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Zusammenfassung

Das Spurenelement Selen (Se) ist essentiell fir die menschliche Gesundheit. Durch
Selenoproteine ist Se an vielen wichtigen physiologischen Vorgéangen beteiligt, wie am
Schilddriisenhormonmetabolismus, den  antioxidativen  Abwehrsystemen, der
Immunfunktion und mannlichen Fertilitdt. Die physiologische Bedeutung des
Selentransporters Selenoprotein P (SELENOP) wurde anhand eines transgenen Maus-
modells erforscht. Dabei konnte gezeigt werden, dass das Fehlen der SELENOP-
Expression im Mausmodell zu einem Schilddrisen-Phanotyp mit Wachstumsstérung,
neurologischen Symptomen und Infertilitat fuhrt. Es ist bekannt, dass ein suboptimaler
Se-Status ein Risikofaktor fir autoimmune Schilddrisenerkrankungen ist, und
Autoantikorper der Schilddrise die Entwicklung von Schilddrisenerkrankungen
beginstigen. Die Primarsequenz von SELENOP ist aufgrund translationaler Vorgange im
Menschen variabel. Deshalb haben wir die Arbeitshypothese abgeleitet, dass
verschiedene SELENOP-Formen als Autoantigene bei Schilddrisenerkrankungen
erkannt werden und SELENOP-Autoantikdrper den Se-Metabolismus und Se-Transport
beeinflussen. Hierzu wurde ein analytischer Test neu entwickelt und charakterisiert.

Drei genehmigte klinische Studien waren verfugbar, um diese Hypothese experimentell
zu testen. Die Patienten mit Schilddrisenerkrankungen hatten im Vergleich zu gesunden
Probanden eine relativ niedrigere Se Konzentration im Serum. In einer Se-
Interventionsstudie senkte die Se-Supplementierung signifikant den Spiegel der Anti-
Thyreoperoxidase (TPO)-Antikorper, was die Schilddrisenfunktion stabilisieren kdnnte.
Eine erhohte Pravalenz der SELENOP-Autoantikorper zeigte sich in den Schilddrisen
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Die hdochste Pravalenz wurde bei den
Patienten mit Hashimoto Thyreoiditis beobachtet. Interessanteweise zeigte sich in den
Patienten mit hohen SELENOP-Autoantikdrpertitern relativ geringe Enzymwerte fir die
Glutathionperoxidase-3 (GPX3) im Serum, welche in der Niere produziert wird. Da
SELENORP die Niere mit Se fur die GPX3 Biosynthese versorgt, deutet dieser Befund auf
eine beeintrachtigte renale Se-Aufnahme durch SELENOP-Autoantikorper hin. Diese
Beobachtung wurde auch in Zellkulturversuchen zur Se-Aufnahme mit SELENOP
spezifischen Antikdrpern bestatigt. Unsere Ergebnisse zeigen somit, dass der Se-
Transport durch nattrliche SELENOP-Autoantikdrper beeintrachtigt werden kann und die
Autoimmunitdt gegen SELENOP als zusatzlicher Biomarker des Se-Status

einzubeziehen ist.
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Abstract

The trace element selenium (Se) is essential for human health. Through selenoproteins,
Se is involved in many important physiological processes, such as thyroid hormone
metabolism, antioxidant defence systems, immune function and male fertility. The
physiological significance of the selenium transporter selenoprotein P (SELENOP) was
investigated by a transgenic mouse model. It was shown that the absence of SELENOP
expression in mice leads to a thyroid phenotype with growth disturbance, neurological
symptoms and infertility. It is known that suboptimal Se status is a risk factor for
autoimmune thyroid disease, and thyroid autoantibodies promote the development of
thyroid disease. The primary sequence of SELENOP is variable due to translational
processes in humans. Therefore, we hypothesized that different SELENOP forms are
recognized as autoantigens in thyroid diseases and that SELENOP autoantibodies
influence Se metabolism and Se transport. For this purpose, an analytical assay was
newly developed and characterized.

Three approved clinical trials were available to test this hypothesis experimentally.
Patients with thyroid disease had relatively lower serum Se concentrations compared to
healthy subjects. In a Se intervention study, Se supplementation significantly lowered
levels of anti-thyroid peroxidase (TPO) antibodies, which could stabilize thyroid function.
An increased prevalence of SELENOP autoantibodies was seen in thyroid patients
compared to healthy subjects. The highest prevalence was observed in the patients with
Hashimoto's thyroiditis. Interestingly, the patients with high level of SELENOP
autoantibody showed relatively low enzyme levels for glutathione peroxidase-3 (GPX3),
which is produced in the kidney. Since SELENOP supplies the kidney with Se for GPX3
biosynthesis, this finding suggests impaired renal Se uptake by SELENOP
autoantibodies. This observation was also confirmed in cell culture experiments on Se
uptake with SELENOP specific antibodies. Our results thus indicate that Se transport can
be impaired by natural SELENOP autoantibodies and that autoimmunity to SELENOP

should be included as an additional biomarker of Se status.
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1. Einleitung

Die  genetische  Pradisposition,  Umweltfaktoren,  Ernahrungsfaktoren  und
Immunstérungen tragen zur Entwicklung von Autoimmunen Schilddrisenerkrankungen
(AITD) bei. Humane Studien und tierexperimentelle Arbeiten deuten auf eine bedeutende
Rolle von Selen (Se) und Selenoproteinen fir die Schilddrisengesundheit hin, jedoch
gibt es Diskrepanzen in verschiedenen Studien Uber den Vorteil des verbesserten Se-
Status bei AITD. Die Bedeutung des Se-Status fur die AITD und ein potentieller neuer

Modulator der Se-Schilddriisen-Interaktion wurden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.

1.1. Das Spurenelement Selen und Selenoproteine

Selen (Se) ist sowohl ein essentielles Spurenelement als auch ein gefahrliches Toxin. Bis
zur Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts wurde Se nur mit den toxischen Eigenschaften
in Verbindung gebracht, wahrend der positive Charakter jahrhundertelang unentdeckt
blieb. Der erste Hinweis auf die essentiellen Eigenschaften des Se wurden von Schwarz
und Foltz publiziert 1 2. Hierbei wurde die protektive Wirkung von Se in Form einer
organischen Komponente aus Schweineleber und in anorganischer Form im Tierversuch
gegen nahrungsinduzierte Lebernekrose entdeckt. Seitdem wurden immer weitere
Beteiligungen im Organismus entdeckt. Als ein essentielles Spurenelement spielt Se eine
unverzichtbare Rolle bei der Aufrechterhaltung des Immunsystems und fir endokrine,
metabolische und zellulare Homgostase 3.

Die physiologischen Funktionen von Se werden hauptsachlich durch Selenoproteine
ausgeubt, die in ihrer Primarstruktur Se in Form der 21ten proteinogenen Aminosaure
Selenocystein (Sec) enthalten 4. Sec besitzt ein erhthtes Redox-Potential im Vergleich
zu ihrem schwefelhaltigen Homolog Cystein. Sec ist dabei Bestandteil des aktiven
Zentrums von einer heterogenen Gruppe von Selenoproteinen mit enzymatischer
Aktivitat fir Redoxreaktionen °. Die Insertion von Sec in die Polypeptidkette wahrend der
Translation ist genetisch durch das Codon UGA kodiert und wird durch eine Vielzahl an
Faktoren reguliert .

Das humane Selenoproteom wird von nur 25 Genen codiert 7, dazu gehoren die
Glutathionperoxidasen (GPX) 1-4, wund 6, die Deiodasen (DIO) 1-3,
Thioredoxinreduktasen (TXNRD) 1-3, und der Se-Transporter Selenoprotein P
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(SELENOP) 8. Durch bioinformatisches Screening wurden auch weitere Selenoprotein-
Gene identifiziert. Diese konnten bisher weniger gut charakterisiert werden ”.

Viele Selenoproteine sind Bestandteile der zellularen antioxidativen Abwehr. Wahrend
GPX und TXNRD fur den Abbau reaktiver Sauerstoffspezies zustandig sind, beteiligt sich
Selenoprotein R (Methionin-Sulfoxid-Reduktase B) an der Reparatur oxidierter
Metaboliten, und Selenoprotein S ist am Abbau von falsch gefalteten Proteinen im
endoplasmatischen Retikulum beteiligt 7. Enzyme der DIO-Familie katalysieren die
Aktivierung und Inaktivierung der Schilddrisenhormone Thyroxin (T4) und Trijodthyronin
(T3) 910,

Die Synthese von Selenoproteinen ist durch die Se-Verfugbarkeit des Organismus
reguliert. Insbesondere in einer Se-Mangelsituation unterliegt die Expression der
Selenoproteine einem stringent regulierten Mechanismus . Bei anhaltenden und
extremen Se-Mangelsituationen konnten in der Bevolkerung zwei endemische
Mangelerkrankungen identifiziert werden: die Keshan- und die Kashin-Beck-Krankheit 2,
Fir beide konnte eine Prophylaxe bzw. Therapie durch Se-Supplemente erfolgreich
gezeigt werden 314, Im Vergleich zu anderen Spurenelementen besitzt Se einen relativ
geringen sicheren therapeutischen Bereich. Ab einer taglichen Aufnahme von 800 ug
kann eine Se-Intoxikation auftreten, welche als Selenose bezeichnet wird. Diese aul3ert
sich durch Haarausfall, Veranderungen der Nagel, Erbrechen, Durchfélle, Mudigkeit und
Depression *°.

1.2. Der Selen-Transporter-Selenoprotein P

Das Se-Tranporterprotein SELENOP ist hinsichtlich der Struktur und Funktion einzigartig
unter den Selenoproteinen. Die SELENOP mRNA besitzt, statt einem einzelnen Sec wie
bei anderen humanen Selenoproteinen, im Menschen zehn Sec-codierende UGA-
Codone im offenen Leseraster und dazu noch zwei Selenocystein Insertionselemente
(SECIS) im 3‘-untranlatierten Bereich. Somit kdnnte ein humanes SELENOP bis zu zehn
Sec-Reste pro Protein enthalten 6. Davon befindet sich ein Sec in der Nahe der N-
terminalen Domane, welches mdglichweise Redox-enzymatische Aktivitaten besitzt 7.
Die verbleibenden neun Sec befinden sich in der Nahe der C-terminalen Domane, und
fungieren als Selenspeicher und Transporter '8. Der schematische Aufbau des
SELENOP-Proteins ist in der Abbildung 1 gezeigt.
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Sec1l His- reich Sec2-10

m

Abbildung 1 Schematischer Aufbau von SELENOP. SELENOP besitzt ein Signalpeptid (SP),

einen ersten katalytisch relevanten Sec-Rest (Secl), gefolgt von einer Histidin-reichen Doméane

(His-reich). Der C-Terminus kann bis zu 9 weitere Sec-Reste enthalten (Sec 2-10), die nach
zellularer Aufnahme abgespalten und fir die Synthese anderer Selenoproteine verwendet

werden kénnen (Adaptiert aus Hatfield et al. 2011).

SELENOP umfasst tiber 50 % des im Blut zirkulierenden Total-Se, und stellt zusammen
mit GPX3 den GroRteil der Plasma-Selenoproteine dar '°. Um den Selenstatus
ausreichend gut zu bestimmen, empfiehlt es sich deshalb, drei Biomarker in humanen
Probenmaterial zu bestimmen. Diese Analyse umfasst dann den Gesamtselengehalt
(Total-Se), die SELENOP-Konzentration und die GPX-Aktivitat 2°. Die physiologische
Bedeutung von SELENOP im Organismus wurde erstmals im SELENOP knockout Maus
Modell gezeigt 2'. Die Abwesenheit von SELENOP im Mausmodel war nicht letal, aber
induzierte schwere neurologische Stérungen, einen Schilddrisen-Phanotyp mit

Wachstumsstoérung und Infertilitat bei Mannchen 2t (Abbildung 2).

Abbildung 2 Selenop-knockout (KO) in

Nagern. Photo einer homozygoten

Selenop-KO

Selenop-KO-Maus  (rechts) neben
einem Wildtyp-Wurfgeschwister (links)
im Alter von 5 Wochen (Modifiziert nach
Schomburg L et al., 2003).

Die SELENOP-abhangige Se-Versorgung von Zielzellen lasst sich durch eine
rezeptorvermittelte Aufnahme vermitteln. Das zirkulierende SELENOP kann dabei an den
Apolipoprotein E Rezeptor 2 (ApoER2) 22 oder Megalin 22 binden. Es wurde gezeigt, dass
SELENOP wichtig fur die Se-Versorgung des Gehirns und der Geschlechtsorgane ist *°.
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Sowohl das SELENOP Knockout Modell als auch Se-defizientes Futter im ApoER2
Knockout Mausmodell induzieren neurodegenerative Phanotypen 24,

Die Expression des SELENOP ist hauptsachlich durch die Se-Verfiigbarkeit des
Organismus reguliert 25, Weiterhin wird die SELENOP Transkription durch
inflammatorische Signale, wie Zytokine und TGFB Signalkaskaden, moduliert 26. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Lipopolysaccharide (LPS) eine starke
Reduzierung der SELENOP-Konzentration im Serum erzeugen 2’. Auch bei Patienten mit
starken oder chronischen inflammatorischen Bedingungen, wie Sepsis, COVID-19 oder
Krebs-Erkrankungen, wurde ein ausgepragter Abfall von SELENOP beobachtet 20 28 29,
Eine weitere Besonderheit weist die humane SELENOP-Expression hinsichtlich
Translationsfehlern auf 3°. Unter limitierter Se-Versorgung oder antibiotischer
Behandlung kann irrtimlich bei der Decodierung der UGA-Tripletts innerhalb des offenen
Leserasters Sec durch Cystein oder andere Se-freie Aminosauren ersetzt werden.
Sequenzierungen zeigten, dass anstelle des Sec auch Tryptophan oder Arginin in die
Primarsequenz eingebaut werden. Aufgrund dieser translationalen Ungenauigkeit stellt
neu synthetisiertes SELENOP eine Mischung aus leicht unterschiedlichen
Proteinvarianten dar und kann somit vermutlich Autoantikbrper gegen SELENOP
(SELENOP-aAK) auf natirliche Weise induzieren, insbesondere bei Patienten mit

bestehenden Autoimmunerkrankungen.

1.3. Selen und Selenoproteine in der Homoostase der Schilddrisenachse

Die Schilddrise stellt mit einer Selenkonzentration von 0,2-2 ug/g eines der Se-reichsten
Organe dar. Hier werden die meisten Selenoproteine exprimiert 3'. Aufgrund dieser
Beobachtung wird Se mit der Schilddrisengesundheit und Schilddrisenerkrankungen in
Verbindung gebracht. Die essentielle Rolle von Se fur die Schilddrisenfunktion ruckte
erstmals durch die Beschreibung eines endemischen Kretinismus in den Fokus der
Forschung. Dieser auRert sich durch eine Hypothyreose, Myxédeme und
Entwicklungsstorungen bei gleichzeitigem Mangel an Jod und Se, und ist als
Myxddematdser Kretinismus bekannt 32, Seitdem wurde immer mehr Gber die Funktionen
von Se in der Schilddrise erforscht. Heutzutage ist es gesichert, dass mehrere
Selenoproteine wichtige Aufgabe in der Schilddriise Gbernehmen 3" 33, Vor allem spielen
zwei Selenoprotein-Familien eine unersetzbare Rolle bei der Homoéostase der
Schilddrise, die DIO- und die GPX-Familie. DIOs kontrollieren den Umsatz der
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Schilddrisenhormone und katalysieren die Umwandlung von Thyroxin (T4) in seine
biologisch aktive Form Triiodthyronin (T3) durch das Abspalten eines Jod-Molekils vom
auleren Ring, oder auch inaktivieren Schilddrisenhormone durch das Abspalten eines
Jod-Molekul des inneren Rings, wobei T4 bzw. T3 in inaktive Metaboliten umgewandelt
wird °. GPXs tragen zur antioxidativen Abwehr in der Schilddriise bei, indem sie den
Uberschuss an freien Sauerstoffradikalen abbauen, die wahrend der normalen
Biosynthese der Schilddriisenhormone produziert werden 3. In Tiermodellen wurde
gezeigt, dass eine beeintrachtigte GPX-Aktivitat zusammen mit einem Se-Mangel zu
einer oxidativen Schadigung der Thyreozyten fuhrt. Dabei kann es zu einer Ausbildung

einer Fibrose kommen 3%,

1.4. Chronische Autoimmunerkrankungen der Schilddriise

Autoimmune Schilddrisenerkrankungen (AITD) sind die haufigsten organspezifischen
Autoimmunerkrankungen und betreffen 2-5 % der Bevolkerung 6. Es gibt dabei eine
groBe Geschlechtsvariabilitat (Frauen 5-15 % und Manner 1-5 %) 3. Eine AITD kann
durch fehlerhafte Immuntoleranz zu Schilddrisenproteinen, durch das Ausmal} der
Lymphozyten-Infiltration, der Inflammation in der Schilddrise und den Hormonstatus
charakterisiert werden. Die Autoantikdrperbildung gegen Schilddrisenantigene
kennzeichnet AITD 38 3%, Zu den AITD gehdren unter anderem die zwei haufigsten
Formen der Schilddrisenerkrankungen, Morbus Basedow (MB) und Hashimoto
Thyreoiditis (HT), welche die Hauptursachen fur Hyperthyreose und Hypothyreose
darstellen 4°. Obwohl HT und MB beide auf Autoimmunitat der Schilddriise zurlickgehen,
unterscheiden sie sich hinsichtlich ihres pathologischen Mechanismus. Im Fall der HT
kommt es durch Lymphozyten-Infiltration und Inflammation zur Schadigung des
Schilddrisengewebes und damit zu initialer und kurzfristiger Hyperthyreose und
langfristiger Hypothyreose durch den Verlust von Thyreozyten 4. Beim MB sind natlrliche
aAk gegen den Rezeptor des Thyroidea-stimulierenden Hormons (TSHR-aAk, kurz
TRAKS) ursachlich fur den klinischen Phanotyp, da sie als endokrin aktive Agonisten an
den TSH-Rezeptor binden und eine Hyperthyreose und Schilddrisen-
Augenerkrankungen stimulieren #2. Wahrend die TSHR-aAk als entscheidende
diagnostische Biomarker fir MB gelten, gehéren aAk zu den anderen beiden
prominenten  Schilddrisenautoantigenen  Thyreoperoxidase  (TPO-aAk) und

Thyreoglobulin (Tg-aAk), auch zu den essentiellen diagnostischen Markern der AITD,
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welche sowohl bei MB als auch bei HT nachweisbar und mit zellvermittelter Zytotoxizitat
assoziiert sind 43. Es werden auch aAk gegen spezifische Nicht-Schilddriisen-Antigene
beobachtet. Dies umfasst antinukleare Antikorper (ANA), welche bei Patienten mit AITD
beschrieben sind, und eine hohere Pravalenz bei Koprasenz von TPO-aAk und Tg-aAk
(75 % bzw. 69 %) zeigen #4. AITD ist die haufigste diagnostizierte Autoimmunerkrankung,
die mit anderen organspezifischen und nicht-organspezifischen Autoimmunerkrankungen
assoziiert ist 4°. Neben der AITD ist das weibliche Geschlecht ein gemeinsamer Faktor,

der signifikant mit Polyautoimmunitat assoziiert ist 6.

1.5. Sein Autoimmunschilddrisenerkrankung (AITD)

Die Interaktion von Se und der Schilddriise wurde wie in 1.3. geschrieben in zahlreichen
Studien nachgewiesen. Es wurde daher intensiv Uber die positive Rolle von Se bei AITD
diskutiert, sowohl fur die Schilddrisenfunktion als auch bezuglich der immunregulierten
Funktionen 47. Viele Studien haben die Wirkung einer Se-Supplementation auf die
Progression von Hashimoto-Thyreoiditis untersucht. In der Studie von Gartner et al.
zeigte sich z.B., dass eine Supplementierung von 200 pg Natriumselenit pro Tag Uber
einen Zeitraum von 90 Tage bei einer Gruppe von erwachsenen HT-Patienten mit
niedrigem Se-Status die TPO-Ak-Konzentration signifikant reduziert hat und das
Ultraschallbild der Schilddriise verbesserte 47. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis
wurde bei Patienten mit HT in einer griechischen Studie auch Uber eine signifikante
Abnahme der TPO-Ak-Konzentrationen bei kombinierter Behandlung mit 200 ug
Selenomethionin und Levothyroxin Gber 6 Monate berichtet 8. Auf der anderen Seite
zeigte sich in einer Studie von Karanikas et al., dass die Se-Supplementation in einer
Kohorte von HT-Patienten keine signifikanten immunologischen Veranderungen
hervorrief, weder in Bezug auf Zytokin-Produktionsmuster von peripheren T-Lymphozyten
noch auf TPO-Ak-Spiegel #°. Diese kontroversen Ergebnisse deuten darauf hin, dass HT-
Patienten mit unterschiedlicher Krankheitsaktivitat moglicherweise nicht im gleichen
Male von einer Se-Supplementierung profitieren. Ferner wurde in diesen Studien auf die
Relevanz von zusatzlichem Se fur die aAk-Spiegel der Schilddrisenantigene fokussiert.
Wichtig ware es aber auch, den Se-Status vor, wahrend und nach der Invention zu
beobachten, um heterogene Schlussfolgerungen besser diskutieren zu kdénnen und
Dosis-Wirkungsbeziehungen abzuleiten.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Die chronische Inflammation bei AITD fuhrt zu einem niedrigen Se-Status und damit zu
einer groReren Wahrscheinlichkeit der translationalen Ungenauigkeit bei der SELENOP-
Biosynthese. Hierdurch steigt das Risiko fur die Biosynthese von SELENOP Varianten
mit veranderter Primarsequenz und so fur die Entwicklung von SELENOP-aAk,
insbesondere bei Patienten mit bestehender autoimmuner Pradisposition. Ziel dieser
Arbeit war es, diese Hypothese durch den Nachweis von SELENOP-aAk bei AITD
Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen zu testen und die Auswirkungen von
SELENOP-aAk auf andere Biomarker der Erkrankung und des Selenstatus zu

analysieren.
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2. Methodik

2.1. Material

Verbrauchsmaterialien sowie Chemikalien fur den Laborbedarf wurden, wenn nicht
anders gekennzeichnet, von den folgenden Herstellern erworben: Bio-Rad Laboratories

(Minchen), Carl Roth (Karlsruhe), Eppendorf (Hamburg), Sigma (Mlnchen), Sigma-

Aldrich (Taufkirchen), Biochrom (Berlin) oder Merck (Darmstadt).

Das Plasmid pIRESneo (Clontech, Palo Alto, Kalifornien) mit der inserierten Sequenz der

sezernierten embryonalen alkalischen Phosphatase (SEAP) wurde von Dr. W. B. Minich

bereitgestellt.

2.1.1. Laborgerate

In der nachfolgenden Tabelle (Tabelle 1) sind die verwendeten Laborgerate und deren

Hersteller aufgelistet.

Tabelle 1 Verwendete Laborgeréate und deren Hersteller.

Gerate

Hersteller

Analysenwaage CP 423S
CO2-Brutschrank Heracell

Heating block Thermomixer comfort
Hydroflex Washer

Magnetruhrer M 32
Mikrotiterplattenschuttler Titramax 1000

Multikanal Pipette Research Pro

Tecan NanoQuant infinite M200 PRO
Reinstwasser-Anlage EASYpure UVTM
Spektrophotometer NanoDrop 1000
Personal spin vortex microspin FV-2400
Pipetten 0,5-10pl, 10-100ul, 100-1000ul
Pipettierhilfe accu-jet® pro
Zentrifugen-Rohrchen 15, 50ml
Reaktionsgefalie 1,5ml, 2,0ml
Serologische Pipetten 2ml, 5ml, 10ml, 25ml

Tiefkuhler profiline und Comfort

Sartorius (Gottingen)

Heraeus Sepatech (Osterode)
Eppendorf (Hamburg)

Tecan Group (Maennedorf, Schweiz)
GLW (Wirzburg)

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG
(Schwabach)

Eppendorf (Hamburg)

Tecan Group (Maennedorf, Schweiz)
Barnstead Int. (Dubuque, USA)
PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen)
Lab4you (Berlin)

Eppendorf (Hamburg)

Brand (Wertheim)

Sarstedt (NUmbrecht)

Eppendorf (Hamburg)

Corning (Wiesbaden)

Liebherr (Bulle, Schweiz)
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Total-reflection X-ray fluorescence S2-Picofox
Vortex-Genie 2
Vortex REAX 2000

Waagen CP 2201, CP 323S
Zentrifuge 5415D
Zentrifuge Megafuge 1.0R

Bruker Nano GmbH (Berlin)

BioSan, Riga (Lettland)

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG
(Schwabach)

Sartorius (Goéttingen)

Eppendorf (Hamburg)

Heareus Sepatec GmbH (Hanau)

2.1.2. Software und Datenbanken

Verwendete Software und Datenbanken sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Tabelle 2 Verwendete Software und Datenbanken sowie deren Hersteller

Hersteller

Thomson Reuters, New York, U.S.A
GraphPad Software, San Diego, U.S.A
Microsoft Deutschland, Unterschleil3heim
IBM Deutschland GmbH, Ehningen
Bruker Nano GmbH, Berlin
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Software/Datenbanken
EndNote X7

GraphPad Prism 9.3.1
Microsoft Office 2016
SPSS Statistics Version 25
TEsprit 1.0

PubMed

2.1.3. Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (Kits)

Zur Bestimmung der Konzentration des SELENOP in Serumproben oder in IgG-
Fraktionen wurde der selenOtest ELISA Kit der Firma selenOmed GmbH Berlin

verwendet.

2.1.4. Humane Proben

Die Serumproben von Patienten mit verschiedenen Schilddrisenerkrankungen
und 2, Tabelle 3)

Gemeinschaftspraxis in Berlin, Deutschland, gesammelt und bis zum Messen bei —80°C

(Schilddrusenpatienten-Kollektiv 1 wurden in einer

gelagert. Die Rekrutierung der Patienten verlief konsekutiv. Anhand der klinischen
Prasentation und den Krankheitsparametern wurden die Patienten gemaR der
Internationalen  statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter
Gesundheitsprobleme (ICD 10) klassifiziert, in folgende Gruppen eingeteilt: autoimmun-
und HT,

Schilddriisenerkrankungen, wie nicht-autoimmun- bzw. iatrogen-bedingte Hypothyreose

bedingte Schilddriisenerkrankung, wie MB oder  andere

(Hypo), Struma nodosa (STRN), oder Schilddrisenkarzinom (SCa). Als Kontrolle wurden
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zwei Serumkollektive gesunder Probanden (n = 200 und n = 400) von einem
kommerziellen Anbieter (in.vent Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) bezogen
(Tabelle 3). Alle eingeschlossenen Proben wurden nach schriftlicher
Einverstandniserklarung von den in die Studie aufgenommenen Probanden entnommen,
und die Laboranalysen erfolgten verblindet im Analyselabor des Instituts flr
Experimentelle Endokrinologie der Charité. Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der
Helsinki-Deklaration zu ethischen Grundsatzen fur die medizinische Forschung am
Menschen durchgefihrt und von der ethischen Prufungskommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin genehmigt (#EA2/173/17).

Tabelle 3 Auflistung der Studienkohorten

Studienkohorte Charakter Beteiligte Studie
Kontroll-Kollektiv 1 n =200 ) .
Studienleiter: Prof. Schomburg,
Geschlecht, w/m [n/n] 100/100 Studienarzt: Seb. Mehl
Alter, Median (95% CI) [Jahre] 46 (43-48)
Kontroll-Kollektiv 2 n =400
Geschlecht, w/m [n/n] 200/200 Q. Sunetal., 2021
Alter, Median (95% CI) [Jahre] 31 (29-32)

Schilddrusenpatienten-Kollektiv 1 n= 323 _ ,
Studienleiter: Prof. Schomburg,

Geschlecht, w/m [n/n] 278/45 Studienarzt: Seb. Mehl.

Alter, Median (95% CI) [Jahre] 51 (49-53)

Schilddrusenpatienten-Kollektiv 1+2 n =423

Geschlecht, w/m [n/n] 362/61 Q. Sun et al,, 2021

Alter, Median (95% CI) [Jahre] 49 (47-51)

Schilddrusenpatienten-Kollektiv 3 n=29

Geschlecht, w/m [n/n] 29/0 Pawet Zagrodzki, Krakau, Polen
Alter, MW £ STABW [Jahre] 37,0+ 7,4

w: weiblich, m: mannlich, MW: Mittelwert, STABW: Standardabweichung, Cl: Konfidenzintervall

AuBerdem wurden in einer Kooperation mit Kollegen aus Krakau, Polen, eine
Interventionsstudie bei 29 Frauen (Schilddrisenpatientinnen-Kollektiv 3) mit neu
diagnostizierter und zuvor unbehandelter Hashimoto-Thyreoiditis mit Euthyreose oder
subklinischer Hypothyreose, die zwischen April 2012 und Dezember 2016 eines der
medizinischen Zentren in Krakau besuchten, Serumproben analysiert. Die Patientinnen
hatten 6 Monate lang Selen in einer Dosis von 100 pug/Tag bekommen. Wéahrend der 6-
monatigen Studiendauer wurden Serum- und Morgenurinproben gesammelt und bis zur

Analyse bei —20 °C gelagert. Das Protokoll dieser Studie wurde von der Ethikkommission
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der Jagiellonen-Universitat in  Krakau, Polen, genehmigt (KBET/55/B/2010,
KBET/281/B/2012, 122.6120.182.2016). Die Proben wurden tiefgefroren an unser Labor
in Berlin geliefert und dort ohne Kenntnis der klinischen Parameter analysiert.

2.2. Zellkultur Methoden

2.2.1. Kryokonservierung von Zelllinien

Zur langerfristigen Lagerung wurden die Zelllinien in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Fur
die Kryokonservierung wurden Zellen in 75 cm?-Kulturflasche bis zur 80% Konfluenz
inkubiert, anschlieRend zweimal mit warmem PBS gewaschen und anschliel3end mit 2
ml Trypsin dissoziiert. Die abgelésten und vereinzelten Zellen wurden in 13 ml
Kulturmedium suspendiert und bei 1000xg, Raumtemperatur (RT) flr 5 min zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 10 ml Kryomedium (40% (v/v) Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM/F12; Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland), 50 %(v/v) Fetal Bovine Serum (FBS)
und 10 %(v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO)) resuspendiert und in 1 mL Aliquots in
KryogefalRe abgefillt. Bevor sie dauerhaft in Stickstoff gelagert werden, wurden die

Stocks zuné&chst fiir 24 h in einer Styroporbox bei -80°C eingefroren.

2.2.2. Stammerhaltung von Zelllinien

Die Kryogefal3e mit Zellen wurden bei Bedarf aus dem Stickstofftank direkt in einem 37°C
warmen Wasserbad aufgetaucht. Im Anschluss wurden die Zellen in 10 mL
vorgewarmten Kulturmedium tberfihrt und bei 1000xg bei RT fur 5 min zentrifugiert, um
das DMSO zu entfernen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 12 ml Kulturmedium
aufgenommen und in einer 75 cm? Zellkulturflasche ausgesat. Die Passagierung erfolgte
bei einem Konfluenzgrad von ungefahr 80 %. Waren ausreichend Zellen vorhanden,
wurden diese in eine unbeschichtete Flasche (75 cm?) tbertragen. Ein Mediumwechsel
(DMEM + 10 %(v/v) FBS) erfolgte jeden zweiten Tag.

2.3. Klonierung von SELENOP-SEAP Reporter-Konstrukt

Die cDNA eines UGA-freien humanen SELENOP-Leserahmens wurde synthetisiert,
wobei alle UGA Codons durch Cystein-Codons ersetzt wurden (Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg, Deutschland). Das cDNA Fragment wurde durch PCR amplifiziert.
Nach Restriktionsverdau und Extraktion Uber Agarosegelelektrophorese wurden die

DNA-Fragmente in die Vektoren pIRESneo-SEAP ligiert und anschlieRend in E. coli
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transformiert. Positive Klone mit hoher Produktion wurden identifiziert und die

Expressionsplasmide wurden durch Sequenzierung verifiziert.

2.4. Rekombinante Expression von SEAP-SELENOP Reporter-Proteinen

Fur die Proteinproduktion von SELENOP-SEAP wurden humane embryonale
Nierenzellen (HEK 293-Zellen) in DMEM/F12 (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) mit
10 % (v/v) FBS bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert und mit dem Expreesionsvektor,
pIRESneo-SEAP-SELENOP, unter Verwendung von FUGENE®-Reagenz (Promega)
transfiziert. Erfolgreich transfizierte Zellen wurde 48 Stunden nach der Transfektion durch
Kultivieren in DMEM/F12 mit 10 % (v/v) FBS und 0,8 mg/ml Geneticin (G418) selektiert.
Stabile Klone mit hoher Expression des rekombinanten Proteins (SELENOP-SEAP)
wurden expandiert. Die Zellkulturiiberstande wurden gesammelt und in Aliquots von 1,0
mL verteilt und bis zur analytischen Verwendung bei -80°C gelagert.

2.5. Immunoluminometrischer Assay zur Detektion der SELENOP-aAk

Der SELENOP-aAk-Detektionsassay basiert auf der Bindung von aAk an rekombinantes
SEAP-SELENOP und anschlie3ender Prazipitation des Antikorper-Antigen-Reporter-
Komplexes durch Protein A. Zu diesem Zweck wurden 40 pL verdinnte
Zellkulturtiberstande aus der rekombinanten SEAP-SELENOP Expression mit 5 pL
Serumprobe bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am zweiten Tag erfolgte die Prazipitation der
aAk-Antigen-Komplexe mit 40 pl eines 20%(v/v) Agarose-Protein A Praparats (ASKA
Biotech GmbH, Berlin, Deutschland) fir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) und 650
rom. Um ungebundenes SEAP-SELENOP und andere Serumproteine zu entfernen
wurden die an Protein A gebundenen Komplexe sechsmal mit Waschpuffer (50 mM
Tris/HCI, pH 7,4, 100 mM NacCl, 10 % (v/v) Glycerin und 0,5 % (v/v) Triton X-100)
gewaschen. Am Ende wurde die Reporteraktivitat als Lumineszenz durch Zugabe von
Substrat der SEAP (CSPD Substrate, Thermo Fischer) nachgewiesen. Der
Bindungsindex (BI) wurde fir jede Probe berechnet, indem die relativen Lichteinheiten
(RLU) der Probe mit der durchschnittlichen RLU von den niedrigsten 50% der Signale
(als Bl = 1,0 gesetzt) in derselben Assay-Platte dividiert wurden. Diese mathematische
Berechnungsmethode zur Definition von Hintergrundsignalen basiert auf der Annahme,
dass SELENOP-aAk in weniger als 50 % der getesteten Proben vorhanden sind.

Basierend auf den konstant mitgeflhrten positiven und negativen Serumproben in jedem



Methodik 14

Testlauf wurden die Variationskoeffizienten (CV) des Tests analysiert, dabei lagen Intra-

und Inter-Assay CV beide jeweils deutlich unter 20 %.

2.6. Isolierung von Immunglobulin G (IgG) aus Serumproben

Die gesamte IgG-Fraktion aus ausgewahlten positiven und negativen Serumproben
wurde durch Prazipitation mit Protein A-Praparat (ASKA Biotech GmbH, Berlin,
Deutschland) isoliert. Dazu wurden Serumproben mit dem zweifachen Volumen von
Protein A-Préparat in PBS (50 %) Uiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Uberstande wurden
am nachsten Tag verworfen und die Pellets wurden sechsmal mit PBS gewaschen. An
Protein A gebundene IgG wurden mit dem dreifachen Volumen Zitronensaure (25 mM,
pH 2,0) eluiert und anschliel3end unter Verwendung des 1-fachen Volumens von HEPES
(1 M, pH 8,0) neutralisiert.

2.7. Bestimmung des Selenstatus

2.7.1 Bestimmung der GPX3-Aktivitat

Die GPX3-Aktivitdt in Serumproben wurde mittels einen gekoppelten enzymatischen
Assays bestimmt. Unter Verbrauch von Glutathion in reduzierter Form (GSH) katalysiert
GPX3 die Reduktion von Wasserstoffperoxid. Zum Regenerieren des oxidierten GSH
wurde in der anschlieBenden Reaktion Nicotinamid-Adenindinukleotid-Phosphat
(NADPH) verbraucht, welches als Abnahme der Lichtabsorption bei 340 nm gemessen
wurde und proportional zur GPX3-Aktivitat in der Probe ist 0. Zu diesem Zweck wurden
je 5 pl Serumprobe mit 200 pl einer Reaktionsmischung gemischt. Die
Reaktionsmischung wurde wie folgt bei Raumtemperatur lichtgeschutzt fur eine 96-Well-

Platte hergestellt.

21,5 mL Basischer Puffer (100 mM Tris/HCI pH 7.6, 5 mM EDTA und 1 mM
NaNs)

250 pL 10% Triton-X (1:10 Triton-X in ddH20)

150 L 48 mM NADPH (NADPH in 10 mM KPO.-Puffer pH 7.0)

250 pL 300 mM reduziertes GSH (GSH in ddH,0)

7 U Glutathion-Reduktase (1,27 U/uL GR in Ammoniumsulfat)

22,2 mL Gesamtvolumen
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Zum Starten der Reaktion wurde die Platte zuerst auf 25 °C temperiert und dann wurden
10 pL 0,00375% (v/v) H202 (1:8000 30% (v/v) H202 in ddH20) pro Reaktion zugegeben.
Eine konstante Serumprobe wurde zur Qualitatskontrolle in jedem Assay-Durchlauf als
Standard mitgefuhrt, und der Inter- und Intra-Assay-CV lagen beide je unter 15 %. Die

GPX-Enzymaktivitat wurde wie folgt berechnet:

s AE340 mn - Min™" - Vinsars
GPx Aktivitat [U/L] =
X vita [ / ] 6200 [M—l . Cm_l] -d[Cm] : Vprobe

Vansatz: Gesamtansatzvolumen

VPprobe: Probeansatzvolumen

AE340 nm: Extinktions&nderung pro Minute bei 340 nm

d: adjustierter Durchmesser in einem Well (0,64 cm)

Eine Enzymeinheit U entspricht dabei einem pymol Substratumsatz (NADPH-Umsatz) pro
Minute unter 25°C.

2.7.2 Bestimmung der Se-Konzentration

Totale Se-Konzentrationen in Serumproben oder IgG-Isolaten wurden durch
Totalreflexions-Rontgenfluoreszenzanalyse (TXRF) mit einem TXRF-Analysator (S4 T-
STAR, Bruker Nano GmbH, Berlin, Deutschland) gemessen. Dazu wurden die
Serumproben mit einem Gallium-HPLC-H20 Standard (1 mg/L, Alfa Aesar GmbH & Co
KG, Karlsruhe, Deutschland) 1:2 verdunnt, davon 8 pL auf polierte Quarzglasplatten
aufgetragen und anschlieBend bei 37 °C lUber Nacht getrocknet. Isolierte IgG-Komplexe
aus SELENOP-aAk positiven und negativen Serumproben wurden durch Zugabe von
neun-Fach Volumina eiskaltem Ethanol (100%) uber Nacht bei -80 °C und
anschlieBender Zentrifugation fir 30 min bei 4 °C und 14.000 rcf prazipitiert. Die
Préazipitate wurden bei 80 °C fur 2 h in 100 uL HNOs (61 %, mit 1 mg/L Gallium-Standard)
gelést, und anschlielende wie bei Serumproben analysiert. Die Kalibrierung des
Messgeréates erfolgte im Vorfeld durch einen Gallium-Standard. Als Kontrolle diente bei
jedem Analysenlauf ein kommerzieller Serumstandard (Seronorm, Sero AS, Billingstad,
Norwegen). Die Auswertung erfolgte anhand einer geratespezifischen Software (TEsprit
1.0). Die ermittelten Se-Konzentrationen lagen im spezifizierten Bereich des Standards

und der Intra- und Inter-Assay CV lagen unter 5 %.
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2.7.3 Bestimmung der SELENOP-Konzentration

SELENOP-Konzentrationen wurden mit einem kommerziellen SELENOP-spezifischen
ELISA Kit (selenOtest ELISA, selenOmed GmbH, Berlin, Deutschland) gemafd der
mitgelieferten Anleitung bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 100 pL unverdinntes 1gG-
Isolat oder 1:33 verdinnte Serumproben in den Assay eingesetzte. Standards und
Kalibrationen wurden zur Qualitatskontrolle in jeden Assay-Lauf eingeschlossen. Die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit einer 5-Parameter-Log-Funktion mithilfe der
Software Graph Pad Prism 9. Der Intra- und Inter-Assay CV zwischen den Tests wurde

als unter 10 % bestimmt.

2.8. Luciferase-Reportergen-Assay

Ein Se-dosisabhangiger Reportergen-Assay mit stabil transfizierten humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293) wurde zur Analyse des Einflusses der SELENOP-
Antikdrper bei der SELENOP-Aufnahme eingesetzt. Die Zellen exprimierten einen
Luciferase-Reporter, der ein Fusionsprotein von Firefly und Renilla Luciferase,
dazwischenliegendem UGA-Codon und ein Selenocystein-Insertionssequenz (SECIS)-
Element von GPX4 enthalt 3°. Fir den Reporter-Gen-Assay wurden 20 x 10° Zellen pro
Kavitat in 96-Kavitat-Platten in DMEM/F12 mit 10 % (v/v) FBS fur 24 h kultiviert und
anschlieBend in DMEM/F12 mit 2,5 % (v/v) FBS mit unterschiedlichen Se-Quellen,
Natrium-Selenit (0, 5 oder 10 nM) oder Humanserum (in.vent Diagnostica GmbH
Hennigsdorf, Germany) + eines SELENOP-spezifischen Antikdrpers (0,8 ng/mL fc, #SM-
MAB-7356, selenOmed GmbH, Berlin, Deutschland) stimuliert. Die beiden verwendeten
Humanseren sind frei von SELENOP-aAk. Mit den Se-Konzentrationen dieser Seren von
100,6 pg/L und 109,7 pg/L werden entsprechende Se-Endkonzentrationen im
Zellkulturmedium (0,5 % Serum, v/v) von 6,4 nM bzw. 6,9 nM erzielt. Nach 48 h
Inkubation wurde das Medium entfernt und die Zellen in 40 pL passivem Lysis-Puffer
(PromoCell, Heidelberg, Deutschland) fir 10 min bei RT lysiert und bei -30 °C bis zur
Messung gelagert. Die Renilla-Luciferase-Aktivitat wurde in 25 pL Zelllysaten nach
Zugabe von Coelenterazin (100 puL/Well, 2,5 pg/mL in PBS, Synchem UG, Altenburg,
Deutschland) fur 30 s mit einem Mikroplatten-Luminometer gemessen (PerkinElmer,
Waltham, USA).
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2.9. Statistische Auswertung

Die Statistischen Analysen wurden mit SPSS (Version 25, SAS Institute, Cary, NC, USA)
und GraphPad Prism v.9.1.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) durchgefihrt.
Die Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standardabweichung, Median mit
Interquartilsabstand oder direkt durch die Einzelwerte dargestellt. Die Normalverteilung
der Daten wurde durch den Shapiro-Wilk-Test getestet. Vergleich zwischen zwei
Gruppen wurden mit dem Student’s t-Test, und fir nicht normalverteilte Variablen mit
dem Mann-Whitney-Test durchgefiihrt.  Korrelationen  wurden  durch die
Korrelationsanalyse nach Pearson und fir nicht normalverteilte Variablen durch den
Korrelationstest nach Spearman getestet. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde als p-
Wert ausgedrickt, wobei ein p-Wert < 0,001 als extrem signifikant, ein p-Wert < 0,01 als
hochsignifikant, ein p-Wert < 0,05 als signifikant und ein p-Wert > 0,05 als nicht signifikant

gilt.
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3. Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse wurden bereits in den Publikationen unserer

Arbeitsgruppe beschrieben 5-53,

3.1. Querschnittanalyse des Se-Status der Schilddrisenpatienten aus Berlin

Um einen Uberblick des Se-Staus von Schilddriisenpatienten zu gewinnen, wurden
erwachsene Patienten mit unterschiedlichen Schilddrisenerkrankungen in der Stadt
Berlin rekrutiert, um an der Querschnittsanalyse teilzunehmen. Es waren 323
Schilddriisenpatienten zum Zeitpunkt der Analyse rekrutiert worden und konnten in die

Querschnittsanalyse des Se-Status eingeschlossen werden.

Tabelle 4 Zusammensetzung der Schilddrisenpatienten-Kollektiv 1

Diagnose Alter, Median (95% CI) [Jahre] n (w) n (m) n (Summe)
DQ 56 (31-70) 4 0 4
STRN 63 (57-67) 47 14 61
SCa 50 (43-65) 13 4 17
Hypo 45 (40-54) 57 4 61
MB 50 (42-54) 61 12 73
HT 49 (45-51) 96 11 107
Summe 51 (49-53) 278 45 323

w: weiblich, m: mannlich, MW: Mittewert, Cl: Konfidenzintervall, DQ: de Quervain thyroiditis, STRN: Struma
nodosa, SCa: Schilddrisenkarzinom, Hypo: Hypothyreose (nicht-autoimmun/ iatrogen-bedingt), MB:
Morbus Basedow, HT: Hashimotos Thyreoiditis. (Modifiziert nach Table 1 aus Mehl S. et al., 2020).

Die analysierten Schilddriisenpatienten waren tberwiegend Frauen (n=278, 86 %), was
den typischen Geschlechtsunterschied der Pravalenz von Schilddriisenerkrankungen
reflektiert >. Das mittlere Alter der Schilddriisenpatienten betrug 51 Jahre (Tabelle 4).
Gleichzeitig wurden Serumproben von 200 gesunden Probanden (Kontroll-Kollektiv 1,
Tabelle 3) aus der gleichen Region von einem kommerziellen Anbieter (in.vent
Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) bezogen und dienten als Kontrollen.

Die Mehrheit der Patienten litt an HT, GD, Hypothyreose oder Struma nodosa, und war
in Behandlung. Eine kleine Anzahl von Patienten (n=18) wurde neu als Hypothyreose-
Patienten identifiziert und war zum Zeitpunkt des Einschlusses in diese Studie
therapienaiv. Weniger als 10 % der Patienten (n = 29) berichteten tiber eine gelegentliche

oder regelmafige Supplementation von Se im Dosisbereich von 45-150 ug pro Tag. Im
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Vergleich zu den Kontrollen wurden signifikant niedrigere Se-Konzentrationen im Serum
bei den Patienten beobachtet (76,9 + 18,8 ug/L gegentuber 85,1 £ 17,4 pg/L) (Abbildung
3).
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Abbildung 3 Se-Status von Kontrollen und Schilddriisenpatienten. Ein direkter Vergleich der
Serum-Se-Konzentration zwischen den zwei Gruppen zeigt eine deutlich niedrigere Se-
Konzentration bei Schilddrisenpatienten als bei Kontrollen. Die statistische Analyse wurde mit
dem Student’s t-Test durchgefuhrt, **** bedeutet P < 0,0001. (Modifiziert nach Fig. 1C aus Mehl
S. et al., 2020)

Ein Vergleich innerhalb der Patientenkohorte zeigte, dass kein deutlicher
Zusammenhang zwischen Se-Mangel und den einzelnen Erkrankungen bestand. Die
einzige Ausnahme war eine grol3e Fraktion der Patienten mit Schilddrisenkarzinom,
welche einen besonders niedrigen Se-Status aufwiesen (58,8%) (Tabelle 5). Bei der
europaischen Querschnittsstudie EPIC zeigten von n=1915 analysierten Proben n=473
einen Se-Wert im Serum von <70ug/L, also 24,7% 2°, also deutlich weniger, als bei den
Patienten.

Tabelle 5 Pravalenz von Se-Mangel in Bezug auf Schilddriisenerkrankungen

DQ STRN SCa Hypo MB HT Summe
n (Se < 70 pg/L) 0 22 10 26 29 34 121
n (summe) 4 61 17 61 73 107 323
% (Se < 70 pg/L) 0,0 36,1 58,8 42,6 39,7 31,8 37,5

DQ: de Quervain thyroiditis, STRN: Struma nodos, SCa: Schilddriisenkarzinom, Hypo: Hypothyreose
(nicht-autoimmun/ iatrogen-bedingt), MB: Morbus Basedow, HT: Hashimotos Thyreoiditis. (Modifiziert
nach Table 3 aus Mehl S. et al., 2020)
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3.2. Se-Supplementation bei Patienten mit Hashimoto Thyreoiditis

In dieser Kooperation wurde eine Studie an 29 Patienten mit neu diagnostizierter und
zuvor unbehandelter Hashimoto-Thyreoiditis mit Euthyreose oder subklinischer
Hypothyreose durchgefuhrt. Die Patienten wurden zwischen April 2012 und Dezember
2016 in einem der medizinischen Zentren in Krakau, Polen, rekrutiert und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis. Die Patienten erhielten eine Se-Supplementierung mit Dosis
von 100 pg pro Tag fur sechs Monate. Die Ergebnisse der schilddriisenrelevanten
Laborparametern im Serum der Patienten sind in Tabelle 6 gelistet. Nach der 6-
monatigen  Se-Supplementierung wurde eine  signifikante  Abnahme  der
durchschnittlichen TPO-aAk-Konzentrationen von 272,2 auf 248,5 IU/ml (p = 0,02) bei
den Patienten beobachtet, wahrend anderen Parametern nicht signifikant ge&ndert
wurden (Tabelle 6).

Tabelle 6 Anti-Schilddrisen-Antikérper und Schilddriisenhormone im Serum von Patienten vor

und nach einer 6-monatiger Se-Supplementierung

Parameter Initiale Werte Finale Werte Referenzbereich  p-Werte
TPO-aAk (lU/mL)  272,2 (117,5; 630,9) * 2485 + 155,3 <34 p=0,02
TSH (mIU/L) 3,37 +2,01 2,70+ 1,13 0,27-4,20 p > 0,05
fT4 (pmol/L) 14,57 + 2,04 14,89 + 2,22 12-22 p > 0,05
T3 (nmol/L) 1,64 +0,29 1,64 £ 0,33 1,3-3,1 p > 0,05

TPO-aAk: Thyreoperoxidase-Antikérper; fT4: freies Thyroxin; T3: Trijodthyronin. TSH: Thyroidea-
stimulierendes Hormon. * Mittelwert und Konfidenzintervall nach Umrechnung in Logarithmen. (Modifiziert
nach Table 1 aus Kryczyk-Koziot J. et al., 2021)

Neben den obengenannten Parametern wurde der Se-Status anhand von drei Serum Se-
Biomarkern und die antioxidative Kapazitat (FRAP, Ferric-lonen-reduzierende-
antioxidative Kapazitat) im Serum der Patienten analysiert. Die durchschnittliche
Konzentration von total-Se und SELENOP im Serum stieg nach Supplementierung von
75,0 auf 87,7 pg/L (p < 0,01) bzw. von 3,73 auf 4,40 mg/L (p < 0,01) signifikant an,
wéahrend die GPX3 Aktivitdt und FRAP vor und nach Supplementierung nicht signifikant

unterschiedlich waren (Tabelle 7).
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Tabelle 7 Se-Status und Antioxidative Kapazitat (FRAP) im Serum von Patienten vor und nach

6-monatiger Se-Supplementierung

Parameter Initiale Werte Finale Werte = Referenzbereich* p-Werte
Se (ug/L) 75,0+ 11,1 87,7+6,3 52,7-100,0 p<0,01
SELENOP (mg/L) 3,73+0,49 4,40 + 0,61 2,4-5,1 p<0,01
GPX3 (U/L) 2229+ 74,5 240,9 £ 118,7 191,0-644,5 p > 0,05
FRAP (umol Fe?*/L) 600,4 +112,8 649,0 £ 114,1 491-945 p > 0,05

FRAP: Ferric-lonen-reduzierende-antioxidative Kapazitat. GPX3: Glutathionperoxidase 3; Se: Selen;
SELENOP: Selenoprotein P. * Basierend auf Daten aus Studien, die in der Bevélkerung von gesunden
Menschen in Polen durchgefiihrt wurden 55-60, (Modifiziert nach Table 2 aus Kryczyk-Koziot J. et al., 2021)

3.3. Autoantikdrper gegen SELENOP bei Patienten und Probanden
3.3.1. Charakterisierung des Assays zur Detektion von SELENOP-aAk

Um SELENOP-aAk zu detektieren, wurde ein neuer immunoluminometrischer Assay
(ILMA) aufgebaut. Die Testfunktionalitdit wurde mit einem SELENOP-spezifischen
Antikdrper und unterschiedlichen Serumproben von Patienten verifiziert. Es zeigte sich
eine konzentrationsabhangige Zunahme der Signalintensitat bei der Verdiinnungsreihe
von SELENOP-spezifischen Antikorper in einem Bereich von 0,078-5,0 pg/mL
(Abbildung 4A), und es resultierten BestimmtheitsmaRe (R?) durch sigmoidale 4 PL-
Kurvenanpassung von uber 0,99. Das dosisabhangige Signal wurde auch in den
Verdinnungsexperimenten mit Serumproben von Patienten, die als positiv flr
SELENOP-aAk identifiziert wurden (P0O1-PO05) bestatigt, wahrend die Proben, die als
negativ fir SELENOP-aAb kategorisiert wurden (NO1-NO3), unabhangig von der
Verdinnung nur Hintergrundsignale zeigten (Abbildung 4B). Um die Spezifitdt des
Signals zu validieren wurden drei weitere Bedingungen getestet: 1) die Signalstake der
SELENOP-aAk-positiven Proben wurde durch das kompetitive Binden von
rekombinanten SELENOP ohne Reporter (1 mg/mL) an SELENOP-aAk gehemmt; 2)
BSA-freier Puffer (Kontrolle 1) oder 3) BSA-haltiger Puffer (Kontrolle 2, BSA: 1 mg/mL)
zeigten keine kompetitive Hemmung der Signalstake der SELENOP-aAk-positiven
Proben (Abbildung 4C). Ferner zeigten alle drei Bedingungen keinen Einfluss auf die
Signalstarke der SELENOP-aAk-negativen-Proben (Abbildung 4C). Diese Ergebnisse
weisen auf geeignete Detektionsbedingungen des Assay fur die Quantifizierung von
SELENOP-spezifischen-aAk aus humanen Serumproben hin.
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Abbildung 4 Charakterisierung des Assays fiur die Detektion der SELENOP-spezifischen
Autoantikorper. (A) Der SELENOP-aAk-Assay wurde durch eine lineare Verdiinnungsreihe eines
SELENOP-spezifischen Antikorpers verifiziert. Signal Intensitat (RLU, relative Lichteinheiten)
korrelierte mit der Antikérperkonzentration tber einen Bereich von 0,078-5,0 pg/ml, und ergab
ein R2 durch sigmoidale 4 PL-Kurvenanpassung von Uber 0,99. (B) Stufenweise Reduktionen der
hohen Signalintensitdten (RLU) entsprechen den Verdinnungsstufen von SELENOP-aAk-
positiven Proben (P01-P05), aber Signalintensitaten (RLU) von negativen Proben (NO1-NO3)
blieben wunverandert. (C) Kompetitve Hemmung der SELENOP-aAk-Signale durch
rekombinantes SELENOP ohne SEAP (1 mg/mL) unter Verwendung gleicher Puffer ohne
(Kontrolle 1) oder mit BSA (1 mg/mL; Kontrolle 2) als Kontrolle. (Modifiziert nach Figure 1 A-C
aus Sun Q. et al., 2021)

3.3.2. Pravalenz der SELENOP-aAk in Schilddrisenpatienten

Um die Pravalenz von aAk gegen SELENOP bei gesunden Probanden und

Schilddrisenpatienten zu bestimmen, wurden Serumproben von zwei Teilen der
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Kohorten von Schilddriisenpatienten (Schilddriisenpatienten-Kollektiv 1 und 2, n = 423)
zusammen mit einem Kollektiv gesunder Kontrollen (Kontroll-Kollektiv 2, n = 400)
verglichen (Tabelle 3). Es zeigte sich bei der Analyse der gesamten Probenkohorte (n =
823) eine schiefe Verteilung von SELENOP-aAk-Signalen (Abbildung 5A), welche als
relative Bindungsindex (BI) prasentiert werden. In dieser ersten Analyse wurden die
Schwellenwerte von Bl = 5 bzw. Bl = 10 fir die Klassifizierung von positiven gegen
negativen Proben gewahlt. Unabhangig von der Schwelle waren SELENOP-aAk bei
Schilddrisenpatienten deutlich haufiger als bei den Kontrollen (4,3 % gegen 0,3 % bei Bl
> 5 bzw. 2,4 % gegen 0,3 % bei Bl > 10) (Abbildung 5B). Au3erdem wurde die Pravalenz
von SELENOP-aAk in den unterschiedlichen Subgruppen der Schilddrisenpatienten
analysiert. Unter den Patienten wurde eine erhdhte Pravalenz der SELENOP-aAk
hauptséachlich bei Patienten mit HT gefunden (6,6 % bei Bl > 5 bzw. 3,8 % bei Bl >10)
(Abbildung 5C).
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Abbildung 5 Prévalenz von SELENOP-aAk bei gesunden Probanden (Kontrolle, n = 400) und
Schilddrisenpatienten (n = 423). (A) Analyse der gesamten Probenkohorte (n = 823) ergab eine
schiefe Verteilung von SELENOP-aAk-Signalen; die Schwellen von Bl =5 oder Bl = 10 sind durch
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gestrichelte  Linien angegeben. (B) SELENOP-aAk-positive Proben waren Dbei
Schilddrisenpatienten haufiger als bei Kontrollen (Bl > 5; 4,3 % vs. 0,3 % oder Bl > 10; 2,4 % vs.
0,3 %). (C) Unter den Patienten waren SELENOP-aAk am haufigsten bei Hashimoto-Thyreoiditis
(HT). STRN — Struma nodosa; SCa — Schilddriisenkarzinom; Hypo — Hypothyreose (nicht-
autoimmun/ iatrogen-bedingt); MB — Morbus Basedow. (Modifiziert nach Figure 1 D-F aus Sun
Q. etal., 2021)

Interessanteweise wurde ein far Autoimmunerkrankungen typischer
geschlechtsspezifischer Préavalenzunterschied bei SELENOP-aAk beobachtet, da alle
SELENOP-aAk positiven Seren von Frauen stammten. Das entspricht eine Pravalenz
von 5 % bei Frauen gegen 0 % bei Mannern unter den Schilddriisenpatienten und 0,5 %
bei Frauen gegen 0 % bei Mannern unter den gesunden Probanden (Tabelle 8). Somit
haben Frauen mit einem Schilddrisenleiden ein 10-fach hoheres Risiko, und die HT-
erkrankten Frauen 15-fach hoheres Risiko, eine Autoimmunitat gegen SELENEOP zu

entwickeln, als Frauen ohne eine erste Autoimmunerkrankung.

Tabelle 8 Geschlechtsspezifische Pravalenz der SELENOP-aAk in verschiedenen Gruppen

Kontrollen Schilddrisenpatienten HT-Patienten
BI>5 BI>10 BI>5 BI>10 BI>5 BI>10
Frauen 0,5% 0,5% 5,0 % 2,8% 7,6 % 4,3 %
Manner 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %
Summe 0,3% 0,3% 4,3 % 2,4 % 6,6 % 3,8%

Bl: Bindungsindex; (eigene Darstellung)

3.4. Autoimmunitat gegen SELENOP beeinflusst den Se-Metabolismus

3.4.1. Interaktionen der Biomarker des Se-Status bei AITD Patienten und die potenzielle
Rolle von SELENOP-aAk

Als nachstes wurde der Einfluss von SELENOP-aAk auf den Se-Status bei den AITD-
Patienten analysiert. Die Interaktion der drei komplementaren Biomarker des Se-Status,
namlich Serum Se- und SELENOP-Konzentrationen sowie GPX3-Aktivitat, wurden
analysiert. Die Serum SELENOP-Konzentrationen korrelierten stark positiv mit der Se-
Konzentration und der GPX3-Aktivitdt im Serum (Abbildung 6A, 6C), wahrend das
Serum-Se nur schwach mit der GPX3-Aktivitat korrelierte (Abbildung 6B).
Interessanteweise zeigte eine Probe eine relativ niedrige GPX3-Aktivitat in Kombination

mit aulRergewdhnlich hohen Se- und SELENOP-Konzentrationen (angezeigt als roter
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Punkt; Se: 495 ug/L; SELENOP: 13,2 mg/L; GPX3-Aktivitat: 179 U/L). Diese
Beobachtung weist méglicherweise auf eine beeintrachtigte GPX3-Genexpression, eine
mutierte GPX3-Variante mit reduzierter enzymatischer Aktivitat, ein beschleunigter
GPX3-Abbau, oder auf wenig renale GPX3-Biosynthese hin. Mdglicherweise aufgrund
einer beeintrachtigten renalen Se-Aufnahme. Gleichzeitig zeigte diese Probe die hochste
SELENOP-aAk-Konzentration (Bl = 175), in Ubereinstimmung mit der Hypothese des
gestorten Se-Transports zur Niere wegen der SELENOP-aAk, was zu einer Verarmung
der Nierenzellen an Selen fihrt und damit die GPX3 Biosynthese senkt.
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Abbildung 6 Interaktion der drei Serum Biomarker des Se-Status. Drei Biomarker des Se-Status
wurden in Serumproben von AITD-Patienten (n = 284) bestimmt. Positive Korrelationen wurden
bei (A) Serum Se mit SELENOP (r = 0,342, p < 0,0001), (B) Serum Se mit GPX3-Aktivitat (r =
0,171, p = 0,0046) und (C) Serum SELENOP mit GPX3-Aktivitat (r = 0,545, p < 0,0001)
beobachtet. Die Probe mit dem héchsten SELENOP-aAk zeigte aufRergewdhnlich hohe Serum
Se- und SELENOP-Spiegel in Kombination mit relativ niedriger GPX3-Aktivitat (als rote Punkte
angezeigt). (Modifiziert nach Figure 2 A-C aus Sun Q. et al., 2021)

Um zu testen, ob SELENOP-aAk die Se-Aufnahme in renale Zielzellen beeinflussen
kénnen, wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK293) mit einem Selenoprotein-
Expressionsreporter transfiziert, der eine Luciferase in Kombination mit SECIS Element
kodiert von GPX4 enthielt. Das Reportersystem zeigte eine Se-dosisabhéngige Induktion
der Luciferase-Aktivitat bei Zugabe von anorganischem Selenit (f.c. 1, 5 oder 10 nM) oder
selen-haltigen Humanserum (0,05%(v/v) oder 0,5%(v/v)) (Abbildung 7A). Eine
signifikante Abnahme des Luciferase-Reportersignals wurde nach Zugabe eines
SELENOP-spezifischen Antikérpers (0,8 ng/mL) zum Kulturmedium mit 0,5 %(v/v)
Humanserum als Se-Quelle beobachtet (Abbildung 7A). Dieses Ergebnis stimmt wieder
mit der Hypothese Uberein, dass SELENOP-aAk die SELENOP-Aufnahme von den

Zielzellen beeintrachtigt. Um die Eigenschaften von natirlichem SELENOP-aAk weiter
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zu verifizieren, wurden Immunglobuline aus positiven und negativen Serumproben durch
Protein-A-vermittelte Immunprézipitation isoliert und auf den Se- und SELENOP-Gehalt
analysiert. Die Isolate aus SELENOP-aAk-positiven Proben enthielten messbare Mengen
an SELENOP (Abbildung 7B) und Se (Abbildung 7C), wahrend in den Isolaten aus
SELENOP-aAk-negativen Proben kein assoziiertes Se oder SELENOP messbar war.
Auch dieses Ergebnis unterstreicht, dass die identifizierten SELENOP-aAk SELENOP
binden und daruber die Interaktion mit den SELENOP-Rezeptoren storen kdnnten.
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Abbildung 7 Einfluss der SELENOP-aAk auf den Se-Status. (A) Ein Se-dosisabhéangiges
Luciferase-Signal wurde im GPX4-SECIS-Luciferase-HEK293-Zellsystem mit zugesetztem
Selenit oder Humanserum als Se-Quelle beobachtet. Das Reportersignal wurde durch Zugabe
eines SELENOP-spezifischen Antikorpers (n = 3) signifikant unterdrickt. (B) Die Immunglobuline
aus 5 SELENOP-aAk-positiven (P01-P05) und 10 SELENOP-aAk-negativen Proben (NO1-N10)
wurden mit Protein A isoliert. Messbare (B) SELENOP- oder (C) Se-Konzentrationen wurden nur
in den Isolaten von SELENOP-aAk-positiven Proben nachgewiesen, nicht jedoch in denen von
SELENOP-aAb-negativen Proben. (Modifiziert nach Figure 2 D-F aus Sun Q. et al., 2021)
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3.4.2. Vergleich der drei komplementaren Biomarker des Se-Status in Bezug auf die
SELENOP-Autoimmunitat

Bei der Klassifizierung der Patientenproben als SELENOP-aAk-positiv oder -negativ mit
Schwellenwert von Bl = 5,0 zeigten die positiven Proben ein héheres Gesamtserum-Se
als die negativen Proben (Median: 85,3 gegen 77,0 ug/L, p = 0,033), wahrend die
SELENOP-Konzentration und GPX3-Aktivitaten nicht unterschiedlich zwischen positiven
und negativen Proben waren (Abbildung 8A-C). Gleichzeitig wurde eine positive
Korrelation zwischen SELENOP-aAk mit Serum-Se (r = 0,582, p = 0,018) (Abbildung
8D) und mit SELENOP (r = 0,730, p = 0,001) (Abbildung 8E), aber nicht mit der GPX3-
Aktivitat (Abbildung 8F) beobachtet. Bei Verwendung eines hoheren Schwellenwerts (Bl
= 10) wurden in der Gruppe der SELENOP-aAk-positiven Proben nicht nur relativ hGhere
Serum-Se Konzentrationen (85,3 gegen 77,1 ug/L, p = 0,018) sondern auch signifikant
hohere SELENOP Konzentrationen (5,1 gegen 3,5 mg/L, p = 0,001) beobachtet
(Abbildung 8A,B). Hier waren die GPX3-Aktivitaten nicht entsprechend erhdht
(Abbildung 8C). Zwischen den SELENOP-aAk und Serum-Se (r = 0,695, p = 0,038)
(Abbildung 8G) oder SELENORP (r = 0,627, p = 0,035) (Abbildung 8H) wurde ebenfalls
eine positive Korrelation beobachtet. Die statistische Signifikanz wurde nur erreicht, wenn
die sehr positive Probe mit in die Analyse aufgenommen wurde, nicht aber, wenn sie aus
der Analyse weggelassen wurde. Vor allem korrelierte der SELENOP-aAk bei Bl >10
negativ mit der GPX3-Aktivitat (r = -0,669, p = 0,049) (Abbildung 8I).
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Abbildung 8 Vergleich von drei komplementéren Biomarkern des Se-Status in Bezug auf die
SELENOP-Autoimmunitat. Die Patienten mit positivem SELENOP-aAk (Bl > 5) zeigten relativ
hohe (A) Serum-Se Konzentrationen, wahrend (B) SELENOP Konzentrationen oder (C) GPX3-
Aktivitaten im Vergleich zu SELENOP-aAk-negativen Patienten nicht unterschiedlich waren.
SELENOP-aAk korrelierte positiv mit (D) Serum-Se und (E) SELENOP, aber nicht mit (F) GPX3-
Aktivitat. Bei Anwendung eines strengeren Grenzwerts fir Positivitdt (Bl > 10) zeigten
Serumproben mit positivem SELENOP-aAk relativ hohes (A) Serum-Se und (B) SELENOP,
wahrend (C) GPX3-Aktivitat nicht erhéht war. Zwischen SELENOP-aAk und (G) Serum-Se und
(H) SELENOP wurde eine positive Korrelation beobachtet. (I) Die GPX3-Aktivitat war negativ mit
SELENOP-aAk korreliert. (Modifiziert nach Figure 3 aus Sun Q. et al., 2021)



Diskussion 29

4. Diskussion

4.1. Se-Status der Schilddrisenpatienten

4.1.1. Querschnittanalyse des Se-Status der Schilddriisenpatienten

Schilddrisenerkrankungen sind weit verbreitet, insbesondere bei erwachsenen Frauen.
Etwa jeder dritte Erwachsene in Deutschland wird im Laufe des Lebens mindestens eine
Schilddrisenerkrankung entwickeln. Die autoimmunen Schilddrisenerkrankungen HT
und GD gehoren zu den haufigsten Schilddrisenerkrankungen, was auch in unserer
Querschnittsstudie reflektiert wird, und machen beide zusammen 56 % der
Primardiagnosen in unserer Kohorte aus. Ein Se-Mangel gehort zu den leicht
korrigierbaren Risikofaktoren fur AITD. Aus diesen Grinden haben wir eine relativ hohe
Anzahl konsekutiver Schilddrisenpatienten aus einer ambulanten Praxis in Berlin
analysiert. Im Vergleich zu gesunden erwachsenen Probanden war die Serum Se-
Konzentration niedriger bei Schilddriisenpatienten, welche unter den empfohlenen Se-
Werten lag, um die zirkulierenden Selenoproteine wie SELENOP und GPX3 voll zu
exprimieren. Die vollstandige Expression von GPX3 wird bei etwa 100 pg/L Vollblut-Se-
Konzentration ¢! und von SELENOP bei >90 pug/L Plasma-Se-Konzentration erreicht 62,
was zusammen dem empfohlenen Se-Status entspricht 2.

In unserer Studie war der durchschnittliche Se-Status sowohl bei den Patienten als auch
bei den gesunden Probanden relativ niedrig, und etwa ein Drittel der Patienten wies
weniger als 70 pug/L Se im Serum auf, somit lagen sie im Se-Mangel Bereich 4. Zahlreiche
epidemiologische Studien zeigten eine erhdhte Pravalenz von kardiovaskularen
Erkrankungen, der Mortalitdt oder Krebsrisiken in den Bevdlkerungen mit den niedrigsten
Perzentilen des Se-Status 2 656° Ebenso gehort die Bevolkerung mit niedrigem Se-
Status zu der Risikogruppe fur Schilddriisenerkrankungen und assoziiert mit erhéhter
SchilddriisengroRe (Struma) 7°, multinodularer Struma 7!, Hypothyreose 72 sowie
Hyperthyreose 73. Limitierte Funktionalitat der Selenoproteine scheint den Se-Mangel mit
einem erhgohten Risiko von Schilddriisenerkrankungen zu verbinden. Hierbei ist die GPX-
Familie besonders fur die antioxidative Abwehr in der Drise und den Thyreozyten
zustandig, die Deiodase-Familie kontrolliert die dynamische Aktivierung und Inaktivierung
der Schilddrisenhormone und die immunrelevanten Selenoproteine kontrollieren die

Entziindungsreaktion und die Interaktionen zwischen den Immunzellen und Thyreozyten
74-76
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Es wurde zuvor berichtet, dass Schilddrisenhormone direkt die Biosynthese der
zirkulierenden und intrazellularen Selenoproteine beeinflussen 7/, als auch
unterschiedliche Se-Status bei Schilddriisenpatienten beobachtet werden 78-8°, Unsere
Analyse zeigten jedoch, dass der Einfluss der verschiedenen Schilddrisenerkrankungen
auf die zirkulierenden Se- und SELENOP-Konzentrationen und die GPX3-Aktivitat nicht
dominant sind und regionale Se-Versorgungsunterschiede wichtigere
Bestimmungsfaktor des Se-Status darstellen. Somit ist der relativ niedrige Se-Status
sowohl von gesunden Probanden als auch von den Patienten zu erklaren, was aber auch
den schlechten Zustanden des Se-Status der europaischen Populationen reflektiert 2°.

Hier wére sicher eine verbesserte Selenversorgung sinnvoll.

4.1.2. Auswirkung der Se-Supplementation bei Hashimoto Thyreoiditis

In der dargestellten Interventionsstudie wurde die Auswirkung der Se-Supplementation
bei neu diagnostizierter und zuvor unbehandelter Hashimoto-Thyreoiditis analysiert. Eine
signifikante Erhéhung der Serum-Se- und SELENOP-Konzentration wurde wie erwartet
nach der 6-monatigen Se-Supplementation bei den Patientinnen beobachtet, wobei die
GPX3 Aktivitat nicht signifikant erhdht war. Nach diesen Studienergebnissen war die Se-
Versorgung in der polnischen Population, die untersucht wurde, sehr unterschiedlich.
Sehr breite Bereiche der Serum Se- (MW+ STAW: von 52,7 + 9,7 pg/L %° bis 100 + 13
ug/L 56) und SELENOP-Konzentration (MW+ STAW: von 2,4 + 0,8 mg/L % bis 5,08 + 1,14
mg/L 58) sowie der GPX3-Aktivitat (von MW+ STAW: 191 + 32 U/L ° bis Median (1Q):
644,5 (332,8) U/L %% wurden aus diesem Land berichtet. Unsere Daten, sowohl vor als
auch am Ende der Intervention, lagen in diesen Bereichen. Vergleichbare Effekte einer
Se-Supplementation auf die Erhéhung der Spiegel ausgewahlter Marker des Se-Status
bei HT-Patienten wurden auch in anderen Studien berichtet. Nach 3-monatiger
Natriumselenit-Supplementierung mit einer Dosis von 200 pg/Tag wurde ein
signifikanterer Anstieg der Se-Konzentration im Plasma von Patienten mit HT von 68,7
11,9 auf 86,1 + 9,5 g ug/L *” bzw. von 75 + 11 auf 125 + 71 ug/L *° berichtet. Ahnlich
fuhrte die Se-Supplementation mit gleicher Form und Dosis fir 6 Monate zu einem
signifikanten Anstieg der Serum-Se-Konzentration von 75,0 + 6,0 auf 97,0 + 8,4 ug/L 8
bei HT-Patienten, wahrend eine 14-monatige Selenergdnzung als Selenhefe in
Kombination von 50 ug/Tag fur 8 Monate und 100 ug/Tag fur die nachsten 6 Monate bei
euthyreoten Frauen mit HT sowohl die Serum-Se-Konzentration um 45% (von
Ausgangskonzentration: 82,1 + 5,6 ug/L) als auch die GPX3-Aktivitat im Plasma von 309
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+ 8 U/L auf 374 + 11 U/L) erhohten 8. Gleichzeitige signifikante Veranderungen zeigten
der Serum Se-Status (Median (Min.-Max.): von 72,9 (65,3-79,4) ug/L zu 96,5 (87,7-104,2)
Mg/L) und die SELENOP-Konzentration (Median (min.-max.): von 2,6 (2,1-3,1) mg/L zu
3,5 (3,1-4,0) mg/L) bei Patienten mit erhéhtem TPO-aAk Titer im euthyreoten Zustand
nach 200 pg Natriumselenit pro Tag fiir 6 Monate 8. Der beobachtete Anstieg der
Konzentrationen von Se und SELENOP im Serum der Patienten in unserer Studie
bestétigt eine erfolgreiche Supplementierung, beeinflusste jedoch nicht die gemessenen
Parameter des Antioxidans-Status.

Der Einfluss einer Se-Supplementation auf den Krankheitsverlauf von HT wurde in
friheren Studien hauptsachlich anhand der Spiegel der Antischilddriisenantikérper TPO-
aAk bewertet, was zu einer nicht schliissigen Datenbasis fiihrte 4. In dieser Studie wurde
deswegen versucht, eine breitere Analyse inklusiv den Schilddrisenfunktionsparametern
und drei paralleler Biomarker fir den Se-Status durchzufiihren. Unsere Ergebnisse
zeigten, dass eine 6-monatige Se-Supplementation in Form von 100 ug Natriumselenit
pro Tag die TPO-aAk-Spiegel im Serum der Patienten mit neu diagnostizierter und zuvor
unbehandelter Hashimoto-Thyreoiditis mit Euthyreose oder subklinischer Hypothyreose
senkte (Tabelle 6). Somit stimmt unser Ergebnis mit den einigen zuvor erwahnten
Interventionsstudien lberein 4748 83-86 trotz einiger Unterschiede in der Methodik, wie z.
B. der Dauer der Supplementierung, der Dosis und chemischen Form von Se, und dem
Initialzustand oder der Behandlungshistorie der Patienten. Andererseits gab es auch
Studien, in welchen kein signifikanter Unterschied bezlglich der TPO-aAk-Spiegel bei
HT-Patienten nach der Se-Intervention beobachtet wurde 4° 82.87-89_Bisher bleibt uns der
Grund fur diese widerspruchliche Studiendatenlage noch unklar.

Aul3er der Absenkung der TPO-aAk-Spiegel wurde in der Studie beobachtet, dass die
durchschnittliche Konzentration der Schilddrusenfunktionsmarker TSH, fT4 und T3,
unabhangig von der Se-Intervention, im Normbereich lagen (Tabelle 7), was auch mit
den meisten Interventionsstudien zu diesem Thema Ubereinstimmt, und ein Hinweis auf
den potenziellen Schutzeffekt von Se-Supplementation bei der Begrenzung der weiteren

Krankheitsprogression sein konnte.
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4.2. Autoimmunitat gegen den Selen-Transporter

4.2.1. Autoimmunitat gegen SELENOP in Patienten und Probanden

Die Ergebnisse Uber die natirlich vorkommenden Autoantikbrper gegen das Se-
Transportprotein, SELENOP, beim gesunden Probanden zeigten, dass eine
Autoimmunitdt gegen SELENOP bei Erwachsenen ein seltener Fall ist. Jedoch
exprimierte eine betrachtliche Fraktion der Schilddrisenpatienten SELENOP-aAk in
unterschiedlichem Grad, insbesondere die Patientinnen mit HT. Die erhohte Préavalenz
der SELENOP-aAk bei HT kann entweder auf eine Pradisponierung der SELENOP-aAk
fur HT zurtckzufihren sein, da ein niedriger Se-Status als Risikofaktor fir eine
autoimmune Schilddrisenerkrankung identifiziert wurde 74 %0 °1, oder die Autoimmunitét
gegen SELENOP entwickelt sich als Folge der anhaltenden Inflammation und der
assoziierten oxidativen Beschadigungen an Schilddrisenproteinen bei dieser
lymphozytaren Thyreoiditis °% °3. Denn gerade das entziindliche Geschehen mit den
erhdhten Spiegeln reaktiver Sauerstoffspezies kann zur Generierung neuer Autoantigene
fuhren. Somit lasst sich weder eine Pradisposition fir HT durch SELENOP-aAk noch eine
Folge von SELENOP-aAk im Rahmen der inflammatorischen Erkrankung bei HT
ausschlie3en; vielmehr ist es wahrscheinlich, dass beide Prozesse zu der beobachteten
erhdhten Pravalenz von SELENOP-aAk bei HT beigetragen haben °* AuRerdem wird
humanes SELENOP natirlicherweise in verschiedenen Varianten synthetisiert,
besonders im Se-Mangel, und das Protein weist mehrere hochreaktive
Selenocysteinreste auf, die moglicherweise leicht modifiziert, oxidiert und somit eine
Autoimmunreaktion auslosen konnten % °, Die obengenannten hypothetischen
Erklarungen fir die erhéhte Pravalenz von SELENOP-aAk bei HT weisen auf eine
diagnostische und pathophysiologische Relevanz der Autoimmunitat hin, was noch in
grofReren Prospektivstudien getestet werden muss.

4.2.2. Autoantikdrper gegen SELENOP als neue Modulatoren des Se-Status

Entgegen unserer urspringlichen Vorstellung waren SELENOP-aAk nicht mit einem
SELENOP-Mangel, sondern eher mit erhéhten Se- und SELENOP-Konzentrationen im
Serum assoziiert, was auf eine stabilisierende Wirkung der Autoantikdrper auf das
zirkulierende SELENOP schlieRen lasst. Diese Beobachtung stimmt mit der
beobachteten Hemmung der SELENOP-Aufnahme durch SELENOP-spezifische

Antikorper in renalen HEK293-Zellen dberein, und sind mit dem berichteten



Diskussion 33

Antagonismus von SELENOP-neutralisierenden Antikdrpern zu der Se-Aufnahme als
neue Kandidaten fir die Typ-2-Diabetes-Therapie im Einklang °” 8. AuRBerdem wurde
diese Theorie neben Zellkulturversuch auch beim Menschen dadurch bestatigt, dass die
relativ niedrige und nicht adaquate GPX3-Aktivitat bei SELENOP-aAk-positiven Patienten
trotz erhdhten Se- und SELENOP-Spiegeln im Serum und die negative Korrelation der
GPX3-Aktivitat mit den SELENOP-aAk-Konzentrationen trotz positiver Korrelation der
Serum-Se- und SELENOP-Konzentration mit den SELENOP-aAk-Konzentrationen bei
den AITD Patienten beobachtet wurden.

SELENOP versorgt die Niere mit Se Uber den Lipoproteinrezeptor, Megalin (LRP2), fur
die GPX3-Biosynthese 23 9, Wenn die hypothetische antagonistische Eigenschaft der
von SELENOP-aAk bei der Se-Aufnahme in die Zielzellen bestatigt wirde, ware dies von
weitreichender medizinischer Relevanz. Fir die Se-Versorgung ist auch das zentrale
Nervensystem auf die rezeptorvermittelte SELENOP-Aufnahme angewiesen, und Se
schitzt die hochaktiven Interneurone vor dem durch Ferroptose induzierten Zelltod %%
101 In einem Transgenmausmodel wurden schwere neurologische Symptome
einschlieRlich epileptischer Anfalle beim Fehlen des SELENOP beobachtet 24 100, 102-104
In einem Hundemodell fiihrte Ahnliches zu einer SELENOP-abh&ngigen Hirnatrophie und
zerebellarer Ataxie 19, Deswegen ist es sinnvoll in Zukunft zu untersuchen, ob
SELENOP-aAKk fur neurologische Erkrankungen relevant sind, und ob SELENOP-aAk-
positive Schilddrisenpatienten ein hohes Risiko fur neurologische Folgesymptome, wie
Epilepsie, Ataxie oder Symptome einer Hashimoto-Enzephalopathie haben.

Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass die Bewertung des Se-Status durch die bisher
verwendeten Biomarker, die Serum-Se- und SELENOP-Konzentration zusammen mit der
GPX3-Aktivitat 106110 peim Vorhandensein der SELENOP-aAk unzureichend ist.
Insbesondere die schlechte Korrelation zwischen den Se- oder SELENOP-
Konzentrationen und der GPX3-Aktivitat bei einem SELENOP-aAk positiven Patienten
sind irrefihrend und kdnnen auf das Vorhandensein von SELENOP-aAk hinweisen. Eine
kombinierte Beurteilung mit den klassischen Se-Status-Biomarkern und einer SELENOP-
aAk-Analyse kann besser den funktionalen Se-Status reflektieren als ein Biomarker
allein, und ware in der Lage, einen lokalen Se-Mangel von Probanden mit anscheinend
ausreichender SELENOP-Expression zu identifizieren um frihzeitig diesen Mangel

ausgleichen zu kénnen.
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5. Schlussfolgerungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Aspekte des Se-Status in Patienten mit
Schilddriisenerkrankungen analysiert, und der Effekt einer Se-Supplementation bei
Schilddrisenpatienten  untersucht. Parallel wurden die Auswirkungen einer
Autoimmunitat gegen das Transportprotein des Selens (SELENOP) in den
Schilddrisenerkrankungen getestet. Es wurde gezeigt, dass der Einfluss der
verschiedenen Schilddrisenerkrankungen auf den Se-Status im Vergleich zum
Heimatland und der populationsweiten Selenversorgung nicht dominant ist. Analog zu
anderen Studien zeigte sich ein potenzieller Schutzeffekt der Se-Supplementation auf die
weitere Progression von Hashimoto Thyreoiditis. AuRerdem liefert die vorliegende Arbeit
deutliche Hinweise darauf, dass die Bewertung des Se-Status durch die bisher
verwendeten Biomarker, die Serum-Se- und SELENOP-Konzentration zusammen mit der
GPX3-Aktivitat, beim Vorhandensein von Autoimmunitat gegen SELENOP (SELENOP-
aAk) unzureichend ist. Insbesondere bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen kann
eine schlechte Korrelation zwischen den Se- oder SELENOP-Konzentrationen und der
GPX3-Aktivitat auf das Vorhandensein von SELENOP-aAk hinweisen. Eine Beurteilung
des funktionalen Selenstatus Uber die klassischen Se-Status-Biomarker in Kombination
mit den SELENOP-aAk als neue Modulatoren des Selentransportes reflektiert den
tatsachlichen Selenmetabolismus besser als ein einzelner Parameter. Diese Erkenntnis
durfte von besonderer Relevanz bei entziindlichen Erkrankungen sein, und kann daher
diagnostisch wertvolle Informationen zum potentiellen Bedarf einer Supplementation mit
Selen liefern, um die autoimmunbedingte Stérung des Selentransportes durch
SELENOP-aAk auszugleichen.
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Abstract: The essential trace element selenium (Se) is needed for the biosynthesis of selenocysteine-
containing selenoproteins, including the secreted enzyme glutathione peroxidase 3 (GPX3) and the
Se-transporter selenoprotein P (SELENOP). Both are found in blood and thyroid colloid, where
they serve protective functions. Serum SELENOP derives mainly from hepatocytes, whereas the
kidney contributes most serum GPX3. Studies using transgenic mice indicated that renal GPX3
biosynthesis depends on Se supply by hepatic SELENOP, which is produced in protein variants with
varying Se contents. Low Se status is an established risk factor for autoimmune thyroid disease, and
thyroid autoimmunity generates novel autoantigens. We hypothesized that natural autoantibodies
to SELENOP are prevalent in thyroid patients, impair Se transport, and negatively affect GPX3
biosynthesis. Using a newly established quantitative immunoassay, SELLENOP autoantibodies were
particularly prevalent in Hashimoto’s thyroiditis as compared with healthy control subjects (6.6%
versus 0.3%). Serum samples rich in SELENOP autoantibodies displayed relatively high total Se
and SELENOP concentrations in comparison with autoantibody-negative samples ([Se]; 85.3 vs.
771 pg/1., p=0.0178, and [SELENOP]; 5.1 vs. 3.5 mg/L, p = 0.001), while GPX3 activity was low and
correlated inversely to SELENOP autoantibody concentrations. In renal cells in culture, antibodies
to SELENOP inhibited Se uptake. Qur results indicate an impairment of SELENOP-dependent Se
transport by natural SELENOP autoantibodies, suggesting that the characterization of health risk
from Se deficiency may need to include autoimmunity to SELENOP as additional biomarker of
Se status.

Keywords: antioxidative defense; autoantibody; glutathione peroxidase; Hashimoto’s thyroiditis;
trace element

1. Introduction

Autoimmune thyroid disease (AITD) is characterized by an inappropriate interaction
of immune cells with thyroid proteins. An activated immune system, inflammation,
and lymphocytic infiltration into the thyroid gland, accompanied with autoantibodies
(aAb) to thyroid antigens, are hallmarks of AITD [1]. Natural aAb levels are commonly
determined in AITD as diagnostic markers, which support the diagnosis, correlate to
discase severity, and enable the monitoring of treatment success. In Graves’ discasc, natural
aAb to the TSI T-receptor (TSIIR-aAb) are causative for the clinical phenotype, as they bind
as endocrine active agonists to the TSH-receptor and stimulate hyperthyroidism and
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thyroid eye disease [2]. In comparison, natural aAb to another thyroid autoantigen, namely
the thyroperoxidase (TPO-aAb), are detectable in both Graves” disease and Hashimoto’s
thyroiditis, where they are associated with cell-mediated cytotoxicity [3]. The TPO-aAb
are not directly causing the disease but rather reflect disease activity and disease risk in
asymptomatic healthy subjects [4]. Accordingly, TPO-aAb-positive healthy women who
become pregnant are, for example, at relatively high risk for the development of postpartum
thyroiditis, potentially due to the declining selenium (Se) status during pregnancy [5,6].
The presence of natural aAb in a healthy person without obvious clinical symptoms is
neither necessarily an indication of disease nor of immediate diagnostic value but may
indicate an increased risk of disease.

In general, the pathogenesis of AITD is a multifaceted process, where the essential
production of hydrogen peroxide needed for thyroid hormone biosynthesis may contribute
to tissue inflammation, gland destruction, and the generation of novel autoantigens [7,8].
Accordingly, anti-inflammatory and antioxidative measures are considered in prevention
and treatment of AITD [9,10]. Observational studies have indicated an inverse relation-
ship between the intake of the essential trace element Se with thyroid volume [11], the
development of thyroid nodules [12] and thyroid disease [13]. Dietary uptake of Se is
needed for the formation of the 21st proteinogenic amino acid selenocysteine [14], and
supports the biosynthesis of health-relevant, redox-active selenoproteins, including the
secreted plasma proteins extracellular glutathione peroxidase (GPX3) and selenoprotein
P (SELENOP) [15-17]. These two selenoproteins are found both in the circulation and in
thyroid follicles [18]. While GPX3 is capable of peroxide degradation, SELENOP serves
mainly as transporter for the systemic distribution of Se [19,20]. Importantly, renal GPX3
biosynthesis is supported by SELENOP from hepatocytes [21,22].

SELENOP is a most exceptional protein that varies naturally in its primary
sequence [23,24]. Translational errors occur during decoding of the ten UGA triplets within
the open reading frame [25], and cysteine can replace selenocysteine during biosynthe-
sis [26]. Under antibiotic treatment, Se-free selenoproteins can be synthesized [27]; addition-
ally, tryptophan or arginine may become inserted at UGA codons [28]. Consequently, the av-
erage content of Se per SELENOP molecule has been determined at 5.4 & 0.5 Se/SELENOP
in human [29], 7.5 Se/Selenop in rat, and 5 Se/Selenop in mouse [30]. Due to this flexibility
in the decoding of UGA, the primary sequence of newly synthesized SELENOP varies.
Circulating SELENOP may thus constitute a mixture of slightly different protein variants.
For this reason, we hypothesized that autoantibodies to SELENOP (SELENOP-aAb) may
develop naturally, particularly in patients with AITD and thyroid inflammation. In order
to test this hypothesis, we analyzed control subjects and patients with different thyroid
diseases for SELENOP-aAb and correlated the results to biomarkers of Se status.

2. Results

An immunoluminometric assay for the detection and quantification of SELENOP-aAb
was established by generating a fusion protein encoding-secreted alkaline phosphatase
(SEAP) in frame with full length human SELENOP, where UGA codons had been re-
placed by cysteine codons. Assay functionality was verified with a SELENOP-specific
antibody and showed the expected concentration-dependent signal intensity with dilu-
tion (Figure 1A). This result was replicated in dilution experiments with serum samples
from patients identified as positive (P01-P05), whereas samples categorized as negative
for SELENOP-aAb (N01-NO03) showed background signals only (Figure 1B). Unlabeled
recombinant SELENOP (1 mg/mL) applied to BSA-free (control 1), or BSA-containing
reaction buffer (control 2), was capable of suppressing SELENOP-aAb signals from positive
samples, highlighting the specificity of the detection method (Figure 1C).

In order to test for natural SELENOP-aAb in human subjects, serum samples from
2 cohorts of thyroid patients (n = 423), along with a collection of healthy controls (n = 400),
were compared. The results showed a skewed distribution of signals (Figure 1D), and
relative binding indices (BI) were calculated by dividing the individual SELENOP-aAb
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Se-dependent luciferase in combination with the selenocysteine insertion sequence (SECIS)
element of GPX4. The reporter system showed Se-dependent induction of luciferase ac-
tivity in response to inorganic selenite (1.0, 5.0 or 10 nM, f.c.), and in response to human
serum (0.05% or 0.5%, v/7v) as a natural Se source, as expected under regular Se-deficient
culture conditions with 10% FBS as sole Se source. A significant decline in the luciferase
reporter signal was observed upon adding an antibody to SELENOP (0.8 ng/mL), into the
culture medium (Figure 2D). This result is compatible with the notion of SELENOP-aAb
disturbing SELENOP uptake into target cells. To further verify the characteristics of nat-
ural SELENOP-aAb, immunoglobulins were isolated from positive and negative serum
samples by protein A-mediated immunoprecipitation and analyzed for directly associated
Se and SELENOP content. The isolates from SELENOP-aAb-positive samples contained
measurable amounts of Se (Figure 2E) and/or SELENOP (Figure 2F), whereas isolates from
controls were devoid of associated Se or SELENOP.
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Figure 2. Selenium (Se) status assessment and potential role of natural SELENOP-aAb. Three biomarkers of Se status
were determined in serum samples from AITD patients (n = 284). Positive correlations were observed for (A) total Se with
SELENOP (r = 0.342, p < 0.0001), (B) total Se with GPX3 activity (r = 0.171, p = 0.0046), and (C) SELENOP with GPX3
activity (r = 0.545, p < 0.0001). The sample with highest SELENOP-aAb displayed exceptionally high Se and SELENOP
levels in combination with moderate GPX3 activity (indicated as red dots). (D) HEK293 cells expressing a Se-dependent

luciferase showed increased reporter activity (RLU) in response to selenite or human serum added to the culture medium.

The signal was significantly suppressed by the addition of a SELENOP-specific antibody (# = 3). (E) The immunoglobulins
from 5 SELENOP-aAb-positive (P01-P05) and 10 SELENOP-aAb-negative samples (N01-N10) were precipitated by protein
A. Measurable (E) SELENOP or (F) Se concentrations were detected in the isolates from SELENOP-aAb-positive samples
only, but not in those from SELENOP-aAb-negative samples. Correlations were analyzed by Spearman’s correlation test.
Two-tailed t-test was used for comparisons between two groups, p-values < 0.05 were considered statistically significant;
* indicates p < 0.05; ** indicates p < 0.01; **** indicates p < 0.0001.

When classifying patients as SELENOP-aAb-positive or -negative, by choosing BI > 5.0
as threshold, the positive samples displayed elevated total serum Se (median: 85.3 vs.
77.0 ug/L, p = 0.033), whereas SELENOP concentration or GPX3 activity was not differ-
ent (Figure 3A-C). A positive correlation was observed between SELENOP-aAb with Se
(r=0.582, p = 0.018) (Figure 3D) and with SELENOP (r = 0.730, p = 0.001) (Figure 3E),
but not with GPX3 activity (Figure 3F). When using a higher threshold, i.e., BI > 10 as



58

Int. J. Mol. Sci. 2021, 22, 13088 50f 13

cut-off, relatively high Se (85.3 vs. 77.1 ug/L, p = 0.0178) and SELENOP (5.1 vs. 3.5 mg/L,
p = 0.001) concentrations were observed in the group of SELENOP-aAb-positive samples
(Figure 3A,B), whereas GPX3 activity was not elevated (Figure 3C). Positive correlation was
observed between SELENOP-aAb and Se (r = 0.695, p = 0.038) (Figure 3G) or SELENOP
(r =0.627, p = 0.035) (Figure 3H), reaching statistical significance when the very positive
sample highlighted in Figure 2A—C is included, but not when omitted from the analysis.
Notably, the SELENOP-aAb correlated inversely to GPX3 activity (r = —0.669, p = 0.049)
(Figure 31).
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Figure 3. Comparison of three complementary biomarkers of Se-status in relation to SELENOP autoimmunity. The patients
with positive SELENOP-aAb (BI > 5) displayed relatively high (A) total Se, while (B) SELENOP or (C) GPX3 activity were
not different in comparison to SELENOP-aAb-negative patients. SELENOP-aAb correlated positively to (D) serum Se
and (E) SELENOP, but not to (F) GPX3 activity. When applying a more stringent cut-off for positivity (BI > 10), serum
samples with positive SELENOP-aAb displayed relatively high (A) total Se and (B) SELENOP, whereas (C) GPX3 activity
was not elevated. Positive correlation was observed between SELENOP-aAb and (G) serum Se and (H) SELENOP. (I) GPX3
activity was inversely correlated to SELENOP-aAb. Comparisons between two groups were conducted by Mann-Whitney
test. Correlations were tested by Pearson’s correlation analysis with two-tailed p-values. p-values < 0.05 were considered
statistically significant; n.s. indicates p > 0.05; * indicates p < 0.05, and ** indicates p < 0.01.
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3. Discussion

This study describes naturally occurring autoantibodies to the Se transport protein
SELENOP in human subjects and suggests a potential physiological relevance. Our data
indicate that autoimmunity to SELENOP is a rare finding in healthy adult subjects. How-
ever, a considerable fraction of thyroid patients express SELENOP-aAb to varying degrees,
with some patients being highly positive for SELENOP-aAb. The elevated prevalence
in Hashimoto’s thyroiditis may either result from SELENOP-aAb predisposing them
to the diseases—as low Se has been identified as risk factor for autoimmune thyroid
disease [31-33]—or the autoimmunity develops as a consequence of the ongoing inflam-
mation and associated oxidative damage to thyroid proteins, i.e., resulting from the lym-
phocytic thyroiditis and generation of novel autoantigens as side effect of disease [8,34].
Alternatively, both the predisposition to and consequences of the inflammatory disease may
have contributed to the elevated prevalence of SELENOP-aAb observed in the patients [6].
From an etiological perspective, human SELENOP is naturally synthesized in different
variants, some of which are potentially prone to becoming easily modified and eliciting
an autoimmune response, as the protein carries several highly reactive selenocysteine
residues [35,36]. Both notions may offer an explanation for the increased prevalence of
SELENOP-aAb in AITD and indicate a diagnostic or even pathophysiological relevance, as
just recently documented for the central role of Se status and GPX-dependent protection
from neutrophil ferroptosis in systemic autoimmunity [37]. This hypothesis needs to be
elucidated in larger studies and ideally with samples from a longitudinal, prospective trial.

Against our expectation, SELENOP-aAb were not associated with SELENOP defi-
ciency, but rather with elevated Se and SELENOP serum concentrations, suggesting some
stabilizing effect of the autoantibodies on circulating SELENOP. This interpretation is
consistent with the observed inhibition of SELENOP uptake into renal HEK293 target cells
by antibodies to SELENOP, nicely echoing published results on SELENOP-neutralizing
antibodies antagonizing Se uptake as novel candidates for type 2 diabetes therapy [38,39].
Importantly, this theory is substantiated in human subjects by the relatively low and in-
adequate GPX3 activity in SELENOP-aAb-positive patients, and the inverse association
of GPX3 activity with SELENOP-aAb concentrations, despite an increased Se status as
reflected in elevated total Se and SELENOP levels. Transgenic mouse models have shown
that hepatic SELENOP biosynthesis is supplying the kidney with Se for GPX3 biosynthesis
via specific uptake through the lipoprotein receptor megalin [22,40]. In the case that the
antagonistic nature of SELENOP-aAb, impairing Se supply to target cells, becomes substan-
tiated by future research, it would be of far-reaching medical relevance, as also the central
nervous system relies on receptor-mediated SELENOP uptake for Se supply and protection
of highly active interneurons from death by ferroptosis [41,42]. In the absence of regular
and efficient SELENOP supply and uptake, severe neurological symptoms, including
epileptic seizures, were observed in transgenic mice [41,43-46], and also recently in a dog
model of impaired SELENOP expression, leading to brain atrophy and cerebellar ataxia [47].
It remains to be tested whether SELENOP-aAb are relevant for neurological disease, and
whether SELENOP-aAb-positive thyroid patients are at particular risk for neurological
sequelae, e.g., seizures, tremors, ataxia, or symptoms of Hashimoto encephalopathy.

Correcting a Se deficit, whatever the cause, needs an adequate supply, as excessive
Se intake can be toxic [48]. Some observational studies and systematic analyses have
reported an association between elevated Se concentrations and type 2 diabetes [49]. Other
systematic reviews, focusing on sufficiently large and well-controlled supplementation
studies, show that there is no evidence that Se supplementation increases the risk of
type 2 diabetes [50]. The documented association between increased serum Se concentra-
tions and type 2 diabetes could be a consequence of insulin resistance leading to increased
hepatic biosynthesis of SELENOP due to abrogation of insulin-mediated SELENOP sup-
pression, i.e., a question of reverse causality, potentially a function of protecting the cardio-
vascular system [51]. This notion is supported by recent findings of a positive association
between increased Se concentrations and protection from all-cause mortality and heart dis-
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ease mortality in diabetic patients, as determined in NHANES III [52]. The extent to which
SELENOP-aAb may alter the protective interaction of Se and SELENOP on the vasculature
is unknown, and the question of whether functional Se deficiency by low Se supply, in
combination with SELENOP-aAb causes hypoglycemia needs to be investigated [53].

Our findings suggest that Se status assessment by the biomarkers used until now,
i.e., total Se and SELENOP concentrations along with GPX3 activity [54-58], may be
insufficient when SELENOP-aAb are present. In particular, the poor correlation between
Se or SELENOP concentrations and GPX3 activity in a given subject may indicate the
presence of SELENOP-aAb impairing SELENOP uptake and GPX3 biosynthesis by kidney,
as impressively documented in the positive subject with highest SELENOP-aAb (red
dots in Figure 2). This interrelation may also be of relevance for preventive or adjuvant
Se therapy [33,59-62], as positive effects may be observed, particularly in the presence
of SELENOP-aAb. This hypothesis is based on the findings in transgenic mice, where
SELENOP deficiency and resulting symptoms can be successfully compensated for by
supplemental selenite or other selenocompounds [45,63-65]. A score combining classical
Se status biomarkers with the presence of SELENOP-aAb may be superior in judging the
functional Se status and requirements for Se supplementation than a single biomarker alone.
Such a scoring system would be capable of identifying Se deficiency also in cohorts of
well-supplied subjects with apparently sufficient SELENOP expression, and might indicate
subjects with specific requirements to overcome SELENOP-aAb-mediated inhibition of
SELENOP-dependent Se supply (Figure 4). Prospective studies of sufficient size and length
are needed next to test the clinical relevance of SELENOP-aAb for AITD risk, and for
stratifying the results from Se supplementation studies.

GPX4 /
SELENOP-aAb TXNRD /
=>impaired uptake SELENOP
=> eIevatedAserum Se 2.

k] AAR oo/
i ? GPX/

GPX3 /

SELENOP 5 e SELENOP
=> Se transport g I
=> serum biomarker L

fetal GPX4 /
Seleno- SELENOP
-proteins

Figure 4. Potential pathophysiological relevance of SELENOP-aAb. Dietary sources of Se are mainly converted in
hepatocytes into SELENOP for secretion and systemic supply of target tissues. Thereby, SELENOP constitutes both
the major serum Se transporter and a reliable biomarker of Se status. Patients with elevated SELENOP-aAb display
increased serum Se and SELENOP concentrations, indicative of SELENOP stabilization or impaired receptor-mediated
SELENOP uptake and clearance. Thereby, target tissues may become insufficiently supplied for full biosynthesis of the
essential tissue-relevant selenoproteins (examples are indicated). The biosynthesis of circulating GPX3 by kidney cells is
known to directly depend on hepatic SELENOP. Accordingly, serum GPX3 activity correlated inversely to SELENOP-aAb in
thyroid patients, consistent with target cell Se deficiency. Extrapolating these results, SELENOP-aAb may increase the risk
of neurological symptoms, thyroid disease, subfertility, pregnancy problems, and other Se-dependent diseases.
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4, Materials and Methods
4.1. Human Samples

Blood samples (n = 423) from patients with different thyroid diseases were collected
and serum was prepared, aliquoted, and stored at —80 °C. The study had been approved
by the Ethical committee of the Charité-University Medical School, Berlin (#8A2/173/17).
Recruitment of the patients proceeded in consecutive manner and diagnostic criteria
for thyroid disease were applied as described in [66]. A cohort of serum samples from
subjects with a self-reported status as healthy (controls, n = 400) was obtained from a
commercial supplier (InVent Diagnostica GmbH, Hennigsdorf, Germany) and served as
control (Table 1). All samples included were derived after obtaining written informed
consent from the subjects enrolled into the analyses, and the study was conducted in
accordance with the declaration of Helsinki on ethical principles for medical research
involving human subjects.

Table 1. Characterization of the study cohort.

Healthy Controls n =400
sex, female/male [r/n] 200/200
age, median (95% CI) [y] 31 (29-32)

Thyroid Patients n=423
sex, female/male [n/n] 362/61
age, median (95% CI) [y] 49 (47-51)
GOI, 7 (%) 61 (14.4%)
TCa, n (%) 17 (4.0%)
Hypo, 1 (%) 61 (14.4%)
GD, n (%) 73 (17.3%)
HT, n (%) 211 (49.9%)

GOl—goitre; TCa—thyroid carcinoma; Hypo—hypothyroidism; GD—Graves” disease; HT—Hashimoto’s thyroiditis.

4.2. Generation of Recombinant SEAP-SELENOP Reporter Proteins

The cDNA of secreted alkaline phosphatase (SEAP) was amplified by PCR and inserted
into plasmid pIRESneo (Clontech, Palo Alto, CA, USA) giving rise to pIRESneo-SEAP. A
cDNA of a UGA-free human SELENOP reading frame was synthesized, whereby UGA
codons were replaced by cysteine codons by a commercial supplier (Eurofins Genomics
GmbH, Ebersberg, Germany). The fragment was amplified by PCR and ligated into
pIRESneo-SEAP, amplified in E. coli and sequence verified. Recombinant protein was
produced via stable expression of pIRESneo-SEAP-SELENOP in HEK 293 cells. Cell culture
supernatants containing the secreted recombinant protein were collected and used as
reporter in the SELENOP-aAb detection assay.

4.3. Immunoluminometric Assay for Detection of SELENOP-aAb

The immunoluminometric assay is based on the binding of aAb to recombinant SEAP-
SELENOP, followed by precipitation of the antibody-antigen-reporter complex by protein
A. To this end, diluted supernatants of HEK293 cells expressing SEAP-SELENOP was
incubated with 5 uLL serum sample at 4 °C overnight. On the second day, the same volume
(40 uL) of a protein A slurry (ASKA Biotech GmbH, Berlin, Germany) was added and
incubated for 1 h at RT. Complexes formed were washed 6 times with washing buffer
(50 mM Tris HCI, pH 7.4, 100 mM NaCl, 10% glycerol, and 0.5% Triton X-100), removing
unbound SEAP-SELENOP and other serum proteins. Finally, reporter activity was detected
as luminescence signal by a luminometer (Berthold Technologies GmbH, Bad Wildbad,
Germany). Binding index (BI) was calculated for each sample by dividing the relative light
units (RLU), obtained with the average RLU from the lowest 50% of signals in the same
assay plate, which was set as BI = 1.0. This mathematical method for background signal
definition was based on the assumption that SELENOP-aAb were present in less than 50%
of the samples tested. During the analyses, the inter- and intra-assay CV was determined
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to be below 20% based on the analysis of selected positive and negative serum samples
included into each assay run.

4.4. Isolation of Immunoglobulins (IgG) from Serum Sample

Total IgGs were isolated from five positive and ten negative serum samples by precip-
itation with Protein A slurry (ASKA Biotech GmbH, Berlin, Germany). To this end, serum
samples were incubated with 2 volumes of protein A in PBS (50%) overnight at 4 °C. The
supernatants were discarded, and the pellets were washed 6 times with PBS. Precipitated
IgG were eluted with 3-fold volume of citric acid (25 mM, pH 2.0) and neutralized using
1-fold volume of HEPES (1M, pH 8.0).

4.5. Quantification of GPX3 Activity and Total Se and SELENOP Concentrations

GPX3 activity in serum samples was determined by a coupled enzymatic test monitor-
ing NADPH decline at 340 nm due to glutathione reductase activity catalyzing regeneration
of consumed glutathione by GPX during HyO; reduction [67]. Briefly, serum samples of
5 uL were applied to 96-well plates containing 200 uL of a test mixture, including 1 mM
NaN3, 3.4 mM reduced glutathione, 0.3 U/mL glutathione reductase, and 0.27 mg/mL
NADPH. The reaction was started by 10 uL of 0.00375% H>O5. A constant serum sample
was included into each assay run for quality control. The inter- and intra-assay CVs were
determined to be below 15% during the analyses.

Se concentrations in serum samples or in the immunoglobulin-isolates were analyzed
by total reflection X-ray fluorescence (TXRF) using a benchtop TXRF analyzer (54 T-STAR,
Bruker Nano GmbH, Berlin, Germany), as described previously [68,69]. Briefly, serum
samples were diluted with a Ga-standard (1 mg/L, Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe,
Germany), applied to polished quartz glass plates, and dried at 37 °C overnight. Isolated
immunoglobulin complexes from SELENOP-aAb-positive and -negative serum samples
were precipitated by adding 9 volumes of ice-cold ethanol (100%) overnight at —80 °C, and
subsequent centrifugation for 30 min at 4 °C and 14,000 g. The pellets were dissolved at
80 °C for 2hin 100 uL. HNOj3 (61%), the Ga standard was added, and sample was applied to
quartz plates and analyzed. A commercial serum standard (Seronorm, Sero AS, Billingstad,
Norway) served as control in each analytical run. The determined concentrations of Se
were within the specified range of the standard, and the inter-assay coefficient of variation
(CV) was below 5% during the analyses.

SELENOP concentrations were determined by a validated commercial SELENOP-
specific ELISA (selenOtest ELISA, selenOmed GmbH, Berlin, Germany), essentially as
described in [29]. Briefly, 100 uL of each IgG-isolate or 1:33 diluted serum samples were
applied to pre-coated 96-well plates. Standards and calibrators were included into each
assay run for quality control. The inter-assay CV was determined to be below 10%.

4.6. Luciferase-Based Reporter Gene Assay for Selenoprotein Biosynthesis in Cell Culture

A Se-responsive reporter gene assay was established using stably transfected human
embryonic kidney (HEK293) cells, expressing a luciferase reporter containing a fusion
protein of Firefly (FLuc) and Renilla (RLuc) luciferase, interrupted by an in-frame UGA
codon and a GPX4-derived selenocysteine-insertion sequence (SECIS) element, as described
previously [70]. Cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM/F12;
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Germany), containing 10% (v/v) FCS. For reporter gene
assay, 20,000 cells per well were cultivated in 96-well plates in DMEM/F12 containing
10% (v/v) FCS for 24 h and stimulated by different sources of Se (sodium selenite or
human serum) in the absence or presence of an anti-SELENOP antibody (0.8 ng/mL f.c.,
#SM-MAB-7356, selenOmed GmbH, Berlin, Germany).

The two human sera used in this experiment were tested free of SELENOP-aAb. The
Se concentrations of these serum samples used in the in vitro studies were (a) 100.6 ug/L
and (b) 109.7 ug/L, corresponding to the final Se concentrations in the cell culture mediums
(0.5% serum, v/), of 6.4 nM and 6.9 nM, respectively. After 48 h of incubation, medium
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was removed and cells were lysed in 40 uL passive Lysis puffer (PromoCell, Heidelberg,
Germany) for 10 min at RT and stored at —30 °C to support cell lysis until measurement. For
the detection, 25 uL of cell lysates were transferred into white 96-well plates, and Renilla lu-
ciferase activity was measured 30 s after adding coelenterazine (100 uL/well, 2.5 ug/mL in
PBS, Synchem UG, Altenburg, Germany) using a microplate reader (PerkinElmer, Waltham,
MA, USA).

4.7. Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using SPSS (version 25, SAS Institute, Cary, NC,
USA) or GraphPad Prism v.9.1.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). The results
are represented as mean with SD, as median with interquartile range, or by displaying
the individual values. Normal distribution of values was tested by the Shapiro-Wilk
test. Comparisons between two groups were conducted by unpaired #-test, and non-
normally distributed variables were compared with the Mann-Whitney test. Correlations
were tested by Pearson’s correlation analysis and for non-normally distributed variables
by Spearman’s correlation test. p-values < 0.05 were considered significant; * p < 0.05,
*p <0.01, ** p <0.001, #** p < 0.0001.

5. Conclusions

The results indicated an impairment of SELENOP-dependent Se transport by natural
SELENOP autoantibodies, and suggest that the characterization of health risk from Se
deficiency may need to include autoimmunity to SELENOP as additional biomarker of Se
status. Thereby, patients with “functional Se deficits” may be identified as those who may
display a particular requirement for a sufficiently high Se intake and are likely to respond
positively to adjuvant Se in clinical supplementation trials.
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0.013050

29

AMERICAN
JOURNAL OF
PREVENTIVE

MEDICINE

28,400

5.043

0.037310

30

AMERICAN
JOURNAL OF
MEDICINE

29,186

4.965

0.021220

31

Journal of
Personalized
Medicine

1,071

4.945

0.002290

32

MINERVA MEDICA

1,338

4806

0.001280

33

PALLIATIVE
MEDICINE

7,332

4.762

0.009100

34

ANNALS OF
MEDICINE

5,619

4.709

0.004060

35

EUROPEAN
JOURNAL OF
CLINICAL
INVESTIGATION

8,197

4.686

0.005980

36

AMERICAN
JOURNAL OF
CHINESE MEDICINE

4572

4.667

0.003020

37

European Journal of
Internal Medicine

7,083

4487

0.009330

Selected JCR Year: 2020; Selected Categories: “MEDICINE, GENERAL und INTERNAL”
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Rank

Full Journal Title

Total Cites

Journal Impact
Factor

Eigenfactor Score

38

BRITISH MEDICAL
BULLETIN

5494

4.291

0.003290

39

Journal of Clinical
Medicine

21,502

4.241

0.031360

40

PREVENTIVE
MEDICINE

20,705

4.018

0.028980

41

POSTGRADUATE
MEDICINE

3,169

3.840

0.003850

42

DM DISEASE-A-
MONTH

951

3.800

0.000600

43

PAIN MEDICINE

10,086

3.750

0.012300

44

International Journal
of Medical Sciences

5,677

3.738

0.005680

45

Diagnostics

2,557

3.706

0.003180

46

JOURNAL OF
URBAN HEALTH-
BULLETIN OF THE
NEW YORK
ACADEMY OF
MEDICINE

5,637

3.671

0.005810

47

JOURNAL OF PAIN
AND SYMPTOM
MANAGEMENT

15,063

3612

0.015920

48

Journal of
Translational Internal
Medicine

457

3451

0.000990

49

Internal and
Emergency Medicine

3,446

3.397

0.004890

50

Military Medical
Research

2,279

3.329

0.001380

51

Archives of Medical
Science

4,209

3318

0.005000

52

AMERICAN FAMILY
PHYSICIAN

9415

3.292

0.007180

53

JOURNAL OF THE
FORMOSAN
MEDICAL
ASSOCIATION

5,341

3.282

0.005130

54

Polish Archives of
Internal Medicine-
Polskie Archiwum
Medycyny
Wewnetrznej

1,933

3.277

0.002150

55

CANADIAN FAMILY
PHYSICIAN

4,641

3.275

0.005350

56

QJM-AN
INTERNATIONAL
JOURNAL OF
MEDICINE

7,086

3.210

0.003550

Selected JCR Year: 2020; Selected Categories: “MEDICINE, GENERAL und INTERNAL”
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Rank

Full Journal Title

Total Cites

Journal Impact

Eigenfactor Score

Factor

57 Joumal of Hospital 4166 2960 0.008690
Medicine

58 PRIMARY CARE 1,726 2.907 0.002090
JOURNAL OF

59 INVESTIGATIVE 2,534 2.895 0.003120
MEDICINE
KOREAN JOURNAL

60 OF INTERNAL 3,042 2.884 0.004360
MEDICINE
YONSEI MEDICAL

61 JOURNAL 5,198 2.759 0.005250
Journal of the

62 Chinese Medical 3,223 2.743 0.003190
Association

63 Patient Preference 4,927 2711 0.009280
and Adherence

64 BMJ Open 55,068 2.692 0.145190
JOURNAL OF

65 WOMENS HEALTH 7434 2.681 0.009260

66 CLINICAL MEDICINE 3,101 2.659 0.003820
Journal of the

67 American Board of 4215 2657 0.005770
Family Medicine
CHINESE MEDICAL

68 JOURNAL 11,843 2.628 0.010030
SCANDINAVIAN
JOURNAL OF

69 PRIMARY HEALTH 1,842 2.581 0.001840
CARE
CURRENT MEDICAL

70 RESEARCH AND 8,352 2.580 0.008310
OPINION
International Journal

71 of Evidence-Based 1,721 2548 0.003700
Healthcare

72 Systematic Reviews 7,616 2522 0.019400
INTERNATIONAL

73 JOURNAL OF 6,299 2503 0.004300
CLINICAL PRACTICE

74 BMC Family Practice 5,727 2497 0.008090

75 Sexual Medicine 719 2491 0.001430
ANNALS ACADEMY

76 OF MEDICINE 3,627 2473 0.001170
SINGAPORE

4

Selected JCR Year: 2020; Selected Categories: “MEDICINE, GENERAL und INTERNAL”
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