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Zusammenfassung
Das Sec osteroid Vi tamin D 3 w ird dur ch di e N ahrung auf genommen oder  i m Organismus
synthetisiert, wobei eine Reaktion in der Haut durch einen photochemischen Prozess katalysiert wird.
Durch zwei Hydroxylierungsschritte in Leber und Niere wird Vitamin D3 über 25(OH) Vitamin D3 zum
aktiven 1, 25(OH)2 Vi tamin D3-Hormon. 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 hat  ei ne w ichtige F unktion i m
Knochenstoffwechsel, es r eguliert di e C a2+-Resorption i m D ünndarm. D ie 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-
Synthese in der Niere wird durch Parathormon (PTH) kontrolliert. Ist die Serum Ca2+-Konzentration
niedrig, w ird PT H aus geschüttet und di e 1 α-Hydroxylase, das  25( OH) Vi tamin D 3-aktivierende
Enzym, stimuliert.
Das Prinzip der (Seco)steroid-Aktivierung und –Inaktivierung in glandulären Organen, wie Leber und
Niere mit anschließender Freisetzung der ak tiven H ormone und T ransport z u den j eweiligen
Zielgeweben gilt heute ni cht m ehr unei ngeschränkt. Auc h Ei nzelzellen s ind i n der  Lag e St eroid-
modifizierende Enzyme, die Hydroxylasen und D ehydrogenasen, zu exprimieren. Monozytäre Zellen
exprimieren das  1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-aktivierende und das  –i naktivierende Enz ym, die 1α-
Hydroxylase und die 24-Hydroxylase. Sie s ind s omit i n der  Lag e, 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 zu
sezernieren, welches parakrin auf Nachbarzellen wirken kann.
In diesem Zusammenhang wurde die Expression und R egulation der 1α-Hydroxylase in peripheren
Blutmonozyten (PBM) und m onozytären THP1-Zellen untersucht. Durch Supplementation der Zellen
mit dem Substrat 25( OH) Vi tamin D 3 k onnte di e Pr oduktion an ak tivem 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-
Hormon in PBM signifikant gesteigert werden. In PBM konnte im Gegensatz zum systemischen Ca2+-
Stoffwechsel nur  ei n g eringer Ei nfluss auf  di e 1 α-Hydroxylase-Aktivität beobachtet w erden. D urch
RT-PCR-Amplifikation konnte eine Expression des  PT H R ezeptors T yp 1 ( PTHR1) i n PBM  und
Dendritischen Zellen nachgewiesen werden. Ein weiterer Ligand des PTHR1 ist PTH related Protein
(PTHrP), ein Faktor der die T umorhyperkalzämie p ropagiert. D urch M arkierungsexperimente m it
fluoreszenz-markiertem PTHrP konnte gezeigt w erden, dass PTHrP an di e Zellmembran v on PBM
und Dendritischen Zellen bindet und in den Zellkern von Dendritischen Zellen transportiert wird.
Im R ahmen di eser Ar beit w urde di e Ex pression 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsive G ene i n
Monozyten/Makrophagen unt ersucht. D ie Ex pression der  24- Hydroxylase w ird i nnerhalb der
Differenzierung von myeloischen THP1-Zellen zu Makrophagen- bzw. Osteoklasten-ähnlichen Zellen
transient i nduziert. Al s w eiteres 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsives G en w urde di e Ex pression v on
Osteopontin (OPN) untersucht. OPN ist ein vor allem in Knochen vorkommendes Matrixprotein, das
wesentlich an der  Zelladhäsion beteiligt is t. OPN w ird in THP1-Zellen im  Zuge der Differenzierung
zunehmend ex primiert. D urch i mmunhistochemische U ntersuchungen k onnte O PN i n Granulomen
von Morbus Crohn- und Leb erschnitten detektiert w erden. Es  spielt hier eine w esentliche Rolle bei
der G ranulomentstehung. D ie T hioredoxin R eduktase 1 ( TR1) ist ein Selenoenzym, welches
maßgeblich an der  R eduktion v on D isulfidbindungen i n Pr oteinen beteiligt is t. E s m oduliert
Protein/Protein- und Protein/DNA-Interaktionen w ie die Bindung der Transkriptionsfaktoren AP1 und
NFκB an DNA-responsive Elemente. D ie Expression der  TR1 w ird in THP1-Zellen im Rahmen der
Differenzierung induziert und ist in differenzierten Zellen maximal. Aktivitätsmessungen deckten sich
mit dieser Beobachtung. In peripheren Blutmonozyten steigt die TR-Aktivität al leine durch Adhäsion
der Zellen an das Kulturgefäß und nach Behandlung mit 1,25(OH)2 Vitamin D3. Die Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit z eigten ei ne Ab hängigkeit der  T R-Aktivität v om D ifferenzierungsgrad der
Zellen und der  Sup plementation des  M ediums m it dem Spurenelement Selen. Die Expression
weiterer Selenoproteine in m onozytären Z ellen w urde nac hgewiesen. So k onnten dur ch 75Selenit-
Markierungsexperimente neun Sel enoproteine i n T HP1-Zellen det ektiert w erden, v on denen fünf
sezerniert werden. Ein weiteres, i n m onozytären Z ellen c harakterisiertes Sel enoprotein i st di e
zelluläre G lutathionperoxidase. I hre Ak tivität k onnte i n Sel enit-supplementierten Z ellen um das
70fache gesteigert w erden. D ie Kul tivierung m onozytärer Z ellen unt er Sel enit-Supplementation
beeinflusst die Funktion dieser Zellen wesentlich. So konnte beobachtet werden, dass die Anzahl an
phagozytierenden, z u M akrophagen di fferenzierten THP1-Zellen nach Selenit-Supplementation
abnahm, während die Phagozytoserate der einzelnen Zellen anstieg.
Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass m onozytäre Zellen m it Kom ponenten des  1,25(OH)2 Vi tamin
D3 St offwechsels aus gestattet s ind und ak tives 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-Hormon p roduzieren,
sezernieren und i naktivieren k önnen. D ie l okale Kont rolle der  1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 Sy nthese und
Inaktivierung r eguliert di e Ex pression 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsiver G ene, w ie di e Ex pression



Summary
The secosteroid 1,25(OH)2 vitamin D3 is either taken up by our daily diet or it is formed by a
photochemical pr osess i n the s kin. I n l iver and k idney vitamin D3 i s hy droxylated i n tw o
steps to 25(OH) vitamin D3 and the active hormone 1,25(OH)2 vitamin D3. 1,25(OH)2 vitamin
D3 plays an important role in bone metabolism. It is a key regulatorof the resorption of Ca2+

in the i ntestine. In the kidney 1,25(OH)2 vita min D 3 s ynthesis i s c ontrolled by  par athyroid
hormone (PTH). W hen the c oncentration of  s erum C a2+ i s l ow, PT H i s s ecreted and 1 α-
hydroxylase, the 25(OH) vitamin D3 activating enzyme is induced in kidney.
The picture of (seco)steroid activation and inactivation in glandular organs, like the liver and
kidney, and the r elease and tr ansport of  the ac tivated hormone to the target tissues has
been modified recently. Single cells are also able to express steroid-modifying enzymes like
hydroxylases and dehydrogenases. Monocytes express the 1,25(OH)2 vitamin D3-activating
and the inactivating enzyme, i.e. the 1α-hydroxylase and the 24-hydroxylase. Thus they are
able to bui ld and s ecrete 1,25( OH)2 vita min D 3 w hich c an ac t on neighbouring cells in a
paracrine way.
In thi s c ontext the ex pression and r egulation of the 1α-hydroxylase i n per ipheral bl ood
monocytes (PBM) and T HP1 cells was investigated. By  supplementation of cells with the
substrate 25(OH) v itamin D3 the pr oduction of  active 1,25(OH)2 vitamin D3 hormone could
be enhanced significantly in PBM. In PBM only a slight influence of PTH on 1α-hydroxylase
activity coul d be obser ved, i n contr ast to the regulation in systemic Ca2+-metabolism. A n
expression of PTH receptor type 1 (PTHR1) could be verified by RT-PCR from whole RNA
isolated from PBM and dendritic c ells. A f urther l igand of  PT HR1 i s PT H r elated pr otein
(PTHrP), a f actor w hich pr opagates the hum oral hy percalcemia of  malignancy. Labeling
experiments with a f luorescently m arked PT HrP s howed c lustered m embrane s taining of
PBM and dendritic cells and a transport to the nucleus of dendritic cells.
The expression of 1,25(OH)2 vitamin D3-responsive genes in monocytes/macrophages was
investigated. 24- hydroxylase i s i nduced tr ansiently dur ing the di fferentiation of  m yeloid
THP1 cells to m acrophages and os teoclast-like cells, respectively. Next, the expression of
osteopontin (OPN), a f urther 1,25(OH)2 vitamin D3 responsive gene was studied. OPN is a
matrix protein that is m ainly f ound i n bone, i t c arries a R GD-motive i n i ts am inoacid
sequence which can bind to integrins and i s involved in cell adhes ion. The expression of
OPN is increased during differentiation of THP1 cells. By immunohistochemistry OPN could
be detected in Crohn's disease and liver granulomas where it also plays an important role in
granuloma formation. The thioredoxin reductase 1 ( TR1) is a selenoenzyme that is mainly
involved i n the r eduction of  di sulfide bonds  of proteins. It modulates protein/protein and
protein/DNA interactions like the binding of the transkription factors AP1 and NFκB to DNA-
responsive elements. The expression of TR1 mRNA is induced during differentiation and is
maximal i n di fferentiated c ells. Ac tivity m easurments parallel these observations. In PBM
TR-activity i s i ncreased by  the ev ent of  adhes ion of  c ells to the culture dish and after
treatment w ith 1,25( OH)2 vita min D 3. A dependenc e of  T R-activity on the degree of
differentiation of cells and the s upplementation of  the m edium w ith the tr ace el ement
selenium w as obs erved. T he ex pression of  f urther s elenoproteins i n m onocytic c ells w as
investigated. In THP1 cells nine selenoproteins could be detec ted By labeling experiments
with 75selenite. Five were f ound as  s ecreted pr oteins i n the c ulture s upernatant. I n
monocytes cellular glutathione per oxidase ( cGPx) i s a w ell c haracterized s elenoprotein.
Activity could be increased 70f old by  s elenit s upplementation. U nder s elenite
supplementation the num ber of  di fferentiated T HP1 c ells c apable of  phagoc ytosis w as
diminished while the rate of phagocytosis of single cells was enhanced.
Taken together, the experiments clearly indicate that monocytic cells are equipped with the
components of 1,25(OH)2 vitamin D3 metabolism and thus are capable of 1,25(OH)2 vitamin
D3 hormone synthesis, secretion and turnover. Moreover, local control of 1,25(OH)2 vitamin
D3 s ynthesis and i nactivation di rectly r egulates the ex pression of  1,25(OH)2 vita min D 3-
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A Einleit ung

1 V itamin D3-Metabolismus

Vitamin D3 wurde 1920 von Mellanby entdeckt und in den zwanziger Jahren als fettlösliches

Vitamin, das essentiell f ür die normale Entwicklung des Skelettes ist, eingestuft (Bouillon,

1995). Bereits zu dieser Z eit w ar bek annt, das s Vi tamin D 3 i n der  H aut dur ch

Sonneneinstrahlung gebildet werden und R achitis hei len k ann. Er st 1932 w urde di e

chemische Struktur aufgeklärt und Vitamin D3 der Familie der Secosteroide zugeordnet.

In der  H aut w ird dur ch Li chtenergie der  W ellenlänge 290- 315 nm  das  dor t gespeicherte

7−Dehydrocholesterol z u Pr ävitamin D 3 photolytisch ges palten. I n ei nem

temperaturabhängigen Prozess isomerisiert Prävitamin D3 zu Vitamin D3 (Holick et al., 1980;

MacLoughlin et al ., 1982) . D as bi ologisch i nerte Vitamin D3 bi ndet an das  Vi tamin D -

bindende Pr otein ( DBP) i m Ser um, w ird abtr ansportiert und steht für weitere

Stoffwechselprozesse z ur Ver fügung. Vi tamin D 3 w ird i n m ehreren Stufen zum aktiven

Hormon 1,25(OH)2 Vitamin D3 hydroxyliert. Der erste Schritt erfolgt in der Leber. Vitamin D3

wird von der 25- Hydroxylase zu dem  ebenf alls bi ologisch i nerten 25- Hydroxyvitamin D 3

(25(OH) V itamin D 3) um gewandelt. I n den pr oximalen T ubuluszellen der  N iere, w o der

Transport ebenfalls über das DBP erfolgt, wird durch einen weiteren Hydroxylierungsschritt

an Position 1 des  Secosteroidgerüstes das aktive Hormon 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 gebi ldet.

Das ak tive H ormon w ird v on der  24- Hydroxylase i n v ielen Gew eben weiter metabolisiert.

Dieses Enz ym w ird dur ch das  Subs trat, 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 i nduziert. Es  k ann auc h

25(OH) Vi tamin D3 um setzen und l iefert al s Pr odukt 1,24,25( OH)3 Vi tamin D 3 oder

24,25(OH)2 Vitamin D3. Diese Metabolite galten lange Zeit als inaktiv. Neuere Daten zeigen

jedoch Wirkungen, die unterschiedlich z u den k lassischen 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 E ffekten

sind (Schwartz et al., 2000). In der Niere wird die Synthese von 1,25(OH)2 Vi tamin D3 vor

allem dur ch Par athormon ( PTH) s timuliert, das  i n den N ebenschilddrüsen gebi ldet wird.

Über den C a2+-Sensor der  N ebenschilddrüse w ird di e Ca2+-Konzentration des  Ser ums

gemessen. Bei einer niedrigen Ca2+-Konzentration wird die PTH-Synthese gesteigert und in

der N iere die 1α-Hydroxylase s timuliert. D as i n der  N iere gebi ldete 1,25( OH)2 Vi tamin D 3

hemmt seinerseits die Ausschüttung von PTH aus  den N ebenschilddrüsen. Im Dünndarm

wird die Ca2+-Resorption durch 1,25(OH)2 Vi tamin D3 stimuliert. Abb. 1 und Abb. 2 z eigen

den Vitamin D3-Stoffwechsel und die Ca2+- und Vitamin D3-Regulation im Organismus.



Abb. 1:  1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Metabolismus. Aus 7- Dehydrocholesterol w ird dur ch Li chtenergie i n der Haut

Prävitamin D3 und V itamin D3, das dann dur ch zwei Hydroxylierungsschritte i n Leber und Niere zu 1,25(OH)2

Vitamin D3 umgewandelt wird. Das aktivierende Enzym ist die 1α-Hydroxylase.

PTH vermittelt seine W irkung über zwei Rezeptoren, den PT H Rezeptor Typ 1 und T yp 2

(PTHR1 und PT HR2). Bi ndung des  Li ganden an den PT HR1, ei n G- Protein gek oppelter,

sieben M embranhelices um fassender R ezeptor, ak tiviert di e Adeny lat-

Cyklase/Proteinkinase A s owie di e Phos pholipase C /Proteinkinase C-

Signaltransduktionskaskade ( Mannstadt et al ., 1999) . D er PT HR1 w ird i n N ierentubuli,

knochenaufbauenden Zellen, s ogenannten Os teoblasten und Knor pelmatrix-

sezernierenden Zellen, sogenannten Chondrozyten exprimiert. Ein weiterer Ligand für den

PTHR1 ist das PTH related Protein (PTHrP, Schipani et al., 1993). Es besteht gewöhnlich

aus 141 Aminosäuren, der N-Terminus ist zum PTH in den Aminosäuren 1-13 identisch. Die

Homologie ni mmt z um C -Terminus hi n ab, z wischen den Pos itionen 14-34 stimmen nur

noch drei Aminosäuren überein. Durch alternatives Splicing können auch Isoformen mit 139

oder 173 Am inosäuren auftreten. PTHrP w urde al s T umorhyperkalzämie-propagierender

Faktor i dentifiziert ( Suva et al ., 1987) . I m Gegens atz z u PT H, das  nur  in der

Nebenschilddrüse und in ger inger Konzentration im Hypothalamus der Ratte gebi ldet wird

und des sen W irkungsweise der  ei ner 'k lassischen' H ormonwirkung ents pricht, f indet die

Expression des  par akrin w irkenden PT HrP i n unter schiedlichen Gew eben s tatt. PTHrP



sterben kurz nach der Geburt. Phänotypisch ist der PTHrP-Knockout durch eine verfrühte

Ossifikation und v ermindertem Längenwachstum der Knochen gekennzeichnet (Lanske et

al., 1999) . I n Gr anulomen v on Sar koidose-Patienten, i n Ker atinozyten und aktivierten

Makrophagen w ährend der W undheilung w ird PT HrP ebenf alls ex primiert ( Zeimer et al .,

1998; Blomme et al., 1999).

An den PT HR2, der  zum PTHR1 eine 51%ige Sequenz identität zeigt, bindet PTH jedoch

nicht PTHrP. In der R atte w ird PT HR2 i n der  N ebenschilddrüse, i n den I nselzellen des

Pankreas und einigen Zellen des Gastrointestinaltraktes exprimiert (Usdin et al., 1995 und

1999). Über die biologische Relevanz des PTHR2 ist bisher noch nichts bekannt.

Abb. 2:  Schematische Darstellung der Ca2+- und 1, 25(OH)2 Vi tamin D3-Regulation im Organismus. Über

den C a2+-Sensor de r Nebenschilddrüse w ird di e P TH A usschüttung ge steuert. P TH st imuliert di e 1 α-

Hydroxylase in der Niere. Das gebildete 1,25(OH)2 Vitamin D3 reguliert im Dünndarm und im Knochen die Ca2+-

Resorption bzw. -Freisetzung.

1.1 1,25(OH )2 Vitamin D3-Mangel und Knochenstoffwechsel

Ernährungsbedingter Vitamin D3-Mangel führt bei Kindern zu Rachitis, ist jedoch durch die

routinemäßige Suppl ementation v on Vitamin D3 s elten gew orden. Es  k ommt z u

Skelettmissbildungen und Infektanfälligkeit. Beim Erwachsenen spricht man bei Vitamin D3-

Mangelernährung von Osteomalazie. Häufige Frakturen sind die Folge.



Es werden zwei verschiedene Formen der genetisch bedingten Rachitis beschrieben. Liegt

ein D efekt der  1 α-Hydroxylase vo r, so  d ass ke in a ktives 1 ,25(OH)2 Vi tamin D3 gebi ldet

werden k ann, s pricht m an v on Vi tamin D -dependent Rickets Type 1 (VDDR Typ  1 ). I n

Keratinozyten vo n V DDR Typ  1  P atienten wu rde e ine De letion und ei ne dar aus

resultierende Frameshift-Mutation in Codon 211 oder Codon 231 des 1α-Hydroxylase-Gens

nachgewiesen ( Fu et al ., 1997). Es  w urden j edoch noc h weitere Mutationen im 1α-

Hydroxylase Gen bes chrieben die zu VDDR Typ 1 führen (Kitanaka et al., 1998) Liegt ein

Defekt im n ukleären Vi tamin D 3 Re zeptor vo r, sp rich ma n vo n V DDR Typ  2 (Vitamin D-

dependent R ickets T ype 2, Koef fler et al ., 1990) . Ei ne w eitere St örung i m

Knochenstoffwechsel auf grund chronischer N iereninsuffizienz w ird als renale Osteopathie

bezeichnet. Hierbei wird ni cht aus reichend 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 gebi ldet. D ies f ührt z u

einer v erminderten C a2+-Resorption aus  dem  D ünndarm und z u mangelnder

Knochenmineralisierung.

Osteoporose ist eine polygenetische Erkrankung, deren Manifestation in hohem Maße von

der Er nährung, der  C a2+- und Vi tamin D 3-Versorgung, beei nflusst w ird. Ebens o spielt die

Lebensweise w ie z . B. di e m echanische Bel astung ei ne gr oße Ro lle. Die  Krankheit ist

gekennzeichnet durch ei ne hohe F rakturrate und ei nen Ver lust an Knoc henmasse. I m

Bereich des  nuk leären 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Rezeptors w urden Polymorphismen

beschrieben, die einen geringen Beitrag zur Entstehung der Osteoporose leisten (Ralston,

1997). W eitere Kandi datengene f ür Os teoporose s ind Kol lagen T yp 1 und T yp 2. H ier

wurden ebenfalls Pol ymorphismen i m Ber eich der  Kons ensussequenz des

Transkriptionsfaktors Sp1 f estgestellt, di e m it ei nem Ver lust v on Knoc henmasse und –

dichte sowie einer erhöhten Frakturrate assoziiert sind (Eismann, 1999).

1.2 1,25(OH )2 Vitamin D3 und granulomatöse Erkrankungen

Bei granulomatösen Entzündungen wie Sarkoidose und M orbus Crohn s ind Makrophagen

im Zentrum eines Granuloms von T-Zellen umgeben. Kürzlich wurde beschrieben, dass die

Expression von Osteopontin in T-Zellen und di e Interaktion des Proteins mit Makrophagen

Entzündungsreaktionen aus lösen kann. Granulombildung i st m it ei ner hohen l okalen

Konzentrationen an Osteopontin as soziiert. Ents prechende Knoc kout-Mäuse bi lden k eine

Granulome aus (Ashkar et al., 2000). Osteopontin ist ein 1,25(OH)2 Vitamin D3 responsives

Matrixprotein m it ei nem R GD-Motiv i n der  Aminosäuresequenz, das  an I ntegrine bi nden

kann und somit wesentlich an der  Zelladhäsion b eteiligt ist . Die  A uslösemechanismen f ür

chronisch entz ündliche Er krankungen s ind bi sher noc h ni cht gut gek lärt. Ei ne bakterielle



wurde pos tuliert. F ür diese T heorie s pricht, das s ei ne H erpesviren-Infektion m it ei ner

Produktion eines I nterleukin-6 ( IL-6)-Homologs ei nhergeht, das  auc h i n Gr anulomen

produziert wird (Jones et al., 1999). Beim M. Crohn wurde ein Genlokus auf Chromosom 16

identifiziert, der  m it der  M anifestation der  Er krankung in Zusammenhang gebracht wird

(Hugot et al ., 1996) . Auf  di esem Lok us l iegen i n der  Nähe v on etw a 10 c M al s w eitere

Kandidaten die Gene für CD19, CD11, Sialophorin und den Interleukin-4-Rezeptor. Sowohl

bei Sarkoidose als auch bei M. Crohn findet eine erhöhte Produktion von 1,25(OH)2 Vitamin

D3 durch aktivierte Makrophagen statt, die bis zur Hyperkalzämie führen kann (Bosch, 1998;

Sharma, 1996). Die Serumspiegel von 1,25(OH)2 Vitamin D3 liegen normalerweise zwischen

18 und 62 pg/m l, bei  M. C rohn Pati enten w urden er höhte Spiegel z wischen 90 und 100

pg/ml beobachtet. Die hohe l okale Konzentration an 1,25( OH)2 Vitamin D3 führt vermutlich

zur Stimulation nachgeschalteter Gene die ihrerseits zur Pathogenese der Granulombildung

beitragen.

2 Genomische Effekte des 1,25(OH)2 Vitamin D3

2.1 D er nukleäre 1,25(OH)2 Vitamin D3-Rezeptor (nVDR)

Der n ukleäre 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Rezeptor ( nVDR) i st ei n l igandenabhängiger

Transkriptionsfaktor und geh ört zu r Fa milie d er S teroidhormon-Rezeptoren. W eitere

Mitglieder dieser Familie sind d ie Retinsäurerezeptoren RAR α, β und γ mit dem Liganden

all-trans Re tinsäure und R XR α, β und γ m it dem  Li ganden 9-cis Re tinsäure s owie di e

Schilddrüsenhormonrezeptoren TRα1, TRα2, TRβ1 und TRβ2. Steroidhormonrezeptoren sind

aus ähnlichen f unktionellen D omänen aufgebaut. Sie bes itzen ei ne N -terminale, aus  20

Aminosäuren bes tehende D omäne, der en F unktion noc h ni cht ganz  gek lärt is t [A/B]. D ie

DNA-Bindungsdomäne [C ] enthält acht hochkonservierte Cysteinreste, jeweils vier binden

ein Zink-Atom und bilden so zwei Zink-Finger aus, die eine Bindung des Rezeptors an di e

DNA e rmöglichen. D ie 'hi nge'-Region [D ] i st s ehr flexibel und verbindet DNA-

Bindungsdomäne und Hormon-Bindungsdomäne, i st aber  auc h an der  I nteraktion m it

Korepressoren beteiligt. Die  L iganden-Bindungsdomäne und D imerisierungs-Domäne [E]

besteht aus  12 α-Helices und m ehreren β-Faltblatteinheiten und bi ldet eine Sandwich-

Struktur aus , an di e i m F all des  nVD R 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 bi ndet. D ie

Transaktivierungsdomäne [F] interagiert mit T ranskriptionsmediatoren. Es  w ird

angenommen, dass di ese D omäne dur ch Bi ndung des  Li ganden ei ne



Transkription kann nach Phosphorylierung des  R ezeptors ges tartet oder  i nhibiert w erden

(Haussler et al., 1998). In Abb. 3 ist die Struktur des VDR schematisch dargestellt.

DNA-Bindung

Kernlokalisation Hormon-Bindung

Dimerisierung

Transaktivierung

N C
1 427

A/B EDC F

Abb. 3:  Struktur des nV DR nach H aussler et al ., 1998. D ie ei nzelnen Domänen sind durch unterschiedliche

Farben gekennzeichnet, A/B entspricht der N-terminalen Domäne, C der DNA-Bindungsdomäne, D der 'hinge'-

Region, E der Liganden-Bindungsdomäne und F der Transaktivierungsdomäne.

Der nVD R bi ndet an 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 - responsive El emente ( VDRE) von Zielgenen

und reguliert ihre Transkription im Sinne eines Transkriptionsfaktors. Die Bindung erfolgt als

Heterodimer m it dem  Retinsäurerezeptor R XR. W ird der  Li gand 1,25( OH)2 Vi tamin D 3

gebunden, v erstärkt di es di e Pr otein-DNA I nteraktion des  H eterodimers; bindet 9-cis

Retinsäure an den R ezeptor, w ird di e Bi ndung inhibiert (Thompson et al ., 1998) . Bi sher

konnte eine DNA-Bindung eines VDR-Homodimers nur in vitro gezeigt werden (Freedman

et al., 1994). Es wurden verschiedene positive und negative VDREs identifiziert (Darwish et

al., 1996). Ein VD RE w elches aus  'di rect r epeats' z weier hex amerer

Oligonukleotidsequenzen, s ogenannten 'H alfsites' bes teht, di e i dealerweise di e

Konsensussequenz GGTTCA besitzen und dur ch dr ei Bas en v oneinander getr ennt s ind

wird dem DR3-Typ zugeordnet. Es wird angenommen, dass der VDR-Anteil des Rezeptor-

Heterodimers an das  3 ´-Element bi ndet, w ährend der  R XR-Anteil das  5 ´-Element

bevorzugt. DR3-Elemente finden sich v.a. i n Pr omotoren v on Genen, di e 'k lassische'

Funktionen des  1,25(OH)2 Vi tamin D 3  v ermitteln. I m Pr omotor der  hum anen 24-

Hydroxylase f inden s ich z wei 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsive Elemente des  D R3-Types

(Tab. 1). Das näher am Startcodon lokalisierte Element besteht untypischerweise aus drei

Halfsites (Chen et al., 1995).



Gen Position im
Promotor Sequenz

humane
24−Hydroxylase -293 bis -273 5´-GCGTTCACCGGGTGT-3´

humane
24−Hydroxylase -172 bis -143 5´-GAGTCAGCGAGGTGAGCGAGGGCG-3´

murines c−fos -482 bis -462 5´-TGACCCTGGGAACCGGGTCCA-3`

Tab. 1:  Konsensus-Sequenzen der  VD REs i m Pr omotor der  hum anen 24-Hydroxylase (DR3) und im

Promoter des M aus c- fos G ens ( IP9). Das erste DR3-Element befindet si ch an P osition - 293 bis -273 des

Promotors der 24-Hydroxylase und be steht aus z wei, durch drei Basen getrennte Halfsites, während si ch das

zweite D R3-Element be i P osition - 172 bi s - 142 be findet und aus dr ei, dur ch jeweils drei Basen getrennte

Halfsites besteht. Im Promoter des Maus c-fos Gens befindet sich an Position –482 bis –462 ein IP9-Element,

zwei inverse Palindrome die durch neun Basen voneinander getrennt sind.

Weiterhin wurden VDREs identifiziert, die aus  z wei i nversen Pal indromen bes tehen di e

durch neun Nukleotide voneinander getr ennt s ind. D iese Sequenz en w erden al s I P9-

Elemente bez eichnet ( 'inverse pal indromic'). IP9-Elemente f inden s ich i n Pr omotoren v on

Genen, die mit dem Zellzyklus assoziiert sind, z. B. im Promotor des murinen c-fos Genes

(Schräder et al., 1997).

3 'Nichtgenomische' Effekte des 1,25(OH)2 Vitamin D3

Nichtgenomische Ef fekte des  1,25(OH)2 Vi tamin D 3 er fordern k eine T ranskription und

Translation und w erden im Bereich von Sekunden beobachtet, während Ef fekte, die über

den klassischen nVDR vermittelt werden, erst nach Stunden eintreten. Es wird die Existenz

eines m embranständigen 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Rezeptors pos tuliert ( mVDR), der  bi sher

aber noch nicht k loniert wurde. Zu den ni chtgenomischen Ef fekten des 1,25(OH)2 Vi tamin

D3 geh ört di e Er höhung der  i ntrazellulären C a2+-Konzentration s owie der  C a2+-Transport

innerhalb ei nes Gew ebes. D ie s chnelle C a2+-Resorption aus  dem  Dünndarm, di e

sogenannte Transkaltachie, wird ebenfalls durch den membranständigen 1,25(OH)2 Vitamin

D3-Rezeptor v ermittelt. I n di esem Z usammenhang s ind gut charakterisierte Systeme zum

einen der  Dünndarm des  H uhns, z um ander en di e R atten-Osteoblasten Z elllinie RO S

17/2.8. I n bei den Sy stemen w ird nac h Einwirkung von 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 ei ne

biphasische Er höhung der  intrazellulären C a2+-Konzentration beobac htet ( Bouillon et al .,

1995). D es w eiteren w urde i n R atten-Chondrozyten ein Anstieg der Proteinkinase C-



des 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 führen über 'second messenger' z u s ogenannten 's ekundären'

Genregulationen. Mit einem Antikörper gegen den putativen mVDR konnte im Western Blot

aus Basolateralmembran-Extrakten von Hühnerdünndarm ein 66 kDa 1,25(OH)2 Vitamin D3-

bindendes Protein detektiert w erden, das  aber  noc h w eiter c harakterisiert w erden m uss

(Nemere et al., 1994 und 1998).

4 Prinzip der lokalen Steroidaktivierung

In den N ebennieren, N ieren, Gonaden und Leber  w erden Steroidhormone als

Vorläufermoleküle in  g roßen Mengen gebi ldet, in die Zirkulation abgegeben und an ihrem

Wirkungsort in geringer Konzentration zu ak tiven H ormonen um gewandelt. Al s Bei spiel

hierfür kann das Secosteroid 1,25(OH)2 Vitamin D3 aufgeführt werden, dessen Vorläufer in

der Leber zu 25(OH) Vitamin D3 umgewandelt und anschließend in der Niere zum Hormon

1,25(OH)2 Vitamin D3 aktiviert wird (Adams et al., 1996; Bell, 1998). Ein weiteres Beispiel ist

die Sekretion von Testosteron durch männliche Gonaden. Testosteron ist eine weitgehend

inaktive Vorstufe sowohl für Östradiol als auch für Dihydrotestosteron, das aktive männliche

Hormon. Enzyme, die die ei nzelnen Sc hritte k atalysieren, s ind di e Ar omatase, di e

Testosteron z um w eiblichen H ormon Östradiol um wandelt und di e 5α-Reduktase, di e

Testosteron z um m ännlichen H ormon D ihydrotestosteron ak tiviert. Es  w urde ei ne

Expression der  Ar omatase s owohl i n m yeloischen Z ellen, al s auch im Fettgewebe

nachgewiesen (Jakob et al., 1995a und 1995b; Z hao et al ., 1995), die 5α-Reduktase wird

auch i n T hrombozyten und Osteoblasten exprimiert (Milewich et al ., 1982; Br uch et al .,

1992). Das Substrat T estosteron l iegt i n hohen Konz entrationen i m Ser um v or, w ährend

das Pr odukt i n ger ingeren Konz entrationen gemessen wird. Konzentrationsunterschiede

können den Faktor 100-1000 betragen. Vorläufer werden im Bereich von ng/ml gemessen,

aktive Hormone im Bereich von pg/ml.

Das endok rine Pr inzip der  Vor läuferaktivierung i n dr üsigen Organen und ans chließenden

Transport zu den Zielzellen via Blutstrom gilt für die Endstufe der Hormonaktivierung nicht

uneingeschränkt. Es wurde vielfach Hormonaktivierung in peripheren Geweben, verbunden

mit einer parakrinen und autokrinen Wirkung der Hormonvorläufer, nachgewiesen.

5 M yeloische Zelldifferenzierung

Makrophagen entw ickeln s ich aus  h ämatopoetischen Vor läuferzellen i n der  m yeloischen



1,25(OH)2 Vitamin D3 in Richtung Monozyten differenziert, während all-trans Retinsäure die

granulozytäre Differenzierung einleitet. Im Zellkulturmodell differenzieren myeloische HL60,

U937 und T HP1-Zellen unter  dem  Ei nfluss v on 1,25( OH)2 Vi tamin D3 z u M onozyten,

während sich H L60-Zellen nac h all-trans Re tinsäure-Behandlung z u Gr anulozyten

entwickeln. Abb. 1 zeigt ein Modell der myeloischen Zelldifferenzierung.

Abb. 4:  Myeloische Zel ldifferenzierung. A us m yeloischen V orläuferzellen w ird unt er de m E influss von

1,25(OH)2 Vi tamin D 3 di e m onozytäre, unt er de m E influss von all-trans Re tinsäure di e gr anulozytäre

Zelldifferenzierung eingeleitet. Aus Monozyten entstehen unter dem Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren

und koloniestimulierender Faktoren die terminalen Differenzierungsstufen wie Dendritische Zellen, Osteoklasten

und G ewebsmakrophagen. D er D ifferenzierungsgrad de r m yeloischen Ze lllinien H L60, U 937 und THP1 ist

ebenfalls dargestellt.

Zirkulierende Monozyten des per ipheren Bl utes w andern i n unter schiedliche Gew ebe ei n

und w erden dur ch den Ei nfluss des  dor t her rschenden M ikroenvironments z u Z ellen

unterschiedlicher terminaler Differenzierungsstufen rekrutiert, die im folgenden beschrieben

werden.

5.1 Makrophagen und Osteoklasten

Vom Monozytenpool des peripheren Blutes werden unterschiedliche Gewebsmakrophagen

rekrutiert. Die  A dhäsion von Monozyten an das  Endothel  und der  Einfluss von 1,25(OH)2

Vitamin D 3 und k oloniestimulierender F aktoren w ie GM CSF und MCSF ((Granulozyten)

Makrophagen k oloniestimulierender F aktor) pr opagieren di e weitere Zelldifferenzierung

(Perkins et al., 1995; Kreutz et al., 1999).



Osteoklasten s ind mehrkernige Zellen, deren Funktion die Resorption von Knochenmatrix

ist. Si e entw ickeln s ich aus  Vor läuferzellen des  M onozyten/Makrophagen-

Differenzierungsweges unter  dem  Ei nfluss des  Mikroenvironments. Osteoklasten-ähnliche

Zellen e ntwickeln sich  in  vitr o aus  Knoc henmark, k okultiviert mit Osteoblasten oder

Stromazellen unter  dem  Ei nfluss von 1,25(OH)2 Vi tamin D 3, I L-6 und PT H. Os teoblasten

und Stromazellen produzieren Zytokine und W achstumsfaktoren, di e par akrin z ur

Osteoklastendifferenzierung beitragen. Ein Stimulus für die Osteoklastendifferenzierung ist

MCSF. M CSF-Knockout M äuse, s ogenannte op/op Mäuse, entw ickeln Os teopetrose. Si e

besitzen keine Osteoklasten und z eigen i m al lgemeinen ei ne Ver minderung der

Makrophagenanzahl ( Wiktor-Jedrzejczak et al ., 1990) . W ird i hnen rekombinantes MCSF

gespritzt, entwickeln sich Osteoklasten (Felix et al., 1990). Es werden zwei unterschiedliche

Modelle für die Rolle von MCSF bei der Osteoklastendifferenzierung diskutiert. Einmal wird

MCSF als Hauptstimulus für die Makrophagendifferenzierung angesehen, MCSF treibt die

Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen voran (Metcalf, 1982). Das andere Modell

sieht M CSF al s ' Überlebenssignal' f ür di fferenzierende M onozyten an. Z ellen, di e dur ch

MCSF-Einfluss überleben, di fferenzieren dur ch ei n i ntrinsisches Pr ogramm z u

Makrophagen. Werden op/op Mäuse mit transgenen Mäusen, die den anti-Apoptose Faktor

bcl-2 in mononukleären Zellen überexprimieren, gekreuzt, sind nachfolgende Generationen

wieder in der Lage M akrophagen z u entw ickeln, w as daf ür sp richt, d ass M onozyten d ie

genetische Information besitzen zu Makrophagen zu differenzieren (Lagasse, et al., 1997).

Im Ver gleich z ur op/op M aus bilden diese Mäuse ei ne w eniger er nste F orm der

Osteopetrose aus.

Ein weiteres System, welches die Osteoklastendifferenzierung beeinflusst, ist das TRANCE

/ RANK / OPG System. RANK (receptor activator of NFκB), ein Mitglied der TNF-Rezeptor-

Familie, ist  e in me mbranständiger R ezeptor, über welchen di e D ifferenzierung v on

Vorläuferzellen zu Os teoklasten ges teuert w ird. R ANK-Knockout M äuse ( RANK/)

entwickeln eine schwere Osteopetrose aufgrund fehlender Osteoklasten (Li et al., 2000). An

den RANK-Rezeptor bindet das  ebenf alls T NF-ähnliche T RANCE ( tumor nec rosis f actor–

related ac tivation i nduced c ytokine). T RANCE w ird auf  der  M embranoberfläche vo n

Osteoblasten und Str omazellen exprimiert (Wong et al ., 1999). In der Li teratur f indet man

weitere Bezeichnungen für dieses Zytokin: ODF (osteoclast differentiation factor), RANK-L

(receptor activator of NF-κB ligand) und OPG- L (osteoprotegerin l igand). Ligandenbindung

an den R ANK-Rezeptor f ührt über v erschiedene Si gnaltransduktionskaskaden z ur

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB (Darnay et al., 1998). Aus Vorläuferzellen wird



Osteoklasten wird die Knochenresorption stimuliert und Apoptose der Zellen inhibiert (Lacey

et al ., 1998) . F ür TRA NCE ist  e in we iterer l öslicher R ezeptor bes chrieben w orden, das

sogenannte Osteoprotegerin (OPG). Es  i st ebenf alls ein TNF-Rezeptor ähnliches Protein,

welches um die Bindung v on T RANCE k onkurriert und dadur ch di e

Osteoklastendifferenzierung hemmt. W eitere in der  Li teratur geläufige Bez eichnungen f ür

OPG s ind OC IF ( osteoclast i nhibitory f actor) und T RANCE-Rezeptor. OPG w urde als

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsives Gen i n hum anen f etalen Os teoblasten beschrieben

(Hofbauer et al., 1998). Werden Knochenmarkzellen von Mäusen mit PTH behandelt, steigt

die Anzahl von reifen Os teoklasten; die T ranskription von TRANCE wird erhöht, w ährend

die Expression von OPG s inkt ( Lee et al ., 1999) . Abb. 5 z eigt ei n M odell der

Osteoklastendifferenzierung.

Abb. 5:  Modell der  O steoklastendifferenzierung. O steoklasten e ntwickeln si ch unt er de m Einfluss von

TRANCE aus Vorläuferzellen. Freies, an S tromazellen oder Osteoblasten gebundenes TRANCE bindet an den

RANK Rezeptor und akt iviert durch Zell-Zell-Kontakt den Transkriptionsfaktor NFκB. Ein weiterer Rezeptor f ür

TRANCE i st O steoprotegerin ( OPG), w elcher TR ANCE bi ndet und som it eine Osteoklastendifferenzierung

verhindert.

5.2 D endritische Zellen

Dendritische Zellen spielen eine große Rolle bei  der  Vermittlung der  Immunantwort durch

die Pr ozessierung und Pr äsentation v on Anti genen. Si e bes itzen di e F ähigkeit aus

peripherem Gew ebe i n Ly mphknoten z u w andern und dort T-Zellen zu aktivieren.



geringer Konzentration auc h i m Bl ut ( Hoek et al ., 1997) . N euere Ar beiten ber ichten über

eine par akrine F unktion v on D endritischen Z ellen, di e Si gnalmoleküle und H ormone

produzieren und s omit di e W undheilung und di e F unktion z . B. von Zellen des

Endokriniums beeinflussen. D endritische Z ellen k önnen aus  per ipheren Bl utmonozyten in

vitro unter  dem  Ei nfluss v on GM CSF und I nterleukin-4 ( IL-4) nac h 7 bis 11 Tagen

differenzieren (Randolph et al., 1998; Thurner et al., 1999).

6 1,25(OH )2 Vi tamin D 3-responsive Gene im K nochen und i n

Monozyten/ Makrophagen

Im Knochen spielt 1,25(OH)2 Vitamin D3 für die Funktion von knochenaufbauenden Zellen,

den s ogenannten Os teoblasten, ei ne w ichtige R olle. Os teoblasten ents tehen aus

mesenchymalen Vor läuferzellen, die auc h z u Adi pozyten, M yozyten, C hondrozyten und

Fibroblasten differenzieren können. Die Hauptfunktion von Osteoblasten ist, Knochenmatrix

aus Kol lagen und Os teokalzin zu sezernieren. D ie Expression dieser Proteine wird durch

1,25(OH)2 Vi tamin D 3, abhängig vom Differenzierungsgrad der  Os teoblasten, reguliert. Im

Zellkulturmodell v on m enschlichen Pr imärosteoblasten k onnte Pr okollagen I  al s f rüher

Marker der  Os teoblastendifferenzierung i dentifiziert w erden. D ie Expression nimmt mit

Zunahme des  D ifferenzierungsgrades ab, w ährend di e Ex pression von Alkalischer

Phosphatase ans teigt ( Siggelkow et al ., 1999) . Es  w urden w eitere 1,25( OH)2 Vi tamin D3

responsive Gene in Os teoblasten bes chrieben, w ie di e T hioredoxin R eduktase 1 ( TR1)

(s.u.)  und hCyr61 (Schütze et al., 1998a und 1998b).

Monozyten/Makrophagen exprimieren ebenf alls ei ne R eihe 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-

responsiver Gene, deren Expression über den nVDR vermittelt wird. Tab. 2 fasst 1,25(OH)2

Vitamin D3-responsive Gene in Monozyten/Makrophagen und Knochen zusammen und gibt

einen Überblick über die Funktion und Beschreibung in der Literatur.



Vorkommen:
Knochen (K),
Monozyten/

Makroph. (M)
Gen

K M

1,25(OH)2
Vitamin D3
Regulation

Funktion Literatur

1α-Hydroxylase x x ? aktiviert 25(OH) Vitamin D3
Axen 1995a und 1995b;
Monkawa et al., 1997

24-Hydroxylase x x ++ inaktiviert 1,25(OH)2
Vitamin D3

Chen et al., 1995; van
Leeuwen et al., 1996

alkalische
Phosphatase x x ++

produziert hohe lokale
Phosphatkonzentration,

Ca2+-Niederschlag

Vaananen et al., 1987;
Song et al., 1998

CD14 x ++ LPS-BP-Rezeptor Zhang et al., 1994; Jakob
et al., 1994

c-fms x x + MCSF-Rezeptor iskobing et al., 1997; Weir
et al., 1993

c-fos x x + Onkogen Muller et al., 1985;
Grigoriardis et al., 1993

c-myk x x - Onkogen
ollins et al., 1987, Karmali

et al., 1989; Subramaniam
et al., 1992

ddVit x + differentiation promoting
factor ? Fritsche et al., 1997

Gewebsfaktor x - Antikoagulant Koyama et al., 1998

IGF-BP 2 x + IGF-Inhibitor Chen et al., 1991

hCyr61 x ++ Differenzierung und
Funktion von Osteoblasten Schütze et al., 1998a

HoxA10 x + reguliert Zellwachstum Rots et al., 1998

nVDR x x + nukleärer 1,25(OH)2
Vitamin D3 Rezeptor

Santiso-Mere et al., 1993;
Hmama et al., 1999;
Maenpaa et al., 1991

Osteokalzin x ++ Ca2+-Bindungsprotein Hauschka et al., 1978

Osteoprotegerin x + inhibiert
Osteoklastendifferenzierung Hofbauer et al., 1998

Osteopontin x x ++ Adhäsion, Chemotaxis Butler 1989; Chang et al.,
1994

p21 x x + induziert Differenzierung Liu et al., 1996; Bellido et
al., 1998

Phospholipase C x x + Signaltransduktion Civitelli et al., 1990 Bunce
et al., 1997

PTHrP x x -
bindet an PTHR1, wirkt

auto-, parakrin, inhibiert
Differenzierung

Lanske et al., 1999; Zeimer
et al., 1998; Blomme et al.,

1999



Vorkommen:
Knochen (K),
Monozyten/

Makroph. (M)
Gen

K M

1,25(OH)2
Vitamin D3
Regulation

Funktion Literatur

Thioredoxin
Reduktase 1 x x ++

aktiviert
Transkriptionsfaktoren,

Ribonukleotid Reduktase

Schütze et al., 1998b und
1999; Ebert-Dümig et al.,

1999

Typ I Kollagen x - Knochenmatrix Bellows et al., 1999

Thrombomodulin x + Antikoagulant Koyama et al., 1998

Vitronektin
Rezeptor x x + Adhäsion Medhora et al., 1993;

Nakstad et al., 1990

Tab. 2:  1,25(OH)2 Vi tamin D3–responsive Gene im Knochen (K) und i n Monozyten/Makrophagen (M). Es

ist di e 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-Responsivität, di e Funkt ion und di e B eschreibung de s G ens i n de r Literatur

dargestellt.

6.1 Thi oredoxin Reduktasen − Selenoenzyme

Die zytosolische Thioredoxin Reduktase 1 (TR1 oder TrxRα) wurde 1995 von Gasdaska et

al. aus  humaner Plazenta k loniert und ein Jahr später aus  T -Zellen und Adenok arzinom-

Zellen al s Sel enoprotein i dentifiziert ( Gladyshev et al ., 1996; T amura et al ., 1995) . D as

Enzym s etzt s ich aus  hom odimeren 55 k Da Untereinheiten aus je 499 Aminosäuren

zusammen, wobei sich jeweils an Position 498 ein Selenocystein befindet. Das Gen wurde

auf Chromosom 12q23-q24.1 lokalisiert (Gasdaska et al., 1996), die mRNA umfasst 3,8 kb.

TR1 w ird übiquitär ex primiert und w urde als 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsives Gen i n

Osteoblasten c harakterisiert ( Schütze et al ., 1998b) . D ie T R1 geh ört zur Gr uppe der

NADPH-abhängigen D isulfid-Oxidoreduktasen, di e al s pr osthetische Gr uppe ein FAD

besitzen. Es w ird angenom men, das s N ADPH das  F lavin des  Enz yms r eduziert, di e

Elektronen w erden ans chließend auf  das akti ve Z entrum, das ei n Sel enocystein trägt,

übertragen. D ie T R1 r eduziert D isulfidbindungen, di e f ür di e F altung von Proteinen,

Protein/Protein-Interaktionen und D NA/Protein-Interaktionen, w ie di e Aus bildung v on

Zinkfingerstrukturen, wichtig sind (Wu et al., 1996). Die Aktivität der Transkriptionsfaktoren

NFκB und AP1, s owie di e Ak tivität der R ibonukleotid-Reduktase w erden über ei ne

zwischengeschaltete Reduktion von T hioredoxin ( Trx), m oduliert. D as w ichtigste Subs trat

der TR1 ist Trx, ein 12 kDa Polypeptid, das ubiquitär und in hoher Konzentration exprimiert

wird. Es besitzt zwei freiliegende, eng benachbarte Cysteinreste, die als Wasserstoffdonor

dienen können (Holmgren et al ., 1996). Es wurde als W achstumsfaktor von Lymphozyten



einen W achstumsvorteil f ür di ese Z ellen dar stellen k ann ( Baker et al ., 1997; D as et al .,

1999; Schenk et al., 1996). Der Trx-Knockout ist bereits im f rühen Embryonalstadium letal

(Matsui et al., 1996). Weitere Substrate der TR1 sind Proteindisulfidisomerase, natural killer

cell lysin (NK-Lysin) und Ca2+-Bindungsproteine 1 und 2, aber  auch kleine Substanzen wie

Selenodiglutathion, Li pidhydroperoxide oder  5,5 ´-Dithiobis-(2-nitrobenzoesäure) w erden

reduziert ( Andersson et al ., 1996; Ar teel et al ., 1999; Gr omer et al ., 1998a und 1998b;

Holmgren et al ., 1996 und 1989; Lunds trom-Ljung et al ., 1995; Luthm an et al ., 1982;

Oblong et al ., 1993). Unter Selenmangel zeigt TR1 i n Leber  und N iere v on R atten

verminderte Aktivität, wie für Selenoproteine typisch (Hill et al., 1997). Kürzlich wurden zwei

weitere Thioredoxin Reduktasen, TR3 oder TrxRβ und TR2 aus Maus und Mensch kloniert

(Gasdaska et al ., 1999; Sun et al ., 1999) , di e ebenf alls ei n Sel enocystein i m akti ven

Zentrum bes itzen, das  s ich am  C -Terminus der  Pol ypeptidkette bef indet. T R2 bes itzt zur

TR1 eine 70 %ige Identität, während TR3 und TR1 bzw. TR3 und TR2 eine 52 bis 53 %ige

Identität aufweisen. Die mRNA der TR3 hat eine Länge von 2,4 kb und codiert für ein 56,5

kDa Protein aus 524 Aminosäuren. TR3 besitzt am N-Terminus eine putative mitochondriale

Signalsequenz. Das Gen um fasst eine Region von etwa 65 k b auf Chromosom 22q11.2.

TR3 i st ubi quitär in der Maus, v or al lem aber  i n der  Leber  ex primiert, w ährend s ich di e

Expression von TR2 auf Testis beschränkt.

6.1.1 Einbau von Selenocystein in Proteine

Selen wurde 1817 von Berzelius als drittes Element der Chalkogene entdeckt. 1935 wurde

die toxische Wirkung des Selens beschrieben, die Aufnahme von 800 µ g pro Tag führt im

Menschen z u c hronischen Ver giftungserscheinungen ( Franke et al ., 1935a und 1935b;

Yang et al ., 1989) . 1957 s prachen Sc hwarz und F oltz Sel en di e R olle ei nes

Spurenelementes z u, das  al s N ahrungszusatz bei  R atten, di e m it ei ner selenarmen Diät

gefüttert wurden, die Ausbildung von Lebernekrosen verhindern konnte. Bei der Aufnahme

von weniger al s 20 µ g Sel en pr o T ag s pricht m an v on ei ner Sel enmangelernährung. Al s

erstes eukaryontisches Selenoprotein w urde 1973 di e z ytosolische Gl utathionperoxidase

beschrieben (Flohé et al., 1973; Rotruck et al., 1973).

Selen kann in Proteinen koval ent gebunden al s Sel enomethionin oder  Sel enocystein

vorliegen. Während Selenomethionin eher zufällig anstelle von Methionin in die Proteinkette

eingebaut wird, erfolgt die Insertion von Sel enocystein nach ei nem ei nzigartigen

Mechanismus, der für Prokaryonten aufgeklärt wurde (Böck et al., 1991), bei  Eukaryonten

jedoch te ilweise n och ungeklärt is t (L ow et al ., 1996) . D ie Sel enocystein-Insertion i n di e



Das UGA-Codon dient normalerweise als Opal-Stop-Codon (Chambers et al., 1986; Z inoni

et al., 1986), wird jedoch in Verbindung mit einer Sekundärstruktur im 3´-Bereich der mRNA,

dem sogenannten SEC IS-Element ( selenocysteine i nsertion sequence) , f ür di e I nsertion

von Selenocystein verwendet, es kom mt nicht zum Kettenabbruch. Bei Prokaryonten liegt

das SEC IS-Element m eist di rekt i m Ans chluss an das UGA-Codon, bei Eukaryonten

befindet es  s ich z wischen 500 und 5300 bp i n der  3 ´-untranslatierten R egion ( UTR) der

mRNA (Berry et al., 1991b; Heider et al., 1992; Martin et al., 1996; Walczak et al., 1996). In

Prokaryonten w ird z unächst ei ne s pezielle tR NASec, das  Genpr odukt des  s elC-Gens, m it

Serin beladen, welches anschließend durch die Selenocystein-Synthase (SelA) katalytisch

zum Sel enocystein um gewandelt wird (Leinfelder et al ., 1988; Lee et al ., 1990) .

Selenophosphat di ent al s Sel en-Donor, w elches dur ch di e Selenophosphat-Syntethase

(SelD) aus Selenid und ATP synthetisiert wird. Das translatierende Ribosom wird von dem

Elongationsfaktor SelB, dessen N-Terminus homolog zu dem Transkriptionsfaktor EF-Tu ist,

mit der Selenocysteyl-tRNASec beliefert (Forchhammer et al., 1989 und 1990).

Eukaryontische Homologe zu selB und selA wurden noch nicht identifiziert, jedoch wurden

bereits Pr oteine bes chrieben, di e an das  SECIS-Element binden (Shen et al ., 1995b;

Hubert et al., 1996; Lees on et al., 1997). Das selC-Gen dagegen i st im Tierreich ubiquitär

verbreitet, Knockout des selC-Gens wirkt bei Mäusen bereits im f rühen Embryonalstadium

letal (Mitzutani et al., 1992; Bösl et al., 1997). Ein eukaryontisches Protein homolog zu selD

wurde iso liert (Low et al., 1995), eine zweite Isoform, SelD2, trägt selbst Selenocystein im

aktiven Z entrum ( Guimaraes et al ., 1996)  und er laubt dam it ei ne s elenabhängige

Autoregulation der  Sel enoproteinsynthese. K ürzlich w urde ei n R NA-Bindungsprotein

beschrieben, welches essentiell für die Translation von Selenoproteinen in Säugern ist und

die Termination am UGA-Codon verhindern kann (Copeland et al., 2000).

Es w urden i n den v ergangenen J ahren neben Sel D ei ne R eihe euk aryontischer

Selenoproteine i dentifiziert. Bei  Sel enoenzymen l iegt Sel enocystein jeweils im aktiven

Zentrum vor und ist maßgeblich an der Katalyse von Redox-Reaktionen beteiligt (Heider et

al., 1993; Stadtman, 1996).

7 Weitere eukaryontische Selenoproteine

7.1 Gl utathionperoxidasen

Zur Familie der Glutathionperoxidasen gehören vier genetisch unterschiedliche antioxidative



oder z um Al kohol um setzen. Al s er stes euk aryontisches Sel enoprotein wurde die

zytosolische Glutathionperoxidase (cGPx) von Flohé et al. 1973 identifiziert. Es handelt sich

um ein homotetrameres Protein mit einem Molekulargewicht von jeweils 23000 und einem

Selenocysteinrest pro Untereinheit. Die cGPx w ird in den meisten untersuchten Geweben

gefunden, eine hohe Ex pression w urde i n Er ythrozyten, i n N iere und Leber  bes chrieben

(Mills, 1959; Rotruck et al ., 1973; Sunde, 1994; D reher et al ., 1997a) . D as hum ane Gen

wurde auf C hromosom 3q11- 3q12 l okalisiert, es  enth ält z wei I ntrons. Z wei I ntron-lose

Pseudogene w urden auf  den C hromosomen X und 21 gef unden (McBride et al ., 1988) .

Knockout und Überexpression des Genes  i n der  M aus z eigten k einen Ei nfluss auf  den

physiologischen Z ustand und di e Entw icklung s owie di e Ex pression w eiterer

Glutathionperoxidasen (Ho et al., 1997; Cheng et al., 1997a und 1997b) . Der cGPx wurde

eine Sc hutzfunktion bei  Par aquat-induziertem ox idativen Str ess i n transgenen Mäusen

zugesprochen. Sie verhindert eine Schädigung von Lipiden und Pr oteinen durch Oxidation

(Cheng et al ., 1998 und 1999) . D ie Ex istenz von Sauerstoff-responsiven Elementen

(OREs), w elche di e Genex pression abh ängig v om Sauer stoffpartialdruck i n der  Zelle

regulieren, wurde im Pr omotor, der  w eder ei ne Kons ensus-TATA- noc h ei ne C AAT-Box

enthält, bes chrieben ( Cowan et al ., 1993; M oscow et al ., 1992) . Es  k onnte zwar eine

Induktion der cGPx-Genexpression durch Hyperoxie, jedoch keine DNA-Protein-Interaktion

an diese Elemente nachgewiesen werden (Jornot et al., 1997).

Im Plasma existiert eine glykosylierte Isoform, die Plasma-Glutathionperoxidase (pGPx), die

zur c GPx 57%  Identität z eigt und auf  C hromosom 5q32 l okalisiert i st ( Yoshimura et al .,

1994). Die pGPx ist ein homotetrameres Protein aus  25 k Da Untereinheiten, die je einen

Selenocysteinrest tr agen. Si e r eduziert H2O2 oder  r eaktive Sauer stoffverbindungen, di e

durch phagozytierende Zellen oder  Endothelzellen sezerniert werden. Im SDS-Gel zeigen

cGPx und pGPx unterschiedliches Wanderungsverhalten und w erden nicht von denselben

Antikörpern er kannt ( Takahashi et al ., 1987) . D ie pGPx  w ird vor allem von proximalen

Nieren-Tubuli s ezerniert, ei ne Ex pression der  m RNA w urde aber auch in Brust, Herz,

Plazenta und Lunge von Mensch und Nager nachgewiesen (Avissar et al., 1994). Über die

Expression in der Leber  ber ichten v erschiedene Ar beitsgruppen w idersprüchliche

Ergebnisse (Yoshimura et al., 1991; Chu et al., 1992b).

Die gastrointestinale Glutathionproxidase (GI-GPx) ist eine weitere zytosolische Isoform der

Glutathionperoxidase-Familie. Das h omotetramere P rotein b esteht a us 2 2 kDa

Untereinheiten, die je einen Selenocysteinrest bei nhalten. Si e w ird vor  al lem i m

Gastrointestinaltrakt von Mensch und Nager exprimiert und reduziert dort Peroxide, die mit



deren Genlokus auf Chromosom 14q24.1 i dentifiziert w urde, z eigt z ur c GPx ei ne 61%

Identität und w urde dur ch Sc reening ei ner Genbank der Hepatokarzinomzelllinie He pG2

kloniert ( Chu et al ., 1992a und 1996) . Bei m M enschen w ird di e GI -GPx i m

Gastrointestinaltrakt und in der Leber exprimiert (Chu et al., 1992a und 1995) . Die Stabilität

der mRNA ist im Vergleich zu der anderer GPx-Isoformen sehr hoch, ebenso wird die GI-

GPx bei  Sel enitdefizienz schwach, die übrigen GPx -Isoformen dagegen ni cht ex primiert.

Nach Selenitsubstitution steigt die mRNA-Menge der GI-GPx innerhalb kurzer Zeit stark an,

was auf eine wichtige Rolle des Enzyms in der Hierachie der Selenoproteine schließen lässt

(Wingler et al., 1999).

Die Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase ( PHGPx) i st ei n m onomeres Enz ym,

das vor allem Phospholipid- und Cholesterin-Hydroperoxide umsetzt und so Biomembranen

vor P eroxidation sch ützt. D ies unter scheidet s ie v on den übrigen GPx -Isoformen, di e v or

allem niedermolekulare Substanzen wie H2O2 und Li pidhydroperoxide reduzieren (Ursini et

al., 1995; M aiorino et al ., 1990) . Das Gen, das  f ür ein 22 k Da-Protein kodiert, wurde auf

Chromosom 19q13.3 lokalisiert und bes teht aus 7 Exons (Kelner et al., 1998). Das Enzym

wurde ur sprünglich aus  Sc hweine-Herz, s päter auc h aus  Leber  und Gehi rn, aus  R atten-

Leber und Testis und aus hum aner Pl azenta auf gereinigt und k ann s owohl

membrangebunden als auch im Zytosol vorliegen. Die mRNA ist meist ubiquitär vorhanden,

die Enzymaktivität ist jedoch um eine Zehnerpotenz geringer als die der cGPx (Maiorino et

al., 1982 und 1990; U rsini et al ., 1985) . I n T estis w ird di e h öchste E nzymaktivität

beobachtet, di e Ex pression er folgt er st nac h der  Puber tät und s teht unter  hor moneller

Kontrolle. Es wurden putative Hormon-responsive Elemente im Promotor und ersten Intron

des Gens  gef unden ( Brigelius-Flohé et al ., 1994). Der PH GPx w ird ei ne R olle i n der

Spermatogenese zugesprochen, es besteht eine direkte Korrelation zwischen Selenmangel

und Infertilität (Maiorino et al., 1998; Behne et al., 1996). In reifen Spermatozoen nimmt die

PHGPx die Funktion eines Strukturproteins ein. Bei Selendefizienz wird eine Instabilität des

Mittelstücks der Spermien, das zu mindestens 50% aus PHGPx besteht, beobachtet (Ursini

et al., 1999).

7.2 S elenoprotein P

Selenoprotein P ( SeP), ei n s tark gl ykosyliertes, C ystein- und H istidin-reiches Pr otein m it

Heparin-Bindungseigenschaften, wurde aus Ratten- und hum anem Pl asma i soliert

(Herrman et al ., 1977; Yang et al ., 1987; M otchnik et al ., 1989; Eber le et al ., 1993) . I m

open-reading-frame der  m RNA bef inden s ich z ehn Opal -UGA-Codons, di e mit Hilfe d er



humane SeP w urde auf  Chromosom 5q31 l okalisiert und der Promotor charakterisiert (Hill

et al., 1996b; Dreher et al., 1997b). Die Funktion des 57 kDa SeP ist noch nicht gut geklärt,

eine Sel enspeicher- oder  T ransportfunktion wird diskutiert (Motsenbocker et al ., 1982) .

Unter Selenmangel wird jedoch die c GPx ni edriger ex primiert, w as eher  der  c GPx ei ne

Speicherfunktion zuschreibt (Burk et al ., 1991; Hill et al ., 1992; Gr oss et al ., 1995) . SeP

verhindert im Rattenmodell Lebernekrosen nach Paraquat- oder  D iquat-Injektion, was auf

eine oxidative Schutzfunktion des SeP schließen lässt (Burk et al., 1980 und 1995). Ebenso

verhindert SeP im humanen Plasma eine Oxidation durch Peroxinitrit (Arteel et al ., 1998).

SeP k ann al s Marker für den Sel enstatus ei nes I ndividuums di enen, da ei ne hohe

Korrelation der  SeP- Konzentration z um Ser um-Selenspiegel besteht (Hill et al ., 1996a;

Marchaluk et al., 1995; Per sson-Moschos et al., 1995; Huang et al ., 1995). Neuere Daten

zeigen, dass SeP ähnlich der PHGPx, Phospholipid-Hydroperoxide zu reduzieren vermag.

Dies geschieht jedoch mit sehr niedriger Ef fizienz (Saito et al ., 1999). Kürzlich gelang die

Expression und Aufreinigung eines r ekombinanten R atten-SeP i n hum anen em bryonalen

Nierenzellen (Tujebajeva et al., 2000).

7.3 D eiodasen

Die Fa milie d er De iodasen besteht aus drei I soenzymen, di e das  Sc hilddrüsenhormon L-

Thyroxin (T4) und Derivate mit unterschiedlicher Substratpräferenz, Gewebeverteilung und

Regulation um setzen. D ie T yp I  5 ´-Deiodase ( 5´-DI) wurde al s z weites hum anes

Selenoprotein identifiziert (Behne et al., 1990; Ber ry et al., 1991) und k atalysiert, wie auch

die Typ II 5´-Deiodase (5´-DII), die Deiodierung von T4 zum aktiven 3,5,3´-Triiod-L-Thyronin

(T3). Die Typ III 5 -Deiodase (5-D) inaktiviert T4 und T3 (Köhrle, 1999). Die 5´-DI ist ein 55

kDa homodimeres i ntegrales M embranprotein m it j e ei nem Sel enocysteinrest pr o

Untereinheit (Köhrle et al ., 1990a und 1990b) . Die 5´-DII besitzt ein Molekulargewicht von

200000 und s etzt sich aus einer oder mehreren 29 k Da substratbindenden Untereinheiten

zusammen (Visser et al., 1983; Houstek et al., 1993). Lange Zeit war unklar, ob es sich bei

der 5´-DII um ein Selenoprotein handelt (Safran et al., 1991: Berry et al., 1991c). Es konnte

jedoch eine selenabhängige Expression der 5´-DII in Ratten-Astrozyten gezeigt werden, des

weiteren wurden durch Screening von humanen cDNA-Banken Klone mit Opal-TGA Codon

identifiziert und ein SECIS-Element in der 3´-UTR der 7,5 kb umfassenden mRNA gefunden

(Pallud et al., 1997; Croteau et al., 1996; Salvatore et al., 1996; Buettner et al., 1998). Das

Molekulargewicht einer Untereinheit der 5-D beträgt 31000, das  des Holoenzyms ist noch

nicht bekannt. Die 5-D w urde aus  hum aner Pl azenta und R atten-Astrozyten al s



Selenoprotein i dentifiziert ( Salvatore et al ., 1995; C roteau et al ., 1995; Ramauge et al .,

1996).

7.4 Selenoproteine unbekannter Funktion

Es w urden ei ne R eihe Sel enoproteine m it bi sher unbek annter Funktion beschrieben. Die

Expression von Selenoprotein W, ein 9,5 kDa Muskelprotein, wird Selen-abhängig reguliert

(Vendeland et al ., 1993; Y eh et al ., 1995). Es wurde ei ne Bi ndung v on Gl utathion an

Selenoprotein W beschrieben, möglicherweise besitzt es eine Redox-Funktion (Beilstein et

al., 1996; Gu et al ., 1999) . I n R hesusaffen k orreliert di e Gew ebsverteilung v on

Selenoprotein W mit der  mRNA-Expression, jedoch nicht mit der  Gewebs-Selenverteilung

(Gu et al ., 2000) . Aus  m enschlichen T -Zellen w urde ei n w eiteres bisher unbekanntes 15

kDa Selenoprotein isoliert, das auch in Schilddrüse und Nebenschilddrüse gefunden wurde

(Gladyshev et al ., 1998) . I n T estis, Sper matozoen, Pr ostata, Pankreas und anderen

Geweben wurden weitere Selenoproteine gefunden (Behne et al., 1995; Kal cklösch et al .,

1995; Kyriakopoulos et al., 1993).

8 Oxidativer Stress und antioxidative Schutzmechanismen

Als ox idativer Str ess w ird ei n Z ustand bez eichnet, bei  w elchem ein Ungleichgewicht

zugunsten reaktiver Sauer stoffverbindungen gegen über Anti oxidantien her rscht. I m

aeroben Stof fwechsel ents tehen r eaktive Sauer stoffverbindungen ber eits unter  basalen

Bedingungen und führen potenti ell z u Z ellschädigungen. I m Or ganismus ex istieren

verschiedene z elluläre anti oxidative Sc hutzmechanismen, di e ei ne R adikalbildung

verhindern, entstandene Radikale abfangen und Schäden reparieren (Sies 1993 und 1997).

Bei der Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Wasser können als Zwischenstufen das

Superoxidanion-Radikal (O2
z-), W asserstoffperoxid (H 2O2) oder  das  Hydroxylradikal (HOz)

entstehen. W eitere r elevante r eaktive Sauerstoffverbindungen sind das

Stickstoffmonoxidradikal ( NOz) und Al kyl- ( ROz) oder Per oxyl-Radikale ( ROOz). R eaktive

Sauerstoffintermediate ( ROIs) ents tehen dur ch v erschiedene Stoffwechsel- und

Enzymreaktionen in unterschiedlichen Z ellsystemen und Kom partimenten: I n

phagozytierenden Z ellen ( Granulozyten, M akrophagen) k ommt es  bei  der  I mmunabwehr

zum 'ox idativen bur st', i n M itochondrien k önnen R OIs bei  der  O 2-Reduktion der

Atmungskette durch eine 'Kur zschlussreaktion' entstehen. W eiterhin entstehen r eaktive

Sauerstoffverbindungen durch enzymatische Reaktionen wie z.B. durch p450-Enzyme und



Im Organismus existieren eine Reihe enzymatischer und nicht-enzymatischer antioxidativer

Schutzsysteme. Super oxiddismutasen, di e i m Z ytosol Kupf er-Zink-abhängig, i n

Mitochondrien M angan-abhängig v orkommen, s etzen das  Super oxidanion-Radikal zum

weniger r eaktiven H 2O2 um , w elches dur ch di e ei senabhängige Katal ase oder  dur ch

Peroxidasen zu W asser und Sauer stoff reduziert wird. W eitere antioxidative Enzyme sind

die oben bes chriebenen Glutathionperoxidasen. Nicht-enzymatische Antioxidantien sind β-

Carotin, As corbat ( Vitamin C ), Vi tamin E, Gl utathion und Urat (Hathcock, 1997). Der

wichtigste Ver treter des  Vi tamin E f ür den M enschen i st α-Tocopherol, w elches

Lipidperoxidradikale r eduziert. Vi tamin E k ann z umindest te ilweise e inen

selenmangelbedingten Verlust der  Gl utathionperoxidase-Aktivität aus gleichen ( Heslop et

al., 1996).

9 Redox-regulierte Transkriptionsfaktoren AP1, Ref-1 und NFκB

AP1, NFκB und Ref-1 sind DNA-Bindungsproteine, welche redoxabhängig die Transkription

ihrer Z ielgene m odulieren. D er T ranskriptionsfaktor AP1 i st ei n di meres Protein, das

entweder al s H omodimer aus  M itgliedern der  J un-Familie (vJun, cJu n, Ju nB, Ju nD), a ls

Heterodimer der Jun- und Mitgliedern der Fos-Familie (vFos, cFos, FosB, Fra-1, Fra-2) oder

als H eterodimer aus  J un und AT F/CREB-Proteinen ( ‘activating tr anscription f actor’/‘cAMP

response el ement bi nding pr otein’) an D NA bi ndet. Al l di ese Pr oteine bes itzen

überlappende D NA-Bindungsspezifitäten, aber  unterschiedliche

Transaktivierungsaktivitäten (Suzuki et al., 1991).

Zur Aktivierung von AP1 kommt es Proteinkinase-abhängig nach Entstehung von reaktiven

Sauerstoffverbindungen s owie der  Ei nwirkung v on Z ytokinen w ie T NFα, v erschiedener

Wachstumsfaktoren, Phor bolester und i onisierender Str ahlung ( Angel et al ., 1987; Sies

1993). Es  i st k eine Pr oteinbiosynthese notw endig, al leine Phosphorylierung und

Dephosphorylierung ber eits v orhandener AP1 M oleküle e rmöglicht ei ne Bi ndung an DNA

(Welham et al ., 1990) . Au ßerdem w ird di e F os- und J un-DNA-Bindung dur ch R eduktion

eines konservierten Cysteinrestes dur ch das  T rx/TR-System m oduliert. D ie D NA-Bindung

wird ebenfalls über den 'redox-factor 1' (Ref-1) reguliert, der Fos und Jun reduziert und die

AP1-DNA Bindung verstärkt. Dies geschieht synergistisch oder unabhängig von Trx durch

Assoziation von Ref-1 mit Trx im Kern und ei ner nachfolgenden Verstärkung der  Protein-

DNA I nteraktion (Hiro ta et al ., 1997; Xanthoudak is et al ., 1992a und 1992b) . Studien an

HeLa-Zellen ergaben, dass Ref-1 und das DNA-Reparaturenzym APEX-Nuklease identisch



Sauerstoffintermediate, i onisierende Str ahlung und U V-Einwirkung stimuliert wird

(Xanthoudakis et al., 1992b).

AP1 w urde al s T ranskriptionsfaktor i dentifiziert, der  f ür di e bas ale Aktivität des  hum anen

Metallothionein IIa-Promotors essentiell ist (Haslinger et al ., 1985) . Es  wurden inzwischen

jedoch viele weitere AP1-regulierte Gene beschrieben, wie z.B. Zytokine und Pr oteine, die

an Entz ündungsreaktionen und H yperproliferation bete iligt sin d. De sweiteren spielt AP1

eine w ichtige R olle bei  der  T ranskription v on Pr oteinen, w elche di e Ents tehung v on

Metastasen und r heumatoider Ar thritis beei nflussen (Angel et al ., 1991; N agpal et al .,

1995).

Eine weitere Funktion besitzt AP1 in der Regulation von Proliferation und D ifferenzierung.

Für die Proliferation wichtige Gene, wie z. B. transforming growth factor α und β (TGFα und

TGFβ), werden i m al lgemeinen ak tiviert, w ährend Gene, w elche di e D ifferenzierung

beeinflussen, inhibiert werden (Angel et al., 1991; T reisman 1985; Gr eenberg et al., 1984;

Kim et al ., 1990) . Bei  der  D ifferenzierung der  pr omyeloischen Zelllinie U 937 z u

Makrophagen dur ch Phor bolester w ird j edoch ei n Ans tieg der  Ex pression v on c Jun und

cFos beobachtet (William et al ., 1990), ebenso inhibiert TGFβ i n verschiedenen Zelltypen

die Pr oliferation. Es  i st dem nach i mmer v om Kontex t und unterschiedlichen Faktoren

abhängig, ob ei ne AP1- vermittelte Gen- Aktivierung zu einer Proliferation oder

Differenzierung führt.

NFκB geh ört zu r Re l-Proteinfamilie, d ie sich  a us zwe i G ruppen, abh ängig v on Str uktur,

Funktion und Art der Synthese, zusammensetzt. Gruppe I besteht aus den Pr oteinen p50

und p52, di e ei ne D NA-Bindungsdomäne und ei n Ker nlokalisationssignal bes itzen, di e

sogenannte R el-Domäne, bes tehend aus  etw a 300 Am inosäuren. Gr uppe I  Pr oteine

werden als Vorläuferproteine von 105 bzw. 100 kDa synthetisiert. Gruppe II besteht aus den

Proteinen p65, c -Rel, RelB und z wei Drosophila-Proteinen. Diese besitzen außer der Rel-

Domäne ei ne oder  m ehrere T ransaktivierungsdomänen. I m i naktiven Z ustand l iegen di e

Proteine in zwei unterschiedlichen Komplexen i m Z ytosol v or. Entw eder i st ei n Gr uppe I -

Vorläuferprotein mit einem Gruppe II-Protein im Zytosol verankert oder ein Rel-Homo- oder

Heterodimer ist mit ei nem M itglied der  I κB-Familie, d as d as K ernlokalisationssignal

maskiert, v erbunden ( Baeuerle et al ., 1996) . Pr oteine der  IκB Fa milie, d ie a us d en

Mitgliedern IκBα, I κBβ, I κbγ, Bc l3 und dem Drosophila Pr otein 'C actus‘ bes teht, bes itzen

eine D omäne, di e i hnen di e I nteraktion m it R el-Proteinen er laubt und ei ne s ogenannte

PEST-Sequenz am C -Terminus, di e ei ne pr oteolytische D egradation des  Pr oteins



Degradation v on I κB und z ur Pr ozessierung des  Gruppe I-Vorläufermoleküls. Um d em

dimeren NFκB Protein, meist ein p50/p65 H eterodimer, die DNA-Bindung zu ermöglichen,

ist ei ne R eduktion ei nes oder  m ehrerer Cysteinreste der Rel-Domäne n ötig. Die s e rfolgt

durch das  T rx/TR Sy stem unter  Betei ligung von GSH und GSSG (Schenk et al ., 1994;

Galter et al., 1994). NFκB wandert in den Z ellkern, bindet an ents prechende cis-Elemente

in Promotoren von Zielgenen und ermöglicht so die Transkription (Kumar et al., 1992). Die

NFκB Aktivierung wird, ähnlich der AP1 Ak tivierung (s. o.), durch Ref-1 beeinflusst. In vitro

wird die DNA-Bindung der p50-Untereinheit von NFκB durch das Trx/TR System und Ref-1

durch Reduktion eines Cysteinrestes verstärkt (Mitomo et al., 1994).

Die Ak tivierung v on N FκB er folgt ähnlich der  AP1- Aktivierung dur ch ox idativen Str ess,

verursacht dur ch U V- oder  i onisierende Str ahlung, Phor bolester und inflammatorische

Zytokine und f ührt über Si gnaltransduktionskaskaden z ur M odulation der  T ranskription

(Schreck et al., 1991 und 1994; J any et al., 1995; Sc hmidt et al., 1995). Als Zielgene sind

vor al lem Z ytokine und zugehörige R ezeptoren, Z ell-Adhäsionsmoleküle und

Wachstumsfaktoren zu nennen. Des weiteren wird die Replikation des HI-Virus beeinflusst

(Baeuerle et al. 1994; Griffin et al., 1989).



B Fragestel lung

Ziel dieser Arbeit i st es  di e l okale R egulation des  1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Metabolismus i n

monozytären Z ellen al s Gr undlage f ür die Ex pression 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsiver

Gene zu c harakterisieren. D ie Ex pression 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 r esponsiver Gene i n

Monozyten und Makrophagen wird weiterhin untersucht.

Von bes onderem I nteresse i st, di e Ex pression und R egulation der 1α-Hydroxylase in

myeloischen Zellen zu untersuchen. Hierbei soll geklärt werden, ob die 1α-Hydroxylase, das

Enzym, w elches 25( OH) Vi tamin D 3 z um ak tiven 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 hy droxyliert, in

Einzelzellen ähnlich w ie i m system ischen C a2+-Stoffwechsel dur ch i hr Substrat 25(OH)

Vitamin D3 induziert und durch Parathormon stimuliert wird. In diesem Zusammenhang wird

analysiert, ob myeloische Z ellen den Par athormon R ezeptor T yp 1, des sen Li gand auc h

das PT H r elated Pr otein i st, ex primieren und ob ei ne Li gandenbindung an den R ezeptor

erfolgt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Makrophagen von Granulomen in der  Lage s ind hohe

Konzentrationen von 1,25(OH)2 Vitamin D3 freizusetzen. Aus diesem Grund wird untersucht,

ob das  pr oduzierte 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 auf  di e Z ellen s elbst und auf  N achbarzellen i n

auto- und par akriner W eise w irkt und di e Ex pression 1,25( OH)2 Vi tamin D3-responsiver

Gene moduliert. Bes onderes I nteresse gi lt dem  Os teopontin, s owie dem  Sel enoenzym

Thioredoxin Reduktase 1. Die TR1 reduziert Disulfidbrücken von Proteinen und nimmt somit

Einfluss auf Protein/Protein- und Protein/DNA-Interaktionen. Sie beeinflusst die Aktivierung

von Transkriptionsfaktoren wie AP1 und NFκB.

Weiterhin wird geklärt, ob sich eine Na-Selenit-Supplementation des Zellkulturmediums der

myeloischen Z ellen f unktionell aus wirkt. H ierbei w ird unter sucht, wieviele Selenoproteine

durch 75Se-Markierung i n m onozytären Z ellen detek tiert w erden können. D urch

Aktivitätsmessungen der  T hioredoxin R eduktase und Gl utathionperoxidase w ird der

Einfluss von Na-Selenit auf monozytäre Zellen bestimmt.



C Material und Methoden

1 M aterial

Plastikwaren wurden von Eppendor f, Falcon, Greiner und Sar stedt bezogen. Chemikalien

wurden v on Li fe T echnologies, M erck, R oche M olecular Bi ochemicals, R oth oder  Sigma

bezogen und waren von p. A.-Qualität.

Lösungen wurden je nac h benöti gter R einheit m it dei onisiertem W asser, doppel t

destilliertem d eionisiertem W asser (B idest) oder m it s terilem, R NAse-freiem Aqua ad

injectabilia (Ampuva) von Boehringer, Ingelheim angesetzt.

1.1 Lösungen und Puffer

TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0)

SSC (3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat)

TBE (0,09 M Tris-Borat, 0,002 M EDTA)

PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na2HPO4, 1,47 mM KH2PO4, pH 7,4)

LB-Medium (pro l: 10 g Bacto-Trypton, 5 g Bacto-Yeast Extract, 10 g NaCl, pH 7,0)

Farbmarker für Agar osegele ( Stop-Puffer) ( 5-fach k onzentriert: 0,25 %  Br omphenolblau

(w/v), 0,25 % Xylencyanol (w/v), 30 % Glyzerin (w/v), 1 mM EDTA)

1.2 P rokaryontische Zellen

Zur Ver mehrung v on Pl asmid-DNA w urden E. c oli DH5 α ( Genotyp: F - s upE44 hsdR17

recA1 gyrA96 endA1 thi -1 r elA1 deoR  l ambda-) und J M109 ( Genotyp: F ' tr aD36 pr oA+

proB+ lacIq ∆(lacZ)M15 ∆(lac-proAB) supE44 hsdR17 recA1 gyrA96 thi-1 endA1 relA1 e14-

lambda-) verwendet.

1.3 P lasmide

Der Vektor pBluescript SKII+ (pBSSKII+, Str atagene) w urde z ur Ver mehrung v on D NA-

Fragmenten i n E. c oli v erwendet. Z ur Kl onierung v on PC R-Produkten w urde der  pC RII-

Vektor, zur Überexpression von cDNA in COS7-Zellen der pcDNA3-Vektor (beide Invitrogen)

verwendet.



1.4 Ol igonukleotide

Einzelsträngige Ol igonukleotide w urden v on R oth, doppel strängige ( AP1 und N F-κB) vo n

Promega bezogen.

Oligonukleotide für Gelshift-Analysen:

Bezeichnung Sequenz 5´-3´

AP1 (ds) CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA

NFκB (ds) AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC

Oligonukleotide für PCR:

Bezeichnung Sequenz 5´-3´ Position (bp) Genbank-Nr.

1alpha1 CTGCTGAAGGCGGTGGTCAAGGAA 1226-1249 AB005038

1alpha2 GCTCTGCCAGGCGTCTCCCCATAC 1485-1508 AB005038

1alpha3 CTGAACCAGACCATGCCCAG 110-127 AB005038

1alpha4 CCATGGGACTATCTGTCCAA 1637-1656 AB005038

1alpha5 AACAACGTAGTCTGCGACCT 596-615 AB005038

1alpha5a GAACAACGTAGTCTGCGACCTTG 595-617 AB005038

1alpha6 GTCACATTTCCCAGGATGGA 1037-1056 AB005038

1alpha11 GTGATCTCTGAGTGGAGTGCTGT 1141-1164 AB005038

18S forward TCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCG 1025-1048 X03205

18S reverse TTATTGCTCAATCTCGGGTGGCTG 1464-1487 X03205

β-Aktin1 TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCT 478-506 AB004047

β-Aktin2 CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGG 1111-1138 AB004047

PTHR1 ACTACATTTATGACTTCAAT 616-635 U17418

PTHR2 AAGTAAAGGAAGAAGGTCAC 1071-1090 U17418

PTHR3 ATCACAAAGGCCATGCCTAC 634-653 U17418

PTHR4 GCAGCATGAAGGACAGGA 898-915 U17418

1.5 E ukaryontische Zellen

1.5.1 TH P1-Zellen

Hierbei handelt es sich um eine monozytäre Zelllinie, die aus einem einjährigen männlichen

Patienten mit akuter monozytärer Leukämie etabliert wurde (Tsuchiya, 1980). THP1-Zellen

sind Suspensionszellen (ATCC No. 45502). THP1-Zellen lassen sich durch Behandlung mit
-7



ng/ml] in Richtung Makrophagen di fferenzieren, während eine Behandlung mit MCSF [0,5

ng/ml] eine Differenzierung in Richtung Osteoklasten einleitet.

1.5.2 C OS7-Zellen

COS7-Zellen wurden aus der  N iere der  af rikanischen Af fenart Cercopithecus aethi ops

etabliert. Es handelt sich hierbei um Fibroblast-ähnliche Zellen, die mit dem SV40-Virus T-

Antigen stabil transformiert wurden (ATCC No. CRL-1651).

1.5.3 M onozyten

Zur Isolation von Monozyten aus frischem peripherem Blut wurde das gleiche Volumen 0,9

% Na Cl /  0 ,1 % fetales Kälberserum ( FCS) z ugegeben und 20 m l F icoll hi ermit

überschichtet. N ach 20 m inütiger Z entrifugation bei  1800 r pm ohne Br emse wurden die

peripheren Blutleukozyten, die als weisser Ring sichtbar wurden, abpipettiert und mit 0,9 %

NaCl / 0,1 % FCS zweimal gewaschen. Die Zellen wurden gezählt und in einer Dichte von 1

x 1 07 Z ellen / m l Medium i n k ollagenierten 25 c m²-Flaschen aus gesät. Na ch Kultivierung

über Nacht wurden die schwimmenden Zellen abgesaugt und die anhaftenden Zellen kräftig

mit PBS gespült. Etwa 2 – 5 % der peripheren Blutleukozyten sind Monozyten.

1.5.4 D endritische Zellen

Dendritische Z ellen w urden v on D r. E. K ämpgen, H autklinik W ürzburg z ur V erfügung

gestellt. Es handelte sich hierbei um unreife Zellen (Tag 5) und reife Zellen (Tag 9) (Thurner

et al., 1999).

1.5.5 HEK-293 und HEK-293 Tx-PTHR1 Zellen

Bei der Zelllinie HEK-293 handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, die von Dr.

E. Blind, Medizinische Klinik zur Verfügung gestellt wurde. HEK-293 Tx-PTHR1 Zellen sind

stabil m it dem  hum anen PT H R ezeptor T yp 1 tr ansfiziert ( Blind et al ., 1995; J ohn et al .,

1999).

1.6 C omputersoftware

Für Berechnungen und zum Erstellen von Grafiken wurde Excel97 verwendet. Statistische

Berechnungen wurden mit SPSS 9.0 durchgeführt. Für densitometrische Auswertungen von

Röntgenfilmen w urde das  Pr ogramm Bi oprofil (LTF, Wasserburg) verwendet.



2 M ethoden

2.1 Zel lkultur

2.1.1 Kulturbedingung und Passagierung

THP1-Zellen wurden zur Stammerhaltung in 75 oder 25 cm2-Gewebekulturflaschen in RPMI

1640 (Life Technologies GmbH), versetzt mit 10 % FCS, (PAN Systems) kultiviert. Alle 3-4

Tage wurden die Zellen im Verhältnis 1:2 ges plittet. Monozyten wurden ebenfalls in RPMI

1640 ( 10 %  F CS) f ür m aximal z wei T age, H EK-293 und COS7-Zellen in Dulbecco's

modified Eagl e's m edium ( DMEM, Li fe T echnologies Gm bH), v ersetzt mit 10 % FCS

kultiviert. Ro utinemäßig er folgte k ein Z usatz v on N a-Selenit. Der Selenitgehalt des

verwendeten Ser ums l ag z wischen 5 bi s 15 nM . Al le Z ellen wurden bei 37°C i n ei ner

feuchten Atmosphäre (95 % Luft, 5 % CO2) gehalten.

2.2 Arbeiten mit Nukleinsäuren

2.2.1 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die zu bestimmende Nukleinsäurelösung wurde 1:80 oder 1:400 mit Ampuva verdünnt und

in Quartzküvetten gegen Ampuva im UvicordIII-Photometer (Amersham Pharmacia Biotech)

im entsprechenden DNA- oder R NA-Programm gem essen, das  j eweils z ur Er mittlung der

Reinheit den Quoti enten aus der Absorption bei  260 und 280 nm (liegt zwischen 1,6 und

2,0 je nach R einheit der  N ukleinsäuren) s owie di e M enge dur ch M ultiplikation m it dem

Faktor 50 (dsDNA) oder 40 (RNA) berechnet.

2.2.2 V erwendete cDNA-Sonden

Zur Hybridisierung im Northern- und Souther n-Blot w urden f olgende c DNA-Sonden

verwendet. D ie Ef fizienz des  R NA-Transfers auf  di e M embran i m N orthern Bl ot s owie

Intaktheit und M enge der  gel adenen R NA w urden m it Hilfe e iner cDNA -Sonde der

konstitutiv exprimierten Glyzerin-Aldehyd-Phosphat-Dehdyrogenase ( GAPDH) s owie ei ner

Sonde f ür di e 18S- rRNA überprüft. D ie hum ane GAPD H-Sonde aus  f etaler Leber  w urde

von ATCC (Nr. 57091) bezogen.

Folgende cDNA-Sonden wurden weiterhin verwendet:

• pPTHR1/pBS: 281 bp-Fragment des hum anen Par athormon R ezeptors T yp 1 i n



• 1αOHase/pCRII: komplette, 1,5 k b umfassende cDNA der humanen 1α-Hydroxylase in

pCRII/EcoRI, kloniert von Dr. J. Seufert, Genbank Nr. AB005038.

• Osteopontin: 1636 bp cDNA-Fragment des  hum anen Os teopontins i n pBSSKI I+/

XbaI/PstI, kloniert von Dr. I. Dreher, Genbank Nr. J04765.

• TR1 : 5´RACE-Produkt, Größe 2 kb, (Schütze et al, 1998b), Genbank Nr. AJ001050.

• h24OHF1: 2683 bp cDNA-Fragment der  hum anen 24- Hydroxylase i n pGEM-3Z/EcoRI

kloniert, Genbank Nr. NM_000782 (wurde von H. F. DeLuca, W isconsin-Madison, USA

zur Verfügung gestellt).

2.2.3 Arbeiten mit RNA

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA aus Z ellen wurde nach der  Methode von Chomczynski (Chomczynski et al .,

1987) pr äpariert. D ie Z ellen w urden z unächst m it PBS gew aschen und i n 0,8 m l GT C-

Lösung geerntet. Z um Sc heren der  D NA w urden di e H omogenate dur ch ei ne 0,9 m m

Kanüle gezogen und mit 0,8 m l N a-Acetat ( 2 M , pH  4) , 0,8 m l Phenol  und 0,16 m l

Chloroform v ermischt, 15 m in auf  Ei s i nkubiert und ans chließend 20 m in z entrifugiert

(10000 x  g, 4 °C). N ach Abnahm e des  w ässrigen Überstandes w urde di e R NA m it 1 m l

Isopropanol über Nacht bei −20°C ausgefällt. Die RNA wurde durch Zentrifugation (10000 x

g, 4°C) pelletiert, in 300 µ l H2O aufgenommen und er neut mit Isopropanol (300 µl) gefällt.

Nach erneutem Pelletieren durch Zentrifugation wurde di e R NA m it 70 %  Ethanol

gewaschen, abz entrifugiert, getr ocknet, i n einem adäquaten Vol umen Am puva

aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

GTC-Lösung:

Guanidinisothiocyanat 4 M

Na-Laurylsarcosin 0,5 %

Na-Citrat 25 mM

β-Mercaptoethanol 0,1 M

2.2.3.2 DNaseI-Behandlung von RNA

Um Kontaminationen durch genomische DNA zu vermeiden wurde die isolierte RNA einem

DNaseI-Verdau unterzogen. Zu 25 µl gelöster RNA wurden 75 µ l DNaseI-Mix pipettiert und



gestoppt (10-fach Terminationsmix: 0,1 M EDTA, pH 8,0; 1 m g/ml Glycogen) und di e RNA

durch Phenol isieren ger einigt. Es  w urden 110 µl Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol

(25:24:1) zugegeben, gemischt und für 10 m in bei 13000 r pm zentrifugiert. Der Überstand

wurde i n ei n neues  R eaktionsgefäß überführt und erneut phenol isiert, gem ischt und

zentrifugiert. Nach Überführen des Überstandes in ein frisches Reaktionsgefäß wurden 110

µl Chloroform:Isoamylalkohol (24:1) zupipettiert, gemischt, zentrifugiert und der  Überstand

in einem f rischen Reaktionsgefäß mit 20 µ l 7,5 M  Na4OAc und 250 µ l absolutem Ethanol

versetzt und die RNA bei –20°C über Nacht gefällt. Nach Zentrifugation der RNA bei 13000

rpm für 20 min, 4°C, wurde das Pellet mit 80 % Ethanol gewaschen und die RNA in einem

adäquaten Volumen Ampuva gelöst.

2.2.3.3 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese und Northern Blot

2.2.3.3.1 Auftrennung von RNA im denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel

15 bis 20 µg Gesamt-RNA w urden dur ch Gel elektrophorese i n ei nem 1 % igen

denaturierenden Formaldehyd-Agarosegel (2,5 g Agar ose, 180 m l Ampuva, 25 ml 10-fach

MOPS (0,2 M Morpholinopropansulfonsäure, 50 mM Na-Acetat; 10 m M EDTA, pH 7,0), 45

ml 37 %  F ormaldehyd, 100 µ l ( 500 µ g/ml) Ethi diumbromid) i n ei ner F lachbettapparatur

(AGS, Heidelberg), Laufpuffer 1-fach M OPS, auf getrennt. D ie Pr oben w urden m it 15 µ l

Probenpuffer (140 µ l F ormamid, 56 µ l F ormaldehyd, 42 µ l 10- fach M OPS, 40 µ l 5- fach

Stop-Puffer) v ersetzt und für 10 m in bei  65 °C i m W asserbad denatur iert. N ach dem

Auftragen der  Pr oben w urde f ür ca. 16 h ei ne Spannung v on c a. 30 Vol t angel egt.

Anschließend wurde das Gel zunächst für mindestens 1 h gewässert, fotografiert, und nach

den Angaben des H erstellers m ittels Kap illarblot a uf e ine Nylo nmembran (Hy bond,

Amersham Pharmacia Biotech) über Nacht geblottet. Als Transferpuffer wurde 10-fach SSC

verwendet. D ie R NA w urde dur ch U V-Bestrahlung auf  der  Membran kovalent fixiert (UV-

Stratalinker 1800, Stratagene, 2 x 1200 kJ).

2.2.3.3.2 H ybridisierung

Die M embranen w urden z unächst i n der  H ybridisierungslösung ( RapidHyb Buf fer,

Amersham Phar macia Bi otech) f ür 15 m in bei  65 °C p rähybridisiert. Die  Hyb ridisierung

erfolgte 1,5 bis 3 h bei 65°C mit radioaktiv-markierten cDNA-Sonden (s.u.).



2.2.3.3.3 Waschen von Northern Blots und Autoradiographie

Northern Blots wurden zweimal bei  RT für 30 min mit 2- fach SSC, 1 %  SDS gewaschen.

Anschließend w urde s ukzessive der  Sal zgehalt des  W aschpuffers erniedrigt (1-, 0,5-,

0,1−fach SSC , 1 %  SD S) und di e T emperatur i n 2 °C-Schritten er höht, bi s m it dem

Handmonitor ei n s ich v om H intergrund des  Blots abhebendes Signal detektiert werden

konnte. Die Blots wurden i n Kuns tstofffolie ei ngeschweisst und bei  - 80°C i n ei ner

Autoradiografiekassette mit Verstärkerfolie auf einen Kodak X-OMAT-Film exponiert.

2.2.3.4 Reverse Transkription von RNA

Gesamt-RNA aus Zellen w urde unter  Ver wendung v on Ol igo-dT ( 12-18mer) oder  ei nes

genspezifischen Primers revers transkribiert. Hierzu wurden zu 2 µg Gesamt-RNA 20 pmol

Primer pipettiert und der Reaktionsansatz mit sterilem Wasser auf 12 µl aufgefüllt. Nach 10

min Inkubation bei  70 °C und ans chließendem Abk ühlen auf  Ei s w urden 4 µ l 5- fach First

Strand Buf fer ( Life T echnologies Gm bH), 2 µ l 0,1 M  D TT und 1 µ l Desoxyribonukleotide

(dATP, d GTP, d CTP, d TTP, S tammlösung j eweils 20 m M) z upipettiert. D ie Reverse

Transkription w urde dur ch Z ugabe v on 200 U Superscript Reverser Transkriptase (Life

Technologies Gm bH) ges tartet und bei  42 °C f ür 1 h i nkubiert. U m das  Enz ym z u

denaturieren w urde di e R eaktion ans chließend f ür 20 m in auf 95°C er hitzt und bi s z ur

weiteren Verwendung bei –20°C gelagert.

2.2.4 Arbeiten mit DNA

2.2.4.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten (Mullis et al., 1987) wurde Taq-Polymerase (Chien

et al ., 1976; Amersham Pharmacia Biotech) und ei n Thermocycler von Pel tier verwendet.

Ein PCR-Ansatz enthi elt bi s z u 100 ng T emplate-DNA, j eweils 25 pm ol Pr imer, 2,5 m M

MgCl2, 5 µ l 10- fach Puf fer, je 0,2 m M dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) und 3 U Taq-

Polymerase in einem Volumen von 50 µ l. Der Ansatz wurde zunächst f ür 300 s  auf  94°C

erhitzt, anschließend wurde die DNA in 15 bis 30 Zyklen der Abfolge [45s, 94°C; 45s, 'T'°C;

45 s, 72°C], einmalig 300 s , 72°C amplifiziert, und zur Analyse im Agarosegel aufgetrennt.

Die Annealingtemperatur 'T' wurde im allgemeinen 1-2°C unter der Schmelztemperatur des

Primers gew ählt. T ab. 3 gi bt ei ne Übersicht der  v erwendeten Primerkombinationen, der

Produktlänge und der Annealingtemperaturen.



Gen Primerkombination Produktlänge Annealingtemp. 'T'

PTH Rezeptor Typ 1 PTHR1 - PTHR2 474 bp 50 °C

PTH Rezeptor Typ 1 PTHR3 - PTHR4 281 bp 54 °C

1α-Hydroxylase 1alpha5 – 1alpha6 460 bp 59 °C

1α-Hydroxylase 1alpha5a - 1alpha11 569 bp 65 °C

β-Aktin β-Aktin1 - β-Aktin2 660 bp 60 °C

18S 18S forw. - 18S rev. 462 bp 61 °C

Tab. 3:  Verwendete PCR- Primer, P rimerkombinationen, A nnealingtemperaturen und Produktlängen de r

amplifizierten Gene.

Für eine nested PCR wurden 1 µl des 50 µl PCR-Ansatzes als Template eingesetzt und die

DNA mit innenliegenden Primern nach oben beschriebenem Protokoll reamplifiziert.

Für di e Am plifikation der  1 α-Hydroxylase cDNA (1,5 k b) w urde das  T aqPlus Long PC R

System von Stratagene verwendet. Es wurden 1 µ l der cDNA, jeweils 25 pmol der Primer

1alpha3 und 1al pha4, 5 µ l des  mitgelieferten Low Sal t Puf fers, 20 mM Desoxynukleotide

und 2,5 U  TaqPlus Polymerase zur Amplifikation in einem Volumen von 50 µl eingesetzt.

Der Ansatz wurde f ür 180 s  auf  94°C erhitzt und ans chließend die DNA in 30 Z yklen der

Abfolge [30s , 94 °C; 30s , 55 °C; 90 s , 72 °C], ei nmalig 300 s, 72°C am plifiziert und z ur

Analyse im Agarosegel aufgetrennt.

2.2.4.2 Restriktion von DNA

Die Restriktion von DNA erfolgte für 1-16 h bei  37°C. Pro µg DNA wurden ca. 3 U  Enzym

eingesetzt. Restriktionsenzyme mit ents prechendem 10- fach k onzentriertem

Reaktionspuffer w urden bei  Li fe T echnologies GmbH bezogen. Für D oppelrestriktionen

durch Enzyme, di e unter schiedliche R estriktionspuffer ber vorzugen, w urde der  10- fach

konzentrierte Onephor all-Puffer ( Amersham Phar macia Bi otech) ei ngesetzt. D ie Reaktion

wurde durch Zugabe eines ¼ Volumenanteils 5-fach Stop-Puffers gestoppt.

2.2.4.3 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Lösungen wurden mit dem  ents prechenden Vol umen 5- fach k onzentriertem Stop-

Puffer vermischt und in 0,8 bi s 1,5 %  Agar osegelen, di e Ethi diumbromid ( 10 µ g/ml)



Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids unter UV-Bestrahlung sichtbar und mit einer

Polaroid-Kamera fotografiert.

2.2.4.4 Elution von DNA-Fragmenten

DNA-Banden w urden m it ei nem Sk alpell aus  dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe d es

Nucleotrap-Kits von Macherey&Nagel nach Angaben des Herstellers eluiert.

2.2.4.5 Klonierung von PCR-Produkten

2.2.4.5.1 Polieren der Enden

Zum Auffüllen 5'-überstehender DNA Enden wurden 30 µl eines 50 µ l-PCR Ansatzes mit 3

µl 0,1 M MgCl2 und 0,5 µ l dNTPs ( jeweils 20 m M) versetzt, 0,5 U  Klenow-Fragment (Life

Technologies GmbH) zugegeben und der  Ansatz bei 25°C für 1 h i nkubiert. PCR-Produkte

wurden im allgemeinen in die EcoRV-Schnittstelle von pBSSKII+ kloniert. Der Vektor wurde

mit EcoRV restringiert und anschließend zur Hitzeinaktivierung des Enzyms für 10 m in bei

65°C inkubiert. Der PCR-Ansatz und ein Teil des Restriktionsansatzes wurden zur Kontrolle

der Linearisierung des Plasmids auf  ein 1 %  Agarosegel aufgetragen und di e PCR-Bande

eluiert. Plasmid und PCR-Produkt wurden bis zur Ligation bei 4°C oder -20°C aufbewahrt.

2.2.4.5.2 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

Zur Phosphorylierung von 5'-Enden des DNA-Fragments wurden 20 µl Eluat mit 3 µl 10 mM

ATP, 3 µl 10-fach Puffer (0,5 M Tris-HCl, pH 7,6, 0,1 M MgCl2, 50 mM DTT, 1mM EDTA, pH

8,0), 3,5 µl Bidest und 0,5 µ l T4 PNK für 30 min bei 37°C inkubiert. Aufgrund der geringen

Lebensdauer des Enzyms war ein Abstoppen der Reaktion nicht nötig.

2.2.4.5.3 Dephosphorylierung des Vektors

Nach Linearisierung des Vektors mit entsprechenden Restriktionsenzymen in einem Ansatz

von 20 µl wurde die DNA über eine Microspin Column (Amersham Pharmacia Biotech) nach

Angaben des  H erstellers auf gereinigt. 17 µ l des  Ans atzes w urden mit 2 µl 10-fach

Dephosphorylierungspuffer (10 mM ZnCl2, 10 mM MgCl2, 100 mM Tris-HCl, pH 8,3) und 1 µl

Alkalischer Phos phatase aus  K älberdarm ( Life T echnologies Gm bH) f ür 1 h bei  37 °C

inkubiert. Der Ansatz wurde wieder über eine MicroSpin Column gereinigt und z ur Ligation

eingesetzt.



2.2.4.5.4 Li gation

In einem 20 µl Ligationsansatz wurden Insert und Vektor im molaren Verhältnis von 1:1 bis

3:1 (insgesamt ca. 100 ng), 4 µl 5-fach konzentriertem T4-DNA-Ligase Puffer sowie 1 µl T4-

DNA-Ligase (Life Technologies GmbH) z usammenpipettiert. D er ges amte Ans atz w urde

über Nacht bei 16°C inkubiert und bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt.

2.2.4.6 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien

2.2.4.6.1 H erstellung CaCl2-kompetenter E. coli DH5α oder JM109

200 ml NZY-Medium (pro Liter: 5 g NaCl, 2 g MgSO4, 5 g Hefeextrakt, 10 g Trypton, pH 7,5)

wurden m it 1 m l ei ner Übernachtkultur v on E. c oli DH5 α oder  J M109 angei mpft und bei

37°C bis zu ei ner opti schen D ichte v on 0,5 bei  ei ner W ellenlänge v on 578 nm  i nkubiert.

Anschließend wurden die Bakterien 10 m in auf  Eis gestellt, dann 5 m in bei 4°C und 4000

rpm z entrifugiert. D as Pel let w urde i n 50 m l ei skaltem 0,1 M MgCl2 r esuspendiert und

nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Zellen wurden in 50 ml 0,1 M CaCl2
aufgenommen und 30 m in auf  Ei s gestel lt. N ach ei nem w eiteren Z entrifugationsschritt

wurden die Bak terien in 5 m l CaCl2 auf genommen und i n 200 µ l-Portionen, die mit 20 µl

Glyzerin v ersetzt w urden al iquotiert und in flüssigem S tickstoff sch ockgefroren. B is zu r

weiteren Verwendung wurden die Aliquots bei -80°C aufbewahrt.

2.2.4.6.2 Transform ation kompetenter E. coli DH5α oder JM109

Ein Aliquot kompetenter E. coli DH5α oder JM109-Zellen wurde auf Eis aufgetaut, mit 1 µ l

eines 20 µl-Ligationsansatzes versetzt und auf Eis für 30 min inkubiert. Anschließend wurde

der Ansatz für 90 s bei 42°C einem Hitzepuls unterzogen, ca. 10 s in Eis gestellt, mit 800 µl

vorgewärmtem LB-Medium versetzt und für 1 h bei 37°C inkubiert. Es wurden jeweils 100 µl

und der  R est der  Bak teriensuspension auf  LB/Am picillin (5 0 µ g/ml) Agarplatten

ausgebracht. Wurde in einen Vek tor k loniert der  blau-weiss Selektion er laubte (pBSSKII+

oder pCRII) wurden auf die Platten ca. 1 h vor dem Ausplattieren der Bakterien 40 µl IPTG

(20 mg/ml) sowie 40 µl X-Gal (20 mg/ml in DMSO) ausplattiert. Nach Inkubation der Platten

bei 37 °C über N acht w urden r ekombinante Kol onien gepi ckt und i n 2 m l LB/Am picillin

Medium überführt. Nach einer Inkubation bei 37°C über Nacht im S chüttelinkubator konnte

die Plasmid-DNA isoliert werden.



2.2.4.7 Isolierung von Plasmid-DNA

2.2.4.7.1 M ini-Präparation

Nach der  M ethode v on C howdhury ( 1991) w urden kleine Mengen an Plasmid-DNA für

Restriktionsanalysen präpariert. Hierzu wurden 0,5 ml einer Übernachtkultur mit 500 µ l TE-

gesättigtem Phenol  ( Roth), C hloroform ( Sigma) ( Verhältnis 1:1)  gem ischt und 1 m in

geschüttelt. Nach Zentrifugation f ür 5 m in bei  12000 r pm wurden 450 µ l Überstand in ein

neues R eaktionsgefäß überführt und dur ch Z ugabe v on 500 µ l I sopropanol und

anschließender Zentrifugation bei 12000 rpm die DNA pellettiert. Das Pellet wurde zweimal

mit 500 µ l 70 %  Ethanol  gewaschen und i n einer Speed Vac (Univapo 150 H, Uniequip,

Unijet II, Refrigerated Aspirator) getrocknet. Die DNA wurde in 20 µl TE-Puffer (mit 20 µg/ml

RNaseI, Sigma) aufgenommen.

2.2.4.7.2 M idi-und Maxi-Präparation

Zur P räparation gr oßer Mengen an Pl asmid-DNA w urden ents prechend tr ansformierte E.

coli DH5α und JM109-Klone über Nacht in LB-Medium mit 50 µg/ml Ampicillin inkubiert und

anschließend die Plasmid DNA mit Hilfe des Qiagen Midi- oder Maxi-Kits nach Angaben des

Herstellers isoliert.

2.2.4.8 S equenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde nach der Cycle Sequencing Methode in einem

ABI Sequenc er ( ABI Pr ism 310) , ei ne W eiterentwicklung der  ur sprünglichen M ethode

(Sanger et al ., 1977)  dur chgeführt. H ierzu w urden 8 µ l T erminator R eady R eaction M ix

(enthält f luoreszenzmarkierte D idesoxynukleotide und D esoxynukleotide, s owie AmpliTaq

DNA Polymerase, Perkin Elmer) 500 ng D NA und 5 pmol des Sequenzierprimers in einem

Volumen von 20 µl vermischt. Das Cycle Sequencing erfolgte in einem Thermocycler. Nach

einer einmaligen 4 m inütigen Denaturierungsphase bei  94°C wurde die DNA in 25 Zyklen

folgender Abf olge s equenziert ( 94°C, 30 s ec; 50 °C, 60 s ec; 60 °C, 120 s ec). N ach der

Amplifikation erfolgte eine Elongationsphase von 5 min bei 72°C. Die Proben wurden mit 2

µl 3 M  N atrium-Acetat, pH  4,6 und 50 µ l abs olutem Ethanol  v ersetzt, 10 m in auf  Ei s

inkubiert und bei 13000 rpm, 4°C für 30 min zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250 µl 70 %

Ethanol gewaschen, getrocknet und in 25 µl Template Suppression Reagent (Perkin Elmer)

resuspendiert. Nach einer 2 m inütigen Denaturierungsphase bei  95 °C wurden die Proben



2.2.4.9 Radioaktive Markierung von DNA

2.2.4.9.1 End-Markierung von Oligonukleotiden mit T4-Polynukleotid-Kinase

Doppelsträngige Ol igonukleotide w urden m it [ γ32P] AT P ( Amersham Phar macia Bi otech)

und T 4-Polynukleotid Ki nase ( T4-PNK, Li fe Technologies GmbH) endmarkiert. Dazu

wurden j eweils 1 µ l Ol igonukleotid ( 1,75 pm ol) m it 8,5 µl Ampuva, 3 µl 5-fach Forward

Reaction Puffer, 25 µCi [γ32P] ATP und 1 µl (10 U) T4-PNK versetzt und für mindestens 1 h

bei 37°C inkubiert.

2.2.4.9.2 Markierung von cDNA-Sonden und anderen Restriktionsfragmenten

Jeweils 25 ng Pr obe w urden dur ch 10 minütiges Koc hen denatur iert und ans chließend

sofort auf Eis gestellt. Die Markierung wurde mit einem Random Priming Labelling Kit (Life

Technologies GmbH) und 50 µ Ci [ α32P] dC TP ( 110 T Bq/mmol, R edivue, Am ersham

Pharmacia Biotech) nach Angaben des Herstellers durchgeführt.

2.2.4.9.3 Abtrennung der freien Nukleotide

Die Abtrennung freier radioaktiv markierter Nukleotide erfolgte durch Gelfiltration über eine

Sephadex G- 50 S äule (Amersham Pharmacia Bi otech). D ie S äulen w urden aus  T E

gesättigtem Sephadex G-50 in einer Insulinspritze hergestellt. Überschüssiges TE wurde 1

min bei 1000 r pm abz entrifugiert. D as ges amte R eaktionsgemisch w urde auf  di e S äule

pipettiert und f ür 1 m in bei  1000 r pm z entrifugiert. D as Eluat wurde 1:250 mit Wasser

verdünnt, 5 µl mit 4 ml S zintillator (UltimaGold, Packard) versetzt und zur Bestimmung des

radioaktiven Einbaus in einem β-Counter (TRI-CARB 1600TR, Packard) gemessen.

2.2.4.10 S outhern Blot

Um gewünschte Klone zu identifizieren und zur Spezifizierung von PCR-Produkten wurde

die im Agarosegel aufgetrennte DNA nach einem Denaturierungsschritt und anschließender

Neutralisierung des  Gel s auf  H ybond-Membranen ( Amersham Phar macia Bi otech) nac h

den Angaben des  Herstellers mittels Kapillarblotmethode über N acht gebl ottet ( Southern,

1975). D ie Pr ähybridisierung und H ybridisierung er folgten w ie unter  Punk t 2.2.3.3.2 und

2.2.3.3.3 beschrieben. Die M embran w urde f ür c a. 3 h ( RT) bi s über N acht ( -80°C) auf

einem Kodak  X- OMAT-Film oder  f ür 15 m in auf  ei nen M ulti Pur pose Sc reen ( Packard)

exponiert und mit einem Phosphorimager (Cyclone, Packard) ausgewertet.



2.2.4.11 Transfektion von COS7-Zellen

Zur Transfektion wurden die Zellen in 6-well Platten ausgesät und bei  60-70 % Konf luenz

transfiziert. Die Liposomen-vermittelte Transfektion wurde nach der Methode von Felgner et

al. (1987) mit Hilfe vo n Lipofectamine-Reagenz ( Life T echnologies Gm bH), das  ei ne 3:1-

Mischung der polykationischen Lipide DOSPA und DOPE enthält, durchgeführt. Pro Einheit

einer 6-well Platte wurden 10 µl Lipofectamin und 1 µg des zu transfizierenden Plasmids in

jeweils 100 µ l serumfreiem DMEM-Medium verdünnt. D ie L ösungen wurden vereinigt und

zur Ausbildung von DNA-Liposomenkomplexen 20-45 min bei  RT inkubiert. Anschließend

wurden 800 µ l serumfreien Mediums zugegeben und di e Lösung vorsichtig auf  die Zellen

pipettiert, die vorher zweimal mit serumfreiem Medium gewaschen worden waren. Nach 16

h I nkubation w urde di e T ransfektionslösung entf ernt, di e Z ellen z weimal m it M edium

gewaschen und f ür weitere 20 h mit 2 m l s erumhaltigem Z ellkulturmedium, v ersetzt m it

25(OH) Vi tamin D 3, i nkubiert. T ransfektionsexperimente w urden v on D r. J. Seufert

durchgeführt.

2.3 Arbeiten mit Proteinen

2.3.1 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen w urden m it dem  Pr otein-Assay v on Bio-Rad, angelehnt an die

Proteinbestimmung nac h Br adford ( 1976), nac h den Angaben des  H erstellers i n einem

UvicordIII-Photometer (Amersham Pharmacia B iotech) g emessen. A ls P roteinstandard zur

Erstellung von Eichkurven wurde bovines IgG bekannter Konzentration verwendet. Anhand

der Eichkurve wurden die Proteinkonzentrationen berechnet.

2.3.2 Messung von Thioredoxin Reduktase- und Glutathionperoxidase-Aktivität

THP1-Zellen wurden im Verhältnis 1:2 auf  25 c m2 Flaschen verteilt und ei n Teil der Zellen

für 5 T age m it 100 nM  N a-Selenit kultiviert. Nach Differenzierung der Zellen in

selenithaltigem und selenitfreiem Medium mit 1,25(OH)2 Vitamin D3 (10-7 M) für 3 Tage und

anschließender Sti mulation m it 0,5 ng/m l GM CSF bz w. M CSF wurden die Zellen zur

Bestimmung v on T R- und GPx-Aktivität pr äpariert. Die  TR-A ktivität w urde auc h aus

peripheren Blutmonozyten bestimmt, die von Dr. M. Kreutz, Abteilung für Hämatologie und

internistische Onkologie, Universität Regensburg zur Verfügung gestellt wurden.



2.3.2.1 P räparation der zytosolischen Fraktion für TR- und GPx-Messung

Die Z ellen w urden z weimal m it PBS gewaschen und anschließend i n

Homogenisationspuffer (250 mM Saccharose, 20 m M H EPES, 1 m M ED TA, 1 m M D TT,

frisch zugeben, pH 7,4; für GPx-Messung) oder in TE Puffer (1 mM EDTA, 50 mM TRIS, pH

7,5; f ür TR-Messung) geerntet. Nach Sonifikation der  Z ellen ( zehn 0,5 s  Pul se bei  ei ner

Leistung von 100 Watt, Labsonic U, Braun) wurden die Homogenate 10 min bei 10000 rpm

und 4°C zentrifugiert (Biofuge 17RS, Heraeus) und der  Überstand (Zytosole) zur Messung

der GPx- oder TR-Aktivität eingesetzt.

2.3.2.2 Messung der Thioredoxin Reduktase-Aktivität

Der Thioredoxin-Reduktase Enzymassay, der nicht zwischen den einzelnen TR-Isoenzymen

unterscheidet, beruht auf einer enz ymatischen R eaktion der  T hioredoxin R eduktase m it

DTNB (5 ,5‘-Dithio-bis N itrobenzoic Ac id, s ehr i nstabil). H ierbei w ird ei n Molekül DTNB  zu

zwei Molekülen TNB reduziert. Die Farbreaktion kann photometrisch bei einer Wellenlänge

von 412 nm gemessen werden.

In ei ner K üvette wurden 900 µ l R eaktionsmix v orgelegt ( Reaktionsmix: 50 µ l N ADPH 40

ng/ml, 500 µl EDTA 0,2 M pH 8,0, 1000 µ l KPO4 1 M pH 7,0, 800 µ l DTNB 25 mg/ml, 40 µl

BSA 50 m g/ml, H2O ad 10 m l). Es  w urden 100 µ l Z ellextrakt z upipettiert und di rekt

anschließend di e Ex tinktionsänderung i nnerhalb v on z wei M inuten bestimmt. Die TR-

Aktivität errechnet sich bei einem Extinktionskoeffizienten von 13,6 nach folgender Formel:

E412nm - E412nm Leerwert - E412nm nach 2 min - E412nm Leerwert nach 2 min

13,6 x 2 Moleküle TNB x 2 min

2.3.2.3 Messung der Glutathionperoxidase-Aktivität

Die Bes timmung der  Glutathionperoxidase-Aktivität w urde dur ch ei nen gek oppelten

enzymatischen Test durchgeführt (Beutler, 1975):

Zunächst wird Peroxid (im Assay t- Butyl-Hydroperoxid) dur ch di e GPx  z um Al kohol

reduziert, wobei Glutathion zum Glutathiondisulfid (GSSG) oxidiert wird.

R-OH2 + 2 GSH R-OH + H2O + 2 GSSG

=[mU]

[cGPx]



Unter NADPH-Oxidation kann reduziertes Glutathion durch die Glutathion-Reduktase (GSH-

Red.) w ieder r egeneriert w erden. D ie Ox idation v on N ADPH/H+ zu NADP+ kann

spektralphotometrisch bei 340 nm verfolgt werden

GSSG + NADPH/H+ 2GSH + NADP+

In einem Endvolumen von 1 ml wurden in einer Halbmikroküvette 0,1 M Tris, 0,5 mM EDTA

(pH 8,0), 200 µM NADPH (Roche M olecular Bi ochemicals), 2 m M Gl utathion ( Sigma), 1

U/ml Glutathion Reduktase Typ IV aus Bäckerhefe (Sigma) vorgelegt. 100 µ g Protein der

Zytosole wurden zugegeben und di e R eaktion dur ch 7 µ M t- Butyl-Hydroperoxid ( Merck)

gestartet. Nach einer kurzen Vorinkubationsphase von 1-2 min wurde die NADPH-Oxidation

photometrisch bei 340 nm bei RT über den linearen Bereich hinweg (ca. 4 min) gemessen.

Unspezifische NADPH-Oxidation w urde dur ch Z ugabe v on 100 m M M ercaptosuccinat

(Sigma) v or dem  Star t der  R eaktion bes timmt und die erhaltenen Werte von den

Messwerten abgezogen. Mercaptosuccinat blockiert spezifisch die GPx-Aktivität und besitzt

bei 340 nm eine zu vernachlässigende Absorption (Gross et al., 1995).

Die Aktivität der GPx wurde in nmol oxidiertes NADPH pro min und m g Protein bei  einem

Extinktionskoeffizienten f ür NA DPH vo n ε340 nm= 6,2 c m2 µmol-1 nac h f olgender F ormel

berechnet:

∆ E340/min x 1 cm3 x 1000 µmol

6,22 cm2 x 1 cm x mg Protein

2.3.3 Metabolische Markierung von Zellen mit 75Se

THP1-Zellen wurden in 25 c m2-Flaschen mit RPMI 1640/10 %  FCS ausgesät. Ein Teil der

Zellen wurde mit 10-7 M 1,25 (OH)2 Vitamin D3 für 24 h vorinkubiert. Anschließend erhielten

die Zellen für 24 h 75Se-NaSelenit (10 nM; spezifische Aktivität 1,9 Ci/µg, Forschungsreaktor

Universität Missouri, Columbia, USA).

Nach 24 h erfolgte die Ernte der Z ellen i n 500 µ l SD S-PAGE-Puffer ( 0,1 M  T ris, 1 %

Lithiumdodecylsulfat, 7,5 %  Gl yzerin, 0,1 %  Mercaptoessigsäure ( MAC, Si gma), 0,005 %

Bromphenolblau, pH  6,8) . Z ur H ydrolyse enthal tener N ukleinsäuren w urden di e

Zellhomogenate für mindestens 1 h bei 37°C mit 20 U /ml BenzonaseTM (Merck) inkubiert.

Die Zellüberstände und di e Zellhomogenate wurden getrennt im γ-Counter gemessen. Die

= spez. Aktivität GPx [nmol x min-1 x mg-1]



Analyse der Proteine erfolgte durch denatur ierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(SDS-PAGE).

2.3.3.1 S DS-PAGE

Das anionische D etergens SD S bi ndet an hy drophobe R egionen v on Pol ypeptiden,

wodurch die m eisten m ultimeren Pr oteine i n i hre U ntereinheiten di ssoziieren. Gl eichzeitig

werden dur ch di e Bi ndung negative Ladungen eingeführt, der en M enge n äherungsweise

eine F unktion des  M olekulargewichts i st. D urch Disulfidbrücken z usammengehaltene

Untereinheiten können durch Erhitzen in Gegenwart von Mercaptoessigsäure, w elche di e

Disulfidbrücken zu Sul fhydrylgruppen r eduziert, di ssoziiert w erden. D ie Pr oteine k önnen

dann m ittels Gel elektrophorese der  Größe nac h auf getrennt w erden. D ie Auf trennung

erfolgte i n Pol yacrylamidgelen m it ei nem T ris-Glycin-Puffersystem. Vor  Auf trennung i m

Trenngel wurden die Proteine zur Erhöhung der  Auf lösung in ei nem Sam melgel auf  ei ne

schmale Startzone konzentriert. Aus folgenden Lösungen wurde in einem Giessstand einer

Höfer-Proteingel-Kammer (SE600) Trenn- und Sammelgel gegossen:

Trenngel:

Acrylamid:Bisacrylamid 150:1 16 oder 12 %

Tris (pH 8,8) 750 mM

SDS 0,1 %

Ammoniumpersulfat 0,05 %

TEMED 0,03 %

Sammelgel:

Acrylamid:Bisacrylamid 49:1 10 %

Tris (pH 6,8) 125 mM

SDS 0,1 %

Ammoniumpersulfat 0,05 %

TEMED 0,03 %



Kathodenpuffer:

Tris 28 mM

Glycin 190 mM

SDS 0,1 %

Mercaptoessigsäure 3 mM

pH 8,4

Anodenpuffer:

Tris 25 mM

Glycin 190 mM

SDS-PAGE-Probenpuffer:

Tris 100 mM

Lithiumdodecylsulfat 1 %

Glyzerin 0,1 %

Mercaptoessigsäure 0,1 %

Bromphenolblau 0,0005 %

pH 6,8

Die Proteine wurden für 10 min im SDS-PAGE-Probenpuffer gekocht und anschließend auf

das Gel aufgetragen. Es wurden jeweils pro Spur die gleiche Anzahl an c pm und gl eiches

Volumen aufgetragen. Zusätzlich wurde ein Proteinstandard von Sigma, bestehend aus den

Komponenten α-Lactalbumin ( 14,2 k Da), T rypsininhibitor ( 20,1 k Da), T rypsinogen (24,0

kDa), Carboanhydrase (29,0 kDa), Glyzerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (36 kDa),

Albumin aus dem Hühnerei (45,0 kDa) und bov ines Albumin (66,0 kDa) auf getragen. D ie

Auftrennung erfolgte für 18 h bei 8 mA und 4°C. Die Gele wurden mit Coomassie Blue für 1

h gef ärbt und ans chließend s o l ange entf ärbt bi s s ich di e Pr oteinbanden deutl ich vom

Hintergrund abhoben.

Färbelösung:

Coomasie Blue 250 R 0,01 %

Methanol 5 %

Essigsäure 1 %



Entfärbelösung:

Glyzerin 7 %

Essigsäure 10 %

Methanol 8,5 %

Nach dem  Entf ärben w urden di e Gel e z wischen C ellophanfolien f ür 2 h bei  80 °C

(Geltrockner) getrocknet und bei -80°C auf einem Röntgenfilm (Kodak X-OMAT) exponiert.

2.3.4 Gel -Shift-Analysen

Zur U ntersuchung v on Pr otein-DNA-Wechselwirkungen w urden Gel -Shift-Analysen m it

Kernextrakten aus THP1-Zellen und 32P-markierten Oligonukleotiden durchgeführt.

2.3.4.1 P räparation von Kernextrakten

Die Präparation von Kernextrakten erfolgte nach der Methode von Grandison et al. (1994).

Zellen wurden in PBS gew aschen, in 1 m l Lysispuffer geerntet, 15 min auf Eis inkubiert,

anschließend m it 25 µ l 10 %  N onidet P40 v ermischt und die Kerne dann durch

Zentrifugation (15000 x  g, 30 s , 4 °C) p elletiert. De r Überstand w urde v erworfen und das

Pellet in 50 µ l Extraktionspuffer resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 20 min auf

Eis erfolgte ei ne w eitere Z entrifugation ( 15000 x  g, 5 m in, 4 °C). De r Überstand, der  di e

Kernproteine enthi elt, w urde i n ei n neues  R eaktionsgefäß überführt, di e

Proteinkonzentration bestimmt und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Lysispuffer:

HEPES (pH 7,8) 100 mM

KCl 10 mM

MgCl2 2 mM

DTT 1 mM

Pefabloc SC (Merck) 1 mM



Extraktionspuffer:

HEPES (pH 7,8) 50 mM

EDTA 0,1 mM

KCl 50 mM

NaCl 300 mM

DTT 1 mM

Pefabloc SC 1 mM

Glyzerin 10 %

2.3.4.2 B indungsreaktion

Kernextrakte ( 15 µ g Pr otein) w urden f ür 30 m in m it 10000- 20000 cpm γ32P-ATP-

Oligonukleotid mit Bindungspuffer in einem Volumen v on 15 µ l bei  R T i nkubiert. Z ur

Untersuchung der  Spez ifität der  D NA-Protein-Interaktion w urde entw eder ein gegen das

Protein ger ichteter Antikörper (1 µg) oder ein 100 facher Überschuss an ni cht-markiertem

Oligonukleotid vor dem Start der Bindungreaktion zugegeben.

Bindungspuffer:

Tris/HCl pH 7,5 10 mM

NaCl 100 mM

EDTA 1 mM

DTT 1 mM

Nonidet P 40 0,2 %

Glyzerin 5 %

Poly dI-dC (A mersham P harmacia
Biotech)

0,5 µg

Verwendete Antikörper

Alle A ntikörper w urden v on SantaC ruz Bi otechnology ( Santa C ruz, U SA) bez ogen. Es

wurden folgende Antikörper verwendet: spezifisch für die NFκB p65/RelA Untereinheit (A-G;

sc-109-G), für c-Jun/AP1 (D) sc-44, der mit c-Jun, Jun B und JunD reagiert.



2.3.4.3 N ative Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Reaktionsansätze der  Bindungsreaktion wurden vollständig auf  ei n 1,5 m m di ckes, 4

%iges Pol yacrylamidgel ( AA:BA 37,5:1 i n T BE) auf getragen, bei  8 m V/cm 1,5 h

elektrophoretisch aufgetrennt (V15.17-Kammer, Life Technologies GmbH; Laufpuffer: TBE)

und anschließend auf einem Geltrockner (Biorad) getrocknet. Das Gel wurde bei -80°C auf

einen Röntgenfilm (Kodak X-OMAT) exponiert.

2.3.5 Rezeptorbindungsassay: Bindung von P TH rel ated P rotein (P THrP) an den

PTH Rezeptor Typ 1 (PTHR1)

2.3.5.1 Markierung von PTHrP mit Cy3.5

PTHrP 1- 86 ( Bachem, H eidelberg), i n 0,1 M  N a-Carbonatpuffer, pH  9,3 gel öst ( 5 µg/ml),

wurde m it dem  r otfluoreszierenden F arbstoff C y3.5 m arkiert. H ierzu w urde das

Markierungssystem FluoroLink Cy3.5 Monofunctional Dye (Amersham Pharmacia Biotech)

verwendet. 25 µl gelöstes PTHrP und 100 µ l Na-Carbonatpuffer wurden mit einem Aliquot

des F arbstoffes v ermischt, 30 m in bei  R T i nkubiert und alle 10 min geschüttelt. I m

Anschluss erfolgte eine Auf reinigung über eine 30 c m lange, mit PBS/0,1 %  Na-Azid, pH

7,2 äquilibrierte S ephadex G- 25 S äule (Amersham Phar macia Bi otech). D as m arkierte

Protein w urde auf  di e S äule pi pettiert und m it PBS/0,1 %  N a-Azid el uiert. Die erste

rotgefärbte F raktion, etw a 1200 µ l, enthi elt das  f arbstoffmarkierte Pr otein. Die

Proteinkonzentration wurde mit BioRad Proteinreagenz bestimmt.

2.3.5.2 A nfärben von Monozyten und Dendritischen Zellen mit PTHrP-Cy3.5

Monozyten und D endritische Z ellen w urden i n PBS v om Kul turflaschenboden abgek ratzt,

anschließend zweimal mit PBS gewaschen und i n 200 µ l PBS r esuspendiert. D ie Z ellen

wurden auf Eis für 20 min mit 2,5 µg/ml PTHrP-Cy3.5 und 2 µl CD14-FITC Antikörper (FITC:

Fluoresceinisothiocyanat, M onozyten) bz w C D45-FITC Anti körper ( Dendritische Z ellen,

beide Anti körper I mmunotech, M arseille) in kubiert. Na ch zwe imaligem W aschen m it PBS

wurden die Zellen in 200 µl PBS resuspendiert. Die Zellkerne wurden für 5 min mit 10 ng/ml

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenyl-indol 2HCl H 2O) auf  Eis gegengef ärbt und z weimal mit PBS

gewaschen. Nach D ekantieren des  Überstandes w urden di e Z ellen k urz ges chüttelt, ei n

Tropfen auf  ei nen Obj ektträger m it Vec tashield ( Serva) ei ngedeckt und anschließend

mikroskopiert und fotografiert (Axioskop 2, Zeiss).



2.3.6 Im munhistochemie

Zum immunhistochemischen N achweis v on Os teopontin i n Leber granulomen, M orbus

Crohn-Präparaten und Knochenschnitten wurden Paraffinschnitte durch Inkubation in einer

absteigenden Al koholreihe ( Abfolge z weimal Xy lol, 100 %  Ethanol , 80 %  Ethanol, 70 %

Ethanol, 50 %  Ethanol , je 10 m in) entparaffinisiert und ans chließend in PBS gew aschen.

Zum Blockieren unspezifischer Bindungen wurden die Präparate in Blocking-Lösung (4 ml

FCS, 400 m g BSA, 36 ml Wasser) für 60 m in bei  RT inkubiert und nac hfolgend mit dem

polyklonalen pr imären Kani nchen anti -Osteopontin-Antikörper LF  123 ( 1:50 v erdünnt,

Fisher et al., 1995) für 60 min bei RT überschichtet. Zur Kontrolle wurden Schnitte parallel

mit Kani nchen-Präimmunserum behandelt. Nach dr eimaligem W aschen m it PBS er folgte

die I nkubation al ler Sc hnitte m it dem  z weiten Anti körper ( Anti R abbit IgG, Peroxidase-

konjugiert, 1:200 v erdünnt, Si gma) f ür 30 m in bei  R T. N ach weiteren Wasch-Schritten

wurden die Präparate f ür weitere 30 m in bei  RT mit einem Peroxidase konjugierten Anti-

Peroxidase Anti körper überschichtet ( 1:500 v erdünnt, Sigma) und ans chließend

gewaschen. D ie Sc hnitte w urden m it D iaminobenzidin ( DAB)-Reagenz i nkubiert ( DAB-

Reagenz: 6 mg DAB in 100 µl DMF lösen, 5 µl H2O2, 10 ml Wasser) und die Reaktion nach

10 min durch W aschen in PBS und W asser abges toppt. D ie Zellkerne wurden 5 min mit

Hämalaun (Merck) gegengefärbt, unter fließendem Wasser 10 min gespült, nach Inkubation

in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Abfolge: 50 %  Ethanol, 70 %  Ethanol, 80 % Ethanol,

100 % Ethanol, zweimal Xylol, je 10 min) mit Entellan (Merck) eingedeckt und anschließend

mikroskopiert und fotografiert (Axioskop 2, Zeiss).

2.4 P hagozytosetest

Zur Bes timmung der  Phagoz ytoserate v on THP1-Zellen im undifferenzierten und

differenzierten Zustand wurde ein Phagozytosetest (Becton Dickinson) durchgeführt. Hierzu

wurden T HP1-Zellen m it 100 nM  Na-Selenit supplementiert und anschließend m it 10 -7 M

1,25(OH)2 Vi tamin D 3 für 3 T age di fferenziert und f ür weitere 24 bz w. 48 h m it 0,5 ng/m l

GMCSF stimuliert. Die Versuchdurchführung des Phagozytosetests erfolgte nach Angaben

des Herstellers. Die Phagozytoserate der  T HP1-Zellen w urde nac h 30, 60 und 120

minütiger Inkubation mit f luoreszierenden E. coli Membranbestandteilen bes timmt und m it

einem F acSCAN ( Becton D ickinson) aus gewertet. D er Phagozytosetest wurde von

Rosemarie Ottohal und Anette Kos s-Kinzinger, I mmunbiologisches Labor , M edizinische

Poliklinik durchgeführt.



2.5 1,25(OH )2 Vitamin D3 Radioimmunoassay

In den Überständen v on hor monbehandelten T HP1-Zellen und M onozyten w urde di e

Konzentration an f reigesetztem 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 bes timmt. Es  w urde hi erfür e in

Radioimmunoassay der  F irma N ichols I nstitute D iagnostics verwendet, der für d ie

Bestimmung des Serum 1,25(OH)2 Vitamin D3-Gehaltes entwickelt wurde. Zur Bestimmung

der Ei chgerade w urden di e m itgelieferten Standar ds v erwendet. D ie Vorbereitung der

Zellüberstände und di e Ex traktion des  1,25( OH)2 Vi tamin D 3 er folgte nac h Pr otokoll des

Herstellers wie  f ür Ser um em pfohlen. R adioaktives 125I-1,25(OH)2 Vi tamin D 3 wu rde in

einem γ–Counter gemessen.



D Ergebnisse

1 1,25(OH )2 Vi tamin D 3-responsive G ene i n M onozyten und

Makrophagen

1.1 1 α-Hydroxylase

Die 1 α-Hydroxylase i st das  1,25( OH)2 Vi tamin D 3-aktivierende Enz ym w elches i m

systemischen Vi tamin D 3-Stoffwechsel i n der  N iere dur ch Par athormon r eguliert wird. Es

sollte geklärt werden, ob eine Expression in monozytären Zellen ebenfalls erfolgt und eine

Regulation dur ch PT H über  den PT H R ezeptor T yp 1 ( PTHR1) s tattfindet. Ein weiterer

Ligand des PTHR1 ist PTHrP, dessen Bi ndung an di e M embran v on M onozyten und

Dendritischen Zellen ebenfalls analysiert wurde.

1.1.1 Expression der 1α-Hydroxylase und des PTHR1 in Monozyten

Frisch i solierte per iphere Bl utmonozyten w urden f ür 16 h m it 25( OH) Vi tamin D 3 [10 -7 M]

alleine bz w. z usammen m it PT H [10-8 M ] und Ketoc onazol [15 x  10 -6 M ] behandel t. D ie

Gesamt-RNA wurde i soliert, r evers tr anskribiert und di e hum ane 1 α-Hydroxylase und der

PTH Rezeptor Typ 1 (PTHR1) mittels PCR amplifiziert und im Southern-Blot analysiert. Abb.

6 zeigt den Nachweis beider Amplifikate im Agarosegel und Southern-Blot im Vergleich zur

β-Aktin-Amplifikation. M onozyten aus  per ipherem Bl ut exprimieren sowohl die 1α-

Hydroxylase al s auc h den PT HR1. N ach Behandl ung der Zellen mit dem p450-Enzym-

Inhibitor Ketoc onazol ni mmt di e m RNA-Menge der  1 α-Hydroxylase ab ( Spur 4) , die

Expression des  PT HR1 bl eibt unbeei nflusst. Subs titution der  M onozyten m it dem  1 α-

Hydroxylase-Substrat 25( OH) Vi tamin D 3 bzw. gleichzeitige Gabe v on PT H v erändert di e

Expression der 1α-Hydroxylase und des PTHR1 nicht (Spur 2 und 3).



Spur 1 2 3 4
25(OH) Vitamin D3 [10-7 M] + + +

PTH [10-8 M] +
Ketoconazol [15 x 10-6 M] +

1α-Hydroxylase

β-Aktin

1α-Hydroxylase
Southern

PTHR1

β-Aktin

PTHR1
Southern

Abb. 6: PCR-Amplifikation und Sout hern-Blot der humanen 1α-Hydroxylase und des PTH  Rezeptors Typ

1 i n per ipheren B lutmonozyten im  V ergleich z ur β-Aktin A mplifikation i m A garosegel. P eriphere

Blutmonozyten wurden m it 25( OH) V itamin D 3 (Spur 2) , m it 25( OH) V itamin D 3 und P TH ( Spur 3)  sow ie m it

25(OH) V itamin D 3 und K etoconazol ( Spur 4)  f ür 16 h be handelt und di e G esamt–RNA i soliert. Di e m RNA

wurde m it e inem O ligo dT- Primer r evers t ranskribiert und mittels PCR die humane 1α-Hydroxylase und de r

PTHR1 amplifiziert.



1.1.1.1 PTH-Rezeptor Typ 1 i n D endritischen Zel len und em bryonalen

Nierenzellen

Aus der  humanen embryonalen N ieren Zelllinie HE K-293, aus  H EK-293 Z ellen, di e s tabil

mit dem PTHR1 tr ansfiziert w urden ( HEK-293 T x PT HR1) und aus  D endritischen Z ellen

(Differenzierungstag 5 und 8) wurde Gesamt-RNA isoliert und nac h reverser Transkription

mit Oligo dT-Primer der PT HR1 dur ch ei ne 'nes ted' PC R am plifiziert. D ie PC R-Produkte

wurden i m Agar osegel auf getrennt ( Abb. 7) . D er PT H R ezeptor T yp 1 w ird i n allen

untersuchten Z ellen ex primiert. D endritische Z ellen w urden von Dr. Kämpgen, H autklinik,

HEK-293 Zellen von Dr. Blind, Medizinische Klinik, beide Würzburg zur Verfügung gestellt

(Blind et al., 1995; John et al., 1999; Thurner et al., 1999).

Dendritische
ZellenHEK-

293

HEK-
293 Tx
PTHR1

Mono-
zyten

Tag 5 Tag 8

←281 bp

Abb. 7:  PCR-Nachweis des PTH Rezeptors Typ 1 i n humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293 und HEK-

293 Tx PTHR1 sowie Dendritischen Zellen Tag 5 und 8 im Agarosegel.



1.1.2 Klonierung der 1α-Hydroxylase und des PTH Rezeptors Typ 1

Aus hum aner N iere w urde Ges amt R NA-isoliert und m it einem Oligo dT-Primer revers

transkribiert. 1 µl der cDNA Reaktion wurde für eine PCR-Amplifikation eingesetzt.

1.1.2.1 1 α-Hydroxylase cDNA

Die k odierende Sequenz  der  1 α-Hydroxylase w urde aus  N ieren c DNA m it den Pr imern

1alpha3 und 1alpha4 amplifiziert und die PC R R eaktion i m Agar osegel auf getrennt. D ie

schwache Bande wurde aus dem Gel eluiert, reamplifiziert und anschließend in die EcoRI-

Schnittstelle des pCRII-Vektors (Invitrogen, 3,9 kb) kloniert. Um die Sequenz der klonierten

Bande zu überprüfen wurde das Insert von beiden Seiten sequenziert. Die Klonierungs und

Sequenzierarbeiten w urden v on D r. J . Seuf ert dur chgeführt und er gaben ei ne 100 %ige

Übereinstimmung mit der publizierten Sequenz  ( Genbank-Nummer AB005038, c DNA bp

111-1657). Abb. 8 z eigt ei n Agar osegel des  1 α-Hydroxylase PC R Pr oduktes nac h

Reamplifikation.

bp M - +

2036→

1636→ ←1,5 kb

1018→

Abb. 8: Reamplifikation der cDNA der humanen 1α-Hydroxylase. Aus Nieren Gesamt-RNA wurde eine cDNA

unter Verwendung des Primers 1alpha4 synthetisiert und m it Hilfe der Primer 1alpha3 und 1al pha4 die cDNA

der 1α-Hydroxylase amplifiziert. Die Bande wurde aus dem Gel eluiert und i n den pCR I I Vektor kl oniert (M =

100 bp Marker, Life Technologies GmbH; - = ohne cDNA; + = mit cDNA).

Im Anschluss an di e Klonierung der cDNA der humanen 1α-Hydroxylase wurde die 1,5 k b

kodierernde Sequenz  i n di e Ec oRI-Schnittstelle des  Expressionsvektors pcDNA3 ( 5,4 kb ,



1.1.2.2 PTH-Rezeptor Typ 1 Fragment

Ein 374 bp Fragment des humanen PTH R ezeptors T yp 1 w urde m ittels PC R unter

Verwendung der Primer PT HR1 und PT HR2 aus  N ieren c DNA am plifiziert N ach ei ner

Reamplifikation des  PC R-Produktes m it den Pr imern PT HR3 und PT HR4 (281 bp

Fragment, Abb. 9)  w urde di e Bande i n den Vektor pBlueskript SKII+/EcoRV kloniert und

anschließend z ur Überprüfung der  Sequenz  m it den Pr imern M 13 und M 13reverse

sequenziert. Die Sequenzierung ergab eine 100 %ige Übereinstimmung mit der publizierten

Sequenz (Genbank Nummer U17418, cDNA bp 634-915).

bp M - +

300→

200→

←281 bp

100→

Abb. 9:  Reamplifikation eines 281 bp Fr agmentes des hum anen PTH Rezeptors Typ 1.  Gesamt-RNA aus

Niere wurde isoliert und mit einem O ligo dT- Primer r evers t ranskribiert. N ach e iner P CR m it de n P rimern

PTHR1 und PTHR2 wurde in einer nested PCR unter Verwendung der Primer PTHR3 und P THR4 das 281 bp

Fragment amplifiziert (M = 100 bp Marker, Life Technologies GmbH; - = ohne cDNA; + = mit cDNA).

1.1.3 Überexpression der 1α-Hydroxylase in COS7-Zellen

1.1.3.1 PCR-Nachweis der Transkription nach Transfektion

COS7 Z ellen w urden m it ei nem 1α-Hydroxylase Überexpressions-Konstrukt ( pcDNA3

1αOHase+, Gen in sense-Richtung) oder dem leeren Vektor (pcDNA3) transfiziert. Aus den

COS7 Z ellen w urde Ges amt-RNA i soliert und di e m RNA m it ei nem Ol igo dT -Primer und

spezifisch mit  Hilfe des Primers 1alpha4 revers transkribiert. Aus der cDNA wurde die 1α-

Hydroxylase durch PCR unter Verwendung der Primer 1alpha5 und 1alpha6, die ein 460 bp

Fragment l iefern, am plifiziert. D as Er gebnis der  PC R i st i n Abb. 10 dargestellt. Das



transfiziertes Plasmid 1αOHase pcDNA3+ pcDNA3

Reverse Transkriptase M + + - - + + - - M

600 bp →

Oligo dT + + + +Primer für
reverse

Transkription 1alpha4 + + + +
Abb. 10:  Kontrolle der  Tr anskription des pcDNA3 1αOHase+ K onstruktes nach Tr ansfektion i n C OS7-

Zellen dur ch r everse Tr anskription und P CR. C OS7-Zellen wurden mit dem Überexpressionsplasmid f ür d ie

humane 1 α-Hydroxylase p cDNA3 1αOHase+ (Gen i n se nse-Richtung) und de m leeren Vektor pcDNA3

transfiziert. Aus de r G esamt-RNA w urde unt er V erwendung de r P rimer O ligo dT und 1al pha4 e ine cD NA

transkribiert aus der die 1α-Hydroxylase durch PCR amplifiziert wurde. M = 100 bp Marker.

1.1.4 1,25(OH )2 Vitamin D3 Radioimmunoassay (RIA)

1.1.4.1 1,25(OH )2 Vitamin D3 Produktion in transfizierten COS7-Zellen

Das Überexpressionskonstrukt der  1 α-Hydroxylase pc DNA3 1αOHase+ w urde i n C OS7

Zellen tr ansfiziert. Al s Kontr olle di ente der  l eere Vektor pcDNA3 und das  anti sense-

Konstrukt pcDNA3 1αOHase-. Die Zellen wurden mit 25(OH) Vitamin D3 [10-7 M] über Nacht

supplementiert und der  1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Gehalt des M ediums ( in pg/m l) dur ch

Radioimmunoassay unter Verwendung eines 125I-markierten 1,25(OH)2 Vi tamin D3 e rmittelt

(Abb. 11) . W ird das  Überexpressionsplasmid pc DNA3 1αOHase+ in  CO S7-Zellen

transfiziert, liegt der 1,25(OH)2 Vitamin D3–Gehalt des Mediums nach 24 h bei  knapp 1000

pg/ml. In untransfizierten bzw. mit Kontrollplasmid transfizierten Zellen l iegt die 1,25(OH)2

Vitamin D3-Konzentration des Mediums deutlich unter 200 pg/ml.
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transfiziertes Plasmid - pcDNA3
pcDNA31α

OHase-

pcDNA31α

OHase+

Abb. 11: Radioimmunoassay - 1,25(OH)2 Vitamin D3-Produktion von C OS7 Zel len nach Tr ansfektion des

1α-Hydroxylase Ü berexpressionskonstruktes p cDNA31αOHase+. A ls K ontrolle di ente das Konstrukt

pcDNA31αOHase- und der leere Vektor pcDNA3. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± SEM (n=2).

1.1.4.2 1,25(OH )2 Vitamin D3 Produktion in Monozyten

Periphere Blutmonozyten wurden über Nacht mit 25(OH) Vitamin D3 [10-7 M], PTH [10-8 M]

und Ketoc onazol [15 x  10-6 M ] ( 1-Acetyl-4(4-{[2-(2,4-dichlorphenyl)-2-(1-imidazolylmethyl)-

1,3-dioxolan-4-yl]methoxy}phenyl)piperazin) behandelt und der 1,25(OH)2 Vitamin D3-Gehalt

des Mediums durch Radioimmunoassay bestimmt (Abb. 12). Alleine durch Supplementation

des Mediums mit dem Substrat der 1α-Hydroxylase (25(OH) Vitamin D3) wird die Produktion

von 1,25( OH)2 Vi tamin D3 v on 14,4 pg/m l auf  75,6 pg/m l s ignifikant ges teigert. D urch

Parathormon wird eine weitere Stimulation auf 89,8 pg/m l er reicht. Ei ne Behandl ung der

Monozyten mit dem p450 Enzym-Inhibitor Ketoconazol zieht eine signifikante Verringerung

der 1,25(OH)2 Vitamin D3-Produktion auf 12,7 pg/ml nach s ich. Die Inkubation der 25(OH)

Vitamin D 3-supplementierten und Ketoc onazol-behandelten per ipheren Bl utmonozyten m it

PTH hatte k einen Ei nfluss auf  di e 1,25( OH)2 Vi tamin D3-Konzentration des  M ediums i m

Vergleich zu Kontrollzellen zur Folge.
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25(OH) Vitamin D3 [10-7 M] + + + +
PTH [10-8 M] + +

Ketoconazol [15 x 10-6 M] + +
Abb. 12:  Radioimmunoassay -  1,25(OH)2 Vi tamin D3-Produktion von M onozyten. Monozyten wurden über

Nacht mit 25(OH) Vitamin D3 inkubiert und wie folgt für 16 h st imuliert: PTH [10-8 M], Ketoconazol [15 x 10-6 M],

PTH und K etoconazol. D ie ange gebenen W erte si nd M ittelwerte ± S EM ( n=3). S tatistisch si gnifikante

Unterschiede (Wilcoxon-Test) sind als * angegeben. *:p < 0,05.

1.1.4.3 1,25(OH )2 Vitamin D3-Produktion in THP1-Zellen

THP1-Zellen w urden über N acht m it 25( OH) Vitamin D3 [10 -7 M ], PT H [10 -8 M ] und

Ketoconazol [15 x  10 -6 M] behandel t und der 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Gehalt des  M ediums

durch Radioimmunoassay bestimmt ( Abb. 13) . D urch Suppl ementation des  M ediums m it

dem Subs trat der  1 α-Hydroxylase 25( OH) Vi tamin D 3 wird die Pr oduktion v on 1,25( OH)2

Vitamin D3 nur leicht von 12,3 pg/ml auf 13,9 pg/ml gesteigert. Durch Parathormon wird eine

weitere Sti mulation auf  19,5 pg/m l er reicht. Ei ne Behandl ung der  THP1-Zellen mit dem

p450 Enzym-Inhibitor Ketoconazol und einer Supplementation mit 25(OH) Vitamin D3 zieht

keine Verringerung der 1,25(OH)2 Vitamin D3-Produktion nach sich im Vergleich zu 25(OH)

Vitamin D3-behandelten Zellen.
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25(OH) Vitamin D3[10-7

M] + + + +
PTH [10-8 M] + +

Ketoconazol [15 x 10-6 M] + +
Abb. 13: Radioimmunoassay - 1,25(OH)2 Vitamin D3 Produktion von THP1-Zellen. THP1-Zellen wurden über

Nacht mit 25(OH) Vitamin D3 inkubiert und wie folgt für 16 h st imuliert: PTH [10-8 M], Ketoconazol [15 x 10-6M],

PTH und K etoconazol. D ie ange gebenen W erte si nd M ittelwerte ± S EM ( n=3). E s e rgaben si ch ke ine

signifikanten Unterschiede (Wilcoxon-Test).
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1.1.5 Bindungsnachweis von PTHrP an den PTH Rezeptor Typ 1

1.1.5.1 Von Monozyten und embryonalen Nierenzellen

Periphere Bl utmonozyten ( PBM), H EK-293 und H EK-293 Tx PTHR1 Zellen wurden mit

PTHrP–Cy3.5 und einem CD14-FITC markierten Antikörper angefärbt und fotografiert (Abb.

14). D ie l inke Sei te der  Abbi ldung zeigt dieselbe Zelle, beide fluoreszierenden Farbstoffe

binden an di e Z ellmembran i n C lustern. H EK-293 T x-PTHR1 Z ellen z eigen ei n ähnliches

intensives Färbungsmuster, während native HEK-293 Zellen nur schwach gefärbt werden.

Abb. 14:  Färbung von PB M ( links) und H EK-293 Zel len ( rechts) m it PTH rP-Cy3.5. Zur K ontrolle w urden

PBM mit einem FITC-markierten CD14 Antikörper inkubiert. Es handelt sich hierbei um eine Zelle, die mit Filtern

für unterschiedliche Wellenlängen fotografiert wurde.



1.1.5.2 Von Dendritischen Zellen

Dendritische Zellen wurden mit PTHrP-Cy3.5, DAPI (färbt spezifisch DNA) und einem FITC-

markierten CD4 5 A ntikörper angef ärbt. In Abb. 15 s ind di e ei nzelnen Z ellfärbungen

dargestellt. Im oberen und unteren Teil des Bildes handelt es sich jeweils um dieselbe Zelle.

Im oberen Teil der  Abbi ldung f ärbt PT HrP-Cy3.5 den m it D API gef ärbten Z ellkern an, i m

unteren T eil der  Abbi ldung w urde di e Z ellmembran mit dem FITC-markierten CD45

Antikörper sichtbar gemacht. Der Zellkern liegt fragmentiert vor (DAPI Färbung), die PTHrP-

Cy3.5 Färbung markiert identische Regionen.

Abb. 15:  Färbung von D endritischen Zel len m it PTH rP-Cy3.5, DAPI und einem FITC-markierten CD45

Antikörper. In einer Reihe befinden sich jeweils identische Zellen.

1.2 24-H ydroxylase: mRNA-Expression

Die Expression der 24-Hydroxylase w ird nac h 3 d 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Differenzierung

(10−7 M) und anschließender GMCSF/MCSF-Stimulation (jeweils 0,5 ng/ml) bereits nach 1 h



detektiert werden (Abb. 16 , Spur 2). Die 24-Hydroxylase wird in Makrophagen nach 12 h

GMCSF–Behandlung s tärker exprimiert als nach 1 h ( Spur 3 und 4) , nac h 24 h i st das

Signal ebenf alls s chwächer ( Spur 5) . D ifferenzierung v on T HP1-Zellen z u Os teoklasten

durch MCSF–Behandlung bew irkt ei ne s tärkere Ex pression der  24- Hydroxylase nac h 8 h

(Spur 8), das Signal wird nach 12 und 24 h schwächer (Spur 9 und 10).

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1,25 (OH)2 D3 3 d [10-7M] + + + + + + + + +

GMCSF [0,5 ng/ml] + + +

MCSF [0,5 ng/ml] + + + + +

Zeit [h] 1 12 24 1 4 8 12 24

24-Hydroxylase

18 S

Abb. 16: Effekt von 1,25(OH)2 Vitamin D3, GMCSF und MCSF auf die 24-Hydroxylase-Expression in THP1-

Zellen (Gesamt RNA). Als K ontrolle w urde m it e iner S onde f ür 18 S  hybr idisiert. I n z u M akrophagen

differenzierten THP1-Zellen w ird di e 24- Hydroxylase am  st ärksten nach 12 h GMCSF-Behandlung exprimiert.

Nach 8 h MCSF-Stimulation ist das detektierte Signal in zu Osteoklasten differenzierten THP1-Zellen maximal.

1.3 Osteoponti n

1.3.1 m RNA-Expression

Osteopontin ist ein Matrixprotein mit einem RGD-Motiv in der Aminosäuresequenz, das an

ανβ3-Integrin binden kann und somit wesentlich an der Zelladhäsion beteiligt ist. Im Northern

Blot w urde f ür Os teopontin ei ne di fferentielle Ex pression in unterschiedlich stimulierten

THP1-Zellen nachgewiesen. Abb. 17 z eigt di e ents prechende H ybridisierung



10−7 M 1,25(OH)2 Vitamin D3 für 3 d und ans chließender Stimulation mit 0,5 ng/ml GMCSF

für 1 bis 24 h zu Makrophagen ist ein Anstieg der Osteopontin mRNA zu beobachten (Spur

3-7). I n Kontr ollzellen w ird di e m RNA ni cht ex primiert, w ogegen das  Si gnal nac h 3 d

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Behandlung und 4 bi s 24 h GM CSF-Stimulation s tetig ansteigt. Die

Behandlung der mit 1,25(OH)2 Vi tamin D3 di fferenzierten Zellen mit 0,5 ng/m l MCSF für 1

bis 24 h welche zur Osteoklastendifferenzierung führt, bewirkte ebenfalls einen Anstieg der

detektierten mRNA Menge (Spur 8-12).

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,25 (OH)2 D3 3 d [10-7M] + + + + + + + + + + +

GMCSF [0,5 ng/ml] + + + + +

MCSF [0,5 ng/ml] + + + + +

Zeit [h] 1 4 8 12 24 1 4 8 12 24

Osteopontin

18 S

Abb. 17: Effekt von 1,25(OH)2 Vitamin D3, GMCSF und MCSF auf die Osteopontin mRNA-Menge in THP1-

Zellen i m N orthern B lot ( Gesamt R NA) i m V ergleich z ur 18 S  B ande des Ethidiumbromidgels. THP1-Zellen

wurden mit 1,25(OH)2 Vitamin D3 und GMCSF einerseits zu Makrophagen, mit 1,25(OH)2 Vitamin D3 und MCSF

andererseits zu Osteoklasten differenziert. In Makrophagen wird Osteopontin am stärksten nach 24 h G MCSF-

Stimulation e xprimiert. I n O steoklasten w ird O steopontin am  st ärksten nach 12 bi s 24 h M CSF–Behandlung

exprimiert.



1.3.2 Immunhistochemischer Nachweis von Osteopontin

Auf Sc hnitten v on Leber granulomen, M orbus C rohn-Gewebe und Knochenpräparaten

wurde durch einen immunhistochemischen Nachweis die Expression von Os teopontin auf

Proteinebene untersucht. Abb. 18 z eigt di e j eweiligen Sc hnitte m it den z ugehörigen

Kontrollen ( 1=Kontrolle; 2= Osteopontinfärbung; A= Morbus C rohn; B=Knochen;

C=Lebergranulom). Osteopontin wird in allen untersuchten Geweben, erkennbar durch eine

Braunfärbung, exprimiert.

Abb. 18: Immunhistochemischer Nachweis von Osteopontin in Morbus Crohn-Gewebe, Knochenpräparaten

und Lebergranulomen (1=Kontrolle; 2=Osteopontinfärbung; A=Morbus Crohn; B=Knochen; C=Lebergranulom).



1.4 Selenoprotein Thioredoxin Reduktase 1 (TR1)

1.4.1 m RNA-Expression

1.4.1.1 In undifferenzierten THP1-Zellen

THP1-Zellen w urden 0,5 bi s 16 h m it 10 -7 M  1,25( OH)2 Vi tamin D3 s timuliert und di e

Gesamt-RNA isoliert. D ie Ex pression der  T R1 w urde i m N orthern Bl ot unter sucht. Z ur

Kontrolle wurde der Blot mit GAPDH hybridisiert. Bereits nach 0,5 h 1,25(OH)2 Vitamin D3-

Behandlung wird die TR1 in THP1-Zellen stärker exprimiert als in Kontrollzellen, nach 4 h ist

die mRNA-Menge maximal und bleibt bis 16 h unverändert (Abb. 19).

Spur 1 2 3 4

1,25(OH)2 Vitamin D3 [10-7 M] + + +

Zeit [h] 0 0,5 4 16

TR1

GAPDH

Abb. 19:  Effekt von 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 auf  di e TR 1-Expression i n TH P1-Zellen im N orthern B lot

(Gesamt R NA). T HP1-Zellen w urden f ür 0, 5, 4 und 16 h mit 10-7 M  1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 be handelt. A ls

Kontrolle wurde mit einer Sonde für GAPDH hybridisiert.

1.4.1.2 In differenzierten THP1-Zellen

Abb. 20 z eigt die Expression der TR1 im Northern Blot im Vergleich zur 18 S Bande des

Ethidiumbromidgeles in zu Makrophagen und Osteoklasten differenzierten THP1-Zellen. Es

ist deutl ich ei n Ans tieg der  m RNA-Expression f ür T R1 i n 1,25( OH)2 Vi tamin D3-

differenzierten THP1-Zellen nach GMCSF Stimulation (0,5 ng/ml) zu beobachten (Spur 4). 1

h GMCSF Behandlung nach 1,25(OH)2 Vitamin D3 Differenzierung (Spur 3) hat noch keinen

Anstieg der  m RNA Konz entration i m Ver gleich z u di fferenzierten Kontr ollzellen zur Folge



3 d mit 0,5 ng/ml MCSF für 1 bis 24 h in Richtung Osteoklasten stimuliert (Spur 8-12), zeigt

sich ein ähnliches Muster in der TR1 Expression. Nach 4 h MCSF (Spur 9) ist das Signal am

stärksten. Undifferenzierte THP1-Zellen ex primieren T R1 s chwächer im V ergleich zu

differenzierten Zellen (Spur 1 und 2).

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1,25 (OH)2 D3 3 d [10-7M] + + + + + + + + + + +

GMCSF [0,5 ng/ml] + + + + +

MCSF [0,5 ng/ml] + + + + +

Zeit [h] 1 4 8 12 24 1 4 8 12 24

TR1

18 S

Abb. 20: Effekt von 1,25(OH)2 Vitamin D3, GMCSF und MCSF auf die TR1 mRNA-Menge in THP1-Zellen im

Northern Blot (Gesamt RNA) im Vergleich zur 18 S Bande des Ethidiumbromidgels. THP1-Zellen wurden mit

1,25(OH)2 Vi tamin D 3 und GMCSF einerseits z u M akrophagen, m it 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 und M CSF

andererseits z u O steoklasten di fferenziert. I n M akrophagen w ird TR 1 am stärksten nach 4 h G MCSF-

Stimulation exprimiert. In Osteoklasten wird TR1 am stärksten nach 4 h MCSF–Behandlung exprimiert.



1.4.2 TR -Aktivitätsmessungen

1.4.2.1 S elenitabhängige Aktivitätssteigerung in THP1-Zellen

THP1-Zellen wurden in 25 cm2-Flaschen für 1-8 Tage mit 100 nM Na-Selenit kultiviert und

zur Bestimmung der TR-Aktivität zu den angegebenen Z eitpunkten geerntet. Abb. 21 zeigt

die TR-Aktivität der THP1 Zelllysate in Abhängigkeit von der Zeit. Die TR-Aktivität e rreicht

nach 4 d Na-Selenitbehandlung ei ne Pl ateauphase v on 3,2 m U/mg Pr otein. I n ni cht-

supplementierten Kontrollzellen lag die Aktivität nach 8 Tagen bei 1,8 mU/mg Protein.

Na-Selenit [100 nM] + + + + + + + +

Tage 0 1 2 3 4 5 6 7 8 8

Abb. 21: Einfluss von Na-Selenit auf die TR-Aktivität in THP1-Zellen nach 1-8 Tagen Na-Selenitbehandlung.

THP1-Zellen wurden für 1-8 d mit Na-Selenit behandelt und zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Die TR-

Aktivität erreicht nach 4 d ein P lateau von 3, 2 m U/mg P rotein. I n unbe handelten K ontrollzellen l iegt di e TR -

Aktivität nach 8 Tage n unverändert be i 1, 8 m U/mg P rotein. D ie angegebenen W erte si nd M ittelwerte ± SEM,

(n=3).
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1.4.2.2 1,25(OH )2 Vitamin D3-abhängige Aktivitätssteigerung in THP1-Zellen

THP1-Zellen w urden f ür 8 bi s 96 h s owohl unter  N ormalbedingungen als auch unter

Selenitsupplementation mit 1,25(OH)2 Vi tamin D3 stimuliert und di e TR-Aktivität gemessen

(Abb. 22) . Bei  ei ner Sel enitkonzentration v on 100 nM  s teigt di e T R-Aktivität nac h 24 h

1,25(OH)2 Vitamin D3-Gabe von 5,5 (Kontrolle) auf 8,1 mU/mg Protein an und sinkt nach 96

h auf unter 5 mU/mg Protein. Unter Normalbedingungen kann die TR-Aktivität von basal 3

mU/mg Protein durch 1,25(OH)2 Vitamin D3 auf etwa 5 mU/mg Protein gesteigert werden.

Na-Selenit [100 nM] + + + + +

1,25(OH)2 Vitamin D3 [h] 8 24 48 96 8 24 48 96

Abb. 22:  Effekt von N a-Selenit und 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 auf  di e TR -Aktivität in  T HP1-Zellen. N ach

Selenitsupplementation steigt die TR-Aktivität von basal  5,5 mU/mg Protein auf  8,1 mU/mg Protein nach 24 h

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Behandlung und f ällt danach auf  4, 5 m U/mg P rotein ab.  O hne S elenit st eigt die TR-

Aktivität von basal  3 m U/mg Protein nach 8 stündiger 1,25(OH)2 Vi tamin D3-Behandlung auf  5 m U/mg Protein

an und fällt nach 96 h auf 2,8 mU/mg Protein ab. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± SEM (n=3).
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1.4.2.3 TR -Aktivität in differenzierten THP1-Zellen

Die TR-Aktivität wurde in Zellen, die mit und ohne N a-Selenit kultiviert wurden, gemessen.

Nach 3 d 1,25(OH)2 Vitamin D3-Differenzierung wurden die Zellen für 1 bis 24 h m it jeweils

0,5 ng/ml GMCSF bzw. MCSF s timuliert ( Abb. 23 und Abb. 24) . N ach 12- stündiger

Stimulation der unter Selenitsupplementation gezogenen, differenzierten Zellen mit GMCSF

war die TR-Aktivität von 5,3 mU/mg Protein signifikant um 21 % auf 6,4 mU/mg Protein im

Vergleich z u di fferenzierten, uns timulierten Zellen erhöht. Ei ne k ürzere oder  l ängere

Stimulation m it GM CSF hatte k eine s ignifikanten Aus wirkungen auf  di e T R-Aktivitat z ur

Folge. Wurden die Zellen ohne Selenit kultiviert, zeigte sich eine fast konstante TR-Aktivität

von unter 3 mU/mg Protein, unabhängig von der Stimulationsdauer.

Na-Selenit - + - + - + - + - + - +
1,25(OH)2

Vitamin D3 3 d + + + + + + + + + + + +

GMCSF
0,5 ng/ml [h] 1 1 4 4 8 8 12 12 24 24

Abb. 23:  Effekt von G MCSF auf  die TR-Aktivität von 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-differenzierten THP1-Zellen, unter

Normalbedingungen und S elenitsupplementation. D ie TR-Aktivität l ässt si ch i n se lenitsupplementierten Ze llen

durch 12-stündige GMCSF-Stimulation um 21 %  von 5, 3 mU/mg Protein auf 6,4 mU/mg Protein steigern. Die

angegebenen W erte sind Mittelwerte ± SEM (n=3). Statistisch si gnifikante Unterschiede sind al s *  angegeben.

*:p < 0,05.
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Nach MCSF-Stimulation der Zellen verhielt sich d ie TR-Aktivität ähnlich wie nach GMCSF-

Stimulation. N ach 12- stündiger M CSF-Behandlung z eigte s ich ei n Ak tivitätspeak bei  6,7

mU/mg Pr otein, ei ne s ignifikante Sti mulation um  27 %  im Vergleich zur Aktivität der

differenzierten, unstimulierten Zellen (Student’s T-Test).

Na-Selenit - + - + - + - + - + - +
1,25(OH)2

Vitamin D3 3 d + + + + + + + + + + + +

MCSF
0,5 ng/ml [h] 1 1 4 4 8 8 12 12 24 24

Abb. 24:  Effekt von M CSF auf  di e TR -Aktivität von 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3-differenzierten T HP1-Zellen,

unter N ormalbedingungen und Sel enitsupplementation. D ie T R-Aktivität l ässt si ch i n

selenitsupplementierten Zellen durch 12-stündige MCSF-Stimulation um 27 %  auf 6,7 mU/mg Protein steigern.

Die ange gebenen W erte si nd M ittelwerte ± S EM ( n=3). S tatistisch si gnifikante Unterschiede sind als *

angegeben. *:p < 0,05.
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1.4.2.4 TR-Hemmung durch Aurothioglucose in THP1-Zellen

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die Aktivität der Thioredoxin-Reduktase

mit unterschiedlichen Konz entrationen des  H emmstoffes Aur othioglucose ( ATG) i nhibiert

werden kann (Abb. 25). Selenitsupplementierte THP1-Zellen wurden für 2 d mit 1,25(OH)2

Vitamin D 3 di fferenziert, m it M CSF f ür 24 h s timuliert und anschließend f ür 6 0 min  mit

unterschiedlichen Konzentrationen an ATG behandelt. Ab einer ATG-Konzentration von 50

µM konnte di e T R-Aktivität gehem mt w erden. W urde j edoch AT G z usätzlich in  d en

Reaktionsansatz pipettiert (Konzentration im Kul turmedium 20 µM, im TR-Ansatz 50 µM),

wurde die TR-Aktivität um über 50 % gehemmt.

ATG [µM] 60 min 0,1 1 10 20 50 100 20

ATG im Ansatz [µM] 50

Abb. 25: Effekt von Aurothioglucose (ATG) auf die TR-Aktivität von 1, 25(OH)2 Vi tamin D3-differenzierten

und m it M CSF für 24 h st imulierten THP1-Zellen. Di e s tärkste Hemmung der TR wird erzielt durch Zusatz

des Hemmers ATG im Reaktionsansatz. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte ± SEM (n=3).

1.4.2.5 TR -Aktivität in peripheren Blutmonozyten

Monozyten w urden aus  per ipherem Bl ut i soliert und für 4 h i n Kul turflaschen gez ogen.

Anschließend erfolgte eine Stimulation mit 1,25(OH)2 Vi tamin D3 für weitere 4 h. I n einem

weiteren Ex periment w urden per iphere Bl utmonozyten f ür 24 h m it 100 nM  N a-Selenit
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Aktivitätsmessung geerntet. Die Monozytenisolierung, Stimulation und Ernte wurde von Dr.

M. Kreutz, Abteilung für Hämatologie und internistische Onkologie, Universität Regensburg

durchgeführt.

Frisch isolierte periphere Blutmonozyten (PBM) besitzen eine niedrige TR-Aktivität, die 4 h

nach Kultivierung und Adhäsion an die Kulturschale von basal 2.5-5 mU/mg Protein nach 4

h um  25 %  und nac h 24 h um  100 %  ges teigert w erden k ann ( Abb. 26 A) . N a-Selenit-

supplementierte Monozyten haben eine gesteigerte TR-Enzymaktivität nach 24 h, die durch

1,25(OH)2 Vitamin D3 weiter stimuliert werden kann (Abb. 26 B).
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- - + 1,25(OH)2

Vitamin D3
- - + - +

0 4 4 Zeit [h] 0 24 24 24 24

Selenit
[100nM] - - - + +

Abb. 26:  Einfluss von 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 und Sel enit auf  di e TR-Enzymaktivität i n per ipheren

Blutmonozyten. Die Zellen wurden m it 1,25(OH)2 Vi tamin D3 (A) und m it 1,25(OH)2 Vi tamin D3 (10-7 M) und

Na-Selenit (100 nM) (B) behandelt und di e Enzymaktivität bestimmt. Die angegebenen W erte si nd Mittelwerte

zweier Messungen eines Einzelexperimentes.

1.4.3 Einfluss der TR1 auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren

1.4.3.1 Aktivierung von AP1

Die D NA-Bindung des  T ranskriptionsfaktors AP1 unter  N ormalbedingungen und nach
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Selenitkonzentration von 100 nM gezogen und für 1 h mit 10-7 M 1,25(OH)2 Vitamin D3 und

0,5 ng/ml GMCSF behandelt und di e Aktivierung von AP1 unter sucht. AP1 w ird basal und

nach 24 h 1,25( OH)2 Vitamin D3-Stimulation nicht aktiviert. Nach gleichzeitiger Behandlung

mit GM CSF f ür 24 h bz w. al leiniger GM CSF-Stimulation f ür 24 h z eigt sich sowohl eine

AP1-Aktivierung unter Normalbedingungen als auch nach Selenitsupplementation (Spur 3

und 7, bzw. Spur 4 und 8, Abb. 27) . D ie Kul tivierung der  T HP1-Zellen m it 100 nM  N a-

Selenit hat eine schwächere AP1-Aktivierung zur Folge. Zur Überprüfung der Spezifität der

Protein-DNA-Bindung w urde m it ei nem 100- fachen Überschuss unm arkiertem

Oligonukleotid kompetiert (Spur 9).

Normalbedingungen 100 nM Na-Selenit

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1,25 (OH)2 D3 24 h [10-7 M] + + + +

GMCSF 24 h [0,5ng/ml] + + + +
unmarkiertes Oligonukleotid +

spezifische Bande →

unspezifische Bande →

freies Oligonukleotid

Abb. 27:  Gelshift-Analyse: U ntersucht w urde die AP1-Aktivierung i n TH P1-Zellen unt er

Normalbedingungen und nach S elenitsupplementation ( 100 nM). THP1-Zellen wurden f ür 24 h m it 1, 25(OH)2

Vitamin D 3 und G MCSF be handelt. A P1 w ird nach G MCSF-Behandlung akt iviert, basal  und nach 1,25(OH)2

Vitamin D 3-Stimulation zeigt sich keine A ktivierung. I n se lenitsupplementierten Ze llen w ird A P1 schw ächer

aktiviert als in unbehandelten Zellen.

1.4.3.2 N FκB Aktivierung in THP1-Zellen nach GMCSF, IL-4 und ATG-Stimulation

Die Ak tivierung des  T ranskriptionsfaktors NFκB w urde i n T HP1-Zellen i n ei ner Gel shift-



kultiviert, ein Teil wurde mit 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 für 3 d di fferenziert, Kontr ollzellen und

differenzierte Zellen wurden anschließend mit 0,5 ng/ml GMCSF, differenzierte Zellen mit 1

ng/ml IL-4 und 100 µM Aurothioglucose (ATG) stimuliert.

NFκB wird i n 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-differenzierten Z ellen nac h 48 h GM CSF-Stimulation

(Abb. 28, Spur 3) stärker aktiviert als in undifferenzierten Kontrollzellen (Spur 1), 1,25(OH)2

Vitamin D3-differenzierten Zellen (Spur 2) und differenzierten Zellen die für 24 h und 8 h mit

GMCSF behandelt wurden (Spur 4 und 5). Die Behandlung der differenzierten und für 24 h

mit GMCSF s timulierten Z ellen m it dem  Thioredoxin-Reduktase Hemmer Aurothioglucose

(ATG, 100 µ M, 1 h, Spur  6)  hatte k eine Abs chwächung des  Si gnals z ur F olge. I n

differenzierten und f ür 24 h m it GM CSF s timulierten Z ellen z ieht di e 20 m inütige

Behandlung mit I L-4 ( 1 ng/m l, Spur  7)  ei ne H emmung der  N FκB Ak tivierung nac h s ich.

NFκB wird auch in undi fferenzierten Zellen nach GMCSF Stimulation ak tiviert. NFκB wird

am s tärksten nach 8 h aktiviert. N ach 24 h I nkubation w ird N FκB s chwach, nac h 48 h

wieder stärker aktiviert (Spur 8-10). Die Spezifität der NFκB Bindung wurde durch Zugabe

eines 100- fachen Überschusses an unm arkiertem Ol igonukleotid, w elches m it dem

radioaktiv markierten Oligonukleotid um  di e Bi ndung k onkurriert, k ompetiert. D ie Z ugabe

eines p65-Antikörpers führte zur Bildung einer Supershift-Bande.

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1,25(OH)2 Vitamin D3 3 d + + + + + + + +

GMCSF [h] 48 24 8 24 24 48 24 8
ATG 1 h [100 µM] x

IL-4 20 min [1 ng/ml] +
unmarkiertes Oligo +

p65 Antikörper +

← Supershift

Abb. 28:  Gelshift-Analyse: U ntersucht w urde d ie N FκB A ktivierung i n selenitsupplementierten THP1-

Zellen nach G MCSF, I L-4 und ATG Stimulation. E ine A ktivierung z eigt si ch be reits basal  und kann dur ch

GMCSF nach D ifferenzierung m it 1, 25(OH)2 Vi tamin D 3 ge steigert w erden. I L-4 S timulation se nkt di e N FκB

Aktivierung. Keinen Einfluss hat Aurothioglucose auf die NFκB Aktivität.



1.4.3.3 Einfluss von oxidativem Stress auf die NFκB Aktivierung in THP1-Zellen

Im Vergleich von selenitsupplementierten zu Makrophagen differenzierten THP1-Zellen mit

nicht-selenitsupplementierten Z ellen z eigte s ich hi nsichtlich des  Einflusses von TNFα auf

die Ak tivierung v on NFκB ei n z eitverzögerter Ef fekt. D iese Er gebnisse s ind i n Abb. 29

dargestellt. Werden die zu Makrophagen differenzierten Zellen mit 30 ng/ml TNFα für 15 bis

60 m in s timuliert k ann beobac htet w erden, dass NFκB nac h 15 bi s 60 m in unter

Normalbedingungen im Vergleich z u s elenitsupplementierten Z ellen s tärker ak tiviert w ird

(Spur 5- 10). I n unbehandel ten Kontr ollzellen w ird N FκB unter  Selenitsupplementation

stärker aktiviert als unter Normalbedingungen (Spur 1 und 2).

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1,25(OH)2 Vitamin D3 3 d + + + + + + + +

TNFα 30 ng/ml [min] 15 15 30 30 60 60
Na-Selenit [100 nM] + + + + +

spezifische Bande →

unspezifische Bande→

freies Oligonukleotid

Abb. 29: Gelshift-Analyse: Einfluss von TNFα nach Sel enitsupplementation auf die NFκB Aktivierung in

THP1-Zellen. THP1-Zellen wurden für 3 d m it 1,25(OH)2 Vitamin D3 differenziert und m it 30 ng/ ml TNFα für 15

bis 60 m in behandelt. NFκB wird nach S timulation m it TNFα in selenitsupplementierten Zellen schwächer und

erst mit zeitlicher Verzögerung aktiviert im Vergleich zu nicht-supplementierten Zellen.



2 Weitere Selenoproteine in Monozyten/Makrophagen

2.1 Markierung der Selenoproteine in THP1-Zellen mit 75Se

Unbehandelte und für 24 h mit 1,25(OH)2 Vitamin D3 behandelte THP1-Zellen wurden über

Nacht mit 75Selenit inkubiert. Zur Analyse der markierten Selenoproteine wurden die Zellen

am f olgenden T ag geer ntet und Z elllysate so wie Ze llüberstände neben einem

Proteinmarker i n ei nem Ac rylamidgel auf getrennt. D ie Autor adiographie und Coomassie-

Färbung des Geles ist in Abb. 30 gez eigt. In unbehandelten und m it 1,25(OH)2 Vitamin D3

behandelten THP1-Zellen w erden neun Sel enoproteine ex primiert ( bei 14 k Da, z wei

zwischen 20 und 24 kDa, eines bei 36 kDa, zwischen 36 und 45 kDa, drei zwischen 45 und

66 kDa, eine Bande über 66 kDa). In Zellüberständen lässt sich ein Selenoprotein in hoher

Konzentration z wischen 45 und 66 k Da detek tieren, z wei weitere dünnere Banden

erscheinen bei  24 und 14 k Da. Nach Coomassie-Färbung des  Gel es w ird i n den

Überständen j eweils ei ne deutl iche Bande z wischen 45 und 66 k Da s ichtbar. 1,25( OH)2

Vitamin D3-Behandlung hat keine Änderung des Bandenmusters zur Folge.

Überstand Zellextrakt SDS-7 Überstand Zellextrakt SDS-7
1,25(OH)2

Vitamin D3 24h + + kDa + + kDa

66,0 66,0

45,0 45,0
36,0 36,0

29,0 29,0
24,0 24,0

20,0 20,1

14,2 14,2

Markierung mit 75Selenit Coomassie-Färbung

Abb. 30:  75Selenit-Markierung der  Selenoproteine in unbehandel ten und f ür 24 h m it 1,25(OH)2 Vi tamin

D3-behandelten THP1-Zellen im Vergleich zur Coomassie-Färbung des Proteingeles. Zur Größenbestimmung



2.2 A ktivität der Glutathionperoxidase (GPx) in THP1-Zellen

Selenitsupplementierte THP1-Zellen und Kontr ollzellen w urden f ür 3 d m it 1,25( OH)2

Vitamin D3 differenziert und mit GMCSF für 24 und 48 h stimuliert. Anschließend wurden die

Zellen für die GPx-Aktivitätsmessung geerntet. Die Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt.

Selenitsupplementierte T HP1-Zellen haben ei ne GPx -Aktivität v on 1200 nm ol/min/mg

Protein die durch 1,25(OH)2 Vitamin D3-Differenzierung auf etwa 1500 nmol/min/mg Protein

gesteigert werden kann. Eine Inkubation der differenzierten Zellen mit GMCSF für 24 bz w.

48 h hat k einen Ei nfluss auf  di e GPx-Aktivität. Kontr ollzellen, ohne N a-Selenit gez ogen,

besitzen unbehandel t ei ne GPx-Aktivität v on etw a 17 nm ol/min/mg Pr otein, di e dur ch

1,25(OH)2 Vi tamin D3 Differenzierung auf über 20 nm ol/min/mg Protein ges teigert werden

kann. GMCSF-Behandlung hat hier eine Aktivitätsminderung zur Folge.
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Na-Selenit
[100 nM] + + + +

+ + + 1,25(OH)2

Vitamin D3 3d + + +

24 48 GMCSF [h] 24 48

Abb. 31: Effekt von Na-Selenit auf die GPx-Aktivität in 1,25(OH)2 Vitamin D3-differenzierten THP1-Zellen.

Die GP x-Aktivität i n se lenitsupplementierten Ze llen l iegt e twa 70 f ach h öher al s i n K ontrollzellen. D ie

angegebenen Werte sind Mittelwerte ± SEM (n=3).
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3 Einfluss von Selenit auf die Phagozytose von THP1-Zellen

Selenitsupplementierte THP1-Zellen und Kontr ollzellen w urden f ür 3 d m it 1,25( OH)2

Vitamin D 3 di fferenziert und ans chließend f ür 24 und 48 h m it GM CSF s timuliert. D ie

Phagozytoserate wurde nach 30, 60 und 120 m inütiger Inkubation mit f luoreszierenden E.

coli-Membranbestandteilen bestimmt.

Abb. 32 A zeigt den prozentualen Anteil der phagozytierenden THP1-Zellen in Abhängigkeit

von der Inkubationszeit. Die Anzahl der  uns timulierten phagoz ytierenden T HP1-Zellen i st

bei einer Inkubation von 30 und 60 min bei  Selenitsupplementation (3 und 10% ) niedriger

als unter  N ormalbedingungen ( 6 und 15% ). N ach 120 m in Inkubation s teigt die Zahl der

phagozytierenden THP1-Zellen unter optimierter Selenitkonzentration weiterhin auf 19% an,

wogegen die Zahl der unter Normalbedingungen gezogenen phagozytierenden Zellen auf

11% sinkt.

Nach 3 d D ifferenzierung der  T HP1-Zellen m it 1,25( OH)2 Vi tamin D3 und ans chließender

Inkubation mit Membranfragmenten von E. coli für 30, 60 und 120 m in zeigt sich kaum ein

Unterschied i n der  Anz ahl der  phagoz ytierenden Z ellen, k ultiviert i n selenitfreiem bzw. in

selenithaltigem Medium. Die Zellzahlen steigen von 6-7% (30 min Inkubation) über 14-15%

(60 min) auf 33% (120 min Inkubation) an.

Der Gr aph m it R autensymbolen z eigt di e Anz ahl der  phagoz ytierenden Zellen nach

Differenzierung und anschließender Stimulation mit GMCSF für 24 h. D er Kurvenverlauf ist

zunächst gleich. Nach 120 min Inkubation w ird ein Maximum in der  Phagozytose-Zellzahl

erreicht. D ie Anz ahl der  s elenitfrei gez ogenen Z ellen ( 29%) l iegt hi er unter  der  Z ahl der

selenitsupplementierten Zellen (31%).

Ein U nterschied z wischen der  Anz ahl der phagozytierenden selenitsupplementierten und

selenitfrei gezogenen Zellen wird nach Differenzierung mit 1,25(OH)2 Vitamin D3 für 3 d und

anschließender Sti mulation m it GMCSF f ür 48 h deutl ich. N ach 60 min Inkubationsdauer

phagozytieren 13% (selenitfrei) und 17% (selenithaltig) der Zellen. Die Werte steigen linear

auf 27 und 29% an.

Abb. 32 B z eigt di e Phagoz ytoserate der  T HP1-Zellen i n Abh ängigkeit v on der

Inkubationszeit. Es  f ällt auf , das s s elenitsupplementierte Z ellen (Rauten) im Vergleich zu

nichtsupplementierten Zellen (Kreise) tendenz iell nac h 120 m in Phagoz ytosedauer ei ne

höhere Phagozytoserate besitzen.
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E Diskussion

Lange Zeit gal t das Pr inzip, dass (seco)steroid-modifizierende Enzyme nur in glandulären

Organen wie z. B. Leber und Nebenniere exprimiert werden und dor t Hormone ak tivieren

und inaktivieren. Viele dieser Enzyme gehören zur Familie der p450-Enzyme, welche eine

FAD-Bindungsdomäne bes itzen und ei ne H äm-Gruppe i n i hrem ak tiven Zentrum tragen.

p450-Enzyme sind ei ne i n der  Ev olution s ehr al te, hoc hkonservierte Enz ymfamilie. Die

aktivierten H ormone w erden ans chließend i n den Bl utstrom abgegeben und zu den

Zielgeweben transportiert. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass auch Einzelzellen außerhalb

glandulärer Organe in der  Lage s ind (seco)steroid-modifizierende Enzyme zu exprimieren

und somit Hormone zu aktivieren und zu inaktivieren.

In der hier vorliegenden Arbeit w urde unter  ander em di e Ex pression v on Enz ymen des

Vitamin D 3-Stoffwechsels in monozytären Z ellen unter sucht: D ie 1 α-Hydroxylase f ührt an

Position 1 des  Sec osteroidgerüstes des  25( OH) Vi tamin D 3 ei ne H ydroxylgruppe ei n und

aktiviert somit den Hormonvorläufer zum aktiven 1,25(OH)2 Vitamin D3. Die 24-Hydroxylase

dagegen hy droxyliert 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 an Pos ition 24 und pr oduziert s omit

1,24,25(OH)3 Vi tamin D 3. Weiterhin w ird 25( OH) Vi tamin D 3 z u 24,25( OH)2 Vi tamin D 3

hydroxyliert. 24,25( OH)2 Vi tamin D 3 wurde als ei n Vi tamin D 3-Metabolit m it ei genem

membranständigem Rezeptor identifiziert. 24,25(OH)2 Vitamin D3 hat einen Einfluss auf die

Membranfluidität und die intrazelluläre Ca2+-Konzentration (Swain et al., 1993; Langston et

al., 1990) . W eiterhin i st 24,25( OH)2 Vi tamin D 3 wichtig f ür di e Em bryogenese, f ür di e

Regulation des  Knoc henwachstums, der  –Entw icklung und –R eparatur ( St-Arnaud et al .,

1998). Die Ak tivität der  1 α-Hydroxylase w urde nac h Suppl ementation des  M ediums m it

ihrem Subs trat ( 25(OH) Vi tamin D 3) und nac h Sti mulation m it Parathormon in peripheren

Blutmonozyten und monozytären Zellen bestimmt. Parathormon bindet an seinen Rezeptor,

den PTH Rezeptor Typ 1 (PTHR1). Ein weiterer Ligand dieses Rezeptors ist das auto- und

parakrin w irkende PT H r elated Pr otein ( PTHrP). Es  w urde al s T umorhyperkalzämie

propagierender Faktor i dentifiziert und w irkt s timulierend auf  di e 1 α-Hydroxylase A ktivität

und s omit auf  di e Pr oduktion v on 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 ( Sato et al ., 1993) . D urch PC R-

Amplifikation und Markierungsexperimente konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen

werden, das s m onozytäre und auc h D endritische Zellen den PTHR1 exprimieren und

PTHrP an diesen Rezeptor bindet.

Das aktive 1,25(OH)2 Vitamin D3, welches in monozytären Zellen produziert wird, wirkt auf



deren Ex pression. I n der  v orliegenden Ar beit w urde di e Ex pression des  Osteopontins

untersucht. Osteopontin ist ein M atrixprotein m it ei nem R GD-Motiv i n der

Aminosäuresequenz, das an den Vi tronektin-Rezeptor, das  ανβ3-Integrin bindet und s omit

maßgeblich an der  Zelladhäsion b eteiligt ist . Da s S elenoprotein Thioredoxin Reduktase 1

(TR1), ei n w eiteres 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsives Enz ym, des sen Ex pression i n

monozytären Zellen untersucht wurde, m oduliert dur ch R eduktion v on C ysteinresten i n

Proteinen der en Sek undärstruktur und i st s omit an Pr otein/Protein-Interaktionen und

Protein/DNA-Interaktionen, w ie der  Bi ndung v on T ranskriptionsfaktoren an D NA, beteiligt.

Als Beispiel sind hier die Transkriptionsfaktoren NFκB und AP1 z u nennen, der en Aktivität

sowohl direkt als auch über die Reduktion von Thioedoxin durch die TR1 moduliert wird. Es

wurde der Einfluss von Selenit, 1,25(OH)2 Vi tamin D3 und W achstumsfaktoren zum einen

auf die Aktivität der TR1, zum anderen auf die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFκB

und AP1 in monozytären Zellen untersucht.

In den letzten Jahren k onnten m ehrere Sel enoproteine i dentifiziert w erden, di e al le ei n

Selenocystein i m akti ven Z entrum tr agen und m aßgeblich an der  Katal yse v on R edox-

Reaktionen bete iligt sin d. I m Ra hmen d ieser Arbeit wurden di e i n m onozytären Z ellen

exprimierten Selenoproteine mit 75Selenit markiert und der en apparentes Molekulargewicht

durch Auftrennung der Pr oteine i n ei nem denatur ierenden Pol yacrylamidgel n äher

bestimmt. D ie Akti vität des Sel enoenzyms Gl utathionperoxidase w urde dur ch ei nen

enzymatischen T est v or und nac h Sel enitsubstitution in monozytären Z ellen unter sucht.

Weiterhin wurde der Einfluss von Selenit auf die Funktion von Makrophagen mit Hilfe eines

Phagozytosetests bestimmt.

1 1,25(OH )2 Vitamin D3 responsive Gene in monozytären Zellen

In der  Li teratur und i m R ahmen di eser Ar beit w urden 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsive

Gene in Monozyten/Makrophagen beschrieben und c harakterisiert. Monozyten exprimieren

den nuk leären 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Rezeptor und s ind s omit i n der Lage auf 1,25(OH)2

Vitamin D3-Stimuli zu reagieren. Eine wichtige Rolle hierbei spielen die Mikrotubuli der Zelle.

Werden s ie z erstört, wird der  T ransport v on 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 z u den M itochondrien

inhibiert (Kamimura et al., 1995). In den Mitochondrien befindet sich das 1,25(OH)2 Vitamin

D3-inaktivierende Enzym, di e 24- Hydroxylase. W ird 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 ni cht z u den

Mitochondrien transportiert, kann es nicht inaktiviert werden.

Ein weiteres 1,25(OH)2 Vitamin D3 responsives Gen i n Monozyten und Makrophagen ist c-



Mitglieder der  m yk Pr oto-Onkogen F amilie beeinflussen di e Pr oliferation, D ifferenzierung

und di e Apoptos e v on Z ellen. W ird c −myk überexprimiert k ommt es  z u ges teigerter

Zellproliferation, die Differenzierung von Zellen wird inhibiert und Apoptose bei Abwesenheit

von 'Überlebensfaktoren' induziert (Bahram et al., 1999).

Die Ex pression des  LPS- Rezeptors und M onozytenmarkers C D14 wird ebenfalls durch

1,25(OH)2 Vitamin D3 reguliert.

1.1 1 α-Hydroxylase

Durch RT-PCR und F unktionsuntersuchungen k onnte nac hgewiesen w erden, das s das

25(OH) Vitamin D3-aktivierende p450-Enzym 1α-Hydroxylase, in peripheren Blutmonozyten

(PBM) e xprimiert wird . Zu r A ktivitätsbestimmung w urden di e Z ellen z um ei nen m it dem

Substrat der 1α-Hydroxylase 25(OH) Vitamin D3 substituiert, zum anderen mit Parathormon

stimuliert. I m system ischen 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Stoffwechsel w ird i n der  N iere di e

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Produktion dur ch PT H ges teigert. D ie H öhe der  Ex pression des

Enzyms in Monozyten war unabhängig von der Art der Stimulation mit der Ausnahme, dass

nach Behandlung mit dem p450-Enzym Inhibitor Ketoconazol, die mRNA-Menge verringert

war. Aus  der  Li teratur i st v or al lem ei ne anti mykotische W irkung des Imidazolderivates

Ketoconazol, w elches di e Er gosterinsynthese hem mt, bek annt ( Loose et al ., 1983) .

Weiterhin wurde ein Ketoconazol-Effekt auf die Stabilität der mRNA der Stickoxid-Synthase

in der  M aus-Makrophagenzelllinie J 774 bes chrieben. Über den M echanismus i st j edoch

noch ni chts bek annt ( Baroni et al ., 1999) . Ketoc onazol-Behandlung v on per ipheren

Blutmonozyten verringerte die Konzentration von 1,25(OH)2 Vitamin D3 im Zellüberstand auf

16,8%. Allein die Supplementation des M ediums m it dem  Subs trat der  1 α-Hydroxylase

(25(OH) Vitamin D3) ließ die Konzentration an f reigesetztem 1,25(OH)2 Vitamin D3 um das

5-fache ansteigen. Es  m uss dav on aus gegangen w erden, das s di e ger inge 1,25( OH)2

Vitamin D3-Produktion in nicht-supplementierten Monozyten auf  einen Mangel an Substrat

im Zellkulturmedium zurückzuführen ist. Durch PTH-Stimulation der supplementierten PBM

konnte nur eine geringe, nicht s ignifikante Steigerung der f reigesetzten 1,25(OH)2 Vi tamin

D3-Menge i m Ver gleich z u 25( OH) Vi tamin D3-supplementierten Z ellen er zielt w erden.

Möglicherweise kann die Aktivität der 1α-Hydroxylase bei  einer Subs tratkonzentration von

10-7 M  ni cht w eiter dur ch PT H-Gabe ges teigert werden, da bereits basal nach

Supplementation di e Ak tivität der  1 α-Hydroxylase hoc h i st. PT H al leine, ohne ei ne

gleichzeitige Suppl ementation m it 25( OH) Vi tamin D3, hatte k einen Ei nfluss auf  di e

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Produktion, was auf  einen Mangel an Subs trat zurückzuführen sein



zu können, wurde bei 25(OH) Vitamin D3-Supplementation sowohl das Enzym als auch die

Transkription durch Ketoconazol inhibiert und gl eichzeitig mit PTH stimuliert. PTH hatte in

diesem Fall jedoch keinen Anstieg der produzierten 1,25(OH)2 Vitamin D3-Menge zur Folge

im Ver gleich z u ents prechenden Kontr ollzellen. Es  w ird daher  angenom men, das s die

Hemmung der  T ranskription der  1 α-Hydroxylase durch Ketoc onazol dom inant w ar und

keine weitere Stimulation durch PT H-Behandlung er zielt w erden k onnte. I n T HP1-Zellen

zog eine Supplementation des Mediums mit 25(OH) Vitamin D3 nur eine geringe Steigerung

der 1 α-Hydroxylase A ktivität nac h s ich. Ei ne gl eichzeitige Behandl ung m it PTH ließ di e

freigesetzte Menge an 1,25( OH)2 Vi tamin D3 um das 1,4-fache ansteigen, eine Hemmung

der 1,25( OH)2 Vi tamin D3-Synthese dur ch Ketoc onazol k onnte i n T HP1-Zellen nur

geringfügig erzielt werden.

Um di e ei ngesetzte M ethode z ur 1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Bestimmung i n Z ellkultur-

Überständen m it Hilfe e ines 125I-1,25(OH)2 Vi tamin D 3-abhängigen R adioimmunoassays

(RIA) zu validieren, wurden COS7-Zellen mit einem Überexpressionskonstrukt der humanen

1α-Hydroxylase tr ansfiziert. D ie T ranskription des  Enz yms w urde dur ch ei ne RT-PCR

nachgewiesen und die 1,25(OH)2 Vitamin D3-Produktion der COS7-Zellen bei gleichzeitiger

25(OH) Vi tamin D 3-Supplementation des  M ediums bes timmt. Aus  Gesamt-RNA der

transfizierten C OS7-Zellen k onnte die 1α-Hydroxylase m ittels R T-PCR nac hgewiesen

werden. T ransfizierte COS7-Zellen produzierten die 8- fache Menge an 1,25(OH)2 Vi tamin

D3 im Vergleich zu untransfizierten Kontrollzellen. Dies zeigt, dass der eingesetzte RIA, der

ursprünglich f ür 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Bestimmungen aus  hum anem Ser um entw ickelt

wurde, auch für Konzentrationsbestimmungen in Zellkultur-Überständen geeignet ist. Es ist

weiterhin auszuschließen, dass unspezifisch 25(OH) Vi tamin D3 detektiert wurde, da nac h

Angaben des Herstellers nur eine 0,0013 %ige Kreuzreaktion mit 25(OH) Vitamin D3 auftritt.

Nach Ketoconazol-Behandlung der Monozyten sank die Konzentration der 1α-Hydroxylase

mRNA und nac hfolgend di e Pr oduktion an f reigesetztem 1,25( OH)2 Vi tamin D 3, w as

ebenfalls als Validierung für den verwendeten 1,25(OH)2 Vitamin D3 RIA angesehen werden

kann.

Durch di e Ex pression der  1 α-Hydroxylase in Monozyten/Makrophagen und di e dar aus

resultierende Sez ernierung v on ak tivem 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Hormon w ird für

Monozyten/Makrophagen und i hr M ikroenvironment ei n autok rines/parakrines Si gnal

freigesetzt. D ie Ex pression 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsiver Gene w ird i n diesen und

benachbarten Zellen beeinflusst und di e I mmunantwort m oduliert. Aus  der  Li teratur i st

bekannt, dass M akrophagen v on Sar koidose- und M orbus C rohn-Granulomen v ermehrt



(Bosch, 1998; Sharma, 1996). Es wird angenom men, das s auc h i n di esem Sy stem

1,25(OH)2 Vi tamin D3-responsive Gene beei nflusst w erden und z ur U nterhaltung der

Krankheit bei tragen. D ie U ntersuchung 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsiver Gene i n

Monozyten/Makrophagen kann Mechanismen der Granulom-Entstehung und −Manifestation

aufklären.

1.1.1 Rolle von PTHrP in Monozyten und Dendritischen Zellen

Im system ischen C a2+- und Vi tamin D 3-Stoffwechsel wird  d ie 1 α-Hydroxylase dur ch

Parathormon durch Aktivierung des Promotors der 1α-Hydroxylase stimuliert (Murayama et

al., 1998). Parathormon related Protein (PTHrP) wurde als pathogenetischer Faktor, der die

Tumorhyperkalzämie propagiert, identifiziert (Suva et al., 1978) und bindet wie PTH an den

PTH Rezeptor Typ 1. W ichtig für die Rezeptorerkennung ist die Aminosäuresequenz 1 bi s

34, die in beiden Proteinen zu 40 %  identisch ist. In der vorliegenden Arbeit konnte durch

einen Bi ndungsassay m it C y3.5 m arkiertem PT HrP gez eigt w erden, dass PTHrP an die

Membran von Monozyten und Dendritischen Zellen bindet. Durch eine nested RT-PCR aus

Gesamt-RNA v on per ipheren Bl utmonozyten und D endritischen Z ellen k onnte der  PTH

Rezeptor T yp 1 unabh ängig v on der  Ar t der  Sti mulation aus  al len Proben amplifiziert

werden. Dass eine 'nested' PCR zum Nachweis der  Rezeptor-Expression nötig wa r ze igt,

dass die Expression des PTHR1 sowohl in Monozyten als auch in Dendritischen Zellen sehr

niedrig ist.

Während PT H i n der  N ebenschilddrüse gebi ldet w ird und den systemischen Ca2+-

Stoffwechsel reguliert, wird PTHrP in unterschiedlichen Geweben und Z ellen wie Knochen

und Keratinozyten exprimiert und besitzt eine autokrine/parakrine Funktion, die vor allem im

System der Differenzierung von Knochenzellen beschrieben wurde. Durch PTHrP wird die

Wirkung des in der Embryonalentwicklung exprimierten Indian hedgehog ( Ihh) vermittelt. In

PTHrP Knoc kout-Mäusen k onnte gez eigt w erden, das s PT HrP di e D ifferenzierung von

Chondrozyten i n den W achstumszonen v on Knoc hen v erlangsamt. Es  tr itt eine verfrühte

Ossifikation ein, ebenso wird das Einwandern von Blutgefäßen verhindert (Vortkamp et al.,

1996). In Chondrozyten wird weiterhin PTHrP-abhängig die Expression von Bcl-2 gesteigert

und die Apoptose verhindert (Amling et al ., 1997; T sujimoto et al ., 2000). Bcl-2 gehört z u

einer P roteinfamilie, d eren M itglieder pr o-apoptotische und anti -apoptotische Wirkung

besitzen. I n der  hum anen em bryonalen N ierenzelllinie HE K-293 w ird dagegen über den

PTHR1, dessen Ligand sowohl PTH als auch PTHrP sein kann, Phospholipase C und Ca2+-

abhängig Apoptose vermittelt. PTH-Einwirkung führt hier zu einer Fragmentierung der DNA,



al., 2000) . I n D endritischen Z ellen w ird i m Gegens atz z u Monozyten nac h Inkubation mit

Cy3.5-PTHrP(1−86) und gl eichzeitiger D NA-Färbung mit D API ei ne T ranslokalisation v on

PTHrP i n den Ker n und z usätzlich eine F ragmentierung des  Genom s beobac htet. D ies

würde bedeuten, das s i n M onozyten di e Si gnalwirkung des  PT HrP über den

membranständigen PTH R ezeptor T yp 1 v ermittelt w ird, i n D endritischen Z ellen dagegen

ein direkter Ef fekt des PTHrP auf  die DNA und T ranskription eine Rolle spielt. Es ist noch

nicht bekannt, ob in D endritischen Z ellen dur ch PT HrP-Einwirkung Apoptos e i nduziert

werden k ann. PT HrP k önnte s omit di e I mmunantwort dahi ngehend m odulieren, das s di e

Genexpression in Monozyten beeinflusst wird, die Funktion von Dendritischen Zellen in der

Immunabwehr dagegen durch mögliche Induktion von Apoptose inhibiert wird.

Zur Validierung des PTHrP-Cy3.5 Bi ndungsassays w urden hum ane em bryonale

Nierenzellen (HEK-293) und HEK-293 Zellen, s tabil tr ansfiziert m it dem  hum anen PT H-

Rezeptor Typ 1, mit PTHrP-Cy3.5 inkubiert. Native HEK-293 Zellen exprimieren den PTHR1

sehr schwach. Dies spiegelt sich im Bindungsassay wider. Während native HEK-293 Zellen

nur s chwach gef ärbt werden, er folgt ei ne s tarke Bi ndung des  PT HrP-Cy3.5 an PT HR1-

überexprimierende Zellen.

Es i st bi sher noc h ni cht v ollkommen gek lärt, ob f ür PT HrP ei ne oder  mehrere

Kernlokalisationssequenzen existieren. Natives PTHrP besitzt an Pos ition 87 bi s 107 eine

nukleäre Lokalisationssequenz (NLS), die eine Homologie zu bereits beschriebenen NLS-

Elementen auf weist (Henderson et al ., 1995) . Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt eine

putative Kernlokalisationsequenz zwischen Aminosäure 61 bi s 94. D es weiteren wird eine

Zellzyklus-abhängige Phosphorylierung an Threonin-85 beobachtet, die über den Transport

von PT HrP i n den Ker n ( dephosphorylierter Z ustand) oder  den Ver bleib im Zytoplasma

(phosphorylierter Zustand) entscheidet (Lam et al ., 1999b). Der Mechanismus der PTHrP-

Translokation in den Ker n i st noc h w eitgehend ungek lärt. Ei nerseits w ird ei ne r ezeptor-

unabhängige Bindung v on PT HrP an di e Z ellmembran und nac hfolgende Endoz ytose

diskutiert, ander erseits w ird di e T ranslokation des  PT H R ezeptors T yp 1 mit seinem

Liganden PT HrP i n den Ker n di skutiert ( Aarts et al ., 1999b; W atson et al ., 2000) . J oun

beschrieb 1997 das Auftreten unter schiedlicher Spl icevarianten des  PT HR1. Ei ne di eser

Varianten bes itzt k ein Si gnalpeptid und s tellt s omit ei nen putati ven, ni cht-

membranständigen intrazellulären PTH/PTHrP-Rezeptor dar. Eine weitere Arbeit beschreibt

die Bi ndung v on PT HrP an di e β-Untereinheit v on I mportin ( Lam et al ., 1999a) . F ür d ie

Bindung von PTHrP an Importin sind die Aminosäuren 66 bis 94 des PTHrP verantwortlich.

Importin ist ein Heterodimer aus α- und β-Importin, wobei die α-Kette eine NLS- und eine β-



(Görlich, 1998 und 1999) . Importin ist im wesentlichen am Transport von Proteinen durch

das Zytoplasma in den Ker n beteiligt. Das in den Kern gelangte PTHrP ist in der Lage an

RNA, vor allem an Poly-G- und GC-reiche doppelsträngige Sequenzen zu binden (Aarts et

al., 1999a).

Durch Ex pression des  PT H R ezeptors T yp 1 in peripheren Blutmonozyten und

Dendritischen Z ellen k ann l okal pr oduziertes PT HrP über s einen R ezeptor auto-  und

parakrin auf  di e unter suchten Z ellen w irken und di e Immunantwort modulieren. Aus der

Literatur ist bek annt, das s PT HrP i n M akrophagen w ährend der  W undheilung und i n

Granulomen v on Sar koidosepatienten ex primiert w ird und das  Wachstum und die

Differenzierung von Keratinozyten reguliert (Blomme et al., 1999; Z eimer et al., 1998). Bei

der Propagierung und Manifestation der Sarkoidose ist als weiterer wichtiger Faktor GMCSF

zu nennen. I n br onchoalveolärer Lav ageflüssigkeit v on Sar koidose-Patienten l ieß sich

durch R T-PCR ei ne er höhte Konzentration an GM CSF nac hweisen. Es  w ird daher

angenommen, das s GM CSF gr anulomatöse E ntzündungen propagiert und unter hält

(Ishioka et al., 1996). Dagegen sind die Konzentrationen an IL-4 in mononukleären Zellen

der Lamina Propria von Morbus Crohn Patienten erniedrigt (West et al., 1996). IL-4 wird von

T-Zellen gebi ldet, s timuliert in Makrophagen die Antikörperproduktion und w irkt somit anti -

inflammatorisch.

Es sind somit zwei Mechanismen der  PTHrP-Wirkung an M onozyten denkbar: Zum einen

die Stimulation der  1 α-Hydroxylase-Expression und di e nac hfolgende Beei nflussung

1,25(OH)2 Vi tamin D3-responsiver Gene, z um anderen die Induktion von Apoptose. Es  i st

unklar, ob di e PT HrP-Wirkung auf  M onozyten abh ängig v om D ifferenzierungsgrad der

Zellen ist.

1.2 24-H ydroxylase

Die Ex pression der  24- Hydroxylase w urde al s 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsives Gen i m

Rahmen dieser Arbeit in differenzierten T HP1-Zellen unter sucht. D ie m RNA-Menge i m

Northern Blot war in THP1-Zellen nach 12 h Stimulation mit GMCSF maximal, ebenso nach

8 h M CSF-Behandlung. Ei ne I nduktion des  Enz yms nac h 3 d 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-

Behandlung k onnte ni cht beobac htet w erden. Es  w ird deshalb angenommen, dass der

transiente 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Stimulus nach di eser Z eit di e Ex pression der  24-

Hydroxylase ni cht m ehr beei nflusst. D ie 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-Signaltransduktion er folgt

über den k lassischen R eaktionsmechanismus dur ch Bi ndung des  Liganden an seinen

Rezeptor m it ans chliessender Bi ndung an VD RE. I n der Literatur wird die maximale



1,25(OH)2 Vi tamin D 3-Stimulation er zielt ( Chen et al ., 1995) . Über di e R egulation der

24−Hydroxylase durch GMCSF ist in der Literatur nichts bekannt. GMCSF wirkt über seinen

Rezeptor, der  aus  einer α- und ei ner β-Kette besteht. Bindet der Li gand GMCSF an den

Rezeptor, wird über den Jak 2 (Janus-Kinase) und STAT5 (signal transducer and activator

of tr anscription) Si gnaltransduktionweg di e T ranskription reguliert. STAT5 bindet an

sogenannte GAS −Elemente (gamma-interferon ac tivation s ite) der  Sequenz abfolge 5'-

TTCXXXGAA-3' (Do yle et al ., 1998). Ebens o w ird die MAP-Kinase

Signaltransduktionskaskade und s omit der  T ranskriptionsfaktor AP-1 aktiviert. In primären

hämatopoetischen Z ellen f indet nac h GM CSF-Bindung an den Rezeptor abhängig v om

Differenzierungsgrad der Zellen eine Signaltransduktion über den JAK2 / STAT5 und MAP-

Kinase Weg in unreifen Zellen statt. Nach drei Tagen D ifferenzierung der  Zellen w ird der

MAP-Kinase W eg w eiterhin ak tiviert w ährend über den J AK2 / STAT5 Weg keine

Signaltransduktion mehr er folgt (Wheadon et al ., 1999) . Im Pr omotor der  24- Hydroxylase

findet s ich z war k ein GAS- Element, j edoch i st ei n AP- 1 ähnliches r esponsives Element

vorhanden (Hiura et al., 1999).

Aus den hier v orliegenden D aten k ann gef olgert w erden, das s i n M akrophagen dur ch

GMCSF der  T ranskriptionsfaktor AP1 ak tiviert wird, an das AP1-ähnliche El ement i m

Promotor der 24-Hydroxylase bindet und di e Expression des Enzyms steigert. Ein weitere

Rolle in diesem System könnte die Thioredoxin Reduktase 1 s pielen. In der  vorliegenden

Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch GMCSF-Behandlung von 1,25(OH)2 Vi tamin D3-

differenzierten T HP1-Zellen di e Ak tivität der TR1 gesteigert w erden k onnte. T R1 i s i m

wesentlichen an der  Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP1 durch Reduktion von

Disulfidbindungen beteiligt.

1.3 Osteoponti n

Ein w eiteres i n M onozyten/Makrophagen unter suchtes 1,25( OH)2 Vi tamin D 3-responsives

Gen ist Osteopontin (OPN), das eine wichtige Rolle in der Zelladhäsion spielt. Im Ver lauf

der T HP1-Differenzierung z u M akrophagen s teigt di e OPN  m RNA Konzentration an. Die

Expression von OPN  er möglicht di fferenzierten M akrophagen s ich i m Z ielgewebe

anzuheften und dor t Auf gaben i n der  I mmunabwehr z u übernehmen. U nreife Z ellen, di e

noch ni cht m it den n ötigen Enzym systemen zur  I mmunabwehr ausgestattet si nd

exprimieren OPN  v ergleichsweise s chwach und können ni cht adh ärieren.

Immunhistochemische U ntersuchungen an Gr anulomschnitten v on Leber  und M orbus

Crohn-Präparaten ergaben eine s tarke Ex pression des  unter suchten Pr oteins i n den



den das Granulom umgebenden Bereich, im Granulom selbst konnte kein OPN detek tiert

werden.

Osteopontin induziert in T -Zellen und M akrophagen di e C hemotaxis und di e Adh äsion

(O'Regan et al., 1999). Eine kürzlich publizierte Arbeit beschreibt in Osteopontin Knockout-

Mäusen eine ausbleibende Entwicklung von Granulomen nach Virusinfektion (Ashkar et al.,

2000). In frisch isolierten Rattenlebern wird OPN in Kupfferzellen und Hepatozyten schwach

exprimiert, während in nekrotischen Rattenlebern eine hohe Konz entration an OPN  mRNA

in Kupfferzellen, Makrophagen und Stel larzellen detek tiert w erden k onnte ( Kawashima et

al., 1999).

In Sarkoidose- und M orbus-Crohn-Granulomen w ird l okal 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 i n hohen

Konzentrationen pr oduziert. D ies k ann daz u f ühren, das s Os teopontin und weitere

1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsive Gene hoc hreguliert w erden und di e Ausbildung des

Granuloms w eiter pr opagieren. Os teopontin w iederum s teigert i n M akrophagen di e

Sekretion der  pr oinflammatorischen Z ytokine I L-12 und IFNγ. I L-12 i nduziert i n N K- und

TH1-Zellen di e w eitere Bi ldung v on I FNγ und er höht s omit di e zytotoxische Aktivität des

Immunsystems. IFNγ wirkt immunmodulatorisch, d.h. in Abhängigkeit von den herrschenden

Bedingungen wirkt es stimulierend oder supprimierend auf die Antikörperproduktion.

1.4 Thioredoxin-Reduktasen - Selenoproteine

Durch 75-Selen-Proteinmarkierung in THP1-Zellen konnten drei Banden im Polyacrylamid-

Gel zwischen 45 und 66 k Da detektiert werden. Es könnte sich hierbei um Isoformen der

Thioredoxin-Reduktasen handeln, die eine molare Masse von 55 k Da (TR1) und 56,5 k Da

(TR3) bes itzen. D ie T R1 k onnte s owohl i m N orthern Bl ot al s auch durch

Aktivitätsmessungen in Monozyten und in 1,25(OH)2 Vitamin D3-differenzierten THP1-Zellen

nachgewiesen w erden. Bei  der  v erwendeten M ethode zur Aktivitätsmessung w erden

wahrscheinlich auch die TR2 und di e TR3 mit er fasst, die im Rahmen dieser Arbeit nicht

untersucht w urden. I n hum anen f etalen Os teoblasten i st die TR3 jedoch nicht 1,25(OH)2

Vitamin D 3-responsiv ( persönliche M itteilung D r. N . Sc hütze). In T HP1-Zellen k onnte di e

TR1 mRNA-Menge nach 1 bi s 2 Stunden I nkubation m it 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 ges teigert

werden. In ex vivo  pr äparierten Monozyten w urde ei ne v erstärkte T R1-Expression al leine

durch den Prozess der  Kul tivierung und Anhef tung der  Z ellen an der  Kul turschale

beobachtet, welche durch Gabe von 1,25(OH)2 Vitamin D3 weiter gesteigert werden konnte.

Die basale TR-Aktivität lässt sich in THP1-Zellen durch Inkubation mit 1,25(OH)2 Vitamin D3

für 48 h um  66% steigern. W ird das Medium mit 100 nM  Na-Selenit supplementiert, kann



1,25(OH)2 Vi tamin D 3-responsive Sti mulation der  T R in Selenit-supplementierten THP1-

Zellen f indet auf  ei nem h öheren N iveau i n ähnlicher Relation statt. D urch I nkubation der

THP1-Zellen mit dem TR und GPx-Inhibitor Aurothioglucose (ATG) (Chaudiere et al., 1984;

Gromer et al., 1998b) ließ sich die TR-Aktivität bei einer ATG-Konzentration von 100 µM im

Kulturmedium um  20 %  hem men. Ei ne I nhibition des  Enz yms um  66 %  l ieß sich  durch

Zusatz von ATG im Reaktionsansatz erzielen.

Das Thioredoxin/TR1 System moduliert die Zellproliferation und Differenzierung in T- und B-

Zellen. Es wurde gezeigt, dass Thioredoxin ein Wachstumsfaktor für Fibroblasten, B-Zellen

und einige Krebszelllinien darstellt (Baker et al., 1997; McKenzie et al., 1998; Rosen et al.,

1995). Ei n W eg, auf  dem  T hioredoxin i n di e Pr oliferation, D ifferenzierung und Apoptose

eingreift, i st di e Ak tivierung v on Transkriptionsfaktoren, wie NFκB und AP1, dur ch

Reduktion von Cysteinresten. Dies ist wichtig für Protein/Protein-Interaktion, wie Ausbildung

von Pr otein-Dimeren und f ür Protein/DNA-Interaktion, w ie di e Bi ndung v on

Transkriptionsfaktoren an D NA-responsive El emente. D urch den Ei nfluss des  T R/Trx-

Systems auf  di e Pr oteinfaltung r eguliert es  i ndirekt di e Ex pression v on N FκB- und AP1-

Zielgenen ( Hirota et al ., 1997; Ki m et al ., 1997; M itomo et al ., 1994) . GM CSF und der

Tumornekrosefaktor α (TNF α) s ind Beispiele f ür Gene, di e unter  der  Kontr olle v on N FκB

transkribiert werden und eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen Monozyten und

T-Zellen bei Entzündungsreaktionen spielen können. Es wurde gezeigt, dass Thioredoxin in

Tumorzelllinien Zyt okinsekretion stimulieren und Apoptos e i nhibieren k ann ( Baker et al .,

1997; Sc henk et al ., 1996) . D as T hioredoxin/TR1 Sy stem i st ei n anti oxidatives Sy stem,

welches Zellen vor oxidativem Stress schützt, der beim 'respiratory burst' nach Aktivierung

von Monozyten/Makrophagen in der Phagozytose einwirkt (Seres et al., 1996; Wieles et al.,

1997). In T HP1-Zellen k onnte nac h D ifferenzierung der  Z ellen m it 1,25( OH)2 Vi tamin D 3

gezeigt werden, dass die Zellen durch erhöhte Expression des Trx/TR1 Systems vor NO-

vermittelter Ze llschädigung ges chützt wa ren im V ergleich zu  K ontrollzellen (Fe rret et al .,

2000).

Weitere antioxidative Systeme bilden die Familie der Glutathionperoxidasen, Katalase und

Superoxiddismutase (Spolarics, 1996). Ein wichtiger Reaktionsweg der Bakterienabwehr in

Makrophagen i st s auerstoffabhängig. Nach einer bakteriellen I nfektion w erden v on

Makrophagen reaktive Sti ckstoffverbindungen ( Stickoxid N O) und r eaktive

Sauerstoffverbindungen (Superoxid O2•-), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale

(OH•) pr oduziert ( Hyslop et al ., 1995; Sato et al ., 1998) . D ie Phagoz ytose v on Borellia

Burgdorferi führt in Makrophagen zur Produktion von Stickoxiden und Sauerstoffradikalen,



Kompartimentierung di eser Sy steme i n der  Z elle bek annt und ob zelluläre

Abwehrmechanismen die Bekämpfung von Bakterien im Phagosom inhibieren können, wie

dies z .B. das  bak terielle T hioredoxin/Thioredoxin Reduktase System vermag. Durch

Sezernierung von r eaktiven Sauer stoffverbindungen und Stickstoffverbindungen durch

Makrophagen bei m 'r espiratory bur st' w erden auc h benac hbarte Z ellen potenti ell

geschädigt. D ie Ex pression des  T hioredoxin/TR1 Sy stems und der  Gl utathionperoxidase

(siehe unten) im Z ytosol von M akrophagen stel lt ei n Puf fersystem dar , das ei ne

Zellschädigung verhindert. Reaktive Sauer stoff- und Sti ckstoffverbindungen w erden von

Makrophagen im Rahmen der  I mmunabwehr entw eder s ezerniert oder  i m Phagos om

produziert, sodass das  im Zytosol exprimierte Thioredoxin/TR1 System die Immunabwehr

nicht beeinflusst.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die adäquate Versorgung mit

Selenit f ür di e F unktion v on m onozytären Z ellen v on es sentieller Bedeutung i st. I st der

Selenitgehalt ni edrig, w erden anti oxidative Sel enoenzyme w ie T R ni edrig ex primiert. Die

Zellen w erden nur  unz ureichend v or oxidativem Stress geschützt, ei ne m ögliche

Zellschädigung i st di e F olge. D es w eiteren k ann s ich di e geringe Expression der TR bei

Selenitmangel auf  nac hgeschaltete N FκB- und AP1- regulierte Gene aus wirken, di e nur

unzureichend exprimiert werden.

2 Selenoproteine in Monozyten/Makrophagen

In Monozyten/Makrophagen werden verschiedenene Selenoproteine exprimiert. Durch 75-

Selen-Markierungsexperimente i n T HP1-Zellen k onnten i m R ahmen dieser Arbeit

mindestens neun Proteine zwischen etwa 14 und 80 k D detektiert werden, von denen fünf

offenbar sezerniert werden. Einige markierte Banden l assen s ich Selenoproteinen bereits

bekannter Funktion zuordnen, diese werden im folgenden hinsichtlich ihrer Expression und

Funktion in Monozyten/Makrophagen diskutiert.

2.1 Gl utathionperoxidasen

Das M olekulargewicht dr eier detek tierter Pr oteine l iegt um  und unter  24 k Da. Es  ist

anzunehmen, dass es sich hierbei um Isoformen der Glutathionperoxidasen handelt, deren

Molekulargewicht 22 k Da (GI-GPx), 22 k Da PH-GPx, 23 kDa (cGPx) und 25 kDa (pGPx)

beträgt. Die cGPx wird i n per ipheren Bl utmonozyten und M akrophagen i m Ver gleich z u

neutrophilen Zellen höher exprimiert, ebenso i st die GPx-Aktivität h öher (Pietarinen-Runtti



beschrieben, dagegen konnte die pGPx im Northern Blot nicht detektiert werden (Dreher et

al., 1997a) . D ie m embranständige N ADPH-Oxidase der  M akrophagen pr oduziert z ur

Abwehr v on M ikroorganismen w ährend Entz ündungsprozessen H 2O2 ( Rossi, 1986) , bei

gleichzeitiger Expression der pGPx würde dies wieder reduziert werden. Jedoch f indet sich

im Zellüberstand eine 75Se-markierte Bande bei 24 k Da, was auf  ein sezerniertes Protein,

z.B. di e pGPx  schliessen lässt. D ie GPx- Aktivität v on T HP1-Zellen w urde i n ei nem

Enzymassay bes timmt, der  bi sher ni cht z wischen pGPx  und cGPx unterscheiden kann.

THP1-Zellen z eigen i m Enz ymassay GPx -Aktivität, die durch Sel enitgabe ( 100 nM )

annähernd um den Faktor 100 ges teigert werden kann. Dabei hat es  kaum einen Einfluss,

ob di e Z ellen undi fferenziert oder  f ür 3 d mit 1,25(OH)2 Vi tamin D 3 st imuliert u nd

anschliessend mit GMCSF 24 und 48 h behandelt wurden. Lange Zeit glaubte man, daß bei

manchen F ällen der  er blichen c hronischen granulomatösen Er krankung ei n GPx -Mangel

vorliegt, was letztlich allerdings auf  D efekte der  U ntereinheiten der  N ADPH-Oxidase

zurückgeführt werden konnte (Newburger et al., 1994).

Bei mangelnder Versorgung von monozytären Zellen mit Selenit sinkt die Aktivität der GPx

fast um den Faktor 100. Werden diese Zellen oxidativem Stress ausgesetzt, sind sie nicht

in der  Lage r eaktive Sauer stoffverbindungen z u neutr alisieren und werden potentiell

geschädigt. Ei ne ad äquate Ver sorgung m it Sel enit i st f ür di e F unktion von Makrophagen

von essentieller Bedeutung.

2.2 S elenoprotein P

Selenoprotein P wurde bislang durch Northern Blot-Analysen in nativen THP1-Zellen einmal

nachgewiesen, das Ergebnis konnte jedoch nicht verifiziert werden (persönliche Mitteilung

Dr. I . Dreher). Im 75-Se-Markierungsexperiment l ässt s ich jedoch eine Bande um  57 kDa

detektieren, di e auc h i n Z ellüberständen auf tritt und s ezerniertes SeP sein könnte. I m

Western Blot konnte mit einem polyklonalen SeP-Antikörper eine 57 kDa Bande sowohl aus

THP1-Zellüberständen als auch aus Zelllysaten detektiert werden (persönliche Mitteilung A.

Zierer).

2.3 W eitere Selenoproteine

Die substratbindende Selenoprotein-Untereinheit der Typ 1 5 ´-Deiodase wird in Monozyten

nicht exprimiert, 5`-DI-Aktivität kann nicht nachgewiesen werden (persönliche Mitteilung Dr.

A. Baur). Bei etwa 14 kDa wurde ein weiteres Selenoprotein detektiert. Es könnte sich um

das von Gladyshev et al. (1998) beschriebene 15 kDa Selenoprotein unbekannter Funktion



handeln. Weiterhin wurden im 75-Se-Markierungsexperiment Selenoproteine detektiert, die

bisher nicht zugeordnet werden können.

3 Biologische Relevanz antioxidativ er S elenoproteine in Zellen

des Immunsystems

Antioxidative Systeme neutralisieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS), im Falle der TR wird

auch ein antibiotisches/zytotoxisches Polypeptid (NK-Lysin) neutralisiert, das eine wichtige

Funktion bei der Ly se v on T umorzellen und Bak terien hat ( Andersson et al ., 1995 und

1996; Ruysschaert et al., 1998). Aus der Sicht der Zelle bedeutet dies einen Schutz vor den

durch di e Z elle s elbst oder  v on N achbarzellen produzierten ROS. Andererseits werden

durch R OS und anti biotische/zytotoxische Pepti de Bak terien und T umorzellen abget ötet.

Die Balance der Produktion beider antagoni stischer Sy steme er scheint s omit f ür den

Nettoeffekt wichtig, um der Funktion der Abwehr ebenso w ie der  Erhaltung der  zellulären

Funktion gerecht z u w erden. I nwiefern di e Kom partimentierung z .B. der  Phagos omen,

innerhalb der Zelle in jeder Situation auf recht erhalten werden kann, ist nicht erforscht. Je

mehr R OS per  D iffusion f reien Z ugang z u ander en Z ellkompartimenten er langen des to

wichtiger wird di e anti oxidative Abw ehrfunktion. Sel enabhängige anti oxidative Pr oteine

tragen s omit z ur Er haltung der  F unktionalität der  Z elle bei . Bezüglich der

Kompartimentierung anti oxidativer Pol ypeptide w urde i n ei ner neuer en Ar beit berichtet,

dass Thioredoxin nach Behandlung der Zellen mit H2O2 praktisch vollständig in den Zellkern

wandert, obw ohl m an i n di esem Pepti d kein klassisches nukleäres Lok alisationssignal

(NLS) f indet. Dies könnte sowohl die DNA vor oxidativen Schäden schützen, als auch die

Funktion v on T ranskriptionsfaktoren er halten, di e vor der Oxidation geschützt w erden

müssen. In der gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass Thioredoxin direkt in die Bindung von

Glukokortikoid-Rezeptoren an ihr responsives DNA-Element eingreift (Makino et al., 1999).

H2O2 bew irkt z udem aber  auc h ei ne Ak tivierung v on T ranskriptionsfaktoren, w ie N FκB

(Baeuerle et al., 1996). Zielgene dieses Transkriptionsfaktors sind u.a. TNFα und GMCSF.

Abhängig al so v on ei nem Aus fall der  anti oxidativen Sc hutzmechanismen, w ie der GPx-

Aktivität während des 'respiratory burst', können durch H2O2 endoge Transkriptionsfaktoren

stimuliert w erden, di e i hrerseits w iederum bas ale z elluläre F unktionen und deren 'Cross-

Talk' m it Nachbarzellen beeinflussen. In Monozyten wird die Expression von TNFα dur ch

Selensupplementation inhibiert, was zu einer Suppression der Replikation des HIV-1 Virus

führt ( Hori et al ., 1997) . Ohne das s di es m olekular bew iesen i st, k önnte m an s ich den



Aktivierung von NFκB wiederum erniedrigt würde. Da HIV-1 NFκB-responsive Elemente in

seinem Enhancer aufweist, würde hierdurch die HIV-Replikation gehemmt werden.

Antioxidative Systeme werden auc h v on Bak terien und Vi ren ex primiert. T R/Trx-Systeme

kommen bei spielsweise i n M ykobakterien und i n Pl asmodien v or. D iese sind nach

bisheriger Kenntnis ni cht s elenabhängig. D ie Überexpression ei nes s olchen Sy stems i n

Mykobakterien s chützt di ese i n der  er sten Phas e der  I nfektion v or der  Abt ötung i n

Phagosomen (Zhang et al., 1999). In dem Plathelminthen Schistosoma mansoni wurde eine

20 k Da Phos pholipidhydroperoxid Gl utathionperoxidase detek tiert, di e ebenfalls ein

Selenoprotein ist (Maiorino et al., 1996).

Die Expression von Selenoproteinen i n Z ellen des I mmunsystems ni mmt er heblichen

Einfluss auf die Proliferation, D ifferenzierung und di e zellulären Funktionen dieser Zellen.

Neben den hi er haupts ächlich di skutierten c GPx und T R1 s pielen möglicherweise di e

mitochondriale T R3 und das  k ürzlich bes chriebene 14 k D Sel enoprotein s owie di e noc h

nicht c harakterisierten m arkierten Pr oteine ei ne ebens o w ichtige R olle ( Gladyshev et al .,

1998). Viele dieser, wenn nicht gar alle Selenoproteine, sind in ihrer Funktion abhängig von

Selen und dam it k önnte diesem Spurenelement als nutr itiver F aktor i n bes timmten

Risikogruppen, auch in der Infektiologie und Autoimmunität eine Bedeutung zukommen.

4 Einfluss von Selen auf die Phagozytose

Die Hauptfunktion von Makrophagen ist die Antigenpräsentation und di e Phagozytose von

Mikroorganismen und Z elltrümmern. I n der  v orliegenden Ar beit w urde der  Einfluss von

Selen, 1,25(OH)2 Vitamin D3 und GMCSF auf die Phagozytose von THP1-Zellen untersucht.

Im Rahmen der Differenzierung von THP1-Zellen zu Makrophagen lässt sich keine Tendenz

in der  Phagoz ytoserate der  Ei nzelzelle und i n der  Anz ahl der  phagoz ytierenden Z ellen

feststellen. Je länger die Zellen mit fluoreszierenden E. coli-Membranbestandteilen inkubiert

wurden, desto höher war die Phagozytoserate und di e Zahl der phagozytierenden Zellen.

Die Suppl ementation des  M ediums m it 100 nM  Na-Selenit ließ di e Z ahl der

phagozytierenden THP1-Zellen bei gleicher Stimulation leicht sinken. Die Phagozytoserate

der einzelnen Zellen stieg jedoch an. Die vorliegenden Daten zeigen, dass ausreichend mit

Selenit v ersorgte M akrophagen m ehr M ikroorganismen und Zelltrümmer phagoz ytieren

können i m Ver gleich z u w eniger gut v ersorgten Z ellen. D ie Z ahl der phagozytierenden

Zellen sinkt j edoch i n di esem F all w as dar auf s chliessen l ässt, das s di e netto-

Phagozytoseleistung der Makrophagen nicht durch Selenit beeinflusst wird.



5 Einfluss von Selen auf die A ktivierung v on

Transkriptionsfaktoren

Das in M onozyten/Makrophagen ex primierte T hioredoxin R eduktase/Thioredoxin Sy stem

(TR/Trx) moduliert w ie oben bes chrieben die Ak tivierung der  T ranskriptionsfaktoren NFκB

und AP1 dur ch Reduktion von Cysteinresten, durch welche eine Bindung der Proteine an

DNA-responsive El emente er möglicht w ird. D er Ei nfluss v on Na-Selenit und

Wachstumsfaktoren auf die Ak tivierung v on N FκB und AP1 i n T HP1-Zellen w urde i n der

vorliegenden Arbeit untersucht.

5.1 A P1

Der Transkriptionsfaktor AP1 w ird in THP1-Zellen nach GMCSF-Stimulation abhängig vom

Selenstatus aktiviert. In s elensupplementierten Z ellen w urde AP1 i m Ver gleich z u

Kontrollzellen nac h GM CSF-Behandlung s chwächer aktiviert. Ei ne D ifferenzierung der

Zellen m it 1,25( OH)2 Vi tamin D 3 für 3 d hatte k einen Ei nfluss auf  di e AP1- Aktivierung.

Wurde jedoch mit GMCSF behandelt, z eigte s ich i m Pol yacrylamid-Gel ei n Pr otein-DNA-

Komplex. Wie auch schon andere Arbeitsgruppen berichteten, wird eine AP1-Aktivierung in

den m yeloischen Zelllinien H L60 und U 937 dur ch GM CSF-Behandlung i nduziert oder

verstärkt (Adunjah et al., 1991 und 1993).

5.2 N FκB, TNFα und pathologische Immunreaktionen

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFκB erfolgt in zu makrophagenähnlichen Zellen

differenzierten THP1-Zellen nach Stimulation mit TNFα. 1,25(OH)2 Vi tamin D3-Behandlung

der Zellen alleine führt nicht zu einer NFκB-Aktivierung. Nach einer Stimulation mit 30 ng/ml

TNFα für 15 m in w ird N FκB bereits aktiviert. Nach 30 bi s 60 m in w ird di e D NA-Bindung

zeitabhängig verstärkt und er reicht nach 60 m in ihr Maximum. W urden die Zellen mit 100

nM N a-Selenit k ultiviert, er folgte di e N FκB-Aktivierung z eitverzögert, d. h. bei  gl eicher

Behandlungszeit der  Z ellen m it T NFα wa r NF κB unter  Sel enit-Supplementation w eniger

aktiviert als unter Defizienz. In ei nem w eiteren Ex periment w urde N FκB unabh ängig v on

Stimulationsart, -Dauer und Selenitsupplementation stark aktiviert, obwohl die Zellen gleich

dicht ausgesät und stimuliert wurden. NFκB wird Zellzyklus-abhängig beim Eintritt der Zelle

aus der G0- i n di e G1- Phase ak tiviert ( Goldstone et al ., 1997) . Ei n Gr und f ür d ie

unterschiedlichen Ergebnisse könnte deshalb ein Vorliegen der Zellen in unterschiedlichen

κ



TNFα-Stimulation sowohl in Zellzyklus-arretierten als auch in proliferierenden Zellen aktiviert

wird (Duckett et al.,1995).

Durch Behandlung der Zellen mit IL-4 für 20 min konnte die Aktivierung von NFκB inhibiert

werden. D ies i st i nsofern v on I nteresse, al s das s di e Behandl ung von myeloischen

Vorläuferzellen mit IL-4 und GMCSF die Differenzierung zu Dendritischen Zellen vorantreibt

und den Makrophagenweg unterdrückt. Tatsächlich werden in unreifen Dendritischen Zellen

nach Inkubation mit GMCSF und I L-4 die NFκB-Proteine c -Rel, RelB und p50 s chwächer

exprimiert im Vergleich zu reifen D endritischen Z ellen. Ebens o er folgt ei ne s tärkere

Expression dieser Proteine in D endritischen Z ellen w ie auc h i n M akrophagen m it

zunehmendem Gr ad der  D ifferenzierung ( Neumann et al ., 2000). D ie Behandl ung der

Zellen mit dem Thioredoxin Reduktase-Inhibitor ATG hatte k einen Einfluss auf  die NFκB-

Aktivierung i n T HP1-Zellen, w as auf  ei ne unter geordnete R olle des TR/Trx-Systems in

diesem Fall der Transkriptionsfaktor-Aktivierung schliessen lässt.

In granulomatösen Erkrankungen wie Morbus Crohn und Sar koidose spielt die Aktivierung

von N FκB ei ne gr oße R olle. I mmunhistologische U ntersuchungen an Morbus Crohn

Gewebe ergaben ei ne hohe Ex pression der  N FκB-Untereinheit p65 i n m ononukleären

Zellen der Mukosa, wie z.B. Makrophagen (Ellis et al., 1998, Rogler et al., 1998). Aber auch

in nicht-entzündetem benachbartem Gewebe war das Auf treten von p65-Proteinen erhöht.

Dies l ässt darauf schliessen, dass eine Ak tivierung von NFκB ber eits i m Anf angsstadium

der Entz ündung auf tritt und di e Immunantwort ges tört i st. H ierbei tr itt TNFα al s w ichtiger

Mediator z wischen Entz ündungsreaktion und N FκB-Aktivierung auf . Bei m M orbus C rohn

und der Rheumatoiden Arthritis werden erhöhte Spiegel an proinflammatorischen Zytokinen

wie TNF α gemessen. In der Behandlung di eser Kr ankheiten w erden neuer dings T NFα-

Blocker wie  lösliche Rezeptoren und m onoklonale Antikörper eingesetzt (van Dullemen et

al., 1995; Kav anaugh et al ., 2000). Zur Behandl ung der  R heumatoiden Ar thritis w erden

Goldderivate w ie Aur othioglucose v erwendet, di e anti inflammatorisch w irken und di e

Aktivierung v on N FκB r eduzieren. Es  w ird angenom men, dass Aurothioglucose die

Phosphorylierung der  i nhibitorischen I κB Untereinheit durch I nhibierung der  I κB-Kinase

verhindert und so NFκB nicht aktiviert wird (Jeon et al., 2000). Ein weiterer Effekt von ATG

auf die NFκB-Aktivierung wird jedoch auch über das Trx/TR1 System vermittelt, da Trx/TR1

direkt durch Reduktion der Disulfidbindungen NFκB aktiviert.



der 1,25(OH)2 Vitamin D3 Synthese und Inaktivierung reguliert die Expression 1,25(OH)2 Vitamin

D3-responsiver Gene, w ie di e Ex pression des  Sel enoproteins TR1, das  ei nen di rekten Einfluss

auf den R edoxstatus und den Ab bau reaktiver Sauerstoffverbindungen in diesen und

Nachbarzellen ausübt.



F Verzeichnis der Abkürzungen
AK Antikörper
5´-DI Typ I 5´Deiodase
5´-DII Typ II 5´-Deiodase
5-D Typ III 5-Deiodase
AP1 Activator Protein-1
APS Ammoniumpersulfat
ATG Aurothioglucose
ATP Adenosin-5´-triphosphat
bp Basenpaare
BSA Bovines Serum-Albumin
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cGPx cytosolische Glutathionperoxidase
cpm ‘counts per minute’
dATP Desoxyadenosin-5´-triphosphat
dCTP Desoxycytosin-5´-triphosphat
dGTP Desoxyguanosin-5´-triphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid
dNTPs Desoxynucleotid-5´-triphosphat
DTT Dithiotreitol
dTTP Desoxythymidin-5´-triphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat
FAD Flavinadenindinucleotid
FCS fetales Kälberserum
GI-GPx gastrointestinale Glutathionperoxidase
GMCSF Granulozyten Makrophagen koloniestimulierender Faktor
GSH Glutathion
GSH-Red. Glutathion-Reduktase
GSSG Glutathiondisulfid
GTC Guanidin-Thiocyanat
IFN Interferon
IGF ‘insulin-like growth factor’
Ihh Indian hedgehog
IL Interleukin
IPTG Isopropyl-β-thiogalactosid
kb Kilobasen
LB Luria -Bertani
LPS Lipopolysaccharid
MAC Mercaptoessigsäure



NADP+ Nicotinadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)
NADPH Nicotinadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form)
NFκB 'nuclear factorκB'
OPN Osteopontin
ORE Sauerstoff-responsives Element
PBM periphere Blutmonozyten
PBS Phosphat-gepufferte Saline
pBSSKII+ pBluescript SKII+
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion
PEG Polyethylenglykol
pGPx Plasma-Glutathionperoxidase
PHGPx Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase
PMA Phorbol Myristat Acetat
PNK T4 Polynukleotidkinase
PTH Parathormon
PTHrP Parathormon related Protein
PTU Propylthiouracil
Ref-1 ‘redox-factor 1’
ROIs reaktive Sauerstoffintermediate
rpm Umdrehungen pro Minute
rT3 3,3´,5´-Triiod-l-Thyronin
RT-PCR Reverse Tranksriptase-Polymerase-Kettenreaktion
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SECIS ‘selenocysteine insertion sequence’
SEM 'standard error of the mean'
SeP Selenoprotein P
T3 3,5,3´-Triiod-l-Thyronin
T4 l-Thyroxin
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethylethylendiamin
TGF ‘transforming growth factor’
TNF Tumor Necrosis Faktor
TR Thioredoxin-Reduktase
TSH Thyrotropin
UTR untranslatierte Region
X-Gal 5-Chor-4-Brom-3-indolyl-β-D-galactosid
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