undergoing cardiac surgery requiring
cardioplegia and cardiopulmonary bypass (n = 75) were prepared and measured using the
new LIA for SELENBP1.

Results: A robust, sensitive and stable assay for the quantification of SELENBP1 in
human serum was successfully established. Using this novel tool, it was demonstrated that
very low concentrations of SELENBP1 circulate under physiological conditions in serum of
healthy human subjects. Patients with chest pain exhibited elevated as well as dynamic
concentrations of serum SELENBP1. Similarly elevated and dynamic SELENBP1 levels
were also observed in patients with myocardial ischemia due to cardioplegia. Intra-
operative concentrations correlated with the length of ischemia and were predictive of CK-
Mb concentrations as an established biomarker for myocardial damage measured post-
operatively. The data obtained in both studies enabled the deduction of sensible cut-off
values for risk stratification. Patients reporting with chest pain had 11-fold increased odds
for major adverse cardiac events including death if SELENBP1 concentrations at first
medical contact exceeded 0.8 nmol / |. Patients undergoing cardiac surgery had 30-fold
increased odds for cerebral ischemia, bradycardia or death if SELENBP1 concentrations
at 1 hour after admittance to the ICU exceeded 0.96 nmol / I.

Conclusion: Circulating SELENBP1 can be measured in human blood of healthy
subjects, and concentrations are elevated in response to a pathological stimulus in
patients with chest pain or undergoing cardiac surgery. The maximal concentrations and
the dynamics of the increase in serum SELENBP1 allow already at an early time-point a
reliable prediction for recovery or potential death.



Abkirzungen
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receiver operating characteristic

rekombinantes humanes Selen-bindendes Protein 1
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Selen-bindendes Protein 1 (selenium-binding protein 1)
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Zeit seit Beginn der Symptome (symptom onset time)
ST-Hebungsinfarkt (ST-elevation myocardial infarction)
instabile Angina pectoris (unstable angina pectoris)



1. Einfihrung

Die Analyse eines rotlichen Schlamms aus einer ehemaligen Alkoholdestille in Grispholm,
Schweden, dessen aufgereinigtes grauliches Uberbleibsel unter Freisetzung eines
beillenden Meerrettichgeruchs verbrannte, fuhrte 1817 zur Entdeckung und Erst-
beschreibung eines neuen Elements. Dieses wurde von seinem Entdecker Jons Jacob
Berzelius wegen seiner Ahnlichkeit zu Tellurium (abgeleitet von dem Lateinischen tellus,
Erde), fir welches er es anfangs hielt, als ,Selenium® (abgeleitet aus dem Griechischen
2eAnun, Mond) benannt [4]. 1958 wurde Se als ein essentielles Spurenelement
beschrieben [5]. Im Blut des Menschen kommt es in anionischer Form (Selenit und
Selenat), in Verbindung mit Proteinen und Aminosauren oder als Metabolit vor.

Den groften Teil stellen dabei die Selenoproteine Selenoprotein P (SELENOP) [6], als
Transportprotein fur Selen, und Glutathionperoxidase 3 (GPX3), als einzige extrazellulare
GPX, dar. Selenoproteine inkorporieren Se in Form der modifizierten Aminosauren
Selenocystein oder Selenomethionin, abgeleitet von Cystein und Methionin. Bekannteste
Vertreter der Selenoproteine sind die Glutathionperoxidasen (GPX), Uber die Se einen
Einfluss auf den Redox-Haushalt der Zellen austibt [7].

Die zweite Proteinfamilie mit Assoziation zu Se umfasst die weniger gut charakterisierten
Selen-bindenden Proteine, deren prominentester humaner Vertreter das Selen-bindende
Protein 1 (Selenium-binding Protein 1, SELENBP1) ist. Dieses besitzt kein Uber eine
Aminosaure eingebautes, kovalent gebundenes Se, sondern kann Se bei neutralem pH
Uber eine Cysteingruppe binden [8]. Ein Vorkommen von SELENBP1 wurde in den
meisten Organen und Organsystemen beschrieben, unter anderem dem Auge [9], dem
Verdauungstrakt [10-20], dem Herzen [10], der Lunge [10, 11, 13, 21], der Leber [8, 10, 13,
22] und den Gallenwegen [13], der Niere [10, 13, 23, 24], der Milz [10], dem Fettgewebe
[25, 26], der Brust [13, 27], den Eierstocken [20, 28], dem Uterus [23, 29] und der Prostata
[13, 30] (Zusammenstellung iGbernommen aus [31] und erganzt). Pol et al. konnten
demonstrieren, dass SELENBP1 eine enzymatische Aktivitat als Methanethioloxidase
(MTO) aufweist und damit ebenso in den Redox-Haushalt der Zelle involviert ist [32]. Eine
Interaktion mit der intrazellularen GPX1 und gegenseitige Beeinflussung der Transkription
ist beschrieben [33]; Art und Ergebnis der Interaktion bleiben aber bis heute ungeklart.

Zur pathophysiologischen Bedeutung wurde gezeigt, dass erniedrigte SELENBP1-
Konzentrationen in maligne entartetem Gewebe mit geringerem Uberleben assoziiert sind
[13, 14, 18, 21, 22, 26, 34] (ebenso aus [31]). Als Erklarung hierfur vermuten Huang et al.,
dass SELENBP1 als Target-Gen von HIF-1a [35] intrazellular unter Stress durch reaktive
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) hochreguliert wird und dann GPX1,
welche der Tumorzelle schadende ROS abbaut, inhibiert [22]. Hierdurch wurde es
tumorwachstumsférdernd wirken kénnen.

Im Gegensatz dazu wird das Selentransportprotein SELENOP unter Hypoxie [36] sowie
unter systemischer Inflammation im Serum herunterreguliert [37], und in kritisch kranken
Patientinnen und Patienten wurde ein reduzierter Selenstatus beschrieben [38-40].



2. Zielstellung

Eine pathologische Uberexpression von SELENBP1, das bislang ausschlieBlich als
intrazellulares Protein beschrieben wurde, konnte sich auch im Blut widerspiegeln und
einen geeigneten Biomarker fur Tumorwachstum, Hypoxie oder Ischamie darstellen. Um
diese Hypothese experimentell zu prifen, wurden Patientinnen und Patienten untersucht,
welche aufgrund eines akuten Brustschmerzes und somit vermuteter kardialer Ischamie in
der Rettungsstelle zur Behandlung aufgenommen wurden [2] bzw. einen elektiven
kardiochirurgischen Eingriff unter Einsatz von Kardioplegie und Herz-Lungen-Maschine als
kontrolliertes ,Modell“ fir eine kardiale Ischamie erhielten [3].



3. Material und Methodik

3.1. Patientenrekrutierung, Gewinnung und Verarbeitung der Proben

Serumproben wurden durch die Arbeitsgruppen um Herrn Prof. Pacini [1], Herrn Prof.
Maockel [2] und Herrn Prof. Stoppe [3] sowie durch unsere Arbeitsgruppe [41] (nicht
Eigenleistung des Autors) wie dort beschrieben nach positiver Beratung durch die jeweilige
Ethikkommission und Einholung eines informierten Konsents jeder Probandin und jedes
Probanden gesammelt und aufbereitet.

Die von Frau Dr. Pilli et al. asservierten Proben stammten von Patientinnen mit Auto-
immunthyreoiditis vor sowie 6 und 12 Monate nach Beginn einer Supplementation mit
Selenomethionin [1].

Herr Prof. Mdckel et al. rekrutierten Patientinnen und Patienten mit Brustschmerz und
nahmen bei erstem medizinischen Kontakt, i.e., ggf. praklinisch im Rettungsmittel, bei
Eintreffen in der Rettungsstelle sowie nach 2, 4, 6 und 12 - 36 Stunden Blut ab [2].

Herr Prof. Stoppe et al. sammelten Serumproben vor einem elektiven, kardiochirurgischen
Eingriff (,pre-op“), 45 Minuten nach Einleitung der Ischamie, 2 Minuten nach Reperfusion,
15 Minuten nach Beendigung der Herz-Lungen-Maschine (cardiopulmonary bypass, CPB)
sowie 1, 6 und 24 Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation (Intensiv Care Unit,
ICU) [3].

Unsere Arbeitsgruppe asservierte Proben bei Rekrutierung von Individuen aus einer
Normalpopulation [41], zu der ebenfalls eine schriftliche Einwilligung jedes Probanden und
ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der Charité-Universitatsmedizin Berlin
vorlag.

Proben wurden bei - 80 °C gelagert und Verarbeitungszeiten bei Raumtemperaturen
maoglichst kurz gehalten. Die Proben wurden verblindet gemessen, i.e., die Messenden
hatten zum Zeitpunkt der Messung keinen Zugriff auf klinische Daten.

3.2. Bestimmung der GPX-Aktivitat, Selen- und Selenoprotein P-
Konzentration aus dem Serum

Die Bestimmung der Serum-GPX-Aktivitat erfolgte mittels photometrischer Messung des
NADPH-Verbrauchs bei 340 nm, wie bereits publiziert [42].

Die Serum-Selenkonzentration wurde mittels Reflektions-Rdntgen-Fluoreszenzspektro-
skopie vorgenommen (total reflection X-ray fluorescence spectroscopy, TXRF; S2
PICOFOX, Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland). Als interner Standard wurde eine
Galliumlésung verwendet und jeder Probe zugesetzt.

Die Selenoprotein P-Konzentration wurde mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) gemessen [43].



3.3. Herstellung von rekombinantem SELENBP1 und Entwicklung
monoklonaler Antikdrper

Unsere Arbeitsgruppe synthetisierte mittels baculovirusinfizierter Insektenzellen ein
rekombinantes humanes SELENBP1 (rhSELENBP1). Gegen dieses Protein wurden durch
einen kommerziellen Anbieter (UNICUS Karlsburg OHG, Greifwald, Deutschland)
monoklonale Antikorper generiert und chromatographisch aufgereinigt (InVivo Biotech
Services, Hennigsdorf, Berlin, Deutschland). Die in diesem Absatz beschriebenen Schritte
wurden nicht durch den Autor durchgefuhrt und sind in ausfuhrlicherer Form publiziert [2].

3.4. Aufbau eines Light-emitting Immunosorbent Assays (LIA) zur
Quantifizierung von SELENBP1

Aus oben beschriebenen Antikdrpern wurden zwei passende monoklonale Antikdrper
(monoclonal antibodies, mAb; im Weiteren anti-SELENBP1-mAb1 und -mAb2 genannt)
ausgewahlt und damit ein nicht-kompetitiver Immunoassay (two-site non-competitive
immunoassay; ,sandwich assay“) aufgebaut. Hierzu wurde ein Antikérper (anti-
SELENBP1-mAb1) auf der Oberflache von Polypropylentestrohrchen immobilisiert. Nach
24-stindiger Inkubation wurden nicht gebundene Antikérper abgewaschen. Es folgte die
Inkubation mit einer verdunnten Probe fur weitere 24 Stunden und Abwaschen von nicht
gebundenem Probenmaterial. Danach erfolgte die Inkubation mit einem mit
Acridiniumester (MACN) markierten, zweiten Antikorper (anti-SELENBP1-mAb2) sowie
anschlieBendem Abwaschen ungebundener Antikorper. Die Messung erfolgte mittels
Kettenluminometer.

Bei schlechter Signal-Noise-Ratio wurde der MACN-Antikorper-Lésung noch Milchpulver
zur Absattigung Uberschussiger, unspezifischer Bindungsstellen hinzugegeben.

Zur Inkubation mit den Antikérpern sowie zur Probenverdiinnung wurde initial ein TRIS-
basiertes Puffersystem verwendet. Nach temperaturbedingten Problemen der Teststabilitat
wurden alle verwendeten Lésungen auf ein Phosphat-basiertes Puffersystem umgestelit.

Um den Probendurchsatz zu erhdhen, wurde im Verlauf auf ein 96-Kammer-Polypropylen-
plattensystem (Microplatten) umgestellt.

In mehreren Schritten konnte die eingesetzte Menge an Probenmaterial auf zuletzt 30 pl
pro Doppelbestimmung gesenkt werden. Inkubationszeiten wurden von initial 24 Stunden
zwischen jedem Schritt auf 12 Stunden fur die Immobilisation des Antikérpers und 1
Stunde Inkubation zwischen jedem weiteren Schritt reduziert.

In der finalen Testkonfiguration, wie publiziert in [2], wird phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (phosphate buffered saline, PBS) mit 0,05 mol / | K;HPO4, 0,1 mol / | NaCl
und einem pH von 6,5 als Basis verwendet. Zur Immobilisation des Antikérpers (Coating)
wurden weil3e Microplatten mit hoher Proteinbindungskapazitat und flachem Boden
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) mit 2,1 ug / ml anti-SELENBP-1mAb1 in
100 pl PBS pro Kammer bei +4 °C flr 12 Stunden inkubiert. Zur Validierung eines
Testlaufes sowie zur Standardisierung mehrerer Testlaufe mittels Eichkurve wurden
Standardlésungen mit definierten Konzentrationen von rhSELENBP1 (0,3 bis 38,2 nmol / I)
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in 1 mmol / | bovinem Serum-Albumin und PBS hergestellt und in jedem Testlauf
mitgefuhrt. Im nachsten Schritt wurden die Platten viermal mit 1 % (Volumen / Volumen,
volume / volume, v / v) Triton X-100 in PBS gewaschen. Dann wurden 15 ul Probe in 85 pl
PBS mit 10 % (v / v) Glycerol und 1 % (Gewicht / Volumen, weight / volume, w / v) BSA
pro Kammer hinzugefigt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem
Plattenschuttler platziert. Danach wurden die Platten erneut viermal gewaschen und mit
0,05 % (v / v) MACN-markiertem anti-SELENBP1-mAb2 in 100 yl PBS mit 0,1 % Triton X-
100 und 5 % (w / v) Milchpulver inkubiert und fur eine weitere Stunde auf einem
Plattenschuttler bei Raumtemperatur platziert. Im letzten Schritt wurden die Platten erneut
viermal gewaschen und in einem Luminometer (Mithras LB 940, Berthold, Bad Wildbad,
Deutschland) platziert. Die Bestimmung der SELENBP1-Menge wurde photometrisch bei
430 nm nach Zugabe von 75 pl von 0,06 % (v / v) H2O, und 0,2 mmol / | NaOH
durchgefuihrt und relative Lichteinheiten (relative light units, RLU) wurden fir 1 Sekunde
gemessen. In jedem Testlauf wurden oben beschriebene Standardlésungen zur
Errechnung einer Eichkurve sowie eine Standardprobe mit 4,8 nmol / | rhSELENBP1
mitgeflhrt. Konzentrationen unterhalb der geringsten Standardlésung wurden extrapoliert.
Zur Berechnung der Konzentration wurde eine lineare Regression der RLU als Funktion
der SELENBP1-Konzentration der Standardlésungen errechnet, wobei m und b
plattenspezifische Parameter sind:

In(RLU)-b

SELENBP1=e "

3.5. Probenmatrix, Probenstabilitat, Funktionale Assaysensitivitat und
Variabilitéat

Die Methodik zum Vergleich verschiedener Probenmatrices (EDTA-Blut vs. Lithium-
Heparinblut vs. Citratblut vs. Serum) und zur Bestimmung der Probenhaltbarkeit nach
Einfrieren / Auftauen, der Assaysensitivitat, definiert als ein Variationskoeffizient < 20 %,
sowie der Variabilitat der Messungen innerhalb eines Probenlaufs und zwischen mehreren
Probenlaufen ist im Detail publiziert [2].

3.6. Statistik

Die gesamte Statistik wurde mit freier Statistiksoftware erstellt (R > 3.0.2, R: A language
and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. https://www.R-project.org/).

Messdaten der GPX-Aktivitat sowie der SELENBP1-Konzentration wurden in Duplikaten /
Triplikaten erhoben, der Variationskoeffizient (coefficient of variation, CV) sowie das
arithmetische Mittel berechnet und Messungen mit einem CV > 20 % als invalide
verworfen. Standardisierung der Ergebnisse erfolgte mittels einer Eichkurve. In diesem
Zusammenhang wurde ein Paket zur Erleichterung der Datenubernahme von einem Plate
Reader in einen Datensatz, automatisierten Bestimmung des CVs und Mittelwerts sowie
Berechnung einer Konzentration anhand einer Eichkurve entwickelt und publiziert [44].
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Normalverteilung der Daten wurde ab einer Probenanzahl von 30 oder nach visueller
Bestatigung mittels QQ-Plot angenommen.

Zum Vergleich diskreter Verteilungen zweier unabhangiger Gruppen wurde Welch's t-test
(Normalverteilung der Proben) oder Wilcoxon'‘s rank-sum test (Mann-Whitney U-test; im
Falle fehlender Normalverteilung) verwendet. Im Falle fehlender Unabhangigkeit der Daten
bei Verlaufen Uber mehrere Messzeitpunkte wurde Friedman's test angewendet.

Zum Vergleich zweier oder mehrerer Gruppen mit kategorialen Verteilungen sowie zum
schnellen Uberblick wurden Kreuztabellen und Chi-Quadrat-Testungen verwendet. Bei
Unterschreitung der kritischen GroRe von n = 5 pro Feld kam Fisher's exact test zur
Anwendung, wenn die Rechnerkapazitat dies zuliel3.

Bei nicht linearer Beziehung zweier diskreter Variablen kam Spearman’s rank correlation
zur Anwendung um die Korrelationen zu quantifizieren.

Konfidenz (Confidence interval, Cl) und Signifikanz wurden, wie allgemein Ublich, fur ein
Alpha von 0,05 bzw. ein beidseitiges Intervall von 0,95 angegeben.
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4. Resultate

4.1. Patientenkollektive

Insgesamt konnten Patientenkollektive aus vier unabhangigen Studien verwendet werden:

Frau Dr. Pilli et al. rekrutierten 60 ambulante, euthyreote Patientinnen, zwischen 21 und 65
Jahren (Durchschnitt £ SD: 43 Jahre £ 11 Jahre) mit Autoimmunthyreoiditis ohne
Supplementationstherapie [1].

Herr Prof. Mockel et al. schlossen 85 Patientinnen und Patienten ein, die bei akutem
Brustschmerz die Rettungsstelle aufsuchten und unter dem Verdacht auf ein akutes
Koronarsyndrom (acute coronary syndrom; ACS) auf die Chest Pain Unit (CPU)
aufgenommen wurden [2].

Herr Prof. Stoppe et al. rekrutierten 75 Patientinnen und Patienten, welche elektiv einen
kardiochirurgischen Eingriff mit Notwendigkeit einer Herz-Lungen-Maschine erhielten [3].

Durch unsere Arbeitsgruppe wurde im Rahmen einer anderen Studie ein Kollektiv mit 37
Individuen aufgebaut, die in einem nicht-medizinischem Umfeld rekrutiert wurden [41].

Die klinischen Charakteristiken der Kohorten kdnnen den jeweiligen Publikationen oder
Tabelle 1 entnommen werden.

Tabelle 1: Charakteristika der verwendeten Kohorten

Prof. Prof. Prof.
Dr. Pilli et al. [1] Schomburg Méckel Stoppe
etal. [41] etal. [2] et al. [3]

Placebo 80-Semet  160-Semet

n 20 20 20 37 85 75

Alter 430+ 11,2 488+14 46976 52(20) 62 (17) 65 (17)
weiblich 100 % (20) 100 % (20) 100 % (20) 59 % (22) 19 % (16) 20 % (15)
BMI 224 (53) 236(9,3) 225(4,4) 26 (5) 27 (6) 27 (6)

Zahlen als Durchschnitt £ Standardabweichung, Median (IQR) oder % (n)

4.2. GPX-Aktivitat, Serum-Selen- und Selenoprotein P-Konzentration

Zur Optimierung des Testablaufs zur Analyse klinischer Kohorten auf die Konzentrations-
bestimmung von Selenoproteinen und Selen im Blut wurde zuerst das geschilderte
Kollektiv von Patientinnen mit Autoimmunthyreoiditis vermessen.

Anhand der zeitaufgeldsten Daten konnte beobachtet werden, dass ein Teil der
Patientinnen einen signifikanten Anstieg der Serum-Selenkonzentration Uber den
Beobachtungszeitraum zeigte. Nach Entblindung konnte von Frau Dr. Pilli et al. bestatigt
werden, dass der Anstieg nach Beginn der Supplementation einer Dosis-Wirkung-
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Beziehung folgte und die erhobenen Messwerte zur Intervention korrelierten (Figure 3 in

[1]).
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Abbildung 1: A) SELENOP und B) GPX in Abhdngigkeit von Se vor Beginn der der
Supplementation. In beiden Fillen zeigt sich eine lineare Beziehung (r = 0,56, p < 0,0001 bzw. r =
0,57; p < 0,0001). Abbildung nicht zuvor verdffentlicht, Daten aus [1].

Vor Beginn der Supplementation zeigt sich eine lineare Beziehung zwischen Se und
SELENOP sowie zwischen Se und GPX (r = 0,56; p < 0,0001 bzw. r = 0,57; p < 0,0001,
Abbildung 1), welche zu den beiden weiteren Zeitpunkten nicht beobachtet wurde. Die
Ursache hierfur durfte in der Verwendung von Selenomethionin als Supplement liegen,
welches auch unspezifisch in Proteine eingebaut wird und sich so nicht unmittelbar in
einer erhohten Expression der Selenoproteine SELENOP und GPX widerspiegelt.

4.3. Entwicklung des SELENBP1-LIA

Durch unsere Arbeitsgruppe wurde rekombinantes, humanes SELENBP1 exprimiert und
es wurden Antikdrper gegen das Protein generiert und aufgereinigt (federfiUhrend durch Dr.
Waldemar Minich unserer AG, und nicht Eigenleistung des Autors).

Zur Quantifizierung von SELENBP1 im Blut konnte aus diesen Komponenten ein nicht-
kompetitiver LIA entwickelt werden, welcher die SELENBP1-Konzentration mit einem
minimalen Probenvolumen von 30 pl pro Doppelbestimmung in einem Bereich von 0,3 bis
38,2 nmol / | misst.

Die Intra-Assay-Variabilitat von 1394 gemessenen Duplikaten betrug dabei im Median
3 %. Die Inter-Assay-Variabilitat der mitgefuhrten Standards in 32 Analysen betrug 9,9 %.

Zur breiteren Einsetzbarkeit des Assays testeten wir die Variabilitat zwischen
verschiedenen Matrices (EDTA-BIut vs. Citratblut vs. Heparinblut vs. Serum). Hier bestand
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kein relevanter Unterschied (CV < 12,5 %), sodass eine Messung von Proben aller vier
Matrices moglich erscheint (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Variation der Messungen dreier Proben (je zwei Bestimmungen) in verschiedenen
Matrices (mittlerer CV = 12 %). Abbildung nicht zuvor verdffentlicht, Daten aus [2].

Diese Ergebnisse wurden im Detail publiziert [2].

4.4. Probenstabilitat

Eine weitere wichtige Frage vor Vermessung von Studien ist der praanalytische Umgang
mit den Proben und der dadurch ggf. bedingte Verlust an Detektionssignal. Die in unserem
Labor durchgefihrten Versuche zur Lagerung zeigten bei bis zu 7 Stunden bei + 4 °C
keinen signifikanten Abfall der im Assay gemessenen Konzentrationen. Bei Raum-
temperatur hingegen kam es zu einem Abfall der messbaren SELENBP1 Konzentration
auf 73 % (58 - 88 %) des Kontrollwertes. Eine signifikante Degradation der Probe nach
zehnmaligen Einfrieren und Auftauen konnte nicht beobachtet werden (Figure 2 in [2]).

4.5. Serum-SELENBP1-Konzentration unter physiologischen
Bedingungen

Das Vorkommen von SELENBP1 im Blut war in der Literatur vor unseren Arbeiten noch
nicht beschrieben worden, sodass wir die Serumkonzentrationen in Proben einer
Kontrollkohorte (n = 37), einer Case-Control-Study [41] sowie von 66 Patientinnen und
Patienten eines herzchirurgischen Kollektivs [3] zum Zeitpunkt vor der elektiven Operation
mit dem neuen Assay bestimmt haben. Hier zeigte sich eine Normalverteilung um einen
Median von 0,28 nmol / | (99. Perzentile: 0,39 nmol / 1) bzw. 0,22 nmol / | (99. Perzentile:
0,39 nmol / I; Abbildung 3, bzw. Figure 1C in [2] und Figure 1 in [3]).
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Abbildung 3: QQ-Plots fiir A) gesunde Kontrollen (n = 37) und B) Patientinnen und Patienten
vor einem elektiven kardiochirurgischen Eingriff (n = 66). Abbildung neue Zusammenstellung
aus A) Figure 1C in [2] und B) Figure 1 in [3] (Abbildung 3B nicht Eigenleistung des Autors).

4.6. SELENBP1 im Blut bei akutem Brustschmerz

Als nachstes untersuchten wir, ob unter pathophysiologischen Bedingungen SELENBP1
im Blut nachweisbar ist. Bei 71 von 85 Patientinnen und Patienten, die mit Brust-
schmerzen die Rettungsstelle aufsuchten, wurde ein ACS diagnostiziert (ST-
Hebungsinfarkt [ST-elevation myocardial infarction, STEMI], nicht-ST-Hebungsinfarkt [non-
ST-elevation myocardial infarction, NSTEMI] oder instabile Angina pectoris [unstable
angina pectoris, UAP]). Die verbleibenden 14 Patientinnen und Patienten wurden unter
einer anderen Diagnose behandelt (Tabelle 2 in [2]).

Im Vergleich zur Kontrollkohorte zeigten Patientinnen und Patienten unter Verdacht auf ein
ACS erhdhte Serumkonzentrationen mit individueller Dynamik (exemplarische Verlaufe in
Supplemental Figure 1 in [2]).

Von 85 Patientinnen und Patienten mit Brustschmerz erlitten 18 Patientinnen und
Patienten ungulnstige kardiale Ereignisse inklusive Tod (major adverse cardiac events,
MACE) und 6 Patientinnen und Patienten verstarben [2].

Die receiver operating characteristic curve (ROC Kurve) zur Vorhersage eines MACE zum
Zeitpunkt des ersten medizinischen Kontakts ergab zwei sinnvolle Grenzwerte (0,45 nmol /
| bzw. 0,80 nmol / I) bei einer Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) von 0,7
(Figure 5in [2]).

Patientinnen und Patienten mit Serumkonzentrationen Uber den postulierten Grenzwerten
(0,45 nmol / | bzw. 0,80 nmol / 1) hatten eine 6- bzw. 11-fach erhéhtes Chance (Odds), ein
MACE zu erleiden sowie eine 11- bzw. 12-fach erhdhtes Chance, vor Entlassung zu
versterben. Hervorzuheben ist der gute negative Vorhersagewert (negative predictive
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value, NPV) von 0,97 bzw. 0,96, welcher eine Stratifizierung in eine Hoch- und eine
Niedrigrisikogruppe erlaubt (Tabelle 2; auch Tabelle 3 in [2]).

Tabelle 2: Odds-Ratios und Test-Charakteristika fiir das Auftreten eines MACE inkl. Tod oder Tod
alleine zum Zeitpunkt des ersten medizinischen Kontakts, Tabelle 3 in [2].

SELENBP1 > 0,45 nmol / | SELENBP1 > 0,80 nmol /|

MACE Tod MACE Tod
Odds Ratio 6 11 11 12
Cl 2-19 2-68 2-49 2-74
p 0,0036 0,0098 0,0022 0,014
Sensitivitat 0,44 0,67 0,33 0,50
Spezifitat 0,88 0,85 0,96 0,92
PPV 0,50 0,25 0,67 0,33
NPV 0,86 0,97 0,84 0,96

Cl: Konfidenzintervall (confidence interval); PPV: positiver Vorhersagewert (positive
predictive value); NPV: negativer Vorhersagewert (negative predictive value)

4.7. SELENBP1 in der Kardiochirurgie

Im Weiteren hatten wir die Moglichkeit, die Dynamik von SELENBP1 im Blut bei
Patientinnen und Patienten zu studieren, die einen elektiven kardiochirurgischen Eingriff
erhielten, in dessen Verlauf eine Ischamie des Herzens induziert wurde.

Nach Einleitung einer Kardioplegie mit myokardialer Ischamie wahrend eines
kardiochirurgischen Eingriffs konnte im Serum von 74 von 75 (99 %) Patientinnen und
Patienten eine transiente Erhohung der SELENBP1-Konzentrationen gemessen werden,
wobei 68 Patientinnen und Patienten den im oben geschilderten Kollektiv ermittelten
Grenzwert von 0,45 nmol / | erreichten bzw. uberschritten (Figure 3b in [3]).

Es zeigten sich geschlechtsspezifische Unterschiede in Bezug auf die Geschwindigkeit
des Anstiegs, aber nicht bei der maximal erreichten Konzentration [3].

Die Hohe der gemessenen SELENBP1-Konzentration korrelierte bereits 2 Minuten nach
Beginn der Reperfusion sowie 15 Minuten nach der Entwdéhnung von der Herz-Lungen-
Maschine mit der Dauer der Ischamie (p = 0,5, p < 0,0001 bzw. p = 0,6, p < 0,0001;
Figure 4 in [3]).

Die SELENBP1-Konzentrationen 2 Minuten nach Beginn der kardialen Reperfusion sowie
15 Minuten nach der Entwohnung von der Herz-Lungen-Maschine korrelierten mit der

Konzentration der Herz-spezifischen Kreatinkinase (CK-Mb) nach dem Eingriff als Marker
fur myokardiale Schadigung (p = 0,5, p < 0,0001 bzw. p = 0.4, p = 0,0007; Figure 5 in [3]).

Patientinnen und Patienten, die im Verlauf des Krankenhausaufenthaltes eine der
Komplikationen: Tod, zerebrale Ischamie oder Bradykardie (im Folgenden als kombinierter
Endpunkt 1 bezeichnet) erlitten, zeigten signifikant erhohte SELENBP1-Konzentrationen
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im Vergleich zu den Patientinnen und Patienten ohne eine dieser Komplikationen
(Abbildung 4; Figure 6 in [3]).

SELENBP1 (nmol / )

time

Adverse Events -e- yes - no

Abbildung 4: SELENBP1-Konzentrationen im Serum von Patientinnen und Patienten im Verlauf
eines kardiochirurgischen Eingriffs, aufgeteilt in Patientinnen und Patienten mit
schwerwiegender Komplikation (Tod, zerebrale Ischdmie, Bradykardie; durchgehende Linie) und
ohne eine solche Komplikation (gestrichelte Linie), Abbildung auch Figure 6 in [3].

Grenzwerte zur Stratifizierung in Risikogruppen fur verschiedene unglnstige Ereignisse
(akutes Nierenversagen, Tod, Bradykardie, prolongierter Aufenthalt auf der Intensivstation
sowie den kombinierten Endpunkt 1 und zusatzlich mit akutem Nierenversagen) wurden
mittels ROC-Kurve bestimmt (Tabelle 2 in [3]). Fir eine Vorhersage des kombinierten
Endpunkts 1 nach einer Stunde nach Erreichen der ICU ergab sich eine AUC von 0,84
(Figure 7 in [3]). Jenseits einer Konzentration von 0,96 nmol / | ergab sich beispielsweise
eine Odds-Ratio (OR) von 30 (CI: 3 - 269) fur das Auftreten von Tod, zerebraler Ischamie
oder Bradykardie [3].
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5. Diskussion

Wir untersuchten in den oben dargestellten Arbeiten, ob SELENBP1 einen potentiellen
Stellenwert als Biomarker fur Ischamie im klinischen Alltag haben kann.

Bislang wurde SELENBP1 als intrazellulares Protein beschrieben und eine pathologische
Expression uberwiegend im Rahmen diverser maligner Erkrankungen diskutiert [45].

Zur Bestimmung der SELENBP1-Konzentration wurden bisher zumeist Gewebeproben
untersucht (u.a. [18, 22, 46]). Im Rahmen einer histopathologischen Untersuchung von
Tumorgewebe ist die Bestimmung von prognostischen Marker aus dem Gewebe, z.B.: der
Wachstumsfraktion mittels KI-67, lange etabliert [47]. Wir planten die Eignung von
SELENBP1 als Biomarker flr eine akute Hypoxie zu untersuchen. Hierzu bedarf es eines
Untersuchungsmediums, welches schnell und wenig invasiv verfugbar ist, z.B.: Serum. So
wird zum Nachweis einer myokardialen Ischamie routinemaRig die Serumkonzentration
von kardialem Troponin herangezogen [48].

Hierfur etablierten wir einen nicht-kompetitiven LIA, mit dessen Hilfe eine zuverlassige
Quantifizierung aus dem Blut mdglich ist. Wir optimierten die Probenreagenzien flr einen
stabilen Einsatz und eine minimale Menge an Probenmaterial. Wir konnten demonstrieren,
dass die SELENBP1-Konzentration mit unserem Assay in verschiedenen Matrices
gemessen werden kann. Weiterhin beobachteten wir, dass Messungen auch nach
mehrmaligem Einfrieren und Auftauen des Probenmaterials moglich sind, es aber bei
Raumtemperatur innerhalb weniger Stunden zu einem signifikanten Abfall der SELENBP1-
Konzentration kommt [2].

Mit unseren analytischen Arbeiten konnten wir erstmalig zeigen, dass SELENBP1 im
Blutstrom von gesunden und erkrankten Frauen und Mannern gefunden werden kann. Wir
beobachteten, dass in einer Kontrollkohorte [2] sowie praoperativ vor einem elektiven,
kardiochirurgischen Eingriff [3] messbare Konzentrationen von SELENBP1 im Blut
zirkulieren. In beiden Populationen gab es keinen Anhalt fur eine akute Pathologie. Die
gemessenen Serumkonzentrationen waren bis auf zwei Ausrei3er normalverteilt mit einer
oberen Grenzkonzentration von 0,39 nmol / I, was auf ein physiologisches Vorkommen
geringer Mengen an SELENBP1 im Blutstrom hindeutet.

Scortegagna et al. berichteten, dass HIF-1a die Expression von SELENBP1 in der Maus
hochreguliert [35]. Hypoxie, wie sie zum Beispiel in soliden Tumoren herrscht, wiederum
stimuliert die Expression von HIF-1a [49]. Dennoch wird in vielen soliden Tumoren eine
Reduktion von SELENBP1 beobachtet und ist Uberwiegend mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert [8, 12-19, 21, 22, 26-29, 33-35, 46, 50-55].

Wir untersuchten, ob unter Hypoxie relevante Veranderungen der SELENBP1-
Konzentration im Blut auftreten. Als klinisch relevante Gewebehypoxie wahlten wir die
myokardiale Ischamie aus.

Mit global mehr als 153.533.000 Betroffenen und einer Inzidenz von jahrlich tber
20.731.000 Erkrankten in 2016 [56] stellt die ischamische Kardiomyopathie 2,2 % der
globalen Krankheitslast dar [57]. In Deutschland kommt es relativ konstant zu 249
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Hospitalisationen aufgrund eines akuten Koronarsyndroms (ACS), als akute Manifestation
einer kardialen Ischamie, pro 100.000 Einwohnern pro Jahr [58].

Bei Patientinnen und Patienten welche unter dem Verdacht auf ein akutes Koronar-
syndrom in der Rettungsstelle behandelt wurden, fanden wir deutlich erhdhte
Serumkonzentrationen von SELENBP1, welche einen dynamischen Verlauf zeigten und
mit einer mehr als zehnfach erhéhten Chance fur ein MACE oder Versterben assoziiert
sind [2]. Dies deutet auf einen krankheitsspezifischen Zusammenhang hin und ist
prognostisch hoch relevant.

Patientinnen und Patienten vor einem elektiven kardiochirurgischen Eingriff wiesen als
physiologisch anzunehmende Serumkonzentrationen von SELENBP1 auf. Wir konnten
zeigen, dass die SELENBP1-Konzentration nach Induktion einer Kardioplegie mit
konsekutiver kontrollierter Ischamie des Herzens ansteigt und binnen 24 Stunden wieder
abfallt [3]. Die Dauer der iatrogenen Ischamie korrelierte nahezu linear mit der Héhe der
SELENBP1-Konzentration kurz nach Reperfusion des Herzens [3], sodass wir in
Zusammenschau der Ergebnisse eine myokardiale Ischamie als Stimulus der SELENBP1-
Freisetzung postulieren.

Beim akuten Koronarsyndrom ist ein friher, objektivierbarer Ischamienachweis
maldgeblich, um rechtzeitig eine lebensrettende Therapie einzuleiten. Die aktuellen
Leitlinien der European Society of Cardiology fordern flr einen Myokardinfarkt mit ST-
Streckenhebung (STEMI) eine Zeit bis zur Intervention von < 60 Minuten fur Zentren mit
der Moglichkeit zur Koronarangiographie. Maximal sollten aber 120 Minuten vom Beginn
der Symptome bis zur Einleitung einer Therapie vergehen [59]. Auch fur eine
Myokardischamie ohne Hebung der ST-Strecke (NSTEMI) ist bei einer Hochrisiko-
konstellation eine Intervention innerhalb von 120 Minuten empfohlen [60]. Beides
beinhaltet fir Kliniken ohne eigenes Herzkatheterlabor eine rasche Verlegung in das
nachstgelegene, geeignete Zentrum und unterstreicht die Notwendigkeit einer raschen
Diagnosefindung und Risikostratifizierung. Beide Leitlinien stitzen sich hierbei auf eine
Kombination aus Klinik, EKG-Veranderungen und der Bestimmung von kardialen
Biomarkern, primar den kardialen Troponinisoformen T und I. Zur Definition eines NSTEMI
werden hier meist serielle Bestimmungen der Troponinkonzentration Uber einen Zeitraum
von 1 - 6 Stunden herangezogen, da die initiale Troponinkonzentration unter dem
Grenzwert liegen kann [59]. Hier besteht Bedarf fir weitere, schon friih im Verlauf des
Ereignisses auftretende, objektivierbare Biomarker zur schnellen Diagnosefindung und
Risikostratifizierung.

Der definierte Zeitpunkt und klare Beginn der (iatrogenen) Ischamie des kardiochirur-
gischen Kollektivs [3] liel3 es zu, die Dynamik der SELENBP 1-Konzentrationen im Blut
darzustellen. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg bereits nach 45 Minuten, sodass
SELENBP1 potenziell einen frihen Biomarker darstellt.

Die MB-Isoform der Kreatinkinase (Creatinkinase myocardial band, CK-Mb) stellt einen
weiteren etablierten Biomarker beim akuten Koronarsyndrom dar, wobei die maximale
Hohe der CK-Mb-Konzentration mit dem Ausmall der myokardialen Schadigung assoziiert
ist [61].
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Die bei dem von uns als Modell verwendeten, kardiochirurgischen Eingriff intraoperativ
gemessenen SELENBP1-Konzentrationen korrelierten mit der nach dem Eingriff
gemessenen CK-Mb-Konzentration [3], i.e., der Anstieg der SELENBP1-Konzentration im
Serum scheint dem der CK-Mb-Konzentration vorauszugehen.

Wir konnten keine Korrelation mit kardialem Troponin, als etabliertem Marker fur
Untergang von Kardiomyozyten, sehen [2], sodass wir eine andere Pathophysiologie
vermuten. Ein sehr rascher Anstieg der SELENBP 1-Konzentration sowie die nahezu
lineare Korrelation zur Ischamie des Herzens lassen uns annehmen, dass SELENBP1 vor
dem Untergang des Kardiomyozyten ausgeschuttet wird, potenziell bevor eine irreversible
Schadigung eintritt, sodass eine Ausschuttung von Troponin ausbleibt oder nur attenuiert
vorliegt.

Einen ahnlichen Mechanismus der Freisetzung von SELENBP1 in Abhangigkeit der
zellularen Schadigung noch vor der Apoptose bzw. Nekrose postulieren Lee et al., die in
einem Rattenmodell zeigen, dass SELENBP1 dosisabhangig unter toxischer Stimulation
aus der Niere ausgeschuttet wird [24]. Pathophysiologisch beobachteten Lee et al. in den
geschadigten Zellen ebenso eine dosisabhangig gesteigerte Expression von HIF-1a. Die
in Abwesenheit von Hypoxie vorliegende Ursache der gesteigerten HIF1-a- und
SELENBP1-Expression konnte hierbei, wie von Huang et al. postuliert, in einem
vermehrten Anfall von ROS im Rahmen des gesteigerten zellularen Stress liegen [22].

Ein Erscheinen von SELENBP1 im Blut noch vor dem Eintritt einer irreversiblen
Schadigung des Herzens hatte nicht nur Einfluss auf akute diagnostische und
therapeutische Strategien, sondern wirde auch neue Perspektiven in der nicht-invasiven
Ischamiediagnostik im Rahmen von Belastungstests eroffnen.

Wir konnten keinen Zusammenhang zwischen SELENBP 1-Konzentration und CRP-,
Thrombozyten- oder Leukozytenkonzentration als Ausdruck systemischer Entzindung
bzw. einer Akuten-Phase-Reaktion beobachten [2], sodass wir annehmen, dass die
Freisetzung von SELENBP1 auf einer direkten und lokalen Reaktion auf zellularer Ebene
beruht und nicht systemisch oder zentral reguliert wird.

Ob ein Zusammenhang zwischen der gegenlaufigen Regulation von Se [62] und
SELENORP [40] bei systemischer Inflammation [39] und Hypoxie [36] auf der einen Seite
und dem perakuten Auftreten von SELENBP1 im Blut [2, 3] auf der anderen Seite besteht,
und ob SELENBP1 und GPX3 im Blut ebenfalls interagieren, wie es fur SELENBP1 und
GPX1 intrazellular beschrieben ist [33], bleibt ungeklart.

Die beiden hier im Detail beleuchteten Studien mit Herzpatientinnen und -patienten waren
explorativ und einige Limitationen sollten beachtet werden. Beide Studien sind durch ihre
Kohortengrdfie und die relativ niedrige Rate an ungunstigen Folgen in ihrer
Generalisierbarkeit eingeschrankt [2, 3]. Weiterhin verbleiben der exakte Stimulus und der
Pathomechanismus der SELENBP1-Freisetzung nicht abschliel3end geklart. In dem
Kollektiv der Patientinnen und Patienten mit Brustschmerz konnten wir keine so homogene
Dynamik Uber die Zeit der SELENBP1-Konzentrationen beobachten [2] wie das in dem
kardiochirurgischen Kollektiv der Fall war [3]. Hier kdnnte eine mutmalilich nicht immer
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zuverlassige, selbstberichtete Zeit seit Beginn der Symptome (symptom onset time, SOT)
[2] eine Rolle gespielt haben. Weiterhin befanden sich unter den Patientinnen und
Patienten mit Brustschmerz solche mit temporarer versus noch-anhaltender Ischamie, was
unter unserer Hypothese eine fortgesetzte Freisetzung von SELENBP1 bedingen sollte.

Trotz der oben genannten Limitationen erscheint uns dennoch mit SELENBP1 ein neuer,
zuverlassiger und sehr friher Biomarker fur eine Myokardischamie identifiziert zu sein,
dessen diagnostische Bedeutung in Folgestudien weiter untermauert werden muss.
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Abstract: Selenium-binding protein 1 (SELENBP1) is an intracellular protein that has been detected in
the circulation in response to myocardial infarction. Hypoxia and cardiac surgery affect selenoprotein
expression and selenium (Se) status. For this reason, we decided to analyze circulating SELENBP1
concentrations in patients (n = 75) necessitating cardioplegia and a cardiopulmonary bypass (CPB)
during the course of the cardiac surgery. Serum samples were collected at seven time-points
spanning the full surgical process. SELENBP1 was quantified by a highly sensitive newly developed
immunological assay. Serum concentrations of SELENBP1 increased markedly during the intervention
and showed a positive association with the duration of ischemia (¢ = 0.6, p < 0.0001). Elevated serum
SELENBP1 concentrations at 1 h after arrival at the intensive care unit (post-surgery) were predictive
to identify patients at risk of adverse outcome (death, bradycardia or cerebral ischemia, “endpoint
1”7; OR 29.9, CI 3.3-268.8, p = 0.00027). Circulating SELENBP1 during intervention (2 min after
reperfusion or 15 min after weaning from the CPB) correlated positively with an established marker
of myocardial infarction (CK-MB) measured after the intervention (each with ¢ = 0.5, p < 0.0001). We
concluded that serum concentrations of SELENBP1 were strongly associated with cardiac arrest and
the duration of myocardial ischemia already early during surgery, thereby constituting a novel and
promising quantitative marker for myocardial hypoxia, with a high potential to improve diagnostics
and prediction in combination with the established clinical parameters.

Keywords: trace element; biomarker; selenoprotein; metabolism; redox regulation; prediction

1. Introduction

Selenium (Se) is an essential trace element affecting the expression of selenoproteins and redox
signaling [1,2]. The metabolism of Se and the control of selenoprotein expression is complex as there
are disease-, genotype-, sex- and potentially age-specific differences in combination with a variety of
nutritional Se sources [3-7]. There are two major types of proteins related to Se, i.e., the selenoproteins
with one or more genetically encoded selenocysteine residues in their primary sequence [8] versus the
group of less-well-defined Se-binding proteins [9]. Selenium-Binding Protein 1 (SELENBP1) constitutes
the most-intensively characterized member of the latter group of proteins [10]. SELENBP1 is expressed
in most human and rodent tissues and migrates as a 56 kD band in electrophoretic analyses [11]. Its
expression levels have been associated with tumorigenesis and cancer growth [12], especially in relation
to androgen concentrations and prostate cancer [13]. A physical interaction between SELENBP1 and
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the major intracellular Se-dependent glutathione peroxidase (GPX1) has been described, functionally
connecting both groups of Se-containing proteins [14]. Several analyses have quantified SELENBP1 in
tumor tissues and report on reduced SELENBP1 expression levels in association with poor survival
in gastric [15], breast [16] and renal cancer [17]. Collectively, these studies have highlighted the
Se-dependent intracellular activities of SELENBP1 and a prognostic value of its expression levels in
tumors as a biomarker of disease severity.

Alterations in Se blood levels and differences in the concentration of extracellular selenoproteins
appear to be of similar relevance for health and disease. There are three major Se-containing
circulating proteins, i.e., the plasma glutathione peroxidase (GPX3), the Se transport protein
selenoprotein P (SELENOP) and selenomethionine-containing albumin. Under normal conditions,
SELENOP constitutes the major fraction of extracellular Se [4], whereas the contribution of
selenomethionine-containing albumin to total Se concentration in blood largely depends on the
dietary intake of selenomethionine [18]. Circulating GPX3 is mainly derived from the kidneys and
is regulated by hypoxia, oxidative stress and Se status [19]. Genetic inactivation of the murine Gpx3
gene has not resulted in a major phenotype, except for effects on Se status [20]. The inactivation of
Selenop in mice gave rise to a complex phenotype with male infertility, growth defects, oxidative stress
and neurological impairment [21,22]. In patients, low SELENOP concentrations have been observed
in sepsis [23], inflammatory bowel disease [24] or steatohepatitis [25] and shown to correlate to poor
survival in renal cancer [26], sepsis [27] or after major trauma [28].

Information on the role and regulation of extracellular SELENBP1 is sparse. A recent report
identified the protein in urine as a novel and early biomarker of acute kidney injury [29] and we
described increased SELENBP1 concentrations in patients with acute coronary syndrome at high risk
of major cardiac events [30]. Cardiac surgery negatively affects Se status and Se deficiency increases
the risk of ischaemic heart disease [31] and promotes organ dysfunction after cardiac surgery [32].
To better characterize circulating SELENBP1 as a biomarker of myocardial stress, we monitored its
concentration in patients undergoing surgery with cardioplegia-induced myocardial arrest and the
use of a cardio-pulmonary bypass (CPB) and evaluated its potential diagnostic value with respect to
convalescence and survival.

2. Materials and Methods

2.1. Patients

In this study, consecutive patients scheduled for elective cardiac surgery with a necessity for the
use of a cardiopulmonary bypass (CPB) and cardioplegia-induced myocardial arrest were invited
to participate in this analytical study. The protocol was approved by the local institutional review
board (Ethics committee, RWTH Aachen University, Germany), registered at ClinicalTrials.gov
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT0126772), and all participants provided informed written consent.
Adult patients scheduled for elective cardiac surgery were included, and patients who were unable to
give informed consent, patients with suspicious or proven pregnancy or malignancy, and patients with
perioperative infections were excluded.

2.2. Clinical Examination, Sample Collection and Analysis

Relevant clinical data were recorded as part of the clinical routine. Serum samples were taken from
the central venous line after the induction of anaesthesia (pre-operative) 45 min after the institution of
CPB (myocardial ischemia), 2 min after opening of the cross-clamps (myocardial reperfusion), 15 min
after weaning from the CPB, as well as 1 h, 6 h and 24 h after admission to the ICU. Samples were stored
at —80 °C until analysis. Several routine parameters were analyzed by the clinical laboratory at Uniklinik
RWTH Aachen. SELENBP1 was measured as described earlier [30] at Institut fiir Experimentelle
Endokriologie, Charité - Universitdtsmedizin Berlin. Intra- and inter-assay coefficients of variation of
SELENBP1 were below 10% each.
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2.3. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed using freely available statistical software (R 3.5.1, The R
Foundation for Statistical Computing). Normal distribution of data was assessed by sample size or
visual inspection of the Q-Q plot. Welch's t-test was applied for discrete data if normality could be
assumed. Wilcoxon’s rank-sum test was used if data was sparse or not normally distributed. When
comparing groups of categorical data, Fisher’s exact test was applied or Chi-squared test was used
for sufficiently large fields of data. Spearman’s rank correlation test was performed for testing for
correlations. Friedman’s test was used when testing for changes over time due to the data not being
normally distributed. Error bars for medians could not be shown, as the test assumes normality. In a
post-hoc analysis, all the time-points were compared to baseline using Wilcoxon’s signed-rank test.
Confidence intervals (CI) and significance were reported for an interval of 0.95 and accordingly an « of
0.05, if not stated differently. In the graphics and tables, the star symbols denote the level of significance:
* p<0.05,**: p<0.01,**: p<0.001, and ***: p < 0.0001. The following algorithm was used to determine
quantiles: m = (p + 1)/3. p[k] = (k-1/3)/(n + 1/3), resulting in p[k] = median[F(x[k])]. Cross-tables and
empirical receiver-operator-curves (ROC) were used to establish threshold concentrations above which
the risk for adverse outcomes increased. If a threshold was found to be of diagnostic or predictive
value, the area under the curve (AUC) and p-value were calculated and reported.

3. Results

Baseline characteristics of the patients enrolled in the clinical study are provided below. The
patients underwent either a single procedure or a procedure combining two or more interventions
(Table 1).

Table 1. Clinical characteristics of patients in relation to serum selenium-binding protein
(1SELENBP1) concentrations.

SELENBP1-Positive * SELENBP1-Negative

Parameter Total (n = 66) (n = 18) (1 = 48)

Age (years) 65 (58-75) 65 (60-75) 66 (56-75)
Female sex (1) 23% (15) 8% (5) 15% (10)
Male sex (n) 77% (51) 20% (13) 58% (38)
BMI (kg/m?) 27 (25-31) 27 (25-32) 28 (25-30)
EUROscore ! 4 (2-6) 6 (5-8) 3 (1-6)

Duration of intervention (min)
Duration of CPB (min)

271 (207-330)
120 (85-149)

282 (225-317)
148 (126-176)

265 (200-331)
100 (83-134)

Duration of ischemia (min) 72 (58-107) 112 (93-134) 63 (58-84)
Stay in hospital (days) 9 (7-11) 11 (8-14) 9 (7-10)
Bradycardia (n) 6% (4) 5% (3) 2% (1)
Exitus letalis (n) 5% (3) 5% (3) 0% (0)
Pneumonia (n) 5% (3) 5% (3) 0% (0)
Acute kidney failure (n) 5% (3) 3% (2) 2% (1)
Wound infection (n) 2% (1) 2% (1) 0% (0)
Cerebral ischemia (n) 2% (1) 2% (1) 0% (0)

Data are expressed as % (n) or median (IQR); * SELENBP1 positive; serum SELENBP1 concentration > 0.96 nM
at 1 h after arrival on the ICU; ! EURO score; system to assess early mortality after cardiac surgery, according to
Nashed et al. [33].

3.1. Preoperative Status of SELENBP1 Follows a Normal Distribution

The patients analyzed in this study underwent elective cardiac surgery, as opposed to an acute
emergency procedure. For this reason, it was assumed that baseline serum SELENBP1 concentrations
would follow a normal distribution before the intervention. Indeed, SELENBP1 values were normally
distributed with the 99th percentile at 0.4 nM and the mean + 2.5 standard deviations at 0.3 nM (Figure 1),
similarly to the values reported from a healthy cohort [30]. Baseline SELENBP1 concentrations were



Nutrients 2019, 11, 2005 40f12

not related to perioperative risk as assessed with the EUROscore (Table 1). Two outliers were identified
who started with markedly elevated baseline concentrations of circulating SELENBP1 (z = 178.2 and z
= 23.6, respectively).

0.40
0.38
0.36
0.34
= 0.32 )/
0.30
0.28

SELENBP1 (nmol /

) -1 0 1 2
Theoretical quantiles

Figure 1. QQ-Plot of SELENBP1 in serum at baseline. The plot indicates the distribution of serum
SELENBP1 concentrations at baseline before surgical intervention. The straight line indicates a normal
distribution (R? = 0.96, p < 0.0001).

3.2. Intraoperative and Postoperative Kinetics of SELENBP1 Indicate a Transient Increase

The blood samples taken at different time points during and after the surgical procedure were
analyzed in order to assess the kinetics of circulating SELENBP1. The serum concentrations significantly
increased as compared to baseline over the full course of the treatment (Figure 2).
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Figure 2. SELENBP1 before, during and after surgery. Median and 10th-90th percentile of serum
SELENBP1 concentrations are provided. CPB: cardio-pulmonary bypass, ICU: intensive care unit. The
values were compared to baseline by Wilcoxon’s signed-rank test. **; p = 0.0072, ***; p < 0.0001.

During intervention, serum concentrations of SELENBP1 increased by >20% in n = 72 of the
cardiac patients (96%, Figure 3A), and 68 patients (91%, Figure 3B) surpassed the cut-off at 0.46 nM,
determined earlier as the threshold for an increased risk of death or other major adverse cardiac
event in patients with suspected myocardial infarction [30]. The SELENBP1 concentrations increased
until 2 min after reperfusion in 61 patients (81%), and until 15 min after weaning from the CPB in
71 patients (95%). Notably, the increase was transient, highlighting an inducing stimulus of short
duration. Declining serum concentrations of SELENBP1 were observed in 65 patients (87%) within



Nutrients 2019, 11, 2005 50f12

the first 6 h after admission to the ICU and in 70 patients (93%) within 24 h after admission to the
ICU. In total, 74 patients (99%) showed a transient increase in serum SELENBP1 concentrations after
reperfusion and qualified as responders in our hypothesis.
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Figure 3. Transient SELENBP1 increased above thresholds. (A) Almost all the patients displayed
elevated serum SELENBP1 concentrations during the intervention, as judged by an increase of
at least 20% in comparison to pre-op levels, or (B) by surpassing a predefined cut-off value
(0.455 nM), or an increase by >20% if the pre-op level was already elevated and >0.455 nM (empirical
cumulative distribution).

3.3. Serum SELENBP1 Concentrations Correlate to the Duration of Ischemia

Cardioplegia and the CPB exert a severe stress on the myocardium and the whole organism.

Both interventions are related to ischemia of the heart and may constitute the major stimulus for
the release of SELENBP1 into the bloodstream. Accordingly, a strong association of serum SELENBP1
concentrations with the duration of ischemia was observed already at 2 min after reperfusion (¢ = 0.5,
p < 0.0001), and at 15 min after weaning from the CPB (¢ = 0.6, p < 0.0001, Figure 4). Serum SELENBP1
was slightly lower in female than in male patients at 15 min after CPB (median for female sex: 0.6 nM
vs. male sex: 0.8 nM, p = 0.043). Fewer female patients showed a rise in SELENBP1 concentrations
until 2 min after reperfusion (0.6 of female patients vs. 0.9 of male patients, p = 0.045), indicating a
slightly lower velocity. The peak values did not differ significantly between the sexes.
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Figure 4. Correlation of serum SELENBP1 concentrations with duration of ischemia. Serum SELENBP1
concentrations were determined at 15 min after weaning from the CBP and are displayed in relation to
duration of ischemia. A linear correlation is observed (o = 0.6, p < 0.0001).
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3.4. Elevated Serum SELENBP1 Concentrations Predict Myocardial Damage

Circulating concentrations of SELENBP1 were unrelated to many routine laboratory markers in
patients attending the emergency ward for chest pain, like troponin T, creatinine, the heart-specific
isoform of creatine kinase (CK-MB), the liver enzymes ASAT or ALAT, white blood cell count (WBC),
potassium or others [30]. In contrast to the former study, this analysis used samples where the time
points for analysis were controlled tightly and were pre-defined, allowing a close monitoring and
comparison of the kinetic behavior of cardiac biomarkers. Serum SELENBP1 concentrations increased
already intraoperatively (2 min after reperfusion or 15 min after weaning from the CPB) and correlated
positively to the CK-MB values measured after the intervention. This result indicates that a rise in serum
SELENBP1 concentrations constituted an early event and preceded a rise in CK-MB concentrations as
a marker for myocardial damage (Figure 5).
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Figure 5. Correlation of intraoperative serum SELENBP1 concentrations with heart-specific creatinine
kinase (CK-MB) after surgery. Serum SELENBP1 measured during intervention and heart-specific
CK-MB concentrations measured after intervention display a positive correlation, both to the SELENBP1
concentrations measured at (A) 2 min after reperfusion (¢ = 0.5, p < 0.0001), and at (B) 15 min after
weaning from the CBP (¢ = 0.4, p = 0.0007), respectively.

3.5. Elevated Serum SELENBP1 Concentrations Are Indicative of Adverse Outcomes

Next, the potential association of serum SELENBP1 with adverse outcomes was evaluated. The
elevated serum concentrations of SELENBP1 were significantly associated with adverse outcomes,
and predictive to discriminate patients at risk from those with negligible risk for death, bradycardia,
cerebral ischemia, stay at the ICU for > 40 days, acute kidney injury or pneumonia (Table 2).

Patients suffering from bradycardia, death, or cerebral ischemia (combined endpoint 1) displayed
markedly elevated serum concentrations of SELENBP1 at several points compared to those patients
without any of these serious events (p = 0.033 at 45 min after induction of ischemia, p = 0.0051 at 2 min
after reperfusion, p = 0.0011 at 15 min after weaning from the CPB, and p = 0.0017 at 1 h after arrival
on the ICU) (Figure 6).
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Table 2. Association of elevated serum SELENBP1 concentrations with adverse outcomes.

Parameter Threshold CI p PPV NPV  AUC n
[nM]
15 min after CPB
combined endpoint 1 * 0.988 22 3-194 0.0005 0.333 0.978 0.84 8
combined endpoint 2 * 0.820 18 2-152 0.0011 0.310 0.976 0.81 9
1hICU
death 2.238 124 6.2777 0.0042 0.667 0.984 0.92 2
acute kidney injury 0.889 20 1-411 0.029 0.158 1.000 0.83 4
combined endpoint 1 * 0.956 30 3-269 0.0003 0.389 0.979 0.84 7
combined endpoint 2 * 0.889 33 4-296 <0.0001 0.421 0.979 0.84 7
6 hICU
death 1.292 63 4-1018 0.0077 0.500 0.984 0.88 3
maximal levels
bradycardia 0.988 23 1-439 0.014 0.167 1.000 0.81 5
cerebral ischemia 1.396 25 1-544 0.034 0.143 1.000 0.90 3
combined endpoint 1 * 0.988 25 3-215 0.0003 0.333 0.980 0.88 8
combined endpoint 2 * 0.968 24 3-199 0.0003 0.333 0.979 0.86 9
stay in ICU for >40 day 0.870 4 1-10 0.013 0.484 0.795 0.70 14

* Combined endpoints; combined endpoint 1 comprises bradycardia, death, and cerebral ischemia; combined
endpoint 2 comprises bradycardia, death, cerebral ischemia, as well as acute kidney injury. OR; odds ratio; CI,
confidence interval; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value, AUC, area under the curve.

151 * *k *k *k
-
°
£
£ 1.0
Q
(40)]
&
W 0.5
w
w

time

Adverse Events -~ yes - no

Figure 6. SELENBP1 before, during and after cardiac surgery in relation to outcome. Elevated
serum SELENBP1 concentrations are associated with adverse events during the full course of surgery,
especially directly after reperfusion, after weaning from the CPB, and shortly after arriving on the ICU.
Adverse events comprise death, cerebral ischemia, bradycardia (p = 0.033 for 45 min after induction of
ischemia, p = 0.0051 for 2 min after reperfusion, p = 0.0011 for 15 min after weaning from the CPB, and
p = 0.0017 for 1 h after arrival on the ICU) (AUC; 0.8). **; p < 0.01, *; p < 0.05.

The clinical data along with the information on serum SELENBP1 were finally used to conduct a
Receiver-Operator-Curve (ROC) analysis for predicting adverse events on the basis of elevated serum
concentrations of SELENBP1 (Figure 7).
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Figure 7. Receiver-Operator-Curve (ROC) analysis for SELENBP1 predicting adverse events. The
receiver-operator-analysis for SELENBP1 concentrations and adverse events (death, cerebral ischemia,
bradycardia) indicates a relatively meaningful predictive value (AUC; 0.8).

4. Discussion

In this study, circulating SELENBP1 concentrations were monitored in patients undergoing cardiac
surgery along the time span from preparation for the intervention until 24 h after arriving at the ICU.
The surgical intervention involved a CPB, and this procedure constitutes a clinical model for ischemia
and reperfusion. Importantly, all time points could be reliably analyzed as the patients were not
arriving at the hospital after an adverse incidence but underwent an elective and tightly scheduled
procedure. To our surprise, a strong increase in serum SELENBP1 concentrations was detected in all
but one patient. The SELENBP1 concentrations in serum reflected the myocardial damage already
during surgery and nicely correlated with the levels of the heart-specific isoform of creatine kinase
(CK-MB) measured after the intervention. The comparison of serum SELENBP1 concentrations with
the duration of ischemia indicated an almost linear relationship, suggesting that serum SELENBP1
constituted a reliable novel marker of myocardial stress.

This notion is supported by the strong association of circulating SELENBP1 levels during and
directly after the procedure, with a higher mortality risk and incidence rate of adverse events, including,
e.g., length of stay at the ICU, bradycardia or cerebral ischemia. The thresholds with good positive
and strong negative predictive power were in the same range as determined before in relation to
chest pain and suspected myocardial infarction [30]. Collectively, serum concentrations of SELENBP1
seem to reliably indicate severe cardiac damage in patients, whereas no relevant amounts of serum
SELENBP1 were detectable under control conditions in healthy subjects where SELENBP1 is located
intracellularly [10,14,34]. Notably, the increased levels and fast kinetics of circulating SELENBP1 were
not affected by traditional risk-factors and the baseline values did not reflect perioperative risk as
assessed by the EURO-Score [33], supporting the notion that circulating SELENBP1 reflects acute
events rather than indicating chronic risk-related factors. It remains to be studied whether the extent
of SELENBP1 release is related to baseline Se status, as determined by the activity of circulating
GPX3, SELENOP or total serum Se concentrations, and whether SELENBP1 is increased in chronic
inflammatory heart disease as a potentially valuable prospective biomarker.
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The previous study indicated that elevated serum concentrations of SELENBP1 in patients
suspected of myocardial infarction were indicative of a higher mortality and other major adverse
cardiac events [30]. There were no significant correlations with the commonly used clinical markers,
such as troponin, as measured with a high-sensitivity assay, aspartate aminotransferase, creatinine,
fibrinogen, prothrombin time or blood cell counts [30]. Consequently, we assumed that the stimulus
for the release of SELENBP1 into the bloodstream should be different from necrosis of cardiomyocytes,
which would be associated with increased circulating cardial troponins. The fast appearance of
SELENBP1 already during surgery and the linear relationship between circulating SELENBP1 and the
duration of myocardial ischemia suggests that SELENBP1 may have been released by cardiomyocytes
upon stress and before necrosis. This hypothesis is supported by the moderate linear correlation
of serum SELENBP1 during surgery to CK-MB measured at later time-points and the biologically
plausible time span needed for necrosis to occur in response to hypoxia and acidosis [35].

Heart tissue is not the only potential source of extracellular SELENBP1, as urinary SELENBP1
was described as a new biomarker of heavy metal-induced kidney injury, where the protein increased
strongly in the renal cortex after mercury administration in a rodent model of nephrotoxicity [36]. The
authors propose urinary SELENBP1 as a novel sensitive and specific biomarker for early stages of
kidney injury before irreversible damage has taken place [29,36]. Accordingly, serum SELENBP1 may
indicate severe and acute noxae to cardiomyocytes at an early time point before the onset of necrosis,
i.e., at a time when protective measures may possibly reverse the path to cell death. In this context, it
may be speculated that a secretion of SELENBP1 caused an associated decline of intracellular Se stores,
thereby depriving the cardiomyocyte of the trace element with essential importance for antioxidative
defense systems [37]. This notion is supported by clinical studies, where supplementation with Se
along with coenzyme Q10 significantly reduced cardiovascular mortality in a prospective randomized
double-blind controlled intervention study in European seniors [38].

There was an unexpected small difference between male and female patients concerning the velocity
of the increase. However, peak values were similar and larger studies are needed in order to elucidate
whether SELENBP1 secretion into the circulation constitutes another example of sex-specific differences
in Se metabolism and selenoprotein expression [5]. The initial symptoms, disease development and
mortality risk upon myocardial infarction show strong sex-specific differences that attenuate with age,
highlighting sex as an important modifier of cardiovascular physiology and heart disease course [39].
It will therefore be important to conduct larger studies with both male and female patients in order to
elucidate the importance of sex and age for the increase of circulating SELENBP1 concentrations, its
dynamics and predictive value.

A limitation of this clinical study constitutes the relatively small sample size, limiting the results
to testing the major hypothesis without providing the power for detailed and stratified analyses of
subgroups of patients or sex-specific differences. A major strength of this study was the reliable,
sensitive and highly reproducible analytical technique used, i.e., the novel luminometric immunoassay
used for SELENBP1 quantification, which is based on specific monoclonal antibodies and is therefore
available for verification analyses and additional clinical studies.

5. Conclusions

In this study, the kinetics and modifying factors of circulating SELENBP1 in response to myocardial
injury were characterized. Increased concentrations reflected the duration of ischemia and myocardial
damage, and reliably identified patients at risk of adverse outcomes. It is hoped that these insights will
be useful for improving the care of cardiac surgery patients and help to identifying individuals with
high risks for adverse events in order to raise increased attention and enable fast curative measures
when first signs of worsening of the clinical condition become apparent.
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