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Abstract

Background: Intravenous iron preparations such as Venofer and Monofer are used to treat
iron deficiency when oral iron is ineffective.

The aim of this study was to optimize a method for quantification of labile iron and determine
reproducibility and limits of detection and quantification. The method was used to investigate
the release of labile iron from Venofer and Monofer, and to investigate, which testparameters
could be optimized to obtain reproducible results.

Materials and Methods: The surface of polystyrene plates was coated with the iron chelator
hydroxyethylstarch-coupled deferoxamine (HES-DFO). Different Iron calibration solutions as
well as two intravenous iron preparations (Venofer and Monofer) were incubated in the
coated wells for 2 hours at 37°C and washed thoroughly. Finally, HES-DFO-bound iron was
detected by incubation of the wells with a reducing ferrozine reagent. The resulting ferrozine-
iron complex was measured in a spectrophotometer plate reader at 540nm following different
incubation periods at room temperature.

Results: The calibration curve was linear in the range of 0-250uM iron. The determination
constant r? reached a value of 0.9925 at a 15-minutes incubation period with the ferrozine
reagent and remained at this value up to one hour.

The detection limit for labile iron was 1,42uM and 1,97uM after 30 minutes and 60 minutes
of incubation with the ferrozine reagent.

At the same iron concentration, Venofer released significantly more HES-DFO chelatable iron
than Monofer. This points to a lower stability of Venofer and a higher iron binding stability of
Monofer. Reproducibility of the method improved when the incubation with ferrozine reagent
was extended from 30 to 60 minutes. Incubation for 60 minutes with ferrozine reagent,
revealed intra- and inter-day CV < 5% and < 16.5% respectively.

Conclusion: The method presented allows for the quantification of labile iron in two
intravenous iron preparations with good reproducibility. The observed differences in labile
iron of Monofer and Venofer are in accordance with their known differences in stability. To
perform the assay, a simple spectrophotometer plate reader with a filter for 540nm is
required. In addition, the incubation of the samples in the coated polystyrene plates at 37°C
and the quantification of the labile iron bound to HES-DFO in the wells can be staggered in
time and space. However, when detecting HES-DFO-bound iron with ferrozine reagent, a strict
time-based measurement protocol should be used to obtain reproducible results.



Zusammenfassung

Hintergrund: Intravendse Eisenpraparate wie Venofer und Monofer werden eingesetzt, wenn
ein Eisenmangel durch orales Eisen nicht effektiv ausgeglichen werden kann.

Ziel der Studie waren die Optimierung einer Methode zur Bestimmung von labilem Eisen sowie
die Ermittlung der Reproduzierbarkeit und des Detektions- und Quantifizierungslimits der
Methode. Mit dem Assay wurde untersucht, wie sich Venofer und Monofer bei der Freisetzung
von labilem Eisen unterscheiden, und welche Untersuchungsparameter fir eine
reproduzierbare Erfassung optimiert werden sollten.

Materialien und Methoden: Polystyren-Platten wurden mit Hydroxyethylstarke-gekoppeltem
Deferoxamin (HES-DFO), einem Eisenchelator, beschichtet. Eisenkalibrierlésungen sowie die
beiden intravendsen Eisenprdparate Venofer und Monofer wurden in den Wells der
beschichteten Platten fir 2 Stunden bei 37°C inkubiert und anschlieBend gewaschen. HES-
DFO-gebundenes Eisen wurde anschlieRend durch Inkubation mit reduzierend wirkendem
Ferrozin-Reagenz nachgewiesen. Der entstehende Ferrozin-Eisen-Komplexe wurde nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten bei Raumtemperatur in einem Plattenphotometer bei
540nm gemessen.

Ergebnisse: Der Verlauf der Kalibierkurve hatte im Bereich von 0-250uM Eisen einen linearen
Verlauf. Die Determinationskonstante r? erreichte bereits nach 15 Minuten Inkubation mit
dem Ferrozin-Reagenz einen Wert von 0,9925 und blieb bei Inkubationszeiten bis zu einer
Stunde praktisch auf diesem Wert. Wurde die Detektionsgrenze fiir labiles Eisen nach 30 und
60 Minuten Inkubation mit Ferrozin-Reagenz untersucht, betrug sie 1,42uM und 1,97uM. Die
Quantifizierungsgrenzen betrugen 3,63uM und 5,05uM zu den beiden Zeitpunkten. Venofer
setzte bei gleicher Eisenkonzentration deutlich mehr chelatierbares Eisen frei als Monofer.
Dies deutet auf eine geringere Stabilitdit von Venofer und eine stabilere Eisenbindung bei
Monofer hin. Die Reproduzierbarkeit der Methode verbesserte sich durch die Verlangerung
der Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz von 30 auf 60 Minuten. So konnten nach 60 Minuten
Inkubationszeit  Intraday-Variationskoeffizienten unter 5% und ein Interday-
Variationskoeffizient von 16,5% ermittelt werden.

Schlussfolgerung: Mit der Methode konnte das labile Eisen zweier intravendser
Eisenprdparate mit guter Reproduzierbarkeit quantifiziert werden. Der gefundene
Unterschied im Gehalt an labilem Eisen kann dabei mit den aus der Literatur bekannten
Stabilitatsunterschieden von Monofer und Venofer erklart werden. Die Methode benétigt nur
ein einfaches Platten-Spektralphotometer mit einem Filter fir 540 nm. Die Inkubation der
Proben in der beschichteten Polystyren-Platte bei 37°C und die Quantifizierung des an HES-
DFO-gebundenen labilen Eisens in den Wells kann zeitlich und rdumlich versetzt durchgefiihrt
werden. Ein genaues zeitliches Messprotokoll sollte jedoch bei der Detektion mit Ferrozin-
Reagenz eingehalten werden, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.
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1 Einleitung

Diese Studie befasst sich mit der Optimierung einer Methode zur Bestimmung von labilem
Eisen sowie deren Reproduzierbarkeit. Mit der Methode wird labiles chelatierbares Eisen von
intravendsen Eisenprdparaten gemessen, um deren Stabilitdit und Eisenfreisetzung zu
untersuchen.

Obwohl orale Eisenpraparate unkompliziert und kostenglinstig sind, wird deren Anwendung
durch Nebenwirkungen, niedrige Compliance, unzureichende Absorption und eingeschrankte
Wirksamkeit beeintrachtigt. Es besteht auch noch weiterer Forschungsbedarf, um Dosierung
und zeitliche Abfolge der Einnahme fiir die einzelnen Praparate zu optimieren. (Pantopoulos
2024)

Im Gegensatz dazu bieten verschiedene intravendse Eisenpraparate eine interessante Option
flir eine sichere Eisenversorgung. Sie bendtigen jedoch eine intensivere klinische
Uberwachung, da es zu zwei Reaktionen kommen kann: einer Typ-Il-IgE-vermittelten
Anaphylaxie, insbesondere bei Eisen-Dextran, und einer anaphylaktoiden Reaktion mit
Symptomen wie Atemnot und Hypotonie aufgrund einer Transferrin-Uberlastung.
(Macdougall 1999)

Die verfligbareb Praparate zeigen starke Unterschiede in ihrer Abbaukinetik, Bioverfligbarkeit,
moglichen Nebenwirkungen und maximal empfohlener Einzeldosis. Die Behandlung mit
intravendsem Eisen wird insbesondere fiir Dialysepatienten empfohlen, wenn das
Serumferritin unter 100 pg/! liegt, die Transferrin-Sattigung unter 20% fallt oder mehr als 10%
der roten Blutkdrperchen hypochrom sind. Zudem kann i.v. Eisen vor der Therapie mit
Erythropoietin (EPO) verabreicht werden, um Eisenmangelandamie zu vermeiden, Eisenmangel
zu behandeln oder die Reaktion auf EPO zu unterstiitzen. AuBer bei Dialysepatienten erfolgt
die Gabe von i.v. Eisen in der Regel als einmalige Dosis. Orale Praparate missen hingegen 2—

3-mal taglich eingenommen werden.(Macdougall 1999)



1.1 Problemstellung

Intravendse Eisenprdparate wie Venofer und Monofer werden haufig zur Behandlung von
Eisenmangel eingesetzt, sie unterscheiden sich aber in ihrer Stabilitat und der Freisetzung von
labilem Eisen. Labiles Eisen kann eine toxische Wirkung haben und unerwiinschte
Nebenwirkungen verursachen. Derzeit gibt es keine standardisierte Methode, die
Unterschiede in der Stabilitat und der Eisenfreisetzung dieser Praparate unter verschiedenen
Bedingungen zuverlassig erfassen kann. Ziel dieser Arbeit war die Optimierung einer Methode
zur Quantifizierung von labilem Eisen, die Genauigkeit der Messung zu priifen, sowie die

Detektions- und Quantifizierungsgrenze zu ermitteln.

2 Literaturiibersicht

2.1 Eisenfunktion

Eisen ist ein notwendiges Element flir den menschlichen Kérper und spielt eine zentrale Rolle
beim Sauerstofftransport, der DNA-Synthese und der Energiegewinnung.

Es ist essentiell fur die Produktion von Erythrozyten und ist in Hamoglobin im Ham als
Zentralatom enthalten, welches reversibel Sauerstoff binden kann und fir den
Sauerstofftransport von der Lunge zu den Geweben benétigt wird.

Etwa 70% des Korpereisens sind in den zirkulierenden Erythrozyten als Himoglobin enthalten.
Im Blutplasma ist Eisen an das Eisentransportprotein Transferrin gebunden, in Zellen und
Geweben wird Eisen im Eisenspeicherprotein Ferritin gespeichert. Gealterten Erythrozyten
werden vom retikuloendothelialen System abgebaut und das Eisen wird anschlieRend wieder
ans Plasma freigesetzt und anschlieBend an Transferrin gebunden und in dieser Form zum
Knochenmark und anderen Organen transportiert. Weiter wird Eisen auch fir die Synthese

von Enzymen, Hormonen und Eisenschwefelproteinen bendtigt (Gupta 2014).

2.2 Systemische Eisenhomoostase

Durch die systemische Eisenhomoostase wird die Eisenkonzentration im Blutplasma und der
extrazelluldaren Flussigkeit kontrolliert, ebenso die Aufnahme von Nahrungseisen Uber
Enterozyten und die Eisenfreisetzung aus Makrophagen und Hepatozyten. Als Hauptregulator
der systemischen Eisenhomoéostase wurde das Peptidhormon Hepcidin, welches

hauptsachlich von Hepatozyten synthetisiert wird, identifiziert. Es kontrolliert dabei die
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Eisenabgabe aus duodenalen Enterozyten, Makrophagen und Hepatozyten, indem es durch
Bindung an Ferroportin dessen Abbau bewirkt. Dadurch findet ein verringerte
Eisenfreisetzung lber Ferroportin aus den Zellen statt. Ferroportin (ein Membrantransport-
Protein) kommt in den meisten Zelltypen in sehr niedrigen Konzentrationen vor. Enterozyten
und Makrophagen haben eine hohere Ferroportin-Expression, wahrend Hepatozyten den

Eisenexporter Ferroportin in mittleren Konzentrationen exprimieren.(Ganz und Nemeth 2012)

cellulariron

sensing
F—=— - inflammation

1 VV

ERFE
1 I
systen'llc iron stored iron |
seniing i

erythropoiesis

Hepcidin reguliert die Eisenabsorption im Duodenum, das Rezyklieren des Eisens von gealterten
Erythrozyten liber die Makrophagen des retikuloendothelialen Systems und die Speicherung von Eisen
in der Leber. Blauen Pfeile deuten die Regulation der Hepcidin-Expression durch eisenregulierte
Faktoren an, der violette Pfeil weist auf die Rolle von inflammatorischen Zytokinen hin und der rote
Pfeil weist auf die Verminderung der Expression durch die Erythropoese hin. Erythroferron (ERFE) diirfte
an einer Erleichterung der Eisenfreisetzung bei Andmie beteiligt sein. Quelle: Abbildung entnommen
mit Erlaubnis des Verlags aus: Ginzburg, Y. Z. (2019). Hepcidin-ferroportin axis in health and disease.
Vitamins and hormones, 110, 17-45, Figure 1, page 21 (19. 12.2024)

Circulating
iron

iron recyclingT

iron absorption

s—

Abbildung 1: Eisenmetabolismus und Regulation der Hepcidin-Expression
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2.3 Eisenmetabolismus

Transferrin-gebundenes Eisen versorgt auch das Knochenmark mit diesem Metall fiir die
Erythropoese. Im Knochenmark werden die Erythrozyten-Vorldufer fast ausschlieflich durch
Transferrin mit Eisen versorgt. Die  Aufnahme erfolgt dabei Uber
Transferrinrezeptorvermittelte Endozytose. Im Gegensatz dazu kdnnen Hepatozyten und
andere nicht-erythroide Zellen Eisen auch von nicht-transferringebundenem Eisen (NTBI)
aufnehmen. Dies spielt vor allem bei einer Eisenliberladung eine Rolle. (Brissot u. a. 2012)
Chronisch niedrige Eisenkonzentrationen konnen zu einer schlechten Versorgung der
Erythropoese mit Eisen und in weiterer Folge zu einer Eisenmangelanamie fiihren. Hohe
Eisenkonzentrationen kdnnen zu erhdhter Transferrinsattigung und weiter zum Auftreten von
NTBI fihren. Nicht-Transferrin-gebundenes Eisen (NTBI, non-transferrin-bound iron) bildet
sich, wenn die Transferrinbindungskapazitat Giberschritten wird, und kann von Hepatozyten
und Kardiomyozyten aufgenommen werden, wobei die genauen Mechanismen noch unklar
sind. Dadurch kann es in weitere Folge zu einer Eisenablagerung in Organen wie der Leber und
dem Herzen kommen. (Brissot u. a. 2012)

Holotransferrin bindet an den Transferrinrezeptor und wird endozytiert. In den sauren
Endosomen wird Transferrin-gebundenes Eisen von Transferrin freigesetzt, wahrend das
weiterhin an den Transferrin-Rezeptor gebundene, eisenfreie Apo-Transferrin wieder zur
Plasmamembran zuriickkehrt. Im Endosom wird dreiwertiges Eisen durch eine
Eisenreduktase in seine zweiwertige Form umgewandelt und dann ins Zytoplasma oder die
Mitochondrien transportiert. In den Mitochondrien wird Eisen auch flr den letzten Schritt der
Ham-Synthese bendtigt. Im Zytoplasma wird es fiir die Synthese von eisenhaltigen Proteinen
verwendet oder in Ferritin, einem Eisenspeicherprotein, gespeichert. (Brissot u. a. 2012; Ganz

und Nemeth 2012)

2.4 Intravenose Eisenpraparate

Intravendse Eisenpraparate werden zur Eisensupplementierung eingesetzt, wenn orale
Praparate nicht vertragen werden oder der Eisenbedarf zu hoch ist, um das Eisendefizit durch
orales Eisen auszugleichen. Auch wenn ein rasches Auffiillen von Eisenspeichern notig ist,

kann eine Therapie mit intravenésem Eisen indiziert sein. (Macdougall 1999)
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Die klinisch eingesetzten intravendsen Eisenpradparate sind kolloidale Eisennanopartikel. Bei
diesen Praparaten wird ein Eisen(lll)-Kern durch eine Kohlenhydrathiille stabilisiert. (Geisser,
Baer, und Schaub 1993; Macdougall 1999)

Es sind verschiedene intravendse Eisenpraparate erhaltlich, wie zum Beispiel Eisen-Dextran,
Eisen-Saccharat, Eisen-Dextrin (Polymaltose), Eisen-Gluconat oder Eisen-lsomaltosid. Die
verschiedenen Eisenprdparate unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Abbaukinetik bzw.
Stabilitat. Die Stabilitat des Komplexes beeinflusst dabei die Geschwindigkeit, mit der Eisen
freigesetzt wird. Daneben hat auch die MolekilgrofRe Einfluss auf diese Parameter.
(Macdougall 1999)

Venofer besteht aus einem Eisensaccharat-Komplex und bildet einen weniger stabilen
Komplex als Monofer, welches aus einem Eisenisomaltosid-Komplex besteht.(Schaefer u. a.

2020)

2.5 Vorkommen von labilem Eisen

In lebenden Systemen ist Eisen (iberwiegend an Proteine gebunden, es kann aber auch labiles
Eisen (LCI, labile cell iron) nachgewiesen werden. LCl umfasst chelatierbare Komplexe von zwei
und dreiwertigem Eisen und wird durch die Metallkonzentration, pH-Wert und das
Redoxpotential beeinflusst. Es spielt eine Schliisselrolle in der zelluldaren Eisenhomdostase und
wird durch das Iron-Regulatory-Element - Iron Regulatory-Protein System (IRE-IRP-System)
kontrolliert, das die Aufnahme und Speicherung von Eisen in die Zelle ausbalanciert. LCI
fungiert als Indikator flir den Eisengehalt und wird durch das Gleichgewicht zwischen
Eisenaufnahme und -speicherung reguliert. Eine erhohte Konzentration an Transferrin-
gebundenem Eisen fiihrt zu einem Anstieg des LCl, wahrend pathologisch hohe LCI-Spiegel die
Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) katalysieren konnen, die in der Folge

Zellschaden verursachen kdnnen.(Cabantchik 2014)

2.6 Desferoxamin

Deferoxamin (DFO) ist ein Eisenchelator (Abbildung 2). (PubChem o. J.)

DFO ist ein hydrophiles Molekiil, das Eisen im Verhaltnis von 1:1 komplexiert und nattrlich im
Bakterium Streptomyces pilosus vorkommt. Therapeutisch wird DFO eingesetzt, um

sekundare Eisenliberladungskrankheiten zu therapieren. Es kann Eisen in der Leber Eisen
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komplexieren und chelatiert beim Hamoglobinabbau freigesetztes Eisen. DFO bildet mit Eisen
einen sehr stabilen Komplex und wird Uber den Urin ausgeschieden. DFO ist ein sehr
spezifischer Chelatbildner fir Eisen und kann Eisen effektiv aus Geweben und Zellen
entfernen, indem es Eisen aus Ferritin und Hamosiderin mobilisiert. Im Gegensatz dazu erfolgt
praktisch keine Mobilisierung von Eisen aus Transferrin und Lactoferrin.

DFO wird rascher aus dem Plasma entfernt als der Eisen-DFO Komplex und wird klinisch zur

Verbesserung der Symptome einer Eiseniiberladung eingesetzt. (Dayani u. a. 2004)

H
j 0 [I] H 0
H H
4O 0 0 oy

Abbildung 2: Chemische Struktur von Deferoxamin (DFO)

Die Abbildung stammt aus PubChem und ist veréffentlicht unter PubChem Identifier: CID 2973, URL:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Deferoxamine#section=2D-Structure, Seite besucht am
16.12.2024. (PubChem, o. J.-a)

13


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Deferoxamine#section=2D-Structure

2.7 Messung von labilem Eisen mit Deferoxamin

Nicht-Transferrin-gebundenes Eisen (NTBI) wird auch als labiles Eisen bezeichnet und kann im
Plasma im Zusammenhang mit einer Eisenilberladungserkrankung, sowie anderen
pathologischen Zustéanden auftreten (Breuer u. a. 2000).

DFO kann labiles Eisen effektiv komplexieren, wahrend Eisen aus Ferritin oder Hamosiderin
durch den Chelator nur langsam freigesetzt wird. Transferrin-gebundenes Eisen wird hingegen
von Desferoxamin praktisch nicht mobilisiert. (Dayani u. a. 2004)

Breuer und Kollegen haben zur quantitativen Bestimmung von NTBI eine Methode entwickelt,
bei der durch Oxalsdaure mobilisiertes NTBI durch ein in einer Platte fixiertes Deferoxamin
(DFO) gebunden wird. AnschlieBend wurde von Breuer et al die Menge des an DFO
gebundenen Eisens durch Zugabe eines nicht-fluoreszierenden Calcein-Komplexes mit Eisen
detektiert. Dabei wurde Eisen aus dem weniger stabilen Eisen-Calcein-Chelat von DFO
komplexiert, wodurch fluoreszierendes Calcein gebildet wurde. Proben mit wenig Eisen
hatten dadurch eine hohere Fluoreszenzintensitat, da noch eisenfreies DFO in den Wells der
Platte vorhanden war. Die Fluoreszenz wurde bei dieser Methode mit einem
Fluoreszenzplattenlesegerat gemessen (Breuer u. a. 2000). In der hier vorliegenden Arbeit
wurde anstelle von Calcein der Eisenchelator Ferrozin eingesetzt, wodurch die fluorimetrische

Messung durch eine photometrische Messung ersetzt werden konnte.

2.8 Hydroxyethylstarke-gekoppeltes Deferoxamin

Eine Weiterentwicklung von DFO stellt Hydroxyethylstarke-gekoppeltes-Deferoxamin (HES-
DFO) dar (Abbildung 3). HES-DFO entsteht durch die kovalente Bindung von DFO an HES und

stellt eine hochmolekulare Form von DFO dar.(Dragsten u. a. 2000)
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Abbildung 3: Molekulare Struktur von Hydroxyethylstdrke-gekoppeltem Deferoxamin

Abbildung entnommen aus Dragsten, P. R., Hallaway, P. E., Hanson, G. J., Berger, A. E.,
Bernard, B., & Hedlund, B. E. (2000). First human studies with a high-molecular-weight iron
chelator.  Journal of Laboratory and  Clinical  Medicine, 135(1), 57-65.
https://doi.org/10.1016/50022-2143(00)70021-7, figure 1, page 58; Erlaubnis eingeholt beim
Copyright Clearance Center's RightsLink Service am 19.,12.2024. (Dragsten u. a. 2000)

Klinische Untersuchungen mit HES-DFO zeigten eine hohere Sicherheit unter Erhalt der
Eisenbindungsfahigkeit von DFO. Desferoxamin selber ist aufgrund seiner Toxizitat bei hohen
intravendsen Dosen und dem Auftreten einer Hypotonie und seiner geringen Halbwertszeit
im Plasma weniger geeignet. DFO hat eine Halbwertszeit im niedrigen ein-bis zweistelligen
Bereich, wahrend durch die Kopplung an Hydroxyethylstarke die Halbwertszeit stark erhoht
mit etwa 20 bis 30 Stunden angegeben wird. (Dragsten u. a. 2000a)

Eine Modifikation von HES-DFO, Starke-konjugiertes DFO (S-DFO; 40SD02), wurde in einer
klinischen Studie getestet und kdnnte auch bei nur wéchentlicher Verabreichung wirksam

sein. (Harmatz u. a. 2007)

2.9 Ferrozin

Zur Bestimmung von Eisen in biologischen Proben kénnen unterschiedliche Methoden, wie
lonenchromatographie,  Fluorimetrie, = Atomabsorptionsspektrometrie ~ (AAS)  oder
Photometrie verwendet werden. Die spektrotroskopischen Methoden basieren auf der
Bildung von gefarbten Eisenkomplexen und werden, da sie schnell durchfiihrbar sind und auch

automatisiert werden kénnen, am haufigsten eingesetzt. (Malik u. a. 2020)
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Der Eisenchelator Ferrozin wird zur spektroskopischen Bestimmung von Fe(ll) eingesetzt
(Abbildung 4). Um Eisen (d.h. zwei- und dreiwertiges Eisen) durch Ferrozin vollstandig zu
erfassen miissen Reduktionsmittel eingesetzt werden. Durch Einsatz von Ascorbinsdure als
Reduktionsmittel wird in der Probe vorhandenes Fe(lll) zu Fe(ll) zu reduzieren. Ferrozin wird
vor allem deswegen zur Messung von Eisen verwendet, da die Nachweisgrenze und die

Blindwerten dieser Methode niedrig sind. (Giokas, Paleologos, und Karayannis 2002)

Na +
O -
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Abbildung 4: Chemische Struktur von Ferrozin

Die Abbildung stammt aus PubChem und ist verdffentlicht unter PubChem Identifier: CID
34127, URL: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Ferrozine#fsection=2D-Structure,
Seite besucht am 16.12.2024.
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2.10 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur quantitativen Bestimmung von labilem
chelatierbarem Eisen in intraventdsen Eisenprdaparaten zu optimieren und deren
Reproduzierbarkeit zu validieren. Untersucht wurde, ob sich die intravendsen Eisenpraparate
Venofer und Monofer, welche unterschiedliche Stabilitdt besitzen, mit dieser Methode
hinsichtlich der Freisetzung von labilem Eisen unterscheiden lassen. Zudem sollten Einfliisse
von Messparametern, wie der Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz, auf die Ergebnisse
untersucht werden, um optimale Bedingungen fir die Durchfihrung der Messung zu

ermitteln.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Materialien
Polystyrenplatten:
Fir die Bindung des Hydroxyethylstarke-gekoppelten Deferoxamin (HES-DFO) wurden
Polystyrenplatten mit herausnehmbaren Strips von zwei verschiedenen Herstellern
verwendet:
e Greiner:
Bestellnummer: 07090143.
Hersteller: Greiner, BioOne, Austria
e NUNC:
Bestellnummer: unbekannt.
Hersteller: NUNC-Immuno Module MAXISORP, Inter Med, Austria
Hydroxyethylstirke gekoppeltes Deferoxamin:
Hydroxyethylstarke gekoppeltes Deferoxamin (HES-DFO)

Hersteller: Biomedical Frontiers, Inc., USA

3.2 Losungen und Puffer

3.2.1 Coatingpuffer

Zur Herstellung des Coatingpuffers wurden zwei Losungen hergestellt:

e 10mM dibasisches Natriumphosphat: 1,791g Na,HPO, (von Merck) wurden in
einem Endvolumen von 500ml in destilliertem Wasser gelost.

e 10mM monobasisches Natriumphosphat: 0,6899 g NaH,PO; (von Merck)
wurden in einem Endvolumen von 500ml in destilliertem Wasser bei

Raumtemperatur geldst.

10mM dibasisches Natriumphosphat wurde unter Kontrolle des pH-Wertes mittels pH-
Elektrode (Schott) unter Rihren langsam mit 10mM monobasisches Natriumphosphat
versetzt, bis sich ein stabiler pH-Wert von 8,6 eingestellt hat. Der so hergestellte Coatingpuffer

wurde bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
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3.2.2 Coatinglosung mit HES-DFO:

Zur Herstellung der Coatinglosung mit HES-DFO wurden 60mg HES-DFO in 120ml Endvolumen
Coatingpuffer in einem Becherglas gelost.

Da auch langeres Rihren unter Verwendung eines Magnetrihrers zu keiner vollstandigen
Losung von HES-DFO im Coatingpuffer flihrte, wurde die Losung in weiterer Folge in einem
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 255 H, Bandelin, Deutschland) bei 25 °C flir insgesamt sechs
Minuten beschallt (Abbildung 5).

Abbildung 5: Sonorex Ultraschallbad

(Quelle: eigene Aufnahme)

Da dies ebenfalls noch zu keiner homogenen Losung von HES-DFO in Coatingpuffer fiihrte,
wurde die Losung noch weiter fiir sieben Minuten in einem Branson Sonifier 450 (Duty Cycle:
30 %, Output: zwischen 15 und 20W) beschallt (Abbildung 6). Dabei wurde das Becherglas mit
der Losung in einer Sicherheits-Sonikationskammer platziert (Abbildung 7) und mittels
eingetauchter Ultraschallsonde beschallt (Abbildung 8).

Danach wurde die Lésung weitere 5 Minuten in dem zuvor verwendeten Ultraschallbad
(Sonorex Super RK 255 H) behandelt. Die Lésung wurde bis zum Auftragen auf die Platte weiter
mittels Magnetrihrer gerihrt. Mit dieser Kombination von Behandlungsmalinahmen konnte
eine homogene Losung von HES-DFO in Coatingpuffer fir die Beschichtung der

Polystyrenplatten erzielt werden.
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Abbildung 6: Branson Sonifier 450 Ultraschall
(Quelle: eigene Aufnahme)

Abbildung 7: Sicherheits-Sonifikationskammer Abbildung 8:
(Quelle: eigene Aufnahme) Ultraschallsonde

Lésung mit eingetauchter

in  der  Sicherheits-
Sonifikationskammer

(Quelle: eigene Aufnahme)

3.2.3 10mM FeCl3 in 0,1M HCI

Fiir die Herstellung von Eisenstandardlésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen wurde

eine Stocklosung mit 10mM Eisenchlorid in 0,1M Salzsdure hergestellt.
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Dafur wurden 27mg Eisen (lll)-chlorid x 6 H,0 (FeClz-6H,0, MG= 270,30 g/Mol, MERCK) in 10

ml 0,1M Salzsaure (HCIl) gel6st. Die Losung wurde im Kiihlschrank bei 4°C gelagert

3.2.4 Entionisiertes Wasser

Mit Hilfe des GFL-Wasserdestillierapparates mit VorratsgefaR wurde hochreines, keim- und
pyrogenfreies destilliertes Wasser mit sehr niedrigem Leitwert (ca. 2,3uS/cm bei 20°C)
vorbereitet. Das Destillat entspricht den DAB-Vorschriften und den Bestimmungen

internationaler Pharmakopéen.

3.2.5 5mM EDTA

Zur Herstellung von 5mM EDTA wurden 0,5g EDTA-Natriumsalz (Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA-Natriumsalz, MG=372,24g/Mol, Schmelzpunkt = 248°C, Sigma-Aldrich) in einem
Becherglas mit ca. 400ml destilliertem Wasser bei Raumtemperatur geldst und anschlieRend
in einem Messkolben mit dest. Wasser auf 500ml Endvolumen aufgefillt. Die Losung wurde

im Kihlschrank bei 4°C gelagert.

3.2.6 0,9% NaCl

Hierbei wurde 4,5g NaCl (MG= 58,44 g/Mol, Dichte= 2,17, CARL ROTH) eingewogen, und in ca.
400ml Wasser bei Raumtemperatur gelost. Die Losung wurde dann in einem Messkolben mit
dest. Wasser auf 500ml Endvolumen aufgefiillt. Die Losung wurde im Kihlschrank bei 4°C

gelagert.

3.2.7 HBS,pH7,3

Eine HEPES-gepufferte Salzlésung mit 500ml Endvolumen wurde hergestellt, indem 2,383 g
HEPES (MG= 238,31g/Mol, CARL ROTH) und 4,383g NaCl in ca. 400ml destilliertem Wasser bei
Raumtemperatur vollstandig geldst wurde. AnschlieRend wurde der pH-Wert mit 5M NaOH
und 1M NaOH auf pH 7,3 eingestellt und anschlieffend in einem Messkolben mit destilliertem

Wasser auf 500ml Endvolumen aufgefiillt. Die Losung wurde im Kiihlschrank bei 4°C gelagert.

3.2.8 0,1N HCI

Zur Herstellung von 50ml 0,1N HCl-Lésung wurden 5ml 1M HCl mit destilliertem Wasser
verdlinnt und auf ein Endvolumen von 50 ml in einem Messzylinder eingestellt. Die Losung
wurde im Kihlschrank bei 4°C gelagert.
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3.2.9 Ascorbinsdure-Lésung (AA1)

4,4g Ascorbinsdure (Vitamin C, Apotheke zur Austria, Wien) wurden in einem Endvolumen von
25ml in 0,9%iger NaCl bei Raumtemperatur geldst. AnschlieBend wurde die Losung (AA1)

aliquotiert zu je 2ml und bei -20°C gelagert.

3.2.10 Ascorbinsdure-Ferrozin-Reagens (AA2F)

Zur Herstellung des Ascorbinsdure-Ferrozin-Reagens AA2F wurde ein Eppendorf-Gefall der
Ascorbinsdure-Losung AAl (enthdlt 2 ml der Losung AAl), aus dem Gefrierschrank
entnommen und aufgetaut. AnschlieRend wurde 2 ml AA1 mit 10 ml 0,9 % NaCl versetzt und
gut gemischt.

Zu dieser Losung wurden 20mg Ferrozin (entspricht dem Trivialnamen fir: 3-(2-Pyridyl)-5,6-
Diphenyl-1,2,4-Triazin-4',4"-Disulfonsdure, MG= 492,46g/Mol, Sigma-Aldrich) zugesetzt und

bis zur vollstandigen Losung gevortext.

3.3 Eisenbindungseffizienz unterschiedlicher Polystyrenplatten

Um geeignete Polystyrenplatten fiir die nachfolgende Studie zu finden, wurden

Polystyrenplatten von zwei Herstellern (NUNC und Greiner) verglichen.

3.3.1 Beschichtung der Polystyrenplatte mit HES-DFO

Sowohl Greiner als auch NUNC-Platten wurden, mit der in 3.2.1 beschriebenen Coatinglésung
mit HES-DFO beschichtet wobei 100ul/Well mittels 8-Kanalpipette (Rainin, Pipet-LiteTM XLS,
Mettler-Toledo, Osterreich) aufgetragen wurden Die Platten wurden anschlieRend mit einer
transparenten Selbstklebefolie (Libro, Osterreich) verschlossen und fiir 72h bei 3°C inkubiert.
Zur direkten Vergleichbarkeit der Eisenbindungsfahigkeit wurden fir den Versuch Strips von
NUNC und Greiner-Platten in die gleiche Rahmenhalterung eingespannt, um die Wells und
Strips der verschiedenen Hersteller in einem Arbeitsschritt zu behandeln und moglichst

zeitgleich zu untersuchen (Abbildung 10).

3.3.2 Waschen der Platten

Nach der Inkubation wurde die Coatinglésung mit HES-DFO durch Ausleeren der Platte
entfernt und die restliche Fliissigkeit auf einem Papierhandtuch ausgeklopft und anschlieBend

jedes Well zweimal mit je 200ul destilliertem Wasser gewaschen.
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3.3.3 Aufbringen der Eisenstandardlosung:

Danach wurden 100pl der Eisenstandardlosungen pro Well auf die mit HES-DFO beschichtete

Platte aufgetragen

3.3.4 Inkubation der Eisenstandardlosung:

AnschlieRend wurden die Platten mit einer transparenten Selbstklebefolie (LIBRO, Osterreich)
verschlossen und in einem Inkubator (Memmert, Linder Labortechnik, Osterreich) mit

Wasserdampfsattigung bei 36,6°C, fir 120 Minuten inkubiert.

3.3.5 Waschen der Platte:

Nach der Inkubation wurden die Eisenstandardlésungen durch Ausleeren entfernt.
AnschlieBend wurde jedes Well zweimal mit 150ul destilliertem Wasser und einmal mit 150ul
5mM EDTA-L6sung gewaschen. Anschliefend wurden noch zwei weitere Waschschritte mit je
150ul destilliertem Wasser. Durchgefiihrt. Bis zur weiteren Bearbeitung wurden die Platten

mit transparenter Folie (LIBRO, Osterreich) abgedeckt und bei 4°C gelagert.

3.3.6 Quantifizierung des DFO- gebundenen Eisens

Zur Quantifizierung des DFO-gebundenen Eisens wurden pro Well 120ul Ferrozin-
Ascorbinsdure-Reagenz (AA2F) zugesetzt und entweder sofort in einem temperierten
Plattenlesegerit Victor2 (HVD, Osterreich) bei 540nm bei 25°C gemessen (Abbildung 9) oder
bis zur Messung bei Raumtemperatur lichtgeschitzt (mit Alufolie abgedeckt) inkubiert.

Die photometrische Messung erfolgte nach unterschiedlichen Inkubationszeiten mit Ferrozin-
Ascorbinsaure-Reagenz.

Messungen erfolgten je nach Ansatz zu folgenden Zeitpunkten: 0, 5, 10, 15 und 20 Minuten
und dann in 5-Minuten-Intervallen. Im Platenphotometer wurden die Platten jeweils vor der

Messung mit folgenden Parametern geschiittelt:

Dauer: 3,0 Sekunden

Typ: linear, wiederholt, schnelle Geschwindigkeit
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Die Messparameter am Gerat waren wie folgt eingestellt:
Messzyklen: 12

Intervall: 300 Sekunden

=

Abbildung 9: Das temperierte Plattenlesegerdt Victor2 von HVD
(Quelle: eigene Aufnahme)

Abbildung 10: 96-Well Platte mit Strips von NUNC (links) und von Greiner (rechts)
(Quelle: eigene Aufnahme)
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3.4 Herstellung der Kalibrierlésung mit FeCls

Zur Herstellung von Kalibrierlésungen wurde zuerst eine Stocklésung mit Eisenchlorid in
verdiinnter Salzsdure zubereitet:

Eisen-Stocklésung: 10mM Eisen (lll)-chlorid in 0,1M Salzsdure (HCI):

Dafir wurden 27mg FeCls-6H,0 (Merck) exakt abgewogen und in einem Becherglas in 10mL
0,1 M HCI gelost. Nach der Herstellung wurde die Losung in Zentrifugenréhrchen mit rotem
Schraubverschluss (Falcon-Rohrchen) abgefiillt und beschriftet. Die Losung wurde im
Kihlschrank bei 4°C gelagert, um die chemische Stabilitdt der Losung sicherzustellen und
einem Abbau durch Licht oder Warme vorzubeugen. Diese Loésung diente als Ausgangspunkt

fiir eine Verdlinnungsreihe (Tabelle 1), die in 12 EppendorfgefaRen hergestellt wurde.
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Tabelle 1: Herstellung der Eisen-Kalibrierl6sungen mittels Verdiinnungsreihe

# Losung HBS (pH 7,3) Fe-Konzentration (uM)
S1 100ul FeCLs-Stock 900l 1000
S2 500pl S1 500pl 500
S3 500ul S2 500pl 250
S4 500pl S3 500pl 125
S5 500ul S4 500pl 62,5
S6 500pl S5 500pl 31,25
S7 500pl S6 500pl 15,625
S8 500ul S7 500ul 7,8125
S9 500yl S8 500pl 3,9062
S10 500pl S9 500pl 1,9531
S11 500pl S10 500pl 0,9766
S12 500pul S11 500ul 0,4882
Lw - 500pl 0
H20 dest. 500ul H;0 dest. - 0
H20 dest. 500ul H20 dest. - 0
H,0 dest. 500ul H20 dest. - 0

3.5 Herstellung von Messproben mit intravendsen Eisenpraparaten (l)

Zur Herstellung der Messproben wurde Venofer® (Eisen (lll)-Hydroxid-Saccharose-Komplex,
Vifor, Schweiz) mit einer Eisen-Konzentration von 20mg/ml, verwendet. 10ul Venofer (aus
der Ampulle, Eisenkonzentration: 20mg Fe/ml) wurden mit 90ul 0,9%iger NaCl-Losung
gemischt. Die Mischung wurde zur Homogenisierung gut gevortext. Diese Losung (Venofer
2mg Fe/ml) diente als Ausgangspunkt fur eine Verdinnungsreihe (Tabelle 2), die in 12

Eppendorfgefdllen zubereitet wurde.
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Tabelle 2: Herstellung von Messproben mit Venofer mittels Verdiinnungsreihe

Eisenkonzentration
Venofer (ug/ml)

0,9 % NaCl-Losung

Vi 50ul Venofer 950ul 100
(2mg Fe/ml)

V2 500ul V1 500ul 50
V3 500pl V2 500pl 25
V4 500ul V3 500ul 12,5
V5 500ul v4 500pl 6,25
V6 500ul V5 500ul 3,125
V7 500ul V6 500pl 1,5623
V8 500ul V7 500ul 0,7813
V9 500ul V8 500pl 0,3906
V10 500l V9 500pl 0,1953
Vi1 500ul V10 500pl 0,0977
V12 500ul V11 500pl 0,0488
0,9% NacCl - 500pl 0
0,9% NacCl - 500ul 0
0,9% NacCl - 500l 0
0,9% NacCl - 500pl 0

3.6 Herstellung der Messproben mit intravendsen Eisenpraparaten (ll)

Zur Herstellung von weiteren Messproben wurde das intravendse Eisenpraparat Monofer
(Pharmacosmos A/S, Danemark), ein Eisen(lll)-Isomaltosid-Komplex, mit einer Konzentration
von 100mg Fe/ml, verwendet. Dabei wurden 5ul Monofer aus der Ampulle mit 45ul 0,9% NaCl-
Losung versetzt. Die Mischung wurde zur Homogenisierung gut gevortext. Diese Losung
(Monofer mit 10mg Fe/ml) diente als Ausgangspunkt fiir eine Verdiinnungsreihe (Tabelle 3),

die in 12 Eppendorfgefdalen zubereitet wurde.
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Tabelle 3: Herstellung von Messproben mit Monofer mittels Verdiinnungsreihe

0,9 % NaCl- Eisenkonzentration

Losung Monofer (ug Fe/ml)

10ul Monofer

M1 (10mg Fe/mi) 990yl 100
M 2 500p M 1 500ul 50
M3 500u M 2 500l 25
M 4 500u M 3 500l 12,5
M5 500ul M 4 500ul 6,25
M6 500u M 5 500l 3,125
M7 500 M 6 500ul 1,5623
M8 500pl M 7 500ul 0,7813
M9 500ul M 8 500l 0,3906
M 10 500p M 9 500ul 0,1953
M 11 500u M 10 500l 0,0977
M 12 500ul M 11 500l 0,0488
0,9% NaCl - 500l 0
0,9% NaCl - 500l 0
0,9% NaCl - 500l 0
0,9% NaCl - 500ul 0

3.7 Herstellung von Qualitdtskontrollproben mit Venofer und Monofer

Zur Herstellung von Qualitatskontrollproben (Quality Control Samples, QCS) mit Venofer und
Monofer wurden zunachst 1:10 Verdiinnungen beider Praparate in 0,9% NaCl hergestellt.
Dazu wurden 40ul Venofer (20mg Fe/ml) mit 360ul 0,9% NaCl und 10ul Monofer (100mg
Fe/ml) mit 90ul 0,9% NaCl gut gemischt.

AnschlieRend wurden fiir die Losung V1 200ul Venofer (1:10) mit 3800ul 0,9% NaCl gut
gemischt und anschlieBend fiir die Losung V2 2ml Lésung V1 mit 2ml 0,9% NaCl gemischt. V3
wurde hergestellt durch Mischen von 2ml V2 mit 2ml 0,9 % NaCl.
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Fir die Losung M1 wurden 40ul Monofer (1:10) mit 3960l 0,9% NaCl gut gemischt und
anschlieend mittels serieller 1:1 Verdiinnung analog zu Venofer die Losungen M2 und M3

hergestellt.

3.8 Messung von DFO-chelatierbarem Eisen

3.8.1 Beschichtung von Greiner-Platten mit Coatinglosung mit HES-DFO

Aufgrund der besseren Ergebnisse beim Plattenvergleich (siehe Ergebnisse) wurden
Polystyrenplatten von Greiner fiir die weiteren Versuche vorbereitet.

Fiir die Versuche wurden 12 Platten mit der in 3.2.2 beschriebenen Coatinglésung mit HES-
DFO beschichtet (100ul/Well) und anschlieRend mit einer transparenten Selbstklebefolie
(LIBRO, Osterreich) verschlossen und fiir 72 h bei 3°C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Inkubationslosung ausgeleert und jedes Well zweimal mit je 200ul
destilliertem Wasser gewaschen, wie in 3.3.2 beschrieben. Die leeren gewaschenen Platten
wurden entweder gleich verwendet oder mit Selbstklebefolie verschlossen und bis zur

weiteren Verwendung bei 3°C gelagert.

3.8.2 Aufbringen der Proben:

Auf die mit HES-DFO beschichteten Platten wurden Eisen-Kalibrierlosungen, Proben mit
intravendsem Eisen (Venofer und Monofer) sowie alle Puffer und Loésungsmittel (LM) alleine

in Replikaten aufgetragen (je 100ul/Well) (Abbildung 11)
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Abbildung 11: 96-Well-Platte nach dem Auftragen von Eisen-Kalibrierl6sungen, Venofer, Monofer,
Puffer und LM in Replikaten
(Quelle: eigene Aufnahme)

3.8.3 Inkubation der Proben

Wie in Abschnitt 3.3.4 beschrieben wurden die Platten fir 2 Stunden bei 37°C in einem

Inkubator mit feuchter Atmosphare inkubiert.

3.8.4 Waschen der Platten
AnschlieRend wurden die Wells ausgeleert und gewaschen:
e 2 xmitje 150ul/ Well destilliertes Wasser

e 1xmitje150ul/ Well 5mM EDTA

e 2 xmitje 150ul/ Well destilliertes Wasser

Restliche Flussigkeit wurde Uber Papierhandtlichern griindlich ausgeklopft. Die Platten
wurden anschlieBend wieder mit Selbstklebefolie verschlossen und bis zur Quantifizierung des

gebundenen Eisens mittels Ferrozin-Ascorbinsaure-Reagenz bei 4°C gelagert.
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3.8.5 Quantifizierung des HES-DFO-gebundenen Eisens in den Wells

Zur Quantifizierung des HES-DFO-gebundenen Eisens in den Wells wurden pro Well 120ul
Ferrozin-Ascorbinsdure-Reagenz (AA2F) zugesetzt (Abbildung 12) und bei Raumtemperatur

(lichtgeschiitzt mit Alufolie abgedeckt) inkubiert und nach 30 und 60 Minuten photometrisch
bei 540nm gemessen (Abbildung 13)

Abbildung 12: 96-Well-Platte sofort nach dem Auftragen von AA2F-Reagenz
(Quelle: eigene Aufnahme)

Abbildung 13: 96-Well-Platte nach einer Stunde Inkubation mit Reagenz AA2F
(Quelle: eigene Aufnahme)
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3.9 Visualisierung der Beschichtung mittels digitaler 3-D-Mikroskopie
Polystyrenplatten zweier Fabrikate wurden gleichzeitig mit HES-DFO Coatinglésung
(100ul/Well) beschichtet und wie in 3.8.4 beschrieben gewaschen.

Die Beschichtung in der Platten wurde in einem Digitalmikroskop (Modellreihe VHX-X1) der
Firma Keyence, Osterreich mit konstanten Messeinstellungen aufgenommen. Das Mikroskop
bietet einen VergroRerungsbereich von 0,1 x bis 5000 x und eine Auflésung von bis zu 54
Megapixel.

Mittels 3-D-Mikroskopie wurde die Oberflachenbeschaffenheit der Platten ohne Beschichtung
und mit HES-DFO-Beschichtung untersucht (Abbildung 14 und Abbildung 15). Mittels im

Mikroskop eingebauter Kamera wurden die Oberflachenbeschaffenheiten dokumentiert.

3.10 Statistische Auswertung

Der Originaldaten-Output vom Plattenphotometer Victor2 erfolgte in MS-Excel. In Excel
wurden Templates-Sheets fiir die Auswertung programmiert, wodurch die Messwerte in den
Tabellen der einzelnen Messung halbautomatisch sortiert wurden.

Die weitere Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mittels der

Software GraphPad Prism 5 von GrapPad Software Inc., USA durchgefiihrt.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, einen direkten quantitativen Test flir labile Eisenspezies mithilfe
eines auf Polystyren-Oberflachen immobilisierten Eisenchelators zu optimieren und die
Reproduzierbarkeit zu Uberprifen. Zunachst wurden Polystyren-Oberflaichen von Platten
zweier Hersteller mit HES-DFO beschichtet, gewaschen und mit Eisenchlorid-Kalibrierlésungen
inkubiert und erneut gewaschen. Das an DFO in den Wells gebundene Eisen wurde durch
reduzierendes Ferrozin-Reagenz (AA2F) freigesetzt, reduziert und durch Ferrozin komplexiert.
Der sich bildende pinke Ferrozin-Eisen-Komplex wurde bei 540nm nach unterschiedlichen

Inkubationszeiten mit dem Ferrozin-Reagenz im Plattenphotometer gemessen.

4.1 Oberflachenbeschaffenheit von Polystyren-Platten zweier Hersteller vor

und nach Beschichtung mit HES-DFO

Polystyrenplatten von zwei Herstellern wurden, wie in Abschnitt 3.8 erklart, vor und nach
Beschichtung mit HES-DFO mithilfe 3-D-Digitalmikroskopie analysiert.

Die Analyse zeigte, dass die Wells der NUNC-Platten ohne Beschichtung eine wenig
strukturierte Oberflache aufweisen. Nach der Beschichtung mit HES-DFO war eine raue,
unregelmalige, klumpigere Beschichtung der Oberflache der Wells zu beobachten (Abbildung
14).

Die Oberflache der Wells der Platte von Greiner hatte hingegen vor der Beschichtung eine
erkennbar starkere, feine Struktur. Nach Beschichtung mit HES-DFO wies die Oberflache eine
gleichmaRigere, aber weniger dichte Beschichtung auf und es war keine Klumpenbildung zu

erkennen (Abbildung 15).
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NUNCI

Abbildung 14: Oberfliche der NUNC- Platte vor und nach der Beschichtung mit HES-DFO
(Quelle: eigene Aufnahme)

Abbildung 15: Oberfliche der Greiner-Platte vor und nach der Beschichtung mit HES-DFO
(Quelle: eigene Aufnahme)
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4.2 Messung von HES-DFO-gebundenem Eisen mit Ferrozin-Reagenz auf

Platten zweier Hersteller

Mit HES-DFO beschichtete Platten der Hersteller Greiner und NUNC wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von Eisenchlorid zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Danach
wurden gemals Abschnitt 3.8.4 mit destilliertem Wasser und 5mM EDTA gewaschen. Um das
HES-DFO-gebundene Eisen in den Wells zu quantifizieren wurde Ferrozin-Reagenz (AA2F)
zugesetzt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die im Ferrozin-Reagenz AA2F enthaltene
Ascorbinsdure wirkt reduzierend auf dreiwertiges Eisen. Das dabei gebildete zweiwertige
Eisen bildet mit Ferrozin einen pinken Ferrozin-Eisen-Komplex. Die Bildung dieses Komplexes
wurde bei 540nm in einem Plattenphotometer alle 5 Minuten wahrend 13 Messzyklen
aufgenommen.

Abbildung 16 zeigt, dass die Lange der Inkubationszeit mit dem Ferrozin-Reagenz die
Absorptionswerte bei 540nm stark beeinflusst. Kiirzere Zeiten fiihren nur zu geringer Bildung
von Ferrozin-Eisen und dadurch zu geringem Anstieg der Absorption bei 540nm. Nach
langeren Inkubationszeiten stiegen die Absorptionswerte, besonders bei hoheren

Eisenkonzentrationen.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der Bildung des Ferrozin-Eisen-Komplexes bei 540nm mit
verschiedenen Eisen-Kalibrierl6sungen auf Polystyren-Platten von NUNC und Greiner

Zur besseren Lesbarkeit sind jeweils nur die Mittelwerte der Absorptionen zu den einzelnen
Zeitpunkten aufgetragen. Um die Ergebnisse, die mit Platten von NUNC und Greiner erhalten

wurden besser vergleichen zu kénnen, wurden die Ergebnisse jeweils mit dem gleichen

Achsenbereich dargestellt.

36



4.3 Einfluss der Inkubationszeit auf die Kalibrierkurven

Die Graphen in Abbildung 16 zeigen, dass sich der Eisen-Ferrozin-Komplex erst nach langerer
Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz (AA2F) bildete. Dies wurde bei Platten beider Hersteller
beobachtet. Daher wurden nun Kalibrierkurven mit Eisenstandards auf beiden Platten
aufgenommen, wobei die Platten unterschiedlich lang mit dem Ferrozin-Reagenz inkubiert

wurden.

4.3.1 Platten von Greiner

Mit HES-DFO-beschichtete Well von Greiner-Platten wurden mit verschiedenen Eisen-
Konzentrationen fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert, anschlieBend wurden die Losungen
entfernt und die Platte gewaschen. Das DFO-gebundene Eisen in den Wells wurde
anschliefend mit Ferrozin-Reagenz (AA2F) inkubiert und der gebildete Fe-Ferrozin-Komplex
bei 540nm alle 5 Minuten im Plattenphotometer gemessen. Es zeigte sich, dass die
Standardgerade auf Greiner Platten bereits nach 5 Minuten die maximale Steigung erreichte

und es im weiteren Zeitverlauf zu keiner nennenswerten weiteren Absorptionszunahme kam

(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Absorptionsverlauf der Standardkurven bei 540nm bei Messung auf Greiner-Platte in
Abhdingigkeit der Inkubationszeit
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4.3.2 Platten von NUNC

Ebenso wurden HES-DFO-beschichtete NUNC-Platte mit verschiedenen Eisen-
Konzentrationen fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert, die Platte gewaschen und mit Ferrozin-
Reagenz (AA2F) inkubiert, um das HES-DFO-gebundene Eisen in den Wells zu quantifizieren.
Dafur wurden die Messungen bei 540nm alle 5 Minuten wiederholt. Es zeigte sich, dass bei
NUNC-Platten die maximale Steigung der Standardgeraden erst nach 60 Minuten erreicht

wurde (Abbildung 18).

Nunc-Platte Konzentrationsverlauf

1.5
-+ NUNC 5
-+ NUNC 10
1.04 ¥ -+~ NUNC 15
£ -~ NUNC 60
g -+~ NUNC 115
w 0.5 -+ NUNCO
A
0.0 T T 1
0 500 1000 1500
FeCl; (umol/l)
| HUNCO | Greiner0 | NUNC5 | Greiner5 | NUNC 10 | Greiner 10 | NUNC 15 | Greiner15 | NUNC 60 | Greiner60 | NUNC115 | Greiner1i5 |
[T+ | vssas | 0sesz | 0gaw. | 09e0s | 0951 | 09956 | 09514 | 0994 | 08327 | 09950 | 09307 | 09953 |

Abbildung 18: Absorptionsverlauf der Standardkurven bei 540nm bei Messung auf NUNC-Platte in
Abhdingigkeit der Inkubationszeit

In weiterer Folge wurden hauptsachlich die Platten von Greiner eingesetzt.

44 Eisenstandardkurve auf HES-DFO beschichteten Platten von Greiner

Kalibrierlosungen mit verschiedenen FeCls-Konzentrationen wurden auf HES-DFO
beschichtete Polystyren-Platten der Firma Greiner aufgetragen, 2 Stunden bei 37°C inkubiert,
gewaschen und anschlieBend mit Ferrozin-Reagenz (AA2F) versetzt und inkubiert. Die
Absorption des Ferrozin-Eisen-Komplexes wurde dabei direkt nach Reagenz-Zugabe bei
540nm, sowie alle 5 Minuten (Intervall 300 Sekunden) bei Raumtemperatur (26°C) im Victor

2 Plattenphotometer gemessen.
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Abbildung 19 (obere Graph) zeigt, dass sich die Absorptionswerte nach 5 - 10 Minuten bereits
stabilisieren und die Absorption mit steigender Eisenkonzentration direkt proportional
ansteigt bis zu einer Eisenkonzentration von 250uM. Bei 500uM Eisen gab es keinen weiteren
Anstieg der Absorption bei 540nm, vielmehr kam es bei der hdchsten untersuchten
Konzentration zu einem Absinken der Absorptionswerte auf Leerwertniveau (kein Eisen).

In Abbildung 19 (untere Graph) ist der lineare Bereich der Standardkurve (bis 250uM Eisen)

gezeigt.
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Abbildung 19: Verlauf der Kalibrierkurven mit Eisenchlorid nach unterschiedlichen Inkubationszeiten
mit reduzierendem Ferrozin-Reagenz
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4.5 Einfluss der Inkubationszeit auf Anstieg und Bestimmtheitsmal} der

Standardkurve

Die Standardkurven im Bereich von 0 bis 250uM Eisen aus Abbildung 19 (unten) wurden in
weiterer Folge genauer untersucht, um den Einfluss der Inkubationszeit mit reduzierendem
Ferrozin-Reagenz naher zu untersuchen. Dabei wurden die nach verschiedenen
Inkubationszeiten gemessenen Standardkurven mittels linearer Regression unter
Verwendung der Software Graph Pad Prism 5 analysiert. Die mittels linearer Regression
ermittelten Steigungen der Standardkurven zu den einzelnen Inkubationszeiten sind in

Abbildung 20 fir die verschiedenen Zeitpunkte dargestellt und in

Tabelle 4 zusammengefasst. Der Anstieg direkt nach Zugabe von reduzierendem Ferrozin-
Reagenz (t = 0 s) betrdagt 0.003660 + 0.0001708 und steigt kontinuierlich auf 0.005773 +
0.0001119 nach t= 900 Sekunden und erreicht nach t= 3300 Sekunden einen Wert von
0.006010 + 0.0001178.

Die Genauigkeit der Regressionsgerade wird durch das BestimmtheitsmaR bzw. die
Determinationskonstante r? angegeben. Diese betrug bei Beginn der Messung (t=0 Sekunden)
0,9583 und stieg nach langeren Inkubationszeiten kontinuierlich an und erreichte bei t = 900
Sekunden Inkubationszeit einen Wert von 0,9925, der dann bis zum Zeitpunkt t =3300

Sekunden praktisch konstant blieb.
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Abbildung 20: Einfluss der Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz auf Steigung und Bestimmtheitsmayfs
der Standardkurve

40



Tabelle 4: Einfluss der Inkubationszeit auf Steigung und Linearitdt der Standardkurve bis zu einer

Konzentration von 250uM Eisen

Inkubationszeit Anstieg (AE/uM) r2 Anzahl Gesamtzahl
x- Werte

Os 0.003660 + 0.0001708 0,9583 11 22
300 s 0.005433 + 0.0001252 0,9895 11 22
600 s 0.005433 + 0.0001252 0,9895 11 22
900 s 0.005773 + 0.0001119 0,9925 11 22
1200s 0.005865 + 0.0001133 0,9926 11 22
1500's 0.005922 + 0.0001134 0,9927 11 22
1900 s 0.005955 + 0.0001138 0,9927 11 22
2100 s 0.005973 + 0.0001146 0,9927 11 22
2400 s 0.005987 + 0.0001155 0,9926 11 22
2700 s 0.005997 + 0.0001146 0,9928 11 22
3000s 0.006010 + 0.0001149 0,9927 11 22
3300 s 0.006010 + 0.0001178 0,9924 11 22

Die Anderung der Parameter Steigung und BestimmtheitsmaR in Abhéngigkeit der

Inkubationszeiten ist in

Tabelle 4 zusammengefasst, wobei hier sehr deutlich zu erkennen ist, dass sich das
BestimmtheitsmaR bereits nach 15 Minuten (t = 900 Sekunden) praktisch nicht mehr

verbessert, die Steigung jedoch noch langer leicht zunimmt.

4.6 Ermittlung von LOD und LOQ

Die Nachweisgrenze (englisch: ,Limit of Detection” (LOD) und die Quantifizierungsgrenze
(englisch: ,Limit of Quantifcation” (LOQ) einer Analysenmethode sind wichtige Parameter, um
eine Analysemethode zu charakterisieren. Die Nachweisgrenze (LOD) gibt dabei an bis zu
welcher Konzentration eine Substanz mit der gewdhlten Methode nachgewiesen werden
kann, ob diese in einer Probe vorhanden ist.

Die Quantifizierungsgrenze (LOQ) gibt an, bis zu welcher Grenze eine Konzentrationsangabe
mit der gewdhlten Methode zuverlassig abgeben werden kann. Bei darunterliegenden Werten

ist eine Konzentrationsangabe unzulassig. Es kann nur noch die Aussage getroffen werden, ob
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die Substanz vorhanden ist oder nicht. Die erhaltenen Zahlenwerte sind unter dieser Grenze
als Konzentrationsangabe unzuverlassig.

Flr die Ermittlung von LOD und LOQ werden die Steigungen (Sy) der Standardgeraden sowie
die Standardabweichung eines Leerwertes (Blank) ermittelt, indem der Blank wiederholt
gemessen wird und Mittelwert und Standardabweichung (S) ermittelt werden (European

Commission. Joint Research Centre. 2016).

LOD wurde unter Verwendung folgender Formel ermittelt:

LOD = 3,9*(Sy/S) (Formel 1)

LOQ wurde gemaR folgender Formel ermittelt:

LOQ = 10*(Sy/S) (Formel 1)

Zur Ermittlung von LOD und LOQ wurden drei mit HES-DFO beschichtete Polystyren-Platten
der Firma Greiner mit Eisenstandard-Losungen sowie Blanks (destilliertes Wasser) 2 Stunden
bei 37°C inkubiert und anschlieBend gewaschen. Das DFO-gebundene Eisen in den Wells
wurde durch Zugabe von reduzierendem Ferrozin-Reagenz in den pinken Eisen-Ferrozin-
Komplex umgewandelt und dessen Absorption bei 540nm im Plattenphotometer gemessen.
Die Steigung Sy der Standardkurve wurde im Konzentrationsbereich von 0-250uM Eisen
mittels linearer Regression in GraphPad Prism 5 berechnet.

Von den in Replikaten gemessenen Blanks (enthalten destilliertes Wasser) wurden
Mittelwerte der Absorptionen sowie Standardabweichungen S ermittelt. In den folgenden
Tabellen sind Standardabweichungen (S) der Blanks und die Steigungen (Sy) der
Standardgeraden aufgelistet. Tabelle 5 enthalt die Werte, die nach 30-mindtiger Inkubation
mit Ferrozin-Reagenz erhalten wurden, wahrend Tabelle 6 die Werte enthélt, die nach 60-
mindtiger Inkubation auftraten. Die Inkubation erfolgte dabei bei Raumtemperatur (26°C). Die
Messungen erfolgten auf verschiedenen Platten zu den angegebenen Zeitpunkten. Die
Messungen auf einer Platte entsprechen einem ,Run”. Die beiden Tabellen enthalten neben
den Standardabweichungen und den Steigungen der einzelnen Runs auch Mittelwerte von S

und Sy aller Runs gemeinsam.
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Run 1 (t=30min)| Run 2 (t=30min)| Run 3 (t=30 min) Mittelwert

Std. Deviation (Sy) 0,00208 0,00090 0,00141 0,00147
n 12 12 12

Slope (S) 0,004932 0,003335 0,003562 0,003943

Anmerkung: S (in AE/uM)

Tabelle 6: Standardabweichung (Sy) und Steigung (S) nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten

Tabelle 5 : Standardabweichung (Sy) und Steigung (S) nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten

Run 1(t=60min)| Run2(t=60min)| Run 3 (t=60min) Mittelwert

Std. Deviation (Sy) 0,00166 0,00100 0,00180 0,00149]
n 12 12 12

Slope (S) 0,00333 0,00243 0,00296 0,00291

Anmerkung: S (in AE/uM)

Die Nachweisgrenzen (LOD) und die Quantifizierungsgrenzen (LOQ) aus Tabelle 7 und Tabelle
8 wurden nach Formel | und Formel Il aus den in Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgelisteten Daten
berechnet. Diese Daten stammen aus jeweils 3 Messreihen (Run 1, 2 und 3) bei denen die
Blanks in Replikaten (n = 12) gemessen wurden.

Mittelwerte fir LOD betrugen 1,42uM nach 30 Minuten und 1,97uM nach 60 Minuten
Inkubationszeit. Die mittleren LOQ-Werte betrugen nach 30 Minuten Inkubation 3,63uM und
nach 60 Minuten 5,05uM.

Tabelle 7: LOD und LOQ nach 30 Minuten Inkubation mit reduzierendem Ferrozin-Reagenz (in uM)

Run 1 (t=30 min)|Run 2 (t=30min)| Run 3 (t=30 min)| Mittelwert
LOD 1,65 1,05 1,55 1,42
LOQ 4,22 2,70 3,97 3,63
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Tabelle 8: LOD und LOQ nach 60 Minuten Inkubation mit reduzierendem Ferrozin-Reagenz (in uM)

Run 1(t=60 min)|Run 2 (t=60 min)| Run 3 (t=60 min)| Mittelwert
LOD 1,94 1,60 2,37 1,97
LoOQ 4,98 4,10 6,08 5,05

4.6.1 Vergleich LOD und LOQ auf Polystyren-Platten unterschiedlicher Anbieter

In weiterer Folge wurden noch die Nachweisgrenzen (LOD) und Quantifizierungsgrenzen
(LOQ) bei Verwendung von Polystyren-Platten der Firma NUNC und Greiner zur
Quantifizierung von HES-DFO-gebundenem Eisen ermittelt. Dabei wurden LOD und LOQ nach
30-minitiger (Tabelle 9) und 60-minitiger (Tabelle 10) Inkubation mit Ferrozin-Reagenz

untersucht. Beide Parameter hatten mit beiden Platten vergleichbare Werte.

Tabelle 9: LOD und LOQ nach 30-miniitiger Inkubation in Polystyren-Platten von Greiner und NUNC

Greiner (30 min) Nunc (30 min)
LOD 1,42 1,08
LOQ 3,63 2,77

Tabelle 10: LOD und LOQ nach 60-minditiger Inkubation in Polystyren-Platten von Greiner und NUNC (in
uMm)

Greiner (60 min) Nunc (60 min)
LOD 1,97 1,25
LOQ 5,05 3,19

4.7 Quantifizierung von HES-DFO-gebundenem Eisen bei intravendsen

Eisenpraparaten mit niederer und hoher Stabilitat

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob mit dieser Methode der Gehalt an HES-DFO-
chelatierbarem Eisen intravendser Eisenprdparate mit unterschiedlicher Stabilitat
unterschieden und quantifiziert werden kann. Zunachst wurden von zwei intravendsen
Praparaten Verdinnungen mit dem gleichen Eisengehalt in 0,9% NaCl hergestellt.

AnschlieBend wurden mit diesen Losungen Proben mit unterschiedlichen
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Eisenkonzentrationen mittels serieller Verdiinnung hergestellt (siehe Abschnitt 3.5 und 3.6.).
Diese Losungen wurden anschlieBend auf Polystyren-Platten mit HES-DFO-Beschichtung der
Firma Greiner aufgetragen und fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Parallel wurden auch
Eisenstandardldsungen (siehe Abschnitt 3.4) aufgetragen und ebenfalls 2 Stunden bei 37°C

inkubiert, um Kalibriergeraden zu erhalten.

Nach der Inkubation wurden die Platten gewaschen und HES-DFO-gebundenes Eisen in den
Wells durch Zugabe von Ferrozin-Reagenz (AA2F) in den rosa gefarbten Ferrozin-Eisen-
Komplex umgewandelt. Dabei wurde die Absorption bei 540nm direkt nach Zugabe des
Ferrozin-Reagenzes gemessen (t= 0 Sekunden) sowie alle 5 Minuten (Messintervall 300
Sekunden). Die Inkubation mit dem Ferrozin-Reagenz erfolgte dabei direkt im temperierten

Plattenphotometer bei 25°C.

In Abbildung 21 (oberer Graph) ist die Konzentration des HES-DFO-chelatierbaren Eisens fiir
Venofer dargestellt. Hier zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit der Absorption bei 540nm von
der Inkubationszeit mit dem Ferrozin-Reagenz. Insbesondere bei den weniger verdinnten
Venofer-Proben (Venofer 1 (mit 100ug Fe/ml) bis Venofer 6 (mit 3,125ug Fe/ml) hatte die
Inkubationszeit einen groRen Einfluss auf die Bildung des Ferrozin-Eisen-Komplexes. Durch die
Verlangerung der Inkubationszeit kam es zu einer starken Steigerung der Absorption bei
540nm, was auf eine Zunahme der Bildung von Ferrozin-Eisen-Komplex hindeutet. Bei den
starker verdiinnten Venofer-Losungen, (ab etwa Venofer 7 bis Venofer 12) sind bereits nach 5
Minuten (300 Sekunden) keine nennenswerten Anderungen der Absorptionswerte bei 540nm
mehr zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Bildung von Ferrozin-Eisen auch nach
langeren Inkubationszeiten nicht weiter ansteigt.

Auch bei Monofer (Abbildung 21, unterer Graph) zeigt sich eine Abhangigkeit der Bildung des
Ferrozin-Eisenkomplexes von der Lange der Inkubation mit dem Ferrozin-Reagenz. Auch hier
sind die Unterschiede der Absorption bei langeren Inkubationszeiten bei den am wenigsten
verdiinnten Monofer-Losungen am ausgepragtesten (Monofer 1 bis Monofer 6). Bei den
hoher verdiinnten Monofer-Proben ist ebenfalls bereits nach 5 Minuten (t=300s) der Ferrozin-
Eisen-Komplex ausgebildet und langere Inkubationszeiten verdandern die Absorption bei

540nm praktisch nicht mehr.
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Vergleicht man die Konzentrationen an HES-DFO-gebundenem Eisen bei Monofer und
Venofer, fallt auf, dass die Proben mit Venofer etwa um das Zehnfache hohere

Konzentrationen an HES-DFO-chelatierbarem Eisen enthalten als das stabilere Monofer.
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Abbildung 21: Vergleich HES-DFO-gebundenes Eisen in Abhangigkeit der Eisenkonzentration

mit Venofer und Monofer nach unterschiedlichen Inkubationszeiten.
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4.8 Intra- und Interday-Variation der Messung

Um die Methode noch weiter zu charakterisieren, wurden sogenannte Qualitatskontroll-
Proben (Quality Control Samples; QCS) mit Venofer (V) und mit Monofer (M) hergestellt
(Proben: V1, V2 und V3 und M1, M2 und M3) (siehe 3.7).

Die Proben wurden an einem Tag auf HES-DFO beschichtete Greiner Platten aufgetragen und
fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Parallel zu den Proben wurden auch
Eisenstandardlosungen (3.4) aufgetragen und auf den Platten inkubiert. Anschliefend
wurden die Platten laut 3.3.5 gewaschen.

Die Quantifizierung des HES-DFO-gebundenen Eisens erfolgte an unterschiedlichen Tagen,

wobei das Ferrozin-Reagenz jeweils frisch hergestellt wurde.

4.8.1 Intraday-Variation

Bei der Intraday-Variation wurden drei Platten von Greiner (mit HES-DFO-Beschichtung), die
zuvor mit Eisenstandards und Replikaten der Proben mit Venofer (V1, V3 und V3) und Monofer
(M1, M2 und M3) (siehe Abschnitt 3.7) zwei Stunden bei 37°C inkubiert und gewaschen
wurden, an zwei verschiedenen Tagen mit Ferrozin-Reagenz versetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min und 60 min wurden die Absorptionen bei 540nm in einem
Plattenphotometer gemessen. Die Inkubation der Platten zwischen den Messungen erfolgte
bei Raumtemperatur (zwischen 24 und 26 °C) im Dunkeln in einem Labor ohne Klimatisierung.
In Tabelle 13 und Tabelle 14 sind die Ergebnisse der Messungen der verschiedenen
Messreihen (Runs) zusammengefasst. Die mittleren Intraday-Variationskoeffizienten
verringern sich leicht bei Verlangerung der Inkubationszeit. Ebenso stiegen die Mittelwerte
aller Proben, wenn vor der photometrischen Messung eine langere Inkubationszeit

abgewartet wurde.
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Tabelle 11: Intraday-Variation der photometrischen Messung von HES-DFO-chelatierbarem Eisen (nach

30 min Inkubation mit Ferrozin-Reagenz)

Greiner-Platte

Intraday Mittlerer Mittlerer
Variation CV (%) pro | CV (%) fur
(30 min) QcCs Replikat1 Replikat2 Replikat 3 Mean SD SEM CV (%) n Run alle Runs
V1 85,0 81,8 81,6 82,8 1,93 1,12 2,3 3
V2 67,0 66,0 71,4 68,1 2,91 1,68 4,3 3
Run1 V3 68,8 66,4 68,0 67,7 1,24 0,72 1,8 3 47
M1 18,5 16,5 17,9 17,6 1,04 0,60 59 3
M2 16,3 15,3 14,5 15,3 0,91 0,53 6,0 3
M3 15,5 13,2 14,5 14,4 1,12 0,64 7,8 3
V1 111,8 128,9 129,8 123,5 10,14 5,85 8,2 3
V2 101,6 100,1 101,3 101,0 0,79 0,46 0,8 3
RUN 2 V3 97,4 95,0 92,6 95,0 2,40 1,39 2,5 3 81 60
M1 34,1 38,6 26,6 33,1 6,06 3,50 18,3 3
M2 26,9 28,1 21,8 25,6 3,34 1,93 131 3
M3 18,8 20,0 17,9 18,9 1,05 0,61 5,6 3
V1 158,8 150,7 148,1 152,5 5,57 3,22 3,7 3
V2 117,8 117,5 113,9 116,4 2,19 1,27 1,9 3
Run3 V3 105,8 103,2 104,6 104,5 1,27 0,73 1,2 3 51
M1 36,7 40,1 36,7 37,8 1,95 1,12 51 3
M2 30,8 29,1 24,4 28,1 3,35 1,93 11,9 3
M3 22,1 23,8 25,5 23,8 1,68 0,97 7,1 3

Anmerkung: Werte fir chelatierbares Eisen in uM

Tabelle 12: Intraday-Variation der photometrischen Messung von HES-DFO-chelatierbarem Eisen (nach

60 min Inkubation mit Ferrozin-Reagenz)

Greiner-Platte

Intraday Mittlerer Mittlerer
Variation CV (%) pro CV (%) fur
(60 min) QcCs Replikat1 Replikat2 Replikat 3 Mean SD SEM CV (%) n Run alle Runs
V1 169,7 171,8 170,9 170,8 1,05 0,61 0,6 3
V2 142,9 145,6 150,5 146,3 3,80 2,20 2,6 3
Run1 V3 144,4 145,6 145,3 145,1 0,63 0,36 0,4 3 a1
M1 40,3 38,5 43,6 40,8 2,59 1,50 6,4 3
M2 34,3 31,5 32,7 32,9 1,35 0,78 4,1 3
M3 27,9 25,2 31,2 28,2 3,01 1,74 10,7 3
V1 220,7 234,6 251,5 235,6 15,45 8,92 6,6 3
V2 202,1 207,5 207,9 205,8 3,21 1,86 1,6 3
RUN 2 V3 196,4 198,0 195,1 196,5 1,45 0,83 0,7 3 49 48
M1 60,6 71,3 57,3 63,0 7,32 4,22 11,6 3
M2 47,4 51,9 50,7 50,0 2,34 1,35 4,7 3
M3 32,6 35,5 34,2 34,1 1,45 0,83 4,2 3
V1 248,1 224,5 232,3 235,0 12,05 6,96 51 3
V2 198,2 191,4 192,4 194,0 3,64 2,10 1,9 3
Run3 V3 174,2 173,2 173,2 173,5 0,58 0,34 0,3 3 53
M1 55,7 59,0 62,1 58,9 3,21 1,85 5,5 3
M2 44,9 45,2 40,1 43,4 2,83 1,64 6,5 3
M3 33,0 40,1 42,5 38,6 4,92 2,84 12,8 3

Anmerkung: Werte fiir chelatierbares Eisen in uM
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4.8.1.1 Vergleich der Messergebnisse (mit Greiner-Platten) mit einem Run auf

NUNC-Wells

Um die Performance einer NUNC-Platte weiter zu untersuchen, wurden in einem parallelen
Ansatz auf einer HES-DFO beschichteten = NUNC-Platte Eisen-Standards und
Qualitatskontrollproben aufgetragen, inkubiert (zwei Stunden bei 37°C), gewaschen. Um HES-
DFO-gebundenes Eisen zu quantifizieren, wurden die Wells dann mit Ferrozin-Reagenz
inkubiert.

In Tabelle 13 und in Tabelle 14 sind die Ergebnisse eines Messdurchgangs (Run) gezeigt.
Wahrend die Werte fur DFO-chelatierbares Eisen nach 30 Minuten Inkubation mit Ferrozin-
Reagenz noch bei beiden Platten vergleichbare Werte hatten, waren sie nach 60-min(tiger
Inkubation mit Ferrozin-Reagenz bei Verwendung der NUNC-Platten mit allen Proben
niedriger.

Diese Untersuchung zeigt aber auch, dass auch NUNC-Platten fir die Erfassung von HES-DFO-
gebundenem Eisen eingesetzt werden konnen, die Ergebnisse aber durch die spezifischen

Platteneigenschaften beeinflusst werden.

Tabelle 13: Messergebnis eines Runs mit einer NUNC-Platte unter gleichen Bedingungen (nach 30

Minuten Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz)

Nunc-Platte
Intraday Mittlerer
Variation CV (%) pro
(30 min) QCs Replikat 1 Replikat2 Replikat 3 Mean SD SEM CV (%) n Run
V1 96,1 117,0 108,1 107,1 10,51 6,07 9,8 3
V2 77,2 94,5 80,4 84,0 9,18 5,30 10,9 3
V3 58,9 61,5 49,5 56,7 6,30 3,64 11,1 3
Run1 13,7
M1 19,9 16,0 n.b. 17,9 2,73 1,93 15,2 2
M2 13,4 12,5 n.b. 13,0 0,57 0,41 4,4 2
M3 17,2 11,1 n.b. 14,2 4,31 3,05 30,4 2

Anmerkung: Werte fiir chelatierbares Eisen in uM. n.b.: nicht bestimmt
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Tabelle 14: Messergebnis eines Runs mit einer NUNC-Platte unter gleichen Bedingungen (nach 60

Minuten Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz)

Nunc-Platte
Intraday Mittlerer
Variation CV (%) pro
(60 min) QCs Replikat 1 Replikat2 Replikat3 Mean SD SEM CV (%) n Run
V1 156,8 187,0 187,2 177,0 17,50 10,10 9,9 3
V2 133,1 158,9 140,3 144,1 13,36 7,71 9,3 3
V3 96,6 107,2 86,6 96,8 10,30 5,95 10,6 3
Run1 9,5
M1 35,6 32,0 33,8 2,54 1,80 7,5 2
M2 25,0 26,4 25,7 1,02 0,72 4,0 2
M3 25,3 20,2 22,7 3,56 2,52 15,7 2

Anmerkung: Werte fir chelatierbares Eisen in uM

4.8.2 Interday-Variation

Zur Bestimmung der Interday-Variation der Messergebnisse einer Methode wurden die
Mittelwerte aller Messwerte fiir eine Probe, die an mindestens zwei Tagen bei mindestens
drei Durchgangen (Runs) unabhangig voneinander gemessen wurden, berechnet. Neben dem
Mittelwert wurden die Standardabweichungen (SD und SEM), sowie der prozentuelle
Variationskoeffizient (CV (%)) ermittelt, und zwar getrennt nach der Probe. Hier wurden
jeweils drei Proben (sogenannte Quality Control Sample; QCS) mit Venofer (V1, V2 und V3)
und Monofer (M1, M2 und M3) zur Testung verwendet (siehe Abschnitt 3.7.).

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse in Streudiagrammen dargestellt. Die Proben mit Venofer
enthalten wesentlich mehr HES-DFO-chelatierbares Eisen als die Proben mit Monofer.
Verlangerung der Inkubationszeit mit dem Ferrozin-Reagenz erhéht sowohl bei Venofer als

auch bei Monofer die Werte fiir HES-DFO-chelatierbares Eisen.
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Abbildung 22: HES-DFO-chelatierbares Eisen bei Venofer (V) und Monofer (M) nach Inkubation mit

Ferrozin-Reagenz (nach 30 und 60 Minuten)

Die Messergebnisse sind in Tabelle 15 und Tabelle 16 zusammengefasst. Unter Verwendung
der Software GraphPad Prism 5 und MS-Excel wurden die Daten in den einzelnen Spalten der
Tabelle statistisch ausgewertet, indem Mittelwerte, Standardabweichungen und
Variationskoeffizienten fiir die einzelnen Proben ermittelt wurden. Der mittlere

Variationskoeffizient lag bei 22,3% fir Venofer und bei 27,5% bei Monofer (nach 30-min(tiger
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Inkubation mit Ferrozin-Reagenz). Fiir beide Prdparate zusammen ergab sich zu diesem

Zeitpunkt ein Variationskoeffizient von 24,9% (Tabelle 15).

Tabelle 15: Interday-Variation der Ergebnisse fiir HES-DFO chelatierbares Eisen bei Eisenpréparaten (30

Minuten nach Zugabe von Ferrozin-Reagenz)

Greiner Platten

Interday
Variation Venofer Monofer
(30 min) V1 V2 V3 M1 M2 M3
85,0 67,0 68,8 18,5 16,3 15,5
Runl,Tag1l 81,8 66,0 66,4 16,5 15,3 13,2
81,6 71,4 68,0 17,9 14,5 14,5
111,8 101,6 97,4 34,1 26,9 18,8
Run2,Tag1 128,9 100,1 95,0 38,6 28,1 20,0
129,8 101,3 92,6 26,6 21,8 17,9
158,8 117,8 105,8 36,7 30,8 22,1
Run 3, Tag 2 150,7 117,5 103,2 40,1 29,1 23,8
148,1 113,9 104,6 36,7 24,4 25,5
Mean 119,6 95,2 89,1 29,5 23,0 19,0
SD 30,9 21,4 16,6 9,7 6,3 4,2
SEM 10,3 7,1 5,5 3,2 2,1 1,4
n 9 9 9 9 9 9
CV ('%) 25,8 22,5 18,7 32,9 27,5 22,2
Mittlerer CV
(%) pro 22,3 27,5
Praparat
Mittlerer CV
(%) far alle 24,9
Praparate

Anmerkung: Werte fiir chelatierbares Eisen in uM
Wurde die Inkubation mit Ferrozin-Reagenz auf 60 Minuten verlangert lagen die mittleren

Variationskoeffizient fiir Venofer bei 14,6% und bei Monofer bei 18,3%. Fir beide Praparate

zusammen ergab sich zu diesem Zeitpunkt ein Variationskoeffizient von 16,5%.
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Tabelle 16: Interday-Variation von HES-DFO-chelatierbarem Eisen bei Eisenprédparaten (nach einer 60-

miniitigen Inkubation mit Ferrozin-Reagenz)

Greiner Platten

Interday
Variation Venofer Monofer
(60 min) V1 V2 V3 M1 M2 M3
169,7 142,9 144.4 40,3 34,3 27,9
Runl, Tagl 171,8 145,6 145,6 38,5 31,5 25,2
170,9 150,5 145,3 43,6 32,7 31,2
220,7 202,1 196,4 60,6 47,4 32,6
Run2,Tag1l 234,6 207,5 198,0 71,3 51,9 35,5
251,5 207,9 195,1 57,3 50,7 34,2
248,1 198,2 174,2 55,7 44,9 33,0
Run 3, Tag 2 224,5 191,4 173,2 59,0 45,2 40,1
232,3 192,4 173,2 62,1 40,1 42,5
Mean 213,8 182,1 171,7 54,3 42,1 33,6
SD 33,7 27,5 22,3 11,1 7,8 54
SEM 11,2 9,2 7,4 3,7 2,6 1,8
n 9 9 9 9 9 9
CV (%) 15,8 15,1 13,0 20,4 18,4 16,2
Mittlerer CV
(%) pro
Praparat 14,6 18,3
Mittlerer CV
(%) fur alle 16,5
Praparate

Anmerkung: Werte fir chelatierbares Eisen in uM

Bei Verwendung von Venofer und Monofer als Qualitdatskontrollproben deuten diese

Ergebnisse darauf hin, dass eine Verlangerung der Inkubationszeit mit Ferrozin-Reagenz, die

Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Methode verbessert.
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5 Schlussbetrachtung

Intravendse Eisenprdparate werden zur Behandlung von Patienten mit Eisenmangel
eingesetzt, wenn andere MalRnahmen wie die vermehrte Aufnahme von Nahrungsmitteln mit
hohem Gehalt bioverfligbaren Eisens oder die Einnahme von oralen Eisenprdparaten, nicht
oder zu langsam zur Erhohung des Anteils an funktionellem Eisen und Auffillen der

Eisenspeicher fiihren (Schaefer u. a. 2020).

Fir die Therapie eines Eisenmangels stehen verschiedene intravendse Eisenpraparate zur
Verfligung. Die Praparate unterscheiden sich dabei in ihrer Stabilitat, die in erster Linie durch
die Kohlenhydrathiille erfolgt, die den Eisenkern stabilisiert. In der Praxis werden neben sehr
stabilen Praparaten, die in Einzeldosen von bis zu 1500mg verabreicht werden kénnen (wie
Eisenisomaltosid, Monofer) auch weniger stabile Praparate (wie Eisensaccharat, Venofer)
verwendet. Bei Letzterem werden maximale Einzeldosen von 200mg von den Herstellern
empfohlen (Fitterer u. a. 2013; Jahn u. a. 2011, O A 0. J.-b).

Zur Qualitatskontrolle und bei der Fragestellung, ob ein fiir eine generische Zulassung
produziertes Praparat mit dem Originalprdparat vergleichbar ist, wurde von den
Zulassungsbehorden auch die Ermittlung des , labilen Eisengehalts” zur Beurteilung erwogen

(Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) o. J.).

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Polystyren-Oberflachen mit polymergebundenem
Eisen-Chelator (Hydroxyethylstarke-gekoppeltes Deferoxamin, HES-DFO) beschichtet, um das
labile Eisen der Probe zu komplexieren. Nach Entfernen der Probe und mehreren
Waschschritten wurde HES-DFO-gebundenes Eisen in den Wells der Platte mittels Ferrozin
qguantifiziert. Dabei soll unter sauren, reduzierenden Bedingungen HES-DFO-gebundenes
Eisen reduziert und durch Ferrozin komplexiert werden. Der gebildete pinke Ferrozin-Eisen-
Komplex wurde dann bei 540nm photometrisch erfasst.

Fiir die Beschichtung von Polystyren-Oberflache wurde in dieser Arbeit das DFO-Derivat
,Hydroxyethylstarke-gebundenes DFO“ (HES-DFO) eingesetzt, bei welchem DFO an das
polymere Kohlenhydrate Hydroxyethylstarke (HES) gebunden ist. Dabei bindet DFO Uber
Aldehydgruppen an Hetastarch (Hespan), ein hochmolekulares kolloidales nicht-ionisches

Polymer (Hallaway u. a. 1989).
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Polystyren-Oberflaichen kénnen durch Behandlung der Oberflache zwar fir hydrophile,
hydrophobe, ionische und geladene Bindungspartner optimiert werden, eine Austestung ist
jedoch immer empfehlenswert, da die tatsachlichen Eigenschaften der Polystyren-Platten

auch Chargen-abhangig sein konnen (Lilyanna u. a. 2018).

In dieser Arbeit wurden daher Polystyren-Platten von zwei Herstellern (NUNC und Greiner) fir

die Beschichtung mit HES-DFO verwendet.

Die Oberflachen der Well-Platten wurden vor der Beschichtung mittels 3D-Digitalmikroskopie
untersucht. Dabei war die Oberflache der Polystyren-Platten des ersten Herstellers (NUNC)
gleichmaRig und relativ glatt (Abbildung 14), wahrend die Oberflachen in den Wells des zweiten
Herstellers (Greiner) eine raue und gleichmaRig verteilte Strukturierung aufwiesen (Abbildung
15).

Um eine Bindung von Antikérpern oder anderen Proteinen in grofRerem Ausmall zu
ermoglichen, ist eine Oberflaichenbehandlung des Polystyrens notig. Dies kann mittels
Bestrahlung erfolgen, wodurch es zu einer Aufspaltung von Phenylgruppen und Bildung von
Hydroxy- und Carboxygruppen kommt, wodurch die Bindungseigenschaften der Oberflache
verandert werden. Nach Herstellerangaben sind die Platten von beiden Produzenten
sogenannt , high binding” Platten und fur die Bindung von Proteinen/Antikdpern geeignet.
Die Platten wurden auch nach der Beschichtung mit HES-DFO mittels 3-D-Digitalmikroskopie
untersucht. Dabei waren auf der Oberfliche der NUNC-Platten Anhaufungen von
unregelmaBigen Oberflachenstrukturen sichtbar, die ungleichmaRig auf der gesamten
Oberflache verteilt waren. Die Greiner-Platte hatte hingegen nach Beschichtung mit HES-DFO
eine glatte, gleichmaRig verteilte Oberflachenstruktur (Abbildung 14 und Abbildung 15).

Im weiteren Verlauf der Studie wurde untersucht, ob die im 3-D-Digitalmikroskop
erkennbaren Unterschiede der Oberflachenstruktur der beiden Platten nach der HES-DFO-
Beschichtung der Wells auch einen Einfluss auf deren Eisenbindungseigenschaften haben.
Dazu wurden Eisenkalibrierlésungen auf die mit HES-DFO beschichteten Platten beider
Produzenten aufgetragen, zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurde das gebundene
Eisen nach Reduktion und Komplexierung mittels Ferrozin bei 540nm quantifiziert. Bei

niederen Eisenkonzentrationen konnten bei Greiner-Platten konzentrationsabhangige
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Absorptionsunterschiede gemessen werden. Auf NUNC-Platten traten hingegen bei diesen
Eisenkonzentrationen fast die gleichen Absorptionswerte auf (Abbildung 16). Dies zeigt, dass
die Platte von Greiner zur Messung von kleinen Unterschieden an DFO-gebundenem Eisen
besser geeignet sein dirfte. Die Greiner-Platte wies bei der Untersuchung im 3-D-
Digitalmikroskop eine gleichmaRigere Beschichtung mit HES-DFO auf, wodurch es
moglicherweise bereits bei kleinen Konzentrationen an labilem Eisen zu einer Bindung an DFO
kommen konnte.

Mikrowellplatten aus Polystyren sind in verschiedenen Qualitaiten am Markt erhaltlich.
Sogenannte ,high binding” Platten haben dabei behandelte Oberflichen die gegeniiber
unbehandelten Platten eine verbesserte Proteinbindung aufweisen sollen und daher haufig
fir immunologische Verfahren verwendet werden. Verschiedene Hersteller bieten ,high
binding” Platten fiir in vitro Versuche an, wobei eine Studie grofRe Unterschiede zwischen den
Produkten verschiedener Hersteller finden konnte, wenn die Platten systematisch ausgetestet
wurden (Nowak, Watala, und Boncler 2014). Zur Optimierung der Messung von labilem Eisen
mittels der in dieser Arbeit verwendeten Methode kdnnte zukiinftig eine Austestung noch

weiterer Plattenfabrikate erfolgen.

Die Quantifizierung des DFO-komplexierten Eisens in den Wells erfolgte in der vorliegenden
Arbeit durch Reduktion und Bildung eines gefarbten Ferrozin-Eisen-Komplexes, der

photometrisch bei 540nm gemessen wurde.

Zu Beginn der Studie war nicht klar, wie rasch DFO-gebundenes Eisen von HES-DFO freigesetzt,
reduziert und durch Ferrozin komplexiert wird. Es wurden daher Variationen der
Inkubationszeit mit dem reduzierenden Ferrozin-Reagenz durchgefiihrt und die Bildung des
Ferrozin-Eisen-Komplexes lber einen ldngeren Zeitraum bei 540nm erfasst. Alle Messungen
erfolgten dabei bei Raumtemperatur. Im Konzentrationsbereich von 0 bis 250uM Eisen stieg
nach Zugabe von reduzierendem Ferrozin-Reagenz die Steigung der Standardgeraden die
ersten 5 Minuten (t= 300 Sekunden) an und stabilisierte sich danach allmahlich.

Die Genauigkeit der Regressionsgerade die durch das BestimmtheitsmaR bzw. die
Determinationskonstante r? angegeben werden kann, hatte bereits nach 15 Minuten
Inkubationszeit (t = 900 s) einen Wert von 0,9925 und blieb bis zum Ende der Inkubation nach

55 Minuten (t = 3300 s) praktisch konstant.
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Daraus kann geschlossen werden, dass bei Einsatz der Methode eine Inkubation mit
reduzierendem Ferrozin-Reagenz von mindestens 15 Minuten bei Raumtemperatur (26°C)
notig ist. Die Messung bei 540nm sollte dann innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe von
Ferrozin-Reagenz erfolgen.

Dieser Zeitrahmen liegt in guter Ubereinstimmung mit der Inkubationszeit, die in der Literatur
fr die Bildung des Ferrozin-Eisenkomplexes in biologischen Proben angegeben wurde. Fiir die
Bildung eines Ferrozin-Eisen-Komplexes nach einer von Fish und Kollegen beschriebenen
Methode, wurde eine Inkubationsdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur zur Bildung des
Ferrozin-Eisenkomplexes angegeben (Fish 1988).

Wurde der Konzentrationsbereich der Eisenkalibrierlésungen bis zu 1000uM ausgedehnt,
zeigte sich, dass bei Konzentrationen Gber 250uM die Absorption bei 540nm nicht mehr weiter
linear mit der Eisenkonzentration anstieg, sondern im Gegenteil, wieder abnahm.
Verschiedene Szenarien kénnen fir dieses Verhalten bei Konzentrationen iber 250uM Eisen
angenommen werden: Die eingesetzte Eisen-Standard-Stocklésung bestand aus 10mM FeCls
(in 0,01M HCI) und wurde in HBS, pH7,4 verdiinnt, um die Eisenkonzentration von 1000uM
einzustellen. AnschlieBend wurden damit weitere Standards mittels serieller 1:2-Verdinnung
im gleichen Puffer hergestellt. Bei Herstellung der Eisenlésungen mit 1000uM und 500uM
konnte bereits die Pufferkapazitdt des zur Verdinnung der Eisen-Standard Stockl6sung
verwendeten Puffers (HBS, pH 7,4) nicht mehr ausreichen um alle H*-lonen abzufangen. Der
Schnell-Test mit Universalindikator-pH-Papier ergab bei diesen Eisenkonzentrationen einen
sauren pH-Wert. Die Beschichtung der Oberflache mit HES-DFO erfolgt in einem basischen
Puffer (10mmol/I Natrium Phosphat Puffer, pH 8.6). Bei Inkubation der Eisenlésung in der
beschichteten Platten konnte es bei saurem pH-Wert zur Ablésung der HES-DFO-Beschichtung
von der Polystyren-Oberflache gekommen sein.

Da die Methode jedoch bei Eisenkonzentrationen von 0 bis 250uM Eisen eine gute Linearitat
der Standardkurve zeigte, wurde die Ursache des Abfalls der Absorptionswerte bei hheren
Eisenkonzentrationen nicht weiterverfolgt. Puffer mit hoherer Pufferkapazitdt konnten in
zukunftigen Studien ausgetestet werden. Es konnten auch Eisen-Standard-Stocklésungen mit

geringerem Gehalt an HCL ausgetestet werden.

Um die Methode noch weiter zu charakterisieren, wurden die Nachweis- und die

Quantifizierungsgrenze der Methode ermittelt. Dabei stellt die Nachweisgrenze jene
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Konzentration einer Substanz dar, bis zu der sie mit der Methode nachgewiesen werden kann
und eine Aussage getroffen werden kann, ob die Substanz vorhanden ist. Die
Quantifizierungsgrenze gibt an, bis zu welcher Grenze eine Konzentrationsangabe mit der
gewahlten Methode zuverlassig abgeben werden kann. Bei darunterliegenden Werten ist eine
Konzentrationsangabe unzuldssig. Es kann nur noch die Aussage getroffen werden, ob die
Substanz vorhanden ist oder nicht (European Commission. Joint Research Centre. 2016).

Die Mittelwerte der Nachweisgrenze (Limit of Detection, LOD) nach 30 Minuten Inkubation
mit Ferrozin-Reagenz betrugen 1,42uM und nach 60 Minuten 1,97uM. Die mittleren
Quantifizierungsgrenzen (Limit of Quantification, LOQ) betrugen nach 30 Minuten Inkubation
3,63uM und 5,05uM nach 60 Minuten. Diese Werte wurden fiir die Platten von Greiner

gefunden. Mit NUNC-Platten wurden vergleichbare Werte gefunden.

Wurde die Methode angewendet, um das labile Eisen zweier intravendser Eisenpraparate zu
guantifizieren, zeigten sich groRe Unterschiede zwischen den Praparaten Monofer und
Venofer. Bei der Messung der Lésungen der Praparate mit den gleichen Eisenkonzentrationen
wurde festgestellt, dass Venofer einen ungefahr zehnmal héheren Gehalt an labilem Eisen hat
als Monofer.

Berlicksichtigt man, dass Monofer in Einzeldosen bis zu 1500mg verabreicht werden kann,
wahrend fir Venofer maximale Einzeldosen von nur 200mg empfohlen werden, ware rein
rechnerisch nach Verabreichung von 1500mg Monofer und 200mg Venofer unter Verwendung
der Ergebnisse dieses Tests eine vergleichbare Belastung der Patienten mit labilem Eisen zu
erwarten (O A o.J.-c, OA o.J.-a). Ob dies tatsachlich der Fall ist, konnte in zuklinftigen
klinischen Studien untersucht werden. Davor misste die hier verwendete Methode aber noch

fiir die Messung von HES-DFO gebundenem Eisen in Serum validiert werden.

In dieser Arbeit wurde auch die Reproduzierbarkeit der Methode untersucht indem, die
Intraday- und Interday-Variabilitdt der Messergebnisse untersucht wurde. Zur
Qualitatskontrolle wurden Proben mit den intravendsen Eisenprdparaten Venofer und
Monofer hergestellt und in bereits mit HES-DFO beschichteten Platten gemeinsam mit
Eisenstandards inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten gewaschen und das DFO-
gebundene Eisen wurde in unabhangigen Experimenten nach Zugabe des reduzierenden

Ferrozin-Reagenzes bei 540nm gemessen. Dabei lagen nach langerer Inkubation (60 Minuten)
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mit Ferrozin-Reagenz die mittleren Intraday-Variationskoeffizienten unter 5%. Bei den
Interday-Variationskoeffizienten wurde auch noch zwischen der Beschaffenheit der
Kontrollproben unterschieden: Wahrend mit Venofer der mittlere Variationskoeffizient bei
22,3% lag, betrug er bei Monofer 27,5% (nach 30-mindtiger Inkubation mit Ferrozin-Reagenz).
Fiir beide Praparate ergab sich zu diesem Zeitpunkt ein Variationskoeffizient von 24,9%.
Wurde die Inkubation mit Ferrozin-Reagenz auf 60 Minuten verlangert verringerten sich die
mittleren Variationskoeffizienten sowohl fiir Venofer (auf 14,6 %) als auch fir Monofer (auf
18,3 %). Fir beide Prdparate gemeinsam ergab sich zu diesem Zeitpunkt ein
Variationskoeffizient von 16,5%. Dies sind Werte, die unterhalb der empfohlenen maximalen
20%-Grenze fiir analytische Methoden liegen. (DeSilva u. a. 2003)

Diese Studie zeigt, dass HES-DFO beschichtete Platten und anschlieRender photometrischer
Test reproduzierbare Ergebnisse bei der Erfassung von chelatierbarem Eisen liefern. Die
genaue Einhaltung des Protokolls (Inkubationszeit bis zur Messung im Photometer) hat aber
auch wesentlichen Einfluss auf die Messergebnisse selber und die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse.

AuBerdem sollte auch die Verwendung von Polystyrenplatten unterschiedlicher Produzenten
und eventuell auch wechselnder Chargen vermieden werden, falls eine gréRere Anzahl von

Proben gemessen werden soll.
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6 Conclusio

In dieser Arbeit wurden HES-DFO beschichtete Polystyren-Platten eingesetzt. Labiles Eisen
wird von HES-DFO komplexiert und kann nach Reduktion und Bildung eines Ferrozin-Eisen-
Komplexes photometrisch gemessen werden. Die LOD fiir labiles Eisen lag bei 2uM, die LOQ
bei 5uM Eisen. Eine Inkubationszeit mit dem Reduktionsmittel und Ferrozin von 30 Minuten
wurde benétigt zur quantitativen Bildung des Ferrozin-Eisenkomplexes. Eine Messung
zwischen 30 Minuten und 1 Stunde lieferte relativ stabile Absorptionswerte.

Mit der Methode konnte das labile Eisen zweier intravendser Eisenpraparate quantifiziert
werden. Der unterschiedliche Gehalt an labilem Eisen der beiden Praparate kann dabei mit
den bekannten Stabilitdtsunterschieden von Monofer und Venofer erklart werden. Die
Methode bendtigt nur ein einfaches Platten-Spektralphotometer mit einem Filter flir 540 nm.
Die Inkubation der Proben in der beschichteten Platte bei 37°C und die Quantifizierung des an
HES-DFO-gebundenen labilen Eisens in den Wells kann zeitlich und raumlich versetzt
durchgefiihrt werden und hatte einen mittleren Intraday-Variationskoeffizienten unter 5%,

sowie einem mittleren Interday-Variationskoeffizienten von 16,5%.
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7 Verzeichnisse

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

AA1l Ascorbinsaurelésung

AA2F Ascorbinsaure-Ferrozin-Reagens

cv coefficient od variation

DFO Deferoxamin

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EPO Erythropoietin

ERFE Erythroferrin

FeCl3 Eisen(lll)-chlorid

HBS Hepes-buffered saline

HCI Salzsaure

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure
HES-DFO Hydroxyethylstarke-gekoppeltes Deferoxamin
I.V. intravends

LCI labile cell iron

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

MG Molekulargewicht

Na;HPO4 Natriumhydrogenphosphat

NacCl Natriumchlorid

NaH.PO4 Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
NaOH Natriumhydroxid

NTBI nontransferrin-bound iron
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Abkiirzung
Qcs

ROS

SD

S-DFO
SEM

ti/2

TBI

TFR1

Bedeutung

Quality control sample

reaktive Sauerstoffspezies
standard dseviation
Starke-gekoppeltes Deferoxamin
standard error of mean
Halbwertzeit

transferrin-bound iron

Transferrinrezeptor 1
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