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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Selen und seine biologische Bedeutung

1.1.1 Entdeckung und chemische Eigenschaften
1817 entdeckte der schwedische Chemiker Jons Jakobs Berzelius (1779- 1848) bei der

Untersuchung von Bleikammerschlamm ein silbrig glanzendes Element. Er benannte es
nach der griechischen Mondgéttin Selene (Foster et al. 1997).

Selen (Se) zahlt als drittes Element der sechsten Hauptgruppe neben Sauerstoff (O),
Schwefel (S), Tellur (Te) und Polonium (Po) zu den so genannten Chalkogenen. Innerhalb
dieser Hauptgruppe nehmen die metallischen Eigenschaften mit steigender Ordnungszahl
zu, so dass Selen zu den Halbmetallen zahlt. Die stabilste Modifikation des Elements ist das
so genannte graue Selen (Barceloux 1999). Selen kommt in der Natur in den

Oxidationsstufen —II, +IV und +VI vor (Wessjohann et al. 2007).

1.1.2 Selen und seine Rezeption
In héheren Konzentrationen wirken elementares Selen und seine Verbindungen stark toxisch

auf den Organismus. Marco Polo war wahrscheinlich der erste, der von den toxischen
Eigenschaften des Selens berichtete. Wahrend seiner Reisen im 13. Jahrhundert
beobachtete er in selenreichen Regionen Chinas bei Pferden eine Aufweichung der Hufe.
Heute ist bekannt, dass es wahrend einer so genannten Selenose bei Huftieren zu
Haarausfall und Hufdystrophie kommt (O'Toole et al. 1995). Beim Menschen fiihrt eine
Selenintoxikation zu knoblauchartigem Atemgeruch, Mdudigkeit, Erbrechen, Durchfallen,
Veranderungen der Nagel, Haarausfall oder Fihistérungen durch Schadigung der Nerven
(Sutter et al. 2008).

Erst 1957 erkannten Schwarz und Foltz die essentielle Bedeutung von Selen flr den
Organismus. Sie konnten zeigen, dass die selenhaltige organische Verbindung Faktor 3 die
Entstehung von Lebernekrosen in Nagern verhindern kann (Schwarz et al. 1958). 1973
wurde mit der Charakterisierung der Glutathionperoxidase durch Flohé erstmals Se als
Bestandteil eines Enzyms nachgewiesen (Flohe et al. 1973). Seit diesen Entdeckungen hat
sich die Wahrnehmung von Selen stark gewandelt. Das ehemals als toxisch und
krebserregend angesehene Element ist heute als essentielles Spurenelement mit anti-

kanzerogenen und gesundheitsfordernden Eigenschaften bekannt.

1.1.3 Selenvorkommen und -aufnahme
Mit einer Konzentration von durchschnittlich 0,09 ppm steht Selen an Position 60 der in der

Erdkruste vorkommenden Elemente. Der Selenanteil in der Erdkruste schwankt jedoch
zwischen 0,1 - 2 mg Se/kg. In manchen extrem Se-reichen Bdden steigt der Anteil bis auf

1200 mg/kg. Dadurch bedingen sich auch groRe Unterschiede in der taglichen Se-Zufuhr
1
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durch die Nahrung.

Selen kommt im Boden hauptsachlich in anorganischer Form als Selenit, Selenat oder auch
als elementares Selen vor. Der Anteil an organischen Selenverbindungen im Boden ist eher
gering. Pflanzen sind jedoch in der Lage, anorganische Selenverbindungen in organische
Selenverbindungen wie Selenocystein (Sec) und Selenomethionin (SeMet) umzuwandein.
Die Bioverfugbarkeit fir Pflanzen und damit der Eintritt von Selen in die Nahrungskette lasst
sich allein anhand der Selenmenge im Boden jedoch nicht abschatzen (Barceloux 1999).
Manche Pflanzen, wie z.B. die Gattung Astralagus und Oonopsis akkumulieren leicht tber
1000 mg Se/kg Pflanzenmaterial, wohingegen die meisten anderen Pflanzen deutlich
weniger als 1 mg/kg Pflanzenmaterial enthalten (Tab. 1-1).

Der menschliche Organismus nimmt Selen Uber pflanzliche oder tierische Quellen auf. Die
Bioverfugbarkeit organischer Verbindungen liegt fir den Menschen bei rund 90%.
Anorganische Verbindungen spielen in der menschlichen Erndhrung normalerweise nur in
Form von Supplementen eine Rolle, und diese werden lediglich zu 60% resorbiert (Barceloux
1999).

Die Resorption von Selenverbindungen erfolgt hauptsachlich im oberen Dinndarm (Young et
al. 1982). In der Forschung konnte lange kein Unterschied zwischen der Aufnahme
anorganischer (Natriumselenit und —selenat) und organischer Selenverbindungen (z.B.
selenhaltigen Aminosauren und ihre Derivate) festgestellt werden. Spater wurde jedoch
bewiesen, dass organische Selenverbindungen besser resorbiert werden als anorganische.
Swanson zeigte, dass ca 97% einer Dosis SeMet, aber nur 87% einer Dosis Selenit von
Probanden resorbiert wurde (Swanson et al. 1991). Bei Moser-Veillon betrug der Anteil des
gastrointestinal resorbierten Selenits sogar nur 25- 43 % im Vergleich zu 85% resorbierten
SeMets (Moser-Veillon et al. 1992).

Durch den variablen Selengehalt der Nahrung ergeben sich weltweit grole Unterschiede in
der taglichen Selenzufuhr. In Tab. 1-1 ist der Selengehalt einiger Nahrungsmittel dargestellt,
die Studienergebnisse zur taglichen Selenversorgung der Weltbevdlkerung sind in Tab. 1-2

zusammengefasst.

Tab. 1-1. Se-Gehalt verschiedener Nahrungsmittel in verschiedenen Léandern ([ng/g
Frischgewicht] mod. nach WHO-Bericht (WHO 1998))

Nahrungsmittel Indien USA Internationaler Bereich
Getreide und Getreideprodukte 5-95 10 - 370 10 - 550

Fleisch, Fleischprodukte und Eier | 40 - 120 100-810 | 10-360

Fisch und Meeresfrichte 280 - 1080 | 400 - 1500 | 110-970
Huilsenfrichte 10-138

Molkereiprodukte 5-15 10-130 1-170

Obst und Gemuse 1-7 1-60 1-20
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Tab. 1-2 Geographische Unterschiede in der taglichen Se-Aufnahme von Erwachsenen(mod
.nach WHO-Bericht (WHO 1998)

Land bzw. Region Se-Aufnahme [microg/Tag]

Kanada 98,0 —224,0

China (Kashin Beck-Gebiet) 26-5,0

China (Keshan-Gebiet) 3,0 —11,

China 13,3 £ 3,1

China (Se-reiche Gebiete) 1338,0

Finnland (vor staatlich verordneter Se-Supplementation) | 26,0

Finnland(nach staatlich verordneter Se-Supplementation) | 56,0

Frankreich 47,0

Deutschland 38,0 —48,0

Indien (normale Diat) 48,0

Indien (vegetarische Diat) 27,0

Italien 41,0

Neuseeland (Se-arme Gebiete) 11,0+ 3,0

Slowakei 27,0

Schweden (vegane Erndhrungsweise) 10,0

Schweden (konventionelle Erndhrungsweise) 40,0+4,0

Grol3britannien 33,0 (Referenz 45)

USA 80,0 £ 37,0

USA (Méanner) 90,0 £ 14,0

USA (Frauen) 74,0£12,0

USA (Se-reiche Gebiete) 216,0

Venezuela 80,0 - 500,0
Der WHO-Bericht geht auch auf unterschiedliche Ernahrungsweisen und
Geschlechterdifferenzen ein. Interessant sind hier vor allem die dokumentierten

Unterschiede zwischen konventioneller oder vegetarischer Ernahrungsweise (Abdulla et al.
1989; Mahalingam et al. 1997).

Hoeflich et al. konnten in ihrer verdffentlichten Studie von 2010 zeigen, dass eine
vegetarische Ernahrungsweise nicht zwangslaufig zu einem funktionalen Selenmangel flhrt.
Die Einordnung des Selenstatus hangt hingegen von der Wahl des Biomarkers ab (Hoeflich
et al. 2010)

1.1.4 Selenstoffwechsel
Selen wird entweder als Bestandteil organischer Verbindungen oder in anorganischer Form,

durch Verstoffwechselt
Selenomethionin (SeMet), Selenocystein (Sec), Selenit und Selenat.
3
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Die biochemischen Mechanismen der Selenaufnahme unterscheiden sich dementsprechend.
SeMet teilt sich mit seinem Schwefelaquivalent Met den gleichen Transporter; Sec hingegen
wird Uber einen Transporter aufgenommen, der normalerweise basische Aminosauren
transportiert. Beide Selenverbindungen werden durch einen aktiven Transport in die Zelle
eingeschleust (Barceloux 1999). Die anorganische Verbindung Selenit wird mit Hilfe von
Thiolen wie L-Cystein oder Glutathion Uber Aminosaure-Carrier resorbiert. Selenat
verwendet hingegen einen Na+/Selenat-Cotransport-Mechanismus und gelangt durch einen
Selenat/OH-Austauschmechanismus in die Zelle (Barceloux 1999).

SeMet kann direkt fir die Synthese SeMet-haltiger Proteine eingesetzt oder in Sec
umgewandelt werden. Sec wird dagegen nicht direkt zur Proteinbiosynthese verwendet
sondern in einem ersten Schritt mittels der L-Selenocystein-p-Lyase zu Selenid reduziert,
mittels ATP aktiviert und kann anschlieRend auf einen Seryl-Rest einer tRNA transferiert
werden. Diese Sec-tRNA dient im Folgenden zur Translation des Sec-spezifischen UGA-
Codons der mRNA (Allmang et al. 2006).

Liegt ein Selenlberschuss vor und wird demzufolge nicht alles Selenid zur
Proteinbiosynthese verwendet, muss dieses weiter umgewandelt werden, da
Selenwasserstoff als eine der giftigsten Se-Verbindungen gilt. Die nach der Entgiftung, durch
Methylierung des Selenids, entstehenden Verbindungen Dimethylselenid und
Trimethylselenonium-lonen sind weniger giftig fur den Organismus. Dimethylselenid ist leicht
flichtig und wird abgeatmet, wobei es zu einem charakteristischen Knoblauchgeruch kommt.
Das Trimethylselenonium-lon kann tGber den Urin ausgeschieden werden. Bei normaler Se-
Versorgung kann Selenid auch in Selenozucker, z.B. 1R-Methylseleno-N-acetyl-D-
galactosamin entsorgt werden. In Abb. 1.1 ist der Se-Stoffwechsel graphisch
veranschaulicht.

Die anorganischen Se-Verbindungen sind Vorstufen flir die Sec-Synthese, wobei Selenat
umgehend in das stabilere Selenit umgewandelt wird. Selenit wiederum wird direkt in den
Epithelzellen der Mukosa oder nach Transport in die Leber reduziert, um nach

Phosphorylierung in den Biosyntheseweg von Selenoproteinen eingeschleust zu werden.
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Nahrung
Organische Anorganische
Se- Formen Se- Formen
SeMet Sec Selenit, Selenat
SeMet
Ausscheidung
CH3)ZSe
2Se —> (CH3)3Se*
Sec Selenozucker
SeMet- haltige Sec tRNA[Ser]Sec

Proteine
Selenoprotelne

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des Se-Stoffwechsels. Se kann in Form von SeMet direkt in
SeMet-haltige Proteine eingebaut werden. Durch die Nahrung aufgenommenes Sec und die

anorganischen Se-Formen Selenit und Selenat werden schrittweise zu Selenid (H,Se) reduziert und

A[Ser]Sec

anschlieBend auf die spezifische Sec-tRN geladen, von der aus sie dann in Selenoproteine

eingebaut werden kénnen. Uberschiissiges Se wird in Form von Methylselenoverbindungen und/oder

als Selenozucker ausgeschieden. (Hoefig et al.)

1.1.5 Selen und seine medizinische Bedeutung
Mitte der 90er Jahre wurde in der so genannten Nutritional Prevention of Cancer (NPC)

Studie (Clark et al. 1996) dargestellt, dass eine Supplementation mit Selen das Risiko flr
Krebserkrankungen verringern kann. Entscheidend flir eine positive Wirkung von Selen
scheint hier nicht die unmittelbare Gabe bei Krankheitsausbruch zu sein, sondern vielmehr
der Selenstatus im Organismus vor Krankheitsausbruch.

Die Empfehlung der WHO fir die tagliche Aufnahme betrdgt zwischen 40 ug/Tag fir
erwachsene Manner bzw. 30 pg/Tag fur erwachsene Frauen. Die Deutsche Gesellschaft fur
Erndhrung (DGE) gibt in ihren DACH-Referenzwerten flir den Se-Bedarf in Deutschland
einen Schatzwert von 30- 70 pg/Tag an (DGE). Liegt die tagliche Zufuhr im Mittel unterhalb
von 20 pg/Tag, so spricht man von einer Mangelversorgung. Diese tritt vor allem in
bestimmten Gebieten Chinas auf und stellt einen wichtigen Risikofaktor fur die Ausbildung
der Keshan-Krankheit, einer Kardiomyopathie und der Kashin-Beck-Krankheit, einer
degenerativen Knorpelentziindung, dar (Beck 2001; Levander et al. 1997). In beiden Fallen
scheint die Unterversorgung mit Selen allerdings nur eine von mehreren Voraussetzungen
fur den Ausbruch der Krankheit zu sein (Beck et al. 2003; Sudre et al. 2001).

Sowohl Se-Mangel als auch Se-Intoxikation flihren zu schwerwiegenden Symptomen. Die
Symptome einer Se-Vergiftung kénnen ab einer taglichen Aufnahme von 800 ug auftreten

und beinhalten Haarausfall, Miidigkeit und Depression (MacFarquhar et al. 2010).
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1.2 Selenoproteine

1.2.1 Allgemeines
Man unterscheidet drei Arten Se-haltiger Proteine: Se-bindende Proteine, SeMet-haltige

Proteine und Sec-haltige Proteine. Nur letztere werden als Selenoproteine bezeichnet (Burk
et al. 2001). Grundsatzlich gilt, dass in SeMet- und Sec-haltigen Proteinen die klassischen
Schwefel-haltigen Aminosauren Methionin (Met) und Cystein (Cys) durch ihre Se-Analoga
SeMet und Sec ausgetauscht sind. Dies fuhrt zu veranderten biochemischen Eigenschaften,
was vor allem in Selenoproteinen mit enzymatischer Bedeutung eine grofl3e Rolle spielt. So
liegt der pK,-Wert von Se bei 5,2 und ist deutlich niedriger als der pK,-Wert von Schwefel
(pKa = 8,3) (Wessjohann et al. 2007). Sec liegt deshalb bei physiologischem pH-Wert meist
als Anion (Selenolat) und Cys in protonierter Form vor. Daraus folgt eine bedeutend héhere
Reaktivitat von SeH-Funktionen, da die Nucleophilie der Selenolatfunktion bedeutend starker
ist als die des Thiols (Johansson et al. 2005).

1.2.2 Se-bindende Proteine
Die Gruppe der Se-bindenden Proteine wurde bisher nur wenig untersucht. Entdeckt wurden

diese Proteine durch radioaktive Markierungsversuche mit Se-Isotopen. Im Menschen
konnten bisher zwei Se-bindende Proteine (SeBP1 und FABP1) identifiziert werden. lhre
genaue Funktion im Se-Stoffwechsel ist jedoch nicht genau geklart, allerdings konnte eine
Regulation in verschiedenen pathologischen Zustanden gezeigt werden (Alabi et al. 2000;
Porat et al. 2000). Das Fettsdurebindende Protein 1 (FABP1) ist auch in der Lage Se zu
binden und konnte in der Maus und im Menschen nachgewiesen werden. Dieses 14 kDa
grolie Protein spielt nicht nur eine Rolle im Fettsaurestoffwechsel sondern nach neuesten
Erkenntnissen auch bei der Regulation des Zellwachstums und der Gentranskription
(Zimmerman et al. 2002).

1.2.3 SeMet-haltige Proteine
SeMet kann prinzipiell in alle Proteine eingebaut werden. Es wird allerdings nicht gezielt

wahrend der Translation in die wachsende Peptidkette eingebaut, sondern unspezifisch
anstelle von Met. SeMet wird von der Met-spezifischen Aminoacyl-tRNA-Synthetase als
Substrat erkannt, auf die tRNA geladen und an entsprechender Stelle (Codon AUG) anstelle
von Met in die Polypeptidkette inseriert. Die Translationsmaschinerie unterscheidet nicht
zwischen Met und SeMet, weshalb der Anteil an SeMet in einem Protein abhangig vom
vorherrschenden SeMet/Met-Verhaltnis ist. Bei hoher SeMet-Zufuhr kommt es daher zu
einem verstarkten Einbau von SeMet in Proteine, wie z. B. Albumin. SeMet-haltige Proteine
haben scheinbar keine bestimmte biologische Funktion (Daniels 1996). Allerdings kann aus
ihnen SeMet freigesetzt und entsprechend des Met-Stoffwechsels durch Transsulfurierung
Sec gebildet werden (siehe Abb. 1.1) (Sunde 1990).

6
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1.2.4 Sec-haltige Proteine
Die eigentlichen Selenoproteine enthalten die 21. proteinogene Aminosaure Sec, die auf

DNA-Ebene durch das TGA-Codon codiert wird. Selenoproteine werden durch wenige Gene
codiert, ihre Biosynthese ist jedoch sehr komplex (siehe Abschnitt 1.2.5).

Im Menschen wurden bisher 25 flr Selenoproteine codierende Gene (Kryukov et al. 2003) in
Nagern 24 Gene (Gladyshev et al. 1999) und in Drosophila drei Gene (Martin-Romero et al.
2001) identifiziert. In einigen wenigen Organismen wie Hefen, oder auch manchen héheren
Pflanzen konnten bisher keine Selenoproteine nachgewiesen werden.

In enzymatisch aktiven Selenoproteinen befindet sich Sec im aktiven Zentrum des Enzyms
und ist direkt an Redoxreaktionen beteiligt (Jacob et al. 2003). Von einigen Selenoproteinen
gibt es verschiedene Isozyme (z.B. drei Dejiodase-Isozyme), wieder andere sind einzigartig.
In Tab. 1-3 sind die humanen Selenoproteine und deren Funktionen zusammengestellt
(Fairweather-Tait et al. 2011).

Tab. 1-3: Bekannte humane Selenoproteine und ihre Funktionen

Selenoprotein

Abkurzung

Funktion

Glutathionperoxidasen (Gpx): antioxidative Enzyme, Abbau von Hydroperoxiden

cytosolische  Glutathion- | GPx1, Peroxid-Abbau im Cytosol der Zellen aller
Peroxidase cGPx, Organe

gastrointestinale GPx2, Peroxid-Abbau im Magen-Darm-Trakt
Glutathion-Peroxidase giGPx wichtig fur Integritat der intestinalen Mukosa
plasmatische Glutathion- | GPx3, pGPx | in Niere synthetisiert, Peroxid-Abbau im Blut,
Peroxidase Schutz der Schilddrise durch Peroxid-Abbau
Phospholipid- GPx4, PH- | membranassoziiert, Abbau von
Hydroperoxid Glutathion- | GPx Membranperoxiden, Fettsduremetabolismus,
Peroxidase Strukturprotein im reifen Spermium
Riechepithel-Glutathion- GPx6 Peroxid-Abbau im Riechepithel und Embryo

Peroxidase

Thioredoxin-Reduktasen (TrxR, TxnRd)): Redoxenzyme mit breiter Substratspezifitat

cytosolische Thioredoxin- | TrxR1, Zellproliferation, Apoptose,
Reduktase TxnRd1 Transkriptionskontrolle,

mitochondriale TrxR2, essentiell fiir Kardiomyozyten
Thioredoxin-Reduktase TxnRd2

hodenspezifische TrxR3, Kontrolle Redoxstatus im Hoden
Thioredoxin-Reduktase TxnRd3

lodothyronin-Dejodasen (Dio): Aktivierung und Inaktivierung von Schilddrisenhormonen
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5’-lodothyronin Dejodase
1

5’-lodothyronin Dejodase
2
5 -lodothyronin Dejodase
3

Einzigartige Selenoproteine

Selenoprotein P

Selenophosphat-
Synthetase 2
Methionin-Sulfoxid-
Reduktase B

Selenoprotein N

Selenoprotein S

15 kDa Selenoprotein

SelK

SelH

SelM

SelW

SelT

SelV

Sell, O

Dio1

Dio2

Dio3

SepP

SPS2

MsrB, SelX

SelN

SelS

Sel15

Aktivierung und Inaktivierung
in Schilddrise, Leber,

Niere usw., Bildung von T3 oder rT3 aus T4

von
Schilddriisenhormonen
Aktivierung von Schilddrisenhormonen
hauptsachlich im Gehirn, Bildung T3

Inaktivierung Schilddriisenhormonen,

Bildung von T2 bzw. rT3 aus T3 bzw. T4

von

Se-Speicher- und —Transportprotein, potenzielle
Funktion bei ER-Stress, Verbindung zu Glukose-
und Insulinstoffwechsel

Selenocysteinsynthese (Aktivierung von Se zu
Selenophosphat)
Redoxregulation (Reduktion

Methioninsulfoxid zu Methionin)

von

Funktion wahrend der Muskelregeneration und
Muskelbildung

Anti-inflammatorische Funktion wahrend der
Sepsis, Proteinfaltung im ER, Verbindung zu
Glucose- und Insulinstoffwechsel

potenziell:
(Kasaikina et al. 2011)
potenziell:
(ERAD-pathway),
(Shchedrina et al. 2011)

potenziell:

Faltung von Glycoproteinen

Kalziumhomoostase, Proteinfaltung

Redoxhomoostase

Redoxhomoostase, DNA-bindendes
Protein, Glutathion-Biosynthese (Panee et al.
2007)
potenziell Redoxhomdostase vor allem im
Gehirn, Kalziumhomoostase (Reeves et al. 2010)
potenziell: Regulation des Zellzyklus (Park et al.
2012)

potenziell: Redoxhomdostase (Moustafa et al.
2012)

potenziell: Redoxhomdostase und Funktion in
Spermatogenese (Varlamova et al. 2012)

genaue Funktion bisher unbekannt
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1.2.5 Biosynthese von Selenoproteinen
Die Biosynthese von Selenoproteinen folgt einem einzigartigen Mechanismus und konnte in

den letzten Jahren nahezu vollstandig aufgeklart werden (Hatfield et al. 2002). Eine
Besonderheit des Translationsprozesses ist die Dekodierung des UGA-Codons als Sec.
UGA steht normalerweise als Stoppcodon flr das Ende der Translation.

Sowohl in Eu- als auch in Prokaryonten ist die Synthese einer Sec-tragenden tRNA ein
wichtiger Schritt. Dekodierung und Synthese der Sec-tRNA geschehen mit Hilfe mehrerer
cis- und trans- Faktoren. In Prokaryonten sind die beteiligten Faktoren jedoch teilweise in
Multienzymkomplexen gebtiindelt.

Die Synthese der Sec-tragenden tRNA erfolgt Gber den Umweg der Seryl-tRNA, da im
Gegensatz zu den klassischen 20 proteinogenen Aminosauren nicht direkt eine tRNA mit
Sec beladen werden kann (Hatfield et al. 2006). Es wird in einem ersten Schritt eine flr das
UGA-Codon spezifische tRNA mittels der Seryl-tRNA-Synthetase (SerS) unter ATP-Spaltung
mit Ser beladen (Squires et al. 2008). Diese Seryl-tRNA kann von der Phosphoseryl-
tRNAP®S¢"_Kinase (PSTK) phosphoryliert und entsprechend aktiviert werden. Um nun den
Phosphoseryl-Rest in einen Sec-Rest umzuwandeln, muss das sich im Se-Pool des
Organismus  befindliche Selenid (HSe) aktiviert werden. Diese Aktivierung
(Phosphorylierung) liefert den Se-Donor Selenophosphat (SeP) und wird durch die
Selenophosphat-Synthetase (SPS2) unter ATP-Verbrauch katalysiert. Die Phosphoseryl-
tRNAP1S" wiederum ist Substrat der Selenocystein-Synthase (SecS), die die Hydroxyl-
Gruppe des Seryl-Restes durch das aktivierte Selenol ersetzt. Es entsteht die
Selenocysteinyl-tRNA (tRNASe1Sec)
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In Abb. 1.2 ist die Synthese der tRNAS®®® in Eukaryonten graphisch veranschaulicht (Xu et
al. 2007). Mit Hilfe des 43 kDa RNA-bindenden Proteins Secp43 wird die tRNAS®5¢° yom
Kern in das Zytoplasma und zuruck transportiert und steht so der Translation der

Selenoproteine zur Verfliigung (Squires et al. 2008).

@ +ATP
SerS

AMP-+PPi

HSe~

ATP

AMP+PPi
SePOy

NN
=)

AMP-PPi

tRNA[Se-]SM Ser_tRNA[Ser]Sef Pser_tRNA[Ser]Se( SEC_tRNA[SerJSe(

Abb. 1.2: tRNA °*-Biosynthese in Eukaryonten (mod. Nach (Turanov et al. 2011)). Die Synthese
der Sec-tragenden tRNA erfolgt Gber den Umweg der Seryl-tRNA. Dafiir wird in einem ersten Schritt
eine fur das UGA-Codon spezifische tRNA mittels der Seryl-tRNA-Synthetase (SerS) unter ATP-
Spaltung mit Ser beladen. Diese Seryl-tRNA kann von der Phosphoseryl-tRNAP®*"_Kinase (PSTK)
phosphoryliert und entsprechend aktiviert werden. Die Selenophosphat-Synthetase (SPS2) katalysiert
unter ATP-Verbrauch die Aktivierung des sich im Se-Pool des Organismus befindlichen Selenids
(HSe- ) und liefert den Se-Donor Selenophosphat (SeP). Die Phosphoseryl-tRNAS®S®" wiederum ist
Substrat der Selenocystein-Synthase (SecS), die die Hydroxyl- Gruppe des Seryl-Restes durch das
aktivierte Selenol ersetzt. Es entsteht die Selenocysteinyl-tRNA (tRNAS5¢°).

Der Einbau von Sec in die Polypeptidkette erfolgt nur in Anwesenheit mehrerer wichtiger cis
und trans Faktoren. So befindet sich im untranslatierten Bereich (3’-UTR) einer jeden fur ein
Selenoprotein codierenden mRNA das so genannte SECIS-Element. Diese Sec-
Insertionssequenz hat eine typische Haarnadelstruktur und wird unter anderem vom
Transkriptionsfaktor SBP2 (Secis binding protein 2) erkannt und dient somit als Signal fir die
Decodierung des UGA-Codons (Hatfield et al. 2006).
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In Abb. 1.3 sind typische SECIS Strukturen von Eu-und Prokaryonten vereinfacht
dargestellt.

A Apikaler loop B C D Apikaler loop

5-16nt 5-16 nt
()

S.S
- S
A S"S /3-5nt helix

4
An " R ) (5=GoderQ) Ny
N=N N-N ‘N-N’ }'N-N
' mind. 1G
11-13nt 11-13nt 10nt i
) helix helix helix a1ent
f N-=N
N=N N-N N-N
A- A-G
G- G-A
u- U-N

A

A
% UGA—! |

Abb. 1.3: Strukturen der SECIS- Elemente in Eu- und Prokaryoten und Archaea. (mod. Nach
(Hatfield et al. 2006)) A) eukaryotisches Typ | SECIS- Element, B) eukaryotisches Typ Il SECIS-
Element, C) SECIS- Element bei Archaea und D) prokaryotisches SECIS- Element. Alle SECIS-

Elemente weisen eine typische Haarnadelstruktur mit einem oder zwei apikalen Schleifen auf.

—\-/th

Bestimmte Sequenzen sind zudem konserviert und in der Abbildung markiert.

Alle SECIS-Elemente weisen eine charakteristische Haarnadelstruktur auf und bestehen aus
zwei Helices, die durch einen internen Loop unterbrochen werden. In Eukaryonten kommen
zwei unterschiedliche SECIS-Typen vor. Sie unterscheiden sich durch das Vorhandensein
einer zweiten apikalen Schleife im Typ || SECIS- Element. Entscheidend fir den Einbau von
Sec sind zwei konservierte Bereiche (Papp et al. 2007). Zum ersten die Nicht-Watson/Crick-
Basenpaare in Helix 1, und die konservierten Adenosin-Nukleotide des apikalen und internen
Loops (Papp et al. 2007). Das SECIS-Element kann sich bis zu mehreren Kilobasen entfernt
vom UGA-Codon befinden.

Die Bindung des SECIS-bindenden Proteins SBP2 an die mRNA bewirkt die Bildung eines
Decodierungskomplexes, der zusatzlich noch den an die tRNAF®® gebundenen
spezifischen Elongationsfaktor EF5¢ enthalt. EF5*° bindet an SBP2 und die 60 S-Untereinheit
des Ribosoms und bringt somit den Sec-Rest flir den Einbau in die Polypeptidkette in
Position. Der Komplex wird auch als Dekodierungskomplex bezeichnet. Kommt es zur
Bindung eines weiteren Proteins, dem ribosomalen Protein L30, wird eine
Konformationsanderung des SECIS-Elements und die Anndherung des Sec-
Dekodierungskomplexes an die A-Seite des Ribosoms bewirkt (Allmang et al. 2006). L30
verdrangt dabei SBP2, was wiederum die Positionierung der tRNAFS®1®® in der A-Seite des

Ribosoms und somit den Einbau von Sec in das Protein erméglicht (Squires et al. 2008).
11
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1.2.6 Geschlechtsspezifische Expression von Selenoproteinen
Der Einfluss des Geschlechts auf die Expression von GPx3, Dio1, SePP und anderen

Selenoproteinen wurde in unterschiedlichen Modellen untersucht. 2003 konnten Rush et al
zeigen, dass Frauen eine erhohte GPx3 —Aktivitat im Serum aufweisen als Manner (Rush et
al. 2003). Andere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen Ostrogenstatus und
GPx-Aktivitat in den Erythrozyten nachweisen (Guemouri et al. 1991). Die GPx-Aktivitat in
den Erythrozyten pramenopausaler Frauen war signifikant héher war als bei Mannern
gleichen Alters, und postmenopausale Frauen zeigen eine signifikant verringerte GPx-
Aktivitét in Erythrozyten (Massafra et al. 2002). In einer von Ha et al. durchgefuhrten Studie
korrelierte zuséatzlich der Serum Se-Status positiv mit dem Ostrogenspiegel und auch die
GPx3-Aktivitat war mit steigendem Ostrogenspiegel erhéht (Ha et al. 2003).

Untersuchungen zur Dio1-Expression wurden vor allem in Studien mit Ratten gewonnen. Die
Ergebnisse sind allerdings widersprichlich. Meist zeigte sich, wie in Experimenten von
Sosic-Jurjevic et al. eine Testosteron-abhangige Regulation der Dio1 in der Leber. Die Dio1-
Aktivitat in der Leber ist damit in Mannchen deutlich hoher als in Weibchen, nach Kastration
sinkt sie jedoch signifikant. Dieselbe Studie konnte auch eine Testosteron-abhangige
Regulation der Dio2-Aktivitat in der Hypophyse nachweisen (Sosic-Jurjevic et al. 2012). Eine
Testosterongabe konnte die Dio1-Aktivitatswerte in der Leber der kastrierten Tieren auf das
Niveau der Kontrollgruppe anheben (Lisboa et al. 2001).

Die Dio1-Aktivitat unterliegt auch einer Regulation durch Ostrogene. Diese ist jedoch nicht so
stark ausgepragt und wird eher durch zusatzliche Ostrogengabe als durch endogenes
Ostrogen induziert (Marassi et al. 2007).

Eine geschlechtsspezifische Regulation der Selenoproteinexpression unterliegt nicht nur
einer hormonellen Steuerung. Stoedter et al. analysierten in einem murinen Sepsismodell die
Expression und Aktivitat verschiedener Selenoproteine nach einer durch Lipopolysaccharid
(LPS)-Gabe induzierten Sepsis. LPS bewirkt in beiden Geschlechtern eine signifikante
Reduktion des Serum Se-Spiegels und der SepP-Konzentration bei gleichzeitiger Induktion
der SelS-Expression. Die Gpx1-Aktivitat ist hingegen nur in mannlichen Tieren signifikant
erniedrigt, Gpx3 und TrxR werden nicht durch LPS reguliert. Stoedter et al. untersuchten
zudem den Einfluss des Se-Status auf die Expression der genannten Proteine. Auffallend
war hier, dass ausreichend mit Se versorgte mannliche Tiere im Gegensatz zu den
weiblichen Tieren keine verstarkte SelS-Expression nach LPS-Gabe zeigten (Stoedter et al.
2010).

Riese et al. postulierten bereits 2006, dass die geschlechtspezifische Regulation durch
posttranskriptionale Mechanismen erfolgt. Sie stellten fest, dass weibliche Mause zwar eine
hohere Dio1-mRNA-Expression in Niere und Leber aufwiesen als mannliche Mause, die
Dio1-Aktivitat jedoch nur in der Niere der Weibchen entsprechend stark erhdht war. In der

Leber von mannlichen Tieren war die Dio1-Aktivitat signifikant héher als in den Weibchen,
12



Einleitung

obwohl Weibchen eine starkere Dio1-mRNA-Expression aufwiesen (Riese et al. 2006). In
einer Folgestudie wiesen Schomburg et al. nach, dass diese Unterschiede zudem
altersabhangig waren. Die von Riese et al. gezeigten Daten stammten aus 35 Tage alten
Tieren. Schomburg et al. stellten in in der Leber von ein Jahr alten Tieren eine ahnliche
mRNA-Expression und Dio1-Aktivitat bei beiden Geschlechtern fest. Ein Unterschied
zwischen Mannchen und Weibchen war in der Leber nicht mehr nachzuweisen. In der Niere
jedoch wiesen die Weibchen weiterhin sowohl eine signifikant hbhere mRNA-Expression als

auch eine signifikant hdhere Dio1-Aktivitat auf (Schomburg et al. 2007).

1.3 Die SepP-KO-Maus

1.3.1 Selenoprotein P
Selenoprotein P (SePP) ist das Speicher- und Transportprotein fir Se im Organismus (Burk

et al. 1994). Es wird in der Leber synthetisiert und enthalt bis zu zehn Sec-Reste (Hill et al.
1991). Die Leber sezerniert SePP, welches mittels des Blutstroms in periphere
Gewebe/Organe gelangen und dort Se in Form von Sec abgeben kann. Diese Sec-Reste
konnen wiederum flr die Synthese anderer Selenoproteine verwendet werden. Der typische
Aufbau des SePP-Proteins ist in Abb. 1.4 gezeigt. Nur ein Sec-Rest befindet sich in der N-
terminalen Domane des Proteins, die weiteren neun sind in der der C-terminalen Domane
lokalisiert (Read et al. 1990).
Sec1 His-reich Sec 2-10

SP

Abb. 1.4: Schematischer Aufbau von SePP. SePP besitzt ein Signalpeptid, einen ersten Sec-Rest,
gefolgt von einer His-reichen Domane. Der C-Terminus kann bis zu 9 weitere Sec-Resten enthalten,

die bei Bedarf abgespalten und fiir die Synthese anderer Selenoproteine verwendet werden kénnen.

Nur dem N-terminalen Sec-Rest wird derzeit eine hypothetische enzymatische Aktivitat
zugeschrieben (Saito et al. 1999). So wurde z.B. von Steinbrenner et al. gezeigt, dass SePP
Endothelzellen und Astrozyten vor oxidativem Schaden bewahren und die Oxidation von
Lipoproteinen (LDL, low density lipoproteins) verhindern kann (Steinbrenner et al. 2006;
Steinbrenner et al. 2006; Traulsen et al. 2004).

Die bis zu neun C-terminalen Sec-Reste in SePP dienen ausschliellich seiner Hauptaufgabe
als Selenspeicher- und —Transportprotein. Dies und die Tatsache, dass ca. 60% des im Blut
zirkulierenden Selens an SePP fixiert sind, machen das Protein zu einem geeigneten
Biomarker fir den Selenstatus eines Organismus (Hoeflich et al. 2010; Hollenbach et al.
2008).

Der Translationsprozess von SePP fallt durch einige Besonderheiten auf. Zum einen besitzt
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seine MRNA zwei SECIS-Elemente (Berry et al. 1993) und zum anderen kénnen wahrend
der Translation drei zusatzliche Isoformen von SePP entstehen — namlich dann, wenn an
einer der drei C-terminalen, fir Sec-codierenden UGA-Codons ein Translationsabbruch
erfolgt (Ma et al. 2002).

SePP-mRNA wird in vielen Geweben, wie Niere, Herz etc. (Burk et al. 1994) exprimiert, der
Groliteil des im Blut zirkulierenden SePP stammt jedoch aus der Leber. Von dort wird SePP
als Glykoprotein in den Blutkreislauf abgegeben (Carlson et al. 2004) und versorgt periphere
Organe, vor allem Hoden und Gehirn mit Selen (Burk et al. 1991). Die Zielgewebe verfiigen
Uber SePP-spezifische Rezeptoren. 2008 konnten Olson et al, und Valentine et al mit dem
Apolipoprotein E-Rezeptor 2 (ApoER2/LRP8 = low density lipoprotein receptor related
protein 8) und Megalin (LRP2) zwei SePP-Rezeptoren identifizieren (Olson et al. 2008;
Valentine et al. 2008).

1.3.2 Die SepP-Knockout-Maus
Der Einfluss von Selen und Selenoproteinen auf Wachstum und Entwicklung konnte an

Mausen mit genetisch inaktivierter SepP-Expression (SepP-KO) beobachtet werden (Hill et
al. 2003; Schomburg et al. 2003). Der Selenmangel zeigt sich bei den SepP-KO Mausen
durch ein stark reduziertes Wachstum, Ataxie, Epilepsie und Infertilitat bei mannlichen Tieren
(Olson et al. 2005). Bei inadaquater Selenversorgung versterben die Tiere bereits nach
wenigen Tagen. Durch Gabe von Selenit Uber das Trinkwasser kann der normale Phanotyp
mit Ausnahme der Fertilitat wiederhergestellt werden (Hill et al. 2003; Schweizer et al. 2004).
Gewebsspezifische Unterschiede in der Expression von Selenoproteinen kann man in
heterozygoten SepP-KO-Mausen beobachten (Riese et al. 2006). Diese Tiere zeigen keinen
Phanotyp weisen allerdings einen geringeren Se-Gehalt im Blut und in den mittels SepP mit
Se versorgten peripheren Organen (Gehirn, Niere, Hoden) auf, jedoch nicht in der Leber, wo
es zu einer Anreicherung von Se kommt (Schomburg et al. 2003).

Auch geschlechtsspezifische Unterschiede treten bei SepP-KO-Mausen auf (Riese et al.
2006). Die mannlichen KO-Tiere sind insgesamt starker vom Selenmangel betroffen. Sie
sind kleiner als ihre mannlichen Wildtyp-Verwandten und als die entsprechenden KO-

Weibchen und versterben friher.

1.4 Knochen und Selen
1.4.1 Knochenmetabolismus

1.4.1.1 Knochenaufbau

Der typische Knochen lasst sich morphologisch in zwei Bereiche unterscheiden: zum einen

die Substantia compacta, eine stabile Knochenstruktur u. A. im Bereich des Schafts von
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Réhrenknochen und zum anderen die Substantia spongiosa (kurz: Spongiosa), die durch
schwammartige Balkchenknochen im Inneren des Knochens gekennzeichnet ist. Die
Balkchenknochen werden auch als trabekularer Knochen oder Trabekel bezeichnet (Ng et al.
1997). Diese ausgefeilte Mikrostruktur der Knochen soll maximale Starke bei minimalem
Gewicht ermdglichen (Boyle et al. 2003). In Abb. 1.5 ist ein typischer Roéhrenknochen
dargestellt. Er kann in Epi-, Meta- und Diaphyse unterteilt werden. Im Bereich der Epiphyse
finden sich die Spongiosa, sie ist mit trabekularem Knochen durchzogen. In der Metaphyse
findet im Jugendalter das Langswachstum des Knochens statt. Der Ubergang zwischen Epi-
und Metaphyse wird daher auch als Wachstumsfuge bezeichnet. Im adulten Knochen
verschmelzen Metaphyse und Epiphyse, das Langenwachstum des Knochens ist
abgeschlossen. Die Diaphyse umfasst den Bereich des Knochenschafts, die Substantia
compacta. Im Inneren des Schafts befindet sich das gelbe Riickenmark, welches durch den
kortikalen Knochen geschitzt wird. Der gesamte Knochen ist von der Knochenhaut, dem
Periost umgeben: Uber diese erfolgt die Signaltransduktion und die Blutversorgung. Die

BlutgefalRe treten im Bereich der Diaphyse und Epiphyse in den Knochen ein und aus.

Epiphyse

_] Metaphyse

BlutgefilRe

Diaphyse

Medulla —
(Knochen-

markhéhle)
mit gelbem
Mark oder
Fett

7] Metaphyse

Epiphyse

Abb. 1.5: Aufbau eines RoOhrenknochens. Der Roéhrenknochen lasst sich in drei Bereiche
unterteilen. Die Epiphyse beinhaltet die Spongiosa. Die Metaphyse bezeichnet den Bereich der
Wachstumsfuge, dort findet das Langenwachstum des Knochens statt. Die Diaphyse bezeichnet den
Knochenschaft, der die Knochenmarkhéhle umagibt.

Knochen ist ein sehr komplexes Gewebe. Das Gewebe, auch als Knochenmatrix bezeichnet
besitzt sowohl organische als auch anorganische Bestandteile. Die organischen Anteile
bestehen zu 95% aus Kollagen Typ | und zu 5% aus Proteoglycanen sowie mehreren
anderen nicht-kollagenen Proteinen, beispielsweise Osteonectin, Osteopontin und

Osteocalcin (Hadjidakis et al. 2006). Die Mineralisierung erfolgt durch die Einlagerung der
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Calciumphosphatverbindung Hydroxyapatit [(Cas(PO,);] Ca(OH), (Datta et al. 2008). Auf die
im Knochen vorhandenen Zellen - die Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten - wird im

Abschnitt 1.4.1.2.2 genauer eingegangen.
1.4.1.2 Knochenbildung und -umbau

1.4.1.2.1 Endochondrale Ossifikation

Knochen ist nicht nur ein sehr komplexes, sondern auch ein sehr dynamisches Gewebe,
welches stédndigem Auf- und Abbau unterliegt. Es entsteht durch desmale oder
endochondrale Ossifikation. In beiden Prozessen bildet sich das Knochengewebe aus
Vorlauferzellen, die im Laufe der Zeit durch Einlagerung der Calciumphosphatverbindung
Hydroxyapatit [(Caz(PO,),]Ca(OH), verharten (mineralisieren) (Datta et al. 2008).

Wahrend der endochondralen Ossifikation kommt es zu einer indirekten Knochenbildung
Uber knorpelige Vorlauferstrukturen. Mesenchymale Stammzellen differenzieren dabei zu
Chondrozyten, die hypertroph werden und extrazelluldare Matrix absondern. Diese verfestigt
sich durch Hydroxyapatiteinlagerungen und wird somit zu Knochengewebe (Mackie et al.
2008). Abb. 1.6 gibt einen Uberblick (iber die einzelnen Schritte der endochondralen
Ossifikation. Mesenchymale Stammzellen differenzieren zu Chondrozyten, sezernieren
verschiedenartige Kollagenfasern, und es kommt zu Knorpelbildung. Durch Absonderung
extrazellularer Matrix(proteine) und deren Mineralisierung kommt es zur Ausbildung eines
primaren Ossifikationszentrums. Dieses befindet sich in Réhrenknochen meist im Bereich
der Diaphyse und entsteht wahrend der pranatalen Knochenbildung (Hatfield et al. 2013).
Ausgehend von diesem Ossifikationszentrum bilden sich die Wachstumsfugen, denen sich
die sekundaren Ossifikationszentren anschlief3en (Blumer et al. 2008). Die Wachstumsfugen
sind nach der Geburt fir das Langenwachstum eines Knochens verantwortlich. Die
Verkndcherung/Calzifizierung der extrazellularen Knorpelmatrix erfolgt durch die
vesikelvermittelte Hydroxyapatitsekretion der hypertrophen Chondrozyten (Amizuka et al.
2012).

16



Einleitung

A B C D E

Wachstums- Epiphyse

fuge

primares
Ossifikations-

Metaphyse
zentrum phy

Knochen
haut

Diaphyse

sekundares
Ossifikations-
zentrum

. Knorpel
. Knochen

|:| Knochenmark (inkl. Blutgefa3e) Gelenk-

knorpel

Abb. 1-6: Schematische Darstellung der endochondral  en Ossifikation. Der knorpelige Bereich
des zukunftigen Knochens (A) wird von Knochenhaut umgeben und das priméare Ossifikationszentrum
bildet sich durch Differentiation von Chondrozxten zu hypertrophen Chondrozyten heraus (B). Das
priméare Ossifikationszentrum wandert an die Endbereiche der knorpeligen Struktur (C) und bildet dort
die sekundaren Ossifikationszentren. Zwischen primarem und sekundarem Ossifikationszentrum liegt
die Wachstumsfuge (D). Nach und nach wird Knorpel- durch Knochengewebe ersetzt, bis im adulten
Knochen die Wachstumsfugen nahezu geschlossen sind (E). Am Ende des Réhrenknochens befindet
sich der Gelenkknorpel (mod. nach (Mackie et al. 2011)).

Die Chondrozyten der Wachstumsfuge sind charakteristisch angeordnet. Abb. 1-7 zeigt
deutlich die funf unterschiedlichen Zonen. In der Reservezone finden sich schwach mitotisch
aktive Chondrozyten, sie ist reich an extrazellularer Matrix (Proteoglykanen, Typ Il Kollagen)
(Burdan et al. 2009). In der Proliferationszone teilen sich die Chondrozyten stark und es
kommt zu einer saulenartigen Schichtung der Chondrozyten. In diesem Bereich sezernieren
die Chondrozyten verstarkt Typ Il und Typ XI Kollagen (Mackie et al. 2008). Weiter in
Richtung Diaphyse hypertrophieren die Knorpelzellen zu sogenanntem Blasenknorpel. Sie
werden groRer und sezernieren verstarkt TypX Kollagen (Burdan et al. 2009). Die saulenartig
angeordneten hypertrophen Chondrozyten sezernieren Vesikel mit Hydroxyapatitkristallen
(Ballock et al. 2003). Diese lagern sich an die Kollagenfasern an — es kommt zu einer
longitudinalen Verkndcherung der extrazellularen Matrix (Wongdee et al. 2012). Die
verbleibenden Zwischenrdaume ermdglichen die Invasion von Endothelzellen, sowie die
Migration Osteoklasten und Osteoblasten (Amizuka et al. 2012). In der degenerativen oder

auch Verkndcherungszone sterben die Chondrozyten ab, werden teilweise durch aus
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Mesenchymzellen differenzierte Chondroklasten abgebaut oder dienen als Matrix fur
Osteoblasten und neue Knochenbildung (Wongdee et al. 2012).

., =% .

Reservezone (Zona reservata)

(Metaphyse)

Proliferative Zone

Hypertrophe Zone

Degenerative Zone

Primare Spongiosa (Diaphyse)

Abb. 1-7: Schematische Aufbau der Wachstumszone ein es Rohrenknochens bzw. eines
Knochens wahrend der endochondralen Ossifikation. Im Bereich der Reservezone finden sich
ungeordnete Chondrozyten. Die Chondrozyten der Proliferationszone sind flach und stapeln sich
saulenartig. AnschlieRend stoppt ihre Zellteilung, sie werden hypertroph und auch als Blasenknorpel
oder hypertrophe Zone bezeichnet. Abgestorbene Chondrozyten finden sich in der degenerativen
Zone. Im Bereich der primaren Spongiosa finden sich verknécherte Strukturen. (mod. nach (Burdan et
al. 2009))

Die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen zu funktionalen und spater zu
hypertrophen Chondrozyten ist essentiell flr die endochondrale Ossifikation. Die bisher
charakterisierten Transkriptionsfaktoren, die die Chondrozyten zur Teilung und Hypertrophe
anregen sind in Abb. 1-8 aufgezahlt. An dem Prozess sind z.B. Sox9 oder Runx2, Hormone
wie GH, IGFs oder andere Proteine wie BMPs, Wnts beteiligt (Spath et al. 2011). Schlieflich
wird eine Hypotrophie durch eine unzureichende Versorgung der proliferierenden
Chondrozyten induziert. Im Laufe der Zeit sterben die hypertrophen Chondrozyten ab.
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Durch welche Signalwege das Sterben vermittelt wird, ist bisher noch nicht genau erforscht
(Goldring et al. 2006).

- [HH,FGFs - GH, IGFs

- BMPs -T3, Ostrogen
-WNTs - RUNX2, 50X-9
= IHH/PTHP
-TGF-p

- WNT, FGF

=

- N-cadherin
- N-CAM

- S0K-9

- S0K-5

- S0X-5

® e

- VEGF
- Kollagen Typ X
- MMP13, MMP9
- RANK
= |HH

=D

- Aggrecan
- Collagen Typ Il
1% und Xl

Mesen- kondensiertes Chondrocyten Endochondrale
chymzellen Mesenchym Differenzierung Ossifikation

Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen. Die
Differenzierung hin zu hypertrophen Chondrozyten wird durch mannigfaltige Faktoren beeinflusst.
Mesenchymale Stammzellen werden u. A. durch Sox9, BMPs und Wnts zur Kondensation und
Differenzierung angeregt. Die entstandenen Chondrozyten ordnen sich, induziert durch u. A. IGFs,
Runx2, Sox9 charakteristisch an und unterliegen der endochondralen Ossifikation. Wahrend dieser
spielen RANK, MMPs und VEGF eine wichtige Rolle. (mod. nach (Las Heras et al. 2012)).

1.4.1.2.2 Knochenumbau und Knochenhomoostase

Im Knochen finden standig Auf- und Abbauprozesse statt; (Datta et al. 2008). Wahrend
dieser auch Knochenumbau (engl. bone remodelling) genannten Prozesse wird permanent
altes Knochengewebe abgebaut und durch neue Kochenmatrix ersetzt (engl. bone turnover)
(Hadjidakis et al. 2006). Pro Jahr werden etwa 10% des Knochens auf diese Weise
umgebaut. Rein rechnerisch wird damit innerhalb von ca. 10 Jahren das Aquivalent der
gesamten Knochenmasse des Menschen einmal abgebaut und neu synthetisiert (Watts
1999). Der Knochenumbau dient dabei nicht nur der Anpassung an Belastungen sondern
auch der Reparatur kleiner Mikrofrakturen und sichert somit die Stabilitat des Knochens
(Parfitt 1995; Raggatt et al. 2010).

Die Umbauprozesse finden in einem abgegrenzten und definierten Bereich des Knochens
statt, der als basic multicellular units (BMUs) bezeichnet wird (Hadjidakis et al. 2006). Drei
spezifische Zelltypen sind fir den Knochenumbau von essentieller Bedeutung: die von
mesenchymalen Vorlauferzellen abstammenden Osteoblasten und Osteozyten und die sich
aus hamatopoetischen Vorlauferzellen entwickelnden Osteoklasten (Datta et al. 2008).
Osteoklasten 16sen altes Knochengewebe auf, welches durch neue Knochenmatrix ersetzt
wird. Osteoblasten kénnen neue Knochenmatrix synthetisieren: das Osteoid, welches durch
Hydroxyapatiteinlagerungen mineralisiert (Datta et al. 2008). Osteozyten spielen eine Rolle

in der Regulation des Knochenumbaus (Kennedy et al. 2012).
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Abbau- und Aufbauprozesse wahrend des Umbaus finden zwar zeitlich versetzt, aber
gekoppelt miteinander statt, so dass Knochenschwund vermieden wird. Im juvenilen
Organismus ist die Knochenaufbaurate hoher es kommt zu einer Zunahme der
Knochenmasse. Bei Erwachsenen halten sich Ab- und Aufbau die Waage, die
Knochenmasse bleibt ungefahr konstant. Mit zunehmendem Alter sinkt die
Gesamtknochenmasse. Dies liegt an einem Ungleichgewicht zwischen Ab- und
Aufbauprozessen, es kommt zum Beispiel zu Osteoporose.

Im Folgenden soll genauer auf den Verlauf des Knochenumbaus und die Rolle der
genannten Zelltypen eingegangen werden.

Osteoklasten besitzen mehrere Zellkerne und differenzieren aus hamatopoetischen
Stammzellen, den Osteoklastvorlauferzellen. Diese fusionieren zu mehrkernigen
Osteoklasten, groRen Zellen, die sich auch morphologisch von ihren ,Verwandten®, den
Makrophagen, unterscheiden. Kommen sie in Kontakt mit Knochengewebe, kdnnen sie sich
polarisieren und auf der Seite des Kontakts zum Knochen eine stark gefaltete Membran
ausbilden, die so genannte ruffled border (Teitelbaum 2000). Man vermutet, dass die ruffled
border Uber Vesikel die Sekretion von Proteasen, wie Cathepsin K und Protonen steuert
(Oikawa et al. 2013).

Osteoblasten bilden sich aus mesenchymalen Stammzellen. Im Gegensatz zu Osteoklasten
besitzen sie nur einen Zellkern. Sie sind verantwortlich fir den Aufbau von Knochen und
synthetisieren extrazellulare Matrixproteine (u. A. Kollagen Typ |, Osteocalcin und Matrix-Gla
Protein). Aullerdem sezernieren sie Sialoprotein | und Il, Osteopontin, Osteonectin,
Proteoglycane und die alkalische Phosphatase (ALP) (Orimo 2012). Die ALP wird als Mal}
fur die Osteoblastenaktivitat herangezogen, da sie Phosphat fir die Mineralisierung der
Knochenmatrix generiert. Osteoblasten regulieren auch die Differenzierung von Osteoklasten
und somit die Knochenhomdostase. Auf ihrer Zelloberflache exprimieren sie den Receptor
Activator of NF-kB Ligand (RANKL), ein aus der Tumornekrosefaktor(TNF)-Familie
stammendes Protein (Mayahara et al. 2012).

RANKL interagiert mit RANK, welches von Osteoklastvorlauferzellen exprimiert wird. Durch
diese Interaktion differenzieren die Vorlauferzellen zu reifen Osteoklasten und kénnen mit
der Knochenresorption beginnen. Osteoblasten sezernieren jedoch auch Osteoprotegrin
(OPG), einen loslichen RANKL-Liganden, der die Bindung von RANKL an RANK verhindert
und somit die Osteoklastenaktivitat hemmt (Lacey et al. 2012). Das Verhaltnis von
OPG/RANKL unterliegt einer strengen Regulation und ist fur die Aufrechterhaltung der

Knochensubstanz von essentieller Bedeutung (Sinningen et al. 2012).
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Perivaskulare Stammzellen Knochenmarkkapillare

Osteale Makrophagen
Knochenrandzellen \ !
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung der Auf- und Abbauprozesse wahrend des
Knochenumbaus. Normalerweise dient der Knochenumbau der Reparatur von kleinen
Mikrospalten/Ermidungsbrichen im Knochengewebe. Osteoklasten (OC) bauen Knochenmatrix ab,
Osteoblasten (OB) bauen neues Knochengewebe auf. Die Osteozyten sind wichtig fir

Signaliibertragung und das Erkennen der Mikrofrakturen. (mod. nach (Khosla et al. 2010))

Im Falle einer Mikrofraktur wird die Knochenmatrix durch Osteoklasten abgebaut. Vorher
muss jedoch ein Zugang zur Mikrofraktur ermdéglicht werden. Dazu wird noch nicht
mineralisiertes Osteoid mittels Matrixmetalloproteasen (MMPs) abgebaut (Chambers et al.
1985). Nun kdnnen Osteoklasten direkt auf den Riss im Knochen einwirken. An der Stelle
der Mikrofraktur sezernieren die Osteoklasten H*-lonen. Diese Protonen losen die
Hydroxyapatitkristalle auf und demineralisieren den Knochen (Boyle et al. 2003). Es bleiben
die Kollagenfasern. Die ebenfalls von den Osteoklasten sezernierten Proteasen wie
Cathepsin K verdauen die Kollagenfasern; ein kompletter Verdau findet jedoch nicht immer
statt. Bevor nun Osteoblasten neue Knochenmatrix synthetisieren kénnen, missen die
restlichen Kollagenfasern durch MMPs abgebaut werden. Diese MMPs werden durch bone
lining cells, die an der Knochenoberflache sitzen (Hauge et al. 2001) synthetisiert und
freigesetzt (Everts et al. 2002). AnschlieRend wird neue Knochenmatrix gebildet und

mineralisiert.

1.4.2 Knochenendokrinologie
Der Knochenumbau unterliegt einer starken hormonellen Regulation. Zum einen muss die

Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten gesteuert, zum Anderen missen auch die
Knochenbestandteile Ca und Phosphat zur Verfligung gestellt werden.
Ca ist als Bestandteil des Hydroxyapatits strukturgebendes und stabilisierendes Element des

Knochens. Als dynamischer Calciumspeicher lagert der Knochen ca. 99% des gesamten im

21



Einleitung

Kdper vorhandenen Calciums im mineralisierten Knochen ein. In einem 70 kg schweren
Erwachsenen entspricht diese Menge ca. 1,1 kg Ca (Mitchell 1945). Durch Abbau der
mineralisierten Knochenmatrix kann zusatzliches Ca freigesetzt und fiir andere Prozesse zur
Verflgung gestellt werden. Insgesamt wird die freie Calciumkonzentration dabei Uber ein
komplexes endokrines Netzwerk aus dem Calcitonin/ Parathormon (PTH)-System und VitD
reguliert (Kopic et al. 2013). Diese Hormone sind somit von herausragender Bedeutung flr
die Aufrechterhaltung eines gesunden Knochengewebes und sollen in den folgenden
Abschnitten genauer beleuchtet werden.

Aulerdem spielt Calcium eine wichtige Rolle bei der intrazellularen Signalweiterleitung, der
Muskelkontraktion, fir die neuronale Signalibertragung und Blutgerinnung. Das
Gleichgewicht zwischen Resorption im Darm und Ausscheidung Uber die Nieren unterliegt

daher einer strengen Kontrolle (Kopic et al. 2013).

1.4.2.1 Parathormon

Parathormon (PTH) wird als Préapropeptid in den Nebenschilddriisen gebildet. Die Sequenz
des humanen PTHs konnte 1981 von Hendy aufgeklart werden (Hendy et al. 1981). Das aus
115 Aminosauren (AS) bestehende Prapropeptid wird in zwei Schritten in das reife 84 AS
enthaltende aktive PTH umgewandelt (Kemper et al. 1974). Das reife PTH wird in
sekretorischen Vesikeln gespeichert und bei niedrigem Ca-Spiegel in die Blutbahn
abgegeben. PTH wirkt in seinen Zielorganen Uber einen membrangebundenen G-Protein
gekoppelten Rezeptor (GPCR), den PTH-Rezeptor (Juppner et al. 1991). Die zwei Isoformen
PTHR1 und PTHR2 unterscheiden sich in ihrem Expressionspattern, wobei nur PTHR1 eine
Rolle fir die Calciumhomoostase und somit den Knochenmetabolismus spielt. Fur eine
Aktivierung des Rezeptors sind nur die N-terminalen Aminosauren 1-34 von Bedeutung,
weshalb in der Klinik auch das PTH1-34 (Teriparatid) zur Behandlung von schwerer
Osteoporose eingesetzt wird (Lamy 2012; Mosekilde et al. 1991; Tregear et al. 1973). PTH
wirkt auf Knochen und Niere. Insgesamt tragt PTH zu einer Erhéhung der Ca-Konzentration
im Serum und somit zu einer veranderten Knochenbildungsaktivitat bei (Kopic et al. 2013).

In der Niere veranlasst PTH die verstarkte Ausscheidung von Phosphor als anorganisches
Phosphat, da durch eine verringerte Expression des P;-Transportproteins NaPi-lla die
Reabsorption von P; aus dem Primarharn reduziert wird (Forster et al. 2006; Pfister et al.
1997). Dieser Prozess wird entscheidend von einem Hormon der Osteozyten, dem
Phosphatonin FGF23, kontrolliert (Ohnishi et al. 2013). PTH bewirkt zudem eine erhdhte Ca-
Absorption im Bereich der distalen Tubuli des Nephrons Uber eine verstarkte Expression der
Ca-Transportproteine TRPV5, Calbindin-D 28k und NCX1 (Lambers et al. 2006). PTH
verursacht auch die direkte Phosphorylierung von TRPV5 und erhéht somit dessen

Transportkapazitat (de Groot et al. 2009). DarUber hinaus bewirkt PTH eine gesteigerte
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Synthese von 1,25(0H),-Vitamin D, indem es die Expression der 1a-Hydroxylase (CYP27B1)
erhoht. Diese katalysiert die Umwandlung des inaktiven Prohormons 25-(OH)VitD3 zu
10,25(0OH),VitD3 und aktiviert es so (Brenza et al. 2000). 1a,25(0OH),VitD3 erhdht, wie in
1.4.2.3 genauer beschrieben zusatzlich die Resorption von Calcium im Darm und die
Reabsorption von Ca in der Niere. Im Zusammenspiel mit VitD stellt PTH also Ca und
anorganisches Phosphat fir die Mineralisierung von Knochenmatrix zur Verfligung.

PTH wirkt auch direkt auf das Knochengewebe. Je nach Art des PTH-Signals kdnnen diese
Wirkungen in zwei entgegengesetzte Richtungen erfolgen (Frolik et al. 2003). Ein
pulsierendes PTH-Signal bewirkt eine Zunahme der Knochenmasse uber eine Aktivierung
der Osteoblastenproliferation und gleichzeitige Inhibition der Apoptose von Osteoblasten
(Jilka et al. 2009; Schnoke et al. 2009). Eine kontinuierliche PTH Ausschittung bewirkt einen
verstarkten Knochenabbau durch eine erhdhte Osteoklastenaktivitat. Osteoklasten
exprimieren keinen PTHR1, so dass durch einen indirekten Mechanismus Uber die
Interaktion zwischen Osteoblast und Osteoklastvorlduferzelle die Osteoklastendifferentiation
verstarkt wird. PTH inhibiert in Osteoblasten die OPG-Synthese und aktiviert gleichzeitig die
RANKL-Expression. Beides zusammen flhrt zu einem verstarkten RANKL-RANK-Signalling
und resultiert in verstarkter Osteoklastenaktivitdt. Knochengewebe wird abgebaut und die
freie Ca-Konzentration im Blut steigt an (Huang et al. 2004).

Da die extrazellulare Ca-Konzentration im Koérper nur in einem sehr engen Rahmen
schwanken darf (Gesamt-Ca: 2,2-2,6 mM, geléste Ca-lonen: 1,1—-1,3 mM) wird diese genau
Uber den Ca sensing receptor (CaSR) gemessen und die PTH-Expression stark kontrolliert
(Geibel et al. 2009). Die Halbwertzeit des Hormons ist mit weniger als 5 min sehr klein und
erlaubt eine sehr prazise Regulation der PTH-Wirkung(sdauer) (Bieglmayer et al. 2002).

Abb. 1.10 fasst die Wirkung von PTH noch einmal zusammen.
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der Wirkung von PTH. Ein sinkender Ca-Spiegel im Blut I8st
in den Nebenschilddriisen die Synthese von PTH aus. Dieses bewirkt einen verstarkten Abbau von
Knochengewebe, eine erhdhte Reabsorption von Ca®* in der Niere und eine verstirkte Ca®*

Absorption im Dinndarm und tragt damit zur Erhéhung des Serum-Ca-Spiegels bei.

1.4.2.2 Calcitonin

Auch Calcitonin ist ein Peptidhormon. Es konnte 1962 von Kopp als Ca-regulierendes
Hormon beschrieben werden (Copp et al. 1962). Es wird in den C-Zellen der Schilddrise
synthetisiert und spielt im menschlichen Organismus nur eine untergeordnete Rolle in der
Ca-Homobostase und somit auch bei der Aufrechterhaltung eines gesunden
Knochengewebes (Hirsch et al. 1963). Dies konnte in Studien mit C-Zell-Tumorpatienten
nach Thyreoektomie oder in Ratten ohne Schilddriise gezeigt werden; in beiden Fallen
konnte eine normale Knochendichte und ein unveranderter Ca-Spiegel im Blut beobachtet
werden (Cooper et al. 1970; Wuster et al. 1992). Hirsch et al. postulieren deshalb, dass
Calcitonin im Menschen ein evolutiondres Uberbleibsel sei (Hirsch et al. 1963). Calcitonin
aus anderen Spezies hat eine viel starkere biologische Aktivitdt, so dass z.B. Lachs-

Calcitonin zur Behandlung von Osteoporose eingesetzt wird (Thamsborg et al. 1996)).
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Darlber hinaus wird spekuliert, dass Calcitonin eine gréliere Rolle bei erhdhtem Ca- Bedarf,
zum Beispiel wahrend des Stillens oder des Knochenwachstums im Jugendalter, spielt
(Woodrow et al. 2006). Calcitonin wird von den C- Zellen als Reaktion auf steigende Ca-
Konzentration im Serum synthetisiert, wobei der CaSR das Signal Ubermittelt (Fudge et al.
2004). Calcitonin I6st durch Bindung an den spezifischen Calcitonin-Rezeptor, wiederum ein
GPCR, welcher vor allem von Osteoklasten und der Niere, aber auch in anderen Geweben
exprimiert wird, eine cAMP-basierte Signalkaskade aus (Albrandt et al. 1995; Lin et al. 1991).
In der Niere bewirkt Calcitonin speziesabhangig eine verstarkte Exkretion oder Absorption
von Ca. Im Menschen wurde nach Calcitonin-Gabe zumeist eine verstarkte Ca-Exkretion
beobachtet (Paillard et al. 1972), wohingegen Tierversuche meist eine durch Calcitonin
verursachte verstarkte Ca-Reabsorption in der Niere (Carney et al. 1981) feststellten. Der
direkte Einfluss von Calcitonin auf die Reabsorption und/oder Exkretion von Ca in der Niere
ist somit noch nicht eindeutig geklart. Calcitonin hat jedoch erwiesenermalien einen Effekt
auf die VitD-Synthese und somit indirekt auf die Knochenhomdostase. Es induziert die
Expression der CYP27B1 und erhéht somit die Konzentration des aktiven 1a,25-(OH),VitD3
(Shinki et al. 1999).

Im Knochen wirkt Calcitonin auf Osteoklasten und bewirkt morphologische Veranderungen,
die zu einer verringerten Aktivitdt und somit einem reduzierten Knochenabbau flhren. Die
resorptive pits, in denen durch Ausschiittung von H*-lonen die Knochenmatrix aufgeldst wird,
bilden sich nur unzureichend aus und der Knochenabbau und damit die Freisetzung von Ca
wird reduziert (Holtrop et al. 1974). Aulerdem hindert Calcitonin Osteoklast-Vorlauferzellen
an ihrer vollstandigen Differenzierung zu funktionalen Osteoklasten (Takahashi et al. 1988).
Calcitonin und PTH wirken insgesamt antagonistisch. Wahrend PTH auf einen erniedrigten
Ca-Spiegel reagiert und einen verstarkten Knochenabbau und erhdéhte Reabsorption von Ca
bewirkt, wird Calcitonin bei einem erhdhten Ca-Spiegel ausgeschittet und bewirkt eine

Inhibierung des Knochenabbaus und erhéhte Exkretion von Ca (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11: Wechselspiel zwischen PTH und Calcitonin bei der Aufrechterhaltung eines
konstanten Ca-Spiegels. Normalerweise wird ein Serum-Ca-Spiegel von 2,2-2,6 mM aufrecht
erhalten. Gerat dieses Gleichgewicht durcheinander sorgen PTH und Calcitonin fur dessen
Wiederherstellung. Sinkt die Ca®*-Konzentration unter 2,2 mM wird PTH von den Nebenschilddriisen
gebildet und fiihrt u. A. durch Induktion eines verstarkten Knochenabbaus zu einem Anstieg von ca®
im Serum. Steigt die Ca**-Konzentration zu stark (iiber 2,6 mM) so wird in der Schilddriise Calcitonin
synthetisiert, welches eine verstarkte Einlagerung von Ca® in Knochen bewirkt. So wird der Ca-
Spiegel konstant gehalten.

Doch nicht nur PTH und Calcitonin bestimmen die Ca-Konzentration im Blut und somit die

Menge an Ca, die flr die Knochenmineralisierung zur Verfligung steht. Hierbei spielen auch

die D-Vitamine eine essentielle Rolle.

1.4.2.3 VitD

Der weitere entscheidende Spieler bei der Regulation der extrazellularen Ca-Konzentration
und somit nachfolgend der Knochenmineralisierung ist Vitamin D. Dieses wird als Prohormon

entweder Uber die Nahrung aufgenommen oder in einer UV-abhangigen Reaktion vom
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Organismus synthetisiert. Es ist zu beachten, dass im allgemeinen Sprachgebrauch das
10,25-(OH),-VitD als ,VitD* bezeichnet wird. Wie in Abb. 1.12 aufgeflhrt, ist VitD

(Cholecalciferol) jedoch nur ein Vorldufermolekul, was durch Hydroxylierungen aktiviert wird.

OH

HO OH HO"
Cholecalciferol A\ 24, 25'-(OH),-VitD3
25-OH-VitD3 10, 25-(OH),-VitD3

VitD3 25-OH-VitD3 1a, 25-(OH),-VitD3 24, 25-(OH),-VitD3

(Cholecalciferol) aktives Hormon inaktives Hormon

Abb. 1.12: VitD-Derivate und ihre Bezeichnungen.

VitD ist von immenser Bedeutung fir die gesunde Knochenentwicklung. VitD-Mangel kann
Rachitis bei Kindern und Osteomalazie und Osteoporose bei Erwachsenen verursachen
(Wagner et al. 2012). Wahrend der Schwangerschaft kann ein VitD-Mangel negative
Auswirkungen auf die Knochenmasse der Nachkommen haben. In einer Longitudinalstudie
von Javaid et al. hatten Kinder von Frauen mit einem VitD-Mangel wahrend der
Schwangerschaft im Alter von 9 Jahren eine signifikant niedrigere Knochenmineralmasse als
die Kinder von ausreichend mit VitD versorgten Frauen (Javaid et al. 2006). Hollis et al.
konnten darlber hinaus zeigen, dass eine Supplementation mit VitD wahrend der
Schwangerschaft zu einer Erhdhung des VitD-Spiegels in Neugeborenen und damit
voraussichtlich auch zu einem erhéhten Knochenmineralgehalt (bone mineral content, BMC)
fuhrt (Hollis et al. 2011).

Neben dem exogen Uber die Nahrung zugefihrten VitD ist auch die endogene Biosynthese
von VitD bedeutsam fiir eine gesunde Knochenentwicklung und soll nun genauer betrachtet
werden. Haut, Leber und Niere sind die Organe der VitD-Biosynthese. Fiir die in Abb. 1.13
dargestellte Biosynthese von aktivem VitD spielen zudem Enzyme der P450-

Monohydroxylasen eine entscheidende Rolle.
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25-0OH-Ds 10,25-(0OH)2-D3

24,25-(0H);-D3 1a,24,25-(0OH)3-Ds

Abb. 1.13: Schematische Darstellung eines Ausschnitts der Biosynthese von VitD. Das in der
Haut durch UV-Licht synthetisierte Vorldufermolekil VitD3 wird in der Leber durch die Cyp27a1
und/oder Cyp2r1 an Position 25’ hydroxyliert. Das entstandene Prohormon 25-OH-VitD3 kann nun,
gebunden an VDBP, zur Niere gelangen und durch die Cyp27b1 an 1a-Position nochmals hydroxyliert
und in das aktive 1a, 25-(OH),-VitD3 umgewandelt werden. Sowohl 25-OH-VitD3 als auch 1a, 25-
(OH),-VitD3 konnen durch Hydroxylierungen an Position 24’ (katalysiert von Cyp24a1) inaktiviert

werden. (mod. nach (Prosser et al. 2004))
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Nach der durch UV-Licht induzierten Umwandlung von 7-Dehydrocholesterol in VitD3, die in
der Haut stattfindet, bindet VitD3 an sein Bindeprotein, das Vitamin D binding protein (VDBP)
und gelangt Uber die Blutbahn zur Leber. Dort wird es an der 25-Position hydroxyliert, es
entsteht das Prohormon 25-OH-VitD3. Diese erste Hydroxylierung wird durch die P450-
Monohydroxylasen Cyp27a1 und/oder Cyp2r1 (Cheng et al. 2003; Ohyama et al. 2004)
katalysiert. Das Enzym wird auch als 25-Hydroxylase bezeichnet. 25-OH-VitD3 ist das am
haufigsten im Sauger vorkommende VitD-Derivat (Sutton et al. 2003). Von der Leber gelangt
diese Vorstufe gebunden an VDBP Uber die Blutbahn in die Niere, wo es aktiviert und/oder
inaktiviert werden kann. Zwei weitere P450-Monohyxdroxylasen entscheiden dabei, ob eine
Hydroxylierung an 1a- zur aktiven VitD-Form oder an 24’-Position zur Inaktivierung erfolgt.
Die Cyp27b1 katalysiert die Hydroxylierung an 1a-Position und damit die Umwandlung in das
aktive 1a,25-(OH).-VitD3. Das aktive Hormon wiederum induziert eine weitere P450-
Monohydroxylase, die Cyp24a1. Diese katalysiert die Hydroxylierung an der 24’-Position und
inaktiviert das aktive Hormon und das Prohormon zum (1a ),24,25-(OH),-VitD3 (Prosser et
al. 2004). Die VitD3 Konzentration wird somit Uber einen feedback-Mechanismus gesteuert
(Makin et al. 1989). Zusatzlich zu 25-OH-VitD3 spielen auch PTH, die Ca- und P;-
Konzentration eine Rolle bei der Regulation der Cyp27b1. Eine Inaktivierung des 1a, 25-
(OH),-VitD3 erfolgt durch Hydroxylierung an 24’-Position. Diese Reaktion wird von Cyp24
(auch 24’-Hydroxylase genannt) katalysiert und findet in nahezu allen Geweben statt (Sutton
et al. 2003).

Mutationen in den Enzymen der VitD-Biosynthese haben unterschiedliche Konsequenzen fir
die Aufrechterhaltung eines gesunden Knochengewebes.

Patienten mit verringerter Expression der 25-Hydroxylase zeigen wie von Foresta et al.
beschrieben Anzeichen von Osteopenia und Osteoporose (Foresta et al. 2011). Kitanaka et
al. und weitere Gruppen konnten zeigen, dass Rachitis-Patienten verschiedene Mutationen
im Cyp27b1-Gen aufweisen, die zu einer veranderten Enzymaktivitdt fihren und die
Entstehung der Rachitits beschleunigen (Alzahrani et al. 2010; Kitanaka et al. 1998). Ein
Patient mit einer Mutation innerhalb des 24-Hydroxylasegens (Cyp24a1) zeigte eine
verringerte Knochenmineraldichte und erhéhte Calciumkonzentration im Urin (Tebben et al.
2012). Die komplette Ausschaltung des Cyp24a1-Gens in weiblichen Mausen, fihrt zu einer
stark eingeschrankten desmalen Knochenbildung. Die Nachkommen zeigten eine stark
verringerte Mineralisierung und veranderten Knochenaufbau. Die zusatzliche Ausschaltung
des Vitamin D receptors (VDR) erméglichte eine normale Knochenentwicklung. Da parallel
die Gabe von 24,25-(OH),-VitD3 keine Verbesserung bewirkte, schlossen die Autoren, dass
nicht der Mangel an 24,25-(0OH),-VitD3 sondern eher der Uberschuss an 1a,25-(OH),-VitD3
den Phanotyp hervorruft (St-Arnaud et al. 2000). All diese Beispiele deuten auf die enorme

Rolle eines intakten VitD-Stoffwechsels fir die Knochenhomoostase hin.
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Das aktive VitD3 1a,25-(OH),-VitD3 wirkt Uber seinen nukledren Rezeptor, den VDR und
induziert oder inhibiert die Transkription verschiedener Zielgene. In der Niere und dem Darm
induziert 1a,25-(0OH),-VitD3 die verstarkte Expression von Ca-Transportkanalen, wie TRPVS5,
Calbindin-D 28k, NCX1 und PMCA1b und erhdht so die Ca-(Re)absorption in Darm und
Niere und die Ca-Konzentration im Serum (Kopic et al. 2013; Van Cromphaut et al. 2001). Im
Knochen bzw. in Knochenzellen konnte die Expression des VDRs ebenfalls nachgewiesen
werden. Die grofdte Wirkung von 1a, 25(0H),-VitD erfolgt Uber die Osteoblasten. Die
Differenzierung zu reifen Osteoblasten und die Expression von Proteinen durch
Osteoblasten wird durch 1a,25(0OH).-VitD angeregt (Atkins et al. 2007). Dennoch sind die
Effekte nicht eindeutig und hangen stark von Expositionsdauer und Differentiationsstadium
der Osteoblasten ab. Auch die Art der untersuchten Spezies hatte Einfluss auf die
1a, 25(0OH).-VitD-vermittelten Effekte. Owen et al. zeigten, dass je nach Differentiationsgrad
der Osteoblastenvorlauferzellen die Expression von Kollagen | und ALP hoch- oder
runterreguliert wurde und damit die Knochenbildung entweder verstarkt oder verringert
wurde (Owen et al. 1991). Das aktive 1a, 25(OH),-VitD stimuliert bei gleichzeitiger Gabe von
VitK zuséatzlich die Mineralisierung der Knochenmatrix (Koshihara et al. 1996). VitD wirkt sich
auch auf Chondrozyten der proliferativen und hypertrophen Zone aus. Sie reagieren mit
verstarkter Kollagen- und Proteoglycansynthese auf Stimulation mit 1a,25(0OH),-VitD
(Schwartz et al. 1998). Insgesamt sind die bisher gewonnen Ergebnisse zum Einfluss von
VitD auf Knochenmetabolismus jedoch oft widersprichlich. Besonders deutlich wird das an
Studien mit VDR-Knockout-Tieren. Normalerweise leiden diese Tiere aufgrund der gestorten
Ca-Absorption Uber den Darm unter Rachitis und Osteomalazie (Knochenerweichung).
Wurde durch zusatzliche Ca-Zufuhr der Ca-Spiegel auf einen normalen Wert erhdht, konnte
dieser Knochenphanotyp wieder aufgehoben werden, was fir eine geringere Rolle von
1a,25(0H).-VitD fir die Knochenhomdostase sprache (Li et al. 1998). Panda et al. konnten
dahingegen zeigen, dass die Anzahl der Osteoblasten, die Mineralisierungsrate und das
gesamte Knochenvolumen in normocalcemischen (also ausreichend mit Ca versorgten)
VDR-Cyp27b1-Doppelmutanten stark reduziert war. Dieses lasst wieder auf eine
entscheidende Rolle von 1a,25(0OH),-VitD fiir eine korrekte Knochenentwicklung schlielRen
(Panda et al. 2004). Seit den 90er Jahren wurden auch verstarkt non-genomische Effekte
von 1a,25-(0OH),-VitD3 beobachtet. Diese kdnnen bereits wenige Minuten nach VitD-Gabe
eintreten, im Gegensatz zu den nach Stunden oder gar Tagen erfolgenden Effekten auf
Transkriptionsebene. Nguyen et al. konnten 2004 zeigen, dass auch non-genomische
Effekte den VDR bendtigen (Nguyen et al. 2004). Bisher konnten non-genomische Effekte
von 1a,25-(OH),-VitD3 in Osteoblasten, die eine durch 1a,25-(OH),-VitD3 induzierte erhdhte
lonentransportaktivitdt aufwiesen, im Darm, in Kardiomyozyten, Keratinozyten und p-Zellen

(erhdhte Insulinausschittung) nachgewiesen werden (Zanello et al. 2004). Diese bisher

30



Einleitung

beobachteten non-genomischen Effekte deuten darauf hin, dass VitD nicht nur fir die
Regulation der Ca-Konzentration wichtig ist, sondern auch viele andere Prozesse, z. B. das
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System oder die Entstehung verschiedener Krebsarten
beeinflusst und steuert (Kopic et al. 2013).

Eine funktionale Biosynthese der VitD-Derivate ist demnach ein entscheidender Faktor fir

gesundes Knochengewebe und andere physiologische Vorgange.

1.4.2.4 Zusammenspiel der Hormone

PTH, VitD und eingeschrankt Calcitonin sind also die entscheidenden Faktoren in der
Aufrechterhaltung einer stabilen Ca-Konzentration im Serum, die unabdingbar fiir eine
normale Mineralisierung des Knochens ist. Alle drei Hormone beeinflussen sich gegenseitig,
wie Abb. 1.14 deutlich macht.
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Abb. 1.14. Interaktion PTH und VitD auf die Ca-Homgdostase und das Skelett. Eine sinkende Ca-
Konzentration im Serum bewirkt die Freisetzung von PTH aus den Nebenschilddrisen. Dieses erhoht
den Ca-Spiegel, indem es zu einem verstarkten Knochenabbau fihrt und in der Niere die
Reabsorption von Ca und die Synthese von 1a,25-(OH)2-VitD3 erhdht. 1a,25-(OH)2-VitD3 wiederum
wirkt auf Knochengewebe ein und reguliert dort die Osteoblastenaktivitat. Im Darm hingegen fuhrt
10,25-(0OH)2-VitD3 zu einer erhéhten Ca-Absorption (Kopic et al. 2013).

Bei sinkender Ca-Konzentration im Serum 16st diese Uber den CaSR eine verstarkte PTH-
Synthese und- ausschittung in den Nebenschilddrisen aus. PTH aktiviert im Knochen die
Osteoklasten und erhoéht die Ca-Absorption in der Niere. Zusatzlich wird in der Niere die
Aktivitdt der Cyp27b1 erhdht und das aktive 1a,25(OH),-VitD gebildet. Dieses wirkt auch
positiv auf die Ca-Absorption in der Niere und zusatzlich noch auf die Ca-Absorption im
Darm (Kopic et al. 2013). Im Knochen bewirkt 1a,25(0OH),-VitD meist ebenfalls einen
erhohten Knochenabbau und damit Ca-Freisetzung, zusatzlich wird die Ca-Einlagerung in
Knochen verhindert (Lieben et al. 2012). 1a,25(0OH),-VitD hemmt parallel die Cyp27b-
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Expression Uber einen negativen feedback-Mechanismus und induziert die Cyp24a1-
Expression und somit die Inaktivierung von 1a,25(OH),-VitD. Die Konzentration von aktivem
10,25(0OH),-VitD ist dementsprechend streng reguliert. Die erhéhte Ca-Konzentration im
Serum wird wiederum vom CaSR der Schilddriise gemessen und bewirkt eine Reduktion der
PTH-Expression in den Nebenschilddriisen und eine gesteigerte Calcitonin-Expression durch
die C-Zellen der Schilddruse. Calcitonin wiederum hemmt die Osteoklasten bzw. deren
Differenzierung und verstarkt die Ca-Exkretion Gber die Niere (Huebner et al. 2008). Die Ca-
Konzentration im Serum wird Uber diese Mechanismen kontrolliert und in einem engen

Rahmen konstant gehalten (Kopic et al. 2013).

1.4.3 Selen, Selenoproteine und ihre Bedeutung fir Knochen

1.4.3.1 Selen und Wachstumsstérungen

Der Se-Gehalt im Boden variiert stark. So kommt es zu einer unterschiedlich guten
Versorgung mit Se je nach Wohnort bzw. Anbauort der Lebensmittel (Barceloux 1999). Dass
eine mangelhafte Selenversorgung negative Auswirkungen auf den menschlichen
Organismus haben kann, wurde schon unter 1.1.5 angedeutet. Hier soll nun genauer auf die
Rolle einer Se-Unterversorgung auf die Ausbildung der Kashin-Beck-Krankheit (KBD)
eingegangen werden.

KBD, oder auch big bone disease, ist eine chronische endemische Osteoarthropathie, eine
degenerative Knorpelerkrankung, die vor allem im l&ndlichen China und einigen Teilen
Koreas bzw. Tibets auftritt (Moreno-Reyes et al. 1998). Insgesamt zeigen ca. 3 Mio
Menschen in dieser Region die charakteristischen degenerativen und/oder nekrotischen
Lasionen im Knorpelgewebe der Wachstumsfugen und Knorpeloberflachen des
Gelenkknorpels (Guo et al. 1997; Hinsenkamp 2001). Auflerdem konnten erhohte
Apoptoseraten und Dedifferenzierung der Chondrozyten sowie Veranderungen in der
Extrazellularen Matrix beobachtet werden (Cao et al. 2008; Yang et al. 1993). Diese fiihren
in den betroffenen Patienten zu Wachstumsverzdégerungen und der Ausbildung einer
sekundaren Osteoarthrose (Yamamuro 2001). Obwohl die pathologischen Auspragungen gut
charakterisiert sind, ist die genaue Ursache der Krankheit noch nicht eindeutig gefunden.
Geologische Untersuchungen des Bodens ergaben einen sehr geringen Se-Gehalt in allen
von KBD betroffenen Gegenden. Auch der Jod-Gehalt war in diesen Gebieten signifikant
niedriger (Wang et al. 2005). Zusatzlich zu einem Se-Mangel spielen auch eine durch Pilze
hervorgerufene ~ Mycotoxinkontamination  des  Getreides und eine  erhbhte
Fulvinsaurekonzentration im Trinkwasser eine Rolle (Haubruge et al. 2001). Durch
Supplementation mit Se konnte in mehreren Fallen der Se-Status der Bevolkerung signifikant
verbessert und zusatzlich ein Rickgang der pathologischen Auspragungen der KBD erreicht

werden. In anderen Studien konnte durch Se-Supplementation zwar die Se-Konzentration in
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Haarproben der Menschen erhéht, jedoch kein positiver Effekt auf die Chondrozyten erzielt
werden (Moreno-Reyes et al. 2003)

Forrest und Allen fanden weitere Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Se-Status
und Knochenwachstum. Die spurenelementarme Diat von Phenylketonurie(PKU)-Patienten
fuhrte zu einer verringerten Knochenmineraldichte (BMD) (Allen et al. 1994; Forrest et al.
2002).

Einige Tiermodelle ermdglichen die Untersuchung der Auswirkungen von Se-Mangel auf
Wachstum, Knochenbildung und Knochenregeneration. Thompson et al. stellten fest, dass
Ratten, die in zweiter Generation auf einem Se-armen Futter gehalten wurden, ein signifikant
verringertes Korpergewicht aufwiesen (Thompson et al. 1995). Moreno-Reyes konnte
zusatzlich zeigen, dass in diesen Tieren auch Koérperlange und Wachstumsfaktoren wie der
Insuline-like growth factor (IGF) oder das Wachstumshormon (GH) signifikant reduziert
waren. Zusatzlich wiesen diese Tiere einen Knochenphanotyp auf. Die Langsknochen
zeigten einen verringerten BMD und bone mineral content (BMC) (Moreno-Reyes et al.
2001). Se-Mangel hat auch einen Einfluss auf die Mikrostruktur der Knochen. Cao et al.
untersuchten mittels uyCT die Epiphysen der Femura Se-defizienter Ratten und stellten eine
signifikant verringerte Anzahl an trabekuldrem Knochen und ein kleineres Verhaltnis von
Knochen- zu Gesamtvolumen fest. Biochemische Parameter lieBen auf einen gesteigerten
Knochenabbau schlieen, der wiederum durch erhdhte ROS-Konzentration ausgeldst sein
konnte (Cao et al. 2012). Auch die Metaphyse in Se-defizienten Tieren weist signifikante
Anderungen auf. In Kombination mit Jod-Mangel ist die Wachstumsfuge in Ratten signifikant
kleiner (Ren et al. 2007). Sowohl die Proliferations- als auch die hypertrophe Zone waren
kleiner. AuRerdem war die Anordnung der hypertrophen Chondrozyten in der
Wachstumsfuge unregelmafig. Eine erhdhte Expression von ColX im Gelenkknorpel wies
auf aufkommende Gelenksarthrose hin und zeigt damit Ahnlichkeit mit den in KBD-Patienten
beobachteten Gelenkknorpelveranderungen (Ren et al. 2007). Auch wenn der genaue
Mechanismus weiter unklar ist, deuten die hier aufgefihrten Studien auf eine grof3e Rolle

eines guten Se-Status flir eine normale Knochenentwicklung und Knochenhoméostase hin.
1.4.3.2 Selenoproteine und Knochen

1.4.3.2.1 Expression von Selenoproteinen im Knochen

Die unter 1.4.3.1 beschriebenen Effekte werden teilweise durch veranderte Expression
und/oder Aktivitaten von Selenoproteinen vermittelt.

Bereits 1998 konnte die Expression einiger Selenoproteine in humanen Osteoblasten und
Osteoblastvorlauferzellen nachgewiesen werden. Unter den analysierten Selenoproteinen
waren verschiedene GPx-Isoenzyme, TRxR und SePP (Dreher et al. 1998; Schutze et al.

1998). Ein direkter Einfluss der Gpx1 auf Knochensteifigkeit konnte jedoch nicht gezeigt
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werden (Wang et al. 2008). Bisher konnte noch keine Expression von Selenoproteinen in
Osteoklasten nachgewiesen werden (Sun et al. 2011).

Wird die Sec-spezifische tRNA (Trsp) in Chondroprogenitorzellen ausgeschaltet und somit
die Selenoproteinbiosynthese in diesen Zellen blockiert, so kommt es zur Ausbildung eines
schweren Phanotyps. So beobachteten Downey et al. in Trsp-KO-Mausen nekrotisches
Knorpelgewebe und gestérte Knochenbildung. Der Phenotyp ahnelte stark demjenigen der
KBD- Patienten (Downey et al. 2009).

Neben der Sec-tRNA spielt auch SBP2 eine wichtige Rolle in der Biosynthese von
Selenoproteinen (siehe 1.2.5). Treten im Menschen Mutationen im SBP2-Gen auf, so
kénnen nicht nur ein gestorter Schilddriisenhormonstatus, geringere
Selenoproteinexpressionen (Dumitrescu et al. 2005) sondern auch ein verzogertes
Knochenwachstum beobachtet werden (Azevedo et al. 2010). Supplementation mit Se
bewirkte keine verstarkte Selenoprotein-Biosynthese und konnte den beobachteten
Phanotyp nicht ausgleichen (Schomburg et al. 2009). Somit scheint nicht nur ein guter Se-
Status sondern auch eine funktionale Expression von Selenoproteinen flr ein gesundes

Knochengewebe von Bedeutung zu sein.

1.4.3.2.2 Schilddrisenhormone, Dejodasen und Knochen

Viele Untersuchungen haben sich mit der Wirkung von Schilddrisenhormonen befasst.
Dabei erwies sich, dass Schilddrisenhormone, deren Konzentration mittels Dejodasen
reguliert wird, fir den Knochenmetabolismus von grof3er Bedeutung sind. Die Anlagen flr
gesunde Knochen im Alter werden wahrend des jugendlichen Wachstums gelegt. Wichtig ist
hier besonders die Peak Bone Mass, diese wird im jungen Erwachsenenalter erreicht und
legt die Basis fur langfristig gesunde Knochen. Bei Erwachsenen spielt ein ausgewogener
bone remodeling cycle die entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der
Knochenstabilitat. Da mit zunehmendem Alter der Knochen verstarkt abgebaut wird, ist eine
hohe Peak Bone Mass eine essentielle Voraussetzung, um nicht friihzeitig an Osteoporose
zu erkranken (Ralston et al. 2006). Der Schilddrisenstatus hat sowohl Einfluss auf die
juvenile Knochenentwicklung als auch auf den Knochenumbau im Erwachsenen. Leiden
Kinder unter einer Schilddrisenunterfunktion, so zieht dies ein verzégertes Knochen- und
Grofllenwachstum nach sich (Rivkees et al. 1988). Die Gabe von Schilddriisenhormonen
kann diese Verzdgerung stoppen und ein nahezu normales Wachstum ermdglichen, wobei
jedoch nie die theoretisch magliche Grofie erreicht wird (Boersma et al. 1996). In Kindern mit
einer Schilddriisenliberfunktion geschieht das Gegenteil. Das Knochenwachstum erfolgt
schneller. Auch diese Kinder sind im ausgewachsenen Zustand kleiner, da sich ihre
Wachstumsfugen vorzeitig schlieRen und das Langenwachstum zu frih gestoppt wird (Segni
et al. 1999).

Im erwachsenen Organismus regulieren die Schilddrisenhormone den Erhalt der
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Knochenmasse. Liegt eine Hypothyreose, eine Schilddrisenunterfunktion vor, so ist der
bone turnover, also die Umwandlung von altem in neues Knochengewebe verzdgert. Dabei
sind Knochenabbau und Knochenaufbau betroffen (Eriksen et al. 1986). Die Knochen sind
zusatzlich anfalliger fur Frakturen (Vestergaard et al. 2002). Eine Hyperthyreose
(Schilddrisenuberfunktion) erhéht signifikant das Risiko einer Osteoporose, wobei sowohl
pra- als auch postmenopausale Frauen und Manner betroffen sein kénnen (Murphy et al.
2004). Die Osteoporose wird durch einen erhéhten Knochenabbau ausgeldst, der ungleich
starker ist als der nachfolgende Knochenaufbau. So kann es pro remodelling —Zyklus zu
einem Knochenverlust von bis zu 10% kommen (Mosekilde et al. 1990). Dies wiederum
bewirkt eine verringerte Knochenmineraldichte und ein erhéhtes Frakturrisiko.

Doch nicht nur die Konzentration zirkulierender Schilddriisenhormone ist von Bedeutung
sondern vor allem die intrazellulare Konzentration an aktivem T3 (3,5,3'-Trijodothyronin). Der
Grolteil an zirkulierendem T3 wird in der Leber und Niere durch die von der Dio1 katalysierte
Dejodierung von T4 an 5’-Position gewonnen. Spezifische membranstandige Transporter,
wie MCT8, OATP1 u. a. vermitteln die Aufnahme von zirkulierendem T4 und T3 in die
Zielzelle (van der Deure et al. 2009). Innerhalb der Zelle kann mittels Dejodierung wiederum
T3 aus T4 synthetisiert werden. Diese Reaktion wird nun hauptsachlich von der Dio2
katalysiert, deren Expression von Gouveia ef al. in verschiedenen Mausknochen sowie in
MC3T3, osteoblastenahnlichen murinen Zellen mit praosteo- bzw. osteoblastaren
Eigenschaften nachgewiesen werden konnte (Gouveia et al. 2005). Eine Expression von
Dio1 im Knochen oder knochenrelevanten Zelltypen konnte bisher nicht nachgewiesen
werden (Waung et al. 2012). T3 kann Uber eine weitere Dejodierung zum T2 inaktiviert
werden. Diese Reaktion wird von der Dio3 katalysiert, die bisher zwar in
Zellkulturexperimenten in allen relevanten Zelltypen, im Tier jedoch nur in juvenilem Knochen
nachgewiesen werden konnte. |hre genaue Funktion fir die Knochenentwicklung und —
homdostase ist noch nicht endguiltig geklart (Williams et al. 2008).

Das aktive Schilddriisenhormon T3 kann seinen Einfluss auf die Expression von Zielgenen
Uber seine nukledren Rezeptoren TRa1, TRB1 und TRB2 ausuben (Cheng et al. 2010;
Siddigi et al. 2002). TRa1 und TRB1 konnten in Chondrozyten, Knochenmarkszellen und
Osteoblasten, jedoch nicht in Osteoklasten nachgewiesen werden (Siddigi et al. 2002).
Bassett et al. analysierten Rezeptor-Knockout-Mause und stellten dabei unterschiedliche
Konsequenzen fir die Knochenentwicklung und die Knochenhomoostase fest. Erwachsene
TRa-Knockout-Tiere hatten einen normalen Schilddriisenhormonspiegel und zeigten parallel
dazu eine verstarkte Knochenmineralisierung (Osteosklerose) und mehr trabekuldren
Knochen, beides Anzeichen fiir eine verminderte Osteoklastenaktivitat. In juvenilen Tieren
kam es zu einer verzogerten endochondralen Ossifikation mit verringerter

Knochenmineralisierung. Das umgekehrte Bild ergab sich fur TR4-KO-Tiere. Im adulten Tier
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waren sowohl TSH als auch die Schilddrisenhormonwerte erhdht, und die Knochen zeigten
Anzeichen von verstarktem Knochenabbau bis hin zu Osteoporose. Die jugendlichen Tiere
wiederum wiesen eine verstarkte Knochenmineralisierung und vorzeitige Verknécherung auf
(Bassett et al. 2007).

T3 inhibiert die Proliferation von Chondrozyten und stimuliert deren hypertrophe
Differenzierung. Dazu passend konnten nach T3-Stimulation die verstarkte Expression von
ALP, ColX und eine verstarkte Matrixmineralisierung nachgewiesen werden (Robson et al.
2000). T3 induziert aufRerdem den Abbau von Proteoglycanen und Kollagen in der
hypertrophen Zone der Wachstumsfugen, indem es die Expression von degradierenden
Enzymen, wie Aggrecanase 2 und der Matrixmetalloprotease 13, induziert (Makihira et al.
2003)).

Die Wirkung von T3 auf Osteoblasten hat zu widerspriichlichen Ergebnissen gefihrt. Als
sicher gilt jedoch, dass T3 die Osteoblastenaktivitat erhoht (Wojcicka et al. 2012). T3
stimuliert die Kollagen I-Synthese (Varga et al. 2010). Auch die Expression von ALP und
Osteocalcin wird durch T3 induziert (Gouveia et al. 2001). Auch die Differentiation zu und
Proliferation der reifen Osteoblasten wird unter anderem Uber T3 und nachfolgend IGF und
MAPK gesteuert (Milne et al. 2001; Stevens et al. 2003).

Ein Uberschuss an Schilddriisenhormonen bewirkt einen Anstieg an Osteoklasten und einen
erhdhten Knochenabbau (Mundy et al. 1976). Dies kann indirekt Uber die OPG-Expression
oder auch unabhangig von der RANKL-Signaltransduktion erfolgen (Kanatani et al. 2004;
Varga et al. 2004). Bisher konnte zwar die Expression von TRs durch Osteoklasten auf
mRNA-Ebene gezeigt werden jedoch fehlen bisher Nachweise der funktionalen Proteine. In
vitro Versuche wurden zudem meist in gemischten Zellkulturen durchgefihrt, so dass im
Allgemeinen von einer indirekten Wirkung von T3 auf Osteoklasten ausgegangen wird (Allain
et al. 1992).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tab. 2-1: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Analysenwaage CP 423S

Autoklav Varioklav

Binokular (Stereomikroskop SZ2)
COs,-Inkubator
Elektrophoresekammer (horizontal)
Geldokumentationssystem
Heizblock Thermomixer comfort
Kettenluminometer

Kihlzentrifuge 5417R
Magnetruhrer M 32
Microdismembrator Modell U
Mikrowellenofen Micro

Mikroskop Axioskop 2

Netzgerate EPS 601

PCR-Cycler Primus 25 und 96plus
pH-Meter inoLab Benchtop
Photometer NanoDrop 1000
Pipetten 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000l
Pipettierhilfe accu-jet® pro
Plattenschittler DELFIA Plateshake
Praparierbesteck

PCR-Cycler

gPCR-Cycler iCycler
Reinstwasser-Anlage EASYpure UV™
Rotationsmikrotom RM 2125 RT
Schuttler Histologie

Sterilbank

Spectrophotometer U-2001
S2-Picofox

Tischphotometer
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Sartorius, Goéttingen

H+P Labortechnik, Oberschleilfheim
Olympus, Hamburg

Heracell, Heareus Sepatec

Roth, Karlsruhe

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell
Eppendorf, Hamburg

Berthold LB 952 T716, BRAHMS AG
Eppendorf, Hamburg

GLW, Wirzburg

B. Braun Biotech, Melsungen
Whirlpool, Schorndorf

Carl Zeiss, Oberkochen

Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA
MWG Biotech, Ebersberg

WTW, Weilheim

Thermo Scientific, Waltham USA
Eppendorf, Hamburg

Brand, Wertheim

PerkinElmer GmbH, Rodgau — Jigesheim
FST GmbH, Heidelberg

MWG Biotech, Ebersberg

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Barnstead Int., Dubuque, lowa, USA
Leica Microsystems, Nussloch
Edmund Bihler GmbH, Hechingen
HeraSafe, Heraeus Sepatech
Hitachi, Deutschland

Bruker Nano GmbH, Berlin
Eppendorf, Hamburg



Material und Methoden

Tischschittler

Tissuelyser

Trockenschrank ST 6200

Tiefkihlschrank HFU 486

Vortex

Waagen CP 2201, CP 323S, Ultramicro
4504 MP8

Zellkulturmikroskop

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Megafuge 1.0R

KS 260 basic

Qiagen, Hilden

Heraeus Holding, Hanau
Heraeus Sepatech, Osterode
Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Goétt