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1 EINLEITUNG
1.1 Selen, ein essentielles Spurenelement

Dem Spurenelement Selen (Se) kommt in der Biologie eine herausragende Ausnahmestellung
zu (Flohé et al. 2000). Es verleiht einer ganzen Familie von selenhaltigen Proteinen ihren
Namen, den sog. Selenoproteinen (Burk et al. 2001). Die Position des Se-Atoms innerhalb
dieser Proteine wird Uber den genetischen Code durch cotranslationale Insertion der 21ten
proteinogenen Aminosaure Selenocystein (Sec) vorgegeben (Hatfield und Gladyshev 2002).
Zum Zwecke des gezielten Einbaus wahrend der Biosynthese von Selenoproteinen werden
neben einer charakteristisch modifizierten tRNAS® noch weitere Se-spezifische
Elongationsfaktoren bendtigt, und spezielle posttranskriptionale Regulationsmechanismen
kontrollieren die Translationseffizienz entsprechend der Se-Verflgbarkeit (Bock et al. 1991).

Se ist fir die menschliche Gesundheit von auferordentlicher Bedeutung, und zwar als
wichtiger Bestandteil der Erndhrung, als potentiell hilfreiche Erganzung in der Pravention und
Therapie bestimmter Krankheiten, und auch als geféhrliche und wohl zu dosierende Substanz
mit toxikologischem Potential (Wilber 1980; Barceloux 1999). Se stellt ein essentielles
Spurenelement, d.h. einen lebensnotwendigen Nahrungsbestandteil, dar (Schwarz und Foltz
1957). Entwicklung, Gehirnfunktion, Metabolismus der Schilddriisenhormone, das Herz-
Kreislaufsystem, ménnliche Fertilitdt und ein effektives Immunsystem sind direkt von einem
guten Se-Status abhangig und zeigen Funktionsbeeintrachtigungen, wenn ein ausgeprégter Se-
Mangel vorliegt (Rayman 2000; Brown und Arthur 2001). Die Unverzichtbarkeit von Se fur
die menschliche Gesundheit zeigte sich z.B. besonders deutlich bei parenteral erndhrten
Patienten, die im Laufe der langen kinstlichen Erndhrungsphase eine Muskeldystrophie
entwickelten, und deren Symptome sich durch einfache Supplementation mit Se lindern
lieBen (van Rij et al. 1979). Heutzutage werden Se-haltige Erndhrungssupplemente als fester
Bestandteil von parenteralen Didten angesehen (Foster und Sumar 1997). Aus dem
Tierversuch wissen wir, dass der Verlust der Expression bestimmter Selenoproteine bzw. der

Se-spezifischen tRNASEC

nicht mit dem Leben vereinbar ist (Schweizer und Schomburg
2005). Nichtsdestotrotz erscheint aber angesichts der zunehmenden und unkontrollierten
Tendenz zur Selbstmedikation durch Nahrungserganzungsmittel gerade fir dieses
Spurenelement die Jahrhunderte alte Erkenntnis von Paracelsus ,,Dosis facet venenum"
wieder hochaktuell (Kohrle et al. 2000; Neve 2002; Rayman 2002). Denn gerade Se hat in den
letzten Dekaden eine auRerordentliche Wandlung in der allgemeinen Wertschatzung vom Gift
Uber ein Karzinogen zum essentiellen Spurenelement mit gesundheitsférdernden

Eigenschaften durchgemacht (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Selen (Se): Ein- und Wertschatzung von Selen im Wandel der Zeit (Schomburg und
Kohrle 2007), Cartoon modifiziert nach einer Vorlage von Vernie (Vernie 1984) und Koéhrle (Kohrle
1999). Se war zunachst weiten Bevolkerungskreisen nur aufgrund seiner toxischen Wirkungen
bekannt und wurde dhnlich wie Arsen lediglich als hochgiftige Substanz wahrgenommen. Im Laufe
des letzten Jahrhunderts @nderte sich das Bild grundlegend, so dass heute eher die essentiellen,
gesundheitsférdernden und potentiell chemopraventiven Eigenschaften von Se im Vordergrund stehen.

Se gehort in die VI. Hauptgruppe des Periodensystems der Elemente und weist sowohl
metallische als auch nicht-metallische Eigenschaften auf. Es bildet mit Sauerstoff, Schwefel,
Tellur und Polonium die Gruppe der Chalkogene (chalkos, griech., Erz; gennan, griech.,
erzeugen; Chalkogene, Erzbildner). Se und Tellur sind in vielen chemischen Eigenschaften
ahnlich, unterscheiden sich aber deutlich in ihrer Haufigkeit (Se ist als Spurenelement um ca.
3 GroélRenordnungen seltener als Schwefel, Tellur wiederum ca. 10-fach seltener als Se) und
den bevorzugt eingenommenen Oxidationszustanden. Schwefel und Se kommen sowohl in
der anorganischen als auch der belebten Welt vergesellschaftet vor, wobei sie &hnliche
Bindungen eingehen kénnen und somit in vielen Molekiilen dquivalente Positionen ausftllen.
Die Entdeckung des Se durch den schwedischen Chemiker Jons Jakob Berzelius (1779-1848)
wird auf das Jahr 1817 datiert. Da kurz zuvor der Osterreichische Mineraloge Franz Joseph
von Reichenstein (1742-1825) das Element Tellur entdeckte (1782) und nach der Erde (lat.
tellus) benannt hatte, wéhlte Berzelius die Mondgdttin (griech. Selene) als Namenspatronin,
nicht zuletzt aufgrund des silbrig-matten Glanzes des gereinigten Elementes. Die Fortschritte
in Wissenschaft und Medizin zur Biochemie des Se und der Selenoproteine haben die
erndhrungsphysiologische Bedeutung und das toxische Potential von Se in den letzten Jahren
in den Fokus des Interesses geriickt (Kéhrle und Schomburg 2006; Schomburg und Koéhrle
2007). In der vorliegenden Arbeit wurden Aspekte des Se-Transportes, der Bedeutung und
Regulation einzelner Selenoproteine, der hierarchischen Regulation der Se-Verteilung und -

Nutzung und der Kontrolle der Biosynthese von Selenoproteinen bearbeitet.
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1.2 Vorkommen, Verbreitung und Nachweis von Selen

Waihrend Berzelius Se als metallische Ablagerung im Bleikammerschlamm einer
Schwefelsaurefabrik gefunden hatte (Foster und Sumar 1997), werden heute zur industriellen
Gewinnung die Anodenschlamme von Kupfer-Raffinationselektrolysen chemisch oder durch
Rostung aufbereitet. Elementares Se kommt wie Schwefel in unterschiedlichen Farben und
Formen vor (rot, schwarz oder metallisch-grau, amorph, glasartig oder kristallin). Im fllissigen
Zustand ist Se schwarz, der gelbliche Dampf enthdlt Seg-Ringe. Die Kristalle leiten den
elektrischen Strom nur schlecht, kénnen aber durch UnregelmaRigkeiten (z.B. durch
Halogenid-Dotierung) in gute Halbleiter Uberfiihrt werden. Das metallisch-graue Selen
zeichnet sich durch eine lichtabh&ngige Leitfahigkeit aus, d.h., je stdrker es bestrahlt wird,
desto geringer ist der elektrische Widerstand (bereits 1873 durch W. Smith beschrieben).
Diese bemerkenswerte Eigenschaft wird fiir die Herstellung von Se-Gleichrichtern oder Se-
Photoelementen genutzt. In der Metallindustrie wird Se als Legierungsbestandteil (ca. 0,25%)
den Automatenstéhlen und Kupferlegierungen beigefigt, in der chemischen Industrie oder fir
die Glas- und Keramikherstellung wird Se als Pigmentfarbstoff oder Entfarbemittel
eingesetzt, und in der Kunststoffchemie beschleunigt es als Selenac (Selen-diethyl-
dithiocarbamat) die Vulkanisierungsprozesse. In US-amerikanischen Haushalten wird es als
2-4%ige selenige S&ure auch fur die Gewehrreinigung genutzt (,,Gun blueing solution”).
Sechs stabile Isotope von Se kommen naturlicherweise vor, mindestens sieben weitere knnen
durch Neutronen-Aktivierung dargestellt werden. VVon diesen werden "Se, ""™Se und ®'Se fiir
quantitative Bestimmungen genutzt, ">Se wird Uberdies gerne in der Biochemie fir die
Analyse des Selen-Stoffwechsels und der Selenoproteine eingesetzt.

Se kommt in der Natur ubiquitér dort vor, wo auch Schwefel anzutreffen ist. In der Erdkruste
ist es mit ca. 0,05 ppm bis 0,09 ppm seltener als Silber, und nur unwesentlich haufiger als
Gold. Se findet sich in Mineralien, Steinen, Vulkan- und Mondproben, fossilen Brennstoffen,
in Binnenseen und Ozeanen, in allen Erdreichen, Pflanzen und tierischen Geweben, allerdings
unterscheiden sich die relativen Konzentrationen drastisch. Die Weltmeere weisen im Schnitt
nur eine Konzentration von 2 nmol/L (0,1 bis 0,15 ppb) auf, jedoch sind bestimmte Bereiche,
z.B. die hydrothermalen Quellen (,,Schwarze Raucher") 50- bis 100-fach selenreicher
(Rathgeber et al. 2002). Die Verbrennung fossiler Energietrdger und vulkanische Aktivitaten
sind Hauptquellen fur Se-Eintragungen in die Atmosphére als Flugaschenbestandteil. In
bodennaher Luft sind Se-Gehalte von 0,1 ng bis 10 ng Se/m* normal, an Eintragungsorten
kénnen die lokalen Konzentrationen aber auch auf 500 ng Se/m® ansteigen (Shamberger
1981). In Rohdl sind die Se-Gehalte sehr variabel, je nach Quellregion. In Petroleum wurden
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Gehalte von 0,5 mg bis 1,65 mg Se/kg ermittelt, selbst in den Abwassern aus amerikanischen
Olraffinerien werden noch Gehalte von 0,16 mg Se/L bestimmt (Barceloux 1999). In
Binnenseen kdnnen Werte von 25 pg Se/L bereits dazu flihren, dass die Population groRerer
Fische (z.B. Barsche) halbiert wird (Crane et al. 1992).

Es gibt Se-anreichernde und Se-arme Pflanzen (Kabata-Pendias 1998). Generell unterscheidet
sich der Se-Gehalt von Pflanzen drastisch zwischen verschiedenen Anbaugebieten, spiegelt
dabei aber nicht nur den Gehalt des entsprechenden Erdreichs wider, sondern stellt auch eine
Pflanzenart-typische Grolie dar (Hartfiel und Bahners 1988). In Amerika schwankt der Se-
Gehalt der meisten Boden zwischen 0,1 ppm und 2 ppm (Fishbein 1983), kann aber in Se-
reichen Gebieten von South Dakota, Montana, Wyoming, Nebraska, Kansas, Utah, Colorado
oder Neu Mexiko Spitzenwerte von Uber 100 ppm erreichen (Jackson 1988). Se-
akkumulierende Pflanzen erreichen Se-Gehalte von tber 100 mg Se/kg Pflanzenmasse und
setzen sich in Se-belasteten Boden gegen Se-sensitive Pflanzen durch (Huang und Wu 1991).
Hierbei speichern die akkumulierenden Pflanzen Se in Form von nicht-proteinogenen
Aminosdure-Derivaten (Methylselenocystein, Selenocystathion, 0.4.) (Terry et al. 2000),
wéhrend sonst in Pflanzen die aufgenommenen Se-Salze hauptséchlich in Selenomethionin
(SeMet) Uberflhrt und bei der Proteinbiosynthese genutzt werden (Schrauzer 2000). Indirekt
bestimmt somit der Se-Gehalt des Bodens den Se-Gehalt der Nutzpflanzen und damit den Se-

Status der Nutztiere und Menschen in den entsprechenden Regionen (Abbildung 2).

Land tiigliche Aufnahme Konzentration in Serum oder Plasma
Tibet 5-15 ng 5-25 ng/L
Finnland, vor 1984%* 12-23 nug 25-70 ng/'L.
Neuseeland 19-80 ng 46-80 ng/L.
Schottland. England 31-43 ng 50-80 ug/L
Deutschland 38-47 ng 89-98 ng/L
Finnland, seit 1986* 69-82 ng 43-119 pg/L
US.A. 60-160 pg 100-350 png/L
Kanada 113-220 ng 143 pg/L
Japan 128 ng 146 ng/L
China** 2-6990 pg 8-7800 ng/L

*Finnland begann 1984, den Mineraldiingern fiir die Landwirtschaft Selen als Natrium-Selenat zuzusetzen.
** Aufgrund seiner enormen Gréfie und geologischen Gegebenheiten finden sich in China sowohl extrem Selen-reiche
als auch Selen-arme Regionen mit entsprechenden Auswirkungen auf Selen-Aufnahme und -Status.

Abbildung 2: Se-Aufnahme und Se-Status in Abh&ngigkeit vom Wohnort (Schomburg und Kéhrle
2007). Die tagliche Aufnahme des essentiellen Spurenelements Se und die Se-Konzentration im Blut
sind entscheidend von dem Se-Gehalt der landwirtschaftlichen Nutzflachen abhangig und schwanken
betrachtlich in unterschiedlichen L&ndern. In einigen Regionen Zentralasiens und Europas werden
tdglich nur sehr geringe Se-Mengen aufgenommen, so dass entsprechende Supplementations-
programme in z.B. Finnland und der Keshan-Region in China initiiert wurden und eine dauerhafte
Verbesserung des Se-Status der Bewohner bewirkten.



Ein qualitativer Nachweis von Se wird aufgrund der ubiquitdren Verbreitung heutzutage nur
noch in Ausnahmefallen durchgefiihrt. Als Schnelltest, z.B. beim Verdacht einer Se-
Vergiftung, kann eine auf Gaschromatographie beruhende Atemluftanalyse mit nachfolgender
elementspezifischer Detektion als qualitativer Nachweis sinnvoll sein (Uden et al. 2004). Fr
empfindliche und quantitative Bestimmungen von Se werden spektroskopische Methoden
oder Neutronen-Aktivierungsanalysen durchgefuhrt (Fishbein 1984). Hier kann grundsétzlich
zwischen der Se-Gesamtbestimmung einer Probe unabhangig von der Art der Se-haltigen
Molekiile oder spezifizierend unter Bertcksichtigung der chemischen Form bzw. der
Oxidationsstufe von Se in den Verbindungen unterschieden werden (Cappon und Smith
1981). Erstere, also die Gesamt-Se-Gehaltsbestimmung, kann mit einer Totalhydrolyse des
Analyten bzw. der Mineralisierung der Matrix begonnen werden. Durch eine
Atomabsorptions-Spektroskopie (AAS) erfolgt dann die elementspezifische quantitative
Analyse. In der Routine haben sich die Graphitrohr-AAS (GFAAS) und die Hydrid-AAS
(HGAAS) durchgesetzt (Pyrzynska 1998). Fir eine HGAAS wird Se quantitativ mit
Natriumborhydrid in flichtigen Se-Wasserstoff Gberfiihrt und im Strahlengang des AAS
thermisch zersetzt (Nachweisgrenze: 0,1-1 ug Se/L). Fir die Neutronenaktivierungsanalyse
(NAA) ist keine besondere Probenvorbereitung noétig. Sie erlaubt Uberdies die gleichzeitige
Bestimmung anderer Spuren- und Massenelemente und kann simultan bis zu 30 einzelne
Elemente nach einer einmaligen Neutronenbestrahlung erfassen. Allerdings eignet sich die
NAA nur bedingt fur Routineanalysen, da die Durchfuhrung der Analyse sehr zeitaufwendig
und auf die Verfugbarkeit einer geeigneten Neutronen-Strahlungsquelle angewiesen ist.
Alternativ und mit deutlich geringerem Aufwand konnen auch photometrische oder
fluorimetrische Se-Bestimmungen durchgefiihrt werden. Hier macht man sich die
spektroskopischen Eigenschaften von Piazselenolen (Komplexe aus Se IV und ortho-
Diaminen) zunutze. Verbreitet fir die Analyse biologischer Proben (Vollblut, Plasma, Urin,
Gewebe, etc.) ist die fluorimetrische Bestimmung von Se-Diaminonaphtalin-Komplexen.
Hierzu wird das Material zundchst in einer konzentrierten Sdauremischung hydrolysiert,
danach wird durch konzentrierte Salzsédure Se quantitativ in Se IV uUberfuhrt. 2,3-Di-
Aminonaphtalin (DAN) wird in wéssriger Losung zugesetzt, bildet mit Se 1V die Piazselenol-
Komplexe und kann dann nach Uberfilhrung in eine organische Phase spezifisch und
quantitativ Uber die Fluoreszenzintensitat bestimmt werden (Sheehan und Gao 1990). Bei
diesen Analysen kdnnen inter-Assay Varianzen von <5% und intra-Assay Varianzen von <6%
erzielt werden (Schweizer et al. 2004). Als weitere Se-Bestimmungsmethoden werden noch
die Massenspektrometrie (MS) oder die Atomemissionsspektrometrie (AES) nach Anregung



durch induktiv gekoppeltes Plasma (ICP) angewendet. Hierbei werden die Se-Atome durch so
hohe thermische Energien angeregt, dass sie charakteristische Strahlung und Elektronen
abgeben (ICP-AES) bzw. danach als lon nach Masse aufgetrennt und als Impuls gezahlt
werden kdnnen (ICP-MS). In den hier vorgestellten Studien wurden zur Bestimmung der Se-
Konzentration bzw. des Se-Status die Quantifizierung tber fluorimetrische Analyse des Se-
Gehaltes von Serum, Gewebehomogenaten oder Zellkulturmedium durchgefiihrt, die
Aktivitditen von Se-abhangigen Enzymen gemessen bzw. ein Assay zur Antikdrper-

vermittelten Quantifizierung der Selenoprotein P (SePP) Konzentration aufgebaut.

1.3 Aufnahme, Verteilung und Stoffwechsel im Korper

Der Mensch nimmt Se Uberwiegend mit der festen Nahrung auf und akkumuliert insgesamt je
nach Lebensraum und Erndhrungsgewohnheit 3-20 mg dieses Spurenelementes (Fan et al.
1988). Der Se-Gehalt von Trinkwasser liegt im ppb-Bereich und darf nach der deutschen
Trinkwasserverordnung den Grenzwert von 0,01 mg Se/L nicht Uberschreiten, d.h., der
mittlere Tagesbedarf eines Erwachsenen (ca. 1 pg/kg Koérpergewicht) kann selbst bei einer
Trinkwasserzufuhr von 3 L/Tag nicht erreicht werden. Der Se-Gehalt in sowohl pflanzlicher
als auch tierischer Nahrung ist starken Schwankungen unterworfen und hangt bei den
Pflanzen von deren Diingung und der bioverfiigharen Se-Menge im Boden ab, bei den Tieren
von der Erndhrungszusammensetzung, dem Einsatz von Mineral- und Vitaminsupplementen,
vom Se-Gehalt des Futters und damit indirekt wiederum von der Qualitdt des Bodens im
Futteranbaugebiet. Nahrungsergadnzungsmittel nutzen entweder SeMet oder Natrium-Selenit
bzw. Natrium-Selenat als Spurenelementquelle, Se-reiche Hefe enthalt neben SeMet noch
eine Vielzahl unterschiedlicher Se-haltiger Komponenten und kann Konzentrationen von 1 bis
2 mg/g Trockengewicht erreichen (Schrauzer 2000).

Die Aufnahme von Se in den menschlichen Korper ist abhéngig von der chemischen
Verbindung. Elementares Se, Selendioxid und Selensulfid werden nur schlecht, Selenit,
Selenat oder die Se-haltigen Aminosaurederivate werden generell gut aufgenommen und
verwertet (Leblondel et al. 2001). Die Aufnahme erfolgt Uberwiegend im Zwdolffinger- und
Dunndarm und scheint, anders als bei anderen Spurenelementen, unabhdngig vom Se-Status
des Konsumenten zu sein (Wolffram 1995). Mit vergleichbarer Effizienz (70-95%) werden
anorganische (Selenit, Selenat) und biologische (Se-haltige Aminosauren und deren Derivate)
Se-Verbindungen resorbiert, wobei allerdings unterschiedliche Aufnahmemechanismen
genutzt werden. Selenat wird iiber einen Na'-Cotransporter oder ein OH -Antiportsystem
akkumuliert, Selenit tiber einem Na'-unabhingigen passiven Transportweg und die Se-
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haltigen Aminosduren werden analog zu den schwefelhaltigen Aminosduren uber
spezialisierte Na'-abhangige Aminoséure-Carriersysteme aufgenommen. Fiir den weiteren
Weg von Se uber das Zytosol in die Blutbahn liegen nur teilweise gesicherte
Detailerkenntnisse vor (Kato et al. 1992). Selenat-lonen und SeMet kdnnen weitgehend
unveréandert in die Zirkulation gelangen, wahrend Selenit intrazelluldr intensiv metabolisiert
wird (Whanger et al. 1996). Sec bzw. Selenocystin erscheinen nur in geringen
Konzentrationen unverandert im Blutplasma, der GroBteil gelangt nach einer Konjugation mit
Gluthation als gemischtes Disulfid zur Leber, wo es aufgenommen und weiter metabolisiert
wird (Hasegawa et al. 1995).

Menschliche Zellen kénnen grundsatzlich drei Arten von Se-haltigen Proteinen synthetisieren,
deren relative Mengen von der Form des mit der Nahrung aufgenommenen Se abhédngen
(Abbildung 3). SeMet wird von der Methionin-spezifischen Aminoacyl-tRNA Synthetase als
Substrat erkannt und uber die Methionyl-tRNA wie die essentielle Aminosaure Methionin bei
den entsprechenden Methionin-Kodons (AUG) in die wachsende Peptidkette in
stochiometrischem Verhaltnis eingebaut. Hierbei unterscheidet die eukaryontische
Synthesemaschinerie, also die  Aminoacyl-tRNA  Synthetase, die Ribosomen,
Elongationsfaktoren usw., nicht zwischen Schwefel- und Se-haltigem Methionin (Daniels
1996). Dies flhrt dazu, dass bei hoher Aufnahme auch der relative Gehalt von SeMet in neu
synthetisierten Proteinen, wie z.B. im Albumin des Plasmas, deutlich ansteigt (Burk et al.
2001). Hierdurch werden dann vermehrt SeMet-haltige Proteine synthetisiert, denen aber
keine besondere biologische Bedeutung beigemessen wird. Sec hingegen wird in einem Sec-
spezifischen Prozess in eine kleine und genau definierte Anzahl unterschiedlicher Proteine an
exakt definierten Positionen inseriert (siehe unten). Diese Sec-haltigen Proteine stellen die
Gruppe der eigentlichen Selenoproteine dar und werden nur durch wenige Gene kodiert (25
im Menschen, 24 im Nager, 3 in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster) (Kryukov et al.
2003). Die biologischen Aktivitaten einiger Selenoproteine sind essentiell und werden fir
(fast) alle biochemischen und physiologischen Wirkungen von Se auf die Zelle und den
Organismus verantwortlich gemacht. Bei den bisher gut charakterisierten, enzymatisch
aktiven Selenoproteinen stellt der Sec-Rest einen zentralen Bestandteil des aktiven Zentrums
dar und partizipiert Gber Anderungen der Koordination und Ladung des Se-Atoms direkt an
Redox-Reaktionen (Jacob et al. 2003). Zusatzlich gibt es noch eine bislang nur wenig
charakterisierte Gruppe von sog. Se-bindenden Proteinen, die durch Se-Markierungsversuche
gefunden wurden, deren genaue Funktion im Metabolismus des Spurenelementes aber noch

weitgehend unbekannt ist (Bansal et al. 1990).
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Abbildung 3: Metabolismus Se-haltiger Nahrungsbestandteile (Schomburg und Kohrle 2007).
Pflanzliche Se-Quellen enthalten (berwiegend SeMet, welches direkt fir die Proteinbiosynthese
genutzt werden kann, und wiederum SeMet-haltige Proteine generiert (1, SeMet-Zyklus). Alternativ
wird Se aus SeMet oder den anderen Se-Quellen freigesetzt und in den Stoffwechsel der Sec-haltigen
Proteine (2, Selenoprotein-Zyklus) Uberfuhrt. Durch fein abgestimmte Reaktionen erfolgt ber
elementares Se° und Se-Wasserstoff als Zwischenstufen der Aufbau von Sec-beladener tRNASE©
(SeCys-tRNA) als Substrat fiir die Selenoprotein-Biosynthese. Uberschiissiges Se erscheint als
Seleno-Zucker im Urin, wird nach Methylierung als Dimethylselenid abgeatmet oder als
Trimethylselenonium lon ausgeschieden. Ob die Seleno-Zucker zum Recycling des Se genutzt werden
konnen, ist zurzeit umstritten (Burk et al. 2006; Suzuki et al. 2006).

Die Exkretion von Se kann uber die Lungen durch die Atemluft oder tber die Niere durch den
Urin erfolgen. Hierzu wird, gerade bei Ubermalligem Se-Angebot, wie es meist in
experimentellen Studien, bei UbermaRiger Supplementation oder bei akuten Intoxikationen
der Fall ist, Se methyliert und als fliichtiges Dimethylselenid ausgeatmet (Hassoun et al.
1995) bzw. als Trimethylselenonium lon im Urin ausgeschieden (Nahapetian et al. 1983).
Diese Prozesse sind insofern flr den charakterisitschen unangenehmen Geruch der Atemluft
nach Se-Intoxikationen verantwortlich. Bei normaler Se-Versorgungslage tberwiegt im Urin
als Hauptselenausscheidungsprodukt ein seleniertes Zuckerderivat, i.e. 1-beta-Methylseleno-
N-Acetyl-D-Galaktosamin  bzw. die Vorstufe, ein Glutathion-Seleno-N-Acetyl-D-
Galaktosamin (Kobayashi et al. 2002). Es gibt einerseits Hinweise, dass diese Zucker reine
Ausscheidungsprodukte darstellen (Burk et al. 2006), andererseits konnte aber auch ein
Recycling des enthaltenen Se nachgewiesen werden (Suzuki et al. 2006). Somit ist die

Wiederverwertbarkeit dieser Se-haltigen Zuckerderivate noch umstritten.
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1.4 Selenmangelerkrankungen, Selenvergiftungen

Fur Se sind sowohl Vergiftungen als auch durch einen Mangel bedingte Pathologien bekannt,
jedoch ist das Auftreten Se-spezifischer Erkrankungen sehr selten. Die Regionen der Welt, in
denen ein extremer Se-Mangel spezifische Krankheiten beglnstigt, wie in landlichen
Gebieten Chinas oder Tibets, werden durch geeignete Supplementationsansatze seltener und
Kleiner (Alfthan et al. 2000). Versehentliche Vergiftungen mit Se-haltigen Préparaten,
Supplementen oder Se-reichen Speisen kommen aufgrund des per se schlechten Rufes der
Geféhrlichkeit von Se kaum vor (Tinggi 2003). Die Symptome einer Se-Vergiftung oder
Selenose sind aus dem Nutztierbereich gut bekannt und ahneln den menschlichen Symptomen
(Koller und Exon 1986). Die vermutlich erste Beschreibung stammt aus dem 13ten
Jahrhundert von Marco Polo, der bei seinen Lasttieren nach dem Verzehr ihnen unbekannter,
asiatischer, vermutlich Se-akkumulierender Pflanzen Ubelkeit, Hufaufweichung und
Haarverlust beobachtete. Ahnliche Symptome kennt man seit dem Beginn des letzten
Jahrhunderts auch bei Rindern, Schafen, Schweinen oder Pferden, die je nach Spezies und
Region als Alkali- oder Taumelkrankheit (alkali disease, blind staggers) bezeichnet werden
(Raisbeck 2000). Allerdings ist fraglich, ob die neurologischen Ausfalle direkt auf eine
Selenose zuriickzufiihren sind (O'Toole und Raisbeck 1995). Beim Menschen sind Se-
Vergiftungen sehr selten und meist auf Einzelfalle beschréankt (Wilber 1980). In China gab es
1961-1964 eine systematische Vergiftung der Bevolkerung (248 Opfer) in 5 kleinen Dorfern,
die einen Se-reichen Kohlenkalk als Diinger auf ihre Bdden brachten und damit ihre
Nahrungskette bermdRig mit Se anreicherten (Yang et al. 1983). In Indien gab es einen
Gasunfall mit Se-Wasserstoff (Banerjee et al. 1997). Ein einzelner Bericht beschreibt eine
reversible Se-Vergiftung nach einem 14 Tage dauernden Konsum von Se-haltigen Tabletten
als Nahrungserganzungsmittel (Clark et al. 1996). Ein Herstellungsirrtum fir ein Se-
Supplement, der in einer 182-fach hoheren Konzentration als angegeben resultierte, fiihrte
innerhalb weniger Wochen zu voriibergehenden Vergiftungserscheinungen in den USA
(Helzlsouer et al. 1985). Haufiger sind Félle von versuchter Selbsttétung durch Verschlucken
Se-haltiger Losungen, wie z.B. von Se-Salzen, Se-Préparationen aus dem chemischen Labor
oder Se-haltigen Gewehrreinigungs-Losungen (Gasmi et al. 1997; Quadrani et al. 2000; Lech
2002; Kise et al. 2004). Die akuten Symptome stimmen in den Berichten weitgehend Uberein
und &ufern sich durch Atembeschwerden, gastrointestinale Verédtzung, deutlich nach
Knoblauch bzw. faulem Rettich riechende Atemluft, Rotpigmentierung von Haar und Haut,
kardiovaskuldare Dysrhythmie und Blutdruckabfall mit potentiell fataler Konsequenz
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(Barceloux 1999). Neben dem Se-Mangel, der Se-Vergiftung und der supplement-bedingten
Uberversorgung gibt es einen klinischen Umstand, namlich die Schwermetallvergiftung, in
der eine einmalige therapeutische Gabe von einer vergleichsweise hohen Se-Dosis zur akuten
Therapie diskutiert wird. Das zugefuhrte Se bildet mit Schwermetallen wie Quecksilber- oder
Cadmium-lonen schwerldsliche Selenid-Komplexe, die in Organen wie Niere oder
Hypophyse akkumulieren (Tubbs et al. 1982) und damit als biologisch inaktive Formen
abgelagert werden kdénnen (Hansen 1988). Langzeitbeobachtungen, fundierte Dosierungs-
empfehlungen oder Kklinische Erfahrungen gibt es fur dieses Vorgehen aber nicht, insofern
sollte es zurzeit als eher theoretische Option betrachtet werden.

Fur wenige spezifische Krankheitsbilder des Menschen konnte ein Se-Mangel definitiv als
Mitursache erkannt werden, fir viele Erkrankungen mit multifaktorieller Genese erscheint der
Se-Status aber als wichtiger Pradispositionsparameter. Bei den folgenden drei Pathologien ist
ein Se-Mangel von kausaler Bedeutung; hier haben sich Se-Supplementationen zweifelsfrei
als effektive Préaventionsmalinahmen erwiesen:

- Die Keshan Krankheit beschreibt eine Kardiomyopathie, die in den Se-armen Gebieten
Chinas gerade bei werdenden und stillenden Muttern und ihren Kindern endemisch auftreten
kann (Ge et al. 1983). Neben einem manifesten Se-Mangel als Vorraussetzung wird als
Kofaktor fir den Ausbruch der Krankheit eine zusétzliche Infektion mit Coxsackie-Viren
angenommen (Beck et al. 2003). Entsprechende Versuche mit Se-armen Nagern legen nahe,
dass durch den Se-Mangel das Immunsystem geschwécht wird und die Konzentration von
reaktiven Sauerstoff-Spezies und damit die Mutationsrate der Viren erhéht sind (Beck et al.
2003). Die minimal notige Se-Aufnahme, die in diesen Gebieten den Ausbruch der Krankheit
verhindert, wird als Madoglichkeit zur Bestimmung eines Referenzwertes fir die
Mindestversorgung diskutiert (Thomson 2004).

- Der Myxddematdse Kretinismus ist ein schweres Krankheitsbild, bei dem sowohl die
korperliche als auch die geistige Entwicklung stark beeintrachtigt sind. Hier liegt neben dem
Se-Mangel eine Jodmangelversorgung mit starker Strumaausprdgung und entsprechend
reduzierten Schilddriisenhormonkonzentrationen, gerade wéhrend der Entwicklungsphase,
zugrunde (Zimmermann und Kohrle 2002). Der Se-Mangel dirfte hierbei sowohl die
Biosynthese der Schilddriisenhormone, deren Metabolismus, das Immunsystem als auch den
enzymatischen Schutz gegen Sauerstoffradikale beeintrédchtigen (Contempre et al. 2004). Eine
zusétzliche Belastung der Schilddrisenfunktion durch strumigene Thiozyanat-lonen, wie sie
z.B. in der Cassava-Pflanze vorkommen, wird als dritter Risikofaktor angesehen (Contempre
et al. 1991). Eine praventive oder therapeutische Se-Supplementation muss bei diesen
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Patienten unbedingt mit einer Verbesserung der Jodversorgung kombiniert werden, denn nur
so kann die Funktion der Schilddrise sichergestellt werden (Vanderpas et al. 1993).

- Die Ursachen der Kashin-Beck Krankheit, einer dystrophischen Osteoarthrose, sind weit
weniger gut aufgeklart (Allander 1994). Diese Krankheit trifft wiederum in erster Linie eine
schlecht erndhrte Landbevolkerung in Tibet, Sibirien oder China. Neben einem ausgepragten
Se-Mangel werden hier zusatzlich wiederum eine Unterversorgung mit Jod, eine schlechte
Trinkwasserqualitdt mit organischen Verunreinigungen wie Fulvinsdure und eine durch
Schimmelpilze verursachte Mykotoxin-Belastung der Getreideprodukte gesehen (Sudre und
Mathieu 2001). Therapeutisch und préventiv wertvoll erscheint auch hier wiederum nur eine
kombinierte Supplementation mit Jod und Se (Moreno-Reyes et al. 2003).

Inzwischen wird versucht, molekulare Ursachen dieser Se-abhdngigen Pathologien durch
geeignete transgene Tiermodelle zu definieren (Schweizer und Schomburg 2005). So gelang
es z.B. durch die gewebespezifische Inaktivierung der mitochondrialen Thioredoxin-
Reduktase (TrxR2) den kardialen Phanotyp der Keshan-Krankheit ansatzweise nachzustellen
(Conrad et al. 2004). Ebenso steht das Studium der Auswirkungen von Selenoprotein-Mangel
auf die Gehirnfunktion und ménnliche Fertilitdt im Zentrum von transgenen Tiermodellen
(Abbildung 4). Hierbei hat sich besonders das im Labor von Prof. Dr. Dolph Hatfield, NIH,
Bethesda, USA, entwickelte konditionale Modell fur die Deletion der Sec-spezifischen
tRNASEC (Trsp) als sehr vorteilhaft erwiesen (Carlson et al. 2004).

brown adipose tissue: Dio2

inner ear: Dio2
liver:Trsp
brain:

cGPx

SePP peritoneal fat: Trsp

Trsp
lens: cGpx
gut:
cGpx
heart: Gl-Gpx
TrxR1
TrxR2
cGpx .
testis:
SePP
thyroid: SePP muscle: Trsp PHGpx
nPH-Gpx

Abbildung 4: Schematische Darstellung von transgenen Mausmodellen zur Analyse der Bedeutung
von Selenoproteinen in vivo (Schweizer und Schomburg 2005). Neben der ubiquitdren Deletierung
spezifischer Selenoprotein-Gene wurden fiir organsspezifische Aspekte oft die gezielte Inaktivierung
der Sec-spezifischen tRNASEC (Trsp) und damit aller Selenoproteine durchgefiihrt. Die Anzahl
entsprechender Modelle steigt zurzeit rasch, eine Ubersicht der Abkiirzungen gibt Abbildung 5.
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Die drei oben beschriebenen Pathologien verdeutlichen, dass selbst bei starkem Se-Mangel
zusétzliche Faktoren hinzukommen mussen, um eine Auspragung klinischer Symptome in
einem ansonsten gesunden Individuum zu bewirken. Daneben gibt es eine Reihe gut
definierter klinischer Konstellationen, in denen sich durch unausgewogene Ernéhrung
(parenteral, Phenylketonurie-abgestimmt oder Protein-arm), angeborene, akute oder
chronische Stérungen des Magen-Darm-Traktes (Kurzdarmsyndrom, extensive Diarrhoe oder
Morbus Crohn) oder durch manifeste Erkrankungen (Dialysepflicht, Cystische Fibrose,
AIDS) ein Se-Mangel einstellen kann (Kohrle und Schomburg 2006). Heutzutage wird
deshalb davon ausgegangen, dass eine isolierte Se-Unterversorgung nicht zwingend eine
Krankheit auslost, dass sich aber bei bestimmten Erkrankungen ein Se-Mangel entwickeln
kann, der das Krankheitsbild negativ beeinflusst. Entsprechend gibt es schon eine beachtliche
Liste von Plazebo-kontrollierten Se-Supplementationsstudien, die einen ersten Eindruck des
medizinischen Potentials einer gezielten Se-Statuskontrolle vermitteln und die Bedeutung
dieses Parameters fur den Krankheitsverlauf andeuten (Abbildung 5).

Studie, Selenform, Menge/Dauer Studienziel Ergebnis

NPC-Trial, 200 pg Selenhefe/Tag, nicht-Melanom- Reduktion von Prostata-, Darm- und Lungen-
(Nutritional Prevention of Cancer) Hautkrebs-Rezidive Krebs um bis zu 50% nach 4.5 Jahren*

HCC Prevention Trials, wie oben (NPC)  Leberzellkarzinom Verringerung der Leberzellkarzinome um
(hepatocellular. carcinoma) (Hepatitis-B Triiger) 35% in der Beobachtungsperiode von 6 Jahren
Autoimmun-Thyreoiditis Behandlung, TPO- und Tg-Auto- Deutliche Abnahme der Antikérpertiter nach

200 pg Na-Selenit bzw. Se-Methionin/Tag Antikdrper Belastung einer Behandlung von 3 bzw. 9 Monaten

Polyomyelitis-Virus Infektionsstudie, Immunantwort, Verbesserung der Interferon-gamma Antwort,
50-100 png Na-Selenit/Tag, 15 Wochen Virus-Titer T-Zellvermehrung und Elimination der Viren
Sepsis-, SIRS-Behandlung, Na-Selenit, Organversagen, Erhéhte Uberlebensrate, Verringerung von
variable Dosierung iiber 8-14 Tage Uberleben Komplikationen und der Intensiv-Behandlung
Fertilitdtsstudie, 100 ng Selenhefe/Tag, Spermien-Qualititund  Spermienmotilitit verbessert, erfolgreiche

3 Monate bei subfertilen Minnern erfolgreiche Vaterschaft Vaterschaft in 11% der Behandelten®*
Zentralnevdse Funktionen, Selenhefe, Depression, Epilepsie,  Positive Effekte bei Patienten mit geringen

Se-Methionin oder Na-Selenit, variabel kognitive Degeneration  Ausgangswerten, oft aber auch keine Wirkung

*Studie umstritten, da priméres Studienziel unveréndert; **Studie umstritten. da zu geringe Anzahl von Teilnehmern.

Abbildung 5: Selektive Ubersicht bereits erfolgter Plazebo-kontrollierter Se-Supplementationsstudien
mit jeweiligem primdren Studienziel und Ergebnis. Generell wurden in keiner dieser Studien negative
Nebenwirkungen berichtet, sekundare Auswertungen belegen in fast allen diesen Untersuchungen,
dass die Effekte in den Subgruppen mit initial geringen Se-Werten am deutlichsten ausfielen.
Umfangreiche Folgestudien wurden bereits fur die meisten dieser Effekte initiiert.

Fur viele Volkskrankheiten (Krebs, Demenz, Arteriosklerose, Autoimmunerkrankung,
Infektion, Sepsis, AIDS usw.) ergeben sich gute Korrelationen zwischen Prédisposition und
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Prognose mit dem Se-Status (Constans et al. 1998; Gartner et al. 2001; Sher 2001; Sole und
Jeejeebhoy 2002; Beck et al. 2003; Davis und Uthus 2004; Prummel et al. 2004). Aus diesem
Grund wird Se von manchen Wissenschaftlern und Ernahrungsexperten bereits in die Gruppe
der funktionellen Ern&hrungsstoffe, also der pharmakologisch aktiven Nahrungsbestandteile
mit nltzlichen Wirkungen, den sog. Nutriceuticals, eingeordnet (Neve 2002). Ein Se-Mangel
sollte durch ausgewogene Ernahrung bzw. eine geeignete Spezialdiat bei Risiko-Patienten
verhindert werden. Die potentiellen Gefahren einer selbstgewéhlten und eigendosierten
Supplementation sind aber zurzeit noch unabsehbar, und ein toxisches Potential von Se ist
offensichtlich (Schomburg und Kéhrle 2007).

1.5  Selenocystein (Sec) und die Familie der Selenoproteine

Im Saugerorganismus gibt es drei Arten von Se-haltigen Proteinen: Se-bindende Proteine,
deren Bedeutung und biochemische Funktionen noch kaum aufgeklart sind, SeMet-haltige
Proteine, denen vermutlich keine besondere Funktion durch die Gegenwart des
Spurenelementes verliehen wird, und die Gruppe der "echten” Sec-haltigen Selenoproteine,
von denen die meisten bis dato charakterisierten Vertreter an der Katalyse von Redox-
Reaktionen beteiligt sind, bei denen sich das Se-Atom als zentral fiir die enzymatische
Funktion erwiesen hat (Schomburg et al. 2004). Die Biosynthese dieser Proteine zeichnet sich
dadurch aus, dass wahrend der Translation die 21te proteinogene Aminosaure Sec inseriert
wird (Bock et al. 1991; Birringer et al. 2002; Hatfield und Gladyshev 2002). Dieser Prozess
ist in vielerlei Hinsicht einzigartig (siehe hierzu auch Kapitel 1.6: Molekulare Mechanismen
der Biosynthese von Selenoproteinen), z.B. dadurch, dass hierbei die Position eines
Spurenlementes in den Proteinmolekilen durch den genetischen Code exakt spezifiziert wird.
Im Gegensatz zu den anderen proteinogenen Aminosauren wird Sec nicht durch eine Sec-
spezifische Aminoacyl-Transferase auf die zustandige tRNA®EC geladen, sondern eine bereits

mit einem Seryl-Rest beladenen tRNA®

wird als Matrix genutzt, um durch den Austausch
der Hydroxyl-Gruppe des bereits gebundenen Aminoséurerestes gegen eine Selenol-Gruppe
die proteinogene Sec-beladenen tRNASEC zu generieren, die dann zur Biosynthese eines
Selenoproteins genutzt werden kann.

Die Gruppe der Selenoproteine wird im Menschen von 25 Genen kodiert (Kryukov et al.
2003), von denen viele noch ohne definierte biologische Bedeutung sind (Abbildung 6). Zu
den gut charakterisierten Selenoproteinen gehéren die Mitglieder der Familie der Glutathion-
Peroxidasen (GPx), die schon 1973 als erste Selenoproteine des S&augers identifiziert werden

konnten (Flohé et al. 1973). Diese Enzyme katalysieren den Glutathion-abhangigen Abbau
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von Peroxiden und verringern damit den Tonus von reaktiven Sauerstoffspezies, welche sonst
nach Uberfilhrung in Sauerstoffradikale unspezifische Schaden an Membranen, Proteinen
oder der DNA verursachen kdnnen (Ursini et al. 1995; Arthur 2000). Die Mitglieder
unterscheiden sich generell in der gewebespezifischen Regulation ihrer Expression, den
enzymchemischen Charakteristika wie Substratpraferenz und Reaktionskonstanten und ihrer
Lokalisation (Brigelius-Flohé 1999). Zusatzlich findet sich mit der PH-GPx (GPx-4) in dieser
Familie ein Enzym, welches neben der GPx-Aktivitat noch weitere definierte biologische
Funktionen ausiibt (sog. moonlighting Aktivitaten). Hierzu zahlen bei der PH-GPx noch
Reaktionen im Eicosanoidstoffwechsel (Kihn und Borchert 2002) und strukturgebende

Eigenschaften nach erfolgter Polymerisation im Spermium (Ursini et al. 1999).

Selenoprotein (Familie) Abktirzung Funktion(-en)

Glutathion-Peroxidasen (GPx):

zellulare GPx cGPx, GPx-1 Abbau von Peroxiden im Zytosol der Zellen aller Organe
gastrointestinale GPx GI-GPx, GPx-2  Abbau von Peroxiden im Magen-Darm-Trakt

plasma GPx pGPx, GPx-3 Abbau von Peroxiden im Blut
Phospholipid-Hydroperoxid GPx PH-GPx, GPx-4 Abbau von Membran-Peroxiden, Eicosanoidstoffwechsel
Riechepithel-GPx GPx-6 Peroxid-Abbau im Embryo und im Riechepithel

Thioredoxin-Reduktasen (TrxR):

zytosolische TrxR TrxR1 Bestandteil des zytosolischen Redoxsystems
mitochondriale TrxR TrxR2 Bestandteil des mitochondrialen Redoxsystems
hodenspezifische TrxR TrxR3 Bestandteil des testikularen Redoxsystems

Jod-Thyronin-Dejodasen (Dio):

5‘-DIO, Typ 1 DIO1, 5‘'D1 Aktivierung von Thyroxin zu T3 in Leber, Niere, usw.
5‘-DIO, Typ 2 DIO2, 5'D2 Aktivierung von Thyroxin zu T3, besonders im Gehirn
5-DIO, Typ 3 DIO3, 5D3 Inaktivierung von Thyroxin und T3 zu rT3 bzw. T2
Selenophosphat-Synthetase 2 SPS2 Selen-Aktivierung durch ATP zu Seleno-Phosphat
Methionin-Sulfoxid-Reduktase B MsrB Reduktion von Methionin-Sulfoxid zu Methionin
Selenoprotein P SePP Plasma-Transport und Speicherung von Selen

Selenoprotein P15 SelP15 Katalyse von Reodx-Reaktionen im ER, Qualitatskontrolle
Selenoprotein M Katalyse von Reodx-Reaktionen im ER, Qualitatskontrolle
Selenoprotein S Retro-Translokation vom ER ins Cytosol, ER Stress-Kontrolle
Selenoprotein H, I, K, N, O, T, V, W Selenoproteine mit noch unbekannter biologischer Funktion.

Abbildung 6: Auflistung der genetisch kodierten 25 Sec-haltigen Selenoproteine des Menschen
(Kryukov et al. 2003). Bei 17 dieser Selenoproteine konnten inzwischen definierte biochemische
Funktionen zugeordnet werden. Dabei katalysieren 11 Enzyme &hnliche Reaktionen und zeigen
strukturelle Verwandtschaft, so dass diese in 3 Familien zusammengefasst werden konnen (GPX,
TrxR, Dio). Fur 8 Proteine liegen zwar vereinzelte Expressionsdaten vor, eine spezifische Bedeutung
fur bestimmte physiologische Prozesse konnte flir diese Selenoproteine aber noch nicht definiert
werden (Schomburg et al. 2004).

Eine zweite Familie von bedeutsamen Selenoproteinen stellen die Thioredoxin-Reduktasen

(TrxR) dar, welche den intrazellularen Redox-Status und damit viele zentrale Aspekte des
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Energiemetabolismus, der Differenzierung und der Signalaktivitat kontrollieren (McKenzie et
al. 2002; Gromer et al. 2004; Nalvarte et al. 2004). Als dritte Familie von Se-abhangigen
Enzymen sind die Jod-Thyronin-Deiodasen (Dio) von zentraler Bedeutung fur die
Aktivierung der Schilddrusenhormone und deren Abbau (St Germain und Galton 1997;
Koéhrle et al. 2005). In der Hierarchie der verschiedenen Selenoproteine werden die Dio
Isoenzyme préferentiell versorgt (Gross et al. 1995; Bermano et al. 1996), so dass ein
moderater Se-Mangel sogar bei schweren Begleiterkrankungen wie einer Sepsis nicht direkt
eine Stérung der Expression dieser Enzyme verursacht und sich damit nicht unmittelbar auf
die Schilddriisenhormonkonzentrationen auswirkt (Angstwurm et al. 2004). Neben diesen drei
Familien von biochemisch intensiv charakterisierten Selenoenzymen gibt es noch einzelne
Selenoproteine mit gut definierter Funktion und mehrere noch weniger gut charakterisierte
Selenoproteine.

Fur die Aktivierung von Selenid durch ATP in der Biosynthese von Sec sind zwei Isoenzyme
bekannt, von denen die Selenophosphat-Synthetase 2 (SPS2) selbst ein Sec im aktiven
Zentrum tragt und damit in der Feedback-Regulation des Se-Metabolismus eine zentrale Rolle
einnehmen kdnnte (Tamura et al. 2004). Ebenso ist eine der Methionin-Sulfoxid Reduktasen
(MsrB) ein Selenoenzym und katalysiert die reversible Reduktion von oxidierten Methionin-
Resten in Proteinen zu ihrer urspriinglichen Thioether-Form (Moskovitz und Stadtman 2003).
Im Muskel scheinen zwei Selenoproteine von besonderer Bedeutung, namlich das relativ
héufige, kleine, Se-responsive 9 kDa Selenoprotein W (Whanger 2000) und Selenoprotein N,
das als einziges Selenoprotein bisher mit humanen Erbkrankheiten assoziiert werden konnte
(Moghadaszadeh et al. 2001). Zum Transport, zur Verteilung und zur Speicherung von Se
dient ein von der Leber synthetisiertes Plasmaprotein, Selenoprotein P (SePP), das als
Langzeitindikator im Plasma fur das Monitoring des Se-Status genutzt werden kann (Persson-
Moschos et al. 1995; Hill et al. 1996). Die Selenoproteine P15 und M sind strukturhomolog
und im Endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert. Beide Selenoproteine sind an der
Qualitatskontrolle von Proteinen, die (ber eine Signalsequenz am rauen ER ins Lumen
synthetisiert werden, beteiligt. Durch proteinchemische Analyse eines hochmolekularen
Komplexes und Kolokalisationsexperimente konnte eine direkte Protein-Protein Interaktion
von Selenoprotein P15 mit der UDP-Glukose-Glykoprotein Glykosyltransferase (EC 2.4.1.-)
im ER gezeigt werden (Korotkov et al. 2001). Diese Wechselwirkung stellt sicher, dass das
Selenoprotein im ER verbleibt und nicht an den Golgiapparat weitergeleitet wird.
Weiterfuhrende NMR Studien von gereinigten Proteinen haben dann in den Selenoproteinen
P15 und M Thioredoxin-ahnliche Domanen identifiziert (Ferguson et al. 2006), die Thiol-
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Disulfid-Austauschreaktionen katalysieren konnen und dadurch wie die Proteindisulfid-
Isomerase (EC 5.3.4.1) aktiv die Qualitat neu synthetisierter Proteine mitkontrollieren. Die
Expression des dritten ER-residenten Selenoproteins, i.e. Selenoprotein S (SelS), wird im
Menschen auch durch genetische Polymorphismen im Promotor des Gens beeinflusst. Unter
inflammatorischer Stimulation erfolgt eine Genotyp-abhangige Induktion dieses Proteins,
welches seinerseits den Grundtonus proinflammatorischer Zytokine kausal mitbestimmt
(Curran et al. 2005). Entsprechend wird gerade fur dieses Selenoprotein, welches initial
aufgrund der Regulation in Hungerphasen durch Glukose auch "Tanis" (aus dem Hebrdischen
fir "Fasten™) genannt wurde, der Zusammenhang zwischen Se-Status, entzundlichen
Reaktionen und Typ 2 Diabetes diskutiert (Walder et al. 2002). SelS weist eine einzelne
Transmembrandoméne auf, und &hnlich wie bei den TrxR befindet sich der Sec Rest an
vorletzter Position des 189 Aminosauren langen Proteins.

Somit konnten diese drei Proteine durch ihren Beitrag zur Qualitatskontrolle im ER das
Ausmall an sog. ER-Stress modulieren, die Menge fehlgefalteter sezernierter Proteine
kontrollieren und dariiber ein weiteres wichtiges Verbindungsglied zwischen Immunsystem
und Se-Status darstellen. Die physiologische Bedeutung der anderen in Abbildung 6

angefihrten Selenoproteine ist noch weitgehend unbekannt (Schomburg et al. 2004).

1.6 Molekularer Mechanismus der Selenoprotein Biosynthese

Der Metabolismus von Sec und die Biosynthese von Selenoproteinen sind durch einzigartige,
eigentumliche und faszinierende Stoffwechselwege gekennzeichnet (Abbildung 7). Die

Synthese von Sec-haltiger tRNASE®

erfolgt, wie oben beschrieben, nicht mittels der freien
Aminosdure Sec, sondern ausgehend von einer Seryl-beladenen tRNA (Boéck et al. 1991). Das
Spurenelement wird aus den unterschiedlichen Se-haltigen Molekilen freigesetzt, zum
Selenid reduziert und durch enzymatische Phosphorylierung aktiviert. Hierbei dient
hauptsachlich Glutathion als Reduktionssystem fiir Selenit wéhrend SeMet zu Sec
transseleniert wird und eine Sec-spezifische B-Lyase Se aus Sec abspaltet (Mihara et al.
2000). Se wird dann Uber Se-Wasserstoff durch eine ATP-abhangige Phosphorylierung zu
Selenophosphat aktiviert (Tamura et al. 2004). Eine Sec-Synthetase (SelA) katalysiert
schlieflich den Austausch der endstandigen Hydroxylgruppe durch die Selenylgruppierung,
womit die Synthese der Sec-tRNASF® als Baustein fiir Selenoproteine abgeschlossen ist
(Hatfield und Gladyshev 2002). Die Synthese von Selenoproteinen bedarf neben dieser

spezialisierten Enzyme und Stoffwechselwege auch einer hierfir entwickelten
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Proteinsynthesemaschinerie, die nur z.T. auf allgemeine Komponenten der Translation
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Selenoprotein-Biosynthese (Schomburg und Kohrle
2007). Die Selenocystein(Sec)-spezifische tRNAS® wird zunéchst mit einem Seryl-Rest beladen (1).
Selenid wird durch eine ATP-abhangige Reaktion zu Selenophosphat aktiviert und zum Austausch der
Hydroxylgruppe zur Selenolgruppe genutzt (2). Selenoproteine werden durch Transkripte kodiert, die
sich durch eine Haarnadelstruktur im 3‘untranslatierten Bereich der mRNA auszeichnen (sog.
SelenoCystein-Insertions Sequenzen, SECIS-Elemente). Diese Strukturelemente werden durch
SECIS-bindende Proteine (SBP2) erkannt (3) und rekrutieren Sec-spezifische Elongationsfaktoren
(EFsec), die Sec-tRNAS binden und an das Ribosom dirigieren (4). Dieses Zusammenspiel
spezifischer Translationsfaktoren ermdglicht den Sec-Einbau in die wachsende Peptidkette und eine
eindeutige Dekodierung des UGA-Kodons als Sec-Insertionssignal (5). Bei Se-Mangel kann das
UGA-Kodon als Translationsterminationssignal missinterpretiert werden und einen Abbau der mMRNA
einleiten (sog. Nonsense-Mediated Decay, NMD).

Selenoproteine werden durch mRNA-Transkripte mit speziellen Strukturmerkmalen kodiert.
Dazu gehort das Sec-spezifische Kodon UGA, welches in diesen Transkripten nicht fir den
ublichen Translationsstopp, sondern fur die Insertion der 21ten proteinogenen Aminoséure
Sec in die wachsende Proteinkette kodiert (Berry et al. 1997). Damit befindet sich dieses
UGA-Kodon nicht am Ende eines offenen Leserasters, sondern es spezifiziert im kodierenden
Bereich der mRNA den Einbau des Sec-Restes in die wachsende Peptidkette des entstehenden
Selenoproteins. Die Dekodierung des zweideutigen UGA-Kodons als Sec-Insertionssignal
erfolgt durch das Zusammenspiel einer Haarnadelstruktur im 3‘-untranslatierten Bereich des
Transkriptes (sog. SECIS-Element, SelenoCystein-Insertions-Sequenz) mit spezifischen
RNA-bindenden Transfaktoren (sog. SECIS-bindende Proteine, SBP2). Neben diesen
Eigentumlichkeiten gibt es flr den erfolgreichen Einbau des Sec in die wachsende Peptidkette
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noch einen spezifischen Elongationsfaktor, EFsec (Fagegaltier et al. 2001). Nur das
reibungslose Zusammenspiel dieser Sec-spezifischen Komponenten ermdglicht eine effektive
ribosomale Proteinbiosynthese von Selenoproteinen.

Im Gegensatz zur hier geschilderten Situation im Eukaryonten exprimieren Bakterien ein
SelB-Genprodukt, welches die Funktionen und Domanen von SBP2 und EFsec in einer
Peptidkette vereint, d.h., das bakterielle SelB erkennt und bindet sowohl das SECIS-Element
und interagiert auch direkt mit der beladenen Sec-tRNA>® und dem Ribosom (Béck et al.
1991). Da das UGA-Kodon auch als Stoppkodon bei der Translation interpretiert werden
kann, konkurriert im Eukaryonten der Sec-Einbau mit dem Kettenabbruch (Berry et al. 1994)
und kann dadurch auch den Abbau der mRNA (ber einen sog. Nonsense-Mediated Decay
(NMD) Mechanismus einleiten (Sun und Maquat 2002). Dieser Mechanismus stellt sicher,
dass Stopp-Mutationen im Leseraster nicht zur Gberméafiiigen Produktion trunkierter Proteine
fuhren, da solche Produkte die biologischen Funktionen, die Proliferation und Apoptose der
betroffenen Zellen umprogrammieren kénnen. Somit Ubernimmt dieser Mechanismus eine
wichtige Schutzfunktion vor mutierten und trunkierten Genprodukten. Im Fall von
Selenoprotein mMRNA, wie z.B. der GPx-1, fuhrt aber der NMD zu einer effektiven
posttranskriptionalen Regulation der Halbwertszeit der GPx-1 Transkripte, so dass nicht nur
die Menge an synthetisiertem Enzym durch eine niedrige Se-Konzentration beschrénkt wird,
sondern auch die mRNA der GPx-1 durch gezielten Abbau im Se-Mangel reduziert ist (Sun et
al. 2000).

Im Vergleich unterscheiden sich die einzelnen Selenoprotein mRNA deutlich in Bezug auf
Stabilitat und Se-abhdngigen Abbau durch den NMD Prozess (Maquat 2004). Die
intrazelluldre Lokalisation der Sec-spezifischen Elongationsfaktoren ist offensichtlich fiir den
Prozess des NMD ausschlaggebend (de Jesus et al. 2006). Sowohl EFsec als auch SBP2
tragen nukleédre Lokalisationssignale (NLS) und Exportsignale (NES). Die Bindung der Sec-
beladenen Sec-tRNASE® an EFsec im Cytoplasma kann den Kerneintritt des Komplexes
bewirken. Dort erfolgen die Interaktionen mit SBP2 und der mRNA zu einem ternéren
Komplex. Externe Signale wie z.B. Verdanderungen des intrazellularen Redox-
Gleichgewichtes verandern die Konformation und intrazellul&re Lokalisation von SBP2 (Papp
et al. 2006). Letztendlich schutzt die nukleére Lokalisation vor dem Abbau der mRNA durch
NMD, zur Proteinbiosynthese transloziert der Komplex aber ins Cytoplasma zurtick, wo bei
Se-Mangel der NMD-vermittelte Transkriptabbau erfolgen kann (de Jesus et al. 2006).

Zwei hierarchische Prinzipien sind in der Biologie des Se besonders bemerkenswert und fir
die Physiologie und Toxikologie relevant. Die Synthese der unterschiedlichen Selenoproteine
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wird nicht gleichermallen reduziert wenn ein Se-Mangelzustand vorliegt, d.h., einige
Selenoproteine werden préferentiell mit dem limitierenden Spurenelement versorgt wahrend
die Synthese der anderen fast vollstandig eingestellt wird (Bermano et al. 1995; Gross et al.
1995). Hieraus kann man versuchen, teleologisch auf die Wichtigkeit der einzelnen
Selenoproteine zu schlieBen (Wingler et al. 1999). Diese Hierarchie kann nur Teilaspekte
einer zweiten und physiologisch noch bedeutsameren Hierarchie erkldaren, nédmlich der
auffalligen Unterschiede, mit welcher einzelne Gewebe bzw. Organe ihren Se-Gehalt in
Mangelzeiten aufrechterhalten, wahrend andere Kompartimente fast ihren kompletten Se-
Vorrat einbuRen (Behne et al. 1988). Hierbei erweisen sich das Gehirn und die endokrinen
Organe als besonders effektiv in der Se-Verwertung und Retention, wéhrend Leber, Niere
oder Plasma schnell ihre Se-Speicher entleeren und nach kurzen Depletionsphasen eine nur
noch mangelhafte Selenoprotein-Biosynthese durchfiihren (Behne et al. 1988).

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass Se im Korper durch sehr ausgefeilte
Stoffwechselwege verteilt wird. Der Aufnahmemodus, die Anreicherung und die
Bioverfiigbarkeit sind fur die verschiedenen Se-Formen unterschiedlich. Se-Mangelzustéande
wirken sich nicht gleichermaRen schwerwiegend auf alle Selenoproteine und Gewebe aus. Die
lebenswichtigen Organe wie Gehirn und endokrine Driusen bleiben auch in Mangelzeiten
durch spezifische Regulationsmechanismen préaferentiell versorgt. Die beiden hierarchischen
Prinzipien der Se-Versorgung im Organismus, i.e., eine Hierarchie der Organe und eine
Hierarchie der Selenoproteine, sind wahrscheinlich dafiir verantwortlich, dass man trotz
deutlich unterschiedlicher Se-Versorgung in verschiedenen Regionen der Welt bzw. selbst bei
intermittierend sehr schlechter Zufuhr (vegetarische, parenterale oder einseitige Ernéhrung)
keine akuten gesundheitlichen Schaden, Ausfélle und Mangelsymptome beobachtet. Die
Ausscheidung von Se kann an die nutritive Zufuhr angepasst werden, allerdings ist dieser
Zusammenhang recht komplex und nicht durch eine einfache lineare Korrelation modellierbar
(Janghorbani et al. 1999). Aber ebenso, wie es dem Menschen gelungen ist, den Mond zu
betreten und seine Schattenseite zu erhellen, dirfen wir hoffen, in naher Zukunft auch einige
weitere Schleier des geheimnisvollen Elementes der Mondgéttin geliiftet zu sehen, so dass
uns Risiken und Nebenwirkungen, die pathophysiologische Relevanz und das therapeutische
Potential des Se offenbar und einer kontrollierten Nutzung zugénglich werden. Diesem Ziel

waren und sind die im Folgenden geschilderten eigenen Bemuihungen gewidmet.
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2 ERGEBNISSE
2.1 Biologische Bedeutung von Selenoprotein P (SePP)

2.1.1 Schomburg L, Schweizer U, Holtmann B, Flohé L, Sendtner M und Koéhrle J,
Biochem J 370, 397-402, 200. (ANLAGE A)

Unter allen bekannten Selenoproteinen nimmt Selenoprotein P (SePP) eine Sonderstellung
ein, da die mRNA in Mensch und Nager zehn separate UGA-Kodons fiir den Einbau der
21ten proteinogenen Aminosaure Sec in die wachsende Peptidkette enthélt (Hill et al. 1991).
Zudem weisen die Transkripte im 3'-untranslatierten Bereich nicht nur 1 SECIS-Element,
sondern 2 distinkte SECIS-Elemente auf, die den Einbau der Sec-Reste mit unterschiedlicher
Effizienz unterstutzen (Stoytcheva et al. 2006). Die biologische Funktion von SePP war seit
seiner Entdeckung unklar, der Reichtum an Se-Atomen pro Molekdl erlaubte allerdings schon
sehr frih die Vermutung, dass SePP als Se-Transportprotein fungieren kénnte (Motsenbocker
und Tappel 1982). Ein sehr direkter Ansatz, um die Funktion eines Genproduktes in vivo zu
analysieren, besteht in der gezielten genetischen Inaktivierung des entsprechenden Gens in
der Maus durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen, die nach der
Verifikation des gewinschten Rekombinationsereignisses zur Generierung chimarer
Nachkommen genutzt werden. Die gezielte Verpaarung heterozygoter Transmittertiere fuhrt
dann in weiteren Generationen zum Aufbau einer trangenen Zucht, die auch Nachkommen
liefert, in denen beide Allele des Gens deletiert sind, sog. homozygot defiziente oder Knock-
Out (KO) Mduse.

Im Fall von SePP wurde ein Austauschvektor kloniert, in dem das untranslatierte Exon 1 und
Intron 1 des murinen SePP-Gens mitsamt dem Promotor in einem 3,6 kb grof3en Fragment
erhalten blieb, und im darauf folgenden kodierenden Exon 2 nach 5 Aminosduren das
Leseraster in die kodierende Sequenz eines B-Galaktosidase-Reportergens einmiindete. Die
Transkription dieses rekombinanten Gens sollte damit zur Expression eines Fusionsproteins
unter der Kontrolle des endogenen SePP Promotors am SePP Lokus im Genom fiihren, und
dadurch gezielte Einblicke in die SePP-Expression in vivo durch Reporteranalysen liefern.
Leider wurde dieses theoretisch vielversprechende Fusionsgen in vivo in den erzeugten
transgenen Tieren nicht exprimiert, ein Ergebnis, welches in ca. 50% analoger Versuche mit
anderen Genen ebenso beobachtet wird. Nichtsdestotrotz konnten homozygote SePP-KO
Mé&use herangezogen und analysiert werden. Die Tiere zeigten ein breites Spektrum an
phanotypischen Auffélligkeiten, die sich z.T. als Se-Mangelsymptome erkléren liel3en, z.T.

aber auch vollig unerwartete Einblicke in die Bedeutung des Se-Stoffwechsels erlaubten.
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Augenfélligster Phénotyp war ein deutlich reduziertes Wachstum der homozygoten SePP-KO
Nachkommen, die 33 Tage nach der Geburt nur ca. 50% des Gewichtes der unverénderten
oder heterozygot defizienten SePP(+/-) Geschwister zeigten (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Konzeption und Durchfiihrung zur Inaktivierung des Gens von SePP in der Maus
(Schomburg et al. 2003). Das normale SePP Gen (wild type allele) enthélt 5 Exons, von denen Exon 1
nicht translatiert wird (A). Der Rekombinationsvektor (targeting vector) wurde dermalien konstruiert
und Kloniert, dass 5 Aminosduren von SePP aus Exon 2 im Leseraster in die genetische Information
einer R-Galaktosidase (lacZ) minden. Zusétzlich wurde eine Neomycin-Resistenzkassette (neo) zur
Selektion transgener Stammzellen eingefligt. Erfolgreiche homologe Rekombination kann im Southern
Blot durch die Abwesenheit des normalen SePP-Genfragmentes nach Fragmentierung mit dem
Restriktionsenzym Hind 111 (bei 6 kb) und dem Nachweis des Fragmentes aus dem Transgen bei 4 kb
verifiziert werden (B). Die Northern-Analyse der SePP-Transkripte aus Lebergewebe zeigt, dass
gendosisabhéngig auch die mRNA Konzentrationen von SePP in den transgenen Tieren deutlich
reduziert vorliegen (heterozygote Mause, +/-) bzw. vollstandig abwesend sind (homozygote SePP-KO
Mause, -/-). Im Vergleich zu Kontrolltieren (D, links) zeigen SePP-KO Mause (D, rechts) ein deutlich
reduziertes Wachstum mit verringerter Gewichtszunahme am Tag 33 nach der Geburt (E).

23



Um die These zu uberprifen, dass SePP ein wichtiges Protein fur den Se-Stoffwechsel sei,
wurde eine Methode zur Se-Analytik aus kleinen Probemengen aufgebaut und validiert. Diese
Methode beruht auf der Bildung fluoreszierender Piazselenol-Verbindungen nach erfolgter
Totalhydrolyse der Probensubstanz (Sheehan und Gao 1990). SePP-KO Mause zeigten ein
charakteristisch verdndertes Muster der Se-Konzentrationen in ihren Geweben und dem
Serum. Uberraschenderweise war die Se-Konzentration in der Leber nicht verringert, sondern
signifikant erhéht (Abbildung 9). Parallel waren in denselben Tieren die Se-Konzentrationen
im Serum, in der Niere, im Hodengewebe und im Gehirn signifikant reduziert. Hieraus lasst
sich folgern, dass SePP fiur den Se-Metabolismus und die Verteilung des Spurenlementes in
den Geweben essentiell ist. Der Verlust der hepatischen SePP-Expression bewirkt eine
Akkumulation von Se in der Leber, was sich auch durch die erhéhte Aktivitat der hepatischen

Selenoenzyme GPx (Abbildung 12) und TrxR (nicht gezeigt) dulRert.
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Abbildung 9: Analyse der Se-Konzentrationen (links) und GPx Aktivitaten (rechts) in Geweben von
Kontrolltieren und SePP-KO Mausen (Schomburg et al. 2003). Der Se-Gehalt im Serum zeigt eine
deutliche Abhéngigkeit von der SePP-Gendosis und fallt in heterozygoten SePP+/- und SePP-KO
Méusen auf 60% bzw. 22% der Kontrollwerte ab (links, A). In Gehirn, Niere und Hoden zeigen SePP-
KO Tiere deutlich reduzierte Se-Konzentrationen (links, B, C, D) wéahrend Se im Lebergewebe
akkumuliert (links, E). Parallel zu den veranderten Se-Werten fallt die Aktivitat der Se-abhangigen
GPx in Gehirn, Hoden und Niere ab (rechts, A, B, C) und steigt im SePP-KO Tier spezifisch in der
Leber im Vergleich zu Kontrollgewebe an (rechts, D). Somit stort der Verlust der SePP Expression die
Se Homdostase in vivo und fiihrt zu einem verdndertem Muster der Se-Gewebe Konzentrationen und
der Expression von Se-abhangigen Enzymen.
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Um die molekulare Ursache der verénderten Expression der Se-abhdngigen Enzyme
herauszuarbeiten, wurden Northern-Blot Analysen durchgefiihrt. Die Verénderung der Se-
Konzentration in den Zellen koénnte Uber Redox-regulierte Transkriptionsfaktoren eine
verdnderte Transkription der entsprechenden Gene bewirken oder alternativ kdnnten auch
posttranskriptionale Mechanismen (z.B. der oben erwdhnte RNA-Abbau Uber den NMD-
Weg) zu einer reduzierten mRNA-Konzentration der Se-abh&ngigen Genprodukte flhren.
Interessanterweise waren im Se-angereicherten Lebergewebe keine Anderungen auf mRNA-
Ebene feststellbar, wahrend im Gehirn eine moderate Reduktion der GPx-1 (cGPx)

Transkriptspiegel erkennbar war (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Northern-Blot Analyse von ausgewahlten Se-abhdngigen Genprodukten in Leber
(links) und Gehirn (rechts) von Kontrolltieren (+/+), heterozygoten (+/-) und SePP-KO Méusen (-/-)
(Schomburg et al. 2003). Die Reduktion der SePP-mRNA Konzentrationen in Leber und Gehirn bis
zum volligen Verlust im Gewebe der SePP-KO Tiere bestétigt die erfolgreiche genetische
Inaktivierung und zeigt die Gendosis-abhéngige Transkription von SePP in vivo. Die Signale der
cGPx-mRNA sind im Gehirn der SePP-KO Individuen reduziert, was auf einen NMD-Mechanismus
im Se-verarmten Gewebe zuruckgefihrt werden kann. Die Transkriptkonzentrationen der NMD-
unanfélligen PH-GPx zeigen keine konsistenten Veranderungen in den Geweben der SePP-KO Tiere.

Die meisten der hier gezeigten Ergebnisse wurden kurz nach dieser Publikation von einer

unabhangigen Gruppe aus Nashville, Tennessee, U.S.A., bestétigt (Hill et al. 2003).
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2.1.2 Schweizer U, Michaelis M, Kéhrle J und Schomburg L, Biochem J 378, 21-26,
2004. (ANLAGE B)

Neben der oben geschilderten Bedeutung von SePP fiir den Se-Status des Serums und der
Gewebe war die bereits in den 80er Jahren postulierte Transportfunktion von SePP
(Motsenbocker und Tappel 1982) noch zu uberprifen. Als erster Schritt stand hierbei die
Frage im Vordergrund, ob der schwere Phanotyp von SePP-KO Mausen durch ein
gesteigertes Angebot von Se verhindert werden kann. Hierzu wurde das Trinkwasser der
Mause mit unterschiedlichen Mengen Natriumselenit angereichert, und als erste Biomarker
der Effektivitat dieser Malinahme wurden Koérpergewicht und Bewegungsfahigkeit der Méuse
untersucht. Hierbei zeigte sich ein dosisabhéngiger Effekt auf das Wachstum der SePP-KO
Mause und deren motorische Leistungsfahigkeit (Abbildung 11 und 12). Damit war die

Madglichkeit eroffnet, die Schwere des Phanotyps durch Se-Supplementation zu kontrollieren.
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Abbildung 11: Gewichtszunahme wahrend der ersten Lebenswochen in Abhéangigkeit vom Se-
Angebot und von der SePP-Gendosis (Schweizer et al. 2004). Nachkommen aus den Verpaarungen
von heterozygoten Elterntieren wurden individuell markiert und ihr Wachstum wurde wéhrend der
ersten 35 Lebenstage analysiert. Auf Kontrolldidt setzte nach 2 Wochen ein Wachstumsspurt bei
Kontrollmdusen (+/+) und heterozygoten Tieren (+/-) ein, der in SePP-KO Méusen ausblieb. So
wiesen diese Tiere nach 35 Tagen nur die Halfte des Gewichtes der Geschwister auf (A). Dieses
Wachstumsdefizit konnte durch die Zugabe von 100 puM Natriumselenit im Trinkwasser der
Muttertiere vollstandig vermieden werden (B), wobei zu bemerken ist, dass unabhangig vom Genotyp
diese Supplementation durch toxische Nebenwirkungen eine geringere Gewichtszunahme bedingt als
auf Kontrolldiat. Die Supplementation mit 1 bzw. 10 uM verursacht eine partielle dosisabhéngige
Normalisierung des Wachstums der SePP-KO Tiere (C).

Mannliche SePP-KO Tiere zeigten Uberdies Ataxien und komplette Infertilitat. Zur Analyse
der motorischen Koordination und der Ausdauer wurde eine Rotarod-Analyse etabliert.
Hierbei handelt es sich um Messungen mittels einer Apparatur, in der die Mduse zunehmend
schneller auf einem rotierenden Stab gegen die Drehrichtung laufen missen ohne

abzustiirzen. Ist die Koordination gestort oder erlahmen die Krafte, so fallen die Tiere ca. 10
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cm tief und betatigen durch ihr Gewicht einen Tastkontakt, der die zu Beginn gestartete Uhr
zur Zeitnahme des Verbleibens auf dem Stab stoppt (Abbildung 12). Auch in diesem
Testverfahren erwies sich die Se-basierte Supplementation zur Vermeidung der Entwicklung

des Phénotyps als erfolgreich und gut reproduzierbar.
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Abbildung 12: Dosisabhéngige Vermeidung der Bewegungsstorung von SePP-KO Maéusen durch
Natriumselenit-angereichertes Trinkwasser (Schweizer et al. 2004). Die motorischen Fé&higkeiten von
Kontrollméusen und transgenen SePP-KO Tieren wurden auf einem rotierenden Stab in Abhéngigkeit
von der Se-Versorgung analysiert. Die sog. Rotarod Apparatur (links unten) liefert dabei als Messwert
die Verweildauer auf dem sich beschleunigenden Stab. Die Elterntiere der zu testenden Mé&use waren
mit steigenden Natriumselenit-Konzentrationen im Trinkwasser versorgt gewesen, und sie
entwickelten daraufhin abhangig vom Genotyp ein charakteristisches Ansteigen der Serum-Se
Konzentrationen (rechts unten). Mit der Verbesserung der Se-Versorgung normalisierte sich auch die
kurze Verweildauer und das mangelhafte Lernverhalten der SePP-KO Mé&use im Rotarod Test (A, B).
Ohne Supplementation zeigten die SePP-KO Méuse nur eine durchschnittliche Verweildauer von ca.
50 sec. ohne erkennbaren Lerneffekt bei aufeinanderfolgenden Laufversuchen (A). Unter der
Supplementation mit 100 uM Natriumselenit im Trinkwasser war sowohl ihr Laufverhalten als auch
die Lernfahigkeit in diesem Test verbessert und nicht mehr unterscheidbar von Kontrolltieren (B).

Trotz dieser Erfolge bei der Vermeidung des Wachstumsdefizit und der Bewegungsstorung
blieb die komplette Infertilitdt auch nach erfolgter Supplementation mit Natriumselenit
unverandert bestehen. Nichtsdestotrotz ergab sich die Frage, in welcher Form die Muttertiere
das erhohte Se-Angebot an die SePP-KO Nachkommen weitergegeben hatten. Hierzu wurden
Milchproben von sdugenden Muttertieren isoliert und analysiert. Es zeigte sich, dass die
heterozygoten Muttertiere unter Kontrollbedingungen oder nach Selenit-Supplemetation das
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Spurenelement Uberwiegend in proteingebundener Form an die Nachkommen weiterreichten.
Die Natriumselenit-Supplementation bewirkte eine nur geringflgige Steigerung der Se-
Konzentration der Muttermilch, welche auf nicht-prazipitierbare, l6sliche Selenformen
zuritickzufuhren ist (Abbildung 13). Diese Analysen zeigten, dass sdugende Muttertiere trotz
deutlich unterschiedlicher Se-Versorgung und Se-Serumkonzentrationen die Se-Menge in der
Muttermilch sehr konstant zu halten vermdgen. Diese Eigenschaft schiitzt die Nachkommen
offensichtlich sowohl vor einer unzureichenden Versorgung mit dem Spurenelement als auch

bei GbermaRiger Exposition der Mutter vor toxischen Konzentrationen.
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Abbildung 13: Analyse des Se-Gehaltes der Muttermilch in Abh&ngigkeit von der Natriumselenit-
Supplementation und Effekt der Supplementation auf die Enzymaktivitit der Se-abhangigen GPx der
Niere (Schweizer et al. 2004). Die Se-Konzentration in der Muttermilch erwies sich als relativ
unabhéngig von der zugefihrten Natriumselenit-Menge und lag bei 120-150 pg/L (links).
Unterschiede ergaben sich in der l6slichen Fraktion, vermutlich durch Ubertretendes Natriumselenit
aus dem Trinkwasser in die Muttermilch. Die renale GPx Aktivitat als Marker des Se-Status &nderte
sich unter den Supplementations-Bedingungen in den Kontrolltieren nicht, wohl aber in SePP-KO
Mausen (rechts, Tabelle). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Supplementation sowohl die Se-
Konzentrationen im Serum als auch in peripheren Geweben auch in Abwesenheit von SePP anheben
kann, dass hingegen die Qualitat der Muttermilch weitgehend unabhéngig von der Se-Versorgung eine
ausreichende, sichere und nicht iberméaRige Se-Versorgung der Nachkommen sicherstellt.

Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse, dass SePP zwar nicht essentiell fur ein
normgerechtes Wachstum und eine uneingeschrankte Entwicklung der Bewegungsfahigkeit
ist, aber bei limitierender Versorgung mit dem Spurenelement dessen Aufnahme und
biologische Verwertung und damit den Se-Status positiv beeinflusst und kontrolliert. Es wirkt
dadurch wie ein molekularer Vermittler der effektiven Uberfilhrung des Se-Angebotes aus der
Nahrung in einen korpereigenen, mobilen, stabilen und kontrollierbaren Se-Pool. Diese
Funktion dirfte gerade bei nicht GberméaBiger Versorgung mit dem Spurenelement, wie es in
weiten Teilen der Welt zu konstatieren ist, von besonderer Bedeutung fur das gesundheitliche
Wohlergehen sein und so eine ungestorte Physiologie des Organismus erlauben.
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2.2 Hierarchische Prinzipien im Selenstoffwechsel

2.2.1 Schomburg L, Schweizer U, Kéhrle J, Cell Mol Life Sci 61, 1988-1995, 2004
(ANLAGE C)

Die Ergebnisse mit den SePP-KO Mausen brachten neben einigen nahe liegenden
Ergebnissen auch vollig tiberraschende Befunde. So entwickelte sich wahrend der ersten 35
Lebenstage ein Wachstumsdefekt (siehe Abbildung 11), und die mannlichen SePP-KO Tiere
zeigten im adulten Stadium den Phénotyp einer kompletten Infertilitat (Abbildung 14). Dieses
Resultat kam nicht unerwartet, da es auch bei Tieren auf Se-Mangeldiaten zuvor beobachtet
wurde (Brown und Burk 1973).

Table 1. Transgenic mouse models analysing selenoproteins and Se-dependent processes.

Class OMIM KO model Health effects

In development Upon challenge

lodothyronine deiodinase (DIO)

DIO 1 *147892 not rep. (likely mild) ?

DIO2 *601413 [31] growth defect, hearing loss defective cold adaptation

DIO 3 *601038 [30] growth retardation fatalities

Glutathione peroxidase (GPx)

GPx-1 *138320 [38] none reported sensitive to oxidative stress
GPx-2 *138319 [39] none reported colitis/cancer in GPx1/GPx2 KO
GPx-3 *138321 not rep. (likely mild) ?

GPx-4 *138322 [26] embryonic lethal reduced fitness of hemizygotes
GPx-6 #607913 impossible Se dependent in human only

Thioredoxin reductase (TrxR)

TrxR1 =601112 [28] embryonic lethal -

TrxR2 *606235 [28] embryonic lethal -

TGR *606448 not rep. ? ?

Methionine sulfoxide reductase (Msr)

MsrB *606216 not rep. ? ?

Selenophosphate synthetase (SPS)

SPS2 #606218 not rep. (likely lethal) ?

Selenoprotein P (SePP)

SePP *601484 [34,35] growth defect, ataxia, seizures male infertility

All selenoproteins (tRINA [Serlsx)

in general *165060 [25] embryonic lethal -

in mammary *165060 [68 none reported altered tumor suppressor levels
in liver #165060 [29] none reported liver and fat necrosis, fatalities

Abbildung 14: Ubersicht (iber transgene Mausmodelle, die zum Zwecke der Analyse der biologischen
Bedeutung von Selenoproteinen generiert wurden (Schomburg et al. 2004). Die Essentialitidt des
Spurenelements wird besonders dadurch deutlich, dass viele der generierten Modelle keine
lebensfahigen Nachkommen generierten (GPx-4, TrxR1, TrxR2 und tRNASE®). Der OMIM Eintrag
verweist auf die Dokumentation zum entsprechenden humanen Gen, zur chromosomalen Organisation
und zum Phéanotyps einer entsprechenden Erbkrankheit (soweit bekannt), wie sie in der Online-
Version des Victor A. McKusick Verzeichnisses auf dem Server der National Institutes of Health der
USA zu finden sind (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Bei der Detailanalyse von Spermien stellte sich heraus, dass die Se-abhangige GPx-4 im
Spermium nach kovalenter Crossvernetzung eine essentielle strukturgebende Funktion erfiillt

(Ursini et al. 1999). Vollig unerwartet war hingegen die Beobachtung, dass SePP-KO Mause
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einen neuronalen Phanotyp entwickelten. Sie zeigten Ataxien und gelegentliche epileptische
Anfélle. Diese Beobachtung war zuvor in tierexperimentellen Studien mit Se-defizienter
Erndhrung nicht gemacht worden, und zeigte sich auch bei keinen der anderen inzwischen
publizierten transgenen Mausmodelle zur Analyse der biologischen Bedeutung von
Selenoproteinen (Abbildung 14). Eine intensive Literaturrecherche nach dem potentiellen
Zusammenhang von epileptischen Anfallen und Se-Status ergab, dass auch bei menschlichen
Patienten, die an Epilepsie leiden, eine Subgruppe mit auffallig geringer Se-Plasma-
konzentration gibt. Durch eine gezielte Se-Supplementation konnte bei diesen Patienten nicht
nur die Se-Konzentration im Blut erhdht, sondern ebenso die Anfallshdufigkeit und der
Schweregrad der epileptischen Episoden drastisch verringert werden (Ramaekers et al. 1994).
Anhand dieser Ergebnisse und durch den Vergleich zu den Daten von Se-defizienten
Tiermodellen konnten wir gerade fur das Zentrale Nervensystem eine reversible extrazellulére
Se-Speicherfunktion flr SePP ableiten (Abbildung 15).

intracellular \

selenoproteins incl.
GPx TrxR DIO MsrB

i UBA  UBGA (UGA)n |

Abbildung 15: Schematische Darstellung der zentralen Stoffwechselwege bei der Aufhahme,
Speicherung und Biosynthese von Se-haltigen Nahrungsbestandteilen bzw. Selenoproteinen
(Schomburg et al. 2004). Neben der ubiquitar ablaufenden Biosynthese der cytosolischen GPx-1 als
intrazelluldrem  Selenoprotein  mit  Speicherfunktion kodnnen gerade Zellen des Zentralen
Nervensystems SePP synthetisieren, in die unmittelbare Umgebung sezernieren und als extrazellularen
lokal verfiigbaren Se-Vorrat reversibel wieder aufnehmen und verwerten (sog. SePP-Zyklus). Details
zum Aufnahmemechanismus sind noch weitgehend spekulativer Natur, eine reversible Biosynthese
und Reaktivierung ist aber mit den experimentellen Daten in Einklang und liefert eine gute
Arbeitshypothese flir kommende Detailstudien (Schomburg et al. 2004).
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Das entsprechende Modell geht davon aus, dass neben dem intrazelluldaren Se-Pool, der
hauptséchlich durch die Se-abhangige Transkription und Biosynthese von GPx-1 kontrolliert
wird, SePP als extrazelluléarer, bei Bedarf reaktivierbarer Se-Speicher von den Neuronen
genutzt werden kann und die hierarchisch-préferentielle Versorgung des Gehirns sicherstellt
(sog. SePP-Zyklus). Hierbei dient die in Zellkultur beobachtete préferentielle Aufnahme von
proteolytisch generierten C-terminalen SePP-Fragmenten als neurotrophe Faktoren
(Hirashima et al. 2003) als regulierendes Prinzip, dass eine bedarfsgerechte Remobilisierung
des extrazelluléren Se-Pools erlaubt.

Weitere Unterstutzung fand dieses zunéchst spekulative Modell inzwischen durch den
fehlenden neuronalen Phanotyp, den wir nach der selektiven Inaktivierung aller hepatischen
Selenoproteine durch die gewebespezifische Deletion der tRNASE beobachteten (Schweizer
et al. 2005). Auch in diesem Modell fiel die Serumkonzentration von Se durch das Fehlen des
von der Leber sezernierten SePP drastisch ab, jedoch konnte das Gehirn seine Se-
Konzentration auch gegen den Gradienten im Serum halten, und entsprechend waren auch
keine neurologischen Auffalligkeiten in diesen Méusen zu beobachten (siehe unten). Ob ein
ahnlicher SePP-Zyklus auch fir die préferentielle Retention des Spurenelementes im
Hodengewebe zur Sicherstellung der Fertilitdt bei Mangelversorgung funktional ist, konnte
bis jetzt noch nicht mit Sicherheit herausgearbeitet werden.

Zusammengefasst belegen diese Studien, dass SePP mehrere Funktionen im Se-Metabolismus
ubernimmt. Es kontrolliert den Se-Status des Serums und der Gewebe uUber die
Stoffwechselwege der Leber und die bedarfsgerechte Biosynthese und Sezernierung ins Blut.
Zusatzlich ist SePP auch als reversibler extrazellularer Se-Speicher in bestimmten Geweben
wie z.B. dem Gehirn von entscheidender Bedeutung. Somit ist SePP auch fiir die lokale
praferentielle Aufrechterhaltung der Spurenelementversorgung im Zentralen Nervensystem
verantwortlich und liefert damit einen wichtigen Schlissel zum Verstdndnis der
hierarchischen Abhéngigkeit der verschiedenen Gewebe vom Se-Status.
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2.2.2 Schomburg L, Riese C, Michaelis M, Griebert E, Klein MO, Sapin R, Schweizer U
und Kohrle J, Endocrinology 147, 1306-1313, 2006. (ANLAGE D)

Die Versuche mit Nagetieren auf Se-Mangeldiat hatten gezeigt, dass neben dem Zentralen
Nervensystem auch die endokrinen Organe praferentiell mit Se versorgt werden bzw. ihren
Se-Status auch bei mangelhafter Versorgung mit dem Spurenelement effektiv erhalten konnen
(Behne et al. 1988). Hierbei sticht die Schilddrise besonders hervor, da sie das Organ mit der
hdchsten Se-Konzentration darstellt (Dickson und Tomlinson 1967; Drasch et al. 2000). In
der Schilddriise wird Se fiir die Biosynthese einer Reihe von Selenoproteinen bendtigt, unter
anderem von GPx-1, GPx-2 und GPx-4, von TrxR-1 und -2, und den beiden 5'-Dio
Isoenzymen (Kohrle et al. 2005). Die besonders hohen Aktivitaten der GPx Enzyme scheinen
gerade in dem Schilddriisengewebe von besonderer Bedeutung zu sein, da bei der Synthese
der Schilddriisenhormone Thyroxin (T4) und Triiod-Thyronin (T3) hohe Konzentrationen von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) generiert werden (Beckett und Arthur 2005; Koéhrle et al.
2005). SePP-KO Mause zeigen generell verminderte Konzentrationen von Se in den
untersuchten Geweben, i.e., in Serum, Niere, Hoden und Gehirn (Schomburg et al. 2003). Der
Wachstums-Phénotyp und die Ataxien und Lernbehinderungen legten die Vermutung nahe,
dass diese Mause eine Hypothyreose entwickelt hatten. Die Analyse der mRNA
Konzentrationen des stringent durch T3 regulierten hypophysaren Thyroidea-Stimulierenden
Hormons (TSH) zeigten jedoch keine Auffélligkeiten (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Analyse der Schilddriisenhormon-Achse in SePP-KO Mausen (Schomburg et al. 2006).
Die mRNA Konzentrationen von SePP zeigen in den Hypophysen von Kontrollméusen und SePP-KO
Tieren die erwarteten Unterschiede geméal der SePP Gendosis im Northern Blot (A) und nach
guantitativer Auswertung der Signale durch einen Phosphoimager (B). Trotz fehlender SePP
Expression in den SePP-KO Mausen sind aber die Signale der stringent durch Schilddriisenhormone
regulierten hypophyséren beta-Untereinheit des Thyroidea-Stimulierenden Hormons (TSH) unver-
andert. Somit erscheinen die SePP-KO M&use trotz eines gesttrten Se-Metabolismus euthyreot (A, B).
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Dieser Befund war angesichts des Phanotyps, der ahnlich in hypothyreoten Mausmodellen zu
beobachten ist, liberraschend. Die nachste wichtige Analyse stellt den Vergleich des Se-Status
der Schilddriise in den verschiedenen Genotypen dar. Neben der Gesamt-Se Analyse
empfiehlt sich als Biomarker der Se-Verfugbarkeit fiir die Biosynthese von Selenoproteinen
die Bestimmung der Expression von GPx-1, da die mRNA dieses Enzyms durch NMD bei
Se-Mangel aktiv abgebaut wird (Sun et al. 2000). Der Vergleich von Kontrolltieren mit SePP-
KO Mausen lieferte keinen Anhaltspunkt fur einen reduzierten Se-Status in den transgenen
Tieren (Abbildung 17). Somit wird die Schilddriise préferentiell und unabhdngig von SePP

mit dem essentiellen Spurenelement versorgt.
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Abbildung 17: Analyse des Se-Status der Schilddriise in SePP-KO Mausen (Schomburg et al. 2006).
In der Northern-Analyse von mRNA aus einzelnen Schilddriisen verifiziert die Abwesenheit der SePP
Signale aus SePP-KO Méusen und die reduzierte Signalstarke in heterozygoten SePP+-Madusen die
eingeschrénkte bzw. fehlende Expression von SePP mRNA in den Geweben (A). Die unverdndert
starken Signale der Se-abhéngigen GPx-1 mRNA deuten auf einen guten Se-Status der Schilddriisen
in allen drei betrachteten Genotypen hin (A). Dieses Ergebnis wird durch die unveréndert starke
Expression der GPx-Aktivitdt (B) und den unverénderten Se-Gehalt der Schilddrisengewebe (C)
verifiziert. Die leicht erhdhte Aktivitdt der Diol in den heterozygoten SePP+-Mé&usen deckt sich mit
den Ergebnissen, die in Futterversuchen mit Se-Mangelernahrung gewonnen wurden (Bermano et al.
1995). Zusammengefasst belegen diese Ergebnisse, dass die Schilddriise unabhangig von SePP einen
guten Se-Status aufrechterhalten kann.

Im Vergleich zu den Ergebnissen der reduzierten Selenoprotein Expression im Gehirn und des
in diesem eigentlich préferentiell versorgten Gewebes ebenfalls reduzierten Se-Gehaltes muss
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die Schilddrise auBerordentlich hoch in der Hierarchie der unterschiedlichen Organe fiir die
Se-Versorgung eingeordnet werden (Abbildung 18). Im Gegensatz zu den anderen bislang
analysierten Geweben zeigte sie sich in diesen Analysen auch vollig unabhangig von der
hepatischen und intra-thyreoidalen SePP-Expression, ein Befund, der die Schilddriise an die
Spitze der praferentiell versorgten Gewebe setzt.

dietary
Se-sources

Abbildung 18: Hierarchische Anordnung der unterschiedlichen Gewebe bzw. Kompartimente in
Bezug auf die Se-Versorgung (Schomburg et al. 2006). Die mit der Nahrung aufgenommenen Se-
Quellen werden in erster Linie durch effektive leberspezifische Stoffwechselwege aufgenommen und
in Selenoproteine uberfiihrt. Die Leber stellt das Hauptsynthese-Organ fur SePP im Blut dar, welches
die Niere mit Se versorgt und vermutlich direkt oder tber die circumventrikuldren Strukturen ins
Zentrale Nervensystem gelangt. In SePP-KO Maéusen verringern sich die Se-Konzentrationen in
Serum, Niere und Gehirn. Fehlt nur die hepatische SePP Biosynthese, so kann das Gehirn seinen
préaferentiellen Se-Status aufrechterhalten. Hierbei bedient es sich des oben angesprochenen SePP-
Zyklus (Abbildung 15). Die Schilddriise erscheint noch hoher in dieser hierarchischen Versorgung zu
stehen, da das Gewebe auch in Abwesenheit von SePP unveréndert hohe Se-Konzentrationen aufweist
und unvermindert hohe enzymatische Aktivitaten der verschiedenen Selenoproteine exprimiert.

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse in Verbindung mit der bereits lange bekannten
hohen Se-Konzentration in der Schilddriise darauf hin, dass die Evolution die hierarchischen
Prinzipien des Se-Metabolismus dahingehend optimiert hat, dass eine ungestorte Funktion der
Schilddriise und Biosynthese der Schilddrusenhormone auch in kurzfristigen oder chronischen
Mangelsituationen bzw. erkrankungsbedingten Se-Aufnahmestérungen sichergestellt werden
konnen. Diese Erkenntnis verwundert angesichts der essentiellen Funktionen der
Schilddrisenhormone fir die neuronale Entwicklung, das Wachstum und den Energie-
stoffwechsel nicht.
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2.3 Molekulare Mechanismen der Selenoprotein Expression

2.3.1 Dumitrescu AM, Liao XH, Abdullah MS, Lado-Abeal J, Majed FA, Moeller LC,
Boran G, Schomburg L, Weiss RE und Refetoff S, Nat Genet 37, 1247-52, 2005
(ANLAGE E)

Sowohl die Umsetzung des Schilddrusenprohormons Thyroxin (T4) zum biologisch aktiven
Triiod-Thyronin (T3) als auch der Abbau von sowohl T4 als auch T3 wird von Isoenzymen
der Familie der lodothyronin-Deiodasen (Dio) katalysiert (Kohrle et al. 2005). Es sind drei
Dio Isoenzyme bekannt, die alle ein fur die Katalyse essentielles Se-Atom im aktiven
Zentrum aufweisen. Die hohere Reaktivitat der Selenol-Gruppe im Vergleich zu z.B. einer
Thiol-Gruppe erscheint fir die zu katalysierende Reaktion der lodabspaltung essentiell, denn
Cys-Mutanten sind um GréRenordnungen weniger aktiv (Schomburg et al. 2004). Somit ist es
vorstellbar, dass Menschen mit gestorter Selenoprotein-Biosynthese dadurch auffallig werden,
dass ihre Schilddriisenhormonachse gestort ist.

In Chicago in der Gruppe von Prof. Samual Refetoff wurden in der pé&diatrischen
Endokrinologie Patienten identifiziert, die ein bis dahin nicht erklarbares Profil gestorter
Schilddriisenhormon-Konzentrationen im Blut aufwiesen. Die T4-, reversT3- und TSH-Werte

waren erhéht und die Gesamtmenge an T3 (TT3, total T3) war erniedrigt (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Hormonwerte von Kindern, die an einer Erbkrankheit mit gesttrter Selenoprotein
Biosynthese leiden (Dumitrescu et al. 2005). Oben ist der Stammbaum der betroffenen Familie
angefihrt (ein Kreis steht fiir ein weibliches, ein Quadrat fur ein ménnliches Familienmitglied; der
horizontale Strich verbindet Eheleute und ausgefillte Symbole zeigen die betroffenen Patienten an).
Unter den Symbolen ist das jeweilige Alter des Familienmitglieds angegeben. In den unteren Zeilen
sind die Hormonwerte aufgefiihrt, rechts davon ist der Normalbereich angedeutet. Aufféllig sind bei
den Pateinten die stark erhohten T4-, TSH- und rT3-Werte bei niedrigen T3-Konzentrationen.
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Da bei diesen Patienten offenbar eine Storung des Feedback-Regulationssystems der
Schilddriisenhormonachse vorlag, entschlossen sich die behandelnden Mediziner dazu, einen
TSH-Suppressionstest mit T4 und alternativ mit T3 durchzufiihren. Uberraschenderweise war
die Applikation von T3 erfolgreich, und supprimierte wie bei den gesunden Geschwistern das
erhohte TSH, wahrend sich T4 als nicht effektiv in den Patienten erwies (Abbildung 20).
Hieraus konnte man schlussfolgern, dass eine Stérung der Konversion von T4 zu T3 vorliegt,
und dieses Defizit durch eine gestorte Expression der Dio Enzyme verursacht wird.
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Abbildung 20: TSH-Suppressionsversuche bei den Patienten und ihren gesunden Geschwistern durch
T4 (b, links) bzw. T3 (Dumitrescu et al. 2005). Von der Erbkrankheit betroffene Kinder (ausgefullte
schwarze Symbole) zeigen keine effektive Suppression der Serum-TSH Werte auf eine T4 Applikation
(b), wahrend sie ebenso wie die gesunden Geschwister mit einer deutlichen im Normbereich liegenden
Suppression des TSH nach T3 Applikation reagieren (c). Eine nahe liegende Schlussfolgerung dieser
klinischen Daten besteht in dem Postulat, dass bei den betroffenen Kindern die Expression bzw.
Regulation der Se-abhangigen Dio Enzyme gestort ist, da diese Selenoproteine den Metabolismus der
Schilddriisenhormone kontrollieren und auch die Aktivierung von T4 zu T3 Kkatalysieren.

Die anhand dieser Befunde und Interpretation initiierte Sequenzierung der Gene von Diol-3
brachte keine auffalligen Mutationen in den Patienten zum Vorschein. Somit wurde in einem
néchsten Schritt die Expression der Dio Enzyme aus Hautstanzen in vitro untersucht. Hierzu
wurde neben der Bestimmung der mRNA Konzentrationen und Enzymaktivitaten ein
Stimulationsexperiment mit dem stabilen Agonisten der cAMP-abhéngigen Signalkaskade db-
CAMP durchgefiihrt. Da Fibroblasten nur Dio2 exprimieren, welche durch cAMP-abhéngige
Stimulaiton induziert werden kann, sollte dieser Ansatz die Regulation des Dio2 Gens
eruieren (Abbildung 21). Uberraschenderweise konnte db-cAMP durchaus die mRNA
Konzentration von Dio2 deutlich erhdhen, nicht aber die Aktivitit des Enzyms. Damit durfte
ein Biosynthese-Defekt des Selenoproteins Dio2 in den Patienten vorliegen, der eine
unzureichende Aktivierung von T4 in den verschiedenen Geweben bedingt, welches sich
letztendlich in den gestérten Schilddriisenhormonwerten &uflert. Anhand dieser Ergebnisse
blieb zu testen, ob sich der Biosynthesedefekt spezifisch auf Dio2 bezog, oder ob eine

generelle Storung der Selenoprotein Biosynthesemaschinerie vorlag.
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Abbildung 21: Analyse der Dio2 Expression in Fibrobalsten-Kulturen der Patienten und ihrer
gesunden Geschwister (Dumitrescu et al. 2005). Die Dio2 Enzymaktivitét (a, links) lieR sich in den
gesunden Geschwistern (Quadrate: unaffected) durch Stimulation mit db-cAMP (dunkle ausgefullte
Symbole) gegenlber dem Grundzustand (offene Symbole) deutlich induzieren, nicht aber in den
Patienten (Kreise: affected). Auf mRNA Ebene hingegen (b) zeigten sowohl die Patienten als auch die
gesunden Geschwister eine deutliche Induktion der Dio2 Transkript-Konzentrationen, wenn db-cAMP
der Kultur zugesetzt wurde (Grundzustand: helle graue Balken; db-cAMP-Induktion: dunkle Balken).
Somit reagierte die Transkription vom Dio2 Gen normal, die Translation der Dio2 mRNA in aktives
Protein war in den Patienten hingegen deutlich gestort.

Zur Analyse, ob der Defekt Dio2-spezifischer Natur ist oder eine allgemeine Stérung der
Selenoprotein Biosynthese darstellt, wurden Serumproben der Patienten und der gesunden
Geschwister verglichen. Hier kam die oben beschriebene fluorimetrische Analytik der Se-
Gesamtbestimmung und eine semiquantitative Analyse der SePP-Konzentration im Serum
durch Western Blot zum Einsatz (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Analyse der SePP- und Se-Konzentrationen aus Serumproben der SBP2-Patienten
(Dumitrescu et al. 2005). Sowohl die SePP-Konzentration (c) als auch der Gesamt-Se Gehalt (d) war
im Serum der Patienten (Aff) signifikant reduziert im Vergleich zu den Geschwistern (Un). Zur
Analyse kamen 4 Patienten aus 2 unabhangigen Familien (Familie B aus Irland, A aus Saudi Arabien).
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Es zeigten sich in beiden Parametern des Se-Status deutlich reduzierte Werte bei den
Patienten, was einen generellen Defekt der Selenoprotein Biosynthese nahe legt. Damit
konzentrierte sich die Suche nach dem Erbdefekt auf Gene, die flir generelle Komponenten
der Selenoprotein Biosynthesemaschinerie kodieren (siehe Abbildung 8 und 17). Eine
Kopplungs-Analyse schloss wegen mangelnder Comigration der Erkrankung mit Markern auf
3021.3 den Sec-spezifischen Elongationsfaktor EFsec aus, so dass das SECIS-Bindende
Protein 2 (SBP2) als bester potentieller Kandidat brig blieb. Die Sequenzierung des SBP2
Gens zeigte dann in der Tat in allen betroffenen Patienten Mutationen, die entweder einen
Aminosdure-Austausch bewirkten, durch eine Stoppmutation fir ein trunkiertes SBP2 Gen-

produkt kodierten oder eine alternative Splice-Donor Sequenz generierten (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Kopplungs-Analyse von Kandidatengenen und Identifizierung von Mutationen im Gen
des Sec-spezifischen Elongationsfaktors SBP2 in Patienten mit gestorter Selenoprotein Expression
(Dumitrescu et al. 2005). Da die Stablitdt von Dio2 posttranslational durch Ubiquitin-abhangige
Proteolyse reguliert wird, wurde neben der Kopplungsanalyse der Dio-lsoenzyme (a) auch die
Ubiquitin-konjugierenden Enzyme UBE2G1, UBE2L3 und UBE2G2 (b) und die Ubiquitin-Proteasen
USP20 und USP33 (c) analysiert. Hier zeigten sich keine Kopplungen mit dem Phéanotyp. Der
Vergleich mit den Sec-spezifischen Elongationsfaktoren EFsec und SBP2 deutete auf Marker in der
Nahe des SBP2-Lokus als potentiell mit der Erbkrankheit assoziierte Sequenzbereiche. Die
Sequenzierung des SBP2 Gens der Patienten offenbarte dann in der hier gezeigten Familie eine
Missense-Mutation, in der ein CGG-Triplett (Arginin) in ein CAG-Triplett (Glutamin) Gberflhrt
wurde. Offensichtlich ist das dadurch verdnderte SBP2 Protein nicht mehr voll in der Selenoprotein
Biosynthese funktionstiichtig.
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Diese Arbeit stellt den ersten Bericht tber eine erbliche Erkrankung von Komponenten der
Selenoprotein Biosynthese Maschinerie dar, und beleuchtet, dass sich Stérungen in diesem
Stoffwechselweg durch endokrine Aberrationen der Schilddriisenhormonachse dufern.
Hierbei erwies sich der Sec-spezifische Elongationsfaktor SBP2 als limitierender Faktor bei
der Translation von Selenoproteinen, insofern konnten weitergehende Studien, die sich mit
der endogenen Regulation der Expression dieses nicht-Selenoproteins befassen, neue
Einsichten zur Kontrolle des Se-Metabolismus liefern. Gerade fiir den unten ausgefihrten
Geschlechterdimorphismus bei der Expression von Selenoproteinen (siehe Abschnitt 2.3.2)
konnte ein solches Unterfangen wichtige grundlegend neue Einsichten generieren.

39



2.3.2 Riese C, Michaelis M, Mentrup B, Gétz F, Kohrle J, Schweizer U und SchomburgL,
Endocrinology 147, 5883-92, 2006. (ANLAGE F)

Bei der Analyse des Phanotyps des SePP-KO Modells fiel auf, dass nur die mannlichen SePP-
KO Maduse an einer kompletten Infertilitat litten, nicht aber die weiblichen Tiere (Hill et al.
2003; Schomburg et al. 2003). Auch das Ausmall des Wachstumdefizits, die Starke und
Héaufigkeit epileptischer Anfalle und das spontane Versterben im Zeitraum des Absetzens
vom Multtertier zeigte eine klare Praferenz fur mannliche Méause. Diese Beobachtungen
erforderten eine geschlechterspezifische Analyse des Se-Status und der Expression von
Selenoenzymen in den Geweben. Daten aus der Literatur zu z.B. der geschlechterspezifischen
Expression von Diol sind uneinheitlich und widersprichlich (Riese et al. 2006). Der
Vergleich der Serum-Se Konzentrationen in léslicher und durch Trichloressigsaure (TCA)
prazipitierbarer Form zeigte, dass sich diese generellen Biomarker des Se-Status zwischen
den Geschlechtern nicht unterscheiden (Abbildung 24). Hingegen war die Aktivitat der
extrazellularen GPx-3 im Serum von Weibchen héher als bei Ménnche.

1A
1C
Serum Se [ng/l] GPx3 activity, serum
female 351+£25 5
male 331+ 30 E 6 —_— |
i —
§
=]
1B E 2
Serum Se [ug/l] 0
(precipitable fraction) male female
female 205+ 18
male 288 + 17

Abbildung 24: Geschlechterspezifischer Vergleich der Serum Se-Konzentrationen und GPx-3
Aktivititen (Riese et al. 2006). Méannliche und weibliche C57BL/6 Mé&use wurden auf normaler
Mausdiat bis zum Lebenstag 35 (P35) herangezogen. Der Se-Gesamtgehalt des Serums (1A) und die
durch TCA prézipitierbaren Se-haltigen Anteile (1B) wurden bestimmt und zeigten sich als nicht vom
Geschlecht abhangig. Hingegen wiesen Weibchen eine deutlich erhéhte Aktivitat der plasmatischen
GPx-3 auf (1C), ein Befund, der dem Verhaltnis im Menschen entspricht (Rush und Sandiford 2003).

Da die genetische Inaktivierung des SePP-Gens einen starken geschlechterspezifischen
Phanotyp hervorrief, wurden in einem néchsten Schritt die mRNA Konzentrationen in

méannlichen und weiblichen Geweben verglichen. Hier zeigten sich drastische
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geschlechterspezifische Unterschiede der SePP mRNA-Konzentrationen sowohl in Leber als
auch in Niere (Abbildung 25). Interessanterweise war das Expressionsprofil in diesen beiden
Organen gegenléufig, so dass Méannchen eine hohere renale aber niedrigere hepatische SePP

MRNA Konzentration aufwiesen.
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Abbildung 25: Vergleich der SePP mRNA-Konzentrationen in Leber und Niere von ménnlichen und
weiblichen C57BL/6 Madusen (Riese et al. 2006). Wahrend die mRNA Konzentrationen der
ubiquitdren GPx-1 und der extrazellularen GPx-3 keinen ausgepragten Geschlechterdimorphismus
aufweisen, unterscheiden sich die Transkriptmengen von SePP deutlich in Leber (2A) und Niere (2B)
von weiblichen (female) und mannlichen (male) Versuchstieren.

Die Analysen des SePP-KO Modells hatten gezeigt, dass SePP als Se-Transport und
Speicherprotein den Se-Status einzelner Gewebe kontrollieren kann. Deshalb wurden
angesichts der dimorphen SePP mRNA Expressionen auch die Se-Gewebekonzentrationen in

Leber und Niere analysiert (Abbildung 26). Hier zeigten sich keine Unterschiede.

Se tissue concentration [ng/mg protein]

Liver, female 21x203

Liver, male 21204
Kidney, female 24+05
Kidnev, male 2512006

Abbildung 26: Vergleich der Se-Gehalte von Leber und Niere aus méannlichen und weiblichen Mausen
(Riese et al. 2006). Es zeigten sich keine geschlechterabhéngigen Unterschiede, die
Gewebekonzentrationen lagen durchgehend bei 2,1 bis 2,5 ppm Se.
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Die Patienten mit dem geerbten Defekt im SBP2 Gen entwickelten eine Stérung der
Schilddriisenhormonachse (siehe 2.3.1), deshalb wurde auch ein gezielter geschlechter-
spezifischer Vergleich der Dio Expressionen durchgefiihrt (Abbildung 27). Hier waren
wiederum deutliche Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Geweben erkennbar.
Da die Literaturdaten bei dhnlichen Vergleichen sehr heterogene Ergebnisse lieferten, kam die
Vermutung auf, dass neben dem Geschlecht auch der aktuelle Se-Status einen Einfluss auf die
dimorphe Expression von Diol haben konnte. Daraufhin wurden Mause unter
Normalbedingungen und unter Se-Mangelfutter herangezogen und verglichen (Abbildung 27).
Hier erwies sich neben dem Geschlecht auch der Se-Status von entscheidender Bedeutung fir

die Auspragung dieses sexuellen Dimorphismus der Expression von Diol.

Liver Liver Kidney Kidney

regular diet Se-poor diet regular diet Se-poor diet

male | female | male | female | male female | male female

transcript 1.00 1.42% 1.00 | 1.80* |]1.00 1.53*%* 11.00 4. 55%%%

activity 1.00 | 0.36%** | 1.00 |0.83 1.00 1.84%** 1 1.00 4.21%%*

protein/transcript | 1.00 0.25 1.00 0.46 1.00 1.20 1.00 0.93

Abbildung 27: Vergleich der mRNA Konzentrationen (transcript) und Diol Enzymaktivitaten
(activity) in Leber und Niere von méannlichen und weiblichen C57BL/6 Mausen auf Normaldi&t
(regular diet) oder auf Se-Mangeldiat (Se-poor diet) (Riese et al. 2006). Der sexuelle Dimorphismus
der Diol Expression wird besonders deutlich, wenn das Verhaltnis der Enzymaktivitat mit relativen
mRNA-Konzentrationen gebildet (letzte Zeile: protein/transcript) und zwischen den Geschlechtern
verglichen wird. Hierbei wurden zu Darstellungszwecken die Werte im Ménnchen auf 1,00 gesetzt.
Unter der Se-Mangeldiét verstarken sich die Unterschiede auf mRNA-Ebene, wohingegen sich die
Aktivitatsspiegel in der Leber angleichen und in der Niere noch divergenter entwickeln.

Anhand der Ergebnisse zur Bedeutung des Sec-spezifischen Elongationsfaktors SBP2 in den
identifizierten Patienten (siehe oben) wurde durch quantitative Real-Time PCR Analyse
schlieflich die Expression von SBP2 zwischen maénnlichen und weiblichen Geweben
verglichen. Hierbei ergaben sich keine Unterschiede, die diesen Geschlechterdimorphismus in
der Diol Expression erkldaren konnten (Riese et al. 2006). Somit bleibt die molekulare
Ursache dieses offensichtlichen Unterschieds der Translationseffizienz in Abhéngigkeit vom
Geschlecht und vom Se-Status noch unbekannt. Nichtsdestotrotz zeigen diese Ergebnisse
eindeutig, dass die sexuell dimorphe Expression von Selenoproteinen auf mindestens zwei

unterschiedlichen Ebenen reguliert wird: bei der Transkription und bei der Translation.
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2.3.3 Schomburg L, Crit Care Med, 2007, in press (ANLAGE G)

Der unter 2.3.2 beschriebene Geschlechterunterschied bei der Biosynthese und Expression
von Selenoproteinen ist zunachst ausschlieBlich im Tierexperiment beobachtet worden. Es
bleibt die Frage, ob diese Befunde auch fur den Se-Stoffwechsel im Menschen, die
menschliche Gesundheit und die Biosynthese der humanen Selenoproteine von Bedeutung
sind. Entsprechende Analysen sind im Menschen nicht durchfiihrbar, und publizierte
Ergebnisse zu den Wirkungen von Se-Supplementationen sind in den wenigen verfiigbharen
Studien meist nicht explizit auf einen Geschlechterunterschied aufgrund unzureichender
GroRe entweder der méannlichen oder der weiblichen Teilnehmergruppen analysiert und
publiziert worden (siehe hierzu auch Abbildung 5).

Medizinisch besonders eindrucksvoll und berzeugend stellt sich die Datenlage bei einer Se-
Supplementation in der Sepsis dar. Im Tiermodell zeigte sich, dass die Plasma Se-
Konzentration in der Akutphase stark abfallt (Maehira et al. 2002). Hierzu konnte die in
Zellkultur beobachtete negative Regulation der SePP Expression in Hepatozyten durch
proinflammatorische Zytokine beitragen (Dreher et al. 1997; Mostert et al. 2001). Da die
Biosynthese von SePP auch durch den verfiigbaren Pool von Sec-beladener tRNA®C reguliert
wird, ist es naheliegend, dass eine Se-Supplementation die SePP Synthese und damit den
Serum Se-Spiegel wieder normalisieren kdnnte. Auf der Intensivstation bei septikdmischen
Patienten, bei denen sich ein starker Verlust von Se wahrend der Erkrankung einstellte, wurde
beobachtet, dass sich dieser Mangel negativ auf das Uberleben und die Erkrankungs-
auspragung auswirkte (Forceville et al. 1998; Angstwurm et al. 1999).

Nun ist recht aktuell eine groflangelegte multizentrische Studie zum Effekt einer
entsprechenden Se-Supplementation mit Natriumselenit auf die Mortalitdt und Morbiditat bei
Sepsis durchgefuhrt worden (Angstwurm et al. 2006). Hier zeigten sich drastische Effekte, die
Se als mitentscheidenden Parameter fiir den Krankheitsverlauf einer Sepsis belegen, i.e., die
28-Tage Uberlebensrate betrug in der Plazebo-Gruppe nur 50,0% und fiel in der Se-Gruppe
auf 39,7% ab. Allerdings zeigt die Detailanalyse retrospektiv, dass auch hier ein
entscheidender Unterschied im hepatischen Se-Metabolismus zwischen den Geschlechtern
vorliegen konnte. Wahrend sich in der Gruppe der mannlichen Sepsispatienten die
Natriumselenitgabe sehr eindeutig und positiv auf die Uberlebensrate auswirkt, ist dieser
Effekt nicht einmal als Tendenz in der deutlich kleineren Gruppe der weiblichen Patienten
erkennbar (Schomburg 2007). Urséchlich hierfir koénnte die noch ungeniigende
GruppengrolRe sein, oder ein Unterschied im Selenmetabolismus, wie er von uns im

Tiermodell beschrieben wurde (Riese et al. 2006). Letztendlich werden hier gro3er angelegte
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Supplementationsstudien Klarheit bringen missen. Unsere Detailstudien zu den mRNA-
Expressionsprofilen, die bei unterschiedlichem Se-Status in mé&nnlichen und weiblichen
Lebern von erwachsenen Mausen erhoben werden kdnnen, belegen deutliche Unterschiede in

der Responsivitat zwischen den Geschlechtern (Abbildung 28).

W- W+Se M- M+Se

Leber-mRNA, n=5, 60d, BALB/c
Chip: Affx 430, 45000 sets,

Trust

Abbildung 28: Transkriptomanalyse aus Leber von erwachsenen weiblichen (W) und mannlichen (M)
BALB/c Mausen auf Se-reichem (+Se) oder Se-Mangel-(-)Futter (L. Schomburg et al., noch
unpubliziert). Jede horizontale Linie représentiert die Expressionsstarke eines von ca. 22000
detektierten Transkripten (gelb: durchschnittlich starke Expression; rot: erhohte und blau: erniedrigte
MRNA Konzentration). Die vertikalen Spalten stellen die Ergebnisse fir die 4 verglichenen mRNA-
Praparationen dar (von links nach rechts: W-, Weibchen: Se-arm; W+Se: Weibchen: Se-reich, M-,
Ménnchen: Se-arm; M+Se: Mannchen: Se-reich). Das jeweilige Dendrogramm Uber den Spalten
driickt die Ahnlichkeit der Expressionsprofile aus, und offenbart, dass sich ein veranderter Se-Status
deutlich stérker in der mannlichen als in der weiblichen Leber auswirkt. Datenerhebung und
Visualisierung erfolgte in Kooperation mit Dr. U. Ungethiim und Dr. R.-J. Kuban, LFCG, Charité.

Wahrend sich die mRNA Konzentrationen vieler Gene in den Lebern der weiblichen Tiere in

Abhéngigkeit vom Se-Status nur geringfiigig verénderten, zeigten die Profile aus méannlichen
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Lebern nur noch wenig Ahnlichkeit zueinander, so dass hier die Wirkung des diatetisch
geénderten Se-Status zu deutlichen Verschiebungen im Intermediarstoffwechsel fiihren diirfte.
Bis die zugrunde liegenden molekularen und physiologischen Konsequenzen einer Se-
Supplementation besser eingeschétzt werden konnen, sollte deshalb eher praventiv bei
geringem Se-Status eines Patienten vor einem chirurgischen Eingriff bzw. einer andersartigen
intensiven Therapie eine kontrollierte Se-Supplementation in der empfohlenen Dosierung
erfolgen. Diese Pravention ware sicher auch generell in der bundesdeutschen Bevdlkerung
winschenswert, empfielhlt sich aber gerade bei Krankenhausaufenthalt und im Besonderen
vor anstehenden Operationen. Auch in der hier zitierten und kommentierten SIC-Studie
(Angstwurm et al. 2006; Schomburg 2007) korreliert die bessere Prognose eindeutig mit
einem initial hoheren Se-Status. Wahrend sich bei den gut versorgten Patienten kein
statistisch signifikanter Effekt durch die Supplementation sondern lediglich ein Trend zeigt,
ist der Zusammenhang zwischen Se-Mangel und erhohter Sterblichkeit in der schlecht
versorgten Plazebogruppe signifikant und sehr ausgepragt.

Ein sehr analoges Bild bietet sich auch bei Krebserkrankungen, bei denen sowohl die Inzidenz
als auch die Prognose fiir den Verlauf der Erkrankung eine deutliche Abhangigkeit vom Se-
Status und vom Geschlecht aufweist (Rayman 2005). Diese beiden Volkskrankheiten zeigen
insofern eine starke Parallele in ihrer Se-Abhédngigkeit und deuten auf einen gemeinsamen

zugrunde liegenden Mechanismus der Pathogenese und der Se-Wirkung (Schomburg 2007).
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3 DISKUSSION

Diese Arbeit beschreibt molekulare Mechanismen, die den Se-Status kontrollieren und
regulieren. Se wird als essentielles Spurenelement aus der Nahrung aufgenommen, in die 21te
proteinogene Aminosdure Sec Uberfuhrt und fur die Synthese von Selenoproteinen genutzt.
Hierzu muss es innerhalb des Korpers dem Bedarf entsprechend verteilt und von den
Korperzellen effektiv aufgenommen werden. Schon in den 80er Jahren des letzten
Jahrhunderts wurde ein Plasmaprotein beschrieben, welches Se als Sec enthdlt und als
Transportprotein fungieren konnte (Motsenbocker und Tappel 1982). Durch die molekulare
Identifizierung und Klonierung des Gens fur SePP aus Ratte wurde ersichtlich, dass dessen
MRNA insgesamt 10 UGA Kodons fur den Sec-Einbau im offenen Leseraster aufweist und
damit innerhalb der bekannten Selenoproteine einzigartig ist (Hill et al. 1991). Dieser Se-
Reichtum unterstrich die potentielle Funktion als Transportprotein. Nachfolgende
Beobachtungen zeigten, dass SePP an Endothelzellen bindet (Burk et al. 1997), Peroxynitrit
abbauen kann (Arteel et al. 1998), als neurotropher Faktor fir die Kultivierung von
Nervenzellen benétigt wird (Yan und Barrett 1998) und PH-GPx-Aktivitét in vitro aufweist
(Saito et al. 1999). Zusammengenommen deuteten diese Studien auf ein komplexes und
mannigfaltiges Aktivitatsspektrum von SePP hin (Burk und Hill 2005).

Diese Einschatzung wurde durch die hier beschriebenen Analysen der transgenen
Mausmodelle und endokrinen Patienten bestatigt und erweitert. Entgegen der persdnlichen
Erwartung waren SePP-KO Mause lebensfahig und zundchst phanotypisch unaufféllig. Diese
Beobachtung belegt bereits, dass SePP im Gegensatz zu der Sec-spezifischen tRNA®EC (Bosl
et al. 1997), der PH-GPx (Yant et al. 2003) oder der TrxR-1 oder -2 (Conrad et al. 2004;
Jakupoglu et al. 2005) nicht essentiell ist. Ob dieser Befund auch fur den Menschen gilt,
bleibt fraglich. Bis dato sind noch keine erblich bedingten SePP-defizienten Patienten
beschrieben, ein Umstand, der auf die Essentialitdt von SePP im Menschen schliessen lasst
oder auf den Mangel an geeigneter Technik zur ldentifikation eines solchen Defizits und
entsprechend durchgefuhrter Reihenanalysen. Der Aufbau eines sensitiven Assays zur
Quantifizierung von SePP aus menschlichen Serumproben ist in den letzten Monaten erfolgt
und lasst erwarten, dass wir diese Frage in naher Zukunft beantworten werden kénnen.
Nichtsdestotrotz zeigten die SePP-KO Mause ein Wachstumsdefizit, neurologische Ausfalle
und Infertilitat bei den Mannchen. Hierdurch offenbarten sich Se-sensitive Kérperfunktionen
und eine entscheidende Rolle von SePP im Se-Stoffwechsel, welche bislang bei rein
diatetischen Se-Mangelmodellen nicht oder nur bedingt beobachtet werden konnten (Behne et
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al. 1988). Die Analyse der Se-Konzentrationen in den unterschiedlichen Organen zeigte, dass
SePP-KO Maéuse eine erhohte Se-Konzentration in der Leber aufwiesen, nicht aber in den
anderen Organen. Diese Beobachtung erlaubt den Rickschluss, dass Nahrungs-Se auch ohne
SePP effektiv aufgenommen und in die Leber transportiert werden kann. Bei SePP-Mangel
hingegen wird das hepatische Se-Angebot fiir die Biosynthese anderer Selenoproteine genutzt,
wie z.B. fir das ubiquitare Selenoprotein GPx-1, welches generell sehr sensitiv auf
Anderungen des Se-Status reagiert und als intrazellulares funktionales Se-Speicherprotein
dient (Lei und Cheng 2005). Diese Veranderung der Selenoprotein-Biosynthese bei SePP-
Defizienz in SePP-KO Mausen erhoht daraufhin hepatische GPx Aktivitat unter reduzierter
SePP Freisetzung und bedingt einen nachfolgenden Se-Mangel im Plasma. Somit kommt der
Leber, auch unter Normalbedingungen, die zentrale Rolle der Se-Aufnahme, Biokonversion,
SePP-Synthese und -Sezernierung ins Plasma zu.

Diese Schlussfolgerung konnten wir nach selektiver und kompletter Inaktivierung der
hepatischen Selenoprotein-Biosynthese durch die gezielte Trsp Inaktivierung bestétigen, denn
hierdurch sank die Plasma-Se Konzentration ebenso stark wie unter genereller SePP-Deletion
(Schweizer et al. 2005). Da der SePP-Mangel die Auspragung der Se-abhéngigen Defizite in
den SePP- und Se-abhéngigen Geweben wie Gehirn oder endokrinen Drisen bewirkt, und
dieses SePP hauptsachlich der hepatischen Selenoprotein Biosynthese entstammt, kommt der
Kontrolle des anabolen hepatischen SePP-Synthese Stoffwechselweges eine entscheidende
Bedeutung fur den Se-Status zu. In diesem Zusammenhang erscheinen die Befunde, dass eine
Leberentziindung mit verringerter Se-Plasmakonzentration korreliert (Look et al. 1997), Gber
die detailliert beschriebene Reduktion der SePP-Expression durch proinflammatorische
Zytokine in Hepatozyten (Dreher et al. 1997) nahe liegend und nun molekular gut erklarbar.
Allerdings werden aber unter diesen Umstanden offenbar nicht nur die SePP-Transkription
sondern auch zentrale Sec-spezifische Komponenten der hepatischen Biosynthese-
Maschinerie herunterreguliert, so dass eine generelle Storung des Se-Stoffwechsels als
Antwort auf inflammatorische Signale resultiert und das Krankheitsbild verstarkt.

Diese systematische Reduktion der hepatischen Selenoprotein-Biosynthese kann aber
offensichtlich durch geeignete Supplementationsansatze wie z.B. in den klinischen Studien
mit Sepsis-Patienten, tberwunden werden (Forceville et al. 1998; Angstwurm et al. 1999;
Angstwurm et al. 2006). Diese Beobachtung entspricht dem grundlegenden Prinzip des
Massenwirkungsgesetzes, da durch erhdhtes Substratangebot (in diesem Fall Natriumselenit)
die Produktmenge (Selenoproteine) gesteigert wird. Im Detail bedarf es aber sowohl einer
gesteigerten Rate an Sec-tRNA°EC Biosynthese, der ausreichenden Verfiigbarkeit der trans-
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agierenden Faktoren EFsec und SBP2, einer geniigenden Anzahl L30-beladener Ribosomen
und der Mdglichkeit, die Translationseffizienz der verfligbaren Selenoprotein mRNA ohne de
novo Transkription deutlich zu steigern. Diese Komplexitat der zu fordernden
Voraussetzungen fir die erfolgreiche Steigerung der hepatischen krankheitsbedingt-
reduzierten Selenoprotein-Biosynthese durch Natriumselenit-Supplementation verdeutlicht,
dass eine einheitliche Antwort unterschiedlicher Individuen auf diese Therapie nicht
vorausgesetzt werden kann.

In diesem Zusammenhang ist der beobachtete Geschlechterunterschied im SePP-KO
Mausmodell von Bedeutung. Bei gleicher Futterung unterscheidet sich die Ausprédgung des
Se-abhéngigen Phanotyps drastisch zwischen mannlichen und weiblichen Nachkommen
desselben Elternpaares (Hill et al. 2003; Schomburg et al. 2003). Diese Beobachtung ist in
Bezug auf Se-Metabolismus und Se-abhdngige Mausmodelle derzeit noch relativ einzigartig
Generell ist die Zucht- und Haltungsdiat fir Nager sehr Se-reich und flhrt unter
Normalbedingungen zu Se-Konzentrationen im Serum von ca. 400 pg/L. Diese
Serumkonzentration kann auch in SePP-KO Mausen bei artifizieller Se-Supplementation tber
angereichertes Futter oder Trinkwasser erreicht werden und Uberdeckt dann die deutliche
Auspragung des Phanotyps (Schweizer et al. 2004). Ein &hnlicher Mechanismus mag auch in
anderen transgenen Mausmodellen, die zur Analyse der Funktion spezifischer Selenoproteine
generiert wurden, dafur verantwortlich sein, dass geschlechterspezifische Unterschiede nicht
deutlich auftreten und beschrieben worden sind. Dieser Zusammenhang von
geschlechterabhdngiger Selenoprotein-Biosynthese und gewebespezifischem Se-Status wurde
in unseren Detailstudien zur geschlechterspezifischen Expression von Selenoproteinen
besonders unter Se-Mangelbedingungen sehr evident (Riese et al. 2006). Gerade in der Leber
zeigten sich hier deutliche geschlechter- und Se-Status-abhéngige Unterschiede, die daflr
verantwortlich sein konnten, dass unterschiedliche Individuen in den klinischen Se-
Supplementationsstudien unterschiedlich gut auf die Natriumselenitgabe reagierten
(Angstwurm et al. 2006; Schomburg 2007).

Die molekularen Analysen zu den hierflr verantwortlichen Komponenten der Selenoprotein-
Biosynthesemaschinerie haben bislang auf RNA-Ebene mehrere potentiell limitierende
Faktoren (SBP2, EFsec, L30, SPS2 und B-Lyase) weitgehend ausschlieen konnen (Riese et
al. 2006). Allerdings mehren sich die Hinweise, dass gerade die Translation von
Selenoproteinen und der Abbau von Selenoprotein mRNA maligeblich durch die subzelluldre
Lokalisation sowohl des Transkriptes als auch der trans-agienden Translationsfaktoren
kontrolliert wird (Chavatte et al. 2005; de Jesus et al. 2006; Papp et al. 2006). Im Besonderen

48



hat sich die subzellulére Lokalisation des Translationsfaktors SBP2, der sich in Patienten als
limitierend fiir die Gesamtselenoprotein Biosyntheserate erwiesen hat (Dumitrescu et al.
2005), als nicht konstant sondern durch eine Veranderung des intrazellularen Redox-Status
verénderbar erwiesen (Papp et al. 2006). Unter inflammatorischen Bedingungen erfolgt die
Translokation von SBP2 aus dem Cytosol in den Zellkern, und damit eine Unterbrechung der
Selenoprotein-Biosynthese. Inwieweit dieser Prozess in vivo ablauft und fir die beobachteten
Unterschiede der Selenoprotein Biosynthese in mannlichen und weiblichen Organen
verantwortlich gemacht werden muss, kann zurzeit noch nicht abschlieend beurteilt werden.
Diese Regulation der intrazelluldren Lokalisation von Faktoren, die limitierend fir die
Translation von Selenoproteinen sind, stellt aber eine beraus attraktive Hypothese fur das
molekulare Verstandnis des Geschlechterunterschiedes und der Infalmmations-abhéngigen
Reduktion der Biosynthese von Selenoproteinen dar.

Die zu erwartende Gewebespezifitat dieser Prozesse kompliziert das Bild und bleibt zu kl&ren.
Denn gerade der Se-Matabolismus ist durch zwei hierarchische Prinzipien gekennzeichnet.
Einerseits wird die Expression der Selenoproteine nicht gleichermaBen durch die Se-
Verfligbarkeit reguliert, d.h., es gibt Selenoproteine (z.B. GPx-1 oder SelW), welche bei Se-
Mangel nur noch marginal synthetisiert werden, wahrend andere Selenoproteine (PH-GPXx)
praferentiell versorgt und weitgehend unabh&ngig vom Se-Status sind (Bermano et al. 1995;
Gross et al. 1995; Wingler et al. 1999). Andererseits kdnnen die unterschiedlichen Gewebe
nicht gleichermafen gut ihre Se-Konzentration in Mangelzeiten aufrechterhalten, wobei sich
das zentrale Nervensystem und die endokrinen Drisen als besonders effektiv in der Se-
Retention erwiesen haben (Behne et al. 1988). Die molekularen Mechanismen, die diesen
Hierarchien zugrunde liegen, erscheinen &ullerst komplex und beinhalten ausgefeilte mMRNA-
und gewebespezifische Besonderheiten und Regulationswege.

Bei den Transkripten ist die Interaktion des SECIS-Elementes, und somit des 3'-
untranslatierten Bereiches der mRNA, mit den trans-agienrenden Faktoren, und hier in erster
Linie mit SBP2, entscheidend fiir die Translationseffizienz (Bermano et al. 1996; Wingler et
al. 1999; Low et al. 2000; Mehta et al. 2004). Inwieweit das UGA-Kodon, und eventuell auch
die diesem Kodon benachbarten Nukleotide, die Effizienz des Sec-Einabus und dartber die
Translationeffizienz mitbestimmen, ist zurzeit noch umstritten (Driscoll und Copeland 2003).

Die zweite ahnlich enigmatische Hierarchie in der Se-Biologie betrifft die Organebene. Hier
erwies sich das SePP-KO Modell als hilfreich fur das Verstdndnis der molekularen
Stoffwechselwege, die zur préaferentiellen Versorgung bestimmter Organe beitragen. Generell

ist das zentrale Nervensystem relativ unabhdngig von der diétetischen Se-Zufuhr, und
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Versuchstiere halten auch noch nach vielen Generationen auf Se-armer Diét ihre Se-
Konzentration im Gehirn weitgehend unveréndert, wéhrend Leber und Serum fast Se-frei
werden (Savaskan et al. 2003). SePP-KO Mause entwickeln hingegen neurologische
Ausfallerscheinungen und einen Se-Mangel im Gehirn, der sich auch in verminderter GPx-
Aktivitat duBert (Schomburg et al. 2003). Diese Daten belegen, dass SePP fiur die Retention
von Se im Gehirn essentiell ist. Die dartber hinaus gehende Beobachtung, dass eine
Hepatozyt-spezifische SePP-Deletion, die ebenso wie der komplette SePP-KO die Se- und
SePP-Konzentration im Serum drastisch reduziert, sich nicht negativ auf die Se-Konzentration
im Gehirn auswirkt, offenbart die zentrale Bedeutung der intrazerebralen SePP-Expression flr
die prominente Stellung des Gehirns in der Hierarchie der Se-Versorgung (Richardson 2005;
Schweizer et al. 2005).

Diese Beobachtungen, zusammen mit der Bedeutung von SePP als neurotrophem Faktor fir
die Kultivierung von Neuronen in vitro (Yan und Barrett 1998) und die selektive Verteilung
von SePP auch im menschlichen Gehirn (Scharpf et al. 2007), belegen die essentielle
Funktion von SePP in der gewebespezifischen Se-Homdostase. Im Einklang mit diesen
Beobachtungen lasst sich ein SePP-Zyklus im zentralen Nervensystem postulieren, in dem
SePP als extrazelluldare Se-Speicherform fungiert, die nach proteolytischer Spaltung und damit
einhergehender verbesserter Aufnahme (Hirashima et al. 2003) reversible synthetisiert,
sezerniert und als Se-Quelle genutzt wird (Schomburg et al. 2004). Die hierdurch nahe
liegende Verallgemeinerung, dass dieser SePP-Zyklus auch den hierarchiesch préferentiellen
Se-Status der endokrinen Organe erkldren kann, trifft nicht zu. Im Hoden erféhrt das
abundante Selenoprotein PH-GPx eine Struktur- und Funktionswandlung vom aktiven Enzym
zum zytoskelettalen Bestandteil und wird vermutlich dadurch dem reversiblen Se-Pool
entzogen (Ursini et al. 1999). Die Schilddrise als Se-reichestes Organ vermag SePP-
unabhéangig vom Se-Status auch bei Se-Mangelversorgung zu erhalten und benutzt dabei
bislang noch nicht charakterisierte Mechanismen (Riese et al. 2006). Eventuell ist auch in
diesem Organ eine nicht-reversible extrazellulére kovalente Fixierung einer GPx-lsoform, i.e.
der extrazellularen GPx-3, im Kolloid der Schilddriise flir den praferentiellen Se-Status
verantwortlich (Beckett und Arthur 2005; Kohrle et al. 2005). Die entsprechenden Studien
und Analysen mit z.B. GPx-3-defizienten Mé&usen stehen noch aus und dirften fiir diesen
Aspekt eindeutige Antworten erlauben.

Die Identifizierung der ersten Patienten mit einem Defekt in der Selenoprotein-Biosynthese,
i.e. mit SBP2-Mutationen, schliel3t den Kreis von hierarchischer Se-Versorgung, mRNA-

Struktur und Organspezifitdt (Dumitrescu et al. 2005). Im Vergleich zu Individuen mit sehr
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schlechtem Se-Status, die durch eine voll funktionale Selenoprotein Biosynthesemaschinerie
den verfugbaren Sec- und Se-Pool fir die Synthese der biologisch benétigten Selenoproteine
sicherstellen und kanalisieren konnen, ist diese bedarfsangepasste Regulation in den SBP2
Patienten gestort. Hier erfolgt druch den Mangel an funktionellem SBP2 eine generelle
Reduktion der Biosynthese aller Selenoproteine in allen Geweben. Dass unter diesen
Bedingungen gerade der Schilddriisenhormonhaushalt pathologisch aufféallig geworden ist,
kann angesichts der vielen transgenen Mausmodelle, die nach erfolgter Inaktivierung der Dio-
Gene keinen solchen Phanotyp zeigten (St Germain et al. 2005; Streckfuss et al. 2005), als
unerwartet und eine Ironie der Natur gewertet werden. Glucklicherweise kann der Se-Status
und damit eine ungestorte Selenoprotein Biosynthese aus dem menschlichen Serum Uber die
Quantifizierung von SePP verifiziert werden. Dieser Weg der Analyse wird aus grof3en
Kollektiven die im Menschen relevanten Komponenten der Selenoprotein Biosynthese
identifizieren helfen, denn neben einer gestérten Schilddriisenhormonachse diirfte gerade die
Biosynthese des Se-reichen Transport- und Speicherprotein SePP einen vorziiglichen
Indikator und Surrogatmarker fiir eine Stérung der Selenoprotein-Biosynthesemaschinerie

darstellen.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Dem essentiellen Spurenelement Selen (Se) kommt seit der Beschreibung und Identifizierung
von Selenocystein (Sec) als 21ter proteinogener Aminosaure eine einzigartige Bedeutung in
der Biochemie und Physiologie zu. Eine kleine gut definierte Gruppe von Selenoproteinen
nutzt die besonderen chemischen und physikalischen Eigenschaften von Sec, um bestimmte
Reaktionen zu Kkatalysieren, die zur Kontrolle des Intermediérstoffwechsels, des
intrazelluldaren Redoxgleichgewichtes und zum antioxidativen Schutz beitragen. Manche
dieser Funktionen und damit einzelne Sec-abhangige Enzyme sind lebensnotwenig fir die
Einzelzelle bzw. den Gesamtorganismus. Entsprechend genau und stringent wird die
Verteilung und Verwertung des Spurenelementes und die Selenoprotein Biosynthese reguliert.
Zwei hierarchische Prinzipien haben sich im Sduger herausgebildet, die sicherstellen, dass
besonders essentielle Organe wie das Zentrale Nervensystem und die endokrinen Driisen und
besonders wichtige Selenoproteine wie die Glutathion Peroxidase 4 (GPx-4) und die
lodothyronin-Deiodasen praferentiell versorgt werden.

Gegenstand dieser Schrift sind Untersuchungen zur Biosynthese, zur Funktion und
biologischen Bedeutung des Se-reichen Plasmaproteins Selenoprotein P (SePP). Die mRNA
von SePP unterscheidet sich von allen anderen Transkripten durch zwei Sec-Insertions
Sequenz Elemente im 3'-untranslatierten Bereich und kodiert den Einbau von 10 Sec Resten
in ein SePP-Molekil. Die genetische Inaktivierung des murinen SePP-Genes zeigte Se-
abhangige Ausfallerscheinungen wie Wachstumsdefekte, Infertilitit der Ménnchen und
zentralnervise Defizite. Die Analyse der Expression der enzymatisch aktiven Selenoproteine
und der Se-Gewebekonzentrationen verifizierte die Hypothese, dass SePP von der Leber aus
den Transport des diatetisch zugefihrten Se in die anderen Organe vermittelt. Zusatzlich nutzt
das Zentrale Nervensystem einen reversiblen SePP-Synthese und -Abbau Zyklus, wahrend die
Schilddrise auch SePP-unabhéngig ihren Se-Status aufrechterhalten kann. Interessanterweise
entwickelten die ersten Patienten mit einem Biosynthesedefekt der Selenoproteine Stérungen
ihrer Schilddrisenhormonachse und ihres SePP-Status. Der Vergleich der Biosyntheseraten
verschiedener Mausgewebe zeigte, dass es eminente Unterschiede in der Translationseffizienz
von Selenoproteinen zwischen den Geschlechtern gibt. Auch dieser Befund spiegelt sich in
klinischen Studien zur Selenwirkung wider.

Die Ergebnisse belegen, dass die Biokonversion und der Transport von Se durch SePP
malgeblich vermittelt werden, und Stérungen der SePP-Biosyntehse sich negativ auf die
Funktion der Zelle, bestimmter Organe und damit die Gesundheit des Gesamtorganismus
auswirken. SePP stellt damit einen vorziiglichen funktionalen Biomarker des Se-Status dar.
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SUMMARY

The essential trace element selenium (Se) has aquired an unparalleled status for biochemistry
and physiology since the identification of the 21* proteinogenic amino acid selenocysteine
(Sec). The unique physical and chemical properties of Sec are exploited by a small number of
selenoproteins which catalyse reactions that are of prime importance for general metabolism,
intracellular redox-balance and antioxidative defense. Some of these reactions and some of
the responsible selenoenzymes are essential for cellular functions and survival of the
organism. Accordingly, metabolism, transport and distribution of the trace element and
biosynthesis of selenoproteins are stringently controlled and regulated. Two hierarchical
principles have developed that guarantee distribution of the trace element to vitally important
organs such as the central nervous system or the endocrine glands, as well as to the most
essential selenoproteins such as glutathione peroxidase 4 and the iodothyronine deiodinases.
This work describes analyses on biosynthesis, function and biological role of the Se-rich
plasma protein selenoprotein P (SePP). SePP mRNA is unique with respect to the presence of
two individual Sec-insertion sequence elements in the 3'-untranslated region, which direct the
cotranslational insertion of 10 Sec residues per synthesized SePP molecule. Genetic
inactivation of murine SePP yielded mice that displayed Se-dependent deficiency symptoms,
e.g. growth defects, male infertility and neurological deficits. The analysis of selenoenzyme
expression and tissue Se concentrations verified the hypothesis that SePP serves as a
hepatically-derived carrier to supply the other organs with Se from the diet. Moreover, the
central nervous system seems to employ a reversible SePP biosynthesis and degradation cycle
while the thyroid gland appears to sustain its Se concentrations independent from SePP.
Interestingly, the first human patients with inherited defects in the selenoprotein biosynthesis
machinery displayed a disturbed thyroid hormone feedback axis. Upon comparison of
selenoprotein expressions in male and female tissues it became obvious that selenoprotein
biosynthesis displays sexual dimorphic rates in mice. This unexpected gender difference
appears to be also reflected in human Se supplementation studies.

The results highlight that SePP is a crucial component for Se metabolism and transport.
Disturbed SePP biosynthesis interrupts regular functioning of cellular processes and hampers
full expression of physiologically important selenoenzymes in the metabolic active tissues,

thereby provoking a negative impact on the health of the organism in general.
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freundliche, unbirokratische und essentielle Unterstiitzung in den letzten Monaten bedanken.
Ebenso unverzichtbar waren die inhaltlichen, formalen und moralischen Beitrdge meiner
hochgeschatzten Kollegen. Es ist mir unmdglich, die Fllle an konstruktiven DenkanstoRen,
technischen, intellektuellen und praktischen Hilfestellungen und taglichen Beweise der
Langmut, Toleranz und Motivation zu benennen, aber diese einmalige empathische
Atmosphére erst machte die wissenschaftliche Arbeit zu einer sozialen, interaktiven und
angenehmen Betétigung, die ich nicht missen mochte und mdchte. Hierbei haben sich
besonders Dr. Ulrich Schweizer, aber auch Dr. Noriyuki Koibuchi, Dr. Branislav Radovic, Dr.
Silvia Misiti, Dr. Paul M. Yen, Dr. Akira Takeshita, Dr. Andreas Teske, Dr. Rupert Yip, Dr.
Carsten Reissner und Dr. Thorsten Stihmer auRerordentlich verdient gemacht. Euch gilt mein
tief empfundener und aufrichtiger Dank fir weit mehr als das hier Angefihrte.

Die meiste Zeit durfte ich aber mit jungeren Kollegen, Wissenschaftlern und Technikern
verbringen, von und mit denen ich intensiv dazulernte. Wéhrend wir an den uns gestellten
Aufgaben wachsen mussten, gelang es uns, ein offenes, kritisches und konstruktives
gegenseitiges Vertrauensverhéltnis aufzubauen, welches die entscheidende Voraussetzung fir
eine erfolgreiche Teamarbeit darstellt. Diese positiven Interaktionen pragten mich starker, als
ich es auszudriicken vermag. Es ist mein ausgesprochenes Gliick, einen Teil des Weges mit
vielen solcher exzellenten Mitmenschen gegangen sein zu durfen; mein Problem besteht nun
im angemessenen Dank fur diese nicht benennbaren, aber doch herzlichen, unverzichtbaren
und mannigfaltigen Interaktionen. Bitte entschuldigt die relativ nlchterne alphabetische
Auflistung - mein Dank und meine Hochschatzung fiir Euch ist hier nicht darstellbar:

Also, liebe Anita Kinne, Anne Peters, Birgit Hollenbach, Birgit Kuhlein, Bjorn Heynisch,
Cornelia Riese, Dirk Bokenkamp, Heike Heuer, Jan Ehrchen, Johanna Hoflich, John
Neidhardt, Katja Schreiber, Kostja Renko, Marcus Scharpf, Marten Michaelis, Mette
Stoedter, Peter Hofmann, Ralf Sigmund, Silke Apelt, Silke Kappler, Silke Penschuk, Sonke
Friedrichsen, Stefan Turwitt, Stephan Roth und Vartitér Seher, herzlichen Dank fiir Euren
Beitrag zur mich bewegenden Wissenschaft, Lutzwerdung und Menschheitsgeschichte.

Nicht zuletzt bin ich natirlich der unverzichtbaren Starkung durch den Freundeskreis und in
ausgesprochenem Male der liebevollen familidren Unterstiitzung zutiefst dankbar. Also, liebe
Petra, lieber Axel, liebe Eltern - ganz herzlichen Dank und nur weiter so.
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7 ERKLARUNG

gemaR § 4 Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

e weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefiihrt oder
angemeldet wird bzw. wurde,

o die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die Zusammenarbeit
mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskréaften
sowie die verwendete Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben
wurden.

o mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Datum Unterschrift
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