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1 EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

1.1 SCHILDDRUSENZELLEN UND IHRE FUNKTION

Die Schilddrise besteht aus zwei ovalen Gewebetgpgie durch eine Briicke, den
Isthmus, verbunden sind und hat eine Masse von &8nMais 25 g. Histologisch ist sie
aus Follikeln aufgebaut, die jeweils einen Hohlraumfassen. Dieser ist von einem
einschichtigen Epithel ausgekleidet und mit Kollgieftllt, einer glasigen Masse, die
zum Grof3teil aus Thyreoglobulin besteht. Das Epithedl von den Schilddriisenzellen,
den Thyrozyten, gebildet, die zur Ausibung ihrenl&ion eine polare Struktur aufwei-
sen: An der basalen Plasmamembran sind der Natodid-Symporter zur lodidauf-
nahme und der TSH-Rezeptor zum Empfang von Ulbeigeten Hormonsignalen aus
der Hypophyse lokalisiert, an der apikalen Membseemden die beiden Schilddriisen-
hormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3) an yieoglobulin (Tg) als Matrix
gebildet. Die noch immer in der Polypeptidkette dgsgebundenen Hormone werden
ins Kolloid im Inneren der Follikel abgegeben ureseichert. In den sogenannten pa-
rafollikularen oder C-Zellen, die disseminiert zehen den Follikeln liegen, wird Cal-

citonin hergestellt, das den Calciumstoffwechseiritusst [1, 2].

Essenziell fir die Synthese der Schilddrisenhorngirgas Spurenelement lod. Dieses
wird als lodid-Anion 1 an der basolateralen Membran Uber den Natriung48gim-
porter (NIS) aus dem Blut in die Schilddriisenzelléggenommen und etwa 50- bis 100-
fach angereichert. Uber Stimulation durch TSH kdimse Anreicherung weiter gestei-
gert werden. Andere Anionen hemmen die Aufnahme Ivowie zum Beispiel CIQ,
SCN, TcOy. Der lodid-Transport in die Zelle erfolgt in eineamergieverbrauchenden
Prozess: Unter Hydrolyse von ATP baut die ebentadisolateral lokalisierte N *-
ATPase einen NaGradienten auf. Durch Kopplung an den darauf geiotlen Wieder-
einstrom von Nain die Zelle wird der Transport von lodid gegem deektrochemi-

schen Gradienten energetisch ermoglicht.

An der apikalen Membran wird lodid durch den HaludeTransporter Pendrin in das
Kolloid des Follikellumens abgegeben. Auch Thyrebglin wird nach Transport
durch sekretorische Vesikel hierhin sezerniert. 8i@& Hormonsynthese muss lodid
zunachst oxidiert werden, um dann auf die Tyrosieréles Thyreoglobulins in 3"- oder



5’-Position des Phenolrings Ubertragen zu werderi.ddese Weise entstehen an der
Proteinkette die beiden hormonell inaktiven Kompdea Monoiod- und Diiodtyrosin.
Anschlie3end werden zwei iodierte Tyrosylreste zipdthyroninen und Tetraiodthy-
roninen gekoppelt: Die Speicherform der Schilddniiemone T3 bzw. T4 in Tg-ge-
bundener Form ist fertig. Beide Schritte werden gdenThyroperoxidase (TPO) kataly-
siert. Die Reaktion wird durch TSH stimuliert undrch antithyreoidale Pharmaka (die
meist Peroxidase-Inhibitoren sind und eine intsoke reduzierende Aktivitat haben),
sowie durch hohe Dosen von lod (Wolff-Chaikoff-Effegehemmt [2].

Ferner bendtigt die TPO fur diesen Schritt als ttlenakzeptor pO,, welches von
zwei kurzlich beschriebenen NADPH-Oxidasen erzeugd, ThOX1 und ThOX2. Bei
ThOX1 und ThOX2 handelt es sich um Flavoproteinewvarmuteten Bindungsstellen
fiir FAD sowie fiir NADPH. Dieses und andere redugi€turinnukleotide sowie &a
werden als essenzielle Kofaktoren bendtigt. Fumielie Untersuchungen zeigen, dass
die beiden Enzyme zusammen mit zwei anderen zumblesynthese notwendigen
Komponenten, Pendrin und TPO, an der apikalen Rlammbran verankert sind. Die

Produktion von HO, stellt dabei den geschwindigkeitsbestimmendeni®dar [3].

Zur Ausschuttung von Schilddrisenhormon in denddtatn, ebenfalls von TSH stimu-
liert, wird Tg durch rezeptorvermittelte Endozytoses dem Kolloid wieder in die
Schilddrisenzelle aufgenommen. In Phagolysosomed @8 dann unter Freisetzung

von T3 und T4 durch Proteasen hydrolysiert.

Im Plasma liegen die Schilddrisenhormonmolekiile gamz Uberwiegenden Teil als
T4, zu einem geringen Anteil auch als T3 vor umdigiort an drei verschiedene Prote-
ine gebunden: Thyroxinbindendes Globulin, Transttgr (Thyroxinbindendes Préaal-
bumin) und Serumalbumin. Freies Schilddriisenhoriiegt nur in Spuren vor. Die
Wirkform der Schilddriisenhormone im OrganismusTidt Allerdings stammt das im
Blut zirkulierende T3 nur zu 20 % aus der Schildg@simindestens 80 % entstehen pe-
ripher durch lodabspaltung von T4 in 5 -Stellungeder Schritt wird durch die 5"-De-
iodasen Typ | und Typ Il katalysiert. Fir eine Relron Zellen wurde gezeigt, dass die
Aufnahme der Hormone in die Zelle iber ein *Mahangiges oder ATP-

verbrauchendes Transport-System erfolgt. In vie@eweben konnten aul3erdem



cytosolische Bindungsproteine identifiziert werdemd einige Studien legen unter-
schiedliche Bindungsproteine fur T3 und T4 nahe [4]

Der intrazellulare Wirkort von T3 ist Uberwiegenek dNA des Zellkerns, wo es die
Transkription beeinflusst. T3 Ubt die meisten seiRenktionen Uber Kernrezeptoren
der c-erbA-Familie aus, die wiederum als Ligandesduilierte Transkriptionsfaktoren
agieren (TR1, TR31, TRB32). Dies tun sie entweder zusammen mit Liganderpiodua-
gigen TR-Varianter{TRa2 oder rev-erbA) oder durch Bildung von Heterodiememit
Retinsaure-Rezeptoren. Auch in Mitochondrien unddan Plasmamembran wurden
funktionelle T3-Rezeptoren bzw. direkte Schilddrirsmonwirkungen nachgewiesen
[5]. Unter T3-Wirkung vermehren sich, wahrscheinlisekundar, sowohl die Anzahl
der Mitochondrien als auch ihre Cristae, was disiBaler stoffwechselsteigernden
Wirkung von T3 darstellt. Allgemein erhéht sich des-Verbrauch bei vermehrtem
Energieumsatz und damit auch die Warmeprodukti@rbdsitzt aulierdem eine permis-
sive Wirkung gegentuber Adrenalin und erhéht wahesdlth auch die Dichte des-
adrenergen Rezeptoren am Myokard. Wahrend der Ekitwig fordert es Wachstum
und Reifung, vor allem von Knochen und Gehirn [6].

1.2 KARZINOME DER SCHILDDRUSE

Nach der WHO-KIlassifikation werden maligne Neomasder Schilddrise in Karzi-
nome, Sarkome, Lymphome und Metastasen unterfeiit.ndufigsten sind dabei die
Karzinome, die man in vier Untergruppen unterteilt:

» das papillare Schilddriisenkarzinom (PTC),

» das follikulare Schilddriisenkarzinom (FTC),

» das anaplastische Schilddriisenkarzinom,

* und das medullare Schilddriisenkarzinom.

Das papillare und das follikullare Schilddrisenkawm kdnnen auch als differenziertes

Schilddrisenkarzinom zusammengefasst werden.

Die Angaben Uber Haufigkeitsverteilungen schwanketoch kann man davon ausge-

hen, dass 60 bis 80 % der Karzinome ein papilfrashstumsmuster zeigen. Zur Dia-



gnosestellung stitzt man sich zusatzlich auf dahafaensein von Psammomkérpern
und charakteristischen nukleédren Veranderungenog$ittpn gegeniber radioaktiver
Strahlung, vor allem wahrend der Kindheit, stelite® wichtigen Risikofaktor dar. Der

Metastasierungsweg ist hauptséachlich lymphogen.

Follikulare Schilddriisenkarzinome stellen zwiscénund 30 % der Schilddrisenkar-
zinome dar. Entscheidend fur die Diagnose ist &imasion von Kapsel oder Gefalden,
und das Fehlen von fur papillare Karzinome typisc¥eranderungen. Sie kommen ge-
hauft in hdherem Lebensalter und in lodmangelgebigbr und metastasieren vorwie-

gend hdmatogen.

Anaplastische Karzinome sind niedrig differenziert hochaggressiv, haben aber noch
Anzeichen einer epithelialen Differenzierung. Dasgebende Gewebe zeigt bei der
histologischen Untersuchung oft gutartige Tumorderdochdifferenzierte Karzinome.
Derartige Befunde weisen auf eine Transformatios getartigen Tumors bzw. des
hochdifferenzierten Karzinoms zu einem anaplastéisckarzinom hin. Therapeutisch
werden externe Bestrahlung in Kombination mit Chéra@pie versucht. Die Prognose

ist infaust.

Wahrend die drei genannten Tumorarten aus denkElaéllen der Schilddriise entste-
hen, stammen medullare Schilddriisenkarzinome varGadcitonin-produzierenden C-

Zellen der Schilddrise ab. Sie kommen entwederasioh oder im Rahmen einer
Multiplen Endokrinen Neoplasie 2A oder 2B familior. Die Behandlungsmaglich-

keiten fur diese Karzinome sind jedoch ebenfaligréezt. Mittel der Wahl ist die ope-

rative Resektion. Radio- oder Chemotherapie sind unsicherem therapeutischem
Nutzen [7, 8, 9].

Therapeutische Optionen fiir differenzierte Schildénkarzinome sind in erster Linie
die totale oder subtotale Entfernung der Schildelniisd von Lymphknotenmetastasen
sowie meist eine Radioiodtherapie. Zur Rezidivpytgke wird oft eine Suppressions-
therapie mit Thyroxin angeschlossen, um die TSHi&kton tUber den hypothalami-
schen und hypophysaren Feedback-Regelkreis zui@ndibund damit eine Stimulation
der Proliferationsrate von restlichem Schilddrissmgpe oder Metastasen zu verhin-

dern. Externe Bestrahlung oder Chemotherapie hemgemd weniger wirksam.



In 30 % der Félle beobachtet man jedoch im Verkine Entdifferenzierung dieser

Karzinome, gekennzeichnet durch einen Verlust ddhilsenspezifischer Funktionen
und Eigenschaften wie beispielsweise lodidaufnal{cthech Verlust des NIS) und

Regulation der Zellproliferation durch verschieder@H-Spiegel (durch Verlust des
TSH-Rezeptors). Verbunden damit ist der Wegfallmolgenannter Therapieoptionen
und die Gefahr eines Ubergangs des Tumors in eiplastisches Karzinom. Die Suche
nach alternativen Behandlungsstrategien ist desta#ibbdingbar. GrofRe Hoffnungen
werden in Gen- und Immuntherapie gesetzt. Einerer@mdneuen therapeutischen An-
satz bei entdifferenzierten Schilddrisenkarzinostefit die Redifferenzierungstherapie
mit Retinsaure dar. Dabei werden die wachstumshermereund differenzierungsfor-

dernden Eigenschaften der Retinsdure ausgenuézguih in der Behandlung anderer
Malignome erfolgreich eingesetzt werden. In vittoBen zeigen einen Einfluss der
Retinsdure auf Wachstum, schilddriisenspezifiscimktianen und Metastasierungspo-
tenzial, der als partielle Redifferenzierung geefevwerden kann. Beispiele sind Diffe-
renzierungsparameter wie Typ 1-Deiodase, NIS-mRN#A dodidaufnahme sowie

ICAM -1 und CD 97 [10, 11, 12].

In einer multizentrischen klinischen Studie wurd&hPatienten evaluiert, die an einem
wenig differenzierten, inoperablen Schilddrisenkemn mit fehlender bzw. unzurei-
chender lodidaufnahme litten. Die Patienten wurdext mit Retinsaure behandelt, um
das Redifferenzierungspotenzial sowie die Moglidieke sie dann wieder einer Radio-
iodtherapie zuzufuhren, zu untersuchen. Von 50eRt&n zeigten wahrend der Nach-
sorge 12 (24 %) einen Abfall und 8 (16 %) ein deabNiveau an Tg. Die Aufnahme
von radioaktivem lod nahm bei 21 von 50 Patien#h%) zu, davon bei 13 Patienten
sehr deutlich, und blieb bei 29 Patienten unverdn@®i 6 von 37 Patienten (16 %)
nahm die Tumorgrél3e ab, bei 22 von 37 Patientenrb®ahm sie zumindest nicht
weiter zu. Gestutzt auf die eben beschriebenennfeaea zeigten 20 % der Patienten
eine Besserung und 18 % einen stabilen Krankheitgaweinsgesamt 19 Patienten [13].

Von 20 dieser Patienten, die zu einem friherernpdakt evaluiert worden waren, litten
8 an einem FTC, 7 an einem PTC und 5 an einem deypS8childdrisenkarzinom. Ein
Tumortyp-spezifisches Ansprechen auf die Therapiente nicht beobachtet werden.
Von 8 Patienten, deren lodidaufnahme wieder andiiegn 3 Patienten an einem FTC,



3 an einem PTC und 2 an einem oxyphilen Schildamzinom. Alle diese Patienten
zeigten vorher einen langjahrigen fortschreitenderlauf ohne Ansprechen auf andere

Therapieoptionen [14].
1.2.1 Hurthle-Zell-Karzinome

Hurthle-Zell-Tumoren sind Schilddrisentumoren, diesschlief3lich oder vorwiegend
aus Hurthle-Zellen bestehen (auch onkozytare oxgplole Zellen genannt, vor allem
in anderen Organen). Meist findet man Hurthle-Zeile lange bestehenden Basedow-
Strumen, Autoimmun-Thyreoiditiden, strahlengescbteti Schilddrisen, Neoplasmen
und adenomatdsen Knoten. Generell kommen oxypleleeiZ in endokrinen Drisen,
Speicheldrisen, Niere und anderen parenchymatoggneén vor, weniger dagegen im
Gastrointestinal- und Respirationstrakt. Dies |l&sstuten, dass diese Zellen vorwie-

gend in Geweben oder Tumoren mit niedrigem Zellumgarkommen [8, 15].

Die Zellen sind in der Regel vergroRert, pleomoypid polygonal und besitzen auf-
grund ihres hohen Gehalts an hypertrophierten Maadrien ein granulares, eosi-
nophiles Zytoplasma. Trotz des hohen Gehalts adativen Enzymen mit aktivem

Stoffwechsel scheint die Zellleistung jedoch nigddéquat, und zumindest in der
Schilddrise weisen onkozytare Zellen vermindertesa@tprotein und Thyreoglobulin
auf, eine reduzierte Deiodase- und lodierungsdktivsowie eine verringerte lodauf-
nahme. Die Kerne sind grof3, hyperchromatisch uadrbigeformt mit prominentem

Nukleolus. Zytogenetische Verdnderungen sowie \G@amgen von Onkogenen und
Tumorsuppressorgenen sind weitgehend organspéxgifdas heildt, sie haben mehr
Gemeinsamkeiten mit nicht-oxyphilen Tumoren dessgeichenden Organs als mit
oxyphilen Tumoren anderer Organe. In der Schildelsierhalten sie sich meist &hnlich
wie follikulare Tumoren. Allerdings konnen auch pigipe und sogar medullare Tumo-
ren aus Hurthle-Zellen aufgebaut sein. Morpholdgismd medullare Hurthle-Zellen

von solchen follikularen Ursprungs nicht zu untbesden, ebenso wie die morphologi-
sche Unterscheidung zwischen Hurthle-Zellen deil&btiise und oxyphilen Zellen in

anderen Organen nicht mdglich ist. Genauso wenliggiecine morphologische oder
histochemische Unterscheidung von Hirthle-Zelleiashimoto-Thyreoiditiden oder

Knotenstrumen von adenomatfsen oder karzinomatBkethle-Zellen. Durch eine



Einteilung nach pathologischen Malignitatskriterigie Invasion von Kapsel und Gefa-
3en lasst sich jedoch eine Vorhersage uber dasdti@ Verhalten treffen [8, 16].

Hurthle-Zell-Tumoren zeigen sich histologisch ofiterasiv als follikulare Neoplasmen
und metastasieren sowohl hamatogen als auch lynephddinisch sind Hurthle-Zell-
Karzinome im Vergleich zu follikularen oder papi#é Karzinomen mit einer héheren
Mortalitat verbunden. Ob dies mit dem seltenen Aesipen auf eine Radioiodtherapie
von nur etwa 5 % der Patienten aufgrund der redieridod-Aufnahmekapazitat oder
eher mit den intrinsischen biologischen und prodifieen Eigenschaften dieser Karzi-
nome in Zusammenhang steht, konnte bisher nichtidgekerden. Das Vorkommen
von onkozytaren Zellen in einer Feinnadelaspiratioopsie sollte daher zur Resektion
und histologischen Untersuchung des betroffeneneBew auf Malignitat fihren. Diese
hohere Malignitat in der Schilddrise steht im Gegén zur Tendenz zur Benignitat
oder niedrigeren Malignitat oxyphiler Tumoren aretédrgane [15, 16].

Wie oben bereits erwahnt, sind Hurthlezellen dueaken erhéhten Gehalt an Mito-
chondrien gekennzeichnet. Menge, Morphologie untvi&t der mitochondrialen En-
zyme konnen jedoch von Fall zu Fall stark variier@®bwohl seit langem vermutet
wird, dass Veranderungen in der Expression und ttamkon Proteinen, die am Ener-
giehaushalt beteiligt sind, in der Tumorbiologi@esiwichtige Rolle spielen, konnten
spezifische Verdnderungen in Genen, die fur mitadhale Proteine kodieren, noch
nicht sicher nachgewiesen werden. MitochondrialeADRbdiert 13 Proteine - alle
essenzielle Bestandteile der Atmungskette - sowiBNAs und 22 tRNAs. Die Kon-
trolle der Atmungskettenfunktion liegt jedoch benvnukledrer DNA kodierten Genen,
die fur Uber 90 % der Atmungskettenproteine verantwh sind, sowie fur die not-
wendigen Enzyme fur Replikation und Transkripticer anitochondrialen DNA. Die
mitochondriale DNA macht weniger als 1 % der tatdlNA in eukaryoten Zellen aus,
besitzt aber einen eigenen genetischen Code uedneitekulare Ringstruktur &hnlich
der eines Plasmids. Anders als nukleare DNA wiedngtht von Histonen und anderen
Proteinen geschutzt. Zusatzlich ist sie starkedase den schadlichen Einfliissen von
freien Sauerstoffradikalen ausgesetzt, einem nelié@rh Nebenprodukt der mito-
chondrialen oxidativen Phosphorylierung. Dies isthvecheinlich die Ursache der
zehnfach erhdhten Rate an somatischen MutationeXeargleich zu nuklearer DNA.



Prinzipiell kbnnten diese Mutationen zu einer naspschen Transformation beitragen,
indem sie die zellulare Energiekapazitat beeindnsslen mitochondrialen oxidativen

Stress erhdohen und/oder die Apoptose modulieren [16

Andere Autoren beschreiben eine ungestorte FunidemAtmungskettenenzyme, al-
lerdings verbunden mit einem Defekt in der Kopplaieg oxidativen Phosphorylierung,
einem Anstieg des uncoupling protein 2 (UCP2) aag dweifache im Vergleich zur
Kontrolle und folglich einer signifikant vermindert ATP-Synthese. Die mitochondri-
ale Proliferation kdnnte daher eine Anpassungsi@aldn eine primar nukleare Veran-
derung sein, d.h. an die Uberexpression von UCP2ererseits konnte diese Uberex-
pression eine Antwort auf die mitochondriale Pestition sein, die als Folge einer
verminderten ATP-Synthese auftritt. In diesem kalrde die mitochondriale Prolife-
ration zu einer Uberproduktion an reaktiven Saoéfistezies fiihren, was im Gegenzug

einen Anstieg des UCP2 zufolge hatte [17].

1.3 OXIDATIVER STRESS UND ANTIOXIDANTIEN

In lebenden Zellen werden als Folge von Stoffwelslasgangen sowie aufgrund aul3e-
rer Einflisse permanent reaktive Sauerstoffverbigén gebildet (ROS). Diese werden
seit langerem aufgrund von in-vitro-Experimenterd Urierversuchen unter anderem
mit oxidativen Sché&den der DNA in Zusammenhang agtirund stehen deshalb im
Verdacht, die Entstehung von Krebs sowie altersigtdidegenerative Krankheiten zu

beginstigen. Mogliche Angriffspunkte im Verlauf d@rzinogenese sind [18, 19]:

* Schadigung der DNA, die nicht oder falsch repaeitder Zellteilung zu Mutatio-
nen fihren kann. Betreffen diese Mutationen kiitess&Gene wie Onkogene oder

Tumorsuppressorgene, kann dies Tumorinitiation-4pnoigression auslésen.
» Direkte Interaktion mit Signalvorgdngen und Wachstler Zelle.
* Mitogenese durch ROS-induzierte Zellschaden undugaresultierende Folgen.

* Durch Mitogenese erhohtes Risiko einer klonalendbsmn von Zellen, die durch

Onkogenaktivierung oder Tumorsuppressorgeninaktivig transformiert wurden.



Die Gefahr durch Schaden durch ROS machte fur tb&ellen die Entwicklung ver-

schiedener antioxidativer Defense-Strategien n&ig. Ungleichgewicht von Oxidan-

tien und Antioxidatien, das potenziell zu Zellscbé@dihren kann, wird als oxidativer

Stress bezeichnet. Epidemiologische Studien weisdéiezu ausnahmslos auf eine As-

soziation von einer Antioxidatien-reichen Nahrundeio hohen Konzentrationen von

Antioxidantien im Plasma mit vermindertem Krebsishin, vor allem was Karzinome

des oberen Gastrointestinaltrakts und der Luftwesjefft. So reduziert beispielsweise

laut einer chinesischen Studie in einer spureneitgm@en Hochrisikopopulation eine

Kombination von Vitamin EB-Carotin und Selen das Risiko fur das Auftreten Mz
genkrebs [20].

Wie oben bereits erwahnt, gibt es endogene undezeoQuellen fir ROS [18, 19]:

Wahrend der Zellatmung in den Mitochondrien unégtliein Teil des Sauerstoffs
einem Einzelelektronentransfer, wodurch ein Supdemionradikal entsteht (Su-
peroxid, Q). Zwar besitzt dieses nur eine begrenzte Rea&tjwtird aber durch

Superoxiddismutase zu WasserstoffperoxigQhl umgewandelt. Die Reduktion
von Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und Wassed wim Katalase und Glutathi-
onperoxidase sichergestellt. In Gegenwart von Ubeggmetallen wie Eisen oder
Kupfer jedoch wird Wasserstoffperoxid zu Hydroxdlitalen (OH) reduziert, den

reaktivsten Sauerstoffspezies Uberhaupt.

Andere korpereigene Quellen fur ROS stellen dieeepion ischdmischer Ge-
webe, der Arachidonséaurestoffwechsel und von Leyieozsezernierte Stoffe wie
Superoxid, Stickoxid und Hypochlorsaure, die wiedemiteinander auferst reak-
tive Reaktionsprodukte wie Hydroxylradikale erzeuge

Wichtige exogene Quellen fur ROS stellen Raucherftverschmutzung und Nah-
rung dar. Auch viele Karzinogene, kurzwellige iomisnde Strahlung und UV-

Licht tragen ebenfalls zur Bildung von ROS bei.

Zusatzlich zu den ROS-Quellen aus der ganz norn&fleifwechselaktivitat gibt es
in Thyrozyten aufgrund der J,-Produktion wahrend der T3/T4-Biosynthese eine



weitere Quelle fir ROS. Thyrozyten sind daher indmelerem Mal3e einer oxidati-

ven Belastung ausgesetzt und auf effektive Schsitzgye angewiesen [3].

Antioxidative Defense-Systeme kénnen die Zelle gddaicht vollig vor schadlichen
Effekten schiitzen. Diese betreffen alle zellul&g&mkturen, wenn auch in Hinblick auf

Krebs die DNA sicher das wichtigste Ziel darstellt.

1.4 SELEN

Das Element Selen wurde vor rund 200 Jahren vomwestischen Chemiker Berzelius
entdeckt und wegen seiner Farbenprachtigkeit n@chgdechischen Mondgoéttin, Se-
lene, benannt. Anfangs galt Selen als hoch giftig kanzerogen: So zeigten beispiels-
weise in den 30er Jahren Studien aus der Veteredinn, dass hohe Konzentrationen
an Selen in der Nahrung auf Saugetiere toxischemirkVeitere Studien ergaben, dass
auch beim Menschen bereits eine tagliche Selenzwfuin 800 pug zu chronischen Ver-
giftungserscheinungen fuhrt. Erst nach und nach kemn den positiven Seiten des Se-
lens auf die Spur. 1957 entdeckten Schwarz undz kb Bedeutung des Selens als
essenzielles Spurenelement. Im Bereich des Immtemgsund flir den Schutz des
Kdrpers gegen oxidative Substanzen spielt Seleelalmentarer Bestandteil vieler En-
zyme eine wichtige Rolle. AuBerdem mehrten sichwdise auf eine antikarzinogene
Wirkung, die Datenlage diesbezuglich ist bisheogdnicht eindeutig. So fand man in
der norwegischen Janus-Studie eine starke Komelaischen pradiagnostisch nied-
rigem Selenspiegel im Serum und spater diagnodtne Schilddriisenkrebs [21]. In
einer polnischen Studie, in der verschiedene pagfisthe Schilddriisen-Gewebeproben
sowie Serumproben der entsprechenden PatientehranfSelengehalt untersucht wur-
den, ergaben sich die hdochsten Serumwerte fur Rdalmamit gesunder Schilddrise
und die niedrigsten Gewebe-Selenkonzentrationé&@rainomen [22, 23]. Zagrodzki et
al. konnte im Rahmen einer vergleichbaren StudéseliErgebnisse nicht bestétigen:
Zwischen dem Selen- bzw. pGPx-Gehalt von Serumpraesunder Probanden und
dem von Struma- bzw. Schilddrisenkarzinompatieestand kein signifikanter Un-
terschied. Auch die Konzentration an Selenoproteine benignen und malignen
Schilddrisenresektaten zeigte keine klare Koreatinit dem Malignitatsgrad des
Gewebes [24].
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Definitive Klarheit tGber eine protektive Wirkung waoSelen in Zusammenhang mit
Krebs konnte somit bisher nicht geschaffen wert&uere Interventionsstudien geben
jedoch Hinweise auf eine antikarzinogene WirkungctuSelensupplementierung. So
soll eine Selensupplementierung die Inzidenz vongem-, Prostata-, Kolon- und Rek-
tumkrebs signifikant verringern [20, 25, 26]. Emégliche Erklarung fur diese Schutz-
wirkung ist, dass Selenoproteine wie zum Beispiklt&hionperoxidasen, Selenopro-
tein P und einige andere durch ihre Funktion inffaechsel der ROS und der Redox-
regulation Mutationen der DNA verhindern. Im mentten Korper ist die Schild-
drise das Organ mit dem hochsten Gehalt an Sedennlod ein zweites fur Schild-
drisenhormonbiosynthese, -aktivierung und —metsimois notwendiges Spurenele-
ment [22].

1.5 SELENOPROTEINE

Seine biologische Wirkung tibt Selen meist als Beldl von Proteinen, so genannten
Selenoproteinen, aus. Der Einbau von Selen in imterfolgt in Form der seltenen
Aminosauren Selenocystein und Selenomethionin. Dabder Begriff Selenoproteine

auf Proteine beschrankt, die Selenocystein enthdl®¥]. Der Proteineinbau von

Selenocystein, das durch das sonst als Stopcodugiefende UGA-Triplet codiert

wird, erfolgt durch eine Selenocystein-tRNA. Umaeginvorzeitigen Abbruch der Syn-
these zu verhindern, wird dabei anstatt konvenlien&aktoren ein spezifischer Elon-
gationsfaktor bendtigt. Dieser wird nur dann aldiyiwenn in der 3’'UTR (untranslated
region) der mRNA eine bestimmte Haarnadelschleifeder Sekundarstruktur der
MRNA, auch als SECIS (selenocystein insertion sacglebezeichnet, vorhanden ist
[22].

Bis vor kurzem waren etwa 21 spezifische Selenepretin Saugetieren und Bakterien
bekannt. Durch Anwendung bioinformatischer Methodeurden nun weitere Sele-
noproteine in den Genomen von Mensch, Maus uncRatdeckt. Diese Untersuchun-
gen ergaben unter anderem, dass das humane Seleoopwahrscheinlich nicht mehr
als 25 Selenoproteine umfasst. 18 dieser Proteina kine biologische Funktion zuge-

ordnet werden. Im Folgenden werden einige Selenejpenaher beschrieben [28, 29].
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1.5.1 Glutathionperoxidasen

1973 wurde Selen als essenzieller Bestandteil wasalischen Glutathionperoxidase
identifiziert, die bis 1990 das einzige eukaryasties Selenoenzym mit bekannter Funk-
tion blieb. Die Glutathionperoxidasen stellen eiramilie von Proteinen dar, die Auf-
gaben im Schutz der Biomembranen und Lipide dele@elor reaktiven Sauerstoffver-
bindungen dbernimmt. Es handelt sich hierbei umetiech unterschiedliche, antioxi-
dativ wirksame Enzyme, mit deren Hilfe®, und andere Hydroperoxide unter Oxida-
tion von Glutathion zu kO oder zu den entsprechenden Alkoholen umgesetziewe
Mittlerweile konnten sie in allen Geweben, in deardative Prozesse ablaufen, nach-
gewiesen werden. Die cGPx (GPx-1), pGPx (GPx-3) @h&Px (GPx-2) sind homo-
tetramere Proteine. Im katalytischen Zentrum liegi Untereinheit (cGPx: 23 kDa,
pGPx: 25 kDa, GI-GPx: 22 kDa) ein Selenocysteinvest Sie setzen spezifisch,®b,
Lipid- und andere niedermolekulare Hydroperoxide e PH-GPx (GPx-4) liegt als
monomere Form vor und reduziert vor allem Phospiwliund Cholesterin-Hydroper-
oxide. Beim Menschen gibt es noch eine weiterer®elgstein enthaltende GPx, GPx-
6, Uber deren Funktion noch nichts Sicheres beketnAul3erdem konnte in Ratten,
Mausen, Schweinen, Affen und Menschen eine Nebeanhegezifische GPx (GPx-5)
mit Uber 60 % identischer Sequenz zur cytosoliscBBr identifiziert werden, die je-
doch kein Selenocystein enthalt. Auf die verschiedeEnzyme soll im Folgenden ein-

zeln eingegangen werden [29, 30, 31, 32]:

Wie oben bereits erwéhnt, war die cytosolische &@hivonperoxidase (cGPx) das erste
identifizierte eukaryontische Selenoprotein und deumachfolgend in den meisten
eukaryontischen Geweben gefunden. Auch die Schisgdweist eine starke Expression
dieses Enzyms auf, ein Organ mit hohe©OHProduktion im Rahmen der Schilddri-
senhormon-Biosynthese, das ein potentes antioxetatDefense-System zum Schutz
seiner Membranen benoétigt [33]. Im Promotor des dmen cGPx-Gens wurde unter
anderem die Existenz von Sauerstoff-responsivemeéiten (ORES) beschrieben, die
die Genexpression abhangig vom Sauerstoffpartiekdimu der Zelle regulieren. Jedoch
bewirken im Mausmodell weder eine Uberexpressiochraer Knockout der cGPX ei-

nen negativen Effekt auf die Entwicklung und derygaplogischen Zustand der ent-
sprechenden Tiere, auch die Expression anderematBlobhperoxidasen wurde nicht

12



beeinflusst. Erst wenn die Knockout-Mause experieleioxidativem Stress wie bei-
spielsweise Myokardischamie mit anschliel3ender Regen oder Toxinen ausgesetzt
werden, zeigen sich in diesen Tieren erhdhte Erdfpdinkeit und deutliche Fehlfunkti-
onen. Hingegen erweist sich Uberexpression des €&dhs bei transgenen Mausen
nicht als rein vorteilhaft. Zwar scheinen dieserdibesser gegen zerebrale und myo-
kardiale Ischdmieschaden sowie bestimmte Neurotogaschitzt zu sein, entwickeln
andererseits jedoch beispielsweise unter dem Emfiestimmter Karzinogene schnel-
ler Hautkrebs [32].

Eine andere Isoform dieses Enzyms ist die Plasmigatbionperoxidase (pGPx). Sie ist
dafir zustandig, kD, und reaktive Sauerstoffintermediate, die durch phgterende
Zellen oder Endothelzellen sezerniert werden, duzeren. Sie ist auf DNA-Ebene zu
57 % identisch mit der cGPx und ist auf Chromos@82lokalisiert. Im SDS-Gel zei-
gen diese beiden Isoformen unterschiedliches Wandsverhalten und werden nicht
von den gleichen Antikérpern erkannt. Sekretion y@Px wurde fur proximale Nie-
ren-Tubuli nachgewiesen, von einer Reihe anderbarfen wurde die Produktion von
pGPx aufgrund von Vorhandensein der mRNA oder dentifizierung des Proteins
vermutet, so zum Beispiel fir Herz, Plazenta, Lyngestrointestinale Zellen und auch
Schilddruse [32, 34].

Im Magen-Darm-Trakt von Mensch und Nagetier wird ®ieiteres Isoenzym expri-
miert: die gastrointestinale GlutathionperoxidaséGPx). Sie dient zur Reduktion von
Peroxiden, die mit der Nahrung oder durch angekeddikroorganismen in den
Gastrointestinaltrakt gelangen. Bei der Ratte wudike mMRNA ausschlie3lich im
Gastrointestinaltrakt nachgewiesen, beim Mensclueh & der Leber und zum Tell in

Brustgewebe.

Wie oben schon erwahnt, reduziert die monomere FmmnPhospholipidhydroperoxid-
Glutathionperoxidase (PH-GPx) im Unterschied zuPeGornehmlich Phospholipid-
und Cholesterin-Hydroperoxide. Ihre Hauptaufgabstdi@ im Schutz von Biomembra-
nen gegenuber Peroxidation. Neuere Ergebnisse nveisgem auf eine DNA-Repara-
turfunktion der PH-GPx hin. Das Enzym kann sowoleinmbrangebunden als auch im
Cytosol vorliegen. Es wurde bisher in Herz, Lebed tdirn von Schweinen, in Leber
und Testis von Ratten und in humaner Plazenta ifdeait. Die mRNA wird in den
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meisten Geweben gefunden. Damit die PH-GPx ihreut3timktion erfullen kann,
werden physiologische Konzentrationen an Vitamibdadétigt, was auf einen syner-
gistischen Effekt der beiden antioxidativen Systemmeweist: Vitamin E reduziert
Lipidperoxid-Radikale zu Lipid-Hydroperoxiden. Deesverden von der PH-GPx redu-
ziert, wodurch weitere radikalbildende Kettenreakéin vermieden werden [32].

1.5.2 Thioredoxin-Reduktasen

Die Thioredoxin-Reduktasen (TrxR) gehoren zur Fraeteinfamilie der Pyridin-
Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktasen. Zu dieser Famigehoren auch die Glutathion-
Reduktasen, die reduziertes Glutathion z.B. fur@lietathionperoxidase bereitstellen.
Diese Enzyme sind homodimere Proteine, die jevedsiprosthetische Gruppe ein FAD
enthalten, eine NADPH-Bindungsstelle und im aktivemtrum ein redoxaktives Disul-
fid, das die Substrate nach der Elektronentibenmrggeduziert. Selenocystein stellt die
vorletzte Aminoséure am C-terminalen Ende dar. éfntfoder ersetzt man es durch
Cystein, so fallt die Enzymaktivitat mit Thioredaxoder Dithionitrobenzoeséure als
Substrat um bis zu zwei GroRenordnungen ab. Bisimet zwei menschliche TrxRs
bekannt, TrxR1 und TrxR2, die in den Mitochondriekalisiert ist. Das Molekularge-
wicht betragt 54,6-56 kDa bzw. 56,2 kDa. In Helrhent wie z.B. Schistosoma mansoni
wurde kirzlich eine dritte, bifunktionelle Thioredo-Glutathion-Reduktase (TGR)
beschrieben. Das Enzym, ebenfalls ein Selenopragtiit eine ungewoéhnliche Fusion
einer Pyridin-Nukleotid-Disulfid-Oxidoreduktase n@iner redoxaktiven Glutaredoxin-
Verlangerung dar. Es zeigt TrxR-, Glutathion-Redskt und Glutaredoxinaktivitat,

was auf die Verwandtschatft der verschiedenen Rgdtese hinweist [35, 36].

TrxRs wurden nach ihrer Fahigkeit benannt, oxididrhioredoxine (Trxs) zu reduzie-
ren, eine Gruppe kleiner ubiquitarer, redoxaktiveptide. Aber auch andere endogene
Substrate kénnen reduziert werden, wie zum Beidppelidséure, Lipidhydroperoxide,
NK-Lysin, Vitamin Kz, Dehydroascorbinsaure, das Ascorbyl-freie Radikal das Tu-
morsuppressorprotein p53 (maoglicherweise esseridretlessen Funktion) sowie einige
exogene Substrate. Die Hauptfunktionen der TrxRstdbhen darin, Reduktionsaquiva-
lente fir Enzyme wie Ribonukleotid-Reduktase undoriddoxin-Peroxidase bereitzu-
stellen, durch Thiol-Disulfid-Austausch Cysteineest bestimmten Transkriptionsfak-
toren zu reduzieren und dadurch die Gen-Transknp#iu beeinflussen. Die TrxR2
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konnte eine Rolle im Schutz der Zelle gegen mitochialen oxidativen Stress spielen.
Fur Saugetier-Thioredoxine wurden aul3erdem Wacksaktorfunktionen und
Apoptoseinhibition nachgewiesen. Auch im Schutz Zkdfe gegen ROS spielt Thiore-
doxin eine wichtige Rolle. In Zellen, die mit RO8denden Substanzen behandelt
wurden, konnten sie Apoptose verhindern. Dies erklén Enzymanstieg bei,@xpo-
sition von Pavian-Lungen sowie den hohen Enzymgehdderatinozyten und Melano-
zyten, moglicherweise als Schutzwall gegen diekeddildende Wirkung der UV-

Strahlung in der Haut.

Selen ist essenziell fur die Aktivitat der TrxR,dudie Erh6hung des Selenspiegels auf
1 uM im Medium von Zellkulturen steigert die intedimlare Aktivitat auf das 40-fache.
Dabei nehmen sowohl der Seleneinbau in die TrxRUprtereinheit (von 0,01 bei 27
nM auf 0,98 bei 1 uM) als auch die mMRNA und diet®ironenge mit steigender Selen-
konzentration zu, auch wenn der Anstieg der belditeren schwéacher ausfallt als der
Aktivitatszuwachs. Verdnderungen der taglichen i&l&uhr mit der Nahrung beein-
flussen die TrxR-Aktivitat auch in vivo. Rattengednehrere Wochen eine Selenman-
geldiat erhalten, zeigen eine Abnahme der TrxR \Al&i der Lunge, Leber und Niere,
wahrend die Aktivitat im Hirn konstant bleibt. Beslters selenreiche Nahrung hingegen
bewirkt einen voribergehenden Anstieg der TrxR-Akit ohne Anstieg der Protein-
Synthese, der mdglicherweise, analog zu den Ergebmiin Zellkultur, auf einen ver-

starkten Seleneinbau zuriickzufuhren ist [37, 38].

1.5.3 Deiodasen

Die Existenz von Deiodasen wurde erstmals 1952 tielimar nach der Entdeckung von
T3 von Pitt-Rivers et al. postuliert. Der Beweis &ine extrathyroidale Produktion von
T3 wurde 1970 durch den Nachweis von T3 bei attigre®atienten, denen T4 verab-

reicht wurde, erbracht.

Die Aufgabe der Deiodase-Enzyme besteht in derléokand systemischen Kontrolle
des verfiigbaren Spiegels an T3, d.h. an aktivieSemlddrisenhormon. Bisher sind
drei verschiedene Deiodase-lsoenzyme bekannt, TgpDl), Typ Il (5°DIl) und Typ

[ll. Thre biochemischen und regulatorischen Eigbéasten sind verschieden: Sie zeigen

unterschiedliche Gewebeverteilungen und Expressiaster wahrend der Entwicklung
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und reagieren verschieden auf Deiodase-Inhibitov®ahrend die 5°DI durch PTU
gehemmt wird, ist die 5'DIl gegentber diesem Irtbibnhur wenig empfindlich. Aber
auch die Substratspezifitaten sind unterschiedidttivierung von T4 zu T3 wird von
zwei Enzymen katalysiert, der 5 -Deiodase Typ | Uiggd Il. Inaktivierung von T4 und
T3 geschieht durch die 5"-Deiodase Typ Il undaeise Typ |.

Alle drei enthalten einen Selenocysteinrest imvaktiZentrum, wobei die Typ lI-Deio-
dase noch zusatzlich einen Selenocysteinrest neheCdlerminus enthalt. Tierversu-
che, klinische und Zellkulturstudien belegen eiakeisabhangige Expression von 5°DI.
Far die 5'DIl konnte im Gegensatz hierzu bishen&dilare Selen-Abhéangigkeit festge-
stellt werden. Einige Studien zeigen, dass untewscem Selenmangel die Expression
der Typ lll-Deiodase sinkt, was auf ihre SelenopiroiNatur hinweist. Ein klarer Be-
weis fur selenabhangige Expression der 5 DI in uivib folgendem Abfall des T3-
Spiegels konnte fur den Menschen bisher jedocht gefunden werden, auch in expe-
rimentellen Studien konnte keine Abh&ngigkeit derktionellen Expression der zwei
Selenoenzyme Glutathionperoxidase und 5°DI vom riSé&¢us in der menschlichen
Schilddrise nachgewiesen werden. Im Gegensatzuhmsiggen Tierversuche deutlich
die Regulierung der 5'DI-Expression Uber den S&tus, wobei hier der Selengehalt
der Nahrung starker als bei Menschen vertretbaieviawurde [5, 39].

In menschlichen Schilddriisenkarzinomen sowie Sdhilsenkarzinom-Zelllinien kann
die 5'DI auBerdem als Differenzierungsmarker angaseverden, da die Aktivitat der
5°DI stark mit dem Diffenzierungsgrad des entspeaden Gewebes bzw. der entspre-
chenden Schilddriisenzelllinie korreliert [40]. m@ssanterweise wird die Enzymaktivi-
tat in den maRig differenzierten FTC-Zelllinien FIG3 und FTC 238 von einem nied-
rigen Niveau durch Retinsdurebehandlung um einfa6bks gesteigert, nicht dagegen
in anaplastischen Schilddrisenkarzinom-Zellliniee @ 643 und HTh 74. Die bereits
hohe Enzymaktivitat in der hoch differenzierten tRaschilddrisenkarzinom-Zelllinie
FRTL 5 wird ebenfalls nicht beeinflusst. Auch did3aten weisen darauf hin, dass die
5°DI sowie ihre Induzierbarkeit durch Retinsaure sénsitiver Differenzierungspara-

meter zumindest fur follikulare Schilddriisenkarzimeogeeignet sind [12].
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1.5.4 Selenoprotein P

Selenoprotein P (SePP) ist ein extrazellulares,amanes Glykoprotein, das gemal} der
Anzahl von UGA-Codons der mRNA in seiner Glykopdkdtte beim Menschen bis zu
10 Selenocysteinreste enthalt. Damit ist es, alngeseon der Typ ll-Deiodase, das
einzige Protein, fur das mehr als ein Selenatom Rwlypeptidkette beschrieben ist.
Seine mMRNA weist in der 3’'UTR aulRerdem zwei SEQErENte auf. In humanem
Plasma existieren mindestens zwei Isoformen. Ditgén Proteine zeigen im SDS-
Page eine Molekllmasse von 61 und 55 bzw. 51 k2a.iD Plasma befindliche SePP,
das fir mindestens 40-50 % der PlasmakonzentratioBelen verantwortlich ist, wird
vornehmlich in der Leber produziert. Daher ist es Zirrhosepatienten erniedrigt. Ein
geringerer Teil wird allerdings auch in HerzmusKelere, Lunge, Hoden, Plazenta,

Uterus, Hirn und weiteren Geweben exprimiert [21], 4

Obwohl die Funktion von SePP noch nicht vollig gekist, wird vermutet, dass es als
Transportprotein und/oder der extrazellularen Abwghgen Oxidation dient. Eine
kirzlich erschienene Studie belegt anhand von kEixgaten mit SePP-Knockout-Mau-
sen, dass SePP als Transportprotein eine Schidiésddei der Verteilung von hepati-
schem Selen in die Zielgewebe spielt. Der Selerigehaen Lebern von Knock-Out-
Mausen ist erhoht, der Selenspiegel in Plasma oddran Geweben jedoch erniedrigt.
Analog andern sich auch die Aktivitdten der Seleagee. Gleichzeitig zeigen sich in
der Reduktion der mRNA von cGPx und PH-GPx im Lgbemrbe bereits toxische
Wirkungen der hohen Selenkonzentration. Somit &RFSin erster Linie eine Funktion
als Transportprotein zuzuschreiben, von dem dexnSetus anderer Gewebe abhéngt,
sowie ferner eine Aufgabe in der Detoxifikation vmit der Nahrung aufgenommenen
Selenverbindungen in der Leber [42]. Diese Ergedenvgerden durch die Resultate von

zwei anderen Arbeitsgruppen unterstitzt [43, 44].

Verschiedene Studien untermauern zudem die These Eunktion in der antioxidati-
ven Defense: Beispielsweise entwickeln selendefizidkatten nach der Injektion von
Diquat, das die Bildung von Superoxidanion begimsim Gegensatz zu den Kontroll-
tieren Leber- und Nierennekrosen. Seleninjektion der Diquatgabe bewirkt bei den
selendefizienten Ratten einen deutlichen Schutzd.ymdperoxidation und eine niedri-
gere Mortalitat. Die GPx-Aktivitat in Leber, Niereyunge oder Plasma steigt indes nicht
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an, was nahe legt, dass nicht sie fur die genartifiekte verantwortlich ist [41]. Fer-
ner schutzt SePP in humanem Plasma gegen Peraxyaitnittelte Oxidation und
reduziert in vitro, ahnlich wie PH-GPX, Phosphadlipydroperoxid, wobei es Thiole als
Kosubstrat benétigt. Die Reduktion von Peroxynitdas als wichtiger Mediator ent-
zuandlicher Toxizitat eingeschatzt wird, wurde itreiauch fur die niedermolekularen
Selenoproteine cGPx und TRxR gezeigt. Endothelzediad eine bestandige Quelle
von Stickstoffmonoxid. Folglich sind sie SchadematiuPeroxynitrit besonders ausge-
setzt, vor allem in Anwesenheit von Superoxid-pmerenden Zellen wie aktivierten
Neutrophilen oder Makrophagen. Da SePP in vivo Emitlothelmembranen assoziiert
ist (nicht aber von Endothelzellen produziert wiyddénnte der Schutz der Endothel-
zellen vor Oxidation durch Peroxynitrit ebenfall®ee relevante Funktion von SePP
darstellen [27].

Auch gibt es mehrere Hinweise auf eine wichtige Kionm von Selenoprotein P im

ZNS. SePP-Knockout-Mause entwickeln sich bis zweicién nach der Geburt vollig

normal. In der dritten Lebenswoche jedoch entwitckebmozygote SePP-Knockout-
Mause Zeichen einer Ataxie mit einem breitbasigamwerfalligen Gang. Zusatzlich

weisen diese Tiere ein reduziertes Korpergewichuad haben eine verkirzte Lebens-
erwartung. SePP kann auf Protein- und RNA-EbenePasgarationen des ZNS nach-
gewiesen werden. In menschlichem sowie in Rattengéwebe findet man SePP-
MRNA, und auch immunologisch kann SePP sowohl agissohlichen Gehirnproben

und in entsprechenden Gehirnschnitten als auch edilwiniberstand von kultivierten

Rattengliazellen nachgewiesen werden. Mdglichemvaigielt SePP hier eine Rolle
beim Schutz des Myelins bzw. der Neuronen vor diida Schaden [42, 45, 46].

Die Konzentration von SePP variiert stark in Abhgkgit von der Selenzufuhr und

dem allgemeinen Selenstatus. Beispielsweise zdRgienten, die ohne Selenzusatz
parenteral erndhrt werden, eine signifikant verrartel Konzentration an SePP im Ver-
gleich zu gesunden Probanden. Aber auch anderergaktiben einen gewissen Ein-
fluss aus. So haben Frauen im Vergleich zu Manneiglicherweise einen etwas nied-
rigeren Spiegel an SePP, ebenso weisen Raucher gegnegeren Gehalt an SePP oder
Plasma-Selen auf. Eine Erklarung fur die letztdBefunde mag die Assoziation von

Rauchen und einer leichten chronischen Entzindwesg Respirationstrakts und der
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GefalRendothelzellen geben [41]. Aul3erdem bestekt mositive Korrelation der Plas-
maspiegel von SePP und Albumin sowie eine negdtoreelation der Plasmaspiegel
von SePP undi;-Antitrypsin, beides Akut-Phase-Proteine. Da dasidme SePP-Gen
ferner einen Promoter enthalt, dessen Aktivitatduinflul? von Zytokinen wie IFN;
TNF-a und IL-1B sinkt, wird SePP auch als eine Art negatives Ako&se-Protein an-
gesehen [47].

1.5.5 Hierarchie der Selenverteilung

Unter Selenmangelbedingungen unterliegt die Vemegildes vorhandenen Selens auf
die verschiedenen Proteine einer hierarchischerulB®gn. Dies betrifft sowohl die
Proteine untereinander als auch die unterschieztichewebe, so dass bestimmte En-

zyme bzw. Gewebe bevorzugt mit Selen versorgt werde

Bestimmte Sequenzen in der 3’'UTR der mRNA versemed Selenoproteine sind un-
ter anderem daflr zustandig, den Einbau des Sbkhrsegrenzten Ressourcen zu steu-
ern. Unterschiede in den 3"UTRs dreier Selenopretaler cGPx, der PH-GPx und der
5Dl haben Differenzen um 100 % in der Expressies dntsprechenden Proteins bei
Selenmangelbedingungen zur Folge. Allgemein stéhnt5dDI in der Hierarchie der
Selenversorgung hoher als die cytosolische GPx,ingegen die PH-GPx und Sele-
noprotein P (SePP) mit der 5'DI auf einer Ebene gae hoher stehen. Wahrend der
Selenit-Depletionsphase kann in der Schweineniggdiiinie LLC-PK1 ein voriberge-
hender Abfall der Expression mit einem folgenderedéranstieg der 5°'DI beobachtet
werden, wahrend die cGPx kontinuierlich abfallte®iist wahrscheinlich durch eine
Verschiebung des Selens beim Ablghar reichlich vorhandenen cGPx zugunsten der
schwacher exprimierten 5°DI bedingt, wodurch died®ktion von fur die Stoffwech-
selfunktion unentbehrlichem T3 aus T4 gesicherdwin der immortalisierten, nicht
transformierten Rattenschilddrisenzelllinie FRTlegluziert Selenentzug das Aktivi-
tats- und mRNA-Niveau von cGPx, wahrend fur 5'Dd iBH-GPx geringere Verande-
rungen beobachtet werden. Die Unterschiede in agereSsion der 5°'DI nach Selen-
Zufuhr in unterschiedlichen Konzentrationen falkmer bescheiden aus, wohingegen

die cGPx-Expression bei Konzentrationen tber 10CanfMiber das Doppelte ansteigt.
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Bemerkenswert ist auch, dass verschiedene Gewébdy DI-Aktivitdt exprimieren,
unterschiedlich und nach einem festen Muster aufatfanen des Selen-Status reagie-
ren. Wahrend die Expression der 5°DI in Leber uneréNschnell auf Selen reagiert,
zeigt sie in der Schilddriise, einigen anderen emadek Geweben sowie im Gehirn nur
geringe Reaktion. Im Gegensatz zu vielen anderemeGen speichert die Schilddrise
aulBerdem unter Selenmangelbedingungen Selen, genéeieinige andere endokrine
Gewebe, Hirngewebe und Gewebe des Reproduktiots{gk22, 48].

Auch die TrxR steht in der Hierarchie der Selengere relativ weit oben. Das regulie-

rende Sequenzelement der TrxR1 ist unter Normatigedigen hochaktiv, reagiert je-

doch weniger auf zusatzliche Selenversorgung asS#eCIS-Element der Typl-Deio-

dase. Dies lasst vermuten, dass bei niedriger @&igorgung die TrxR1-Spiegel besser
aufrechterhalten werden, bei Selentberschuss jekieichdramatischer Proteinanstieg
stattfindet [37].

Andere Studien untersuchen die Unterschiede irReégulation bei Selenmangelbedin-
gungen von SePP und cGPx. Beispielsweise steigsdlendefizienten Ratten nach
Injektion von’°Se-Selenit der Einbau in SePP in der Leber an, vgelgien der Einbau
in cGPx im Vergleich zu Kontrollratten abfallt. Elken die Ratten zun&chst eine nor-
male und daraufhin fir 14,5 Wochen eine Selenmadg| nimmt cGPx im Lauf der
Zeit schneller ab als SePP und erreicht ein niedeg Niveau. Auch das mRNA-Level
sinkt in einer &hnlichen Art und Weise, was aufeegméatranslationale Regulation hin-
weist. Der Selenmangel fuhrt nicht nur zu einenst&kten Abbau der mRNA, sondern
auch zu einer verminderten Effizienz des SECIS-Eleis)bei der Verhinderung eines
vorzeitigen Kettenabbruchs beim UGA-Codon. Zu &tmdn Ergebnissen kam man im
Rahmen einer schwedischen Studie, bei der durah @mstellung auf lactovegetari-
sche Kost die Selenaufnahme der Probanden um &wa &bnahm. In den ersten drei
Monaten nahm die Konzentration von Selen im Plasmall % ab, die der pGPx um
17 %. Hingegen blieb die Konzentration von SePbilst®iesen Befunden zufolge
steht SePP in der Hierarchie hoher als die pGPjx [41
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1.6 RETINSAURE

Retinsaure, der biologisch aktive Metabolit vonawiin A, vermittelt ein weites Spekt-
rum von morphogenetischen, Proliferations- undddéhzierungsprozessen in vitro und
in vivo. Im menschlichen Kérper wird Retinsaurearmanderem aus Vitamin A meta-
bolisiert, das tUber die Nahrung aufgenommen wiraciNdem Transport im Plasma, an
Albumin gebunden, passiert sie frei die Zellmemhwad wird nach Aufnahme in die
Zelle an ein spezifisches Protein (CRABP) gebuntiarZellkern interagiert Retinséure
mit spezifischen Kernrezeptoren, die sich in zwebf@8milien (RARs und RXRs) mit
jeweils verschiedenen Untertypen gliedern. Wie @tierund Vitamin R-Rezeptoren
gehdren sie zu der Familie der Kernrezeptorenaldid iganden-aktivierte Transkripti-

onsfaktoren fungieren.

RARs haben eine hohe Affinitat zu all-trans-Returedund verandern die Genexpres-
sion nach Bindung an bestimmte DNA-Sequenzen, sogde Retinsaure-responsive
Elemente (RAREs). RXRs haben zwar auch eine gevAfisatat zu all-trans-Retin-
saure, 9-cis-Retinsdure bindet hier jedoch weitasser. RARs und RXRs uben ihre
Funktion als Transkriptionsfaktoren meist als RARARHeterodimere aus. Je nach Art
der Bindung und abhangig von der Anwesenheit bestén Agonisten oder Antago-
nisten kbnnen sie spezifische genetische Prograpusiiv oder negativ modulieren.
RXRs sind ferner Dimerisationspartner einer groRamahl anderer nuklearer Kernre-
zeptoren, was mdglicherweise bedeutet, dass spemfi RXR-Liganden multiple
Transduktionswege unabhangig von RARs modulier&). [@a auch Rezeptoren flr
Wachstumshormone, Onkogene, Interleukine, CytokimeeZell-Zell-Interaktionsfakto-
ren mit Retinoidrezeptoren interagieren, spieltif&ture auRerdem eine wichtige Rolle

in der Regulation von Wachstum und Differenzierung Zellen und Geweben.

Wahrend der Embryonalentwicklung ist Retinsdure wichtiger Regulator der Mor-
phogenese. Bei Vitamin A-Mangel oder medikament&sstinsaure-Zufuhr zu Beginn
der Schwangerschaft bei Akne kénnen typische Helalbgen wie zum Beispiel Lip-
pen-Kiefer-Gaumenspalte oder Gliedmal3enfehlbildangesultieren. Aber auch nach
der Embryonalzeit zeigen Retinoide eine ausgepri¢jttung auf Proliferation und
Differenzierung verschiedener Gewebe wie z.B. Ratipnsepithel, Darmschleimhaut,

Haut und diverse Tumorzellen. Auf unterschiedlichemorpromotoren wirken sie
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hemmend. Die Progression von pramalignen ZelleZealen mit invasiven, malignen
Eigenschaften wird verlangsamt, aufgehalten odgarsoliickgdngig gemacht. In der
klinischen Tumortherapie wird Retinsaure im Rahmen Studien und mittlerweile
auch in der Praxis eingesetzt. Das Paradebeigpielfolgreiche Behandlungsstrategien
mit Retinsaure ist die Promyelozytenleukamie, l@ills zu 90 % Remissionen erzielt
werden konnen. Vielversprechende Ergebnisse zeaigtd der therapeutische Einsatz
bei Kopf- und Halstumoren, bei Schilddrisentumared bei Hauttumoren [13, 50, 51,
52]. Verschiedene teils tumorspezifische Mechanrsifidiren entweder zu Rediffe-

renzierung oder verhindern eine weitere Entdiffereming der Tumorzellen.

1.7 FRAGESTELLUNG

Hurthle-Zell-Karzinome stellen wie oben bereitsaatert eine Sonderform follikularer
Schilddrisentumoren dar, weisen jedoch im Vergleichetzteren eine hohere Rate an
Malignitat auf. Das seltene Ansprechen auf eine Radioiodtienayag ein weiterer
Grund sein fur die héhere Mortalitat, die mit dieSEumoren assoziiert ist. Die stark
vermehrten, hyperplastischen Mitochondrien sind 3ahren Gegenstand intensiver
Forschung und zahlreicher Spekulationen. Verschiedéutationen der mitochondria-
len DNA konnten bisher identifiziert werden, deggmauere Bedeutung zur Zeit noch
unklar ist. Mutationen der mitochondrialen DNA e¢alen vermutlich aufgrund von
Schadigung durch mitochondriale ROS. Im Allgemein@nden oxyphile Tumorzellen
als metabolisch aktiv charakterisiert. Allerdingdainen sie Defekte der Atmungskette
aufzuweisen, was eine kompensatorische Vermehrandvidochondrien und infolge-
dessen ein hdheres Mal3 an ROS plausibel erschéssnDies wirft die Frage auf, ob
die Expression von Selenoproteinen, die in erstelelfir den Schutz der Zellen vor

oxidativer Schadigung verantwortlich sind, in HlgtZell-Tumoren intakt ist.

Bei magig differenzierten Schilddrisenkarzinomeer WIC 133 und 238 bewirkt die
Stimulation mit Retinsaure vielfaltige positive &fte im Sinne einer partiellen Rediffe-
renzierung [11,12]. Aufgrund des seltenen Anspresloexyphiler Tumorzellen auf eine
Radioiodtherapie und ihrer vergleichsweise hohemd&az zur weiteren malignen Ent-
artung ist es daher von Interesse, die ReaktiazhsolZellen auf eine Retinsaurestimu-

lation zu prifen. Als in vitro-Modell fur oxyphil&childdriisentumoren eignet sich die
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Zelllinie XTC.UC1, das bisher einzige Zellkulturmedd fir Hurthle-Zell-Karzinome
[53].

Ziel dieser Arbeit ist es, die selenabhangige Esgios und Funktion von Selenoprotei-
nen in XTC-Zellen zu untersuchen. Au3erdem sollyanert werden, ob und in welcher

Form die Stimulation mit N&eQ bzw. Retinsdure einen Effekt auf die Expressian de
verschiedenen Selenoproteine ausibt. Schlie3lich ash das Expressionsmuster
schilddrisenspezifischer Proteine in XTC-Zellentast RT-PCR naher betrachtet wer-

den.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 GERATE

Brutschrank
Filmentwicklungsmaschine
Gamma-Counter
Gel-Apparatur fir Agarosegele
Gel-Apparatur fir SDS-Page
Heizblock

Kamera
Mikrokonzentratoren
pH-Meter

Photometer

Pipetus
Sterilbanke

Thermozykler

Ultraschall

UV-Lampe

Wasserbad

Zentrifugen

Heraeus Instruments (Hanau)
Curix-60, Agfa (Leverknse
Riastar, Packard (Zaventem, Bélgien
Minigelkammer, Rdlarsruhe)
Mini Protean Il, Bio-Rad (Munchen)

Techne DB3, Gesellschaft fur Laboryéda
(Wirzburg)

MP4, Polaroid (Offenbach)

Centricon, Millipore (Biliea, MA, USA)
pH 523, WTW (Weilheim)

UV Visible Spectrophotometer, Pharanac
(Freiburg)

Pipetus-Standard, Hirschmann (Eberstadt)
HA 2472 GS, Heraeus Instruments édan
HB 2448, Heraeus Instruments (Hanau)
MHH, Landgraf (Langenhagen)

PRC-200, MJ-Research (Waltham, MA, USA)

Labsonic, Braun (Melsungen)

FLX-35 M, Vilber Lourmat (Marne-la-Vék,
Frankreich)

Wasserbad 1083, Ges. fur Laborbedariz{Wig)
Kottermann Labortechnik (Uetze/Hanigsen)
Biofuge 17 RS, Heraeus (Hanau)

L 70-Ultrazentrifuge, Beckman (Unterschleil3heim)
EBA 12, Hettich (Tuttlingen)
Megafuge 1.0 R, Heraeus (Hanau)
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2.2 MATERIALIEN

Plastikwaren wurden bei Greiner (Kremsmiinster, @Qsith), Sarstedt (Nimbrecht),
Biometra (Gottingen) und Eppendorf (Hamburg) gekaDhemikalien wurden, soweit
nicht anders angegeben, bei Amersham (Freiburg);RBid (Minchen), Boehringer
(Mannheim), Gibco BRL bzw. Life Technologies (Pajsl Schottland), Merck (Darm-
stadt), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Rglarlsruhe) oder Sigma-Aldrich
(Deisenhofen) bezogen. Losungen wurden je nachtigégdReinheit mit deionisiertem
Wasser, doppelt destilliertem, deionisiertem Wasstar mit sterilem, RNase-freiem

Aqua ad injectabilia von Pharmacia angesetzt.

2.2.1 L6sungen und Puffer

TE 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

TBE 0,09 M Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8,3

PBS (Phospat-gepufferte physiologische Kochsalngsu
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM, NRHPO;, 1,47 mM KHPO,,
pH 7,4

Homogenisationspuffer
250 mM Saccharose, 20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 1 mMibttreitol
(DTT, frisch zugeben), pH 7,4

Farbmarker flr Agarosegele (Stop-Puffer, 5-fachziemitriert)
0,25 % Bromphenolblau (w/v), 0,25 % Xylencyanol\(jy/
30 % Glycerin (w/v), 1 mM EDTA

2.2.2 XTC.UC1-Zellen

Die Hurthle-Zell-Tumor-Zelllinie XTC.UC1 (im Folgelen XTC genannt) wurde
freundlicherweise von Andreas Zielke, Marburg, ¥arfigung gestellt. Hierbei han-
delt es sich um eine Schilddrisenkrebszelllinie, aiis der Weichteilmetastase eines
Hurthle-Zell-Karzinoms bei einer 63jahrigen Fraddhre nach Erstoperation etabliert
wurde. Sie gilt als hochdifferenziert, da die Zelienmunoreaktiv fir Thyreoglobulin
sind und auf TSH-Stimulation mit cAMP-Erh6hung, gégerter Proliferation und Frei-

setzung von Thyreoglobulin reagieren. XTC-Zellerisea eine epitheloide Morpholo-
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gie auf, die Zellzahlverdopplungszeit betragt etw& Tage. In vitro sind sie zu Migra-
tion und Invasion durch rekonstituierte Basalmemerabefahigt, in vivo bilden sie
nach Xenotransplantation in athymischen Mausentapdvetastasen. Sie weisen typi-
sche Charakteristika onkozytarer Zellen auf, wiésgielsweise hypertrophe Mito-
chondrien, eine erhohte Aktivitat der Atmungskettezyme und einen erhdhten Gehalt
an mitochondrialer DNA. Anzeichen von Defekten démungskette oder einer Ent-
kopplung zwischen Atmungskette und ATP-Produktionrken nicht entdeckt werden
[53, 54].

2.2.3 Computersoftware und Statistik

Fur Berechnungen wurde QuattroPro fur Windows @l International Inc.) verwen-
det, Graphiken wurden in SigmaPlot fir Windows (SR&c., Chicago, USA) erstellt,
Bilder wurden in Corel Photo-Paint Version 8.0 uarelDraw 8 (Corel Corporation,
Ottawa, Kanada) bearbeitet und Statistiken in SP&8Sion 11 (SPSS Inc., Chicago,
USA) berechnet. Samtliche Proben wurden als Dugilengelegt und die Versuche
wurden mindestens dreimal durchgefuhrt. Aus derelmgsen wurden Mittelwerte ge-
bildet. Aufgrund des begrenzten Umfangs der Stab@n wurde auf die Darstellung

einer detaillierten statistischen Analyse verzithte

2.3 METHODEN

2.3.1 Zellkultur

Die Passagenzahl der verwendeten Zelllinie XTC.UWglzum Zeitpunkt der Versuche
zwischen 18 und 32. Zur Stammerhaltung wurden diee# als Monolayer in 75 ¢m
Gewebekulturflaschen mit DMEM F12, erganzt mit 10f&alem Kalberserum, kulti-
viert und bei 37°C in feuchter Atmosphére (95% L6t CG) inkubiert. Das Medium
wurde alle 72 bis 96 Stunden erneuert. Einmal pach® wurden die Zellen im Ver-

haltnis 1:5 passagiert wie folgt:

Waschen der Zellen mit HBSS (gepufferte physioldags Kochsalzlosung), Uber-
schichten der Zellen mit 1 ml Trypsin (etwa 5 Mimtinkubation bei 37°C), Suspen-

sion der gel6sten Zellen in serumhaltigem Medium Wiederaussaen [53].
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2.3.2 Gewinnung der Zellhomogenate:

FUr Stimulationsversuche wurden die Zellen zunaohsgtr Serum-freien Bedingungen
gezogen, um eine Selendepletion durchzufihren. Damden sie jeweils am Tag O
passagiert und in 25 éaGewebekulturflaschen ausgesét. Die Zellsuspensiore
dabei im Verhaltnis 1:6 bis 1:8 verdunnt, um eirdethtes Bewachsen des Flaschenbo-

dens aufgrund der langeren Zeitspanne in Kulteéhgsiunten) zu verhindern.

An Tag 2 und 4 erfolgte jeweils ein Mediumwechsél serumfreien Medium. An Tag
7 wurden die Zellen nach einem weiteren Mediumwelcimst serumfreien Medium mit
den jeweiligen Konzentrationen an Selen bzw. 1 iNtans-Retinséure stimuliert. Zur
Bestimmung der Stimulationskinetik wurden die Zelenschlie3end im Abstand von
jeweils 24 Stunden bis Tag 11 (bzw. Tag 13) geerfiiedie Bestimmung der Konzen-

trationsabhéngigkeit wurden die Zellen nach 72 &uram Tag 10 geerntet.

CONCONCDORCHRCDRCDIENCD)
| Splitten/Aussdien ‘ | Medumwechsel Medumwechse! | | Stimulartion Kinetik Kineﬂk| '\qu_ 7‘|‘0\ Kinetik
‘ Dose Resporse

Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf der Zellkultur-Exper imente

Zur Ernte wurde das Medium vollstandig abgesauigt,Zetllen wurden zweimal mit
eiskaltem PBS gewaschen, und durch Abkratzen méneiPlastik-Zellkulturschaber in
eiskaltem Homogenisationspuffer geerntet. Die Zeleirden in Eppendorfreaktionsge-
falRe Uberfuhrt und bei 100 Watt (10 mal 0,5 s Padsiifiziert. Fir TRxXR-Assays wur-

den die Extrakte in diesem Zustand belassen ufgetreren.

FUr die Bestimmung der Typl 5 -Deiodase- bzw. démt&hionperoxidase-Aktivitat
wurden die Extrakte im modifizierten Verfahren ndchu [55] anschlieRend 10 Minu-
ten bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert (BiofugeRS] Heraeus), der Uberstand

(Cytosolfraktion fur GPx-Assays) abgenommen und Bleléet nochmals mit Homoge-
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nisationspuffer wie oben angegeben sonifiziert (Meanfraktion flr Deiodasebestim-
mung). Alle Arbeiten wurden auf Eis durchgefuhrig ®roben wurden bet 20° C

tiefgefroren.
2.3.3 Gewinnung der Proteinkonzentrate aus Kulturme  dium

Um eventuell sezernierte Proteine im konditionierddedium bestimmen zu kdénnen,
wurde der Zellkulturiberstand mit Hilfe von Mikrakoentratoren in der Kuhlzentrifuge
bei 4000 rpm und 4°C einkonzentriert. Dabei wurds Wolumen von 2 ml auf etwa 25

bis 50 pl reduziert.

2.3.4 Protein-Bestimmungen

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde dueaten modifizierten Bradford-Pro-
teinassay von Bio-Rad bestimmt [56]. Die Messurfglgie am Photometer bei einer
Wellenlange von 595 nm. Anhand der Standardkungeeaer 1gG-Proteinstandard|o-
sung (unterschiedliche Konzentrationen von ca.bis31,9 mg/ml) wurde die Protein-

konzentration bestimmt.

2.3.5 Aktivitatsbestimmumg der Glutathionperoxidase n

Die Bestimmung der GPx-Aktivitat wurde durch eirggkoppelten enzymatischen Test
nach Beutler durchgefiihrt [57]: Die GPx reduzieerdXid (im Assay tertiar-Butyl-
Hydroperoxid) zu Alkohol, wobei GSH zu GSSG oxitimird.

R-OOH + 2 GSH1 fif* . R-OH + HO + GSSG

Oxidiertes Glutathion kann durch die Glutathion-Rddse (GSH-Red.) unter NADPH-
Oxidation wieder regeneriert werden. Die Oxidatiom NADPH/H zu NADP kann

spektralphotometrisch bei 340 nm beobachtet werden:
GSSG + NADPH/A O B9 -, 2 GSH + NADP

In einem Endvolumen von 1 ml wurden in einer Haknokivette der Reaktionsansatz
vorgelegt, bestehend aus:
Tris-Puffer (pH 8,0) 0,1 M
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EDTA (pH 8,0) 0,5 mM

NADPH 200 pM
Glutathion 2 mM
Glutathion-Reduktase 1U/ml

(Typ IV aus Backerhefe)

50 pg (Rattengewebe) bzw. 100 pg (Zelllinien) Rnoteer Cytosolfraktion wurde zu-
gegeben. Zur Bestimmung der unspezifischen NADPIlti&aon wurde vor dem Start
der Reaktion zu je einem der Dreifachwerte 10 mMddptosuccinat (Endkonzentra-
tion) zugegeben. Die erhaltenen Werte wurden sp@erden Messwerten abgezogen.
Mercaptosuccinat blockiert spezifisch die GPx-Aitéit’und besitzt bei 340 nm eine zu
vernachlassigende Absorption. Die Reaktion wurdeldid uM tertiar-Butyl-Hydroper-
oxid gestartet. Nach einer kurzen Vorinkubationsghaon eineinhalb Minuten wurde
die NADPH-Oxidation im Photometer bei 340 nm undiRéemperatur 3 Minuten lang

Uber den linearen Bereich hinweg gemessen.

2.3.5.1 Berechnung der spezifischen GPx-Aktivitat:
Die Aktivitdt der GPx wurde bei einem Extinktiongffizienten fir NADPH von

enappH(340 nm) = 6,22 mM cn?® cmi* nach folgender Formel berechnet [58]:

A Azgomin™* 1 cn * 1000
Spezifische GPx-AktivitatD 0D 0 0 00O 0000000 oooooood
[nmol * mg**min"] 6,22 cni pmol* cmi* * 1 cm * Proteinmenge in [mg]

2.3.6 Aktivitatsbestimmung der Thioredoxinreduktase n

Die Aktivitat der Thioredoxinreduktasen wurde im BB-Reduktionsassay bestimmt.
Alle bisher bekannten grofRen ThioredoxinreduktdSmiekulargewicht ca. 55 kDa pro
Untereinheit) reduzieren das artifizielle Disulfidistrat 5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoat)
(DTNB, Ellmann’s Reagenz) NADPH-abhangig zu 2-NBrthiobenzoat (TNB).

In Halbmikroktvetten wurden zuné&chst 900 pl deskReasmix vorgelegt:

NADPH 0,24 mM
EDTA 10 mM
BSA 0,2 mg/ml
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DTNB 5,05 mM
KPO, (pH7,0) 1M: KHPO,1M
KH,PO, 1 M

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 100 pl des Hmnates gestartet. Beim Leer-
wert wurden statt dessen 100 pul Homogenisationspuafigesetzt, um den nicht enzy-
matischen Umsatz zu bestimmen, der bei der Berechder Aktivitdit vom Rohwert

subtrahiert wird.

2.3.6.1 Berechnung der spezifischen TRxR-Aktivitat:

Gemessen wird die durch das Thiolat des gebildéldB gemessene Absorptionszu-
nahme bei 412 nmefus(412 nm)= 13,6 mMcm?) wahrend der ersten zwei Minuten.
Rechnerisch wird die Aktivitat auf den NADPH-Verbch bezogen. Da pro NADPH
zwei TNB entstehen, muss die Absorptionsanderusgtzlich durch 2 geteilt werden.
Ein Unit an TRxR-Aktivitat schliellich ist definieals 1 pmol pro Minute gebildetes
TNB bei 37 °C [58]:

JAWAVED) min'l *1 cm°’
Spezifische TRxR-Aktivitatd O 0 -0 0 0 0 0000000000000 0O0O0O
[mU * mg™ * min] 13,6 cni pmol* cmi* * 2 * 1 cm * Proteinmenge in [mg]

2.3.7 Aktivitatsbestimmung der Deiodase-Isoenzyme

2.3.7.1 Reinigung des Tracers

Die Aktivitat der Typl-Deiodase (5'DI) wurde duremen Test bestimmt, der auf der
enzymatischen Freisetzung VB~ aus radioaktiv markiertem 3,3",541]- Triiodothy-
ronin (rT3) (NEN, Zaventem, Belgien) beruht [59]onjedem Test wurde der Tracer
zunachst durch Adsorptionschromatographie an Sephiad 20 (Pharmacia) gereinigt,
da wahrend der Lagerung spontane Deiodierung umibRRae auftreten kdnnen. Die
Menge des zu reinigenden Tracers wurde jeweilsesgablt, dass der fertige Substrat-
mix fir die Reaktionslésung eine Aktivitdt von d&&0 000 cpm/50 pl aufwies. Zur
Aufreinigung des Tracers wurden 600 pul Sephadegpgndiert in 0,1 N HCI) in eine
Kunststoffsaule mit Fritte pipettiert und mit 3 @l N HCI aquilibriert. Nach Auftra-
gen des Tracers wurde dieser zunachst mit 3 mlwh@l anschlielBend mit 3 ml.8

gewaschen. Die Elution erfolgte mit 1 ml einer Ldgwaus Ethanol und NHm Ver-
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haltnis 98:2 (v/v) durch Zentrifugation (1000 rpgnMinuten) in ein Glasrohrchen. Das
Loésungsmittel wurde dann in einem lauwarmen Wasskedurch N-Strom vollstandig

eingedampft.

2.3.7.2 Messung der Enzymaktivitat
Unmittelbar danach wurde der Tracer in einem zwébifeonzentrierten Substratmix aus

NaOH 0,33 mM
DTT 40 mM
EDTA 2 mM
KoHPOJ/KH,PO, pH 6,8 0,2 M
nicht-markiertes rT3 0,2 uM

wieder gelost.

Der Enzymtest wurde in einem Endvolumen von 10@urthgefihrt. Fur jede Probe
wurden drei parallele Ansatze gemessen. Es wurelerils 40 pl des zu messenden
Homogenates (mit einer Gesamtproteinmenge von 4@®iug) und 10 pl # bzw.
PTU als Inhibitorlésung vorgelegt. Die Reaktion deirdurch Zugabe von 50 pl Sub-
stratmix gestartet und fir 60 Minuten bei 37°C inileut. Zum Abstoppen der Reaktion
wurden 50 pl einer Losung aus

Bovinem Serumalbumin (BSA) 10 %

PTU 10 mM

zum Abfangen der lodothyronine bzw. Hemmung derl&Ktivitat zugegeben. Die
Proteine wurden anschlieRend mit 400 pl 10%igeikadier Trichloressigsaure ausge-
fallt. Das Prazipitat wurde abzentrifugiert (40Q&m; 10 Minuten) und anschliel3end
480 pl des Uberstandes auf Dowex 50 WX-2-Sauleo-Rgid) aufgetragen, die vorher
mit 4 ml 10%iger Essigsaure gewaschen wurden. §téf wurde mit zweimal 1 ml
10%iger Essigsaure in Glasrohrchen eluiert und 1@utdn im Gamma-Counter ge-
zahlt. Zur Ermittlung der Blindwerte wurden 50 pllStratmix mit 10 pl KO inkubiert
und das Homogenat erst nach Abstoppen der Reautigegeben. Zur Berechnung der
spezifischen Aktivitat mufd der Wert bestimmt werdéder bei 100 % Umsatz theore-
tisch erreichbar ware. Hierzu wurden 50 pl des Batmsixes in 2 ml HO ebenfalls im

Gamma-Counter gezabhilt.
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2.3.7.3 Berechnung der spezifischen 5 DI-Aktivitat:
Die Deiodaseaktivitdt wurde in fmol deiodiertes rfp mg Protein und Minute be-
rechnet:

2 * rT3-Menge [nmol] * 10 (cpmyei-CPMying)
Spezif. Deiodaseaktivitat 1 0 0 0000000000000 OOODOOO0OO
[fmol/mg/min] CpMuioo %) * Proteinmenge [mg] * Zeit [min] * 480/550

Da beim Umsatz des Substrats rT3, aufgrund deerfrBrrehbarkeit um die Etherbin-
dung, mit gleicher Wahrscheinlichkeit sowofifl” als auch nicht radioaktives lodid
freigesetzt wird steht im Zahler der Faktor 2. D& 480 pl von 550 pl des Uberstandes
Uber die Saulen gereinigt wird, wird auch diesettéamit in die Berechnung einbezo-
gen. Die Konzentration an nicht markiertem Subsichitet sich nach der zu erwarten-
den Aktivitat des entsprechenden Isoenzyms. Diegdem radioaktiv markiertem Sub-
strat (spezifische Aktivitat: 27 bis 40 MBqg/pg) ist Vergleich zum kalten Substrat
vernachlassigbar klein, so dass dieser Faktor mohin die Berechnung der Aktivitat

einbezogen wird.

2.3.8 Western-Blot

Der Western-Blot ist eine Kombination von hochasdéidder Elektrophorese in SDS-
Polyacrylamidgelen und immunologischem Nachweis, @élee spezifische Detektion
von Proteinen auch in geringsten Konzentrationdégubt [60]. Nach Beendigung der
Gel-Elektrophorese werden in einem zweiten elekioogtischen Schritt, dem Blotten,
die nach Molekulargewicht aufgetrennten Proteiné e@ne Nitrozellulosemembran
Ubertragen, um die Proteine fir Antikbrper zugéitgku machen und sie zu immobili-
sieren. Der Nachweis erfolgt mit einem zweiten Rotper und einer enzymatischen

Reaktion.

2.3.8.1 SDS-PAGE (Sodiumdodecylsulfat-PolyacrylamiGel-Elektro-
phorese)

Das Trenngel wurde auf Basis von MDE-Gel-LosunggeiPolyacrylamid-ahnlichen
Matrix, hergestellt:

MDE-L6sung (Bio Whittaker Mol. Appl., Rockland, MEJSA) 3,6 ml

Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) 3,0 ml
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SDS 10 % 120 pl
H.O 5,215 ml

Nach Zugabe von 60 pl 40%igem Ammoniumperoxodisy#dS) zum Starten der
radikalischen Polymerisation und 4,8 pl N,N,N°,NettBmethylethylendiamin
(TEMED) als Katalysator wurde das Gel luftblasenimeden Giel3stand gegossen.

Fur das Sammelgel wurde eine Loésung angesetzt aus:

MDE-L6sung 750 pl
Tris-HCI 1,0 M (pH 6,8) 650 pl
H.O 3,570 ml

25 ul APS und 5 pul TEMED wurden dazugegeben wiendi@schrieben. Anschliel3end

wurde die Sammelgellésung auf das Trenngel gegeben.

Die Proben mit einem Proteingehalt zwischen 10 RB@dug wurden mit Roti-Load
4fach Probenpuffer (Roth, Karlsruhe) versetzt, his8end 5 Minuten in kochendem
Wasser denaturiert und auf Eis gelagert. Zur Ebgktorese wurden die auspolymeri-

sierten Gelplatten in die Zellen eingesetzt undlaitfpuffer bedeckt, bestehend aus:

Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1%

Als Proteinmarker wurde Sigma P-1677 prestainedesetzt, eine Mischung aus fol-

genden sechs vorgefarbten Proteinen:

Protein Molekularmasse | Molekularmasse mit Berticksibtigung d. Farbstoffs
B-Galaktosidase 116 kDa 126 kDa

Fructose-6-Phosphat-Kinasg 84 kDa 102 kDa

Pyruvatkinase 58 kDa 81 kDa

Ovalbumin 45 kDa 53,5 kDa

Laktatdehydrogenase 36,5 kDa 37 kDa

Triosephosphat-lsomerase 26,6 kDa 31,4 kDa

Tabelle 1: Zusammensetzung des Protein-Markers SiganP-1677 prestained
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Bis die Proben das Trenngel erreicht hatten, werde Spannung von 110 V angelegt.
Danach wurde auf 200 V erhoht, bis die Markerbadeteunteren Gelrand erreichte.

2.3.8.2 Elektroblot

Fur den Blot wurde eine verstarkte Nitrocelluloserbean Optitran BA-S 85, 0,45 pum
(Schleicher und Schuell, Dassel) verwendet. Gel Meenbran wurden luftblasenfrei
zwischen zwei mit Transferpuffer getrankten WhatsRdtern und zwei Schaumstoff-
pads in die Halterung eingelegt und in die mit Bfarpuffer gefiillte Elektroblotappa-

ratur eingesetzt.

Zusammensetzung der Transferpuffer-Stammldsung¢hdfonzentriert):

Tris 0,25 M
Glycin 19M
pH 10,0 mit NaOH-Platzchen einstellen

Zusammensetzung der Transferpuffer-Gebrauchslésung:
Transferpuffer-Stammlésung 100 ml
Methanol 200 ml
H,O 700 ml

Der Elektroblot wurde fur zwei Stunden unter stgediKihlung bei einer Spannung
von 20V mit einer Stromstarke von 300 mA durchbefiDie geblotteten Banden

wurden anschlief3end durch eine Ponceau S-Farbuargrix.

Zusammensetzung der Ponceau S-Stammldsung:
Ponceau S 29
Trichloressigsaure 30 g
Sulfosalicylsaure 30¢g
H.0O ad 100 ml

Um eine Gebrauchslésung herzustellen, wurde diedzanS-Stammldsung 1:10 mit
Wasser verdunnt. Darin wurde die Membran 5 bis 10ukén leicht geschwenkt, dann
mit entsalztem Wasser gewaschen, zwischen Foleggeind zur Dokumentation am
Densitometer fotografiert. Um freie Platze auf ddéembran als nicht erwiinschte

potenzielle Bindungsstellen fir spater zugegebessgBnzien zu blockieren, wurde die
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Membran nun 2 Stunden bei Raumtemperatur in Blockgslosung geschwenkt,

bestehend aus:

BSA 2,5 %
Magermilchpulver 2,5 %
Pferdeserum 2,0 %

Tween-20 0,1 % in PBS ad 100 ml

Anschlie3end wurde mit dem ersten, mit Inkubatiosshg 1 im Verhéltnis 1:750 ver-

dinnten SePP-Antikorper rP2 bei 4°C Uber Nacht et Am nachsten Morgen

wurde der Antikorper vier mal 10 Minuten mit einsdsung aus 1,0 % BSA, 1,0 %
Magermilchpulver, 1,0 % Pferdeserum und Waschléduad 200 ml abgewaschen und
die Membran mit dem zweiten Antikorper anti-rabigic Peroxidase-Konjugat (Sigma)
(1:2000 in Inkubationslésung 2 verdinnt) eine Seuhdi 4°C inkubiert. AbschlieRend
wurde nochmals vier mal 10 Minuten mit einer Losang 1,0 % BSA, 1,0 % Mager-
milchpulver, 1,0 % Pferdeserum und Waschlésung 208dml gewaschen.

Zusammensetzung der Inkubationslosung 1:

BSA 1,0%
Magermilchpulver 1,0%
Pferdeserum 1,0%
Tween-20 0,1 % in PBS ad 6 ml

Zusammensetzung der Waschlésung 1

Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
NaCl 150 mM
EDTA (pH 8,0) 2mM
Triton X-100 0,1 %

H,O ad 1000m|

Zusammensetzung der Inkubationslésung 2

BSA 1,0 %
Magermilchpulver 1,0%
Pferdeserum 1,0 %
Tween-20 0,1 % in PBS ad 40 ml
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Zusammensetzung der Waschlésung 2

Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
NaCl 1 mM
EDTA (pH 8,0) 2 mM
Triton X-100 0,1 %
H.O ad 1000m|

Zur Detektion wurde zunachst eine Reagenzlésungelseellt aus:

ECL-L6sung | 5 ml
ECL-LOsung lI 5 ml
Tween-20 0,05 % in PBS ad 40 ml

Die Membran wurde fir eine Minute mit der Reagesaiiy bedeckt. Nach dem Ab-
tropfen wurde die Membran luftblasenfrei zwischeolid- gelegt, ein KODAK X-
OMAT-Film (Weisser, Minchen) wurde aufgelegt unddarief3end in der Photoma-

schine entwickelt.

2.3.9 RT-PCR

Die RT-PCR ist ein Verfahren, mit dem man durcherse Transkription aus isolierter
RNA eine DNA mit komplementarer Sequenz (cDNA) egen kann. In einer Polyme-
rase-Kettenreaktion kbnnen dann spezifische Taé8ggtienzen nachgewiesen werden.

2.3.9.1 RNA-Isolierung mit RNeasy-Saulchen von Qi&gp

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurden die XTC-Zellemnéachst zweimal mit
autoklaviertem PBS gewaschen, grundlich abgesangtnit dem RNeasy Mini Kit
von Qiagen nach Protokoll des Herstellers veragheidabei wurde auf RNase-freies

Arbeiten geachtet.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde eine Verdinniegige der RNA mit HO im
Verhéltnis 1:49, 1:99 und 1:199 hergestellt und da@in RNA-Programm des Photo-
meters in einer Quarzklvette nach Einstellung dgswvdrts durch HO gemessen. Aus
den vom Photometer ermittelten Werten wurde daarRiNA-Konzentration berechnet
(XTC-RNA: 0,66 mg/ml).
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2.3.9.2 Reverse Transkription

Zu 5 pg Gesamt-RNA in 10 pul RNase-freiem Wassedwdr pul Oligo-dT gegeben (12
bis 18 bp), ein Poly-A-Strang, der als unspezitesdArimer vor allem mRNA erkennt.
Durch 10minttige Inkubation bei 70°C und nachfoldmrascher Abkihlung auf Eis

wurde die RNA linearisiert. Anschliel3end wurden presatz

5-fach First Strand Buffer 4 pl
DTT 0,1 M 2 ul
Desoxyribonukleotide 1l
(ANTP: dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 10 mM)
RNAse Out Inhibitor 1l

zupipettiert und fur 2 Minuten bei 42°C vorinkultiddie Reverse Transkription wurde
durch Zugabe von 200 U Superscript Reverser Trgtake gestartet und bei 42°C fur
50 Minuten inkubiert. Als Negativkontrolle wurderdgleiche Ansatz ohne Transkrip-
tase inkubiert. Um das Enzym zu denaturieren wdideReaktion anschlie3end fur 15
min auf 72°C erhitzt und bis zur weiteren Verwenglinei —20°C gelagert. Als Positiv-
kontrollen wurde entweder cDNA aus FTC 133-ZellelerocDNA aus einem Gemisch
verschiedener nicht maligner Strumen verwendet.dDIBIA fir die Positivkontrollen

wurde freundlicherweise von Sarah Kaufmann zur grhg gestellt.

2.3.9.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die so hergestellte cDNA wurde in der Polymeradeketaktion vervielfaltigt [61, 62].

Ein PCR-Ansatz enthielt in einem Endvolumen vonu&0

Template-cDNA 4 ul derl:6 verdinnten cDNA
Primer sense/antisense jeweils 25 pmol

10-fach Puffer 5ul

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) je 0,2 mM

H,O ad 50 pl

Tag-Polymerase (Qiagen) 0.25 pl

Der Ansatz wurde zunachst fir 300 s auf 94°C erharzschlieR3end wurde die DNA in
15 bis 30 Zyklen der Abfolge [45s, 94°C; 45s, 'T'46 s, 72°C], einmalig 300 s, 72°C

amplifiziert. Die Annealingtemperatur 'T' wurde iallgemeinen 1-2°C unter der
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Schmelztemperatur des Primers gewahlt. Tab. 3 ajii# Ubersicht der verwendeten
Primerkombinationen, der Produktlangen, der Anngé&dimperaturen sowie der Kon-

zentration an MgGl

2.3.9.4 Analyse der PCR-Produkte im Agarosegel

Zur Analyse wurden die DNA Fragmente durch Elektianese im mit Ethidiumbromid
(5,0 pl pro ml Gel) gefarbten Agarosegel aufgettejgnnach erwarteter Produktléange
wurden dabei 1 % oder 2 % Agarose in TBE 0,5 % eedet. Ethidiumbromid inter-
kaliert mit der DNA und fluoresziert im UV-Licht b254 nm Wellenlange. Nach
Auspolymerisation wurde das Gel in die Kammer Uldetf und mit TBE 0,5% als
Laufpuffer bedeckt. 10 ul PCR-Produkt wurden m& @] 6x-Loading buffer versetzt
und vorsichtig in die Geltaschen aufgetragen, zstiBxmung des Molekulargewichtes
wurde ein 100-bp-DNA-Langenmarker (Life Technola)i&erwendet. Die Auftren-
nung der Fragmente erfolgte bei 100 V und 150 mAsdhliel3end wurde das Gel unter
UV-Licht photographiert.
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Gen Primerkombination | Produktlange | Annealingtemp. T' MgCI2- .
g gtemp
Konzentration
B -Aktin® g:ﬁtﬂglz 661 bp 60°C, 35 Zyklen .
GAPDH! gﬁﬁgﬂ : 600 bp 60°C, 35 Zyklen -
Glut 12 VY g; 723 bp 62°C, 35 Zyklen -
Thyreoglobuli %; 280 bp 62°C, 35 Zyklen .
. Tall Touchdown: 63-55°C
Thyreoglobulirt | .0\ 160 bp -1°C/ZykK., 40 Zyklen
DI g g’g 605 56°C, 40 Zyklen 2,0 mM
DIl VY S 796 bp 58°C, 35 Zyklen -
TSH-Rezeptdt” EEE% 310 bp 55°C, 40 Zyklen 2.0 mM
NIS? CR11 60°C, 35 Zyklen
CR 12
NIS 1P CR 13 o7 60°C, 35 Zyklen
CR 14 » 99 £y

10 RAR o 1 o -
RAR a ol 600 bp 64°C, 35 Zyklen

" RARP 1 . B
RAR P RAR b 2 600 bp 64°C, 35 Zyklen

10 RAR Y 1 ° .
RARy RAR 2 600 bp 64°C, 35 Zyklen

Tabelle 2: Verwendete Primerkombinationen, Produktingen, Annealingtemperaturen und MgC}-
Konzentrationen bei der Amplifikation der untersuchten Gene.

! Stratagene

2 Ralf Winzer, RT-PCR-Nachweis schilddriisenspedifscGene in menschlichen Schilddriisengeweben
und Zelllinien. Inauguraldissertation, Wirzburg020

® Tallini G., Ghossein R.A., Emanuel J., Gill J.nkér B., Dimich A.B., Costa J., Robbins R., Burrow
G.N., Rosai J. (1998) Detection of thyroglobulimyrbid peroxidase, and RET/PTC1 mRNA transcripts
in the peripheral blood of patients with thyroidetse. J. Clin. Oncol. 16 (3): 1158-1166

“ Barbara Ruger, Etablierung der quantitativen Asalyon schilddriisenrelevanten Genen in humanem
Biopsiematerial und Zelllinien. InauguraldissexatiWirzburg, 2002

® Ralf Winzer, RT-PCR-Nachweis schilddriisenspediscGene in menschlichen Schilddriisengeweben
und Zelllinien. Inauguraldissertation, WirzburgP20

® Nagayama, Y., Kaufman, K.D., Seto, P. and Rapoport1989) Molecular cloning, sequence, and
functional expression of the cDNA for the humanrtiisopin receptor. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 165, 1184-1190

" Libert, F., Lefort, A., Gerard, C., et al. (198%Ipning, sequencing, and expression of the human
thyrotropin (TSH) receptor: evidence for bindingaattoantibodies. Biochem. Biophys. Res. Commun.
165, 1250-1255

8 Cornelia Schmutzler, unveréffentlicht

° Cornelia Schmutzler, unveréffentlicht

19 Rosewicz S, Brembeck F, Kaiser A, Marschall Z\Vedkien EO. Differential growth regulation by all-
trans retinoic acid is determined by protein kin@salpha in human pancreatic carcinoma
cells.Endocrinology. 1996 Aug;137(8):3340-7
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3 ERGEBNISSE

3.1 NACHWEIS VON SELENOPROTEINEN IN XTC-ZELLEN NACH STIMU-

LATION MIT NA,SEO3- BZW. ALL-TRANS-RETINSAURE

Die Aktivitdten der Glutathionperoxidasen, Thiorgohweduktasen und Deiodasen in
XTC-Zellen nach Stimulation mit N&eQ wurden in Abhangigkeit von Stimulations-
zeit und Selenit-Konzentration im Medium bestima3erdem wurde der Effekt von

all-trans-Retinsdure (all-trans-RA) allein und inribination mit Selenit untersucht.

3.1.1 Glutathionperoxidaseaktivitaten

Die Konzentrationsabhangigkeit der Glutathionpetaze-(GPx-)aktivitat zeigt einen
deutlichen, hochsignifikanten Anstieg ab ,SaQ-Konzentrationen von 10 nmol/l.
Zwischen 100 bis 300 nmol/l wird ein Plateau etrgibei 1000 nmol/l fallt die Kurve
bereits wieder ab. Bei 100 nmol/l ergibt sich etrmBlationsfaktor auf das 30,9-fache

im Vergleich zur Kontrolle.

Stimulation der Zellen mit all-trans-RA alleine iKonzentration von 1 pmol/l bewirkt
nach 72 h keinen Aktivitdtsanstieg der GPx. In Kambon mit Natriumselenit ergibt
sich zwar eine etwas hohere Aktivitdt im Verglemlir alleinigen Stimulation mit Na-

triumselenit, der Unterschied ist aber nicht sigaifit.

In der Kinetik nimmt die Enzymaktivitat bereits hma24 Stunden Stimulation mit 100
nmol/l NaSeQ deutlich zu. In den folgenden Tagen steigt dieviéuweiterhin konti-

nuierlich an. Nach 96 Stunden erfolgte fur die naatht geernteten Zellen ein Medi-
umwechsel, ab diesem Zeitpunkt nimmt die Steilded Kurvenanstiegs nochmals zu.
Die depletierten und nicht stimulierten XTC-Prolzeigen keine nennenswerte Enzym-

aktivitat.

Auch in konditioniertem Medium von XTC-Zellen kamme von Dosis und Zeit der
Selenitstimulation abhéngige Zunahme der Enzymigdtivqualitativ nachgewiesen
werden. Einer vorsichtigen Schatzung zufolge béulagins Medium sezernierte Anteil

etwa 5 bis 10 % der in den Zellen enthaltenen Emagnge.
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Abbildung 2: Dosis-Wirkungs-Beziehung der GPx-Aktiitéat in XTC-Zellen
nach 72 h Stimulation mit NaSeQ:.
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Abbildung 3: GPx-Aktivitat in XTC-Zellen nach 72 h Stimulation mit
Na,SeQ; bzw. all-trans-RA.
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Abbildung 4: Kinetik der GPx-Aktivitat in XTC-Zelle n nach Stimulation

mit 100 nmol/l Na,SeG;.
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Abbildung 5: GPx-Aktivitat in konditioniertem Medium von XTC- Zellen
nach 72 h Stimulation mit NaSeQ; bzw. all-trans-RA.
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Abbildung 6: Kinetik der GPx-Aktivitat in kondition iertem Medium von XTC-
Zellen nach 24 bis 96 h Stimulation mit 100 nmolMNa,SeG;.
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3.1.2 Thioredoxinreduktaseaktivitaten

Die Thioredoxinreduktasen zeigen in ihrer Aktiviglienfalls eine klare Selenitabhan-
gigkeit. In der Dosis-Wirkungs-Kurve liegt hier hicwie bei den Glutathionperoxida-
sen ein kontinuierlicher Anstieg vor. Stattdessemnden bereits ab Natriumselenitkon-
zentrationen von 1 nmol/l maximale Aktivitaten échd. Diese halten sich auf einem
Plateau ohne nennenswerten Abfall bis zu Konzeotran von 1000 nmol/l. Der Sti-

mulationsfaktor der Probe mit 100 nmol/l jS&Q in Bezug auf die Kontrolle betragt
nach 72 h 3,0.

Weder Stimulation der Zellen mit all-trans-RA atleiin Konzentration von 1 pmol/l
noch die Kombination mit N&eQ bewirkt nach 72 h einen Aktivitdtsanstieg der TrxR

im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle.

In der Kinetik beobachtet man schon nach 24 h Satimn mit 100 nmol/l NgSeQ

einen deutlichen Aktivitdtszuwachs von 1,04 mU/mg/nm der Kontrolle auf 2,65,
entsprechend einem Stimulationsfaktor von 2,5. Dlarsdeigt die Aktivitat der stimu-
lierten Zellproben nur noch unwesentlich an, dieyEmaktivitaten der Kontrolle hinge-

gen fallen leicht ab.

Die Daten legen auch fur die Thioredoxinreduktasielen Anstieg der Enzymaktivita-
ten in konditioniertem Medium nahe. In der Kineisk ein deutlicher Anstieg im Ge-
gensatz zu den Zellextrakten allerdings erst n&BtBnden zu beobachten. In der Do-
sisabhangigkeitskurve steigt die Aktivitat im Vexigh zur Kontrolle ab einer Konzen-
tration 10 nmol/l an. Der Anteil der sezerniertemoFedoxinreduktasen im Vergleich
zu der in den Zellen enthaltenen Menge betragt giraben Abschéatzung zufolge etwa

10 bis 20%.
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Abbildung 7: Dosis-Wirkungs-Beziehung der TRxR-Aktwitat in XTC-
Zellen nach 72 h Stimulation mit NaSeG;.
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Abbildung 8: TRxR-Aktivitat in XTC-Zellen nach 72 h Stimulation mit
Na,SeQ; bzw. all-trans-RA.
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Abbildung 9: Kinetik der TRxR-Aktivitat in XTC-Zell en nach 24 bis 96 h
Stimulation mit Na,SeG;.
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungs-Beziehung der TRxR-Aktvitat in konditioniertem
Medium von XTC-Zellen nach 72 h Stimulation mit NgaSeG;.
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Abbildung 11: TRxR-Aktivitat in konditioniertem Med ium von XTC-Zellen
nach 72 h Stimulation mit NgSeQ; bzw. all-trans-RA.
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Abbildung 12: Kinetik der TRxR- Aktivitat in konditioniertem Medium von
XTC-Zellen nach 24 bis 96 h Stimulation mit 100 nmid Na,SeG;.
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3.1.3 5°-Deiodase Typ 1-Aktivitaten

Die Aktivitat der 5"-Deiodase Typ 1 (5°'DI) wurdeilfgihen und spaten Passagenzah-
len der XTC-Zellen gesondert gemessen. In frihessdpen (21 bis 23) zeigt die 5Dl
ebenfalls eine deutliche Abhangigkeit von der Natiselenitkonzentration im Medium.
Bereits nach 24 h steigt die Enzymaktivitat von Mittel 818,7 in der Kontrolle auf
1369,2 pmol/mg/min signifikant an, entsprechendeinStimulationsfaktor von 1,7.
Das Maximum von durchschnittich 3880,0 pmol/mg/mifKontrolle: 718,4
pmol/mg/min; Stimulationsfaktor 5,4) wird nach 7Z2heicht, danach fallen die Akti-
vitaten leicht ab. Die Aktivitat der nicht stimuien Proben nimmt nach 96 h auf 40 %
des Wertes bei 24 h ab.

Bei héheren Passagenzahlen jedoch, zwischen 28indst durch Stimulation mit
NaSeQ gleich welcher Konzentration kein Effekt mehr zuielen. Auch die Abso-
lutwerte der 5"DI-Aktivitat erreichen dann nur nogetwa 8 % der Aktivitat von Zellen
mit niedriger Passagenzahl. Bei Stimulation miti@hs-RA allerdings kann man eine
leichte Steigerung verzeichnen. In Kombination dfi0 nmol/l Selen steigert sich die

Aktivitat sogar auf das 23,5-fache der Kontrolle.

Die Aktivitdten der anderen Selenoenzyme (GPx uR&R) sinken weder im zeitlichen
Verlauf derartig ab noch lasst sich eine signiftkaBteigerung bei der Stimulation mit

all-trans-RA mit oder ohne Kombination mit }&Q erzeugen.

Bei Zellen mit weniger Passagen (zum Zeitpunkt\desuchs zwischen 21 und 23) ist
in der Dosis-Wirkungs-Kurve der Zuwachs an 5 DI-kitét bereits ab einer Selenit-
konzentration von 0,1 nmol/l signifikant. Der Stilationsfaktor erreicht bei 200 nmol/|
Selen mit einem 5,4-fachen Wert im Vergleich zumiolle sein Maximum, dartber

hinaus sinken die Enzymaktivitdten wieder leicht ab
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Abbildung 13: Dosis-Wirkungs-Beziehung der 5’ DI-Akivitat in XTC- Zellen
nach 72 h Stimulation mit NgSeG; bei niedriger Passagenzahl.
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Abbildung 14: 5"DI-Aktivitat in XTC-Zellen nach 72 h Stimulation mit
Na,Se; bzw. all-trans-RA bei niedriger Passagenzahl.
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Abbildung 15: Kinetik der 5"DI-Aktivitat in XTC-Zel len nach 24 bis 96 h
Stimulation mit Na,SeQ; bei niedriger Passagenzahl.
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Abbildung 16: Dosis-Wirkungs-Beziehung der 5°-DI-Akivitat XTC-Zellen
mit héheren Passagenzahlen nach 72 h Stimulation tila,SeQ;.
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Abbildung 17: 5"DI-Aktivitat in XTC-Zellen mit hthe ren Passagen-
zahlen nach 72 h Stimulation mit NaSeQ; bzw. all-trans-RA.
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3.1.4 Selenoprotein P

In der Western Blot-Analyse von konditioniertem Med mit SePP-spezifischem An-
tikbrper ist eine Bande bei 65 kD nachweisbar. ®igsgt auf der selben Hohe wie die
Positivkontrolle aus Extrakten der Hepatokarzindiimie HepG2. Zwischen Selenit-

stimulierten und nicht stimulierten XTC-Zellen badst kein deutlicher Unterschied.

B
o @5' 0“\/ Abbildung 18: Nachweis von
_{‘S & 8 Selenoprotein P aus konditionierter
* L Medium mittels Western Blot.
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3.2 ERGEBNISSE DER RT-PCR

Weiterhin soll im Rahmen der Arbeit geklart werdemyieweit XTC-Zellen ein schild-
drisenspezifisches Muster der Genexpression awdneldierzu wurden die Zellen auf
die mRNA verschiedener Proteine, die typischerwaisdifferenzierten Schilddrisen-

zellen exprimiert werden, mittels RT-PCR untersucht

3.2.1 GAPDH und B-Aktin

Um die erfolgreich gelungene RNA-Isolierung und ¢bBynthese zu Uberprifen,
wurden die Proben auf die Expression WAktin und Glycerinaldehydphosphat-De-
hydrogenase (GAPDH) untersucht. Diese sogenanritensg-keeping“-Proteine sind
in jeder menschlichen Zelle vorhanden. In der PERt=ich auch fur XTC-Zellen eine
deutliche Expression der beiden mRNAs. (Aktin nighteigt.)
&
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Abbildung 19: Nachweis von
GAPDH-mRNA-Transkripten aus
XTC-Zellen mittels RT-PCR.
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3.2.2 Glucose-Transporter Typ 1

Der Typ 1-Glucose-Transporter (Glut 1) ist normakdse in den meisten Zelltypen
[63, 64] exprimiert, nicht jedoch in gesunder Sdtiilise [65]. In verschiedenen Tumo-
ren des Kopf- und Halsbereiches [66], der Haut @Y verschiedenen anderen malig-
nen Neoplasien [68, 69] konnte eine erhbohte Exmesgezeigt werden. In XTC-Zellen
ist das Glutl-Amplicon als Bande bei 723 Basenpaaresentlich ausgepragter zu se-
hen als in der zur Kontrolle eingesetzten cDNA agsschiedenen nicht malignen

Strumen.

100 -
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2072 - Abbildung 20: Nachweis von

MRNA-Transkripten des
Glucosetransportproteins Glutl in
XTC-Zellen durch RT-PCR.
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3.2.3 Thyreoglobulin, TSH-Rezeptor und Natrium-lodi  d-Symporter

Um die schilddrisenspezifischen Syntheseleistunigerzellen zu Uberprifen, wurden
sie auf die Expression von Thyreoglobulin(Tg)-, iNath-lodid-Symporter(NIS)- und
TSH- Rezeptor(TSHr)-mRNA hin untersucht. Wie beglke et al. beschrieben, lassen
sich Thyreoglobulin und der TSH-Rezeptor als dendiBande in der PCR nachweisen.
Der Nachweis des Natrium-lodid-Symporters in XTQle gelingt nicht, ebenfalls in
Einklang mit Zielke et al. [53]. (TSHr und NIS nichezeigt.)
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2072 Abbildung 21: Nachweis von mRNA-
Transkripten fur Thyreoglobulin aus

XTC-Zellen mittels RT-PCR.
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3.2.4 RA-Rezeptoren

In der RT-PCR kann die Expression von mRNA der ri&gtirerezeptoren RA& und
RAR y in XTC-Zellen nachgewiesen werden, RBRnRNA hingegen nicht.
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Abbildung 22: Nachweis von mRNA-Transkripten
der Retinséurerezeptoren RARe und RAR y aus
XTC-Zellen mittels RT-PCR.
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3.2.5 Deiodasen

Das mit Hilfe von 5°DI-spezifischen Primern aus dBINA von XTC-Zellen amplifi-
zierte Produkt erzeugt in der Gelelektrophoresee esehr deutliche Bande. Auch

Transkripte des Deiodase Typ II-Gens sind in defATR gut darstellbar.
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2072 - Abbildung 23: Nachweis von mRNA-
Transkripten der 5"Deiodase Typ | aus

XTC-Zellen mittels RT-PCR.
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Abbildung 24: Nachweis von mRNA-
Transkripten der 5"'Deiodase Typ Il aus
XTC-Zellen mittels RT-PCR.
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4 DISKUSSION

4.1 SELEN UND DIE SCHILDDRUSE

Das essenzielle Spurenelement Selen ist flr dienaer Funktion des menschlichen
Kdrpers unerlasslich. Bei Mangelversorgung konneh Selenmangelkrankheiten wie
die Kaschin-Beck-Krankheit manifestieren, bei deh olytope, symmetrische Defor-

mierungen der Extremitatengelenke entwickeln. Inmrei®d der Schilddrise, die im

menschlichen Kdrper zu den Organen mit dem hoct&téengehalt gehort, kann es bei
zusatzlichem lodmangel zum myxddematbdsen Kretinsskmmmen. Ein hoher Selen-
gehalt sowie die Aktivitat verschiedener Selenoemzgind vor allem in differenzierten

Schilddrisenkarzinomen, Strumen oder Autoimmunibigigden stark ausgepragt.

Nebenschilddrisenadenome und C-Zell-Karzinome lgiegesnthalten nur vergleichs-
weise wenig Selen und geringe Mengen an SelenapeoteDies legt nahe, dass sich
das Selen vor allem in den Thyrozyten und den lkati befindet [22].

4.2 EXPRESSION VON SELENOENZYMEN MIT ANTIOXIDATIVER FUNKTION

4.2.1 Expression zellularer Selenoenzyme mit antiox idativer Funk-
tion

Im Rahmen der Schilddriisenhormonbiosynthese wid,Hur lodierung der Tyrosyl-
reste des Thyreoglobulins durch die Thyroperoxidses®tigt. Reaktive Folgeprodukte
konnen zu oxidativen Schaden der Zelle und insliesender DNA fuhren. Letzteres
wird als wichtiger Faktor im Rahmen der Karzinogena@ngesehen, was sowohl fir
genomische als auch mitochondriale DNA gilt [70]itddhondriale ROS stellen Uber-
dies eine weitere wichtige Quelle oxidativer Balast in fast jeder menschlichen Zelle
dar [71, 72]. In Hurthle-Zellen dirften sie durcie desteigerte Menge an Mitochon-

drien im UbermaR anfallen [15].

Zum Schutz vor ROS sind die Thyrozyten auf effekthowehrmechanismen angewie-
sen. Diese bestehen zum einen in der Kompartimmangieder HO,-gekoppelten Reak-
tionen aul3erhalb der Thyrozyten und innerhalb delfikEllumens an der apikalen
Zytoplasmamembran. Zum anderen schiitzen sich dienZdurch HO,-abbauende
Enzyme wie Katalase und Glutathionperoxidase. Bishede die Expression von drei
der vier GPx-Isoenzyme in der Schilddrise nachgeamgenamlich die der cGPx, der
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pGPx und der PH-GPx, die beiden letzteren zuminaeblorthern Blot und RT-PCR
[22]. Zudem kann sowohl die cGPx, die pGPx undRieGPx als auch SePP in In-
situ-Hybridisierungen von Schilddriisengewebe nasiegen werden, wobei samtliche
Enzyme in den Thyrozyten exprimiert werden [73].cAwanderen Selenoproteinen wie
der Thioredoxinreduktase kommt bei der antioxidatiDefense der Zellen wahrschein-
lich eine wichtige Aufgabe zu. Diese These wirdemr@nderem durch die Tatsache ge-
stutzt, dass ein Isoenzym der TRxR, die TRXR ZJan Mitochondrien lokalisiert ist,
wo ein Grol3teil der ROS anfallt [37]. Hier stelitls die Frage, ob die mitochondrialen
ROS, die in den aus Hirthle-Zellen abgeleiteten ZB8en im Ubermaf anfallen, auf
die Expression der in Schilddrisenzellen normalessvetark exprimierten antioxidati-

ven Selenoproteine einen stimulierenden oder herdereR&influss ausuben.

Die Expression der untersuchten SelenoproteineTi@-Xellen liegt, gemessen an den
jeweiligen Enzymaktivitdten, etwa im gleichen Belewie in anderen untersuchten
Schilddrusenzelllinien. Dies gilt vor allem fir diEhioredoxinreduktase. Die GPx-
Aktivitaten der XTC-Zellen sind etwas hoher alsHRTL-5-Zellen, die zwar hoch dif-
ferenziert sind, aber aus Rattengewebe etablierdewu Im Vergleich zu der mit SV40
transformierten primaren menschlichen Schilddrisiimae ori3 liegen die Werte je-
doch niedriger, etwa im gleichen Bereich wie die fidlikularen Schilddrisenkarzi-
nom-Zelllinie FTC 133 [73]. Die GPx-Aktivitaten iIXTC-Zellen zeigen zudem eine
deutliche Abhangigkeit von der Selenit-Konzentnmation Kulturmedium. Anstieg,
Maximum und Abfall vollziehen sich im gleichen Kamrationsbereich wie bei ande-
ren Schilddrisenzelllinien. Die Kinetik zeigt einkantinuierlichen Anstieg, der auch
nach 144 h in Kultur noch kein Plateau erreichtedDweist auf eine kontinuierliche
GPx-Synthese hin, die hauptsachlich Uber das Satg@bot reguliert wird. Die Glu-
tathionperoxidase kann daher in gewissem RahmeNalker fir den Selenstatus be-
trachtet werden. Villette et al. beschreibt dabetduschiede der Regulation in vitro und
in vivo [74]: In FRTL-5-Zellen sinkt bei Selenmarigedingungen die Menge an cGPx-
mRNA ab, wahrend die Menge an mRNA von PH-GPx uiidl &eine Anderung er-
fahrt. In vivo dagegen bleibt die Menge an cGPx-mRNabil, wahrend die mRNA
von PH-GPx und 5°DI sogar noch ansteigt. Die Hidrar der Selenoenzyme bleibt je-
doch gewahrt. Dies kdnnte moglicherweise mit eirmmsatzlichen Einfluss von TSH

auf die Regulation von cGPx und 5"'DI zusammenhéangen
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Die TrxR zeigt in der Konzentrationsabhangigkeitesi typischen abrupten Anstieg ab
Selenit-Konzentrationen von 1 nmol/l mit anschliefgem Plateau. Dies steht mit den
Ergebnissen anderer Schilddriisenzelllinien bzwllidieln anderer Gewebe in Ein-

klang. Auch in der Kinetik erreicht die Aktivitatisnell ein Plateau. So vollzieht sich
der Anstieg fast ausschlief3lich wahrend der er8te8tunden. Im Vergleich zum Akti-

vitdtsanstieg bei GPx und 5°DI geschieht dies arentlich schnell. Allerdings ist die

Amplitude der maximalen Stimulation der TrxR Aktat geringer (3-fach bei der TrxR

im Vergleich zu 5,4-fach bei der 5'DI bzw. 30-famdi der GPXx).

Welche Ursachen kommen hierfir in Frage? Fruhardi&t, die die Selenabhangigkeit
der TRxR-Expression und -Aktivitat in Zellkultur fammehreren Ebenen untersuchten,
finden mit steigender Selenitkonzentration einerstéekten Einbau von $ein die
Thioredoxinreduktase. Gleichzeitig stellen sie pifbegleitenden Anstieg von mRNA
und Protein der TRxR1 fest, der jedoch geringefélusls der Zuwachs an Enzymak-
tivitat. Auch im Rahmen von Transfektionsexperineeniit COS-1-Zellen konnte ein
Aktivitatsanstieg der TRxR in Abhangigkeit von dBelenitkonzentration gemessen
werden, jedoch kein Anstieg an TRxR1-Protein. Dakiedavon auszugehen, dass der
weitaus grofdte Anteil des Zuwachses an TRxR-Aktivitach Stimulation mit Selenit
durch einen Anstieg der spezifischen Enzymaktiwigibunden mit einem gesteigerten
Seleneinbau bedingt ist. Somit ware beispielswaebar, dass die mMRNA der TRxR
bereits fertig zur Translation vorliegt und je na¢arfigbarkeit von Selen entweder
Selenocystein als vorletzte Aminosaure in die ehtstde Proteinkette eingebaut wird
oder vorzeitiger Kettenabbruch erfolgt. In dieseall Ware das synthetisierte Protein
funktionslos. Ein hoher Umsatz an Protein ist heerfiir einen schnellen Anstieg der
spezifischen Enzymaktivitdt ohne wesentlichen Aagsties Proteins notwendig, sofern
man voraussetzt, dass die Selenatome nicht nabbltréig das fertige Molekil einge-
baut werden kdonnen. Daher muissen eine rasche Sgnthel ein rascher Abbau des
Proteins gegeben sein. Hinweise hierauf gibt eusteél an sechs AU-reichen Elemen-
ten in der 3’'UTR der TRxR1, der den Abbau der mRi¢Achleunigt. Solche Instabili-
tatselemente werden typischerweise in der mRNA Zytiokinen, Wachstumsfaktoren
und Protoonkogenen gefunden, die einem hohen Tarnawfweisen. Die mRNA der
TRxR2 enthalt allerdings keine solchen Elementé.[37
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Insgesamt gesehen sind also Expression und Aktidéa untersuchten Selenoenzyme
in XTC-Zellen weder aufgrund einer mdglicherweigstarkten mitochondrialen oxi-
dativen Belastung reaktiv erhdht, noch besondedrig, was fiir einen Defekt in der
Selenoproteinsynthese sprechen wirde. Dies bietee KAnhaltspunkte fiir eine Rolle
der daraus folgenden Defizite im antioxidativen B8zkystem bei Tumorinitiation und -
progression. Auch das Expressionsmuster in Abh#&ediyon verschiedenen Selen-
konzentrationen ist mit den Befunden bei anderdhtiden vergleichbar. Die Synthese
der an der antioxidativen Defense beteiligten Smdesteine in XTC-Zellen ist also

funktionell.

4.2.2 Expression sezernierter Selenoenzyme mit anti  oxidativer
Funktion

Einige Selenoproteine scheinen jedoch nicht nue @itrazellulare Funktion zu haben.
sondern werden auch ins Plasma bzw. Medium sererHiaweise hierauf geben Be-
funde, die das Vorhandensein von pGPx-RNA in déil@driise mittels Northern Blot

und RT-PCR demonstrieren [22]. Bei Soderberg e{7&] wird eine Sekretion von

TRXR durch normale periphere Blutzellen sowie tfamsierte leukamische Zellen und
Melanomzellen beschrieben. Der intrazellulare Wikglgt dabei Uber den Golgi-Appa-
rat. In vivo ist TRXR auch in frischem Spendertflédsma nachweisbar.

Auch in konditioniertem Medium von XTC-Zellen karBPx- und TRxR-Aktivitat
nachgewiesen werden. Die Aktivitat beider Enzymagiem in Abhangigkeit von der
Selenkonzentration und zeigt auch in der Kinetikeeansteigende Tendenz. Diese Er-
gebnisse weisen auf eine Sekretion von GPx und TiR®RRDiese Experimente werden
durch die selenabhéngige Darstellung von pGPx URERTaus konditioniertem Me-
dium im Western Blot bestatigt [76]. Da das membtandige Protein 5°DI zwar in
Zelllysaten von XTC-Zellen, nicht jedoch aus kormtitertem Medium im Western
Blot nachgewiesen werden konnte, ist der extraZe#uNachweis von pGPx nicht
durch ein unspezifisches Austreten von Protein iahrRen einer Zellschadigung
bedingt. Dies bedeutet, dass auch die SekretionSalanoproteinen in XTC-Zellen
intakt ist [76].

68



Ein weiteres am antioxidativen Schutz der Zelleteiigtes Selenoprotein ist SePP.
Dabei handelt es sich um ein extrazellulares Glyti®in, das mindestens 40 % des in
humanem Plasma vorhandenen Selens enthélt [41S8ifle Expression in Schilddri-
senkarzinom-Zelllinien wurde in Hesse et al. erssnbaschrieben [77]. Da Selen essen-
zieller Bestandteil dieses Proteins ist, Ubt diefigbarkeit von Selen einen regulatori-
schen Einflul3 auf die Expression aus: Ist kein i8edgstein vorhanden, das wahrend
der Translation fur ein UGA-Codon eingesetzt werdtann, ist die Synthese eines
funktionellen Proteins nicht méglich. Diskutiert sden hierbei pratranskriptionale Me-
chanismen, d.h. Regulation {ber die Transkriptisesr und besonders auch
posttranskriptionale Mechanismen: So fihrt Selergebbei SePP und bei der cGPx
nicht nur zu einem gesteigerten Abbau der SelenejpronRNA, sondern auch zu einer
verminderten Effizienz des SECIS-Elements bei detetdiriickung eines vorzeitigen
Kettenabbruchs beim UGA-Codon wéhrend der Tramsidd1]. Jedoch wird SePP bei
Selenmangel im Vergleich zur cGPx und zur pGPx kgt mit Selen versorgt, d.h. es

steht in der Selenhierarchie weiter oben [27].

Unterschiede der SePP-Regulation unter normaleruntet Selenmangel-Bedingungen
in Zellkultur legen jedoch nahe, dass es abgesebenSelenstatus noch weitere Zell-
oder Spezies-spezifische Faktoren geben mussjaliexgression von SePP bei Selen-
mangel beeinflussen: Die SePP-mRNA in der humarepatozellularen Karzinom-
Zelllinie HepG2 reagiert empfindlich auf Anderungeger Selenkonzentration, wahrend
die Expression der SePP-mRNA in der Ratten-Hepateliinie H41IE dadurch unbe-
einflusst bleibt. Analog hierzu fallt die SePP-S#kaon durch Selen-defiziente Hep-G2-
Zellen auf 10 % des Kontrollwertes, wohingegen B4Zellen auch unter Mangelbe-
dingungen noch 40 % der Kontrollwerte sezerniegdh 41]. In XTC-Zellen kann SePP
im Western Blot aus konditioniertem Medium, niobdgch aus Zelllysaten nachgewie-
sen werden, was mit seiner Eigenschaft als seztrsjextrazellulares Glykoprotein in
Einklang steht. Ein deutlicher Unterschied in d#ehsitat der Bande im Western Blot
zwischen mit Selen stimulierten und nicht-stimuéer Proben fallt dabei jedoch nicht

auf.

Wo liegt der Hintergrund dieser Protein- bzw. Ensghretion? Denkbar wére, dass es
sich um eine Sekretion antioxidativ wirksamer Engynum Schutz des Follikelraums
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vor H,O, und dessen reaktiver Folgeprodukte handelt. Hisrass jedoch noch geklart
werden, ob es sich bei den einzelnen Enzymen uen&ekretion nach basal oder nach

apikal, in das Follikellumen, handelt.

Howie et al., der die Enzym-Aktivitat einer sezerten GPx sowie entsprechende Ban-
den im SDS-Page nachweisen konnte, beschrieb 1&@®bel hinaus eine zusatzliche
Funktion der pGPx in der Schilddrise. Dabei nahmher eine regulatorische Funktion
des Enzyms bei der Schilddriisenhormonbiosynthaseia® Funktion beim Schutz des
Kolloids vor HO, und dessen reaktiven Folgeprodukten an. Das Vddregin von
H,0O, stelle den geschwindigkeitsbestimmenden SchritdeeiSynthese dar.,B, und
die Sekretion von pGPx ins Kolloid werden aber gsgeig Uber second messenger
reguliert, d.h. eine hohe Verfugbarkeit vopdd geht mit einer niedrigen Verfugbarkeit
von pGPx im Kolloid einher und umgekehrt. Dies hede dass bei einer Syntheseak-
tivitat auf basalem Niveau mehr pGPx ins Kolloidesmiert wird und dort die vorhan-
dene Menge an zur Katalyse der HormonsyntheseamitigO, vermindert. Bei einer
hohen Syntheseleistung dagegen verbleibt die pGBtelee dessen in der Zelle und
stellt dort einen zuséatzlichen Schutz fur das Qyltdsir, wenn die oxidative Belastung
am hochsten ist [78]. Diese Experimente wurdenitto\an Priméarkulturen von Thyro-
zyten durchgefuhrt, weswegen die Ergebnisse maghetise nicht einfach auf die Si-
tuation in vivo Ubertragbar sind. Die RichtigkeitrdResultate konnte man aber bei-
spielsweise durch Darstellung der pGPx im Kolloidttets Immunzytochemie oder

anderen Methoden beweisen.

Eine weitere Moglichkeit wére, dass sezernierte y&®vie auch sezernierte TRXR im
Lumen der Follikel ,lberschissiges“,;® benutzen, um Quervernetzungen des Tg
Uber Disulfidbriicken herzustellen, insbesonderelem sogenannten Thioredoxin-Bo-
xen des Tg [79]. Somit kdme der pGPx und der TRixie2 Rolle bei der Kondensation
des Kolloids und der Formung der hochmolekulareldslichen Tg-Form zu. Bisher
wurde auch diese Funktion der TPO zugeschrieben l[lB@nalogie zur Rolle der PH-
GPx bei der Reifung von Spermien kénnten die beiSelenoproteine dabei sogar

selbst in das kondensierte Tg-Polymer mit eingebautien [81].
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4.3 EINFLUSS VON PASSAGENZAHL UND RETINSAURE AUF DIE EXPRES-
SION DER 5Dl

Sowohl GPx als auch TRxR reagieren in XTC-Zellessatliel3lich auf Variationen der

Selenitzufuhr. Weder Retinsaurezufuhr in einerdiidere Schilddrisenzelllinien opti-

malen Konzentration noch die Passagenzahl derrzélen einen signifikanten Ein-

fluss auf die Enzymaktivitat bzw. das Expressionsi@uaus.

Anders verhélt sich dies fur die 5'DI. In XTC-Zellenit niedrigen Passagezahlen zeigt
die 5'DI ebenfalls einen Zeit- und Dosis-abhangigé&tivitatsanstieg bereits bei Sele-
nit-Konzentrationen unter 1 nmol/l. Retinsdure kandiesem Stadium die Enzymakti-
vitat nicht signifikant steigern. Das Expressionsteu ist folglich mit dem in differen-

zierten Zelllinien wie FRTL-5 vergleichbar [12].

In Zellen mit hoheren Passagenzahlen hingegen tsidérdies grundlegend: Die Sti-
mulation mit Selenit allein bleibt nun selbst bgptithaldosis ohne Effekt und bringt
keinen signifikanten Zuwachs an 5 DI-Aktivitdt melidine niedrigere Aktivitat der
5Dl mit zunehmender Entdifferenzierung wurde voiéhKe et al. [40] sowohl fir
Schilddrisengewebe als auch fur entsprechendentatil beschrieben. Insofern kann
dieses Enzym als Differenzierungsmarker fur Schilddnkarzinome gelten. Der
Verlust an 5°DI in XTC-Zellen mit zunehmender Pgeseahl ist also als Zeichen fur
einen Schritt in Richtung Dedifferenzierung zu wart Stimulation der Zellen mit
Retinsaure alleine bewirkt praliminaren Daten zggoéinen leichten Wiederanstieg der
5'DI-Aktivitat. Diese Daten werden durch WesternoBExperimente bestatigt, in
denen die Intensitat der entsprechenden Bande dRetihsaure stimuliert wird [76].
Die Kombination von Retinsdure mit Selenit bewiekben hochsignifikanten Wieder-
anstieg der Aktivitat auf das 5- bis 10-fache dentfolle, die nur mit Selenit stimuliert
wurde. Dies entspricht dem Verhalten des Enzymden nur maRig differenzierten
follikularen Schilddrisenkarzinom-Zelllinien FTC38nd 238 [12].

Dieses unterschiedliche Ansprechen auf Retinsdfirgomit mit den Unterschieden in
der Signaltransduktion vergleichbar, die man zwesctien bereits erwahnten hoch dif-
ferenzierten Zelllinien wie FRTL-5 und ZelllinienievFTC 133 und 238 beobachten
kann. In FRTL-5-Zellen ist noch eine hohe basalditt an 5°DI vorhanden, die

71



durch Retinséaure nicht weiter beeinflusst wirdFIRC 133 und 238 hingegen beobach-
tet man nur eine relativ niedrige basale 5" DI-Ak#t; die jedoch durch Behandlung mit
Retinsaure induziert werden kann. Vollig entdifferierte Schilddriisenkarzinom-Zell-

linien wie HTh 74 und C 643 wiederum haben sowadlFihigkeit zur 5°DI-Synthese

als auch die Induzierbarkeit durch Retinsédure ven¢12]. Der beobachtete Wechsel in
der Reaktion der 5'DI in XTC-Zellen auf Selenit urRdtinsaure vollzieht daher wahr-
scheinlich einen Teil der Veranderungen nach, diarend der Entdifferenzierung von
normalen Thyrozyten zu follikularen Tumorzellen teeten. Diese Unterschiede wur-
den bisher immer nur in verschiedenen ZelllinierMergleich beobachtet, nie hingegen
in einer Zelllinie im Verlauf mehrerer Passagenh@&akoénnten diese Zellen als Modell
zur Untersuchung von Veranderungen in der Sigmadttaktion (z.B. Verlust von

Transkriptionsfaktoren) wahrend der Entdifferenaingy dienen.

AulRerdem zeigen diese Befunde nun auch in vitres daél3ig differenzierte oxyphile
Schilddrisenkarzinome prinzipiell einer Behandlung Retinsdure zuganglich sind
und mit einer partiellen Redifferenzierung reagier& vivo wurden im Rahmen einer
klinischen Studie bereits wenige Patienten mit klégell-Karzinomen, die nicht mehr
auf eine Radioiodtherapie ansprachen, mit einemBaire-Redifferenzierungstherapie
behandelt. Von 5 Patienten mit dieser Tumorartiegtan 2 positiv auf die Therapie im
Sinne einer reinduzierten lodidaufnahme [14]. ke$¢sant ware es nun, in weiteren
Experimenten zu klaren, ob die prophylaktische Bedhang von XTC-Zellen mit Re-

tinsdure und Selenit ein Entdifferenzieren der edelverhindern oder hinauszdgern

kann.

4.4 HIERARCHIE DER SELENOENZYME

Die vorliegenden Ergebnisse sind ferner im Einklemgfriheren Resultaten aus Expe-
rimenten mit Schweinenierenzellen oder Rattengeywieeeine Selenhierarchie postu-
lieren. Verschiedene Selenoproteine zeigen deetlggwebsspezifische Unterschiede
bezulglich ihrer Expression bei Selendepletion uegletion. Allgemein steht die 5Dl

in der Hierarchie der Selenversorgung héher ale@iex, wohingegen die PH-GPx und
Selenoprotein P (SePP) mit der 5°DI auf einer Elmder gar hoher stehen. Die GPx-
Aktivitat in XTC-Zellen zeigt erst ab Selenitkonzeationen von 10 nmol/l einen signi-

fikanten Anstieg, wohingegen sowohl TRxR als audbl ®ereits ab Konzentrationen
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von 1 nmol/l einen deutlichen Zuwachs an Enzymakiivaufweisen. Dabei ist der An-
stieg der TRxR jedoch bereits sehr viel deutlicesgepragt und nur wenig vom end-

glltigen Maximum entfernt.

Die Aktivitat der 5°'DI nimmt dagegen nur nach urath bis zu einer optimalen Kon-
zentration von 100 nmol/l kontinuierlich zu. Diesc#it sich mit Befunden, denen zu-
folge das regulierende SECIS-Element der TrxR1rudtmalbedingungen hochaktiv
ist. Auf zuséatzliche Selenversorgung reagiert ésrdihgs weniger als das der Typl-
Deiodase. Dies lasst vermuten, dass bei schleSefenversorgung die TrxR1-Spiegel
besser aufrechterhalten werden, bei Selentbersgdassh kein dramatischer Protein-
anstieg stattfindet [37]. Die 5Dl zeigt in der Imigransformierten Schweinenierenzell-
linie LLC-PK1 einen vergleichbaren Bereich fir Aegtund Maximalwerte in Abhan-
gigkeit von der Selenitkonzentration wie in XTC-el. Wahrend der Depletionsphase
fallt die Aktivitat der 5Dl in LLC-PK1 voriibergehe ab mit einem nachfolgenden
Wiederanstieg. Die cGPx-Aktivitat hingegen nimmmnkouierlich ab. Dies ware mit
einer Umverteilung des Selens aus der reichlichhatadenen cGPx in die knappere
5°DI vereinbar, die fur den Umsatz von T4 in T3 wait fir eine geregelte Stoff-
wechselfunktion unerlasslich ist [82]. In XTC-Zell&kann man in den unstimulierten
Kontrollen fur die 5°'DI noch funf Tage nach Begides Selenentzugs 50 % der maxi-
malen Aktivitdt messen, die dann im weiteren Vdrlstetig abfallt. Dies weist auch

hier auf eine Umverteilung von Selen zugunstenDigodase hin.

Wie oben bereits erwahnt, erreicht die Aktivitdr d&xR bei optimaler Stimulation
hochstens das etwa 3-fache der Kontrolle. Auf3erdleenrascht es, dass die Kontrolle
konstant ein Drittel der maximalen Aktivitat zeighne im zeitlichen Verlauf weiter
abzusinken, wie die 5 DI. Welche Ursachen kommeerfini in Betracht? Eine
maogliche Erklarung ware, dass die gemessene basdigitdt der unstimulierten
Kontrolle methodisch bedingt nicht weiter absinRenkbar ware aber auch, dass die
TRxR, analog zur 5'DI, aus Umverteilungsvorgangeteis erhalt und so die Aktivitat
stabil gehalten wird. Dies wirde das Enzym in dele@hierarchie sehr weit oben
platzieren. Eine andere Erklarung ware eine karstitniedrige selenabhangige
Amplitude, d.h., die Aktivitat des Enzyms variietich bei starker Schwankung des

Selenangebots nur wenig.
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4.5 EXPRESSION SCHILDDRUSENTYPISCHER MARKER

Die Zelllinie XTC.UC1 zeigt, obwohl aus metastat@ar malignen Gewebe gewonnen,
noch deutliche Merkmale einer thyreoidalen Diffaienung. Dies wurde in der PCR
durch die Darstellung von schilddrisenspezifisdiankern nachgewiesen. Wie bereits
bei Zielke et al. beschrieben, lassen sich aus X&ln sowohl Transkripte von Thy-

reoglobulin als auch des TSH-Rezeptors vervieffétti nicht jedoch des Natrium-lo-
did-Symporters. Analog hierzu ist der Verlust deditl-Aufnahmeféhigkeit in vivo

ebenfalls ein haufiges Problem onkozytar verand&e#en, das auch bei der Patientin,

von der das Ausgangsgewebe der Zelllinie isolientde, aufgetreten war [53].

Weiterhin gelang die Darstellung der Transkripte loleiden Deiodase-Gene 5°DI und
5Dll in der RT-PCR, von denen zumindest die 5'IDea schilddriisentypischen Diffe-

renzierungsmarker darstellt. Die Bande des ammitien Produkts der 5°DIl war dabei

ahnlich stark ausgebildet wie die der 5°DI. Dieskllesich mit friheren Befunden aus
Untersuchungen verschiedener pathologisch vergrdgadhilddriisengewebe, in denen
die Ergebnisse von 5Dl und 5°DIl eine jeweils Veithbare Auspragung zeigen [83].
Die Expression funktioneller 5Dl in der Schildgsiist jedoch nach wie vor strittig, da
die gemessene 5°DII-Aktivitat in normalem oder pédlgischem Schilddriisengewebe
zwei bis drei GrolRenordnungen niedriger liegt aésder 5°DI und aufgrund des me-
thodischen Vorgehens die Relevanz dieser Aktivitéht sicher beurteilt werden kann

[22].

Einen Hinweis auf die Malignitdt von XTC-Zellen fieet die Amplifikation des Glu-
cose-Transporter Typ 1 (Glut 1). Dieser wird ingeder Schilddrise normalerweise
nicht exprimiert. In verschiedenen Tumoren, untelesem des Kopf- und Halsberei-
ches, ist seine Expression jedoch erhéht. AuckKéizinome der Schilddriise beschrei-
ben verschiedene Autoren eine gesteigerte Expressio Glut 1 [84, 85]. Fur folliku-
lare und onkozytare Schilddrisenkarzinome findet mr@alog hierzu mit zunehmender
Dedifferenzierung eine stéarkere Expression von-GiotRNA [83]. In XTC-Zellen ist
Glut 1 im Vergleich zur Kontrolle aus nicht maligneStrumengewebe deutlich expri-
miert, leider liegen hier keine direkten Vergleisleste aus anderen Karzinomzelllinien

vor.
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4.6 EXPRESSION VON RETINSAURE-REZEPTOREN DER RAR-FAMILIE

Wie oben bereits besprochen, bindet die Retinsatnazellular an spezifische Rezepto-
ren. Diese wiederum binden zusammen mit ihrem ldganm Zellkern an bestimmte
DNA-Sequenzen und andern so die Transkriptionsratechiedener Gene. Damit also
Retinsaure in einer Zelle als Transkriptionsfakitangieren kann und die Zelle damit
Uberhaupt der Wirkung von Retinsdaure zuganglich miissen die Retinsaure-
Signaltransduktionswege intakt sein. Hierzu istEk@ression von Retinsdure-Rezepto-
ren notwendig, von denen zwei Unterfamilien existie RAR und RXR. Diese weisen
unterschiedliche Affinitaten zu verschiedenen Ragtire-Isomeren auf. Von jeder
Familie gibt es wiederum drei Unterformen, RARRAR B und RARy bzw. RXRa,
RXR B und RXRYy.

In verschiedenen Schilddrisengeweben und -zeltlinmeluziert die Stimulation mit
Retinsaure unterschiedliche Effekte. Dies hangtlicldgrweise mit Differenzen in der
jeweiligen Rezeptoren-Population zusammen. Daheay @savon Nutzen sein, die ent-
sprechende Rezeptor-Ausstattung zu kennen, umutji@nglichkeit eines bestimmten
Gewebes oder einer Zelllinie fur eine Behandlung Retinsaure zu beurteilen. Ver-
schiedene follikulare und anaplastische Schilddrkigezinom-Zelllinien exprimieren
funktionelle RARs und RXRs. Dabei ergeben sich rsateedliche Niveaus an RAR-
und RXR-mRNA-Transkripten in diesen Zelllinien, wstheinlich Ausdruck einer

Dysregulation der Rezeptor-Expression in Schildeinéarzinomen.

Insbesondere gilt dies fur RAR der in FTC 238 nur minimal exprimiert wird, uni f
RAR a in den anaplastischen Schilddrisenkarzinom-ZedthirHTh 74 und C 643. In
FTC 133-Zellen kann die Expression von RARInd 3 durch Retinsaure-Behandlung
gesteigert werden. In FTC 238-Zellen war dies wédeRAR [ noch fir RARa, der im
Northern Blot dargestellt werden konnte, mdgliah.HTh 74- und C 643-Zellen wird
RAR B zwar durch Retinsaure stimuliert, die ExpressienrdRNA von RARa erféahrt
hierdurch anstatt einer Stimulation wie in FTC Z38len jedoch eher noch eine Re-
duktion [51, 86].

In der Zelllinie XTC.UC1 wurde die Unterfamilie d®AR-Rezeptoren, die eine hohe

Affinitat zu all-trans-Retinsédure aufweisen, mitéRT-PCR untersucht. Dabei konnte
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die Expression von mRNA fir die Retinsdurerezeptd®@dR o und RARYy in XTC-
Zellen nachgewiesen werden, RBRNRNA hingegen nicht. In diesem Zusammenhang
ist es von Interesse, ob die redifferenzierenddekief einer Stimulation mit Retinsaure
sich auch in XTC-Zellen auf die Expression von R&iurerezeptoren, insbesondere RAR

B, auswirken.

Der Verlust oder eine Fehlregulation von RARvird fir verschiedene Karzinome der
Haut, Lunge oder Brust beschrieben und ist verctutin die Pathogenese involviert
[87]. Das heif3t, dass ein fur die Zelldifferenziggurelevanter Retinsaure-Rezeptor in
XTC-Zellen nicht mehr exprimiert wird. Welche Bedieng dies fur die Pathogenese
der Zellen hat bzw. fir ihre Tendenz zur Entdiffemierung und ihre Reaktion auf Re-

tinsaure, bleibt vorerst noch abzuwarten.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die menschliche Schilddriise gehdrt zu den Organiedem hdchsten Gehalt an Selen
und exprimiert verschiedene Enzyme, die im aktizentrum Selenocystein enthalten.
Hierzu gehoéren die 5°Dl, die in den Stoffwechsal 8ehilddriisenhormone involviert
ist, die TRXR, die unter anderem die Redoxstatigsafiige Aktivitat verschiedener
Transkriptionsfaktoren reguliert, SePP, ein Prqotéiem vor allem eine Funktion als
Transportprotein zugeschrieben wird und das bid@selenocysteinreste enthalt, und
einige GPx, die wahrend der,®,-abhangigen Schilddrisenhormonbiosynthese eine
Rolle beim Abbau von $D- spielen.

Die Zelllinie XTC.UCL1 ist eine hoch differenzier&hilddriisenkarzinom-Zelllinie, die
aus der Weichteilmetastase eines Hurthle-Zell-Kanzis einer 63-jahrigen Patientin
etabliert wurde. Hurthle-Zell-Karzinome weisen aftigdene charakteristische Ano-
malien auf, wie beispielsweise einen hohen GemaM#ochondrien und verminderten
lodidtransport. Ein hoher Gehalt an Mitochondriereegt aber eine erhdhte Belastung
durch ROS. Dies wirft die Frage auf, ob die Expsson Selenoproteinen, die in
erster Linie fur den Schutz der Zellen vor oxidati$chadigung verantwortlich sind, in
Hurthle-Zell-Tumoren intakt ist. Im Rahmen der Atb&urde die Synthese der oben

genannten Selenoproteine in XTC-Zellen Uberprift.

Retinsaure bewirkt bei mafig differenzierten Sahildenkarzinom-Zelllinien wie FTC
133 und 238 vielfaltige positive Effekte im Sinnmer partiellen Redifferenzierung.
Klinisch wird Retinsdure zur Therapie bzw. Chemepriion verschiedener solider und
hamatologischer Tumoren eingesetzt. Aufgrund disren Ansprechens auf eine Ra-
dioiodtherapie und der vergleichsweise hohen Tendem weiteren malignen Entar-
tung oxyphiler Tumorzellen wurde die Reaktion vomC«Zellen auf eine Stimulation

mit Retinsaure untersucht.

Trotz ihrer malignen Entartung weisen XTC-Zellertin@eutliche Merkmale einer thy-
reoidalen Differenzierung auf. Sie exprimieren sbivdhyreoglobulin als auch den
TSH-Rezeptor, nicht jedoch den NIS. Letzteres gilenfalls als typisch fur Hurthle-
Zell-Tumoren. Diese und andere schilddrisentypidoifferenzierungsmarker wurden
mittels RT-PCR auf ihre Expression in XTC-Zellertersucht.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitaten deensnichten Selenoproteine in XTC-
Zellen etwa im gleichen Bereich wie in anderen rsuehten Schilddriisenzelllinien
liegen. Diese umfassen sowohl weitere humane Stifidgnkarzinom-Zelllinien wie
auch eine nicht maligne Thyrozytenlinie der Rdltee GPx-Aktivitat steigt nach Selen-
Behandlung bis zu einem Maximum bei 300 nmol/l Babei wird in der Zeitkurve
auch nach 144 h Inkubation kein Plateau erreidbtz8igt eine deutliche Abh&ngigkeit
von der Selenitkonzentration im Kulturmedium undrkals Marker fir den Selenstatus
betrachtet werden. Die Aktivitat der TrxR wird sohdurch 1 nmol/l Ng5eQ stimu-
liert und in der Kinetik bereits nach 24 h. Sowohider Dosisabhangigkeitskurve als
auch in der Kinetik steigt sie dabei abrupt an andicht anschliel3end ein Plateau. Ho-
here NaSeQ-Konzentrationen oder langere Inkubation habengbedcaum zusatzli-
chen aktivitatssteigernden Einfluss. Sowohl GPxaalsh TRxR kénnen mittels Enzym-
assay auch in konditioniertem Medium nachgewieserden. Erstere ist dabei mit der
Unterform pGPx identisch. Auch SePP kann im WesRlot aus konditioniertem

Medium nachgewiesen werden, zeigt aber keine Rwaktif NaSeQ-Stimulation.

Besonders interessant sind die Ergebnisse der slictaung der 5 DI-Aktivitat, einem
Differenzierungsmarker fir Schilddriisenkarzinomei Bassagenzahlen zwischen 20
und 22 wird die Aktivitat der 5°'DI wie bei GPx uridRxR zeit- und dosisabhangig
durch NaSeQ stimuliert. Bei hoheren Passagenzahlen, zwiscl@&nr2 31, reagiert
die 5°DlI nicht langer auf Stimulation mit p&eQ. Sie kann aber durch Stimulation mit
100 nmol/l NaSeQ in Kombination mit 1 pumol/l Retinsaure oder — priahdren Daten
zufolge — auch durch RA alleine wieder induziertaes. Dieses ungleiche Ansprechen
auf Selenit- und Retinsaurestimulation entspridat uhterschiedlichen Regulation des
Enzyms in differenzierten SchilddrisenzellliniereWRTL-5 und eher entdifferenzier-
ten follikularen Schilddrisenkarzinom-Zelllinien eviFTC 133 und 238. In FRTL-5-
Zellen ist eine hohe basale Aktivitat an 5°DI vartien, die durch Retinsaure nicht
weiter beeinflusst wird. In FTC 133- und 238-Zell@ngegen beobachtet man nur eine
niedrige basale 5°DI-Aktivitat, die aber durch Betilmang mit Retinsdure induziert
werden kann. Diese Unterschiede wurden bisher murerschiedenen Zelllinien im
Vergleich beobachtet, nie hingegen in einer Zedllim Verlauf mehrerer Passagen.
Der beobachtete Wechsel in der Reaktion der 5"’ D{TiC-Zellen auf Selenit und Re-
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tinsaure vollzieht daher vermutlich einen Teil ¥er&dnderungen nach, die wahrend der

Entdifferenzierung von normalen Thyrozyten zu fallaren Tumorzellen auftreten.

Wie in anderen Systemen wird die 5°'DI im Verglemir cGPx bevorzugt mit Selen
versorgt. Bei Stimulation mit N§eQ zeigt sie in XTC-Zellen bereits bei Konzentra-
tionen von 1 nmol/l einen deutlichen Aktivitatszwlia. Noch 5 Tage nach Beginn des
Selenentzugs kann man in den unstimulierten Kdetrdiir die 5'DI 50 % der maxi-
malen Aktivitdt messen, Hinweis auf eine Umvertegudes Selens zugunsten dieses
Enzyms. Dies zeigt, dass die Selenhierarchie utgarverschiedenen Selenoenzymen
auch in XTC-Zellen intakt ist.

Die Ergebnisse der RT-PCR bestétigen die Literaterdin Bezug auf die Expression
von Thyreoglobulin und TSH-Rezeptor sowie des MBRerdem lasst sich ein weite-
rer schilddrisentypischer Differenzierungsmarkestdien, die 5°DI, sowie ihr Isoen-
zym, die 5'DII. Die beiden Enzyme zeigen dabei eiemleichbar starke Auspragung.
In Ubereinstimmung mit der Stimulierbarkeit der 51D XTC-Zellen durch Retinsaure

ist auch die Expression der RetinsaurerezeptoreR &And RARy nachweisbar.

Insgesamt gesehen sind einerseits Expression utidtAkder untersuchten Selenoen-
zyme in XTC-Zellen im Vergleich mit den anderenarstichten Schilddrisenzelllinien
nicht erhoht, wie man es als kompensatorische Reakuf eine moglicherweise ver-
starkte Belastung durch reaktive Sauerstoffspemiissden amplifizierten und hyperak-
tiven Mitochondrien erwarten kénnte. Anderersestisiiire Aktivitat im Vergleich zu

den anderen Schilddriisenkarzinom-Zelllinien audhtauffallend vermindert, was als
Ursache fur eine besonders ausgepragte oxidatibédiming von Zellbestandteilen
inklusive Mutation der DNA und eine dadurch gefdtdeTumorentstehung gewertet
werden konnte. Diese Resultate am Zellkulturmoedties Hurthle-Zell-Karzinoms

bieten also keinen Anhaltspunkt fur eine Rolle \B#lenoenzymen bei Initiation und

Progression dieser Art von Schilddriisentumoren.

Ferner legen die Daten fur XTC-Zellen eine untelestiiche Responsivitat verschiede-
ner Selenoproteine auf Stimulation mit;SaQ nahe, abhangig von Passagenzahl oder
Retinoid-abhéngigem Differenzierungsstadium. Digsdlinie konnte daher ein inte-

ressantes Modell darstellen, um das Ansprechen ahkctser Schilddriisenkarzinome
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auf eine Redifferenzierungstherapie mit Retinsaumd moglicher Adjuvanzien wie

Selenit weiter zu untersuchen.
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