


2 Weitere Selenoproteine in Monozyten/Makrophagen

2.1 Markierung der Selenoproteine in THP1-Zellen mit °Se

Unbehandelte und fir 24 h mit 1,25(0OH), Vitamin D; behandelte THP1-Zellen wurden Utber
Nacht mit "°Selenit inkubiert. Zur Analyse der markierten Selenoproteine wurden die Zellen
amf olgenden T aggeer ntetund Z elllysate so wie Ze lliberstdnde neben  einem
Proteinmarker i n ei nem Ac rylamidgel auf getrennt. D ie Autor adiographie und Coomassie-
Farbung des Geles ist in Abb. 30 gezeigt. In unbehandelten und mit 1,25(0OH), Vitamin D3
behandelten THP1-Zellen w erden neun Sel enoproteine ex primiert ( bei 14 k Da, z wei
zwischen 20 und 24 kDa, eines bei 36 kDa, zwischen 36 und 45 kDa, drei zwischen 45 und
66 kDa, eine Bande Uber 66 kDa). In Zelliberstanden |asst sich ein Selenoprotein in hoher
Konzentration z wischen 45 und 66 k Da detek tieren, z wei weitere dinnere Banden

erscheinen bei 24 und 14 k Da. Nach Coomassie-Farbung des Gel esw irdi n den

Uberstanden j eweils eine deutliche Bande z wischen 45 und 66 k Da sichtbar. 1,25( OH),

Vitamin Ds-Behandlung hat keine Anderung des Bandenmusters zur Folge.

|Uberstand|Zellextrakt| ~ SDS-7 | Uberstand|Zellextrakt | ‘ SDS-7
1,25(0H),
Vitamin Ds 24h ‘ ¥ ¥ kDa ‘ * * ‘ ‘ kba
66,0 66,0
45,0 45,0
36,0 36,0
29,0 29,0
24,0 24,0
20,0 20,1
14,2 14,2
Markierung mit "°Selenit Coomassie-Farbung

Abb. 30: 75Selenit-Markierung der Selenoproteine in unbehandelten und f iir 24 h m it 1,25(OH); Vitamin

Ds;-behandelten THP1-Zellen im Vergleich zur Coomassie-Farbung des Proteingeles. Zur GroRenbestimmung



2.2 A ktivitat der Glutathionperoxidase (GPx) in THP1-Zellen

Selenitsupplementierte THP1-Zellen und Kontr ollzellen w urden f tr3d m it 1,25( OH),
Vitamin D3 differenziert und mit GMCSF flr 24 und 48 h stimuliert. AnschlieBend wurden die

Zellen fir die GPx-Aktivitatsmessung geerntet. Die Ergebnisse sind in Abb. 31 dargestellt.

Selenitsupplementierte T HP1-Zellen haben ei ne GPx -Aktivitdt v on 1200 nm ol/min/mg
Protein die durch 1,25(0OH), Vitamin Ds-Differenzierung auf etwa 1500 nmol/min/mg Protein
gesteigert werden kann. Eine Inkubation der differenzierten Zellen mit GMCSF fir 24 bzw.
48 h hat k einen Einfluss auf die GPx-Aktivitat. Kontrollzellen, ohne N a-Selenit gez ogen,
besitzen unbehandel t ei ne GPx-Aktivitat v on etw a 17 nm ol/min/mg Pr otein, di e dur ch
1,25(OH), Vitamin D3 Differenzierung auf Uber 20 nm ol/min/mg Protein gesteigert werden

kann. GMCSF-Behandlung hat hier eine Aktivitdtsminderung zur Folge.
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Abb. 31: Effekt von Na-Selenit auf die GPx-Aktivitit in 1,25(OH). Vitamin Ds-differenzierten THP1-Zellen.
Die GP x-Aktivitat i n se lenitsupplementierten Ze llen | iegt e twa 70 f ach h 6her al si n K ontrollzellen. D ie

angegebenen Werte sind Mittelwerte + SEM (n=3).



3 Einfluss von Selenit auf die Phagozytose von THP1-Zellen

Selenitsupplementierte THP1-Zellen und Kontr ollzellen w urden f Gr3d m it 1,25( OH),
Vitamin D ; di fferenziert und ans chliefend f tGr 24 und 48 hm it GM CSF s timuliert. D ie
Phagozytoserate wurde nach 30, 60 und 120 m inltiger Inkubation mit fluoreszierenden E.

coli-Membranbestandteilen bestimmt.

Abb. 32 A zeigt den prozentualen Anteil der phagozytierenden THP1-Zellen in Abhangigkeit
von der Inkubationszeit. Die Anzahl der unstimulierten phagoz ytierenden T HP1-Zellen i st
bei einer Inkubation von 30 und 60 min bei Selenitsupplementation (3 und 10% ) niedriger
als unter Normalbedingungen (6 und 15% ). Nach 120 m in Inkubation steigt die Zahl der
phagozytierenden THP1-Zellen unter optimierter Selenitkonzentration weiterhin auf 19% an,
wogegen die Zahl der unter Normalbedingungen gezogenen phagozytierenden Zellen auf
11% sinkt.

Nach 3 d D ifferenzierung der THP1-Zellen mit 1,25(OH), Vitamin D3 und ans chlieRender
Inkubation mit Membranfragmenten von E. coli fur 30, 60 und 120 m in zeigt sich kaum ein
Unterschied in der Anzahl der phagozytierenden Zellen, kultiviert in selenitfreiem bzw. in
selenithaltigem Medium. Die Zellzahlen steigen von 6-7% (30 min Inkubation) Gber 14-15%
(60 min) auf 33% (120 min Inkubation) an.

Der Gr aph m it R autensymbolen z eigt di e Anz ahl der phagoz ytierenden Zellen nach
Differenzierung und anschlieftender Stimulation mit GMCSF fir 24 h. D er Kurvenverlauf ist
zunachst gleich. Nach 120 min Inkubation wird ein Maximum in der Phagoz ytose-Zellzahl
erreicht. Die Anz ahl der selenitfrei gezogenen Zellen (29%) liegt hier unter der Zahl der

selenitsupplementierten Zellen (31%).

Ein U nterschied zwischen der Anzahl der phagozytierenden selenitsupplementierten und
selenitfrei gezogenen Zellen wird nach Differenzierung mit 1,25(OH), Vitamin D3 fir 3 d und
anschlieRender Stimulation mit GMCSF fr 48 h deutl ich. Nach 60 min Inkubationsdauer
phagozytieren 13% (selenitfrei) und 17% (selenithaltig) der Zellen. Die Werte steigen linear
auf 27 und 29% an.

Abb.32Bz eigtdi e Phagoz ytoserate der T HP1-Zelleni n Abh angigkeit v on der
Inkubationszeit. Es fallt auf, dass selenitsupplementierte Zellen (Rauten) im Vergleich zu
nichtsupplementierten Zellen (Kreise) tendenz iell nac h 120 m in Phagoz ytosedauer ei ne

héhere Phagozytoserate besitzen.
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Abb. 32: Effekt von N a-Selenit, 1,25(OH). Vitamin D 3 und G MCSF auf A) di e A nzahl de r phagoz ytierenden

THP1-Zellen und B) die Phagozytoserate der THP1-Zellen nach unterschiedlicher Stimulationsdauer.



E Diskussion

Lange Zeit galt das Prinzip, dass (seco)steroid-modifizierende Enzyme nur in glandularen
Organen wie z. B. Leber und Nebenniere exprimiert werden und dor t Hormone aktivieren
und inaktivieren. Viele dieser Enzyme gehoren zur Familie der p450-Enzyme, welche eine
FAD-Bindungsdomane bes itzen und ei ne Ham-Gruppe in ihrem ak tiven Zentrum tragen.
p450-Enzyme sind eine in der Ev olution s ehr al te, hoc hkonservierte Enz ymfamilie. Die
aktivierten H ormone w erden ans chliel3end i n den Bl utstrom abgegeben und zu den
Zielgeweben transportiert. Neuere Erkenntnisse zeigen, dass auch Einzelzellen aul3erhalb
glandularer Organe in der Lage s ind (seco)steroid-modifizierende Enzyme zu exprimieren

und somit Hormone zu aktivieren und zu inaktivieren.

In der hier vorliegenden Arbeit w urde unter ander em die Ex pression von Enz ymen des
Vitamin D 3-Stoffwechsels in monozytaren Z ellen unter sucht: Die 1 a-Hydroxylase f ihrt an
Position 1 des Secosteroidgeristes des 25(OH) Vitamin D ; eine Hydroxylgruppe ein und
aktiviert somit den Hormonvorlaufer zum aktiven 1,25(OH), Vitamin D3. Die 24-Hydroxylase
dagegen hy droxyliert 1,25( OH), Vi tamin D 3 an Pos ition 24 und pr  oduziert s omit
1,24,25(0OH); Vitamin D 3. Weiterhin w ird 25( OH) Vitamin D 3 z u 24,25( OH), Vitamin D 3
hydroxyliert. 24,25( OH), Vi tamin D ;3 wurde als ei n Vi tamin D ;-Metabolit m it ei genem
membranstandigem Rezeptor identifiziert. 24,25(0OH), Vitamin D3 hat einen Einfluss auf die
Membranfluiditat und die intrazelluldre Ca**-Konzentration (Swain et al., 1993; Langston et
al., 1990) . W eiterhin i st 24,25( OH), Vi tamin D 3 wichtig f Gr di e Em bryogenese, f Ur di e
Regulation des Knoc henwachstums, der —Entw icklung und —R eparatur ( St-Arnaud et al .,
1998). Die Ak tivitdt der 1 o-Hydroxylase w urde nac h Suppl ementation des M ediums m it
ihrem Subs trat (25(OH) Vitamin D3) und nac h Stimulation mit Parathormon in peripheren
Blutmonozyten und monozytaren Zellen bestimmt. Parathormon bindet an seinen Rezeptor,
den PTH Rezeptor Typ 1 (PTHR1). Ein weiterer Ligand dieses Rezeptors ist das auto- und
parakrin w irkende PT H r elated Pr otein ( PTHrP). Es w urde al s T umorhyperkalzamie
propagierender Faktor i dentifiziert und w irkt s timulierend auf die 1 o-Hydroxylase A ktivitat
und somit auf die Produktion von 1,25(OH), Vitamin D ; (Sato et al., 1993). Durch PCR-
Amplifikation und Markierungsexperimente konnte in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen
werden, das s m onozytare und auc h D endritische Zellen den PTHR1 exprimieren und

PTHrP an diesen Rezeptor bindet.

Das aktive 1,25(0OH), Vitamin D3, welches in monozytaren Zellen produziert wird, wirkt auf



deren Ex pression. | n der v orliegenden Ar beit w urde di e Ex pression des Osteopontins
untersucht. Osteopontin ist ein M atrixproteinm itei nemR GD-Motivi n der

Aminosauresequenz, das an den Vi tronektin-Rezeptor, das a,Bs-Integrin bindet und s omit
mafgeblich an der Zelladhasion b eteiligt ist. Das S elenoprotein T hioredoxin Reduktase 1
(TR1), ei nw eiteres 1,25(0OH), Vi tamin D ;-responsives Enz ym, des sen Ex pression i n
monozytaren Zellen untersucht wurde, m oduliert dur ch R eduktion v on C ysteinresten i n
Proteinen der en Sek undarstruktur und i sts omit an Pr otein/Protein-Interaktionen und
Protein/DNA-Interaktionen, wie der Bindung von T ranskriptionsfaktoren an D NA, beteiligt.
Als Beispiel sind hier die Transkriptionsfaktoren NFxB und AP1 z u nennen, deren Aktivitat
sowohl direkt als auch Uber die Reduktion von Thioedoxin durch die TR1 moduliert wird. Es
wurde der Einfluss von Selenit, 1,25(OH), Vitamin D; und W achstumsfaktoren zum einen
auf die Aktivitdt der TR1, zum anderen auf die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFxB

und AP1 in monozytaren Zellen untersucht.

In den letzten Jahren k onnten m ehrere Sel enoproteine i dentifiziert w erden, die al le ein
Selenocystein i m akti ven Z entrum tr agen und m af3geblich an der Katal yse v on R edox-
Reaktionen bete iligt sin d. | m Ra hmen d ieser Arbeit wurden di e i n m onozytaren Z ellen
exprimierten Selenoproteine mit "®Selenit markiert und deren apparentes Molekulargewicht
durch Auftrennung der Pr oteinei n ei nem denatur ierenden Pol yacrylamidgel n aher
bestimmt. D ie Akti vitat des Sel enoenzyms Gl utathionperoxidase w urde dur ch ei nen
enzymatischen T est v or und nac h Sel enitsubstitution in monozytéaren Z ellen unter sucht.
Weiterhin wurde der Einfluss von Selenit auf die Funktion von Makrophagen mit Hilfe eines

Phagozytosetests bestimmt.

11,25(0OH ), Vitamin D; responsive Gene in monozytaren Zellen

In der Literatur und i m R ahmen dieser Ar beit w urden 1,25(0OH), Vitamin D ;-responsive
Gene in Monozyten/Makrophagen beschrieben und c harakterisiert. Monozyten exprimieren
den nuklearen 1,25(OH), Vitamin D ;-Rezeptor und s ind somit in der Lage auf 1,25(OH),
Vitamin Ds-Stimuli zu reagieren. Eine wichtige Rolle hierbei spielen die Mikrotubuli der Zelle.
Werden sie zerstort, wird der Transport von 1,25(0OH), Vitamin D3 zu den M itochondrien
inhibiert (Kamimura et al., 1995). In den Mitochondrien befindet sich das 1,25(OH), Vitamin
Ds-inaktivierende Enzym, di e 24- Hydroxylase. W ird 1,25( OH), Vi tamin D 3 ni cht z u den

Mitochondrien transportiert, kann es nicht inaktiviert werden.

Ein weiteres 1,25(OH), Vitamin D3 responsives Gen in Monozyten und Makrophagen ist c-



Mitglieder der myk Proto-Onkogen F amilie beeinflussen die Proliferation, D ifferenzierung
und di e Apoptos e v on Z ellen. W ird c —-myk Uberexprimiert k ommt es z u ges teigerter
Zellproliferation, die Differenzierung von Zellen wird inhibiert und Apoptose bei Abwesenheit

von 'Uberlebensfaktoren’ induziert (Bahram et al., 1999).

Die Ex pression des LPS- Rezeptors und M onozytenmarkers C D14 wird ebenfalls durch
1,25(OH), Vitamin D reguliert.

1.11 o-Hydroxylase

Durch RT-PCR und F unktionsuntersuchungen k onnte nac hgewiesen w erden, das s das
25(0OH) Vitamin Ds-aktivierende p450-Enzym 1o-Hydroxylase, in peripheren Blutmonozyten
(PBM) e xprimiert wird . Zu r A ktivitdtsbestimmung w urden di e Z ellen zum einen m it dem
Substrat der 10-Hydroxylase 25(OH) Vitamin D3 substituiert, zum anderen mit Parathormon
stimuliert. | m system ischen 1,25( OH), Vi tamin D ;-Stoffwechsel w ird i n der N iere di e
1,25(0OH), Vi tamin D s-Produktion dur ch PT H ges teigert. D ie H 6he der Ex pression des
Enzyms in Monozyten war unabhangig von der Art der Stimulation mit der Ausnahme, dass
nach Behandlung mit dem p450-Enzym Inhibitor Ketoconazol, die mRNA-Menge verringert
war. Aus der Literaturist v orallem ei ne anti mykotische W irkung des Imidazolderivates
Ketoconazol, w elches di e Er gosterinsynthese hem mt, bek annt ( Loose etal ., 1983) .
Weiterhin wurde ein Ketoconazol-Effekt auf die Stabilitat der mRNA der Stickoxid-Synthase
in der M aus-Makrophagenzelllinie J 774 bes chrieben. Uber den M echanismus i st j edoch
noch ni chts bek annt ( Baroni et al ., 1999) . Ketoc onazol-Behandlung v on per ipheren
Blutmonozyten verringerte die Konzentration von 1,25(0OH), Vitamin D; im Zelliberstand auf
16,8%. Allein die Supplementation des M ediums m it dem Subs trat der 1 o-Hydroxylase
(25(0OH) Vitamin D3) lie® die Konzentration an freigesetztem 1,25(OH), Vitamin D3 um das
5-fache ansteigen. Es m uss dav on aus gegangen w erden, das s di e ger inge 1,25( OH),
Vitamin D ;-Produktion in nicht-supplementierten Monozyten auf einen Mangel an Substrat
im Zellkulturmedium zurtickzufiihren ist. Durch PTH-Stimulation der supplementierten PBM
konnte nur eine geringe, nicht signifikante Steigerung der freigesetzten 1,25(OH), Vitamin
Ds-Menge i m Ver gleich z u 25( OH) Vi tamin Ds-supplementierten Z ellen er zielt w erden.
Mdglicherweise kann die Aktivitat der 1 a-Hydroxylase bei einer Substratkonzentration von
10" M ni chtw eiter dur ch PT H-Gabe ges teigert werden, da bereits basal nach
Supplementation di e Ak tivitat der 1 a-Hydroxylase hoc hi st. PT H al leine, ohne ei ne
gleichzeitige Suppl ementation m it 25( OH) Vi tamin D3, hatte k einen Ei nfluss auf di e

1,25(OH), Vitamin D ;-Produktion, was auf einen Mangel an Subs trat zurlickzufihren sein



zu koénnen, wurde bei 25(0OH) Vitamin Ds-Supplementation sowohl das Enzym als auch die
Transkription durch Ketoconazol inhibiert und gl eichzeitig mit PTH stimuliert. PTH hatte in
diesem Fall jedoch keinen Anstieg der produzierten 1,25(OH), Vitamin Ds;-Menge zur Folge
im Ver gleich z u ents prechenden Kontr ollzellen. Es w ird daher angenom men, das s die
Hemmung der T ranskription der 1 o-Hydroxylase durch Ketoc onazol dom inant w ar und

keine weitere Stimulation durch PT H-Behandlung er zielt w erden k onnte. In T HP1-Zellen
zog eine Supplementation des Mediums mit 25(OH) Vitamin D3 nur eine geringe Steigerung
der 1 a-Hydroxylase A ktivitat nac h sich. Eine gl eichzeitige Behandlung mit PTH lie3 die
freigesetzte Menge an 1,25( OH), Vitamin D3 um das 1,4-fache ansteigen, eine Hemmung
der 1,25( OH), Vi tamin D3-Synthese dur ch Ketoc onazol k onntei n T HP1-Zellen nur

geringfugig erzielt werden.

Um di e ei ngesetzte M ethode z ur 1,25(OH); Vi tamin D s;-Bestimmungi n Z ellkultur-
Uberstanden mit Hilfe e ines '*°I-1,25(OH), Vi tamin D s-abhangigen R adioimmunoassays
(RIA) zu validieren, wurden COS7-Zellen mit einem Uberexpressionskonstrukt der humanen
1a-Hydroxylase tr ansfiziert. D ie T ranskription des Enz yms w urde dur ch ei ne RT-PCR
nachgewiesen und die 1,25(OH), Vitamin Ds-Produktion der COS7-Zellen bei gleichzeitiger
25(0OH) Vi tamin D ;-Supplementation des M ediums bes timmt. Aus Gesamt-RNA der
transfizierten C OS7-Zellen k onnte die 1o-Hydroxylase m ittels R T-PCR nac hgewiesen
werden. Transfizierte COS7-Zellen produzierten die 8-fache Menge an 1,25(0OH), Vitamin
D; im Vergleich zu untransfizierten Kontrollzellen. Dies zeigt, dass der eingesetzte RIA, der
urspringlich f tr 1,25( OH), Vi tamin D 3;-Bestimmungen aus hum anem Ser um entw ickelt
wurde, auch fiir Konzentrationsbestimmungen in Zellkultur-Uberstanden geeignet ist. Es ist
weiterhin auszuschlief3en, dass unspezifisch 25(0OH) Vitamin D; detektiert wurde, da nac h
Angaben des Herstellers nur eine 0,0013 %ige Kreuzreaktion mit 25(OH) Vitamin D3 auftritt.
Nach Ketoconazol-Behandlung der Monozyten sank die Konzentration der 1a-Hydroxylase
mRNA und nac hfolgend di e Pr oduktion an f reigesetztem 1,25( OH), Vi tamin D 3, w as
ebenfalls als Validierung fur den verwendeten 1,25(OH), Vitamin D3 RIA angesehen werden

kann.

Durch di e Ex pression der 1 o-Hydroxylase in Monozyten/Makrophagen und di e dar aus
resultierende Sez ernierungv on ak tivem 1,25( OH), Vi tamin D ;-Hormonw ird fur
Monozyten/Makrophagen undi hr M ikroenvironment ei n autok rines/parakrines Si gnal
freigesetzt. D ie Ex pression 1,25( OH), Vi tamin D ;-responsiver Gene w ird i n diesen und
benachbarten Zellen beeinflusst und di e | mmunantwort m oduliert. Aus der Li teratur i st

bekannt, dass M akrophagen v on Sar koidose- und M orbus C rohn-Granulomen v ermehrt



(Bosch, 1998; Sharma, 1996). Es wird angenom men, das s auc h i n di esem Sy stem
1,25(0OH); Vi tamin Ds-responsive Gene beei nflusst w erden und z ur U nterhaltung der
Krankheit bei tragen. D ie U ntersuchung 1,25( OH); Vi tamin D s-responsiver Genei n
Monozyten/Makrophagen kann Mechanismen der Granulom-Entstehung und —Manifestation

aufklaren.

1.1.1  Rolle von PTHrP in Monozyten und Dendritischen Zellen

Im system ischen C a’*-und Vi tamin D s-Stoffwechsel wird d ie 1 o-Hydroxylase dur ch
Parathormon durch Aktivierung des Promotors der 1o-Hydroxylase stimuliert (Murayama et
al., 1998). Parathormon related Protein (PTHrP) wurde als pathogenetischer Faktor, der die
Tumorhyperkalzamie propagiert, identifiziert (Suva et al., 1978) und bindet wie PTH an den
PTH Rezeptor Typ 1. Wichtig fur die Rezeptorerkennung ist die Aminosauresequenz 1 bis
34, die in beiden Proteinen zu 40 % identisch ist. In der vorliegenden Arbeit konnte durch
einen Bindungsassay mit C y3.5 markiertem PT HrP gez eigt werden, dass PTHrP an die
Membran von Monozyten und Dendritischen Zellen bindet. Durch eine nested RT-PCR aus
Gesamt-RNA v on per ipheren Bl utmonozyten und D endritischen Z ellen k onnte der PTH
Rezeptor T yp 1 unabh angig v on der Art der Sti mulation aus allen Proben amplifiziert
werden. Dass eine 'nested' PCR zum Nachweis der Rezeptor-Expression noétig war zeigt,
dass die Expression des PTHR1 sowohl in Monozyten als auch in Dendritischen Zellen sehr

niedrig ist.

Wahrend PT Hi nder N ebenschilddriise gebi Idet w ird und den systemischen Ca’'-
Stoffwechsel reguliert, wird PTHrP in unterschiedlichen Geweben und Z ellen wie Knochen
und Keratinozyten exprimiert und besitzt eine autokrine/parakrine Funktion, die vor allem im
System der Differenzierung von Knochenzellen beschrieben wurde. Durch PTHrP wird die
Wirkung des in der Embryonalentwicklung exprimierten Indian hedgehog (lhh) vermittelt. In
PTHrP Knoc kout-Mausen k onnte gez eigt w erden, das s PT HrP di e D ifferenzierung von
Chondrozyten in den W achstumszonen von Knochen verlangsamt. Es tritt eine verfrihte
Ossifikation ein, ebenso wird das Einwandern von BlutgefaRen verhindert (Vortkamp et al.,
1996). In Chondrozyten wird weiterhin PTHrP-abhangig die Expression von Bcl-2 gesteigert
und die Apoptose verhindert (Amling et al., 1997; T sujimoto et al., 2000). Bcl-2 gehdrt zu
einer P roteinfamilie, d eren M itglieder pr o-apoptotische und anti -apoptotische Wirkung
besitzen. In der humanen em bryonalen N ierenzelllinie HE K-293 w ird dagegen Uber den
PTHR1, dessen Ligand sowohl PTH als auch PTHrP sein kann, Phospholipase C und Ca*-
abhangig Apoptose vermittelt. PTH-Einwirkung fuhrt hier zu einer Fragmentierung der DNA,



al., 2000). In Dendritischen Zellen wird im Gegens atz zu Monozyten nach |Inkubation mit
Cy3.5-PTHrP(1-86) und gl eichzeitiger D NA-Farbung mit D API ei ne T ranslokalisation von
PTHrP in den Ker n und z usatzlich eine F ragmentierung des Genom s beobac htet. D ies
wirde bedeuten, das si nM onozytendi e Si gnalwirkungdes PT HrP Uberden

membranstandigen PTH Rezeptor Typ 1 v ermittelt wird, in D endritischen Zellen dagegen
ein direkter Effekt des PTHrP auf die DNA und T ranskription eine Rolle spielt. Es ist noch
nicht bekannt, ob in D endritischen Z ellen dur ch PT HrP-Einwirkung Apoptos e i nduziert
werden kann. PT HrP k dnnte s omit die | mmunantwort dahi ngehend m odulieren, das s die
Genexpression in Monozyten beeinflusst wird, die Funktion von Dendritischen Zellen in der

Immunabwehr dagegen durch mogliche Induktion von Apoptose inhibiert wird.

Zur Validierung des PTHrP-Cy3.5 Bi ndungsassays w urden hum ane em bryonale
Nierenzellen (HEK-293) und HEK-293 Zellen, s tabil tr ansfiziert m it dem hum anen PT H-
Rezeptor Typ 1, mit PTHrP-Cy3.5 inkubiert. Native HEK-293 Zellen exprimieren den PTHR1
sehr schwach. Dies spiegelt sich im Bindungsassay wider. Wahrend native HEK-293 Zellen
nur s chwach gef arbt werden, erfolgt ei ne s tarke Bindung des PT HrP-Cy3.5 an PT HR1-

Uberexprimierende Zellen.

Esi stbi shernoc hni chtv ollkommen gek lart,obf GrPT HrP ei ne oder mehrere
Kernlokalisationssequenzen existieren. Natives PTHrP besitzt an Pos ition 87 bis 107 eine
nukleare Lokalisationssequenz (NLS), die eine Homologie zu bereits beschriebenen NLS-
Elementen aufweist (Henderson et al., 1995). Eine andere Arbeitsgruppe beschreibt eine
putative Kernlokalisationsequenz zwischen Aminosaure 61 bis 94. D es weiteren wird eine
Zellzyklus-abhangige Phosphorylierung an Threonin-85 beobachtet, die Gber den Transport
von PT HrP in den Ker n (dephosphorylierter Z ustand) oder den Ver bleib im Zytoplasma
(phosphorylierter Zustand) entscheidet (Lam et al., 1999b). Der Mechanismus der PTHrP-
Translokation in den Kern ist noc h w eitgehend ungek lart. Ei nerseits wird ei ne r ezeptor-
unabhangige Bindung v on PT HrP an di e Z ellmembran und nac hfolgende Endoz ytose
diskutiert, ander erseits w ird di e T ranslokation des PT HR ezeptors T yp 1 mit seinem
Liganden PT HrP in den Ker n diskutiert (Aarts et al., 1999b; W atson et al., 2000). J oun
beschrieb 1997 das Auftreten unter schiedlicher Splicevarianten des PT HR1. Eine dieser
Varianten bes itzt k ein Si gnalpeptid und s tellt s omitei nen putati ven, ni cht-
membranstandigen intrazellularen PTH/PTHrP-Rezeptor dar. Eine weitere Arbeit beschreibt
die Bindung von PTHrP an di e B-Untereinheit von I mportin (Lam et al., 1999a). Furdie
Bindung von PTHrP an Importin sind die Aminosauren 66 bis 94 des PTHrP verantwortlich.

Importin ist ein Heterodimer aus o- und B-Importin, wobei die o-Kette eine NLS- und eine -



(Gérlich, 1998 und 1999) . Importin ist im wesentlichen am Transport von Proteinen durch
das Zytoplasma in den Kern beteiligt. Das in den Kern gelangte PTHrP istin der Lage an
RNA, vor allem an Poly-G- und GC-reiche doppelstrangige Sequenzen zu binden (Aarts et
al., 1999a).

Durch Ex pressiondes PT HR ezeptorsT yp1 in peripheren Blutmonozyten und
Dendritischen Z ellen k ann | okal pr oduziertes PT HrP (ber s einen R ezeptor auto- und

parakrin auf die unter suchten Zellen wirken und di e Immunantwort modulieren. Aus der
Literatur ist bek annt, das s PT HrP i n M akrophagen w ahrend der W undheilungundi n
Granulomen v on Sar koidosepatienten ex primiert w ird und das Wachstum und die
Differenzierung von Keratinozyten reguliert (Blomme et al., 1999; Zeimer et al., 1998). Bei
der Propagierung und Manifestation der Sarkoidose ist als weiterer wichtiger Faktor GMCSF
zu nennen. | n br onchoalveolarer Lav ageflissigkeit v on Sar koidose-Patienten | ie? sich

durch R T-PCR ei ne er hohte Konzentration an GM CSF nac hweisen. Es w ird daher

angenommen, das s GM CSF gr anulomatdse E ntzindungen propagiert und unter halt
(Ishioka et al., 1996). Dagegen sind die Konzentrationen an IL-4 in mononuklearen Zellen
der Lamina Propria von Morbus Crohn Patienten erniedrigt (West et al., 1996). IL-4 wird von
T-Zellen gebildet, stimuliert in Makrophagen die Antikdrperproduktion und w irkt somit anti-

inflammatorisch.

Es sind somit zwei Mechanismen der PT HrP-Wirkung an M onozyten denkbar: Zum einen
die Stimulation der 1 a-Hydroxylase-Expression und di e nac hfolgende Beei nflussung
1,25(0OH), Vitamin D s-responsiver Gene, z um anderen die Induktion von Apoptose. Es ist
unklar, ob di e PT HrP-Wirkung auf M onozyten abh angig v om D ifferenzierungsgrad der

Zellen ist.

1.2 24-H ydroxylase

Die Ex pression der 24-Hydroxylase wurde als 1,25(OH), Vitamin D s-responsives Gen i m
Rahmen dieser Arbeit in differenzierten T HP1-Zellen unter sucht. D ie m RNA-Menge i m
Northern Blot war in THP1-Zellen nach 12 h Stimulation mit GMCSF maximal, ebenso nach
8 h M CSF-Behandlung. Ei ne | nduktion des Enz yms nac h 3d 1,25( OH), Vi tamin D ;-
Behandlung k onnte ni cht beobac htet w erden. Es wird deshalb angenommen, dass der
transiente 1,25( OH), Vi tamin D 3-Stimulus nach di eser Z eitdi e Ex pression der 24-

Hydroxylase ni cht m ehr beei nflusst. D ie 1,25( OH), Vi tamin D s-Signaltransduktion er folgt
uber den k lassischen R eaktionsmechanismus dur ch Bi ndung des Liganden an seinen

Rezeptor m it ans chliessender Bi ndung an VD RE. | n der Literatur wird die maximale



1,25(0H), Vi tamin D ;-Stimulation er zielt ( Chen et al ., 1995) . Uber di e R egulation der
24—Hydroxylase durch GMCSF ist in der Literatur nichts bekannt. GMCSF wirkt tber seinen
Rezeptor, der aus einer o- und ei ner B-Kette besteht. Bindet der Ligand GMCSF an den
Rezeptor, wird Uber den Jak 2 (Janus-Kinase) und STATS5 (signal transducer and activator
of tr anscription) Si gnaltransduktionweg di e T ranskription reguliert. STAT5 bindet an
sogenannte GAS —Elemente (gamma-interferon ac tivation s ite) der Sequenz abfolge 5'-
TTCXXXGAA-3' (Do yle etal ., 1998). Ebens ow ird die MAP-Kinase
Signaltransduktionskaskade und s omit der Transkriptionsfaktor AP-1 aktiviert. In primaren
hamatopoetischen Z ellen f indet nac h GM CSF-Bindung an den Rezeptor abhangig vom
Differenzierungsgrad der Zellen eine Signaltransduktion tber den JAK2 / STAT5 und MAP-
Kinase Weg in unreifen Zellen statt. Nach drei Tagen Differenzierung der Zellen wird der
MAP-Kinase W eg w eiterhin ak tiviert w dhrend UberdenJ AK2/ STAT5 Weg keine
Signaltransduktion mehr erfolgt (Wheadon et al., 1999). Im Promotor der 24-Hydroxylase
findet sich zwar k ein GAS- Element, jedoch i st ein AP-1 ahnliches r esponsives Element
vorhanden (Hiura et al., 1999).

Aus den hier v orliegenden D aten k ann gef olgert w erden, das s i n M akrophagen dur ch
GMCSF der T ranskriptionsfaktor AP1 ak tiviert wird, an das AP1-ahnliche El ementim
Promotor der 24-Hydroxylase bindet und di e Expression des Enzyms steigert. Ein weitere
Rolle in diesem System kdénnte die T hioredoxin Reduktase 1 s pielen. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch GMCSF-Behandlung von 1,25(0OH), Vitamin D s-
differenzierten T HP1-Zellen di e Ak tivitdt der TR1 gesteigert w erden k onnte. TR1isim
wesentlichen an der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP1 durch Reduktion von

Disulfidbindungen beteiligt.

1.3 Osteoponti n

Ein w eiteres i n M onozyten/Makrophagen unter suchtes 1,25( OH), Vitamin D ;-responsives
Gen ist Osteopontin (OPN), das eine wichtige Rolle in der Zelladhasion spielt. Im Verlauf
der T HP1-Differenzierung zu Makrophagen s teigt die OPN mRNA Konzentration an. Die
Expression von OPN er moglicht di fferenzierten M akrophagen s ichi m Z ielgewebe
anzuheften und dort Aufgaben in der Immunabwehr zu Ubernehmen. U nreife Zellen, die
noch ni cht m itdenn otigen Enzym systemen zur | mmunabwehr ausgestattet si nd
exprimieren OPN v ergleichsweise s chwach und konnen ni chtadh arieren.
Immunhistochemische U ntersuchungen an Gr anulomschnitten v on Leber und M orbus

Crohn-Praparaten ergaben eine s tarke Ex pression des unter suchten Pr oteins i n den



den das Granulom umgebenden Bereich, im Granulom selbst konnte kein OPN detektiert

werden.

Osteopontin induziert in T -Zellen und M akrophagen di e C hemotaxis und di e Adh asion
(O'Regan et al., 1999). Eine klrzlich publizierte Arbeit beschreibt in Osteopontin Knockout-
Mausen eine ausbleibende Entwicklung von Granulomen nach Virusinfektion (Ashkar et al.,
2000). In frisch isolierten Rattenlebern wird OPN in Kupfferzellen und Hepatozyten schwach
exprimiert, wahrend in nekrotischen Rattenlebern eine hohe Konz entration an OPN mRNA
in Kupfferzellen, Makrophagen und Stel larzellen detektiert werden konnte (Kawashima et
al., 1999).

In Sarkoidose- und M orbus-Crohn-Granulomen wird I okal 1,25( OH), Vitamin D ; in hohen
Konzentrationen pr oduziert. D ies k ann daz u f Ghren, das s Os teopontin und weitere
1,25(0OH), Vi tamin D s-responsive Gene hoc hreguliert w erden und di e Ausbildung des
Granuloms w eiter pr opagieren. Os teopontin w iederum s teigerti n M akrophagen di e
Sekretion der proinflammatorischen Z ytokine IL-12 und IFNy. I L-12 i nduziert in N K- und
TH1-Zellen die weitere Bildung von |FNy und er hoht s omit die zytotoxische Aktivitat des
Immunsystems. IFNy wirkt immunmodulatorisch, d.h. in Abhangigkeit von den herrschenden

Bedingungen wirkt es stimulierend oder supprimierend auf die Antikérperproduktion.

1.4  Thioredoxin-Reduktasen - Selenoproteine

Durch 75-Selen-Proteinmarkierung in THP1-Zellen konnten drei Banden im Polyacrylamid-
Gel zwischen 45 und 66 k Da detektiert werden. Es kdnnte sich hierbei um Isoformen der
Thioredoxin-Reduktasen handeln, die eine molare Masse von 55 kDa (TR1) und 56,5 k Da
(TR3) bes itzen.D ieT R1k onntes owohli mN orthernBl otal s auch durch
Aktivitatsmessungen in Monozyten und in 1,25(0OH), Vitamin Ds-differenzierten THP1-Zellen
nachgewiesen w erden. Bei der v erwendeten M ethode zur Aktivitatsmessung w erden
wahrscheinlich auch die TR2 und di e TR3 mit erfasst, die im Rahmen dieser Arbeit nicht
untersucht wurden. In humanen fetalen Osteoblasten ist die TR3 jedoch nicht 1,25(0OH),
Vitamin D ;-responsiv ( personliche Mitteilung Dr. N. Schitze). In THP1-Zellen k onnte die
TR1 mRNA-Menge nach 1 bi s 2 Stunden | nkubation mit 1,25(OH), Vitamin D ; gesteigert
werden. In ex vivo préaparierten Monozyten wurde eine verstarkte T R1-Expression alleine
durch den Prozess der Kul tivierung und Anhef tung der Z ellen an der Kul turschale
beobachtet, welche durch Gabe von 1,25(OH), Vitamin D; weiter gesteigert werden konnte.
Die basale TR-Aktivitat |asst sich in THP1-Zellen durch Inkubation mit 1,25(OH), Vitamin D3

fir 48 h um 66% steiaern. Wird das Medium mit 100 nM Na-Selenit supplementiert. kann



1,25(OH), Vi tamin D 3;-responsive Sti mulation der T R in Selenit-supplementierten THP1-
Zellen findet auf einem hdheren Niveau in ahnlicher Relation statt. D urch I nkubation der
THP1-Zellen mit dem TR und GPx-Inhibitor Aurothioglucose (ATG) (Chaudiere et al., 1984;
Gromer et al., 1998b) lie3 sich die TR-Aktivitat bei einer AT G-Konzentration von 100 uM im
Kulturmedium um 20 % hem men. Eine | nhibition des Enzyms um 66 % liel3 sich durch

Zusatz von ATG im Reaktionsansatz erzielen.

Das Thioredoxin/TR1 System moduliert die Zellproliferation und Differenzierung in T- und B-
Zellen. Es wurde gezeigt, dass Thioredoxin ein Wachstumsfaktor fir Fibroblasten, B-Zellen
und einige Krebszelllinien darstellt (Baker et al., 1997; McKenzie et al., 1998; Rosen et al.,
1995). Ein W eg, auf dem T hioredoxin in die Proliferation, D ifferenzierung und Apoptose
eingreift, i st di e Ak tivierung v on Transkriptionsfaktoren, wie NFxB und AP1, dur ch
Reduktion von Cysteinresten. Dies ist wichtig fur Protein/Protein-Interaktion, wie Ausbildung
von Pr otein-Dimeren und f ur Protein/DNA-Interaktion, w iedi eBi ndungv on
Transkriptionsfaktoren an D NA-responsive El emente. D urch den Ei nfluss des T R/Trx-
Systems auf die Proteinfaltung reguliert es indirekt die Ex pression von N FkB- und AP1-
Zielgenen (Hirota et al., 1997; Ki m et al., 1997; M itomo et al., 1994). GM CSF und der
Tumornekrosefaktor o (TNF o) sind Beispiele fir Gene, di e unter der Kontrolle von NFxB
transkribiert werden und eine wichtige Rolle in der Kommunikation zwischen Monozyten und
T-Zellen bei Entzindungsreaktionen spielen konnen. Es wurde gezeigt, dass Thioredoxin in
Tumorzelllinien Zyt okinsekretion stimulieren und Apoptos e i nhibieren k ann ( Baker et al .,
1997; Schenk et al., 1996) . D as T hioredoxin/TR1 Sy stem i st ei n anti oxidatives Sy stem,
welches Zellen vor oxidativem Stress schutzt, der beim 'respiratory burst' nach Aktivierung
von Monozyten/Makrophagen in der Phagozytose einwirkt (Seres et al., 1996; Wieles et al.,
1997). In THP1-Zellen k onnte nac h D ifferenzierung der Zellen mit 1,25(OH), Vitamin D 5
gezeigt werden, dass die Zellen durch erhdhte Expression des Trx/TR1 Systems vor NO-
vermittelter Ze lischadigung ges chitzt wa ren im V ergleich zu Kontrollzellen (Fe rret et al .,
2000).

Weitere antioxidative Systeme bilden die Familie der Glutathionperoxidasen, Katalase und
Superoxiddismutase (Spolarics, 1996). Ein wichtiger Reaktionsweg der Bakterienabwehr in
Makrophagen i sts auerstoffabhéngig. Nach einer bakteriellen | nfektion w erden v on
Makrophagen  reaktive Sti  ckstoffverbindungen ( Stickoxid N O)und r eaktive
Sauerstoffverbindungen (Superoxid O2e-), W asserstoffperoxid (H.O) und Hydroxylradikale
(OHe) produziert (Hyslop et al., 1995; Sato et al., 1998). D ie Phagoz ytose v on Borellia

Burgdorferi fihrt in Makrophagen zur Produktion von Stickoxiden und Sauerstoffradikalen,



Kompartimentierung di eser Sy stemei nder Z ellebek anntundob zellulare
Abwehrmechanismen die Bekampfung von Bakterien im Phagosom inhibieren kdnnen, wie
dies z .B. das bak terielle T hioredoxin/Thioredoxin Reduktase System vermag. Durch
Sezernierung von r eaktiven Sauer stoffverbindungen und Stickstoffverbindungen durch
Makrophagen bei m'r espiratory bur st'w erden auc h benac hbarte Z ellen potenti ell
geschadigt. D ie Ex pression des T hioredoxin/TR1 Sy stems und der Gl utathionperoxidase
(siehe unten) im Z ytosol von M akrophagen stel It ei n Puf fersystem dar , dasei ne
Zellschadigung verhindert. Reaktive Sauer stoff- und Sti ckstoffverbindungen w erden von
Makrophagen im Rahmen der | mmunabwehr entw eder s ezerniert oder i m Phagos om
produziert, sodass das im Zytosol exprimierte Thioredoxin/TR1 System die Immunabwehr

nicht beeinflusst.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die adaquate Versorgung mit
Selenit f Ur di e F unktion v on m onozytaren Z ellen v on es sentieller Bedeutung i st. | st der
Selenitgehalt niedrig, w erden anti oxidative Sel enoenzyme wie T R niedrig ex primiert. Die
Zellen w erden nur unz ureichend v or oxidativem Stress geschitzt, ei ne m o6gliche
Zellschadigung ist die Folge. Des weiteren kann sich die geringe Expression der TR bei
Selenitmangel auf nac hgeschaltete N FkB- und AP1- regulierte Gene aus wirken, di e nur

unzureichend exprimiert werden.

2 Selenoproteine in Monozyten/Makrophagen

In Monozyten/Makrophagen werden verschiedenene Selenoproteine ex primiert. Durch 75-
Selen-Markierungsexperimente i n T HP1-Zellen k onnteni m R ahmen dieser Arbeit
mindestens neun Proteine zwischen etwa 14 und 80 k D detektiert werden, von denen fiinf
offenbar sezerniert werden. Einige markierte Banden | assen sich Selenoproteinen bereits
bekannter Funktion zuordnen, diese werden im folgenden hinsichtlich ihrer Expression und

Funktion in Monozyten/Makrophagen diskutiert.

2.1 Gl utathionperoxidasen

Das M olekulargewicht dr eier detek tierter Pr oteine | iegt um und unter 24 k Da. Es ist
anzunehmen, dass es sich hierbei um Isoformen der Glutathionperoxidasen handelt, deren
Molekulargewicht 22 k Da (GI-GPx), 22 k Da PH-GPx, 23 kDa (cGPx) und 25 kDa (pGPx)
betragt. Die cGPx wird in peripheren Bl utmonozyten und M akrophagen i m Ver gleich zu

neutrophilen Zellen héher exprimiert, ebenso ist die GPx-Aktivitat héher ( Pietarinen-Runtti



beschrieben, dagegen konnte die pGPx im Northern Blot nicht detektiert werden (Dreher et
al., 1997a) . D ie m embranstandige N ADPH-Oxidase der M akrophagen pr oduziert z ur
Abwehr v on M ikroorganismen w ahrend Entz indungsprozessen H ,0, ( Rossi, 1986) , bei
gleichzeitiger Expression der pGPx wirde dies wieder reduziert werden. Jedoch findet sich
im Zellliberstand eine "°Se-markierte Bande bei 24 k Da, was auf ein sezerniertes Protein,
z.B. di e pGPx schliessen lasst. D ie GPx- Aktivitat v on T HP1-Zellen w urde i n ei nem
Enzymassay bes timmt, der bi sher nicht zwischen pGPx und cGPx unterscheiden kann.
THP1-Zellen z eigen i m Enz ymassay GPx -Aktivitat, die durch Sel enitgabe ( 100 nM )
annahernd um den Faktor 100 gesteigert werden kann. Dabei hat es kaum einen Einfluss,
ob di e Z ellen undi fferenziert oder f ar3d mit 1,25(OH), Vi tamin D 3 st imuliert u nd
anschliessend mit GMCSF 24 und 48 h behandelt wurden. Lange Zeit glaubte man, daR bei
manchen F allen der erblichen c hronischen granulomatésen Er krankung ei n GPx -Mangel
vorliegt, was letztlich allerdings auf D efekte der U ntereinheiten der N ADPH-Oxidase

zurickgefuhrt werden konnte (Newburger et al., 1994).

Bei mangelnder Versorgung von monozytaren Zellen mit Selenit sinkt die Aktivitat der GPx
fast um den Faktor 100. Werden diese Zellen oxidativem Stress ausgesetzt, sind sie nicht
in der Lage r eaktive Sauer stoffverbindungen z u neutr alisieren und werden potentiell
geschadigt. Eine ad aquate Versorgung mit Selenit ist f ir die Funktion von Makrophagen

von essentieller Bedeutung.

2.2S elenoprotein P

Selenoprotein P wurde bislang durch Northern Blot-Analysen in nativen THP1-Zellen einmal
nachgewiesen, das Ergebnis konnte jedoch nicht verifiziert werden (personliche Mitteilung
Dr. I. Dreher). Im 75-Se-Markierungsexperiment |asst sich jedoch eine Bande um 57 kDa
detektieren, di e auc h i n Z elliberstanden auf tritt und s ezerniertes SeP sein kénnte. I m
Western Blot konnte mit einem polyklonalen SeP-Antikérper eine 57 kDa Bande sowohl aus
THP1-Zellliberstanden als auch aus Zelllysaten detektiert werden (persdnliche Mitteilung A.

Zierer).

2.3 W eitere Selenoproteine

Die substratbindende Selenoprotein-Untereinheit der Typ 1 5°-Deiodase wird in Monozyten
nicht exprimiert, 5°-DI-Aktivitdt kann nicht nachgewiesen werden (personliche Mitteilung Dr.
A. Baur). Bei etwa 14 kDa wurde ein weiteres Selenoprotein detektiert. Es kénnte sich um

das von Gladyshev et al. (1998) beschriebene 15 kDa Selenoprotein unbekannter Funktion



handeln. Weiterhin wurden im 75-Se-Markierungsexperiment Selenoproteine detektiert, die

bisher nicht zugeordnet werden kdnnen.

3 Biologische Relevanz antioxidativ er S elenoproteine in Zellen

des Immunsystems

Antioxidative Systeme neutralisieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS), im Falle der TR wird
auch ein antibiotisches/zytotoxisches Polypeptid (NK-Lysin) neutralisiert, das eine wichtige
Funktion bei der Ly se von T umorzellen und Bak terien hat ( Andersson et al., 1995 und

1996; Ruysschaert et al., 1998). Aus der Sicht der Zelle bedeutet dies einen Schutz vor den
durch die Zelle s elbst oder von N achbarzellen produzierten ROS. Andererseits werden
durch ROS und anti biotische/zytotoxische Peptide Bakterien und T umorzellen abget 6tet.
Die Balance der Produktion beider antagoni stischer Sy steme er scheint s omit f Gr den
Nettoeffekt wichtig, um der Funktion der Abwehr ebenso wie der Erhaltung der zellularen
Funktion gerecht z u w erden. | nwiefern di e Kom partimentierung z .B. der Phagos omen,
innerhalb der Zelle in jeder Situation aufrecht erhalten werden kann, ist nicht erforscht. Je
mehr R OS per D iffusion f reien Z ugang z u ander en Z ellkompartimenten er langen des to
wichtiger wird di e anti oxidative Abw ehrfunktion. Sel enabhangige anti oxidative Pr oteine
tragens omitz ur Er haltung der F unktionalitatder Z elle bei . Bezuglich der

Kompartimentierung anti oxidativer Pol ypeptide w urde i n ei ner neuer en Ar beit berichtet,
dass Thioredoxin nach Behandlung der Zellen mit H,O, praktisch vollstandig in den Zellkern
wandert, obw ohl m an i n di esem Pepti d kein klassisches nukleadres Lok alisationssignal
(NLS) findet. Dies kénnte sowohl die DNA vor oxidativen Schaden schuitzen, als auch die
Funktion v on T ranskriptionsfaktoren er halten, di e vor der Oxidation geschutzt w erden
missen. In der gleichen Arbeit wurde gezeigt, dass Thioredoxin direkt in die Bindung von
Glukokortikoid-Rezeptoren an ihr responsives DNA-Element eingreift (Makino et al., 1999).
H,O, bew irkt z udem aber auc h ei ne Ak tivierung v on T ranskriptionsfaktoren, w ie N FxB
(Baeuerle et al., 1996). Zielgene dieses Transkriptionsfaktors sind u.a. TNFa und GMCSF.
Abhangig al so von ei nem Aus fall der anti oxidativen Sc hutzmechanismen, wie der GPx-
Aktivitat wahrend des 'respiratory burst', kénnen durch H,O, endoge Transkriptionsfaktoren
stimuliert w erden, die ihrerseits wiederum bas ale zellulare F unktionen und deren 'Cross-
Talk' mit Nachbarzellen beeinflussen. In Monozyten wird die Expression von TNFo durch
Selensupplementation inhibiert, was zu einer Suppression der Replikation des HIV-1 Virus

fuhrt (Hori et al., 1997). Ohne das s di es molekular bew iesen i st, k dnnte m an sich den



Aktivierung von NFxB wiederum erniedrigt wurde. Da HIV-1 NFxB-responsive Elemente in

seinem Enhancer aufweist, wirde hierdurch die HIV-Replikation gehemmt werden.

Antioxidative Systeme werden auch von Bakterien und Vi ren ex primiert. T R/Trx-Systeme
kommen bei spielsweise i n M ykobakterien undi n Pl asmodien v or. D iese sind nach
bisheriger Kenntnis ni cht s elenabhangig. D ie Uberexpression ei nes s olchen Sy stems in
Mykobakterien s chitzt di ese i n der er sten Phas e der | nfektion v or der Abt 6tungi n
Phagosomen (Zhang et al., 1999). In dem Plathelminthen Schistosoma mansoni wurde eine
20 k Da Phos pholipidhydroperoxid Gl utathionperoxidase detek tiert, di e ebenfalls ein

Selenoprotein ist (Maiorino et al., 1996).

Die Expression von Selenoproteineni n Z ellen des | mmunsystems ni mmt er heblichen
Einfluss auf die Proliferation, Differenzierung und di e zelluldren Funktionen dieser Zellen.
Neben den hi er haupts achlich di skutierten ¢ GPx und T R1 s pielen moglicherweise di e
mitochondriale TR3 und das klrzlich bes chriebene 14 k D Sel enoprotein s owie die noch
nicht c harakterisierten m arkierten Proteine eine ebens o wichtige Rolle (Gladyshev et al .,
1998). Viele dieser, wenn nicht gar alle Selenoproteine, sind in ihrer Funktion abhangig von
Selen und dam it k 6nnte diesem Spurenelement als nutr itiver F aktor i n bes timmten

Risikogruppen, auch in der Infektiologie und Autoimmunitat eine Bedeutung zukommen.

4 Einfluss von Selen auf die Phagozytose

Die Hauptfunktion von Makrophagen ist die Antigenprasentation und die Phagozytose von
Mikroorganismen und Z elltrimmern. | n der v orliegenden Ar beit w urde der Einfluss von
Selen, 1,25(0OH), Vitamin D3 und GMCSF auf die Phagozytose von THP1-Zellen untersucht.
Im Rahmen der Differenzierung von THP1-Zellen zu Makrophagen lasst sich keine Tendenz
in der Phagoz ytoserate der Einzelzelle und i n der Anz ahl der phagoz ytierenden Z ellen
feststellen. Je langer die Zellen mit fluoreszierenden E. coli-Membranbestandteilen inkubiert
wurden, desto héher war die Phagozytoserate und die Zahl der phagozytierenden Zellen.
Die Suppl ementationdes M ediums m it 100 nM Na-Selenit liek di e Z ahlder

phagozytierenden THP1-Zellen bei gleicher Stimulation leicht sinken. Die Phagozytoserate
der einzelnen Zellen stieg jedoch an. Die vorliegenden Daten zeigen, dass ausreichend mit
Selenit v ersorgte M akrophagen m ehr M ikroorganismen und Zelltrimmer phagoz ytieren
konnen i m Ver gleich z u w eniger gut v ersorgten Z ellen. D ie Z ahl der phagozytierenden
Zellen sinktj edochi ndi esemF allw as dar aufs chliessen | asst, das s di e netto-

Phagozytoseleistung der Makrophagen nicht durch Selenit beeinflusst wird.



5 Einfluss von Selen auf die A ktivierungv  on

Transkriptionsfaktoren

Das in M onozyten/Makrophagen ex primierte T hioredoxin R eduktase/Thioredoxin Sy stem
(TR/Trx) moduliert wie oben bes chrieben die Aktivierung der T ranskriptionsfaktoren NF«xB
und AP1 dur ch Reduktion von Cysteinresten, durch welche eine Bindung der Proteine an
DNA-responsive EI emente er mdglichtw ird. D erEi nflussv on Na-Selenit und
Wachstumsfaktoren auf die Aktivierung von NF«xB und AP1i n THP1-Zellen wurde in der

vorliegenden Arbeit untersucht.

5.1A P1

Der Transkriptionsfaktor AP1 wird in THP1-Zellen nach GMCSF-Stimulation abhangig vom
Selenstatus aktiviert. In's elensupplementierten Z ellen w urde AP1i m Ver gleichz u
Kontrollzellen nac h GM CSF-Behandlung s chwacher aktiviert. Ei ne D ifferenzierung der
Zellen mit 1,25( OH), Vitamin D ; fir 3 d hatte k einen Ei nfluss auf di e AP1- Aktivierung.
Wurde jedoch mit GMCSF behandelt, zeigte sich im Pol yacrylamid-Gel ein Protein-DNA-
Komplex. Wie auch schon andere Arbeitsgruppen berichteten, wird eine AP1-Aktivierung in
den m yeloischen Zelllinien H L60 und U 937 dur ch GM CSF-Behandlung i nduziert oder
verstarkt (Adunjah et al., 1991 und 1993).

5.2N FxB, TNFo und pathologische Immunreaktionen

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF«kB erfolgt in zu makrophagenahnlichen Zellen
differenzierten THP1-Zellen nach Stimulation mit TNFo. 1,25(OH), Vitamin D;-Behandlung
der Zellen alleine fUhrt nicht zu einer NFxB-Aktivierung. Nach einer Stimulation mit 30 ng/ml
TNFo far 15 min wird NFxB bereits aktiviert. Nach 30 bis 60 m in wird die D NA-Bindung
zeitabhangig verstarkt und er reicht nach 60 min ihr Maximum. W urden die Zellen mit 100
nM N a-Selenit k ultiviert, er folgte di e N FxB-Aktivierung z eitverzdgert, d. h. bei gl eicher
Behandlungszeit der Zellen mit T NFo wa r NF xB unter Sel enit-Supplementation w eniger
aktiviert als unter Defizienz. In einem w eiteren Ex periment wurde N FxB unabh angig von
Stimulationsart, -Dauer und Selenitsupplementation stark aktiviert, obwohl die Zellen gleich
dicht ausgesat und stimuliert wurden. NFxB wird Zellzyklus-abhangig beim Eintritt der Zelle
aus der GO-indi e G1- Phase ak tiviert ( Goldstone etal ., 1997) . Ei n Gr und f Urd ie
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte deshalb ein Vorliegen der Zellen in unterschiedlichen

K



TNFa-Stimulation sowohl in Zellzyklus-arretierten als auch in proliferierenden Zellen aktiviert
wird (Duckett et al.,1995).

Durch Behandlung der Zellen mit IL-4 fir 20 min konnte die Aktivierung von NFxB inhibiert
werden. D ies i sti nsofern v on | nteresse, al s das s di e Behandl ung von myeloischen
Vorlauferzellen mit IL-4 und GMCSF die Differenzierung zu Dendritischen Zellen vorantreibt
und den Makrophagenweg unterdriickt. Tatsachlich werden in unreifen Dendritischen Zellen
nach Inkubation mit GMCSF und | L-4 die NF«xB-Proteine c-Rel, RelB und p50 s chwacher
exprimiert im Vergleich zu reifen D endritischen Z ellen. Ebens o er folgt ei ne s tarkere
Expression dieser Proteine in D endritischen Z ellen w ie auc hi n M akrophagen m it
zunehmendem Gr ad der D ifferenzierung ( Neumann et al., 2000). D ie Behandl ung der
Zellen mit dem T hioredoxin Reduktase-Inhibitor AT G hatte k einen Einfluss auf die NF«xB-
Aktivierung i n T HP1-Zellen, w as auf ei ne unter geordnete R olle des TR/Trx-Systems in

diesem Fall der Transkriptionsfaktor-Aktivierung schliessen lasst.

In granulomatésen Erkrankungen wie Morbus Crohn und Sarkoidose spielt die Aktivierung
von N FxB ei ne gr o3e R olle. | mmunhistologische U ntersuchungen an Morbus Crohn
Gewebe ergaben ei ne hohe Ex pression der N FxB-Untereinheit p65i n m ononuklearen
Zellen der Mukosa, wie z.B. Makrophagen (Ellis et al., 1998, Rogler et al., 1998). Aber auch
in nicht-entziindetem benachbartem Gewebe war das Auftreten von p65-Proteinen erhoht.
Dies I asst darauf schliessen, dass eine Aktivierung von NFkB bereits im Anfangsstadium
der Entzindung auftritt und di e Immunantwort gestort ist. Hierbei tritt TNFo al s wichtiger
Mediator z wischen Entz indungsreaktion und N FxB-Aktivierung auf . Bei m M orbus C rohn
und der Rheumatoiden Arthritis werden erhéhte Spiegel an proinflammatorischen Zytokinen
wie TNF oo gemessen. In der Behandlung di eser Kr ankheiten w erden neuer dings T NFo.-
Blocker wie |6sliche Rezeptoren und m onoklonale Antikérper eingesetzt (van Dullemen et
al., 1995; Kav anaugh et al., 2000). Zur Behandl ung der R heumatoiden Ar thritis w erden
Goldderivate w ie Aur othioglucose v erwendet, di e anti inflammatorisch w irken und di e
Aktivierung v on N FxB r eduzieren. Es w ird angenom men, dass Aurothioglucose die
Phosphorylierung der i nhibitorischen | kB Untereinheit durch | nhibierung der | xB-Kinase
verhindert und so NF«B nicht aktiviert wird (Jeon et al., 2000). Ein weiterer Effekt von ATG
auf die NFxB-Aktivierung wird jedoch auch tber das Trx/TR1 System vermittelt, da Trx/TR1
direkt durch Reduktion der Disulfidbindungen NF«B aktiviert.



der 1,25(0OH), Vitamin D3 Synthese und I naktivierung reguliert die Expression 1,25(0OH); Vitamin
Ds-responsiver Gene, wie die Expression des Selenoproteins TR1, das einen direkten Einfluss
aufden R edoxstatus undden Ab  bau reaktiver Sauerstoffverbindungen in diesen und
Nachbarzellen ausibt.



F Verzeichnis der Abkiirzungen

AK Antikdrper

5°-DI Typ | 5'Deiodase

5°-Dll Typ Il 5'-Deiodase

5-D Typ lll 5-Deiodase

AP1 Activator Protein-1

APS Ammoniumpersulfat

ATG Aurothioglucose

ATP Adenosin-5-triphosphat

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum-Albumin

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
cGPx cytosolische Glutathionperoxidase
cpm ‘counts per minute’

dATP Desoxyadenosin-5’-triphosphat
dCTP Desoxycytosin-5-triphosphat
dGTP Desoxyguanosin-5"-triphosphat
DMSO Dimethylsulfoxid

dNTPs Desoxynucleotid-5"-triphosphat
DTT Dithiotreitol

dTTP Desoxythymidin-5"-triphosphat
EDTA Ethylendiamintetraacetat

FAD Flavinadenindinucleotid

FCS fetales Kalberserum

GI-GPx gastrointestinale Glutathionperoxidase
GMCSF Granulozyten Makrophagen koloniestimulierender Faktor
GSH Glutathion

GSH-Red. Glutathion-Reduktase

GSSG Glutathiondisulfid

GTC Guanidin-Thiocyanat

IFN Interferon

IGF ‘insulin-like growth factor’

Ihh Indian hedgehog

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-B-thiogalactosid

kb Kilobasen

LB Luria -Bertani

LPS Lipopolysaccharid

MAC Mercaptoessigsaure



NADP+
NADPH
NF«xB
OPN
ORE
PBM
PBS
pBSSKIl+
PCR
PEG
pGPx
PHGPx
PMA
PNK
PTH
PTHrP
PTU
Ref-1
ROls
rpm

rT3
RT-PCR
SDS-PAGE
SECIS
SEM
SeP

T3

T4
TEMED
TGF
TNF
TR
TSH
UTR
X-Gal

Nicotinadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)
Nicotinadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form)
'nuclear factorxB'

Osteopontin

Sauerstoff-responsives Element

periphere Blutmonozyten

Phosphat-gepufferte Saline

pBluescript SKIl+

Polymerase-Ketten-Reaktion

Polyethylenglykol

Plasma-Glutathionperoxidase
Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase
Phorbol Myristat Acetat

T4 Polynukleotidkinase

Parathormon

Parathormon related Protein

Propylthiouracil

‘redox-factor 1’

reaktive Sauerstoffintermediate

Umdrehungen pro Minute

3,37,5 -Triiod-I-Thyronin

Reverse Tranksriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
‘selenocysteine insertion sequence’

'standard error of the mean’

Selenoprotein P

3,5,3 -Triiod-I-Thyronin

I-Thyroxin

N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin

‘transforming growth factor’

Tumor Necrosis Faktor

Thioredoxin-Reduktase

Thyrotropin

untranslatierte Region
5-Chor-4-Brom-3-indolyl-B-D-galactosid
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