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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Selen - Eine Einfihrung

Jons Jakob Berzelius (1779-1849) beschrieb ersimalahre 1817 bei der Untersuchung eines
rotbraunen Sedimentes, welches im Bleikammerbeekenm Schwefelsdurefabrik in Gripsholm
anfiel, ein silbern glanzendes Halbmetall und bateags in Anlehnung an das kurz zuvor
entdeckte Tellur (lat. tellus - die Erde) nach gléechischen Mondgéttin Seleén&u Beginn galt
Selen uiber ein Jahrhundert als ein starkes Git. Sghwartz und Foltzerkannten, dass es sich
bei Selen um ein essentielles Spurenelement habdete Entdeckung wurde Anfang der
siebziger Jahre bestatigt, als Flohé étald Rotruck et aft> nachweisen konnten, dass Selen ein
kovalent gebundener Kofaktor der Glutathionperosgd@sP X) ist. Damit war das erste
Selenoprotein (SeP) entdeckt und ansatzweise dbasidrt. In den darauffolgenden Jahren
gelang es Forstrom et hachzuweisen, dass Selen in Form von Selenocysteiktiven

Zentrum der GPX zu finden ist. Bei UntersuchungenndRNA-Sequenz der Maus-GPX fanden
Chambers et. dlheraus, dass die Basensequenz der mRNA an deBelamocystein
korrespondierenden Stelle ein UGA aufweist. DasoiddGA galt bis dato als eines der drei
klassischen Stopp-Codons, so dass die Entdeckusnd@A als codierendes Codon in der mRNA
anfangs fur Verwirrung sorgte. Bei weiterfihrendlBriersuchungen bestéatigte sich dieser Fund
und es kristallisierte sich heraus, dass sich hid#e Selenoprotein-Synthese ein komplexer
Mechanismus verbirgt, dessen Komponenten in Eukéeypcerst in jingster Zeit (vermutlich)

vollstandig geklart werden konnfeund im Folgenden weiter beschrieben werden.

1.1.1 Die Biologie des Selens
Die Hauptaufnahme des Selens bei Sdugetieren teiitwdy pflanzliche und tierische
Nahrungsmittél Die Aufnahme iiber das Trinkwasser spielt nuriieaen mit sehr Selen-haltigen
Bodden eine Rolle. Selenhaltige tierische Nahruntjehsind im Besonderen Innereien, Fisch,
Meeresfriichte und Milchprodukte. Bei den pflanzticiNahrungsmitteln spielen v.a. Getreide und
Kdrner eine wichtige Rolle, gefolgt von Frichterd®emuse. Allerdings schwankt auch
der Selengehalt von pflanzlichen NahrungsmittelAbhangigkeit des Selengehalts der Boéden
und der Phytoverfiigbarkeit der jeweils im Boderkeonmenden Selenverbindungen betrachtlich.

Selen wird in den Korper in Form unterschiedlicierbindungen aufgenommen. Die beiden
wichtigsten organischen Verbindungen sind daberelystein und Selenomethionin (Abbildung
1). Selenomethionfiund Selenocystein werden im Darm nahezu vollstgregiorbiert. Die
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Resorbtion von Selen in Form von Selenat und S&tarfolgt zu etwa 50-100% und ist vom

Selenstatus unabhéngig, wird jedoch von andereaitsstoffen des Chymus beeinflusst.

O O

_Se
HSe OH HsC OH
NH2 NH2

Abbildung 1 Selenocystein (links) und Selenomethiiqrechts) (Bild-Quelle: Wikimedi&™

Der Selenolrest im Selenocystein ist bei physiadgem pH grol3tenteils deprotoniert und daher
deutlich nukleophiler und damit reaktiver als daidlrest im Cysteitf. Im Selenomethionin ist
das Selen kovalent mit zwei Kohlenstoffatomen vedam und damit deutlich weniger reaktiv als
im Selenocystein. Selenomethionin hat im Verglewm Selenocystein keine bekannten
biochemischen Funktionen. Das hochreaktive Seleteicyhingegen findet sich haufig im
reaktiven Zentrum von Enzymen, wo es als redox+akiiruppierung an der Katalyse beteiligt ist.

Selenomethionin wird vom Kdrper primar nicht al¢eBehaltige Aminosaure erkannt und wird, in
Analogie zur Schwefel-haltigen Aminosaure Methigiiiber regulare AUG-Codons vermittelt bei
der Proteinsynthese integriert. Erst beim AbbauStsenomethionins - vor allem in der Leber und
der Niere - wird bei der sog. Transsulfurierung$kgenolgruppe frei und steht zum Aufbau von
Selenocystein zur Verfigung. Auch die freie Aminos&Selenocystein wird nicht direkt an die
entsprechende tRNA gebunden. Die Synthese desd8gitains erfolgt erst an der ent-
sprechenden tRNA"aus einem anhangenden Serin-Rest unter Verwendumgelenophosphat
durch die Selenocystein-Synth&s@bbildung 2).
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Abbildung 2: Vereinfachte Biochemie des Selens ubdlivhe physiologische Rolle von SePP (modifizierti®}

Translation von Selenoproteinen

Abbildung 3 zeigt eine typische eukaryontische s@beotein-mRNA. Im 3’-untranslatierten
Bereich findet sich eine Stem-Loop-Struktur, welaheh als "Selenocysteine Insertion Sequence”
oder SECIS-Element bezeichnet wird. Das SECIS-Bméirotein 2 (SBP2) bindet an das SECIS-
Element, welches den Selenocystein-spezifischemgatmnsfaktor (EFSec) rekrutiert. Dieser
Komplex interagiert mit dem Ribosom, was verhindégstss das Codon UGA zur Termination der
Translation fuhrt, und stattdessen SelenocysteailieifProteinkette eingebaut wird. Bei der
Ausbildung des EFSec-SBP2-Komplexes und der Inferaknit dem Ribosom spielen au3erdem

zahlreiche weitere Proteine eine wichtige R8lle
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Abbildung 3: Selenoprotein-Synthese (vereinfactohrid)

Das SECIS-Motiv im 3'-untranslatierten Bereich der miRbindet SBP2, welches EFSec und tRi%ekrutiert. Dieser
Komplex interagiert mit dem Ribosom, verhindert @e&mination und bewirkt die Insertion von Selenadeiysin das wachsende
Protein.

Abkurzungen:

AUG = Startcodon, EFSec = Selenocystein-spezifisEh@ngationsfaktor, SBP2 = SECIS-Binding Protein 2,

Sec = Selenocystein, SECIS= Selenocystein InseBémuence, tRN#%°= Selenocystein-tRNA,

UAA = Stoppcodon, ACU = Anticodon zu UGA

Farben: violett = Ribosom, blauer Balken = codieremkreich der mRNA, rot = Protein

1.1.2 Selen in der Medizin
Selenmangelerkrankungen des Menschen sind sefidenttsch findet man in bestimmten
geographischen Regionen mit Selen-armen Bodenrikiingen, welche mit einem Selenmangel
assoziiert sind. Nicht endemisch traten Selenmangahnkungen bei Patienten mit parenteraler
Erndhrung auf, da erst seit den 90" er Jahren dbsngen Jahrhunderts Selen in
Infusionslésungen zugesetzt witdrerner wurden Selenmangel-Erkrankungen bei Ratienit
massivem Alkoholabusus, besonderen Diaten (z.Bayketonurie-Diat) und Hamodialyse
diagnostiziet™
In bestimmten Regionen Chinas betragt die tagiB#en-Aufnahme unter 15ug und liegt damit
deutlich unter der von der Deutschen GesellschiatEfnahrung e.V. empfohlenen Tagesdosis von
30-70 ug. In diesen Gebieten wurde endemisch uhdinar jahreszeitlichen Periodik die sog.
Keshan-Krankheit beobacHtetDabei handelt es sich um eine Kardiomyopathidghvee
histopathologisch durch diffuse Myokardnekrosen Myokardfibrosen gekennzeichneftsDie
Ursache der Keshan-Erkrankung ist vermutlich eigekardiale Infektion durch das primar nicht
kardiotoxische, jedoch unter Selen-Mangel mutiene dadurch kardioinfektiose humane
Cocksackie-Virus B%. Unter Selen-Supplementation konnte die Inzideshan-Erkrankung
deutlich reduziert werdén
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Eine weitere endemische Erkrankung in Selenmangble®en ist die Kashin-Beck-Erkrankdhg
Dabei handelt es sich um eine haufig bereits ind&salter auftretende, chronische
Osteoarthropathie mit Nekrose und DegeneratiorGadsnkknorpels sowie der Epiphysenfugen
der Arme und Beine. Ursachlich diskutiert wird begser Erkrankung v.a. ein Jodmangel, welcher

wohl in Kombination mit einem Selen-Mangel die Rétlgie des Knorpels induziéft

1.1.3 Selen und Krebs
In den spaten 60”ern des letzten Jahrhunderteest&hamberger und FrésTheorien zur
Korrelation von Selenstatus, abgeschéatzt anhan8eleagehaltes der Agrarflachen und deren
Produkten, mit der Krebsinzidenz auf. Schrauzeale® fanden in einer groBen Studie eine
negative Korrelation zwischen dem Selengehalt ddmwidhg und dem Auftreten von Karzinomen
der Prostata, des Colons, des Rektums und andevezlf. Eine schwache negative Korrelation
wurde Uberdies zwischen der Inzidenz von KarzinoderHarnblase, des Pankreas und der Haut
gefunden. Kein Zusammenhang wurde bei KarzinomsrOd®phagus, des Magens und der Leber
gefunden. Clark et &F.untersuchten daraufhin in einer groRen doppelefimatospektiven Studie
an 1312 Patienten mit Zustand nach Basaliomen Blattenepithelkarzinomen der Haut
(Spinaliomen), ob Patienten mit einer taglichem&hme von 200ug Selen eine geringere
Inzidenz von erneuten Spinaliomen bzw. Basaliom#weisen wirden. Dies konnte nicht
beobachtet werden. Es wurde jedoch eine Redukéipimdidenz von Lungenkarzinomen (46%),
kolorektalen Karzinomen (58%) und Prostatakarzinoe@%) im Vergleich zur Plazebogruppe
gefunden.
Die Ergebnisse dieser Studie wurden heftig diskutied angezweifelt. In der SELECT-Stutfie
wurden zwischen 2001 und 2004 insgesamt 35 000 &taekrutiert und doppelgeblindet jeweils
gegen Placebo mit Selen und/oder Vitamin E suppiéeré Priméres Ziel der Studie war die
Untersuchung des Effekts der Selensupplementatibdie Inzidenz von Prostata-Karzinomen.
Die Studie wurde 2008 vorzeitig abgebrochen, déhSelen- bzw. Vitamin E-Supplementation
wurde eingestellt nachdem kein Effekt auf die lenzldes Prostata-Karzinoms oder anderer
Karzinome durch Selen bzw. Vitamin E festgestelltde. Im Selen-Arm der Studie fand sich eine
gering erhohte Inzidenz von Diabetes mellitus Tym& im Vitamin-E-Arm fanden sich eine
gering erhdhte Prostatakarzinomrate, ohne dass die$hten Inzidenzen statistisch signifikant
auf die Supplementation mit Selen bzw. Vitamin-Eizlzufihren waren. Weiterhin interessant
bleibt der Effekt der ,relativ kurzen* Selensupplentation auf die Langzeit-Inzidenz von
Karzinomen und anderen Erkrankungen in der Nachdmdbngsphase.
Zusammenfassend finden sich deutliche Hinweiseiagf negative Korrelation zwischen der
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Hohe der taglichen Selenaufnahme und der Inzidendestimmten Karzinomen, wenngleich ein

experimenteller prospektiver Beweis derzeit noctstaint.

1.1.4 Selen und Gehirn
Viele Selenoproteine bzw. deren mRNA konnten bis da Gehirn funktionell, mittels ISH oder
immunhistochemisch nachgewiesen werdeneil Selenoproteine haufig im Radikalstoffwechsel
eine zentrale Rolle einnehmen und im Rahmen dérezetiien neurodegenerativen Erkrankungen
eine ursachliche, aber zumindest doch Progresfiodernde Rolle der Radikale angenommen
wird, besteht seit langerem die Hypothese, dasshmiaentsprechenden Patienten Veranderungen
in der Aktivitat der Selenoenzyme oder dem Selealg@n Serum oder Liquor nachweisen

kdnnte.

Selen und Neuronen

Friihe experimentelle Beobachtungen an Neuroneniteltkn zeigten, dass es nicht gelingt,
Neuronen in Serum-freien Zellkultur-Medien zu halt&rst mit dem Nerve-Growth-Factor (NGF)
wurde eine der essentiellen Komponenten des Sezntdeckt und charakterisiert, welcher fur die
Neuronen-Kultur essentiell ist. Bei der Suche naeheren neurotrophen Serum-Faktoren fanden
Kaufmann und Barréft ein weiteres essentielles Serumprotein mit einéfR& von etwa 55 kDa.
Dieses Protein wurde im Nachhinein durch Yan undeBé als Selenoprotein P identifiziert.
SePP versorgt die Neuronen in Kultur mit dem offeréssentiellen Selen. Die heute benutzten
serumfreien Neuronen-Zellkulturmedien enthaltered@aider Regel ca. 50 nM Selenit, aus dem

die Neuronen selbst Selenoproteine und auch SeB&uamn.

Einfluss des Selens auf die Myelinbildung bzw. ddéndrozytenfunktion

Unterschiedliche Studien konnten in Zellkulturexpenten zeigen, dass Selen einen essentiellen
Faktor bei der Kultur von Oligodendrozyten darsféif® Diese Studien beschreiben insbesondere
eine wichtige Funktion des Selens bei der InduktienMyelin-assoziierten
Olidodendrozytengene und zeigen damit, dass Seduyklinbildung in vitro beeinflusst. Gu et

al. * beschrieben beispielsweise, dass junge Oligodeyigmwahrend der initialen Phase der
rapiden Hochregulation der Myelin-assoziierten Gaine sensitive Phase besitzen, in der Selen
bzw. Selenoproteine zur Induktion der Myelinbildurggwendig sind. Liegt zu dieser Zeit nicht
ausreichend Selen vor, so werden die Myelin-assten Gene dauerhaft supprimiert und damit
die Differenzierung des jungen Oligodendrozyten zaifen Oligodendrozyten unterdriickt. Eine
weitere Studi® konnte zeigen, dass Selen das Uberleben v.a.ridigmdendrozyten fordert.

Diese Studien haben somit gesichert, dass Selehefltultur und Differenzierung von

9
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Oligodendrozyten einen essentiellen Faktor darsgdrum-freie Kulturmedien fur
Oligodendrozyten enthalten daher typischerweiseN3(belenit.

Selen und neurologische Erkrankungen

Ein Selen-Mangel wird von mehreren Autotetials mégliche Mitursache von
Neuralrohrdefekten, mentaler Retardierung und démserenden Erkrankungen (z.B. multipler
Sklerose) diskutiert. Selen bzw. Selenmangel sthe&rbei jedoch nur als Kofaktor zusammen
mit anderen Faktoren zu agieren.

Weber et af® und Raemakers et &lkonnten bei mehreren Kindern mit behandlungsiessish
Epilepsien einen Selenmangel nachweisen. UntenSgdplementation nahmen die priméar
behandlungsresistenten Epilepsien deutlich aldjikeéziten jedoch nach dem Absetzen der

Selensupplementation.

Morbus Parkinson

Oxidativer Stress spielt bei der Pathogenese dwadischen Morbus Parkinson eine wichtige
Rolle*. Dabei scheint unter anderem der erhéhte Gehd#ltsam in der Substantia nigra und die
daraus resultierende Entstehung von Hydroxyl-Raelikaach der sog. Fenton-Reaktion
moglicherweise am Untergang der dopaminergen Nearbeteiligt zu seff.

Fenton-Reaktion: E&+ H,0, — F8 + OH + OH

In mehreren Parkinson-Maus-Modellen konnte gezeggtien, dass das Ausmal3 des Zellverlustes
der Substantia nigra durch Selen-Mangel vergrddzevt durch Selen-Supplementation verringert
werden kanf¥** Dies scheint v.a. durch die Aktivitat der GPXHiogt zu seift, welche
Wasserstoffperoxid unt®ferbrauch von Glutathion abbaut.

Studien mit dem Ziel, bei Patienten mit Morbus Hetn einen (latenten) Selenmangel im Plasma
oder dem Liquor cerebrospinalis nachzuweisen, genljedoch fehl.

In mehreren Untersuchungen am Ligour cerebrosgimah Parkinson-Patienten fand sich jedoch
ein erhdhter Selengehalt, was als Hinweis auf eimedhten oxidativen Stress im

Krankheitsverlauf interpretiert wurtfe"”.

Morbus Alzheimer
Morbus Alzheimer ist eine weit verbreitete neuraetegyative Erkrankung, bei der es zum
Untergang von Neuronen v.a. im Bereich des ContexHippocampus kommt. Typisch ist der

10
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histologische Nachweis von sog. Amyloid-Plaquefgetaut aus falsch gefalteten Fragmenten
des APP (Amyloid Precursor Protein) und anderetelren. Auch in der Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung wird die schadliche WirkungnwRadikalen diskutie?. Hierzu passend
wurde bei Alzheimer-Patienten post mortem eine ebme Expression des Selen-haltigen
Enzyms Thioredoxin-Reduktase (TrxR) gefurfdewelches bei der Reduktion des oxidierten
Thioredoxins eine wichtige Rolle spielt und damit Radikalstoffwechsel beteiligt 7t
Untersuchungen von Liquor cerebrospinalis und venui® von Alzheimer Patienten konnten
jedoch keinen eindeutigen Zusammenhang zwischerSgdemgehalt und der Alzheimer-
Erkrankung zeigett™? Diskutiert wird jedoch, ob die antioxidativen Riine/Enzyme den

Krankheitsverlauf modifizieren kénnen.

Amyotrophe Lateralsklerose

Bei der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) handglsieh um eine neurodegenerative
Erkrankung der Motoneurone des Ruckenmarks und@i&s Die meisten ALS-Erkrankungen
treten sporadisch auf. Bei etwa 20% der familammiFder ALS konnte eine Mutation im Gen der
Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase (SOD1) nachgewieserden. Dieses Enzym katalysiert die
abbauende Reaktion und damit Detoxifikation deshteaktiven Superoxid-Anion-Radikals zu
Sauerstoff und Wasserstoffperoxid. Die MutationGen eines radikalabbauenden Enzyms bei der
familidren Form der ALS legt die Vermutung nahessdauch die sporadische Form der ALS eine
Radikal-induzierte Pathogenese hat. Neuere Stuldieten aber eher darauf hin, dass eine sog.
Gain-of-Function-Mutation der SOD1 fir die Pathogmnder familiaren ALS entscheidend ist
53,54.

In den Jahren 1977 und 1978 zog Selen die Aufmenksi der ALS-Forscher auf sich, als in
South Dakota eine ungewdhnliche Haufung von 4 Réalkr sporadischen ALS bei Farmern in
einem Areal mit stark Selen-haltigen Boéden auftr&tin eindeutiger Zusammenhang zwischen
Selen und ALS liel3 sich letztlich jedoch nicht naelsen.

Multiple Sklerose

Bei der multiplen Sklerose (MS) handelt es sichaime entziindliche Autoimmunerkrankung des
ZNS, bei der es zu diffus verteilten Entmarkungdéerin der grauen Substanz kommt. Die
Entstehung ist multifaktoriell und umfasst nebenagischen Faktoren auch mdglicherweise
infektiose Ursachen. Sauerstoffradikale (ROS) swreim Krankheitsverlauf v.a. im Rahmen der
primaren Entziindung bei Freisetzung durch LeukoziyteRahmen des sog. ,respiratory burst*
eine Rolle zu spielen. In zahlreichen Studien wwetsucht den Krankheitsverlauf durch
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Antioxidantien zu beeinflussgh V.a. im Tiermodell der MS, der sog. experimeetell
autoimmunen Enzephalomyelitis (EAE), konnten Antlexitien den Krankheitsverlauf
beeinflussel. Studien am Menschen zur Abhéngigkeit von Selgrisugentation und MS liegen

nicht vor.

1.1.5 Selenoprotein P
Selenoprotein P (SePP) ist ein haufiges SelenaprioteBlutplasma von Mausen und
Menscherf. Etwa 50% des Selen-Serum-Gehaltes liegt im Sptetein P gebunden v8r Es
nimmt unter den Selenoproteinen eine Sonderratleda es im Gegensatz zu vielen anderen
Selenoproteinen bei Mensch und Maus zehn SelermigyReste enhafi(vgl. Abbildung 4). Die
meisten anderen Selenoproteine enthalten einen@sgietein-Rest, welcher meist im aktiven

Zentrum von Enzymen (z.B. GPS direkt an der Katalyse beteiligt ist.

Abbildung 4: Schematische, linearisierte Darstajluon Selenoprotein P
(turkis=Signalpeptid, blau=Protein, gelb = Selersteinreste)

Selenoprotein P wird in nahezu allen Geweben exerith® Hauptproduktionsort des Plasma-
SePPs ist die Leber. Die Anzahl der SelenocystesteRim Selenoprotein P liel3 bereits friih
vermuten, dass SePP im Korper eine Transport- @mteNungsfunktion wahrnimrft

Dies konnte in Knock-Out (KO)-Maus-Modellen begiitverden. Die Knock-Out-Mause zeigen
dabei eine deutliche Stérung in der Verteilung 8etten ins Gehirn, die Hoden und in andere
Organé&* %

Neben der systemischen Funktion als Selen-Speiawer-Transporter scheint das SePP weitere
lokale und gewebsspezifische Funktionen auszui@ereigte ein Maus-Modell mit einem Leber-
spezifischen Knock-Out der Selenoproteine keinss¢y@n neurologischen Ausfalle, wie sie im
generellen SePP-Knock-Out-Modell beobachtet wurBamnaus l&sst sich schliel3en, dass das im
Gehirn gebildetes SePP eine lokale spezifischetfambesitzt°.

In der Literatur wird ferner beschrieben, dass SeRSchwermetall-lonéfi (z.B. Quecksilber)
Komplexe ausbilden kann, wodurch die durch Schweaiinenen bedingte Toxizitat vermindert
werden kann. Ferner konnte gezeigt werden, dag3 &iefPeroxinitrit-bedingte Oxidation und
Nitrierung in vitro verhindern kaih SePP kanim vitro Phospholipid-Hydroperoxide reduzieren,

so dass eine direkte antioxidative Funktion anackivo wahrscheinlich i§E.
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Eine direkte Verbindung zwischen SePP und spek#is&rkrankungen konnte noch nicht
eindeutig nachgewiesen werden. Vermutet wird enfliiss von SePP auf die Genese von
Prostatakarzinomé&hund von kolorektalen Karzinomén

In einer Pankreaskarzinom-Zell-Linie konnte ferderch Genexpressionsstudien gezeigt werden,
dass SePP im Rahmen der Gemzitabin-Resistenzehmgotteutlich hochreguliert wifd so dass
ein Zusammenhang zwischen der SePP-ExpressionaniRegdistenz gegen Chemotherapie-
induzierte Schaden zu diskutieren ist. Zur molelanidbklarung dieses Zusammenhangs sind

jedoch weitere Studien notwendig.

SePP-Knock-Out Maus

Die Rolle des Selens und im Speziellen des SePRi&amden letzten Jahren mit Hilfe von KO-
Mausen weiter aufgeklart werden.

Die Generierung einer SePP-KO-Maus gelang im J2008/2004 der Forschungsgruppe
Schomburg/Schweizer sowie der ForschungsgruppéeBillianabhangig voneinand®r'2 Die
SePP-KO-Maus zeigt in beiden Arbeitsgruppen eidentischen Phanotyp, welcher unter
anderem durch einen auffallenden neurologischend®yé gekennzeichnet ist. Die Mause zeigen
u.a. ataktische Bewegungsstorungen sowie epilégtidafalle. Dieser neurologische Phanotyp
junger KO-M&use ist mit Selen-Substitution der siaign Mutter komplett reversihelEs konnte
gezeigt werden, dass bei der KO-Maus das substéielen praferentiell ins Gehirn transportiert

wird, was die Sonderrolle des Selens im Bezug asifGehirn betont.

Renko et al* konnten an Mausen zeigen, dass Leber-spezifisch&#hstrukte den Plasma- und
Nieren-Selengehalt ahnlich wie bei der SePP-KO-M#auglich reduzieren, ohne dass jedoch
neurologische Symptome auftraten. Ferner wurde &@fRP-KO-Maus mit einem Leber-
spezifischen SePP-Knock-In-Konstrukt versehendieiem Maus-Modell fand sich eine
gegeniber der reinen KO-Maus erhOhte Aktivitat®en-abhangigen Serum-Enzyme und die
Maus blieb fertil. Mit Selen-Mangel-Ernahrung trateei der Maus jedoch die SePP-KO-typischen
neurologischen Symptome auf. Damit konnte gezeggtien, dass das hepatische SePP wichtig
fur die Verteilung des Selens im Korper in GehMrere und Hoden ist, dass jedoch offensichtlich
im Gehirn eine lokale Expression von SePP zur Abterhaltung des lokalen zerebralen
Selengehalts notwendig ist.

Hill et. al.”” untersuchten im Folgenden die SePP-KO-Mé&use darhus beziiglich des
neurologischen Phanotyps sensible Phasen in des-Hiatwicklung gibt. Sie konnten zeigen, dass
KO-Mause mit Selen-Substitution ab der Zeugung/@etminen neurologischen Phénotyp
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aufweisen, solange Selen weiter substituiert WiWdrde die Selen-Substitution jedoch, egal zu
welchem Zeitpunkt, nach der Entwohnung von der &figingestellt, entwickelte sich progressiv
der KO-typische neurologische Phanotyp. Wurde dlerS8Substitution erst nach Entwdéhnung
von der Mutter begonnen, entwickelten sich bis niale typischen neurologischen KO-
Symptome, blieben jedoch nach Substitution konstadtstabil ohne Nachweis einer
Verbesserung der neurologischen Symptome.

Damit konnte gezeigt werden, dass Selen sowolgiifPtase der Hirnentwicklung als auch im

adulten Gehirn eine wichtige Rolle spielt.

Nakajama et d° konnten ferner zeigen, dass sowohl ein SePP-K®auch ein Selenmangel,
eine Verringerung des Selengehalts im Cortex, dettellirn, dem Hirnstamm und dem
Kleinhirn mit sich bringen. Im Hippocampus hingegeurde bei Selenmangel keine eindeutige
Erniedrigung des Selengehalts gefunden, jedoch Ké&mine deutliche Reduktion, so dass dem
Hippocampus bezlglich der SePP-Funktion eine Sarliezuzukommen scheint.

Die erwahnten Studien deuten darauf hin, dass SeléisePP im Gehirn eine wichtige Funktion
haben. Ob Selen bei der Genese von neurologisatkeemkEungen beim Menschen eine kausale
Rolle spielt oder gar einen therapeutischen Ansalzoietet, bedarf sicherlich noch vieler
weiterfihrender Studien.

1.1.6 Ziele dieser Arbeit
Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist die Bemblng der Verteilung des SePP-Transkripts
und des SePP-Proteins in unterschiedlichen GewstieMensch und Maus. Insbesondere die
Fragestellung, ob es sich bei SePP um ein ubiquigpezifisch exprimiertes Protein oder um ein
sehr zell- bzw. organspezifisch exprimiertes Probteindelt, ist v.a. im Bezug auf die noch nicht
abschlieRend und vollstandig geklarte Funktion 8eRP von grol3em Interesse.
Ferner stellt sich die Frage, ob die Zellen, digligéch SePP auf Transkript- oder Protein-Ebene
positiv sind, negativ fir andere Selenoproteind,sumd sich daraus ein Donor-Akzeptor-
Verhdltnis zwischen den Zellen ableiten lasst. Bemntwortung dieser Frage haben wir am
Mausgewebe parallel zur SePP-In situ Hybridisieri&#l) auch ISH-Farbungen mit Hilfe einer
pGPX-Sonde durchgeftihrt.

Aus friheren Studien mit radioaktivem Selen istavek, dass das Gehirn im Selenstoffwechsel
eine Sonderrolle einnimmt und bei Selenmangel peéfill mit Selen versorgt wird. Unsere
Hypothese war daher, dass SePP, das im Kdrpeeb8ielenverteilung eine zentrale Rolle
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einzunehmen scheint, auch im Gehirn fur die Vengjlvon Selen von zentraler Bedeutung sein
kénnte. In Zusamenschau mit der antioxidativen Eankvon SePP’ "®stellt sich auch die Frage,
ob die Verteilung und Expression von SePP bei agenerativen Erkrankungen, deren Genese
durch Radikale schon lange diskutiert wird, ver@nideund daher eine pathogenetische bzw.

Pathogenese-beeinflussende Rolle spielen kdnnte.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellungen haben vi#iPSeuf Transkript-Ebene in ausgesuchten
Maus-Geweben mit Hilfe der In-Situ-Hybridisierurmpse einem kéauflichen humanen
Expressions-Arrays untersucht. Au3erdem wurden infmstochemische Untersuchungen am
humanen Gehirn-Gewebe von zerebral gesunden urahkt&n Patienten aus der Brain-Net-

Hirngewebebank durchgefiihrt und ausgewertet.
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2 Material, Methoden & Software

2.1 Gerate
Brutschrank
Film-Entwickler
Gamma-Counter
Gefriermikrotom
Gelkammer Agarosegel
Heizblock

Laborwaage
Mikroskop/Slide Scanner

Phosphoimager
Pipetten
pH-Meter
Photometer
Sequencer
Thermocycler
Vakuum-Trockner
Vortexer

Zentrifuge
Software:
Textverarbeitung

Datenbank

Zeichnungen

Bildverarbeitung/-aufnahme

Blcher/Anatomische Quellen:

Neuroanatomie:

Heraeus Instruments, Hanau
Curix-60, Agfa, Leverkusen
Riastar, Canberra Packard Instrumggis
Microm, Walldorf
Minigelkammer, Roth, Karlsruhe
Techne DB3, Gesellschatft fir Laborbedafiirzburg
LC420, Sartorius, Gottingen
Zeiss Axioskop bzw. Axid Meofluar-Objektiven
Mirax-Desk mit Mirax Viewer (V1.12), Zeiss
Zyklone, Perkin Elmer, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
pH 523, WTW, Weilheim
UV Visible Spectrophotometer, Pharmé&aeipurg
Abi Prism 5700, Perkin Elmer, Darmstadt
MHH, Landgraf, Langenhagen
SpeedVac SVC100, Savant Instrume&atsningdale
Vortex Genie 2, Bender&Hobein, Zirich
Biofuge 18 RS, Heraeus, Hanau
EBA12, Hettich, Tuttlingen

Microsoft Word 2003

Microsoft Access 2003
Microsoft Excel 2003

Microsoft Powerpoint 2003
Inkscape (V0.46)

Image Access (V6.3.9)

Picasa (V3.6.0)
Gimp (V2.6)

InterBralh
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Benninghoff, Anatomf&
Nolte, The Human Braih
The Mouse Brain Libraf§
Brain Maps.Orty

2.2 Chemikalien, Losungen und Puffer

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegelmenfolgenden Firmen bezogen:

Amersham (Freiburg), Bio-Rad (Munchen), Boehringéannheim), Gibco BRL bzw. Life
Technologies (Paisley, Schottland), Merck (Darntt&harmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden),
Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich (Deisenhofen)

Losungen wurden, je nach bendtigter Reinheit, eibraisiertem Wasser, doppelt destilliertem,

deionisierten Wasser oder mit sterilem, RNase+iréigua ad injectabilia (Pharmacia) angesetzt.

Ampicillin 100pg/ml in LB-Medium bzw. Agarplatten
Citratpuffer: 10,5 g Zitronensaure Monohydrat ( M$),14, Fa. Merck),

5 g Natriumhydroxid (Fa. AppliChem) ad 2,5 |,

pH mit NaOH auf 6,0 eingestellt, bei 4°C aufbbra
Denhardt’s (5x): 0,1% BSA, 0,1% Ficoll, 0,1% PalyyPyrrolidon (PVP)
Hybridisierungsmix: Hybridisierungspuffer mit 2% DT1 M) und Sonde
Hybridisierungspuffer: 600 mM NaCl, 10 mM Tris-HQINM EDTA,

0,05%(w/v) tRNA, 25% (w/v) Denhardt’s 5x,

10 % (w/v) Dextransulfat, 50% (v/v) Formamid

100 pg/ml Sonicated Salmon Sperm DNA, 20 mM DTT

LB-Agar-Platten: LB-Medium + 1,5 % Agar, autoklext

LB-Medium: 1L: 10 g NaCl, 10 g Pepton/Trypton, Bgfe-Extrakt,
Wasser ad 1L, autoklaviert

Lyse-Puffer: 1I: 8 g NaOH, 50 ml SDS 20%

Neutralisationspuffer:  1I: 294,5 g NaAzetat, pH &b Eisessig eingestellt

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KClI, 4,3 mM Na-Phosphat

1,47 mM K-Phosphat, pH ad 7,4
Resuspensionspuffer.  1l: 6,069 Tris, 4,72 gilAar A*H,0, 100 ng RNase, pH 8
Rnase-Puffer: 10 mM Tris HCI (pH 8), 0,5 M NaCinM EDTA,
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20 pg/ml RNase A, 1 U/ml RNase T1

SOB-Medium: 2% Bacto Trypone, 0,5 % Hefe-ExtraktmM NacCl, 2,5 mi
KCI, 10 mM MgC}, 10 mM MgSQ, pH 6,8-7,0

SOC-Medium: SOB-Medium + 20 mM Glucose

SSC-Puffer: 1x: 3 M NacCl, 0,3 M Na-Zitrat

Stop-Puffer (5x): Farbpuffer fir Agarosegele:

0,25% Bromphenolblau (w/v), 0,25% Xylencyanolw
30% Glycerin (w/v), 1 mM EDTA

TAE-Puffer: 800 ml:14,8 g TAE, pH 8 mit 10 N NaOH

TB-Puffer : 10 mM Pipes, 55 mM Mn£ 115 mM Cadl, 250 mM KCl,
pH mit KOH auf 6,7 eingestellt, steril-filtriemit 0,45 pum
Filter (Millipore)

TBE-Puffer(10x): 107,8 g/l Tris Base, 55 g/l Bause, 7,44 g/l NEDTA*2 H,0,
pH ad 8,3 mit HCI

TBS-Puffer: 0,05 M Tris, 0,145 M NaCl, pH mit Hauf 7,6 eingestellt

TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8, 1 mM EDTA

2.3 In-Situ-Hybridisierung

Die In-Situ-Hybridisierung dient dem Nachweis ein@@NA-Transkripts im histologischen
Schnittpraparat. Insbesondere die radioaktive IBkebhierbei eine besonders hohe Sensitivitat
und erlaubt, neben der Zuordnung des ISH-Signatsrar bestimmten Zelle, auch eine
semiquantitative Aussage uber den Gehalt einemnfrasén mMRNA in einer Zelle.

Zur Herstellung einer radioaktiven ISH-Sonde begigtian ein Vektor-Konstrukt, das bei dier
vitro-Transkription als Template fur unterschiedlicheARRRolymerasen dient. Die radioaktive
Markierung der Sonde wird durch den Einsatz ¥8amarkierten Nukleotiden bei dir vitro-
Transkription erreicht.

Bei dem hier verwendeten pGem-T-Vektor handelictsiam ein kaufliches Vektorsystem. In
diesen Vektor wird mit Hilfe der sog. TA-Klonierustgchnik (siehe 2.3.4) die interessierende
DNA-Sequenz kloniert. Dieses DNA-Fragment wird Hiiife einer PCR-Reaktion aus einem
cDNA-Gemisch gewonnen.

Das Ziel der ISH in unseren Experimenten ist derigeantitative Nachweis von SePP-mRNA in
unterschiedlichen Maus-Geweben und deren Zuordrnusgezifischen Zellen und damit

moglicherweise spezifischen Zellfunktionen.
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2.3.1 RNA-Isolation
Zur Isolation von muriner mRNA lag Mausgewebe (Lgloes Black-6-Labormausstamms vor.
Zur Isolation der RNA wurde das peqGold TriFastQREB, Bestellnr. 30-2010) System
verwendet. Dieses arbeitet nach dem Prinzip deni@umsothiocyanat-Phenol-Methode. Das bei
—80°C gelagerte Gewebe wurde unter Stickstoff-Kidplpulverisiert. Ca. 200 mg Organpulver
wurden zur RNA-Isolation eingesetzt und mit 2 nd@eld TriFast-LOsung auf Eis versetzt und
mittels Glass-Teflon Homogenisator lysiert. DuralifAehen durch eine 22G-Spritzenkantle
(Braun) wurde die DNA geschert, das Lysat weitapsadiert und dann 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 0,2 nidi@form pro Milliliter zugesetztem
peqGoldTriFast und anschlie3endem Vortexen wurdd.gsat bei 14.000 RPM zentrifugiert. Die
obere, wassrige Phase wurde mit der Pipette abgaean¥Zur weiteren Aufreinigung wurde
anschlieRend eine Phenol-Chloroform-Extraktion kdgetiihrt. Dazu wurde der Uberstand 1:1 mit
TE-gepufferten Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol:@61) versetzt. Anschliel3end wurde bei
14.000 RPM zentrifugiert und der wassrige Ubersargenommen. Durch Zugabe von % ml
Isopropanol pro Milliliter Losung und anschlielRentdagerung fur 15 min bei Raumtemperatur
und Zentrifugation bei 14.000 RPM, erfolgte dieZvéation der RNA. Anschliel3end wurde die
RNA zweimal mit 70%-iger Ethanol-L6sung gewasche,14.000 RPM 5 min abzentrifugiert
und der Uberstand mit der Pipette abgenommen. Elagiigte RNA-Pellet wurde dann kurz bei
Raumtemperatur getrocknet und in RNase-freiem Wasggenommen.
Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte niiteen Photometer. Die RNA-LOsung wurde

bis zur weiteren Verwendung bei —20°C gelagert.

2.3.2 cDNA-Synthese
Die Synthese der cDNA aus der isolierten RNA véh2erfolgte mit Hilfe der SUPERSCRIPT Il
RNase H-Reverse Transkriptase (GibcoBRL, Cat. Nib4814, 200 U/ul ). Dazu wurde 1 pl
Oligo-dTi2-18 (Gibco) mit 5-20 ug RNA in wassriger Losung aufllOnit Wasser aufgefullt und
gevortext. Anschlie3end erfolgte im Thermocycler ldikubation bei 42°C fur 3 min und
anschlieRender Inkubation auf Eis fur 3 min.
Danach erfolgte die Zugabe des RT-Mixes (4 ul 5¥Rifter (Gibco), 2 ul DTT (0,1 M), 1 ul
dNTPs (a 0,1 M), 1 ul Sup.Scriptll (200 U), 2 ul 88ar, ¥2 pl RNAsin (40 u/ul, Promega)) mit
anschlieBender Inkubation auf Eis fur 3 Minuten anschliel3ender Inkubation im Thermocycler
bei 37°C fur weitere 3 min und dann fir 90 min 4&iC.
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2.3.3 PCR
Das Primerdesign fur die SePP- und pGPX-Sondegtefahhand der bekannten Maus-Sequenzen
(NCBI). Die Synthese erfolgte durch die Firma MW@tBch AG. Die gelieferten Primer wurden
auf eine Konzentration von 100 pmol/ul (0.1 mM) iMasser eingestellt. Die PCR wurde als sog.
Hot-Start-PCR durchgefiuhrt, d.h. die DNA-Polymenasede zum PCR-Mix erst bei einer

Temperatur von 70°C zugegeben.

PCR-Mix

DNA ca. 50-200 ng
Forward-Primer 2 pl
Reverse-Primer 2 pul
10xPCR-Puffer 3 pl

dNTP (10 mM) 1 pl

Wasser ad 30 pl

Hot Start Mix:

Taq Polymerase 1 pl
10xPCR-Puffer 1 pl
Wasser 8 ul

Die Annealing-Temperatur wurde so gewahlt, dassai® °C unter der theoretischen
Schmelztemperatur (Tm) des Primers (Tm = 2x(A+#)»C+G) in °C) mit der niedrigeren Tm
lag. Die Dauer des Elongationsschritts t errechsietenach der Formel Basenpaare des
Amplifikats/(1000 bp/min) in Minuten.

Primer:

Name Sequenz

Forward m_pGPX CC ATG GCC CGG ATC CTCCGG GCATC
Reverse m_pGPX GAT GTT CAG GTT TGA GCA GAACCATTG
Forward mSePP GCCATG GGATACTTG TGT CTT CTG
Reverse mSePP GTC TCG AGG CTC TCT AAG TGA CCC TGEGC
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PCR-Programm:

Temp. Zeit t

i Zyklen

°C) (s)
Primare Denatur. 95 60
Denaturierung 95 15 <
Annealing Tm-5° 15 35x
Elongation 72 calc.
Finale Elongation 72 300

Zur Kontrolle der Amplifikate wurden 2 ul des PCRsatzes mit Ladepuffer versehen und in
einem 1,5 %igen Agarose Gel mit Ethidiumbromid (s@@dml) mit ca. 100 Volt in 1XTBE-Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt.

Die Aufreinigung der PCR-Amplifikate erfolgte dur@elextraktion und Ethanol-Fallung.

2.3.4 Klonierungen
Die Klonierungen erfolgten primar tber die TA-Kleningstechnik. Dabei macht man sich zu
Nutzen, dass die Tag-Polymerase unspezifisch afifemepe PCR-Produkte ein Adenosin-
Nukleotid anlagert, so dass ein linearisierter @ektit GUberhangendem Thymin-Nukleotid in der
Lage ist, das PCR-Stlick anzulagern, und mit HiliereLigase entsteht ein zirkuléares Plasmid.
In unseren Versuchen wurde das TA-Kloning-Set vam@ga mit dem pGEM-T-Easy Vektor
(Promega, B.-Nr. A1360) verwendet. Die Ligatioroégfe mit Hilfe der T4-DNA-Ligase
(Promega). Dazu wurden 1ul pGEM-T Vektor (50 ng)) 2xLigase-Puffer, 50 pg PCR-Produkt,
% ul T4-Ligase (3 Weiss unitd) und Wasser ad 10 pl zusammengegeben. Die Ligatizde
uber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.3.5 Kompetente Bakterien und Transfektion
In unseren Versuchen verwendeten wir den E. calrgt JM-109.
Zur Herstellung von kompetenten E. coli wurde vimeeGlycerin-Stamm-Kultur (Lagerung bei -
80°C) mit Hilfe einer Impfése Material durch leiebtStreichen tber die gefrorene Oberflache
entnommen und auf einer LB-Agar-Platte verdinnersgiestrichen und tUber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden mehrere Kologjeerntet und in einem 1L-Erlenmayer-
Kolben (Schott) mit 200 ml frischen LB-Medium bé&i°® bis zu einer optischen Dichte bei 600

21



Material & Methoden

nm von 0,6 vermehrt. Der Kolben wurde dann fur 10 auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden
anschlieBend in 50 ml Falcons tberfiihrt und 10imeiner Beckmann-Zentrifuge bei 4000 RPM
und 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde veferound das Bakterienpellet wurde in 32 m
4°C-kaltem TB-Puffer resuspendiert. Die Bakteriepgision wurde erneut bei 4000 RPM, 4°C
zentrifugiert. Die Bakterien wurden in 8 ml 4°C4esh TB-Puffer resuspendiert, anschlieRend mit
DMSO (Dimethylsulfoxid) langsam bis zur finalen Kaamtration von 7% versetzt und fur 10 min
auf Eis inkubiert. Danach wurde die Bakterien-Sasma in 1,5 ml Eppendorfgefal3en aliquotiert
und in flissigem Stuckstoff schockgefroren. Die ®&kn wurden bis zur Verwendung bei —80°C

aufbewahrt.

Transfektion

Es wurden 100 pl der kompetenten Bakterien-Suspeasizu 3 pl Ligationsansatz in einem
vorgekuhlten 1,5 ml-Eppendorfgefald hinzugegebenldnehin auf Eis inkubiert. Anschlie3end
wurde der Ansatz fur 90 sek im Heizblock bei 42ikubiert, fir 1 min auf Eis abgekuhlt und mit
700 pl eiskaltem SOC-Medium versetzt. Fur 30-90 enfalgte anschliel3end die Inkubation im
Brutschrank bei 37°C.

AnschlieRend wurde die Bakterien-Suspension bed &M zentrifugiert. Der Uberstand wurde
groéRtenteils abgenommen, die Bakterien dann irfialesh Medium resuspendiert und
anschlielend auf einer LB-Agar-Platte mit Ampiniliusgestrichen. Die Platte wurde tGber Nacht
bei 37°C inkubiert.

Plasmid DNA Mini-Praparation (Mini Prep)

Am folgenden Tag wurden ca. 10 Bakterien-Kolonigndear Impfése gepickt und in je 3 ml
frisches Medium mit Ampicillin-Zusatz angeimpft. &loNacht erfolgte die Inkubation bei 37°C
auf dem Schuttler. Am nachsten Tag wurden 2 mKa#turen bei 4000 RPM im 2 ml Gefald
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Bakterienpellet wurde in 200 pl eiskaltem
Resuspensionspuffer resuspendiert. Nach Zugab2@@p! Lyse-Puffer wurde das Gefald 5 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Neutatisspuffer wurde das Gemisch fur 1 h auf
Eis inkubiert, danach bei 14.000 RPM fiir 15 mintéfmiert und anschlieBend der Uberstand in
ein neues Gefald Uberfiihrt. Zur weiteren DNA-Aufigeing erfolgte eine Phenol-Chloroform-
Extraktion (s.0.). Zum schnelleren Trocknen kamierRioben in den Exsikkator (SpeedVac) bis

zum volligen Verdampfen des 70% Alkohols.

22



Material & Methoden

Das DNA Pellet aus der Phenol-Chloroform-Extraktiamde in 30 ul Wasser aufgenommen. 3 pul
dieser DNA-LOsung wurden direkt zur Bewertung dérAMenge und —Qualitat mittels eines
1,5%-igem Agarose-Ethidiumbromid-Gels analysi@usatzlich erfolgte eine DNA-Bestimmung
mittels Photometer bei 260 nm (s.u.).

Zur Kontrolle des Inserts wurden anschlie3end ikésins-Reaktionen angesetzt.

Die Detektion der verdauten Produkte erfolgte rsitténes 1,5%-Agarose-Gels durch
Elektrophorese bei 100 V. Dabei wurde ein kb-Basststab mitgefuhrt.

Bei positivem Ergebnis wurden Glycerin-Stocks dangfizierten Kulturen angefertigt. Dazu
wurden 0,7 ml frische, Gber-Nacht-Bakterienkultut @3 ml Glycerin-Losung (50%) vermischt

und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Besvahrung erfolgte bei -80°C.

Plasmid DNA Maxi-Praparation

Um grol3ere Mengen an Plasmid-DNA zu erhalten, wuedes der Vorkultur (s.0.) der positiv-
getesteten Klone 500 pl in 100 ml neues LB-MediumAmpicillin-Zusatz tberfuhrt und tber
Nacht bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert. Am refieh Tag erfolgte die Plasmid-Praparation
mit Hilfe eines Qiagen Maxi-Kits (Best.Nr. 1216Pjazu wurden die 100 ml Bakterien-Kultur auf
50 ml Falcon-Tubes verteilt und fiir 20 min bei 460®M zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Die Resuspension des Bakterien-Peliéttgee mit 10 ml des mitgelieferten
Resuspensionspuffers. Nach Zugabe von 10 ml Ly#erRuurde die Suspension fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 10 mitdésationspuffer wurde die Probe fur 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Ansatze warbei 4000 RPM zentrifugiert. Die Saulen
aus dem Kit wurden zuerst mit 10 ml Aquilibrationfpr und nach dem vollstandigen Durchlauf
des Puffers mit dem klaren Uberstand der zenteftigm Probe beladen. Nach vollstandigem
Durchlauf der Probe wurden die Saulen 2x mit 3Mfakch-Puffer gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 15 ml Elutionspuffer. Durch Zugabe V@i Volumen Isopropanol wurde die DNA
ausgefallt und bei 4000 RPM 20 min zentrifugiecN Waschen des DNA-Pellets in 15 ml 70%-
igem Ethanol und erneutem Zentrifugieren bei 40BRvurde das DNA-Pellet in 150 pl TE-
Puffer aufgenommen. Von dieser DNA-Probe wurde ph@ometrische
Konzentrationsbestimmmung vorgenommen, und esgéefeine Kontrolle durch Agarose-Gel-
Elektrophorese. Zur photometrischen Konzentratiessmmung wurden 2 pl der DNA-L6sung
mit 98 pl Wasser verdinnt. Die Messung erfolgteimer 80 pul Quarzkivette im Photometer, das
gegen Wasser auf O kalibriert wurde. Durch Extokéimessung bei 260 nm wurde die DNA-
Konzentration berechnet. Dabei wurde davon ausgeganlass eine Extinktion von 1.0 bei 260

nm einer doppelstrangigen DNA-Konzentration vonus0ml entspricht.
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Sequenzkontrolle

Zur Kontrolle der Vektorsequenzen wurden Sequeti@aktionen nach der Kettenabruch-
Methode mit dem AmpliTaq FS1/4 BigDyeTerminator+Rbe (ABlI PRISM)durchgefuhrt .Dazu
wurden 2ul des Premixes mit ca. 250 ng DoppelstEadg, 10 pmol Sequenzier-Primer und
Wasser ad 10 ul angesetzt.

Sequenzier-PCR-Reaktion: 25 Zyklen (96°C fur 10,5 C fur 5 sek. , 60°C fur 4 min).

Zur Aufreinigung der Sequenzier-Reaktion wurdeRtiedukte durch Zugabe von 100% Ethanol
auf 0,7 Vol% und Zugabe von 3 pl 3M-Natrium-Acdtésung, pH 4,6, ausgefallt, bei 14.000
RPM abzentrifugiert und in 30 pl 70% Ethanol gewasc Nach erneutem Abzentrifugieren bei
14.000 RPM wurde der Uberstand verworfen und daa{Phllet getrocknet und in 10 pl
Sequenzier-Puffer (TSR) aufgenommen. Sequenzigderauf einem Abi Prism 5700-Sequencer
(Perkin Elmer/Applid Biosystems).

Die Kontrolle der Insert-Sequenz erfolgte durctgAinent mit der bekannten Maus-Sequenz.

mGPX3
pGEM-T
4052 bp

,,,,,

BamHI 1553

Abbildung 5: Vereinfachte Vektorkarte des pGEM-TKW&s mit Maus-GPX3 Insert:
Restriktionsverdau-Schnittstellen: Ndel & BamHI
SP6/T7-Polymerase-Promoter: SP6 & T7

2.3.6 Maus-Gewebe fiur ISH
Samtliche untersuchten murinen Gewebe stammtenBlaok-6-Labormausstamm.

Das Betauben der Mause erfolgte durch Einbringamia gesattigte CAtmosphare bis zum
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Erlédschen der Reaktion auf Schmerzreize. Anschiig@@efolgte das Toten der Tiere durch
Translokation der Halswirbelséaule. Die Mause wurdieekt im Anschlul? seziert. Die
enthnommenen Gewebe wurden in O.C.T-Medium (optoutting temperature, TissueTek)
eingebetet und anschlie3end bis zum volligen Duegieh in mit flissigem Stickstoff gekuhlten
2-Methylbutan verbracht, und um das Austrocknemezrmeiden in Parafilm eingewickelt. Die
Lagerung erfolgte bis zur weiteren Aufarbeitung+#°C. Das Gewebe wurde im
Gefriermikrotom geschnitten. Die Objekt-Temperddigy zwischen -12°C und -17°C. Die
Schneidekammer-Temperatur betrug —20°C. Die Gewbhéte wurden auf Objekttrager
aufgezogen, welche zuvor mit einer 2%-igen Loswgy3aTriethoxysilylpropylamin (Merck) in
Aceton silanisiert, iUber Nacht im Ofen bei 30°Qgeitnet und anschliel3end zur Vernichtung von
RNasen gebacken wurden (200° C tuber Nacht). Diaitdicke betrug 10-14 um. Die Schnitte
wurden auf dem Objekttrager bei Raumtemperatut3imin getrocknet und anschlie3end bei —

80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.3.7 In-Vitro Transkription und radioaktive Sonden-Making
Die aus den Maxi-Praparationen stammenden pGPX- $eRP-Plasmide wurden mit den
entsprechenden (s. folgende Tabelle ) Restriktimngaen linearisiert, um bei dir Vitro-
Transkription sog. Run-Off-Transkripte zu erhalten.

Verdau-Ansatze (in Klammer RNA-Polymerase-Site):

Plasmid Sense Antisense

#18_pGPX  Ndel (T7)  BamH1 (SP6)

d7_mSeP Xhol (SP6) Spel (T7)

Der Restriktions-Verdau (Enzyme der Fa. NEB) wurdeh Anleitung der Firma durchgefihrt.
Fir den Verdau wurden 3 Units an Restriktionsengyorpg DNA eingesetzt. Die Inkubation bei
37°C erfolgte, um einen moglichst vollstandigendéer zu garantieren, fir 5 h. Anschlielend
erfolgte eine Phenol-Chloroform-Extraktion. Das DiRAllet wurde in einer entsprechenden
Menge TE-Puffer aufgenommen und vollstandig aufleho-Agarose-Ethidium-Bromid-Gel
geladen. Die Elektrophorese wurde in TBE-Pufferli€l V durchgefuhrt. Das Agarose-Gel
wurde anschliel3end photographiert, und auf dem i$e¢kTwurden die Banden des linearisierten

Plasmids mit einem Skalpell ausgeschnitten. Digéidtiwdes linearisierten Plasmids erfolgte mit
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Hilfe des Qiagen Gel-Extraktions-Kits (B.Nr. 2860B)e Konzentration des Eluats wurde mittels

eines Photometers bestimmt.

In vitro-Transkription:

Bei derln vitro-Transkription werden verschiedene DNA-abhangigé\HMlymerasen (z.B. T7,
SP6 (Fa. NEB)) eingesetzt. Diese binden an digestkende T7- bzw. SP6-Polymerase-Start-
Sequenz auf dem verwendeten pGem-T-Vektor. Marragiteidet je nach Orientierung der
transkribierten Sonden-RNA zur endogenen mRNA diatkollsonden (sense) und die antisense
Sonden. Dabei binden antisense-Sonden die komptéreenRNA, sind also die eigentlichen
Nachweis-Sonden fir die interessierende zelluld&&Abei der ISH. Die sense-Sonden, welche
die gleiche Orientierung wie die mMRNA besitzendein diese nicht. Sie werden als Negativ-
Kontrolle eingesetzt und geben Auskunft Gber dasald der unspezifischen Sonden-Bindung.
Es wurde 1pug linearisiertes Plasmid fur die Trapskin verwendet. Fur die radioaktive
Markierung wurdex® Schwefel in Form vo®*S-UTP eingesetzt. Es wurden 150 pCi fiir die
antisense-Sonde, und 75 uCi fir die Sense-Sondesstrt. Die Losung der radioaktiven
Nukleotide (Hartmann Analytik, Braunschweig) wurdeler SpeedVac eingedampft, um eine
Volumenreduktion zu erreichen, was die Effizieng Bebaus der radioaktiven Nukleotide erhoht.
AulRerdem wurde ein NTP-Mix (0,5 M ATP, CTP, GTF),5LUnits RNase-Inhibitor (Rnasin,
Promega B.Nr. 2111) und 20 Units der entsprecheRéi&&-Polymerase (SP6/T7 (Gibco, B.Nr.
18018-010, 18033-019)) mit dem mitgelieferten 1Gid?zugesetzt.

Transkriptionsansatz (antisense)

a**S-UTP 150 pCi
linearisierte DNA 1ug
NTP-Mix (& 0,5 M) 1,5 ul
DTT (100 mM) 1,0 pl
RNase-Inhibitor 12,5 Units
10x-Polymerase-Puffer 1,0 pl
T7/SP6-Polymerase 20 Units
Wasser ad 10 pl

Die Inkubation erfolgte bei 37°C fir 90 min. Zuml#eu der eingesetzten Plasmid-DNA und von
DNA-RNA-Hybrid-Komplexen wurde der ReaktionsansatschlieRend mit 10 Units DNase bei
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37°C fur 15 min inkubiert. Um eine bessere Penetrater RNA-Sonde in das Gewebe zu
erreichen, wurde eine alkalische Hydrolyse zurtlerten Fragmentierung der Sonde
durchgefiihrt. Dazu wurde der Transkriptionsansatzimem Volumen NzZCOs-Losung (0,2 M,
pH 10,2) vermischt und bei 37°C inkubiert. Die Dader Inkubation richtet sich dabei nach der
Ausgangsgrol3e und nach der Zielgrélie der Sonde.

Sie errechnet sich nach folgender Formel:

: . Ausgangslange (kb) — Ziellange (kb)
Inkubationszeit (min)=

0,11 x Ausgangslange x Ziellange

Die Ziel-Lange der Sonden betrug in unseren Exparten 250 bp. Im Anschluss an die
Inkubation erfolgte die Neutralisation mit 1/20 Uolen 10%-iger Essigsaure und Zugabe von TE-
Puffer ad 70 pl. Zur Entfernung der nicht eingebaltukleotide wurden die Proben in einer
Zentrifuge Uber Sephadex-G50-Saulen (Pharmacieye&sigdrich B.Nr. 271128) abzentrifugiert.
Anschliel3end erfolgte die Bestimmung der Effizieies radioaktiven Einbaus, indem 2 pl der
markierten Sonde in 4 ml Szintillator (Ultima GoRkckard) in3-Counter (Packard) fur 1 min

gemessen wurde.

Prahybridisierung der Schnitte:

Alle folgenden Schritte wurden unter Vermeidung ¥isase-Kontamination durchgefihrt. Das
PBS wurde zu diesem Zweck mit 0,1% DEPC (Diethydpgrbonat, Sigma-Aldrich B.Nr. 40718)
Uber Nacht inkubiert und anschlie3end autoklavidie. benutzten Glaswaren wurden gebacken.

Die Schnitte wurden erneut bei Raumtemperatur3imih getrocknet und anschlieRend wurden

folgende Schritte bei Raumtemperatur auf dem Sehatirchgefuhrt:
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Ablauf Hybridisierung:

Zeit t
Fixierung in 4% Paraformaldehyd (PFA) in PB60 min
0,4% Triton-X-100 in PBS 10 min
Waschen in PBS 5 min
H.O 1 min
TAE-Puffer + 0,5 ml Essigsaureanhydrid 10 min
Waschen in PBS 10 min
H.O 1 min
50 % Ethanol 30 sek
70 % Ethanol 30 sek

Der TAE-Puffer mit Essigsaureanhydrid diente deetglzerung der Schnitte. Dieser Schritt
blockiert polare und geladene Gruppen des Gewsbeatass die unspezifische Bindung der Sonde

vermindert wird.

Im Anschlul3 wurden die Schnitte erneut 15 min gidnet und dann weiterverarbeitet bzw. bei —

20°C weggefroren.
Hybridisierung:

Die Hybridisierung erfolgte mit Hilfe des Hybridesungsmixes. Von der Sonde wurde final
50.000 cpm (counts per minute) pro pl Mix eingas&w Schnitt wurden je nach Schnittgré3e
zwischen 35 pl und 70 pl des Hybridisierungsmixdgetragen. Die Hybridisierung erfolgte mit
aufgelegtem Deckglas bei 60°C Uber Nacht in eieactiten Kammer (50% Formamid in®).

Posthybridisierung, Exposition & Auswertung:
Am néachsten Tag wurden die Deckglaser durch Spilgr SSC entfernt.

Folgende Waschschritte wurden im Anschlul3 bei Raopératur (falls nicht anders angegeben)

auf dem Schuttler durchgefthrt:
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Zeitt
2x SSC 20 min
RNase-Puffer, 37°C 30 min
1xSSC 20 min
0,2 x SSC 20 min
0,2 x SSC, 60°C 60 min
0,2 x SSC, 60°C 15 min
H.0 15 min

Im anschliel3enden RNase-Verdau werden alle eiretggen und nicht gebundenen Sonden
abgebaut und in den folgenden Schritten vom Scheittaschen.Die Schnitte wurden erneut bei
Raumtemperatur getrocknet. Zur Kontrolle der Hyibretung wurde, vor dem Auftragen der
eigentlichen Nachweis-Emulsion, Uber Nacht ein BagrRontgenfiim (KODAK, B.Nr. 871 5187)
direkt auf die trockenen Schnitte aufgelegt unerittacht bei Raumtemperatur exponiert. Am
nachsten Tag wurde der Film entwickelt und das tiigeder Hybridisierung im Hinblick auf
Signalstarke und Spezifitat anhand der Kontrollidisierung beurteilt.

Im Folgenden wurden die Schnitte bei SafelightanDunkelkammer in Hypercoat-Emulsion
(Autoradiographie-Nachweissystem, Amersham) beC4§8dippt. Nach Antrocknen der
Photoemulsion wurden die Schnitte in lichtdichtg&sitionsboxen mit Trockenmittel (Silica)
gestellt. Bei 4°C erfolgte die Exposition je nachral auf dem Biomax-Film fur 3 bzw. 6
Wochen. Die sense-Sonde (Negativkontrolle) blieimén6 Wochen exponiert.

Die Entwicklung erfolgte mittels Kodak-EntwicklerlD (B.Nr. 146-4593) fur 3 min. Fur die
Fixierung wurde entweder Kodak-Fixerer oder Natthiotyanat (Sigma) verwendet.

Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayer’s Hamalaun-n@gs(Sigma B.Nr. 51275) fur 1 min und
anschlieBendem 5 min Blauen in flieRendem Leituiagser. Die 10 um Schnitte wurden
zusatzlich mit Eosin (Sigma B.Nr. E4382) fur 2 rgegengefarbt und fir 2 min in Leitungswasser
gewaschen. Anschliel3end wurden die Schnitte GberAdkoholreihe ( 70%, 90%, 100%, Xylol )
dehydriert und mit Eukitt-Eindeckelmedium (Sigm&lB.03989) eingedeckelt.

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit einem geéigioskop. Die Schnitte wurden mit einer

Sony-CCD-Kamera digitalisiert und im TIFF-Format dam Rechner abgespeichert.

2.4 Human Multiple Tissue Expression Array (MTE)
Bei dem kauflichen MTE-Array handelt es sich umeaiorthern Blot-Membran mit punktférmig
aufgetragender cDNA aus unterschiedlichen Geweben Zellen. Mit Hilfe einer radioaktiven
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SePP-Sonde wird durch Hybridisierung mit der GeweDEA ein quantitativer Wert ermittelt,
der mit dem mRNA-Gehalt der aufgetragenen Gewebreli@rt und damit einen Vergleich der

unterschiedlichen Gewebe bezlglich ihres SePP-mBiAalts ermoglicht.

Die folgenden Methoden und die Auswertung des Idigltlissue Expression Array (MTE)
wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Lutz Schorglaurchgefiihrt.

Die Expressions Analyse des SePP in humanen Gewalrde mit Hilfe des ,Human Multiple
Tissue Expression Array* (MTE) der Firma BD Bioscience/Clontech durchgefiihre Di
Hybridisierung erfolgte mitd>**P]dCTP-markierten cDNA-Fragmenten entsprechend dem
Protokoll des Herstellers. Die Auswertung der Hgisierung erfolgte mittels Cyclone Storage
Phosphor System (Packard BioScience, Dreieich,doblaind). Die Signal-Intensitaten wurden
nach Abzug des Hintergrunds in ,Digital Light Uniter Unit Area“ (DLU/mn) gemessen. Dabei
wurde die Signal-Intensitat der Leber als 100%rulexfi und die Ubrigen Signalstarken relativ zur
Expression der Leber im Schaubild aufgetragen (% AlProzent der adulten Leberexpression).

2.5 Immunhistochemie humanes Gehirn

Bei der Immunhistochemie handelt es sich um eirohfi& zum spezifischen Nachweis eines
Proteins im Gewebeschnitt. Die Spezifitat wird duden Einsatz eines Antikorpers gegen ein
bestimmtes Protein erreicht. In unseren Versuckemnanden wir die Immunhistochemie zum

semiquantitativen Nachweis von SePP im humanen G&8ehnitt.

2.5.1 Patienten
Far die immunhistochemischen Untersuchungen wu@iemebe von Patienten ohne und mit
neurologischen Erkrankungen aus dem Brain-Bankiaés neuropathologischen Instituts der

Universitat Wirzburg ausgewahlt:

Erkrankung Patientenanzahl (Alter in Jahren)
Kontrollfélle 5 (%, 32, 38, 66, 78)
Morbus Alzheimer 2 (76, 80)

Morbus Parkinson 1(71)
amyotrophe Lateralsklerose (ALS) 5 (60(f), 61, 63, 64, 73)
Multiple Sklerose 1(73)

Abk.: (f) = familiare ALS
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2.5.2 Gewebeaufarbeitung
Die Entnahme, Verarbeitung und der Zuschnitt etérighach den Regeln des Brain Net-
Protokolls durch die Neuropathologie der Univetafidirzburg. Die Einverstandnis-Erklarung der
Patienten bzw. Angehdrigen zur Organentnahme lagllea Patienten, entsprechend dem Brain-
Net-Protokoll, vor. Die entnommenen Gewebe wurdegktinach der Sektion im pathologischen
Institut in phosphatgefpufferte 5%-ige Formalin-unig tberfihrt, fir ca. 2 Wochen fixiert und

anschlieRend wie folgt zugeschnitten:

Schnitt Region

1 Gyrus frontalis medius

2 Gyrus temporalis superior & medius

3 Gyrus supramarginalis des Lobulus parietaligiofe

4 Gyri occipitales (Area striata/parastriata/peash)

5 Gyrus cinguli (Area cingularis anterior),Corpasil@asum

6 Hippocampus auf Hohe Corpus geniculatum laterale

7 Hippocampus auf H6he des Uncus, entorhinalereort

8 anteriores Striatum, Nucleus accumbens

9 Pallidum, Putamen auf H6he des Corpus mammilare

10 Thalamus mit Nucleus mediodorsalis

11 Thalamus, Nucleus subthalamicus, Corpus mamillar

12 Amygdala, Substantia innominata auf Hohe Corurasant.
13 Kleinhirnwurm

14 Kleinhirnhemisphare, Nucleus caudatus

15 Mesencephalon mit Substantia nigra (Pars compact

16 Pons mit Locus coeruleus

17 Medulla oblongata mit unterem Olivenkern, Ndtsalis nervi vagi, Ncl. nervi hypoglossi

Die in der Tabelle aufgefihrten Regionen wurdendaedmaliig entnommen. Bei bestimmten
Erkrankungen (z.B. ALS) wurden weitere Regionememimen. Nicht bei allen Patienten wurden

in der vorliegenden Studie alle Blockpréparate nsuoteht.

Die Aufbereitung der Gewebe erfolgte nach den Statsddes Pathologischen Instituts. So wurden
die Gewebe nach dem Zuschnitt in Histologiekapgethracht. Die Entwasserung &
Paraffinierung erfolgte automatisch tber Nacht gamm: 5% Formalin 2x1h, Ethanol 80%

2x2h, Ethanol 100% 4x2h, Xylol 100% 2x2h, Paraffx2h), und anschliel3end wurden die
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Gewebe in Paraffin eingebetet. Der Zuschnitt etéodgn Mikrotom mit einer Schnittdicke von 8
pm. Die Schnitte wurden auf SuperFrost™-Objektmégeifgezogen und mindestens Uber Nacht
bei Raumtemperatur getrocknet. Parallel wurden uig-Kliver-Barrera-Farbungen

durchgefuhrt.

2.5.3 Antikorper
Zur Herstellung eines fur die Immunhistochemie geeien Antikdrpers wurden die Peptide
SePP2 und SePP5 extern von einer Firma synthetemneKLH gekoppelt und zur Immunisierung
von Kaninchen verwendet. Die gewonnenen Antisenarden Affinitats-gereinigt (Fa.
Eurogentec, Belgien). Ak#207 wurde im Schaf gegemeirines SePP-Peptid produziert, das

jedoch eine gro3e Sequenzhomologie im ausgewahittechnitt mit humanem SelP aufweist.

Lokalisation der Antigene:

SePP2 #207 SePP5

Selenoprotein P linear (61 kDa, 381 AS, tirkis = Signalpeptid, gelb = SeCys)

Antigene:

SePP2 (AS 14-28, Kaninchen): LPSGGTESQ®®LC
SePP5 (AS 253-266, Kaninchen): QHRQGHPEDRP A
Ak#207 (AS 221-236, Schaf): SKPSENQQPGPTBAC

Der Antikérper Ak#207 sowie SePP2 wurden nur zutkaizwecken in den folgenden

Untersuchungen eingesetzt.

2.5.4 Immunhistochemie
Das Entparaffinieren & Wassern erfolgte mittelseeiabsteigenden Alkoholreihe ( Xylol 2x
10min, Ethanol: 2x100% 5 min, 2x96% 5 min, 2x70%iG) und anschlieBendem Uberfiihren &
Spulen der Schnitte in. Das Trocknen der Schnitte erfolgte auf einezplaite bei ca. 40°C
fur max. 10 min. Die Gewebe-Schnitte wurden dabeemem Fett-Stift (PapPen, DAKO) auf
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dem Objekttrager eingerahmt. Die Schnitte wurddplastik-Farbekluvetten (mit Deckel) in
Citratpuffer tberfuhrt und in der Mikrowelle bei®WVatt Leistung 3 x 5 min gekocht (sog.
Antigene Retrieval, Zeit gemessen ab Siedepunkif)eDwurde stets darauf geachtet, dass die
Gewebeschnitte nicht austrocknen und bei BedaraicHuffer nachgefillt. Die Schnitte wurden
dann in TBS-Puffer fir 10 min abgekihlt. Zum Bleakin der gewebeeigenen Peroxidase erfolgte
ein Inkubationsschritt in einer Wasserstoffperoxé@$sung (250 ml KD, 6 ml 30%-
Wasserstoffperoxid) fur 15 min bei Raumtemperdtisich dem kurzen Spulen der Schnitte 0 H
und TBS erfolgte das Blockieren der unspezifisdPegtein-Bindungsstellen auf dem Gewebe mit
Hilfe von Ziegenserum (Proteinblock, Fa. BiogertgK112-9K) fur 20 min bei Raumtemperatur
in einer feuchten Kammer. Das Ziegenserum wurdehgie8end abgekippt. Zur Antikérper-
Verdinnung wurde TBS-Puffer mit Zusatz von 0,1% BSAma) verwendet. Die
Antikorperverdinnung wurde in unterschiedlichen Kemtrationen ausgetestet (1:60, 1:100,
1:120). Dabei zeigten sich die besten Ergebnisiseier Antikdrperverdinnung von 1:100. Es
wurden pro Schnitt ca. 150 pl der AntikGrper-Venaing aufgetragen und mit Hilfe einer
Pipetten-Spitze gleichmafig auf dem Gewebe-Schaiteilt. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht
bei 4°C in einer feuchten Kammer. Am nachsten Tagie/2 x 5 min mit TBS-Puffer gespdlt.
Das Spulen der Negativ-Kontrolle erfolgte sepakaschliel3end wurde der MultiLink-Antikdrper
(MultiLink-Kit Konzentrat, Fa. Biogenex, LP 000-U¥erdinnung: Antikérper + 4 = 1 + 20) bis
zum vollstandigen Bedecken des Gewebes auf dentSg#imaufelt. Es folgte eine Inkubation fir
20 min bei Raumtemperatur in der feuchten Kammach\2 x 5 min Spulen in TBS wurde die
Label-Losung (MultiLink-Kit Konzentrat, Fa. Biogexid_P 000-Ul, Verdinnung: Label +,Bi=1
+ 20) auf den Schnitt pipettiert und fir 20 min Baumtemperatur in der feuchten Kammer

inkubiert.

Nach 2 x 5 min Spulen in TBS erfolgte die Zugabe ¥60 ul AEC-Reagenz-Verdinnung (1 ml 5
x Substratpuffer, 4 ml 4@, 2 Tropfen AEC, Fa. Biogenex) mit anschliel3endlenbation fir 2

min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde duradlle®pin TBS und anschliel3end in(H
gestoppt. Die Schnitte wurden in Mayers-Hamalaugngg) fir 1 min gegengefarbt und dann fir
10 min in Leitungswasser geblaut. Das Eindeckerasvebe erfolgte mit dem wasserldslichen
Eindeckelmedium Aquatex (Merck), da das AEC-Realsfisodukt Alkohol-16slich ist.

Die Negativkontrollen wurden wahrend des gesamtalaufs parallel mitgefuhrt. In der ersten
Antikorper-Inkubation wurde TBS mit 0,1% BSA ohnatkdrper eingesetzt. Die Waschschritte
erfolgten separat von den anderen Schnitten. Adgif2é&ontrollen wurden Schnitte eines
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bestimmten Patienten bei allen Farbungen mitgefBleitden ersten Farbungen wurden zusatzlich
Antikorper gegen Ubiquitin mitgefuhrt.

Kontrollen:

Die Spezifitat der beiden Antikdrper SePP#2 undP3&Rvurde in Western-Blot-Experimenten

gezeigt*®

Zusatzliche wurden folgende Kontroll-Experimentecthgefihrt:

Negativkontrolle:

Bei jedem Farbedurchgang wurde ein Schnitt mioBSA in TBS-Puffer statt des
Primarantikdrpers durchgefuhrt.

Spezifitatskontrolle:
Zur Kontrolle der Spezifitat fuhrten wir Farbungait 3 verschiedenen Antikoérpern durch (vgl.

Kapitel Antikdrper).

Praabsorbtionsexperimente:
Die Antikorper-Losung wurde mit 0,1% und 1% humar@enum bei Raumtemperatur 15 min

vorinkubiert.

2.5.5 Datenbank
Zur Verarbeitung der Daten aus der immunhistochemeis Farbereihe wurde auf Grund der
Datenmenge die Verwendung einer Datenbank notwebikgDatenbank wurde mit Access 2003

der Firma Microsoft erstellt.

Ziele der Datenbank waren dabei (Abbildungen 6-9):

- Einfache Eingabe der Ergebnisse Uber eine Eimgatice
- Sinnvolle Gliederung der Daten nach Patient I&ektionsnummer, Erkrankung und Alter
- Mdglichkeit komplexe Abfragen zu erstellen

Ergadnzend wurde eine Tabelle aus einer orientiereAdiswertung der Schaubilder aus
Nieuwenhuys” ,Chemoarchitecture of the Brifrérstellt, in der zu den unterschiedlichen
Hirnstrukturen die jeweiligen Neurotransmitter affghrt sind.
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w | Alter | MNeuropathologie | Sonstige Erkrankungen
| B | ALS .
[ | | | Kontrolifall, altersentsprechend | Frithgeburt 28 o o o
| B | _ Morbus Alzheimer Cerad C, Stadumv
| F | i Kantrollfall ) | Hypertonie, Koronarsklerose, Akute Koronarinsuffizienz
| & | familiare ALS mit bulbarem Beginn B ) - R
| | _ Kontrolifall, Status cribrosus | Koronarsklerose, Myokardinfarkt
[ | ALs '
| B __ Kontrallfall
| F | ! Kontrallfall -
[ | | ALS | Hypertanie
| B | __ Alzheimer Cerad B.Braak IV, Amyloidangio|
8] _ AGD+PSP !
| E | ~|Kaontrallfall ) ~ Myokardinfarkt
| | 'Multiple Sklerose Cerad Plague Score A | Myokardinfarkt
| B | ALS (lumbal betant) Linksherzversagen
| | | Argyrophilic Brain Disease+Morbus Alzhein| o
ANER M. Parkinson {it. Klin. Angaben) | Absolute Arrhythmie
| | ' Marbus Parkinson (neckortikaler Subtyp) +  Herzkreislaufversagen
[ 0
Datensatz: [E'I'I_l [D@ von 18

Abbildung 6: Tabelle Patienten mit Sektionsnumn@eschlecht, Alter, Neuropathologie und weiterenr&mkungen (Daten zur
Wahrung der Anonymitat hier z.T. ausgeblendet)

[ Regionen [ schnittcode [ MO [N()[ N1 N2 [N3[ N4 [Ng[Nfg[n<s0] O [ A0 JAmM| a1 [ A2 A3 | A4 [Ag|Afg[aso] mo [miy] mi [ M2 ] M3 | M4 [Mg|Mifg[mes0] ~
[ |+ Laminad 230001 1 [ E1 [ @ | [ERNE (B BEBE]| B A8 O M| B 8 0| @ B|8|08|0]F |
|_|* Lamina5 2230000 O | O | @ | 0 0 N O al | 0 O 00 BR[O O\ |8 H
||+ Laminas 230001 0 & BB O 8 B B|[8|®A [ O 0|8 8| B B| |88 |B|H
||+ Marklager 20 B || B |8 |8 | B BB ®\ ENN=H NG O o8 B B B @88 88
||+ Lamina 1 200 B B | @B |8 | B B OB B |8 (& @B 00l | B = O|B|@8|8|8]|,]
||+ corpus callosum 2000 0 | O | @ | @ | 3| & N O I e I O R N T O O T A
||+ Gyrus cinguli 2005 B | O | B | 8 ] B8R B F]| ERN=ENG] Bl A B B B BB BB B
||+ Area entorhinalis 2006l 0 | O | @B | @ BB |\ 8] =R B W B8 BB B @A = A
|+ Subiculum 20006 B 0| 0 B ] (B A B B @R A D@00 B 85[0 0] k]
| _|* Hippocampus CA 1 230006 O | O | @ | 0 0 e e O \ |\ OO0 800 0|00 0 |\ 0
| |+ Hippocampus CA 2 23006 B | B | B | H [} [EENEE N =N A BB O 0| 8| 8| B B| |8 |88 H
|| * Hippocampus CA 3 230006 B | B | @ | B [ EEREANE] EHE=ANG] O @ 8 B B @B 8B
|_|* Hippocampus CA 4 2006 B || @ | B |8 | B B B | BB 0| @ B8 00|85 B B O|lB|@|8 E |
||+ Gymus dentatus Kamerzellen 230006 [0 [0 i I G 0 0B 8|00 B 8|0 0 |8 B8 B 0|08 8]H
||+ Area entorhinalis 207 B | 0| 8| 8 [] B | HA|HA|H ERN=ENG] ] B B B BE(B|B|BH|EB
||+ Subiculum 2007 B | 0| @] @A [ BB |\ 8| =R Bl B BB B B BB BB
|_|* Gymus dentatus Kamarzellen 23007 0 | 0| & | 8 0 8|80 8 B 8|0 8 B8 8 O 0 8/ 8|0 |0 8|8 80|88 ]
|_[* Hippocampus CA 4 230007 B 0| A | B ] | B e BB e o O N 0 O T T O e N
[ |+ comu ammanis 20007 BB | B[ 8 ] B A A B B[ M AR B8 BB B|O| @8 B
||+ Aeus 2wy B | B | @B B | B & B[ B| B\ B O 8 B B B0 8 BB OB B 88
|_|* Mucleus caudatus 230008 [C] | @] B | B B 0 B0 5|8 (&0 8 O o|l8 B B O|B|@|8|8]|E,]
||+ capsulainterna 2000 0 | 0| @ | @ | @ || & O o B B0 BB 0| 00|80 |@ |0 O] 0] ] R
||+ striae 230008 H| O 8|8 |8 | B B[ A |HA|H ERN=ENG] ] B B B BE(B|B|BH|EB
||+ Putamen 230008 | & [alIN=HN=0 | B\ || | Bl B | Bl B BB B B BB BB
[ |+ Mucleus septalis 208 0 M| M| O 0O O & |8l 8 8] 0O @\ 8 O @ 80 B O 8|08 B | B |
||+ Broca Band 230008 s O O I | 0O B\ || O o\ | 8. T o OO A A
|_|* Mucleus accumbens 230008 [ [ B BB [EHNEEN =N A BB =] O 88 BB B B BB
| _|* Mucleus caudatus Comu 230009 BB B B & [ B O 8 B B B @ 8 8B @B 8 88
|| * Mucleus reticularis thalami 230009 O o B 0 O g B\ |\ 8 B o\ BB ma(8|n|n| H,|
|_|* Capsulainterna 230009 0 | O | @ | @ | @ | B | /@ e T NS T O T O T T A R 1
||+ Pallidum 230009 | O 8|8 |8 | B [ERN=HN] Bl A A B|EH|H B B B BE(B|B|BH|EB
||+ Globus pallidus externa 230009 Ol = BB | | B B F]| =l Bl ®m B BB B B BB BB
[ |+ Globus pallidus interna 230009 0 | = I T T | 0| 88| O 8 B8 8 0 F| 8|8 0|0 8|8 8 88,]
||+ Nucleus caudatus 230010 B | [ | ei) [ ] 2 s T O N D o O T AT T O s N
||+ Mucleus dorsolateralis thalan 230010 B | @ [&] [EHNG O B B 8|®m B8 ] A A B[E(AB A|B]EBH
|| * Mucleus reticularis 230010 [ | O [l ] B 0B ] O BB BE B 8B BB 8 88
| _|* Mucleus posterolateralis thal: 230010 B | B ] B 0 B0 5| 8| & @888 B BB D E|(B B|@8]8]|
+ Mucleus medialis thalami 230010 [0 [ [l ] | ) E | E | || | | R T T O A R O 1
+ Mucleus habenularis thalami 230010 1 | 71 ] SN O T T O T Y2 O 5 T T O = = = R = =
Datensatz: [14) 4 [ 1 [ L] von 857 < I ] »

Abbildung 7: Tabelle Ergebnisse
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Abbildung 8: Formular Ergebnis-Eingabe
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| Calliculus snpvem:r B

Commissura anterior

Corpus amygdaloideum, pars media
| Corpus geniculatum laterale
Corpus geniculatum mediale

Cortex cerebelli

Cortex frontalis

Decussatio pyramidorum

|Fascia dentata

Fasciculus longitudinalis dorsalis
Fasciculus olivocochlearis

Fasciculus tegmentalis dorsalis

__|Cornu posterius, Lamina IV, V, VI

) |Fasciculus telencephalicus medialis

Abbildung 9: Ausschnitt Tabelle Chemoarchitekturmateuwenhuy®
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SePP-Score

Um die unterschiedlichen Farbeintensitaten derregionen untereinander besser vergleichen zu
konnen, wurde ein sog. SePP-Score eingefuhrt. EtedBdnung des SePP-Scores wurden den
unterschiedlichen Kategorien der Farbeintensitétils Punktwerte zugeordnet (Intensitat O
entspricht Punktwert O, Intensitat (1) entspriamiwert 0,5, Intensitat 4 entspricht Punktwert 4
usw.). Pro Messung/untersuchtem Areal wurde s&emmenscore bestimmt und diese Summen
zu einem Gesamtpunktwert addiert. Dieser Wert wdtdeh die Gesamtzahl der Messungen in

diesem untersuchten Areal dividiert. Dieser Wegttgrden SePP-Score.

Z[n(N @) *05+n(N1) +n(N2) *2+n(N3) *3+n(N4) * 4]
n(Messungen

SePP- Score=
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3 Ergebnisse
3.1 In-Situ-Hybridisierung

Die Farbungen sind insgesamt gut auswertbar miinibgend mafiggradigem unspezifischem
Hintergrund. Die positiven InSitu-Signale kénneezpschen Zellen zugeordnet werden. Eine
Identifikation der einzelnen Zelle als Neuron ist grof3en Zellen bzw. in Kerngruppen gelagerten
Zellen unproblematisch. Eine Unterscheidung den&leNeuronen gegeniber Gliazellen ist nur

eingeschrankt moglich.

3.1.1 Selenoprotein P
Gehirn (Abbildung 10):
Cortex:

Einzelne kleine Zellen stellen sich positiv dareg® entsprechen am ehesten keinen Neuronen.

Marklager subkortikal:

Einzelne kleine Zellen stellen sich positiv dareg§g entsprechen am ehesten keinen Neuronen.

Subiculum:
Eine mafiig zelldichte Population an mittelgrof3eliediegut vereinbar mit einer Neuronen-

Gruppe, ist positiv fir SePP-mRNA.

Retrosplenium:
Es finden sich allenfalls einzelne, gering vermebritive, mafig grolRe Zellen, vereinbar mit

Neuronen.

Zentrales Hohlengrau:
Histologisch zeigen sich gleichmalig verteilte, gdfolRe Zellen mit maRiger Expression,

passend zu Neuronen.
Colliculus superior:

Es finden sich gruppiert liegende (wohl untersditbdn Neuronen-Unterkernen entsprechend),

malfdig positive Zellen mit maRiggradiger Expression.
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Gyrus dentatus:
In der Kdrnerzellschicht zeigen sich keine positiellen. In der polymorphen Schicht,
Kdrnerzellschicht-nah, finden sich positive mittelge Zellen (Neuronen). Im Stratum moleculare

zeigen sich gleichmaRig verteilt kleine, geringwehrt positive Neuronen.

CA3:

Allenfalls einzelne Zellen stellen sich in der Kéreellschicht gering vermehrt positiv dar.

CAl:
In der CAl1-Region in der Kornerzellschicht zeigarzelne mafiig grol3e Neuronen eine gering
erhdhte Positivitat fir SePP-mRNA.

Amygdala:

Es finden sich keine SePP-mRNA-positiven Zellen.

Medialer Geniculatum Komplex:
Unterschiedliche Kerngebiete erscheinen untershtiegefarbt. Das laterale Kerngebiet zeigt
keine positiven Zellen. Die medial liegenden Ketgte lassen z.T. méaRig viele, verstreut

liegende, positive Zellen erkennen.
Stratum griseum superficiale Pars anterior:
Es zeigen sich wenige, maliig positive mittelgro8ker, passend zu Neuronen. Die Zellen

scheinen aber insgesamt nur wenig SePP-positiv.

Nucleus ruber:

Histologisch sind diffus teils deutlich positivelléa identifizierbar.

Substantia nigra, pars compacta:

Relativ viele Zellen erscheinen maRig positiv.

Substantia nigra, pars reticularis:

MaRig viele Zellen erscheinen mafig positiv.
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Nuleus peripeduncularis:
Histologisch zeigen sich mafiig viele, maRig posijtdiffus verteilte positive Zellen.

Pes cerebri:
Es finden sich maRig viele, diffus verteilt liegenehd gering positive Zellen.

Abbildung 10: SePP-In Situ-Hybridisierung Maus-Gatantisense (hachste Seite, zentrale Abbildungt dier Orientierung
und wurde nachbearbeitet)
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Lunge:

Die Sense-Markierung zeigt einen relativ hohen étgrund, jedoch findet sich keine spezifische
Anfarbung. In der Antisense-Markierung dagegendindich einige, wohl im Bereich der
Alveolarwandung gelegene Signalanhebungen (Mydfilasten? Vgl. Abbildung 11). Eine
genaue histologische Zuordnung zu einem bestim#eétyp gelingt nicht eindeutig. Das
Alevolarepithel zeigt z.T. eine geringe Positivilaas Bronchialepithel scheint allenfalls gering

positiv. Das Gefal3endothel erscheint fokal positiv.

Abbildung 11: ISH Lunge SePP

links oben: Lunge antisense mit positiver Farbimnder Alveolarwand (400x, HA, lange Belichtung)
rechts oben: Lunge antisense (400x, HA, lange Bii)

links unten: Bronchus (rechts) und Vene (links) serise (200x, HA, lange Belichtung)

rechts unten: Lunge sense (ca. 100x, HA, lange Relg)
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Thymus (Abbildung 12):
Die Sense-Markierung zeigt einen relativ hohen étgrund, jedoch findet sich keine spezifische
Anfarbung von SePP-mRNA. In der Antisense-Markigrkommen einzelne, diffus Uber das
Organ verstreut liegende Zellen im Mark und derd@ides Thymus zur Darstellung. Eine genaue
histologische Zuordnung zu einem bestimmten Zeligngt nicht.

Abbildung 12: ISH Thymus SePP antisense
links: ~ Thymus Rinde (100x, HE, lange Belichtung)
rechts: Thymus Mark (200x, HA, lange Belichtung)

Dunndarm:
Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuisen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung. Die Antisense-Markierung farbt vermefpithelzellen im Bereich des

Isthmus/Zervix-Bereichs sowie das Oberflachenehithe

Abbildung 13: ISH Dinndarm SePP antisense
links: Dunndarm, positives Signal im Bereich debrsis/ der Zervix (100x, HA, lange Belichtung)
rechts: Dunndarm (200x, HE, lange Belichtung)
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Leber:

Die Sense-Markierung zeigt einen geringen Hinterdrohne spezifische Anfarbung. Auf Grund
der zu erwartenden hohen Expression von SePP iceter wurde zuséatzlich zu den tblichen
zwei Expositionszeiten eine kurze Exposition Ub&age durchgefiihrt. In dieser Farbung ist das
SePP-Transkript betont peripher im Leberzell-Lagpchu erkennen, also in der Zone | des
Rappaport-Leberazinus. Diese Verteilung zeigt prafizipiell auch bei den langen

Expositionszeiten, jedoch scheinen wohl nahezu alberzellen SePP zu exprimieren. In der

langen Expositionszeit zeigt sich das Epithel digenfiassten Gallenblase positiv.

Abbildung 14: ISH Leber SePP antisense
links: Leber mit positiver Farbung in der Zone Rappaport (100x, 2d Belichtung)
rechts: Leber (100x, 2 Wo Exposition)

Milz:
Die Sense-Markierung zeigt einen relativ hoheriugén Hintergrund. In der Antisense-Farbung
finden sich wenige, vereinzelte positive Zellens[Zagnal laft sich aber keinem bestimmten

Zelltyp zuordnen (vgl.Abbildung 15).
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Abbildung 15: ISH Milz SePP antisense (200x, HBEgk Belichtung)

Harnblase:
Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuisen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung. In der Antisense-Farbung ist das Uraéiiehfalls gering positiv. In der

Harnblasenwandung sind vereinzelt positive ZeltEmiifizierbar. Diese sind jedoch nicht
eindeutig einem Zelltypus zuordenbar (evtl. EndiGthe

Abbildung 16: ISH Harnblase SePP antisense (20&x,|&hge Exposition)

Skelettmuskulatur:
Die Sense-Markierung zeigt einen relativ hohen étgrund, jedoch findet sich keine spezifische
Anfarbung von SePP-mRNA. In der Antisense-Farbumg) isn Endomysium vereinzelt deutlich

positive Zellen zu finden, bei denen es sich ewtl.Perizyten handelt. Vereinzelt scheinen
Endothelzellen positiv fir SePP-mRNA zu sein (¥dgibildung 17).
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Abbildung 17: ISH SePP Skelettmuskulatur antisengeositiver Farbung von Zellen im Endomysium (208A, lange
Exposition)

Niere:

In der Sense-Markierung findet sich stellenweisedeutlicher Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung. Die kurze Exposition zeigt nahezu keiHantergrund.

In der Antisense-Markierung werden die Glomerulatkitsh ausgespart (vgl. Abbildung 18).
Umgebende Tubuli (proximale Tubuli) sind deutliagsiiv fir SePP-mRNA. Die Sammelrohre
hingegen sind negativ SePP-mRNA. Am Ubergang Nieegk zur Rinde die Marktubuli deutlich
geringer positiv als die Rindentubuli. In der landgelichtung zeigt sich deutlich, dass nicht alle
Tubuli positiv angefarbt sind. Die Glomerula singtl in der langen Exposition negativ fir SePP-
MRNA.
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Abbildung 18: ISH Niere SePP antisense
links oben: Niere Ubersicht (50x, HA, lange Esijion)
rechts oben: Niere (200x, HE, kurze Exposition)

links unten: Niere mit Glomerulum und Tubuli (20®1E, kurze Exposition)

Herz:

Die sense-Farbung zeigt einen mafiiggradigen Hintedy

In der Antisense-Farbung ist das Endokard fokatldéupositiv fir SePP-mRNA, im Myokard
finden sich diffus verstreut einzelne deutlich pesiZellen, evtl. sind auch die intramuralen
GefalRe positiv. Im Vorhofmyokard finden sich vdeal in der langen Exposition einzelne
deutlich positive Zellen. In der langen Belichtusigdas respiratorische Epithel im miterfassten
Bronchus betont basal gering positiv fir SePP-mRNA.
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Abbildung 19: ISH Herz SePP antisense

links oben: Kammermyokard und Endokard (100x, Héage Exposition)
rechts oben: Kammermyokard (200x, HA, lange Expmg)t

links unten: Vorhof (100x, HA, lange Exposition)

Hoden:

Die Sense-Farbung zeigt einen maRigen Hintergraneg epezifische Anfarbung, im Speziellen
kommen die Leydig'schen Zwischenzellen nicht zusi4ung. In der Antisense-Farbung sind
die Leydig'schen Zwischenzellen deutlich markibes Keimepithel bleibt negativ.
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Abbildung 20 ISH Hoden SePP antisense
links: Hoden (100x, HE, lange Exposition)
rechts: Hoden Leydig-Zwischenzellen (200x, HE, mBgxposition)

3.1.2 pGPX

Gehirn (Abbildung 21):

Eine Sense-Farbung wurde nicht durchgefuhrt.

Nucleus ruber:
Es finden sich zentral keine pGPX-positiven ZellemRandbereich des Nucleus hingegen zeigen
sich positive Zellen.

Nucleus oculomotorius:

Es sind malfiig viele, teils deutlich pGPX-positivadién identifizierbar.

Zentrales Hohlengrau:
Histologisch finden sich méaRig viele, malig pGPXipee Zellen

Gyrus dentatus Kornerzellschicht:
Es stellen sich keine auffallend positiven Zellan, @ine geringe Positivitat ist nicht

auszuschliefRen.

Gyrus dentatus Molekularzellschicht:

Es finden sich keine positiven Zellen.
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CA1l:

Die Zellen stellen sich negativ/gering positiv dar.

CA3:

Die Zellen stellen sich negativ/gering positiv dar.

Medialer Geniculatum Komplex:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Stratum griseum superficiale:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Retrosplenium:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Subiculum:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Colliculus superior:

Es zeigen sich einzelne gering-bis malig positeier

Nucleus peripenduncularis:

Histologisch sind viele unterschiedliche Zellenipes

Substantia nigra, pars compacta:
Es zeigen sich viele deutlich positive Zellen, eatich Zellen des Ncl. intralaminaris thalami
posterior positiv.

Substantia nigra, pars reticularis:

Die Zellen sind negativ, evtl. einzelne Zellen ggrpositiv

Entorhinaler Kortex:

Es finden sich keine positiven Zellen.
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Pedunculus cerebri:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Nucleus interpeduncularis:

MaRig viele Zellen stellen sich gering positiv dar.

Marklager:

Allenfalls einzelne Zellen stellen sich gering piosiar.

Amygdala:

Es finden sich keine positiven Zellen.

Tabelle 1: Zusammenfassende & vergleichende Ergsbrmier SePP- und pGPX-ISH im murinen Gehirn
Abk.:

- = negativ, -/(+) = einzelne schwach positive 2e|l-/+ = einzelne positive Zellen

+ = gering positive Zellen, ++ = maRig positive |Eal +++ = stark positive Zellen

n.e. = im Schnittpraparat nicht erfasst, p.c. sgampacta, p.r. pars reticularis

Lokalisation SePP pGPX
Nucleus ruber ++ -
Ncl. Oculomotorius n.e. +++
Zentrales Hohlengrau ++ ++
Gyrus dent. (Kdrner) - -/(+)
Gyrus dent. (Mol.) (+) -
CAl (+) -/(+)
CA3 -/(+) -I(+)
Med. Gen. Komplex -/+ -
Retrosplenium -/(+) -
Subiculum ++ -
Colliculus superior ++ -/(+)
Nucl. peripenduncularis ++ ++
Substantia nigra, p.c. ++ +++
Substantia nigra, p.r. ++ -/(+)
Entorhinaler Cortex -/(+) -
Ped. Cerebri + -
Ncl. Interped. - +
Marklager -/(+) -/(+)
Amygdala - -

Abbildung 21: pGPX-In Situ-Hybridisierung Maus-Gehantisense (néchste Seite)
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Lunge:

Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuinsen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung.

In der Antisense-Farbung ist das Epithel der Brarchegativ. Das Lungenparenchym ist mit
vielen positiven, im Bereich der Alveolarwandung/@dlarepithel gelegenen Zellen ausgestattet.
Die GefalBwande erscheinen pGPX-mRNA-positiv angefar

Abbildung 22: ISH Lunge pGPX antisense

links oben: Lunge Ubersicht (50x, HE, lange Belicit)
rechts oben: Lunge (200x, HE, lange Belichtung)
links unten: Lunge (200x, HE, lange Belichtung)
rechts unten: Lunge (400x, HA, lange Belichtung)
Thymus:

Die Sense-Markierung zeigt einen mafiig ausgepragdiiémsen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung. In der Antisense-Markierung kommen inyfius-Mark viele Zellen positiv zur

Darstellung. Der genaue Zelltyp 1af3t sich nichtrdnen. Die Thymus-Rinde ist negativ fur
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pGPX-mRNA. In den Gefassen erscheint die Mediatipogin den Thymus angrenzend ist

deutlich positiv gefarbtes Gewebe identifizierlveahrscheinlich der Schilddrise entsprechend.

r:’;? Z o i &5

Abbildung 23: ISH Thymus pGPX antisense

links oben: Thymus (25x%, HE, lange Exposition)

rechts oben: Thymus Mark-Rindeniibergang (200x, Biftgeé Exposition)
links unten: Thymus Mark (400x, HE, lange Exposijio

rechts unten: Thymus und Schilddriise (100x, HEgddBxposition)
Dinndarm

Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuisen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung von pGPX-mRNA.

In der Antisense-Markierung ist eine deutliche p@RRNA-Farbung im Ubergangsbereich der
Foveola zur Isthmusregion zu erkennen. In der Masisypropria sind vereinzelt positive Zellen.
Strangartig positive Zellverbénde ziehen von aufienh die Muscularis nach innen,
wahrscheinlichen Gefal3en entsprechend.
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Abbildung 24: ISH Dinndarm pGPX antisense
links: 100x, HE, lange Exposition
rechts: 200x, HA, lange Exposition

Leber:

Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuisen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung von pGPX-mRNA.

In der Antisense-Markierung ist das Leberparenchggativ fir pPGPX-mRNA. In der
GefaRwandung intrahepatischer Gefalie finden sisitiy@wZellen. In der Gallenblasenwand sind
nur in den auReren Wandschichten einzelne po&tllen zu erkennen.

T . Tyt

Abbildung 25: ISH Leber pGPX antisense
links: Leber (links), Gallenblase (rechts) (100A-HE, lange Exposition)
rechts: Leber (200x, HA, lange Exposition)

Milz:
In der Sense-Markierung ist deutlicher Hintergrohde spezifische Anfarbung erkennbar. Die

Photoemulsion des Detektionssystems ist grol3flgaimgeblattert. Die Gefal3strukturen sind
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positiv. Im Parenchym sind um die Gefésse heruegie Zellen positiv angefarbt fur pGPX-
MRNA (periarteriolare lymphatische Scheide?).

Abbildung 26: ISH Milz pGPX antisense
links: Milz (200x, HA, lange Exposition)
rechts:  Milz (400x, HA, lange Exposition)

Harnblase (Abbildung 27):

In der Sense-Markierung fokal ein deutlicher Higtand. Der Hintergrund des Urothels eher
geringer ausgepragt. Auch in der Antisense-Farliindet sich ein hoher Hintergrund. Das
Urothel bleibt negativ. Einzelne positive Zellerdier Harnblasenwandung.

Skelettmuskulatur(Abbildung 28):

Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepragifémsen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung, wahrend in der Antisense-Farbung pogigifarbte Gefal3e fir pGPX-mRNA zu
erkennen sind. Einzelne Zellen um die Muskelfaseablisind positiv (z.B. Perizyten).
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Abbildung 27: ISH Harnblase pGPX antisense
links: Harnblase (100x, HA, kurze Eposition)
rechts: Harnblase (400x, HA, lange Exposition)

Abbildung 28: ISH Skelettmuskulatur pGPX antisense
links:  Skelettmuskulatur (200x, HA, lange Exposifio
rechts:  Skeletmuskulatur (400x, HA, lange Expoaitio

Niere:

Die Sense-Markierung zeigt einen mafig ausgepradiffuisen Hintergrund ohne spezifische
Anfarbung. Fokal sind Glomerula mit geringerem Eigtund erkennbar.

In der Antisense-Farbung sind die Glomerula negatihrend die proximalen Tubuli hingegen
deutlich positiv sind. Im Nierenmark zeigt sich deeum etwa die Halfte der Tubuli mafig positiv
(vgl. Abbildung 29).
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Abbildung 29: ISH Niere pGPX antisense

links oben: Niere Ubersicht (25x, HA, lange Expiosi)
rechts oben: Nierenrinde (200x, HA, lange Expositio
links unten: Nierenrinde (400x, HA, lange Exposiio
rechts unten: Nierenmark (200x, HA, lange Expositio
Herz:

In der Sense-Markierung zeigt sich insgesamt mugefinger Hintergrund. Stellenweise sind
streifenformige Signale im Myokard erkennbar, dreehesten Gefalien entsprechen.

In der Antisense-Farbung ist eine deutliche Anfagouon pGPX-mRNA im Vorhofmyokard
identifizierbar. Im normalen Myokard liegen versirgn der langen Belichtung deutlich
hervortretende Zellen. Das streifenformige Mustehtzvom Vorhof in Richtung Spitze
(Reizleitungssystem, Gefal3e?). Das Endokard isitivedpas Perikard zeigt sich in der langen
Exposition maRig positiv. Im miterfassten Bronckaiglas Epithel eher negativ, jedoch kommen
subepithelial Zellen angedeutet positiv zur Dalstej (z.B. Myofibroblasten).
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Abbildung 30: ISH Herz pGPX antisense

links oben: Kammermyokard (200x, HA, lange Expasiji
rechts oben: Kammermyokard (400x, HA, lange Exjpasjt

links unten: Vorhof & Vorhofmyokard (50x, HA, landexposition)
rechts unten: Vorhofmyokard (200x)

3.2 Multiple Tissue Expression (MTE) Array

Die Leber zeigt die hochste Expressionsrate deP$eRNA von allen auf dem Array enthaltenen
Gewebeproben. Die Expressionsrate der Leber wsrdi@% definiert und die Ubrigen
Gewebeproben werden als Prozent der adulten Lgtression (ALE) aufgetragen. Die Negativ-
Kontrollen des MTE-Arrays (Yeast Total RNA, YeaRNA, E.coli-rRNA, E.coli-DNA, Poly-

r(A), Cot-1-DNA, genomische DNA Kontrollen (100/500 ng)jgen alle deutlich Werte unter 1%
(maximal 0,6% bei humaner genomischer DNA 500ng).
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Insgesamt lassen sich 4 Kategorien der Expressianacheiden (vgl.Abbildung 31):

* Gewebe mit hoher Expression (50-100%):

In dieser Gruppe findet sich die adulte Leber uas Qorpus callosum

» Gewebe mit mittlerer Expression (20-50%), z.B. BjdVilz, fetale Leber.

» Gewebe mit geringer Expression (5-20%), z.B. HBlase, Colon.

* Gewebe ohne bzw. mit sehr geringer Expression (<5%)

z.B. Hoden, fetaler Thymus, Ovar, fetales Gehirn

Abbildung 31: Ergebnisse der SePP-mRNA-Hybridisigrdas MTE-Arrays in Prozent der adulten Leberexgioes(ALE)
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3.2.1 SePP-Expression Gehirn

Die Expression von SePP unterscheidet sich in oielaen Hirnabschnitten deutlich (vgl.

Tabelle 2). Die meisten Gewebe befinden bezlighotr ISePP-Expression im Bereich der

geringen Expression. Das fetale Gehirn hingegegt keine Expression.

Die Expression in den einzelnen Hirnlappen zeidjgleeh eine geringe Streuung (6-10%). Der

Cortex cerebralis |ai3t eine gering hbhere Exprasai®die einzelnen Hirnlappen erkennen.

Im Corpus callosum, Rickenmark und in der Medull@iogata ist in der Gruppe der zerebralen

Gewebe eine im Vergleich zu den Ubrigen Hirnregiogiee deutlich erhéhte Expression

detektierbar.

Tabelle 2: Messergebnisse MTE-Array SePP-Expressidtentralen Nervensystem in Prozent der adulimekexpression in

absteigender Reihenfolge (ALE)

Hirnregion Prozent Hirnregion Prozent
Corpus callosum 53 Cortex cerebralis 13
Ruckenmark 32 Hippocampus 12
Substantia nigra 28 Lobus parietalis 10
Hypophyse 22 Lobus occipitalis 9
Medulla oblongata 19 Amygdala 9
Gehirn (gesamt) 17 Nucleus accumbefs
Putamen 16 Lobus frontalis 9
Nucleus caudatus 16 Lobus temporalis 8
Cerebellum rechts 15 Lobus paracentralis 6
Thalamus 13 Hirn fotal 0
Pons 13
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3.2.2 SePP-Expression gastrointestinal
Die Expressionsraten im Gastrointestinaltrakt beamegich im
Bereich der eher geringen Expression (vgl. Tal&llé&lur der
Magen lafdt eine geringfligig hdhere Expression inghech zu
den Ubrigen gastrointestinalen Abschnitten erkendenhumane
Kolonkarzinom-Zell-Linie SW480 (ATCC-Number CCL-228

zeigt keine Expression von SePP.

3.2.3 SePP-Expression urogenital
Die Expression von SePP in Niere und Uterus besgiegtim
mittleren Expressionsbereich. Hoden und Ovar zeggem eher
geringe Expression. Die Expression in der fetalameNist

deutlich geringer als in der adulten Niere.
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Tabelle 3: Messergebnisse MTE-Array
SePP-Expression im Gastrointestinaltrakt in
Prozent der adulten Leberexpression in

absteigender Reihenfolge

Organ Prozent
Magen 16
Colon descendens 12
Colon transversum 12
lleum 11
Colon ascendens 11
Appendix 11
lliocoekal 10
Duodenum 9
Rektum 9
Pankreas 8
Speicheldrise 7
Jejunum 7
Osophagus 5

Kolorektales Adeno- 0

karzinom SW480

Tabelle 4: Messergebnisse MTE-Array
SePP-Expression im Urogenitaltrakt in
Prozent der adulten Leberexpression in

absteigender Reihenfolge

Organ Prozent
Niere 39
Uterus 20
Blase 11
Prostata 9
Hoden 3
Fetale Niere 5
Ovar 2
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3.2.4 SePP-Expression tracheobronchial
. ] ] - Tabelle 5: Messergebnisse MTE-Array
Die Organe des Tracheobronchialsystems zeigergeingge SePP-Expression im Tracheobronchial-

. ) o ] system in % der ALE
Expression von SePP. Die fetale Lunge exprimietFSien

] , Organ Prozent

Vergleich zur adulten Lunge mehr als doppelte arksDie _
Lunge fotal 14

humane Lungenkarzinom-Zell-Linie A549 (ATCC-Numi@CL-

o _ _ Trachea 12

185) zeigt eine sehr geringe Expression von SePP. Lunge adult 6
Lungenkarzinom 1
Zell-Linie A549

3.2.5 SePP Expression Herz Tabelle 6: Messergebnisse MTE-Array SePP-

Expression im Herz in % der ALE

Die Expression von SePP im Herzen zeigt einenidbati

_ _ Organ Prozent

Unterschied zwischen fetalem und adultem Herzesgdsamt Herz adult 16

ist aber die Expression beim adulten Menschenealag Linker Vorhof 14

einzustufen. Rechter Ventrikel 12
Herzspitze 12
Rechter Vorhof 11
Septum 10
Linker Ventrikel 7
Herz fetal 1

Tabelle 7: Messergebnisse MTE-Array
SePP-Expression immunologische/

3.2.6 SePP Expression immunologische/hamatologische ?jffttg')ogismeGewebe/Erkra”kunge”
0

Organe/Zell-Linien

Organ Prozent
Die Ergebnisse der SePP-Hybridisierung zeigendsudiche Milz 20
Expression von SePP in der Milz. Die tbrigen untensen Lymphknoten 16
lymphatischen Organe (Lymphknoten, Knochenmarknirs) Knochenmark 10
weisen eine mittlere Expressionsrate auf. Die Leu&abzw. Thymus 7
Lymphom-Zell-Linien sowie periphere Blutleukozyten Burkitt Lymphom! 0
exprimieren kein SePP. Leukamie K562 0

Leukamie Molt-4 0
Leukozyt Blut periph. 0
Leukamie HL-60" 0

Zell-Linien ATCC-Nr.:
1 CCL-213,2 CCL-243,2 CRL-1582¢ CCL-240
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3.2.7 SePP-Expression fetale Organe Tabelle 8: Messergebnisse MTE-Array

. . . ) SePP-Expression in fetalen Organen und
Die Expression von SePP in den fetalen Organeh&rgabsolut Plazenta (% ALE)

betrachtet, aul3er in der Lunge, durchgangig niedats in den Organ Prozent
adulten Organen. Insbesondere auffallend ist dérige Plazenta 24
Expression von SePP in der fetalen Leber im Veshleur Leber 21
adulten Leber. Die Plazenta nimmt den Spitzenjitatier SePP-  Lunge 14
Expression der fetalen Organe ein. Milz 7
Niere 5
Thymus 2
Herz 1
Vergleich Fotal-Adult absolut
100
80
60 EFotal

Prozent der ALE

40 B Adult
20 1
Nl m] = W N

Abbildung 32: Vergleich der Absolutwerte der SePiiession fotaler versus adulter Organen auf deri Mrray.
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Vergleich Fotal-Adult relativ |
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Abbildung 33: Vergleich der SePP mRNA-ExpressionBatzug der fotalen Werte auf die Plazentaexpression
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Abbildung 34: Vergleich SePP mRNA-Expression mit Reder fotalen Werte auf die fetale Leberexpression
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Vergleich Fotal-Adult relativ Il
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Abbildung 35: Vergleich SePP mRNA-Expression mit Reder fotalen Werte auf fetale Expression Leberzétta

In den Abbildungen 32 bis 35 werden unterschiedlibarstellungen derselben Daten gezeigt, die
einen besseren Vergleich der relativen SePP mRN#dssion in Geweben adulten versus fotalen
Ursprungs erlauben. Ungeachtet der relativen Qiiaetung ist hier sehr auffallig, dass besonders
die fotale Lunge unverhaltnismafig hohe SePP mRpiagel exprimiert.

3.2.8 SePP-Expression sonstige Organe Tabelle 9: Messergebnisse MTE-

Die Schilddriise zeigt eine mittlere ExpressionS&PP-mRNA. Array SePP-Expression sonstige
Organe (%ALE)

Ahnlich hoch wie in der Schilddriise ist auch digEssion in der

) _ Organ Prozent
Brustdriise und der Nebenniere. Schilddrise 15
Die Skeletmuskulatur weist ebenfalls eine mittlexpression von g stdriise 14
SePP auf. Nebenniere 14

Skelettmuskel 9

67



Ergebnisse

3.3 Immunhistochemie

3.3.1 Kontrollen
Zur Austestung der Antikorper-Spezifitat und dee8fitat der Farbung selbst wurden
unterschiedliche Kontroll-Farbungen durchgefuhrt.

In den Abbildungen 36a und 36b ist eine Marklamadle Kleinhirns gezeigt. In Abb. 36a wurde
der Antikorper-Verdinnung vor dem Aufbringen aufrd8chnitt 0,1 % humanes Serum
hinzugeflgt, in 36b wurde dagegen 1% Serum hinziggeDie von der SePP-Serum-
Konzentration abhangige Reduktion der Immunfarkiahdeutlich zu erkennen.

Dasselbe gilt fiir die Abbildung 36 c-e und 36 f/&B. In Abbildung 36c¢/f ist eine normale
Farbung mit 0,1 % BSA in der Antikdrper-Verdinnugezeigt. In Abb. 36d/37a wurde wiederum
0,1 % Serum, in der Abb. 36e/37b 1% Serum der Anpiér-Verdiinnung hinzugeflgt. Auch hier

ist deutlich eine Konzentrations-abhéngige Reduaktier Immunfarbung zu erkennen.

Abbildung 37c zeigt eine Marklamelle des Kleinhimi einer Immunfarbung mit dem
Praimmunserum zu Antikérper Ak#207. Die Farbungtléskennen, dass keine unspezifische
Farbereaktion durch evtl. im Kaninchen-Serum etghal Antikorper bzw. Proteine stattgefunden
hat. Abbildung 37d zeigt eine Purkinje-Zelle desikhirns mit Immunfarbung mit dem
Praimmunserum zu Antikdrper Ak#207. Auch hier tnteine unspezifischen Farbungen auf.

In Abbildung 37e zeigt ein Neuron des Nucleus neyoglossi bei Immunfarbung mit dem N-
terminalen SePP-Antikorper (SePP2). Die FarbundNassi-Schollen bzw. des endoplasmatischen
Retikulums ist deutlich zu erkennen. Im Vergleieiigz Abbildung 37f ein Neuron desselben
Kerngebietes in der Nissl-Farbung, welches ebenéatl angefarbtes rauhes endoplasmatisches
Retikulum aufweist.

Insgesamt wurden 4 Antikdrper und 1 Praimmunsemusgetestet. Das PrAimmunserum zeigt in
allen Farbungen keine Reaktion. Alle vier Antikdrdagegen weisen, bei jedoch

unterschiedlichen Hintergrundfarbungen, prinzipileléselbe Farbemuster auf.
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Abbildung 36: Kontroll-Farbungen:

oben links (a): Marklamelle Kleinhirn (SePP5 + 0, B#rum)
oben rechts (b):  Marklamelle Kleinhirn (SePP5 + 3&tum)
Mitte links (c): Marklamelle Kleinhirn (SePP5)

Mitte rechts (d):  Marklamelle Kleinhirn (SePP5 4% Serum)
unten links (e): Marklamelle Kleinhirn (SePP5 + S¥rum)
unten rechts (f):  Purkinje-Zelle Kleinhirn (SePP5)
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Abbildung 37: Kontroll-Farbungen

oben links (a): Purkinje-Zelle Kleinhirn (SePP5,1% Serum)
oben rechts (b):  Purkinje-Zelle Kleinhirn (SePP5% Serum)
Mitte links (c): Kleinhirn Marklamelle (Praimmunsen Ak#207)
Mitte rechts (d):  Purkinje-Zelle Kleinhirn (Praimmserum Ak#207)
unten links (e): Nucleus Nervi hypoglossi (SePP2)

unten rechts (f):  Nucleus Nervi-hypoglossi (NiséHsung)
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3.3.2 Immunhistochemie humanes Gehirn (adult)

Die SePP-Immunfarbungen des Gehirns markieren,\ibler das gesamte Gehirn und das
Ruckenmark verteilt liegende, im Folgenden néheclwéebene Neurone positiv. Die Farbung der
Neurone stellt sich Uberwiegend feingranular zy@splatisch dar. Einige Neurone zeigen zur
feingranuléaren Farbung eine grobschollig imponidegnvahrscheinlich perinuklear gelegene
Anfarbung. Eine dhnliche grobschollige Anfarbunglét sich auch in einigen Astrozyten.
Oligodendrozyten sowie Zellen der Mikroglia zeigesgesamt keine positive Anfarbung in der
SePP-Immunfarbung. Die Ependymzellen der Ventrlgdkeidungen sowie insbesondere die
Ependymzellen, die den Plexus choroideus Uberkieideben sich positiv. Die pialen sowie die
intraparenchymatésen kleineren Gefale zeigen zulreime bandférmige Anfarbung im Bereich
der Tunica media. Des Weiteren weisen Nervenbaimm&ereich der Nervenscheiden zum Teil
eine deutliche SePP-Positivitat auf. Bei groRerervBhbahnen sind nicht alle Markscheiden
positiv. Insbesondere im Rickenmark zeigen diedarBphnsysteme eine deutliche Positivitat.

Neocortex-Areale
Untersucht wurden folgende Abschnitte des Corteslwe(vgl. Abbildung 38):

» Gyrus frontalis medius

» Gyrus temporalis superior et medius

» Gyrus supramarginalis

» Gyrus cinguli
Die Lamina 1 (Lamina molecularis) stellt sich Ubegend SePP-negativ dar. Vereinzelt, fokal
auch vermehrt, finden sich Astrozyten mit dem tyipén, zuvor beschriebenen, intrazyto-
plasmatischen, grobscholligen Farbemuster.
Die Lamina 2 (Lamina granularis externa) zeigt tygmschen Besatz an kleinen Neuronen. Die
Neuronen weisen liberwiegend eine leichte positim Teil auch deutlich positive Anfarbung
auf. Vereinzelt zeigen Astrozyten die typische gtare Anfarbung.
In der Lamina 3 (Lamina pyramidalis externa) |aéh sler typische Besatz an grof3en
Pyramidenzellen sowie kleineren Neuronen idengéifean. Die Pyramidenzellen stellen sich
Uberwiegend deutlich positiv dar. Die kleineren hee zeigen zum Teil eine leichte positive
Farbung. Vereinzelt weisen die Astrozyten die tyipesgranulare Anfarbung auf.
Die Lamina 4 (Lamina granularis interna) lal3t dgndchen Besatz an kleinen Pyramidenzellen
erkennen. Diese sind zum Teil deutlich positiv gaféDie Positivitdt der Neuronen scheint
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Gyrus frontalis medius Gyrus tengtie sup. Gyrus supramarginalis

Abbildung 38: Ubersicht der untersuchten Kortexar¢aVl = Cortex Lamina I-VI, M = Marklager, ca. PR)
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zwischen den unterschiedlichen Cortex-Arealen rfdigmzu schwanken. Vereinzelt zeigen
Astrozyten die typische granulare Anfarbung,.

Die Lamina 5 (Lamina pyramidalis externa) enthah tiypischen Besatz an unterschiedlich
groRen Pyramidenzellen. Ein gro3er Teil der Pyrangdllen zeigt eine deutlich positive Farbung.
Vereinzelt kann bei Astrozyten die typische Anfargidentifiziert werden.

Die Lamina 6 (Lamina multiformis) laf3t einen tygist Besatz an unterschiedlich grol3en
Pyramidenzellen und Nicht-Pyramidenzellen erkenbém Pyramidenzellen zeigen eine
Uberwiegend geringe bis maRiggradige Anfarbungni€te Neuronen stellen sich zum Teil
negativ dar. Vereinzelt sind positve Astrozytendentifizieren.

Die Nervenscheiden im Marklager zeigen Uberwiegend aul3erst geringe Anfarbung. Einzelne
Nervenscheiden scheinen jedoch deutlich positiv.

In samtlichen Laminae kommen in der SePP-Immunfiglkeine tangential verlaufenden
Faserplexus (z.B. Exner-Streifen) zur Darstellikgch die Radiarfaserbiindel treten nicht
auffallig hervor.

Area striata/parastriata/peristriata

Die Farbungen aus der Area peri- bzw. parastriatgpeechen den bereits oben beschriebenen
Verteilungen der anderen kortikalen Regionen. InAtea striata stellt sich der Gennari-Streifen
SePP-negativ dar. Die im Bereich des Gennari-8tr@tlegenen Meynert-Riesenneurone zeigen
sich teilweise deutlich positiv. Die Neurone derigien Zellschichten erscheinen im Vergleich zu
den Ubrigen Cortexschichten insgesamt geringetiypddias Marklager selbst ist gering SePP-

positiv.

Hippocampus/Subiculum/Area entorhinalis

Im Hippocampus finden sich keine SePP-positive bieem im Bereich der plexiformen und der
molekularen Schichten. Die Neurone der Granuladeitht des CA1- und des CA2-Abschnitts
des Hippocampus zeigen insgesamt eine maiigeviésitvgl. Abbildung 39). Im CA3-
Abschnitt kommen in der Granularzellschicht eineaimRig positive Neurone zur Darstellung,
Uberwiegend jedoch erscheinen die Neurone gerisigypdie Neurone der Granularzellschicht
des CA4-Abschnitts erscheinen gering bis magigipoBiie Kornerzellen des Gyrus dentatus
weisen eine geringe bis sehr geringe AnfarbungRasdern des Alveus hippocampi sind teils
deutlich positiv, teils negativ angefarbt. Die Naug des Subiculums erscheinen gering bis maRig
positiv.

Die Pyramidenzellen der Area entorhinalis farbeh gu einem grof3en Teil maRig bis deutlich

positiv. Kleinere Neurone zeigen sich hingegen tietys gering SePP-positiv.
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Abbildung 39: Immunhistochemie SePP Hippocampus

links oben: Area entorhinalis Neuronen (ca. 400x)
Mitte oben: Subiculum Neuronen (ca. 400x)

rechts oben: CA1 Neuronen (ca. 400x)

links unten: CA2 Neuronen (ca. 400x)

Mitte unten: CA4 Neuronen (ca. 400x)

rechts unten: Nucleus dentatus Kdrnerzellen (caxy40
Amygdala

Die Neurone in den einzelnen Kerngebieten der Aralggdeigen Giberwiegend eine maRiggradige
Farbeintensitat.

Basalganglien
Die Neurone des Nucleus caudatus zeigen teils kigiteeine geringe bis maRiggradige SePP-

Anfarbung. Die Neurone des Putamens und des Gludilidus weisen Uberwiegend keine bis
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sehr geringe Anfarbung auf. Die Neurone der Subataigra (Pars compacta et reticularis) und
des Nucleus subthalamicus zeigen eine sehr gdriaggeringe SePP-Positivitat.

Nucleus ruber

Die Neuronen des Nucleus ruber zeigen Gberwiegeime kbis allenfalls geringe Anfarbung.

Thalamus
Die Neuronen der einzelnen Kerngebiete des Thald&nien sich in den einzelnen Kernen zum
Teil deutlich positiv, zum Teil gering und zum Teégativ.

Hirnstamm

Der Locus coeruleus zeigt Neurone mit einer Fatbasitat von negativ bis maRiggradig.
Die Neurone des Nucleus olivaris inferior/olivaaiscessorius medialis et dorsalis zeigen eine
deutliche SePP-Anfarbung. Kleinere Neurone ersemeiur gering gefarbt. Der Nucleus nervi
hypoglossi zeigt eine deutliche bis sehr deutlichunfarbung.

Eine maliggradige Farbung weisen folgende Kerne auf

Nucleus solitarius, Nucleus dorsalis nervi vagicldus vestibularis inferior, Nucleus lateralis,
Nucleus reticularis tegmenti pontis, Nuclei pontis.

Der Nucleus parabrachialis medialis und der Nuctemeatus zeigen eine eher geringe
Farbeintensitat. Der Nucleus mesencephalicus treggemini und der Nucleus gracilis enthalten
zum einen negativ-gefarbte, zum anderen maRighpgstarbte Neuronenpopulation. Der
Nucleus intercalatus zeigt sowohl Neurone mit gehinger als auch Neurone mit maRiger

Farbung.

Cerebellum

Im Cerebellum kommen die Purkinje-Zellen mafigdastlich positiv zur Darstellung (vgl.
Abbildung 40). In der Molekularzellschicht sind \alem einzelne positive Astrozyten zu
identifizieren. In der Molekularzellschicht kommiegine Neurone zur Darstellung. Auf Hohe der
Purkinje-Zellen finden sich am Ubergang vom Stratnateculare zum Stratum granulosum
einzelne kornige positive Anfarbungen. Diese kommter Bergmann-Glia zuzuordnen sein. Die
Neurone des Stratum granulosum erscheinen nickehisgering positiv. Die Faserbahnen im

Kleinhirn-Marklager stellen sich Uberwiegend gerimg malig positiv dar. Die Neurone des

75



Ergebnisse

Nucleus dentatus sind Uberwiegend nicht oder rurgering positiv.

T

Abbildung 40 Immunhistochemie SePP Kleinhirn mia&tm moleculare, Purkinje-Zellen und Kdrnerzellen

Schwarze Pfeile: Granuléare Positivitdt am Zellkdmgher Purkinje-Zelle

Weil3e Pfeile: Granuléare Positivitat der BergmanraGli

Ruckenmark

Neurone des Nucleus ventrolateralis, des Nucleysripis und des Nucleus dorsomarginalis
farben sich teils maRig, teils deutlich, teils ggriEine mafiggradige Immunfarbung weisen der
Nucleus intermediolateralis, der Nucleus ventromiedlund der Nucleus thoracicus auf. Eine
maRiggradige bis negative Farbung ist bei den Neurales Nucleus dorsalis detektierbar. Die
Neurone der Substantia gelatinosa sind geringitiig gefarbt. Fokal zeigen Neuronen eine

granulare Positivitat im Bereich des Zellkérpergl.(Abbildung 41).

Abbildung 41: Neuron der Substantia intermedia 88X, schwarze Pfeile zeigen granulare Positjvitat
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Bahnsysteme

Die Capsula interna enthéalt Axone mit Nervenschealler 5 Farbeintensitaten, wobei die
Farbeintensitat mit der Dicke der Nervenscheidkartelieren scheint. Die Capsula externa zeigt
Nervenscheiden mit negativer bis geringer FarbDag. Corpus callosum weist Uberwiegend eine
geringe bis maliggradige Farbeintensitat auf. Ris/Bhscheiden der Commissura alba stellen
sich Uberwiegend positiv bzw. deutlich positiv daer Tractus opticus enthalt teils negative, teils
malfiig positive Nervenscheiden.

Die Lemnisci laterales et mediales und die Peduceutbellares zeigen Nervenscheiden mit allen
5 Farbeintensitaten. Anschnitte des Nervus hypegksn Verlauf durch den Hirnstamm zeigen
eine deutlich positive Anfarbung. Anschnitte deactus mesencephalicus nervi trigemini lassen
teils (deutlich) positive, teils maRig positiveldeegative Nervenscheiden erkennen. Eine
gemischte (negativ, mafiggradig und deutlich) Amiag zeigen folgende Bahnsysteme:
Fasciculus cuneatus, Fasciculus gracilis, Fas@dahgitudinalis medialis, Fasciculus
anterolateralis, Tractus pyramidalis und Tractusarebellaris anterior et posterior.
Spinalnerven (Radix anterior et posterior) weisgls keine, teils eine mafiggradige Anfarbung

auf.

Abbildung 42: Leitungsbahnen Rickenmark

links:  Tractus spinocerebellaris anterior (ca. §00x
Mitte:  Tractus pyramidalis anterior (ca. 400x)
rechts: Fasciculus longitudinalis medialis (ca.X00
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3.3.3 Immunhistochemie humanes Gehirn (Frihgeborenes)
Prinzipiell zeigt das Immunfarbemuster eine ahdivlerteilung wie im adulten Gehirn. Insgesamt
scheinen die Neurone deutlich positiver gefarbtyneddd die Markscheiden eher geringer positiv
sind. In den neokortikalen Arealen finden sich ieubbpil teils strangartige granulare Signale,
ohne die Mdglichkeit diese Positivitat bestimmtezukdbnen oder anderen Zellen zuordnen zu
konnen. Ahnliche granulare, jedoch langerstrecRigirbungen sind in der Area entorhinalis zu
erkennen. Im Vergleich zu den Ubrigen Kortex-Areaescheinen diese Strukturen jedoch langer
und verlaufen vor allem im Marklager mit Orientieguin Richtung Hirnoberflache. Ahnliche
Anfarbemuster finden sich im Kleinhirn im BereiolsdStratum moleculare. Hier scheinen diese
Formationen eher kurzstreckig, jedoch kdnnte ewigger Bezug zum Dendritenbaum der
Purkinje-Zellen bestehen. Um zufallige Artefaktszauschliel3en, wurden Schnittpraparate erneut
gefarbt. Auch hier finden sich die vorbeschriebeRermationen.
Die Bahnsysteme sind &hnlich wie beim adulten Gaipgfarbt, jedoch scheinen bei grof3er
VergrolRerung eher (noch) wenige Nervenscheidericle®ePP-positiv. Auch die Capsula
interna kann eher als noch gering positiv gefarigeordnet werden.
Insgesamt ist die Auswertung der einzelnen Hirdarszhwieriger als beim adulten Gehirn, da die
Kerngebiete auf den Schnittpraparaten weniger igefiarscheinen, so dass die Lokalisation
kleinerer und auch mancher grél3erer Kerngebietaémw.Bereich des Hirnstammes, aber auch im

Bereich der Basalganglien, nicht sicher gelingt.

Neocortex-Areale (Frihgeborenes)

Untersucht wurden folgende Abschnitte des Cortesluoe

Gyri frontales, Temporallappen, Parietallappen.

Die Farbungen der einzelnen Regionen unterscheidemur gering.

Die Lamina 1 (Lamina molecularis) stellt sich Ubegend SePP-negativ dar. Vereinzelt, fokal
auch vermehrt, finden sich Astrozyten mit dem tyipen, zuvor beschriebenen,
intrazytoplasmatischen, grobscholligen Farbemuster.

Die Lamina 2 (Lamina granularis externa) zeigt tygischen Besatz an kleinen Neuronen. Die
Neurone weisen Uberwiegend eine negative bis lpas$itive SePP-Anfarbung auf. Vereinzelt
zeigen Astrozyten die typische Positivitat.

Die Lamina 3 (Lamina pyramidalis externa) lasst gygmschen Besatz an grol3en Pyramidenzellen
sowie kleineren Neuronen erkennen. Die Pyramid@zstellen sich tGiberwiegend deutlich
positiv dar. Die kleineren Neurone zeigen zum @ik leichte positive Farbung. Vereinzelt

weisen Astrozyten die typische Anfarbung auf.
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Die Lamina 4 (Lamina granularis interna) laf3t dgnschen Besatz aus kleinen Pyramidenzellen
erkennen. Diese sind tUberwiegend gering, wenige mifdiggradig SePP-positiv gefarbt.

Die Lamina 5 (Lamina pyramidalis externa) enth&fing bis deutlich positiv gefarbte
Pyramidenzellen.

Die Lamina 6 (Lamina multiformis) a3t einen tygea Besatz aus unterschiedlich grof3en
Pyramidenzellen und Nicht-Pyramidenzellen erkenbem Pyramidenzellen zeigen z.T. eine
deutliche Anfarbung. Kleinere Neurone sind zum Thefativ.

Die Nervenscheiden im Marklager zeigen tUberwiegand &ul3erst geringe Anfarbung.

In sdmtlichen Laminae kommen in der SePP-Immunfiglkeine tangential verlaufenden
Faserplexus (z.B. Exner-Streifen) zur Darstellikgch die Radiarfaserbiindel treten nicht

auffallig hervor.

Abbildung 43: Immunhistochemie SePP Cortex (Frihgates)

links oben: Area entorhinalis, Ependym (r.u.) (200x

rechts oben: Cortex Molekularzellschicht, Pfeileiyer ein Dendriten-artiges granuléres Signal (400x)
links unten: Cortex Pyramidenzellen (200x)

rechts unten: Cortex Pyramidenzellen (400x)
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Area striata:

Die Lamina 1 erscheint Uberwiegend SePP-negatesLBmina 2 enthalt teils positive, teils
negative Kornerzellen. Die Pyramidenzellen der lrend kommen deutlich positiv zur
Darstellung, wéhrend kleinere Neurone nur z.T.tposind. Die Lamina 4a und die Lamina 4b
enthalten teils deutlich positive Neurone. Der GenStreifen kommt nicht positiv zur
Darstellung. Die Lamina 4c zeigt teils positivelstenaRiggradig positive Neurone. Die Lamina 5
weist zum Teil deutlich positive Pyramidenzelle & der Lamina 6 sind teils positive, teils

negative Neurone identifizierbar. Das Marklagecleemt Gberwiegend negativ.

Hippocampus/Subiculum/Area entorhinalis

Das Ependym des Plexus choroideus erscheint imdBedter Seitenventrikel deutlich SePP-
positiv, wahrend Neurone der plexiformen und delekdaren Schichten des Hippocampus
negativ sind. Die Neurone der Hippocampus-FormahddAl-4 kommen deutlich positiv zur
Darstellung. Auch die Kérnerzellen des Gyrus destaind, im Gegensatz zum adulten Gehirn,
deutlich positiv. Die Neurone des Subiculums komsehr positiv zur Darstellung. In der Regio
entorhinalis erscheint die Lamina 1 UberwiegendahiegDie Pyramidenzellen der Laminae 2 und
5 zeigen eine sehr deutliche SePP-Positivitat. 8&utliche Positivitat ist zum Teil auch in der
Lamina 2 in den Kdrnerzellen und in der Lamina @eém Pyramidenzellen zu identifizieren. Eine
Lamina 4 ist in diesem Areal regelhaft nicht Zkesnen (sog. agranularer Kortex). Das
Marklager erscheint Uberwiegend negativ. Jedodatefirsich, wie bereits einleitend erwahnt,
kornige strangférmige langliche Anfarbungen, welsioh keinem Zelltyp eindeutig zuordnen

lassen.

Thalamus
Die Neurone der einzelnen Kerngebiete des Thald#énben sich in den einzelnen Kernen zum

Teil deutlich SePP-positiv, zum Teil gering und zUail nicht an.

Hirnstamm

Die Neurone der Nuclei pontes kommen sehr deutlictDarstellung. Die Neurone der Oliva
inferior (incl. der Nuclei accessorii medialis etrshlis) zeigen sich teils deutlich positiv. Wester
hier nicht naher bezeichnete Hirnstammkerne sitglgehr deutlich angefarbt. Der Tractus

pyramidalis erscheint nahezu komplett ungefarbt.
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Cerebellum

Die Purkinje-Zellen kommen deutlich SePP-positiv Rarstellung (vgl. Abbildung 44). Das
Stratum moleculare stellt sich tGiberwiegend negisry vereinzelt finden sich positive Astrozyten.
Die Neurone des Stratum granulosum externum sigdtive Einzelne Neurone des Stratum
granulosum internum stellen sich positiv dar, desf$eil der Neurone bleibt jedoch negativ. Die
Marklamellen erscheinen allenfalls gering posi@efalie in der Pia mater zeigen teils eine
deutliche SePP-Positivitat.

Abbildung 44: Immunhistochemie SePP im Kleinhirnitkgeborenes)

oben links: Purkinje-Zelle mit Dendritenbaum (c@0%)

oben Mitte: Dendritenbaum vergroRert, Pfeile zeigemuléres Signal entlang des Dendritenbaum®(0x)
oben rechts: Stratum granulosum internum (ca. 400x)

unten links: Marklager, Stratum granulosum interfexternum, Purkinje-Zellen (ca. 200x)

unten Mitte: Nucleus dentatus Neuronen (ca. 200x)

unten links: Piale Gefal3e (ca. 600x)
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Ruckenmark

Die Nervenzellen des Nucleus ventromedialis, dedéis ventrolateralis, des Nucleus
dorsomedialis und des Nucleus dorsolateralis zesgemtrazytoplasmatisches grobscholliges
SePP-positives Signal. Einzelne Neurone des Nudes®marginalis kommen deutlich zur
Darstellung. In der Substantia gelatinosa findeh deutlich positive Neurone neben negativen
Neuronen. Miterfasste Spinalnerven zeigen AxoneMaitkscheiden unterschiedlicher Dicke.

Betont dicke Markscheiden erscheinen dabei deyploditiv.

Bahnsysteme

Die Capsula interna zeigt im Vergleich zum adulBshirn eine deutlich geringere SePP-
Immunfarbung. Der Tractus pyramidalis erscheinniiEgend negativ. Der Fasciculus gracilis,
der Fasciculus cuneatus, und der Tractus spinagl&agb posterior et anterior weisen Axone bzw.
Markscheiden mit unterschiedlicher bis zu deutlidférbeintensitat auf. Der Tractus pyramidalis
lateralis zeigt insgesamt eher eine geringe Fardumdractus pyramidalis anterior sind im
Vergleich zum Tractus pyramidalis lateralis mehsifpee Markscheiden zu identifizieren. Der
Fasciculus longitudinalis medialis und der Fascis@nterolateralis zeigen zum Teil deutlich

positive Nervenscheiden.
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SePP-HC-Verteilung:

*".%  SePP Normalverteilung B hoch

« .
» Vah e
Y s P GroRhirn frontal
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Py L ‘ Neuronen Bahnsysteme
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‘ Corpus calBsum |
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o 2 i
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Nucleus olivaris accessorius |

Motoneuronen

Pyramidenbahn

o Neuronen Bahnsysteme
Neuronen Bahnsysteme i

Hirnstamm Riickenmark thorakal

Abbildung 45: Zusammenfassende beispielhafte Damsteder Verteilung von SePP im humanen Gehirn Réidkenmark
[Anatomische Zeichnungen von R. Nieuwenhuys ausBnéén’®, mit freundlicher Genehmigung des Autors und dedages].
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3.3.4 Vergleich der Farbeergebnisse mit der Neurotranenagrteilung
Der Vergleich der immunhistochemischen SePP-Fadgsiiat erfolgte nur beispielhaft, da nur
von wenigen dezidierten Kerngebieten die genauedti@nsmitter-Verteilung vorlag.
Diese Verteilung ist Abbildung 46 in Tabellenformrdestellt. Die Farbkodierung auf der linken

Seite entspricht der SePP-Farbeintensitat. Eineck&aion lasst sich hier nicht dokumentieren.

Glutamat+Aspartat

Beta-Lipotropin
alpha-MSH
gamma-MSH
beta-Endorphin

beta-MSH

Regionen

|Angiotensin |1

X |Cholezystokinin

Glyzin
X [Substanz P
X |[MP

| Acetylcholin
X |Dopamin
X |Histamin
% |Enkephalin

 [Dynorphin

Nucleus solitarius
Thalamus
Nucleus basalis amygdalae X
Cortex entorhinalis

Pons X

Hippocampus X X X
Nucleus basalis Meynert X

X |Neurotensin
CRH
LH
X |Somatostatin
TRH
X X |Vasopressin+Oxytocin
X X |Corticotropin-+alpha-MSH

X X |Serotonin

X X X |[Noradrenalin
X X |Adrenalin

XX

Nucleus centralis superior X X X X

Nucleus dorsalis nervi vagi X XX X X X X X X
Nucleus medialis amygdalae X X

Gyrus cinguli X X X X X X| X X X
Nucleus intermediolateralis X X X X X

Nucleus lemnisci lateralis dorsalis X

Cortex frontalis X X
Nucleus subthalamicus X

Nuclei laterales thalami X

Nucleus ventromedialis X X X X
Subiculum X X X X X
Nucleus corticalis amygdalae

Griseum centrale mesencephali X X X X X X
Nucleus reticularis thalami X X

Cortex frontalis X X
Nucleus cuneatus medialis X

Nucleus caudatus X X X X X X X X X X X
Nucleus anterior thalami X

Nucleus dorsomedialis X X X! X X X X X
Substantia innominata X X

X X XX

X
X X X
X X X X

Locus coerulus X XX X X X X
Globus pallidus, pars lateralis X
Putamen X X X X X X X
Nucleus parabrachialis medialis

Substantia gelatinosa spinalis X
Nuclei pontis X X

Gyrus dentatus X X X
Nucleus ruber X

Globus pallidus, pars medialis X X X X
Substantia nigra X X X X

XX
XX X

Abbildung 46: Vergleich Farbeintensitat (linke Spabrange hoch, gelb mittel, tlirkis gering) mitux&ransmitterverteilung im
ensprechenden Hirnareal (n&h
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3.3.5 Pathologische Veranderungen
Multiple Sklerose:
In den Hirnschnitten eines Patienten mit multi@&lerose zeigen sich im Bereich des Marklagers
frontal rechts sowie in den lumbalen Abschnittes Réckenmarks altere Entmarkungsherde bei

weitgehend erhaltenen Axonen (It. neuropathologistBefund).

Die Morphologie der unterschiedlichen Entmarkungdéén der SePP-Immunhistochemie
erscheinen identisch (vgl. Abbildung 47). Die tghis positive Farbung der Markscheiden fehlt
bei der multiplen Sklerose im Entmarkungsherd kattplm Herd selbst finden sich fokal
granulare, im Interstitium lokalisierte, positivélagerungen. Speziell der Herd frontal zeigt um

die Lasion herum eine ringférmige Signalanhebungutirkscheiden.

Abbildung 47: Histologie einer alteren MS-Lasion harklager frontal

oben links: Ubersicht mit Bezug zum Cortex mit Ddlstey der ringformigen Signalanhebung perilasioiikile)

oben rechts: Ubergang Entmarkungsherd (rechts uatérdas intakte Marklager mit Signalanhebunglgsional
(Pfeil) und intraildsalen granularen Ablagerungen (diinner Pfeil)

Morbus Alzheimer

Bei der Untersuchung der unterschiedlichen Hirnariaden sich in folgenden Hirnregionen
Veranderungen im Sinne von Alzheimer-Plaques, Nduiitary Tangles und ein auffallendes
perinukleér betontes SePP-Farbemuster (vgl. Abibgdi8):

- Gyrus frontalis superior

- Gyrus frontalis medius

- Okkzipitaler Cortex

- Hippocampus CA2/3/4
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- Praesubiculum
- Insula
- Putamen

Abbildung 48: Histologie der Alzheimer-Veranderunge

links oben: Neuron Gyrus frontalis superior mitipekledrer SePP-Immunreaktivitat/dystrophem Neurit
rechts oben: Neuronen entorhinaler Cortex mit p&teérer SePP-Immunreaktivitat

links/rechts unten: Alzheimer-Plague Gyrus frostaliperior

Amyotrophe Lateralsklerose

Die Farbungen der Schnittpraparate sind sehr whtieiich, zum Teil mit deutlicher Uberfarbung
und Hintergrund.

Die untersuchten Schnitte durch das Rickenmarlereitie eine Reduktion der Anzahl und
Grol3e der Motoneuronen des Vorderhorns. Die Tragtremidales anteriores et laterales weisen

einen Verlust von Axonen und Nervenscheiden auf.
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Die Motoneuronen zeigen in der SePP-Immunfarbumng gegeniber dem Normalbefund
verringerte Anfarbung des Zytoplasmas. Das Zytopiaesst durch vermehrte kleinvesikulare/-
granulare, SePP-negative Inklussionen aufgewéitese Veranderungen sind nicht auf die
Motoneuronen des Vorderhorns begrenzt, vielmehgiseh nur betont die ventralen
Neuronengruppen dieses Farbemuster zu zeigen.rimsteimm zeigen sich Neuronen mit
typischem grobgranularem SePP-Signal, neben Newnrorteallenfalls flau gefarbtem
Zytoplasma, wobei einzelne Neuronen versprenggfamulare Signale intrazytoplasmatisch
erkennen lassen. Auffallend in den Praparaten\seid aktivierte Astrozyten mit grobgranularem

zytoplasmatischem SePP-Signal.

Abbildung 49: Motoneurone ALS-Patient I:

links oben: zervikal
mittig oben: thorakal
mittig rechts: thorakal
links unten: lumbal
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Abbildung 50: Motoneurone ALS-Patient II:

links oben: zervikal
mittig oben: zervikal
mittig rechts: thorakal
links unten: lumbal

Abbildung 51: Motoneurone ALS-Patient III:

links oben: zervikal
mittig oben: zervikal
rechts oben: thorakal
links unten: thorakal
mittig unten: lumbal
rechts unten: lumbal
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Abbildung 52: Motoneurone ALS-Patient 1V:

links oben: Ubiquitin-immunhistochemie mit ALS-tgghen Einschliissen
mittig oben: hoch thorakal

rechts oben: thorakal Mitte

links unten: lumbal

Abbildung 53: ALS-Patient V:

links: thorakal
mittig: lumbal
rechts: lumbal
M. Parkinson

Die Farbungen der Praparate sind insgesamt gutemagen. Es finden sich gegentber der
Normalverteilung keine auffallenden Veréanderundgie.pigmentierten Neuronen der S.n. zeigen
eine gering bis méaRiggradige postive SePP-Immuuaféylfvgl. Abbildung 54).
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Abbildung 54: Neuronen der Substantia nigra
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4  Diskussion

4.1 SePP-Expression

In dieser Arbeit sollte die SePP-Expression undtafleng in verschiedenen Geweben von
Mensch und Maus untersucht werden, um die Zell-Qrganspezifitat von SePP naher zu
charakterisieren. Die Untersuchung der SePP-Expresgolgte zum einen mittels des MTE-
Arrays und zum anderen mittels der klassischereteddlierten ISH und auf Proteinebene mit

Hilfe der Immunhistochemie.

4.1.1Methodik ISH & MTE

Die ISH wurden am Mausgewebe durchgefihrt, wahdemdTE-Array die humane SePP-
Expression zeigt. Bei der folgenden zusammenfasselmtierpretation der Ergebnisse wurde
davon ausgegangen, dass sich die Expressionenus e Mensch nicht unterscheiden, da keine
diesbeziiglichen Hinweise aus der Literatur voriregedoch konnten prinzipiell im Detail hier
nicht erfasste Unterschiede bestehen.

ISH:

Bei der radioaktiven ISH handelt es sich um eine sensitive Methode zum Nachweis eines
spezifischen Transkripts. Zu Kontrollzwecken wuirdden Experimenten neben der Signal-
gebenden SePP-Antisense-Sonde auch eine sog. Sam$e-mitgefuhrt. Durch die Sense-Sonde
kann das Ausmalf der unspezifischen Farbung bzvididergrundfarbung abgeschatzt werden.
Diese war in den Sense-Farbungen durchgehend desimgal3ig und diffus, und konnte nicht
spezifischen Strukturen oder Zelltypen zugeordrextien. Der Hintergrund wurde zwar bei den
langen Expositionen deutlicher, jedoch bliebenSignale diffus und waren dadurch klar von den
spezifischen Farbungen abzugrenzen.

Bei der detaillierten Auswertung haben sich diatrelgrof3e Schnittdicke sowie die anfangs
ausschlief3lich durchgefiihrte Hamatoxylin-Gegenfiagaais unvorteilhaft erwiesen. Beide
Faktoren erschweren die genaue Zuordnung des SgR&sSzu einzelnen spezifischen Zellen
deutlich, so dass sich die Auswertung Uberwiegemndia Histoarchitektur und der daraus

sekundar abgeleiteten Zuordnung zu bestimmentéty@eah beschranken muss.

MTE-Array:
Bei dem kauflichen MTE-Array handelt es sich umeesensitive und valide Methode zur
radioaktiven Detektion von Transkripten in 76 usthiedlichen Geweben bzw. Zell-Linien. Die

aufgetragenen RNA-Isolate sind auf 8 HousekeepiegeGormalisiert. Auf jedem Blot sind 8
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unterschiedliche Negativkontrollen aufgetragenchelin unseren Experimenten samtlich negativ

waren. Insofern kénnen die gewonnenen Signale ugeblBisse als valide eingeordnet werden.

4.1.2 SePP-Expression in der Leber
Bei frilhen Untersuchungen des Se-StoffwechselR#en mit Hilfe von radioaktivefiSe-
Markierungsexperimenten wurde offenbar, dass atedirenos verabreichtes Selen nach der
Aufnahme primar in der Leber akkumuliert, dort oghtlich in einer Protein-Fraktion gebunden
wird und Uber ein Protein ins Plasma sezernied wird sich dann sekundér im Kérper spezifisch
auf unterschiedliche Organe vert&ift Nachfolgende Studien konnten zeigen, dass edsich
diesem Protein zum gréRten Teil um Selenoprotéiarlelt?®° Dies bestatigte sich auch auf
MRNA-Ebene in den anschlieRend durchgefuhrten MortBlot-Studien an humanem
Lebergewebe und an Rattenletf&rdie Bedeutung und zentrale Rolle von SePP imehiiginen
und im hepatischen Selenstoffwechsel im Besondggegelt sich auch in unseren
Untersuchungen wider. So findet sich in der Lebemndt grol3em Abstand zu den tbrigen
Organen weitaus hdchste Konzentration an SePP-mRNeéh in der ISH wird diese Tatsache
betont. Im Gegensatz zu den anderen untersuchgam&ystemen gelang uns hier auf Grund der
sehr hohen Expressionsrate mit einer nur (ultragauExpositionszeit von 2 Tagen ein noch
grenzwertig histologisch auswertbares Praparardasanterweise zeigt sich hier, dass das SePP-
Transkript Uber den kompletten Rappaport-Aziflusrteilt ist, jedoch eine deutliche Betonung in
Zone 1 und Zone 2 aufweist, wahrend die Zone 3 wbaiger SePP mRNA enthalt. Diese
Verteilung im Leberazinus lasst sich durch 2 Medraen deuten. Zum einen handelt es sich bei
der SePP-Synthese um eine deutlich Energie-intei&nffwechselleistung. Erfahrungen aus den
Untersuchungen des hepatischen Stoffwechsels lggzegt, dass sich Energie-intensive
Stoffwechselschritte bzw. deren Enzyme haufig in&Zd und 2 des Rappaport-Azinus
lokalisieren lasséh Mechanistisch gesehen besteht auf Grund der 8&h2one 1 zum
sauerstoffreichen arteriellen Blut aus der Artbeaatica zwischen den Zonen 1-3 ein Sauerstoff-
Gradient im sinusoidalen Blut. Dementsprechenceitesich im Leberlappchen die aerobe
Glykolyse mit ihrem deutlichen Energiezugewinn (¥naForm von ATP) v.a. auf die Zone 1 und
2. Energetisch aufwendige Stoffwechselschritte sordit meist auf Zone 1 und 2 des Rappaport-
Lappchens beschrankt. Zum anderen fluten intestsalrbiertes Selen und die Selen-haltigen
Aminosauren Uber die Pfortaderaste zu allererdéirzone 1 des Leberlappchens an. Funktionell

spielen vermutlich beide Mechanismen eine Rolle.
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4.1.3 SePP-Expression in der Niere
Die Niere nimmt in der Homeostase-Regulation désnSeoffwechsels eine bedeutende und
zentrale Rolle ein. Der Urin stellt den wichtigstexkretionsweg fiir Selen darund die Menge
des renal ausgeschiedenen Selens korreliert m8elen-Aufnahni®. Ausscheidungsformen des
Selens sind neben Selenomethionin, Selenocysielienis Selenat und Selenochdfimor allem
selenhaltige Zuck&t Neuere Arbeiten konnten zeigen, dass v.a. deamAminoséure-
Transporter effektiv auch Selenoaminosauren reblgser’®. Eine Regulation der Aufnahme von
Selen aus der Nahrung im Darm scheint zum Erhadtr &elen-Homeostase keine bzw. eine
untergeordnete Rolle zu spiefén
Die Niere weist im Vergleich zur adulten Leber-Eegsion (ALE) mit 39% im MTE ebenfalls
eine deutliche Expression von SePP mRNA auf. In$ldrzeigt sich, dass samtliche Glomeruli
ausgespart bleiben, wahrend v.a. die proximalemNikuli eine deutliche Positivitét zeigen.
Auch die distalen Tubuli erscheinen positiv. Dier@aohre bleiben negativ.
Die histologische Verteilung des SePP-Transkriptdar Niere scheint die Funktion des SePP im
renalen Selen-Stoffwechsels zu bestatigen. Das-$ed?Bkript ist in den Epithelien v.a. des
proximalen Tubulus lokalisiert, also dem Ort deiftjen Dichte der Aminosaure-Transporter,
welche fur die Aufnahme und Regulation der Selenoasduren entscheidend sind. Somit kdnnte
die Funktion der Niere darin bestehen, dass rluckeste(s) Selen/Selenoaminosauren zurtck in
den Selenkreislauf geschleust werden, indem das $elS5ePP verpackt wird und zurlck ins
Blutplasma abgegeben wird. Diese Rolle des Seletgips scheint dadurch bestétigt zu werden,
dass die SePP-Knock-Out-Maus vermehrt Selen iilnetde verliert”. Ferner konnte von Burk
et al. gezeigt werden, dass SePP im Primarharramden ist, und dieses tber Megalin im
proximalen Tubulus zuriickresorbiert witdEine ahnliche Situation scheint bei Patienten mit
chronischer Niereninsuffizienz vorzuliegen. KlirhecStudien konnten Uberdies zeigen, dass
Patienten in Abhangigkeit des Stadiums ihrer Nigsuéfizienz einen geringeren Selen-Gehalt im
Blut habenr".
Studien an SePP-Knock-Out-Méausen konnten zeigss,dlase Mause im Vergleich zu Wildtyp-
Mé&usen etwa die 2,4-fache Menge an Selen ubétidien verliereff. In weiteren Experimenten
wurde Mausen spezifisch hepatisch die Selenopr&@githese inaktiviert, was unter anderem
dazu filhrte, dass der Selengehalt in der Niereziedwvurdé*®® so dass davon ausgegangen
werden kann, dass auch die Niere zumindest tedvai$ hepatisch-synthetisiertes SePP zum

Erhalt des renalen ,Selen-Pools" angewiesen ist.
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4.1.4 SePP-Expression im Gastrointestinaltrakt
Der Magen-Darm-Trakt nimmt im Selen-Stoffwechssl@lt der primaren Resorbtion aus der
Nahrung eine wichtige Rolle ein. Der Darm nimmtelalahrscheinlich keine regulatorische
Funktion wahf®. Ein GroRteil des Selens wird im proximalen Dunmdaufgenommen.
In unseren Untersuchungen mit dem MTE zeigen diersichiedlichen resorptiven
Darmabschnitte allesamt eine eher geringe Expresinrselenoprotein P. Einzig der Magen weist
gegeniber den Ubrigen Darmabschnitten eine leibbihee Expression auf. In den ISH wurde
einzig der Dinndarm untersucht. Dieser zeigt guezifische Anhaufung von SePP mRNA in den
Enterozyten des Kryptenhalses.
Die Funktion der SePP-Expression in den Darmabgehrbleibt unklar, da der eigentliche
Einbau von Selen in zirkulierendes SePP in der iLstadtfindet. Evtl. werden aber bestimmte
Selenformen bereits unmittelbar im Anschluss arRdigorption im Enterozyten in die
Transportform SePP eingebaut. Des Weiteren konatExpression von Selenoprotein P einen
antioxidativen Schutz des Enterozyten gegen eirenile Radikale aus dem Chymus darstéllen
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, das&aimen der colorektalen Karzinogenese eine
Anderung der mRNA-Expression von SePP und GPXnef ist’**® In diesen Studien zeigt
die normale Kolonschleimhaut, in Ubereinstimmungumiseren Befunden, eine Expression von
SePP. Im Adenom dagegen findet sich im Vergleicmpumalen Mukosa eine Reduktion der
Expression von SePP und eine Aufregulation der GPX2rner wurde bei kolorektalen
Karzinomen im Vergleich zur normalen Mukosa eineltiion der SePP-Expression gefunden
Die Expressions-Befunde der GPX2 hingegen warelkamainom im Gegensatz zum kolorektalen
Adenom uneinheitlich. Die Autoren dieser Studiestplieren eine komplementare Funktion von
SePP und GPX2 beim Schutz vor oxidativen Schadehdamit eine sekundare Auffregulation
der GPX2 bei Verlust der SePP-Expression. Ob digpethese zutrifft oder ob es sich um ein

Paraphanomen der Karzinogenese handelt, muss awe#pder Studien geklart werden.

4.1.5 SePP-Expression in fetalen Organen
Bislang gibt es nur wenige Publikationen, die sitthSePP und der humanen fotalen Entwicklung
und Expression beschéftigen. Lee éfatintersuchten in einer kiirzlich veroffentlichtendé an
der Maus die Expression von SePP. Das SePP-Trankérinte in allen untersuchten
Embryonalstadien der Maus nachgewiesen werderdiahgefihrten InSitu-Hybridisierungen
lieRen eine Lokalisation des SePP-Transkripts imvé&lesystem bzw. Neuroektoderm erkennen. In

samtlichen untersuchten Entwicklungsstadien zeigtedas SePP-Transkript in den Blutzellen.
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Ferner fand sich eine Expression in den ExtrenmtBimv. den Extremitatenanlagen, dem
Gastrointestinaltrakt, der Lunge, der Niere, ddévdreder Glandula submandibularis, dem

Pankreas, der Harnblase und der Haut.

Unsere Untersuchungen mit dem humanen MTE-Arrayereauf transkriptioneller Ebene, dass
auch im humanen Fetus SePP eine Rolle spielt. Likéden uns beziglich des fetalen Alters der

auf dem MTE aufgetragen Proben keine Angaben vor.

Die fotale Leber zeigt absolut betrachtet nur elytader adulten SePP-Expression. Die
Spitzenposition beztiglich der SePP-Expressionethwain der Plazenta angefihrt.

Dies unterstreicht die Funktion des SePPs als Setmsportprotein. Generell hat die Leber eine
wichtige Rolle im Recycling des Selens der plassecagn Selenoproteine. Diese Funktion scheint
sie im adulten und fétalen Organismus gleichermaiegrfillen. Im adulten Organismus hat die
Leber auf3erdem die wichtige Funktion Selen, daslauResorbtion im Gastrointestinaltrakt im
Pfortaderblut anflutet, in SePP zu fixieren, insu®ezu sezernieren und damit letztlich Se den
Korperzellen in verwertbarer Form zur Verfugungstellen. Die letztgenannte Funktion scheint in
der fétalen Leber eine untergeordneter Rolle zelepj da fotal Uber das Pfortaderblut kein
resorbiertes Se anflutet. Vielmehr wird Selen ara dhaternalen Blut in der Plazenta
aufgenommen, direkt in der Plazenta in Form vorPSg#bundel* und dem fotalen Kreislauf
zugefuhrt.

Da sich die Funktion der adulten Leber offensichtiidtal auf die Plazenta und die fétale Leber
aufspaltet, wurden in den vergleichenden AbbildB2¢35 neben den absoluten
Expressionswerten auch die relativen Werte verghdbezogen auf die fotale Leberexpression
(relativ I, Abbildung 34), die fétale ExpressioardPlazenta (relativ 1, Abbildung 33) und die
fotale Expression von Plazenta + Leber (relativAbbildung 35)). Bei der Betrachtung der Werte
bezogen auf die fotale Leberexpression ndhertdseckxpression von Milz, Niere und Thymus

den adulten Werten an.

Wie bereits erwahnt zeigt die Plazenta eine déw)ibzw. unter den untersuchten fétalen Organen
die hochste SePP-Expression. Die SePP-Expressdar iflazenta wurde bereits durch
Untersuchungen an der Maus bestdtigf*und zeigt im Schwangerschaftsverlauf bei der Maus

einen bis zur Geburt ansteigenden Verf3uf
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Sehr auffallend verhalt sich die SePP-Expressiaemi_unge, welche sich fotal etwa um den
Faktor 6 von der adulten SePP-Expression untedehdn Versuchen an Ratt8hkonnte gezeigt
werden, dass der Selengehalt des fotalen Lungehgsveen 18. Trachtigkeitstag im Vergleich
zum Selengehalt bei Geburt sowie postpartal eristitElektronenmikroskopische
Untersuchungéf® konnten zeigen, dass am Tag 18 der fétalen Ratisioklung in der Lunge
eine beginnende Differenzierung von undiffereneriEpithelzellen in alveolare Deckzellen Typ |
und Typ Il stattfindet. Dieses Entwicklungsstadikionreliert in etwa mit der 26.
Schwangerschaftswoche beim Menscéfiein dieser Zeit differenziert das alveolére Dedtre
aus, und es wird beginnend Surfactant produ2fe8omit korreliert zumindest in der Ratte der
Zeitpunkt des hochsten Selengehalts in der Lungieimem auf3erordentlich wichtigen Zeitpunkt
in der Lungenreifung, namlich dem Zeitpunkt derf@®inzierung der Alveolar-Typ-II-
Epithelzellen und damit dem Zeitpunkt der beginmen8urfactant-Produktion. Dieser Zeitraum
der pulmonalen Entwicklung definiert beim MenscdenSchwelle des friihestmdglichen
Uberlebens von Frithgeborenen. Untersuchungen &gé&bbrenen in Neuseeldfitkonnten
zeigen, dass Frihgeborene mit einem erniedrigsnil-Selengehalt ein signifikant htheres
Risiko hatten, eine chronische Lungenerkrankung leave bronchopulmonale Dysplasie zu
entwickeln. Auf der Basis dieser Studie wurdenrirgationsstudien durchgefihrt, z.B. mit
Supplementation von Selen bei sehr untergewichfigéhgeborenen (<1500} In dieser und
weiteren Studien zeigte sich jedoch kein signifieatunterschied zwischen den supplementierten
und den Kontroll-GruppéfY’. Eine mégliche Erklarung hierfiir kdnnte darin agdass ein
Selenmangel schon Tage bis Wochen vor der FrihgeieuDifferenzierung der
Alveolarepithelien verzdgert und dieses Reifunggdefurch postpartale Supplementation nur
begrenzt kompensiert werden kann. Dass Selen Eindoss auf die Synthese des Surfactants hat
konnte in Zellkulturexperimenten gezeigt wertférin Studien an neugeborenen Ratten wurde
ferner der Effekt von Selen-Mangel wahrend der Satgerschaft sowie direkt postpartal auf die
Lungenentwicklung mit und ohne Hyperoxie unterstiéfit® Hier konnte gezeigt werden, dass
pathologische Veranderungen, z.B. eine Rarefizgeder Alveolarwande sowie eine interstitielle
Entziindung, bei Selen-Mangel deutlich vermehrtretgh (z.B. 100% der Tiere bei Selenmangel
vs. 60% bei Selen-adaquater Versordfifigin einer weiteren Studie konnte gezeigt werdess
die vermehrte Resistenz fotaler Typ-lI-Pneumozyteergleich mit adulten Typ-II-
Pneumozyten gegeniiber Hyperoxie unter anderememitdchregulation von GPX korrelight
Wade et al*'! untersuchten an isolierten humanen fetalen TygrBumozyten der

Schwangerschaftswochen 13-20 mit Hilfe des AffymeBenchips U133 die Genexpression nach
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Induktion der Pneumozytenreifung durch cAMP, Dextirason und Isobutylmethylxanthin. Die
Messwerte zeigen im Vergleich zu nicht induzieftgalen Pneumozyten nach 72h Induktion eine
mehr als 2-fache Erh6hung des TranskriptlevelsSeP (Abbildung 55). Diese mMRNA-
Erhdéhung spricht in erster Linie fur eine tatsédidi SePP-Aufregulation.

SePP-Expression fétale Typ-lI-Pneumozyten nach Reif  ungsinduktion
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Abbildung 55: SePP-Expression fotale Typ-1I-Pneuytez nach Reifungsinduktion mittels
cAMP/Dexamethason/Isobutylxanthin (Daten nach Wetds. )

Diese Untersuchungen unterstreichen die WichtigiaitSelen und Selenoprotein P in der
Entwicklung und Reifung der fétalen Lunge. Dennblgibt die Funktion des Selens bei der

Lungenreifung funktionell unklar.

Interessant ist ferner die nicht vorhandene Expesson SePP im fétalen Gehirn, was deutlich
von unseren Erwartungen abweicht. Leider liegeih &ier keinerlei Angaben tUber das
Schwangerschaftsalter des Feten, dessen Gewebts ifE analysiert wurde, vor. In unseren
immunhistochemischen Farbungen konnten wir zeid@ss in vielen Neuronen des untersuchten
Gehirns eines Frihgeborenen immunhistochemisch 8edtich nachweisbar ist. Wir gehen
davon aus, dass dieses SePP durchaus auch loietsgiert wird, so dass das SePP-Transkript zu
erwarten gewesen ware. Zu diskutieren ware hiedi@benge des Transkripts letztlich in der
Transkript-Menge der tbrigen Neuronen und der @liaz untergeht und dadurch nicht
nachweisbar ware, oder ob ein nicht reprasentaetsrnareal fir den MTE-Array aufgearbeitet

wurde. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, laesten auf der Basis einer In-Situ-
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Hybridisierung. Untersuchungen an Rattékonnten zeigen, dass sich Selen bei Supplementatio
der trachtigen Mutter im Cerebellum, dem Cortexebar dem Hippocampus und dem
Hypothalamus anreichert. Dies deckt sich mit degeBnissen unserer immunhistochemischen

Untersuchungen.

Die SePP-Expression des fotalen Herzens ist imlgfelgzum adulten Herzen deutlich geringer.
Zum Thema Selen und fotaler Herzentwicklung gikbiskng sehr wenige Veroffentlichungen, so
dass eine ausreichende Diskussionsgrundlage raésteti und sicherlich weitere Untersuchungen

von SePP im Herzen notwendig und vielversprechigrad s

4.1.6 SePP-Expression tracheobronchial
Die SePP-Expression und deren mdgliche BedeuturdjdDifferenzierung der fétalen bzw.
frih-postpartalen Lunge wurden bereits bei derdit®rgansystemen diskutiert. Die adulte
Lunge zeigt im Gegensatz zu der fétalen Lunge seren MTE-Experimenten eine eher geringe
Expression von SePP mRNA. In den ISH weist dasd\repithel zum Teil eine geringe
Positivitat auf. In der Alveolarwandung liegen veeelt deutlich positive Zellen, am ehesten
Myofibroblasten entsprechend. Das Bronchialepititebt negativ.
Die Expression von SePP in der humanen Lunge steviRattenlunge wurde bereits in Northern-
Blot-Studien gezei§tund bestéatigt damit unsere Ergebnisse. Die FunkiésnSePP in der Lunge
ist unklar. Jedoch konnte eine kiirzlich versffemtie Studi€™ an Myofibroblasten von Patienten
mit idiopathischer pulmonaler Fibrose zeigen, ddgsfibroblasten dieser Patienten einen
erhohten Gehalt an Lipidhydroperoxiden haben. Beldhtersuchung der Myofibroblasten auf
Expressionsebene mittels cDNA-Arrays konnte feséffesverden, dass SePP zu den am hdchsten
hochregulierten Genen zahlt. Dies kdnnte darawfidisen, dass die in unseren ISH-Experimenten
in der Alevolarwandung erkennbaren positiven Zeidgsachlich Myofibroblasten sind. Zur
definitiven Bestéatigung sind hier jedoch weitergo&xmente mit dem Ziel der Kolokalisation des
SePP-Transkripts sowie typischer myofibroblastBreteine notwendig.
Untersuchungen an Ratten konnten zeigen, dasekin-Slangel zu einer reduzierten Resistenz
der Lunge gegentuber Hyperoxie fuhrt, haufig mitnvehnrter Ausbildung eines Lungentdems
sowie Pleuraddemé&tf**> so dass ein Radikal-protektiver Schutz der Luhgeh Selen

wahrscheinlich ist.
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4.2 Expression pGPX

Die pGPX ist ein weiteres aktiv ins Blut sezerr@srSelenoprotein. pGPX liegt im Serum oder
Plasma in vergleichbaren Konzentrationen zu SelPRragt jedoch aufgrund des geringeren
Selengehaltes nur einen Bruchteil zum zirkulieren@elenpool bei. pGPX kann Hydroperoxide
und Lipidhydroperoxide reduzieren. Als Substrantigabei Glutathion, Thioredoxin und
Glutaredoxin'®. Die pGPX- Expression ist gewebsspezifisch undéirsich in Leber, Niere, dem
Herzen, der Schilddriise und anderen Orgdridbie Niere ist der Hauptproduktionsort der
plasmatischen pGP¥ und enthalt den hochsten Level an pGPX-mRNA. CRNA findet sich
dabei v.a. im proximalen Tubufti& Die pGPX wird von der produzierenden Zelle indléid der
Schilddrusenfollikef, ins Serum, die Extrazellulérfliissigkeit, die Miland andere
Korperfliissigkeiten sezerni&ft

Die Verteilung im Bereich von Gewebegrenzstruktuseist auf eine mogliche Barriere-Funktion
von pGPX gegenuber Hydroperoxiden hin. Ferner dis#utiert, dass die pGPX uber die
Beeinflussung des RedOx-Statuses des extrazehuliteeus einen dampfenden Einfluss auf die
Aktivierung der Lipoxygenase im Rahmen des ,oxiatiurst” von aktivierten Phagozyten hat
und damit letztlich die Freisetzung von Zytokinemupft bzw. verhindeft:

In unseren Experimenten bestétigt sich die bekavietteilung der pGPX. Hinweise auf ein
mogliches Donor-Akzeptor-Verhaltnis zwischen pGlRKd SePP-produzierenden Zellen ergeben

sich nicht.

4.3 SePP-Expression im humanen Gehirn

Es konnte bereits relativ frih gezeigt werden, dassGehirn bei der Selenversorgung im
Vergleich zu den anderen Selen-abhéangigen Gewetemevorzugte Stellung einnimmt, und
dass dessen Selenversorgung auch bei SelenmamgeHafrechterhalten witd.

In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, daBB Sowie andere Selenoproteine im Gehirn
eine wichtige Rolle spieléff. In den Untersuchungen mittels MTE-Array konnténeine

differentielle Expression von SePP in unterschob@lin Hirnarealen zeigen.

4.3.1 Methodik Immunhistochemie
Die Immunhistochemie ist eine weit verbreitete andh Routine-malfig eingesetzte Methode zum
Nachweis und der relativen Quantifizierung von &ran. Die Validitat der Immunhistochemie
steht und fallt dabei mit der Spezifitat des eiregten Antikorpers.
In unseren Versuchen haben wir einen polyklonaletik@rper verwendetet, der kommerziell

durch eine von uns beauftragte Firma durch einedmsrerung von Kaninchen mit einem
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synthetischen Peptid aus der humanen SePP-Seqergestellt wurde. Die Spezifitdt des
Antikdrpers wurde zunachst in Western-Blot-Experitea tberpriift und verifizieft®

Die Farbeintensitét in den unterschiedlichen Heablan unterliegt in unseren Farbungen
mafiggradigen Schwankungen. Dies kann sicherlidirem kleinen Teil auf einen
unterschiedlichen Selenstatus der Patienten hieweiSne weitere, die Farbeintensitat
beeinflussende Stoérgrole ist bei postmortalem Gewatiirlich stets das Intervall zwischen Tod
und Gewebsentnahme und anschlie3ender GewebdiixBirse Faktoren scheinen in unseren
Farbungen auch Einfluss auf die Hintergrundfartzungesitzen. Ein weiterer nicht zu
vernachlasssigender Faktor bei Enzym-gekoppeltehWeaissystemen ist die
Reaktionstemperatur, in unserem Fall also die Raunpératur. Unsere Farbungen wurden im
Zeitraum von ca. einem ¥ Jahr durchgefuhrt, so diastemperaturschwankungen in dem nicht
klimatisierten Labor durchaus bis maximal 10° Geddetragen konnten.

Bei jeder Immunfarbung besteht die Gefahr, dasgidgesetzte Antikdrper unspezifisch an
Gewebsstrukturen bindet und dadurch ein falschipesiSignal entsteht. Dies gilt im Gehirn im
Speziellen fur die Myelinscheiden. Daher ware BB\l unsere hier gezeigte zerebrale
Proteinverteilung neben den orientierend durchgeahNestern Blot-Untersuchungen mit
anderen Methoden (z.B. Myelinaufreinigung) zu besta.

Die immunhistochemischen Farbungen zeigen distiBldeale bei geringer bis maRiggradiger
unspezifischer Hintergrundfarbung. Die hohe Intg&tsier Immunfarbung ist bei unseren
Farbungen nicht mit einer absoluten starken Exmes®n SePP gleichzusetzten, da das von uns
eingesetzte Immunfarbe-Kit durch Verstarkungsmeshan auch gering exprimierte Proteine

nachweisen kann.

4.3.2 SePP in Neuronen
Wir konnten im Rahmen dieser Studie zeigen, daB® 3evielen Neuronen des Gehirns und des
Ruckenmarks immunhistochemisch nachweisbar istelfalit auf, dass v.a. grof3e Neurone (sog.
Golgi-Typ I-Neurone) ein deutliches SePP-Signajeei(vgl. Tabelle 10). Lokalisationspezifisch
weisen auch kleinere (Inter-)Neurone eine posigPP-Immunfarung auf. Deutlich positiv
kommen z.B. die grol3en Pyramidenzellen des Coaeiesdie Motoneurone im Rickenmark zur
Darstellung.
Das SePP-Signal zeigt dabei eine zytoplasmatisehnieiing, wobei insbesondere der Antikorper
SePP2, welcher z.T. das Signalpeptid von SePP lah&sPP wahrscheinlich im Bereich des
endoplasmatischen Retikulums bzw. Golgi-Apparat&rat) so dass SePP in diesen Neuronen

anscheinend auch neu synthetisiert und evtl. angchnterstitium exportiert wird. Ferner zeigen
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sich fokal, z.B. im Thalamus, punktuell Neuroneih-ima Neuropil granuléare SePP-Signale, die
moglicherweise den Synapsen zuzuordnen sind.

In Untersuchungen von Burk et*af.gelang es primar nicht, SePP im Gehirn immunhigtodsch
darzustellen. Ursachlich hierfur wurde diskutideiss das zerebrale SePP evitl. trunkiert ist oder
andere antigenetisch relevante Alterationen aufi¥ith unseren Versuchen wurde daher ein
hochsensitives Biotin-Streptavidin basiertes Nadgssystem verwendet, das auch den Nachweis
von sehr geringen Mengen von SePP ermdglicht.

Studien an Neuronen-Zellkulturen konnten zeigeas @&elen fiir das Uberleben von Neuronen in
Zellkulturen essentiell ist. Dabei zeigte sich,sdas. ein SePP-like Protein (bovines Homolog von
SePP) aus dem Rinderserum das Uberleben von Zet#uguronen am effektivsten ford&rtin

den beiden beschriebenen SePP-KO-Maus-Modellerewitie Mause deutliche Gangstdérungen
und Ataxien alff*®’ was auf eine Stérung der Funktion der an der risotten Koordination
beteiligten Neurone aber wohl auch auf eine Stoéderdangen Bahnsysteme im Ruckenmark
zurtckzufiihren sein dirfte. Insbesondere die Pjgddellen des Kleinhirns, welche in unseren
Immunfarbungen SePP positiv sind, kénnten hierioei wichtige Rolle spieléf® und die Defizite
der KO-Maus in den motorischen Tests (z.B. Rotdmest) erklaren.

Peters et al. fanden ferner heraus, dass in deME@s in der Cal-Region des Hippocampus eine
Stérung der Synapsenfunktion bzw. der postsynatisSignaltransduktion vorli€gt Des

Weiteren wurde ein schwerer Defekt der synaptis€Hastizitat im Hippocampus beschrieben.

Peroxinitrit ist ein hochreaktives Radikal, das dessReaktion von NO mit einem Superoxid-
Anion (O;) entsteht. NO dient im ZNS als Neurotransmitted wird im Rahmen von
entzundlichen Veranderungen durch HochregulatiomN@® Synthase vermehrt produziert. Der
vermehrte oxidative Stress durch Peroxinitrit fldutveranderungen von Proteinen, Lipiden und
DNA'® SePP kann die schadliche Wirkung von PeroximiéduziereY und kénnte damit

moglicherweise auf Neuronen protektiv wirken.

4.3.3 SePP in Oligodendrozyten & der Myelinscheide
Bereits in Untersuchungen im Jahre 1991 konntesglaet al. mit Hilfe von radioaktivem Selen
in Fraktionen des Gehirns von Wistar Ratten nactsveidass radioaktives Selen in der Myelin-

Fraktion zu finden ist, und dass radioaktives Seléreiner GPX-Aktivitat assoziiert ist.

In den von uns durchgefuihrten Immunfarbungen g&g#tP zeigte sich in den auf- und

absteigenden langen Bahnsystemen des Ruckenmaekieids sehr deutliche Farbung im Bereich
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der Myelinscheide, welche offenbar mit dem Kalider Myelinscheide korreliert. So zeigten
Nervenfasern mit kleinem Durchmesser oft nur egringe Farbeintensitat, wahrend parallel
verlaufende grol3e Nervenfasern eine deutliche Rgrbufwiesen. Auch im Gehirn selbst zeigen
die groRen Faserbahnen der Capsula interna eimiodenes Bild, wobei hier relativ viele Fasern
mit geringer Farbeintensitat tberwiegen. Die Faesisitat nimmt dabei bei den grol3en
intrazerebralen Bahnsystemen eindrucksmal3ig variatmr@ach caudal zu. Ebenfalls eine deutliche
Farbung zeigen die Nervenscheiden der NeuroneNel®sis opticus und des Nervus
hypoglossus. Diese spezifische Verteilung des $eBén Myelinscheiden weist auf eine
spezifische Funktion von SePP in den Myelinscheldan den Axonen hin (vgl. Abbildung 56).
Valentine et at?’ konnten am SePP-KO-Modell zeigen, dass das FebleSePP im ZNS zu
einer axonalen Degeneration im Hirnstamm und Rk fihrt. Dabei scheinen die
Motoneuronen in ihrer Funktion und Morphologie niabffallend alteriert zu sein, vielmehr
scheint die funktionelle Schadigung im mittlerem wiistalen Axon-Segment zu liegen. Bei der
Untersuchung der Axone des Hirnstamms im Elektronlemoskop zeigt sich eine vermehrte
Ansammlung von Zellorganellen, wie sie typiscHistStérungen des schnellen axonalen
Transportes. Ahnliche Veranderungen konnten im Rahemner experimentellen Vitamin-E-
Defizienz bei Ratten beobachtet werdf@rDiese Befunde scheinen einen Hinweis darauf zu
geben, dass der axonale Transport offenbar dunehStbrung der RedOx-Balance im Axon
gestort ist.

Die wahrscheinliche Lokalisation der axonalen Stgrun der KO-Maus und die von uns
nachgewiesene Lokalisation von SePP im Bereicladgen Bahnsysteme korreliert gut mit den
motorischen Symptomen der SePP-KO-MauBass ein schwerer Selen-Mangel auch beim
Menschen zu motorischen Stérungen bzw. Stérunghdésrischen Entwicklung fuhren kann,
konnte Ferreira Azevedo in einem Fallbericht eit&gihrigen Madchens mit Mutation im SBP2-
Gen nachweiséff (vgl. Abbildung 3).
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Zelltyp Subtyp SePP-Farbung |Farbemuster
Neuronen | Interneurone --+ diffus zytoplasmatisch
Motoneurone ++-+++ diffus & granular
zytoplasmatisch
Purkinje-Zellen (Kleinhirn) +-++ diffus zytoplasmatisch
Pyramidenzelle (Cortex) +-+++ diffus zytoplasmatisch,
wenig granular
Gliazellen | Oligodendrozyten Zellkorper -
Nervenscheide | - - +++ diffus
Astrozyten ruhend -
aktiviert ++ granulér zytoplasmatisch
Mikrogliazellen -
Bergmann-Glia (Kleinhirn) ++ granulér zytoplasmatisch
Ependymzellen ++-+++ diffus zytoplasmatisch
Plexus choroideus (Epithel) ++-+++ diffus zytoplasmatisch

Tabelle 10: Zusammenfassung der unterschiedlicegbralen Zellen und deren SePP-Immunreaktivitat

4.3.4 SePP bei multipler Sklerose
Die multiple Sklerose ist eine relativ haufige, Wofdrmig verlaufende autoimmune Erkrankung
des zentralen Nervensystems. Histopathologisclefirsich fokal, diffus im Zentralnervensystem
verteilt liegende, durch Zerfall der Myelinscheg&l@standene Entmarkungsherde mit im floriden
Stadium nachweisbaren Infiltraten von autoreaktiyamphozyten und Makrophagen. Sekundar
kommt es meist zur Ausbildung von glidsen Narbemissekundérer Destruktion der Axdrfe
Die Atiologie der MS ist bislang noch unklar, dagght man heute von einer multifaktoriellen
Pathogenese aus. So besteht ein eindeutiger geetidusammenhang zwischen bestimmten
HLA-Typen und der Haufigkeit von MS. Des Weitereskdtiert wird ein Zusammenhang mit
einer viralen Infektion mit Bildung autoreaktiven#korper gegen Myelinproteine. Eine
ursachliche Pathogenese durch ROS erscheint urshaimiich, wenngleich durch die
Einwanderung und Aktivierung der Makrophagen bzsv.Mikrogliazellen im Rahmen des sog.
»oXidative burst* ausgedehnt Radikale freigesetetden, und diese lokal im Bereich der
Entmarkungsherde Schaden anrichten kénnen. Scegrsels wahrscheinlich, dass Selen bzw.
Selenoproteine zwar keinen Einfluss auf die Entstehder Entmarkungsherde haben, dass jedoch
moglicherweise der Entztiindungsverlauf bzw. die Regdion durch den antioxidativen Einfluss
von Selen bzw. SePP beeinflusst werden kann. Eangexidative Wirkstoffe konnten bereits im
Tiermodell und z.T. auch am Menschen positiv geteserder. Zu therapeutischen Anséatzen
mit Selen liegen nur relativ wenige Daten vor.
Die von uns untersuchten zerebralen Schnittprégaraes Patienten mit multipler Sklerose zeigen
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mehrere altere Entmarkungsherde. Erwartungsgerhééhfen Bereich dieser Herde die
Myelinscheiden der Axone sowie die damit verbundgeP-Immunreaktivitat weitestgehend.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungjgerz, dass im Bereich der
Entmarkungsherde in der Umgebung der Axone keirPSe€hr vorhanden ist und somit auch die
antioxidative Wirkung von SePP im Sinne einer Liyidroperoxid-Peroxidase gerade in dem
Bereich fehlt, in dem durch die Entztindung ausgetdRlS freigesetzt werden. Ein bekanntes
Phanomen in Entmarkungsherden der MS ist die fiietta Schadigung und das Verschwinden
der Axone auch bei weitestgehend abgeklungenetigttmg. Ursachlich hierfir kénnte ein
fehlender Schutz der Axone vor ROS durch SePPard#sre abgeleitete Selenoenzyme sein (vgl.
Abbildung 56). Aus Zellkulturexperimenten an Oligodrozyten ist bekannt, dass Selen essentiell
fur die Differenzierung junger Oligodendrozyten EBttl. konnte daher Selen bzw. SePP auch fir
die Remyelinisierung wie sie z.T. im Bereich detr&arkungsherde auftritt, essentiell und

forderlich sein.

4.3.5 SePP in Astrozyten
Die Gruppen von Steinbrenner und Yang konnten meiggss Astrozyten konstitutiv SePP
synthetisieren und z.T. auch sezerni&teli Astrozyten sind fiir die Regulation und
Aufrechterhaltung des zerebralen extrazellularelrelns und damit auch der RedOx-Balance
zustandig. In unseren Farbungen zeigten sich foBalim Bereich des Hippocampus Astrozyten
mit vergroRerten Zellkernen, morphologisch passenaktivierten Astrozyten. Diese Astrozyten
wiesen intrazytoplasmatisch grobgranulare SePPatiguf. Ob es sich hier um Lysosomen
handelt, die aus dem Extrazellularraum aufgenoms8&e®P in die Zelle importieren, um Selen-
abhangige Proteine (z.B. GPX) zu synthetisierear ol es sich um astrozytar synthetisiertes
SePP in Vesikeln fur den Export in den Extrazethaldm handelt, lasst sich an den vorliegenden
Farbungen nicht beurteilen. Zur Klarung dieser EstgJlung wiirden sich kolokalisierende
Farbungen gegen Proteine der Lysosomen bzw. destegkchen Vesikel anbieten.

4.3.6 SePP bei Morbus Alzheimer
Im untersuchten Hirngewebe der Alzheimer-Patientagten sich fokal sehr vereinzelt Neuronen
im Bereich des Gyrus frontalis, dem okkzipitalent€g, im Hippocampus (CA2-4), dem
Praesubiculum und der Insula mit intrazytoplasmhés, teils granularen SePP-positiven
Einschlissen, bei denen es sich z.T. um sog. Nbtillafy Tangles handeln kann. Die Verteilung
korreliert mit der neuropathologisch berichtetemt®i®ing der Alzheimer-Veranderungen.
Bellinger et al. konnten in Post-Mortem-Studien@ghirn von Alzheimer-Patienten am
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konfokalen Mikroskop eine Kolokalisation von SeP® Amyloid-p-Protein in Alzheimer Plagues
und Neurofibrillary Tangles zeigéli Ob es sich hierbei tatsachlich um eine primabeust im
SePP-Stoffwechsel handelt oder ob es sich um kundéres Ph&nomen im Sinne einer
unspezifischen Bindung von SePP an Aymipidandelt, muss in weiteren Studien geklart
werden. Veranderungen im Plasma-Selen- bzw. LiGeiralt liel3en sich bei Alzheimer Patienten
nicht nachweisefi.

Die genaue Pathogenese der Alzheimer Erkrankutigpigtausgedehnter Forschungsbemuihungen
weiter unklar. Eine zentrale Rolle scheint das ouische Protein Amyloig-einzunehmen.
Dieses entsteht aus dem sog. APP (AmyfoRkecursor Protein) unter Einwirkung geerodery-
Secretase. Zerebrale Ischamien stellen einen beaRisikofaktor fur die Entstehung von M.
Alzheimer dar. Neuere Studien haben gezeigt, dags BRahmen der Hypoxie zur Freisetzung
von ROS aus der mitochondrialen Atmungskette komihsekundéarer direkter Hochregulation
derp-Secretase sowie zusatzlicher Induktion des Trgstgkmsfaktors HIF-& (hypoxia inducible
factor Jn). HIF-1a fiihrt wiederum mit Verzégerung zur vermehrten Esgion dep-Secretase”.
Somit scheint auch bei der Genese der AlzheimeraBkking ein wesentlicher pathogenetischer
Schritt abhangig von ROS.

4.3.7 SePP bei Morbus Parkinson
In den von uns durchgefuhrten SePP-Immunfarbunge@ehirn von Patienten mit M. Parkinson
lieBen sich keine auffallenden Alterationen im Getwa SePP finden, insbesondere fanden sich
keine offensichtlichen Veranderungen im BereichSldostantia nigra oder des Striatums. Die
Neuronen des Nucleus caudatus zeigen teils keithepts zu mafiggradige SePP-
Immunreaktivitat. Die Neuronen des Putamens soaiesdbstantia nigra zeigen z.T. eine
allenfalls geringgradige Reaktivitat.
Weit akzeptierte Theorien zur Pathogenese des MirBan basieren auf der Annahme, dass die
Degeneration der dopaminergen Neurone der Sulsstagtia sowie des Striatums auf vermehrtem
oxidativen Stress beruhnzur Entstehung des oxidativen Stresses werdemaafiiedliche
Pathomechanismen diskutiert, z.B. Entstehung vo8 B@ch erhéhten Eisengehalt (Fenton
Reaktion), Entstehung vorny,&, durch die Monoaminoxidase B (MAO-B) beim Dopamibaip
etc.. Klinische Untersuchen konnten bei M. ParkiaBatienten keine auffallenden Veranderungen
im Selengehalt bzw. der GPX-Aktivitat im Blutplasw@er im Selengehalt im Liquor
cerebrospinalis nachweigénin unterschiedlichen Parkinson-Tiermodellen kereih protektiver

Einfluss von Selen, am ehesten durch eine vermgktiiteitat der GPX, sowie ein schadlicher
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Einfluss von Selenmangel gezeigt wefdén'®

Unsere SePP-Immunfarbungen zeigen im Bereich desffemen Regionen eine allenfalls
geringgradige Immunreaktivitat, die sich jedochPaikinson-Patienten und gesunden Individuen
nicht auffallend unterscheidet. Da es sich bei SgRRIn antioxidativ wirksames Protein handelt
und dieses Protein im Bereich der vulnerablen Neengruppen weitestgehend fehlt, kann
hierliber generell eine erhdhte Vulnerabiltat didssuronen gegentber ROS begriindet liegen.

4.3.8 SePP bei amyotropher Lateralsklerose
Die Entdeckung, dass bei einem Teil der familidferm der ALS eine Mutation der Kupfer-Zink-
Superoxid-Dismutase (SOD1) zu findert3st, also im Gen eines Enzyms, das am
Radikalstoffwechsel beteiligt ist, legt die Vermudunahe, dass auch Veranderungen bei anderen
Enzymen des Radikalstoffwechsels eine Rolle bePaénogenese spielen kdnnten. Insbesondere
die selenhaltige GPX-1, die das von der SOD1 priediez\Wasserstoffperoxid zu Wasser abbaut,
und damit ,Downstream” der SOD1 agiert, ist in dieBeziehung interessant.
Immunhistochemische Studien konnten zeigen, dass anderem GPX1 im Laufe der
Krankheitsentwicklung hochreguliert wird, jedochsppateren Krankheitsphasen wieder
hinunterreguliert wird, und damit evtl. ein Zusanminang zwischen dem deregulierten RedOx-
Haushalt und dem letztlich folgenden UntergangMetneurons bestefi®*’
In unseren Farbungen zeigt sich in den MotoneurdesrRickenmarks und des Hirnstamms eine
eher geringe zytoplasmatische SePP-Immunreaktiiatirucksmaniig erscheinen die
Motoneurone im Rickenmark der ALS-Patienten im Bareon Motoneuronen mit Ubiquitin-
positiven Einschlissen schwacher gefarbt. Ob édwsr um ein Sekundarphanomen im Rahmen
eines ohnehin alterierten Proteinstoffwechselddrageschrittener ALS handelt, oder ob hier ein
pathogenetischer Zusammenhang besteht, muss erevelntersuchungen abgeklart werden.
Moglicherweise wird auch SePP im Rahmen der bedatmen Hochregulation der RedOx-
aktiven Enzyme vermehrt abgebaut und das freigesg&ten fir die Synthese der Selen-
abhangigen Enzyme (z.B. GPX1) verwendet. Alternigiimten die Farbungen aber auch einen
erhdhten SePP-Turnover mit vermehrter Aufnahmeelins. Die Immunhistochemie ist
allerdings in dieser Form leider nicht geeignety lllynamische Prozesse und deren Ausmalf3
aufzuklaren. Auffallend erscheint bei vielen Newogruppen im Rickenmark und Hirnstamm
das Fehlen der typischen grobgranularen SePP-Inaaktivitat. Diese grob granularen
Einschlisse sind hochstwahrscheinlich SePP im dasioptischen Retikulum oder Golgi-Apparat

zuzuschreiben. Hierfur spricht auch die vermehéding dieser Granula mit dem SePP2-
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Antikorper (schlie3t Signalpeptid mit ein). Diesat3ache spricht dafir, dass die Neuronen in den
vorliegenden Schnitten des Riuckenmarks weniger SgftRetisieren und weniger SePP in den
Extrazellularraum abgeben. Auffallend sind auRerdenvermehrten und aktivierten Astrozyten
mit feingranularen SePP-Zytoplasmaeinschlissen.

Der SePP-Gehalt scheint somit unter anderem irvdemler ALS betroffenen Neuronen

verringert zu sein. Ob es sich hierbei um einenedefiekt eines ohnehin gestdrten neuronalen
Stoffwechsels handelt, oder ob es sich um speadibzw. funktional relevante Veranderungen

handelt, sollte in weiterfiihrenden Studien ndh&albhtet werden.

4.3.9 SePP in der Hirnentwicklung
Schomburg et df"*konnten im KO-Maus-Modell zeigen, dass der besblerie pathologische
neurologische Phanotyp der KO-Maus durch Selentfutisn ab dem Zeitpunkt der elterlichen
Paarung oder ab der Geburt verhindert werden I&etat die Selen-Substitution zu einem
spateren Zeitpunkt der Hirnentwicklung ein, sodtilsich kein KO-Maus typisches progressives
Krankheitsbild, sondern der Status quo der neurstbgn Defizite bleibt stabil erhalten, bildet
sich jedoch auch nicht zurtick. Wird die Selenstibsteingestellt, so entwickelt sich ab diesem
Moment ein progressives Krankheitsbild. Ursachtidkutiert wurde hier ein lokaler Mangel an
Trijodthyronin, da auch die Deiodasen Selen-ablgngnzyme sind. Weitere Untersuchungen
zeigten jedoch, dass die Expression der Deiodagél Ty der KO-Maus nicht alteriert S,
In unseren Immunfarbungen am humanen Gehirn komnmtezeigen, dass SePP offensichtlich in
oder zumindest im Bereich der Myelinscheide lokatigst. Die Myelinscheiden der Axone des
ZNS sind im Normalfall stabile, von Oligodendrozyigebildete und wahrscheinlich
weitestgehend stoffwechselinaktive Formationenchesliber die Zeit einen sehr geringen Umbau
aufweisen. Selen bzw. SePP, das in Myelinscheithgieleaut ist, durfte somit fir langere Zeit
dort fixiert sein. Huang et al. konnten in einerdgaufreinigung nachweisen, dass offenbar in
der Myelinscheide eine Selen-abhangige GPX-Aktivitafinden ist*®. Mdglicherweise kénnte es
sich bei dieser GPX-Aktivitat um SePP handeln, ivedcnachweislich eine GPX-Funktion beim
Abbau von Phospholipidhydroperoxidenfiabes Weiteren ware natiirlich méglich, dass auch
andere GPX im Myelin lokalisiert sind. Die Lokaliga von GPX bzw. SePP in der
Myelinscheide kdnnte einen wichtigen Schutz gegssspholipidhydroperoxide in den dicht
gepackten Membranstapeln der Myelinscheide dazstell
Die Lokalisation in der Myelinscheide kdnnte eingegErklarung dafir bieten, warum sich die

neurologischen Defizite der KO-Maus nach verspateeden-Substitution und damit zumindest
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partiell abgeschlossener Myelinisierung der Nermaht mehr zuriickbilden. Die Tatsache, dass
sich jedoch auch nach Abschluss der Myelinisiedungh Absetzen der Selen-Substitution der
typische KO-Phanotyp einstellt, weist darauf hisssiSePP noch weitere wichtige Funktionen hat.
Valentine et. at?” konnten an elektronenoptischen Untersuchungerezeitass in der SePP-KO-
Maus in den mittleren und distalen Segmenten dendxdes Hirnstamms und des Ruckenmarks
offenbar eine Stérung des sog. schnellen anteregraxibbnalen Transportes auftritt, und es
letztlich zu einer Dystrophie der Axone kommt. Esfermehrung von F2-Isoprostanen, als
Hinweis auf eine vermehrte Lipid-Oxidation, lieBlsjedoch nicht nachweisen.

Ahnliche Veranderungen der Axone lieRen sich b&in-E-defizienten Ratten nachweisen, so
dass pathogenetisch diskutiert werden muss, olb shocth eine Beeintrachtigung des
Radikalstoffwechsels und damit des RedOx-HausbaltSelen- bzw. Vitamin E-Mangel
ursachlich vorliegen kénnte.

Im Rahmen unserer Studie wurden zerebrale Schiptipate eines etwa Y2 Jahre alten
Frihgeborenen immunhistochemisch untersucht. BedieAlter ist die Myelinisierung der Axone
nicht abgeschlossen. Interessanterweise konnténhéeickeine SePP-positiven
Oligodendrozyten-Zellkdrper nachgewiesen werdeasiirft die Frage auf, wie SePP in die
Myelinscheide gelangt. Wie bereits eingangs erw&migen Oligodendrozyten in Zellkultur ohne
Selen-Zusatz eine fehlende Hochregulation der Myadisoziierten Gene und zeigen damit eine
fehlende Differenzierung vom jungen zum reifen 6tigndrozytetf. Auch konnte hier gezeigt
werden, dass Selen essentiell wahrend einer sengihlase in der Reifung der jungen
Oligodendrozyten vorhanden sein muss, ansonstemhewuwlie Myelin-assozierten Gene dauerhaft

herunterreguliert, und die Differenzierung zumeriDligodendrozyten war verhindert.

Die Tatsache, dass die Neuronen, im Speziellen dieddeuronen, welche die Axone der langen
auf- und absteigenden Bahnen im Rickenmark- unastdimm aufbauen, in unseren Farbungen
auch und im speziellen beim untersuchten Saugkagjidh SePP positiv sind, l&sst die Hypothese
aufkommen, dass SePP, das von Neuronen gebildktemtiang des Axons zur Differenzierung
und Reifung von Oligodendrozyten und damit der Mhgalheide beitragt (vgl. Abbildung 56).
Hierzu passend ware die elektronenoptisch ausgétasnhriebene Myelinschicht der
Hirnstammaxone im KO-Maus-Mod¥!. Zur Sicherung dieser Hypothese sind aber naliirlic
noch weitere Untersuchungen notwendig.
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Oligodendrozyt Neuron
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Abbildung 56: Hypothetische Funktionen/Effekte \®aPP im Bereich der Myelinscheide (links dichtgepsckyelin, ganz
rechts Mikrotubulus mit Kinesin schematisch) AUKIR = Intermembranraum, 1ZS = innerer Zytoplasmasaum

Weiterhin auffallend bei unseren immunhistochenmescharbungen an den Schnittpraparaten des
Sauglings sind die granularen Signale, die im Kiemanscheinend entlang des Dendritenbaumes
und im Bereich der kortikalen Neurone entlang vemditen-artig verzweigten Strukturen zu
finden sind. Primar wurden diese Strukturen alefakte aufgefasst, es lie3en sich diese jedoch
auch in der Wiederholungsfarbung erneut ebensatetlars Diese Signale lassen sich keinen
bestimmten zellularen Strukturen im Neuropil zu@nirso dass sicher erneute kolokalisierende
Untersuchungen (z.B. mit Proteinen des Myelinsapgen oder des Dendritenbaumes) notwendig
sind. Es sollte gepruft werden, ob diese SePP-Rignid dem Bereich der Synaptogenese
zusammenfallen. Eher unwahrscheinlich erscheirggiagim Bereich des Dendritenbaumes der
Purkinje-Zellen die Mdglichkeit der Myelinbildungiingranularen SePP-Einlagerungen.

4.3.10 SePP und Neurotransmitter
Bislang liegen keine Daten dazu vor, ob es einedfatton der Expression von SePP und der
Verteilung der Neurotransmitter gibt. Orientieremarden hierzu aus den Abbildungen in
Nieuwenhuys” ,Chemoarchitecture of the Human Bf&idie unterschiedlichen Hirnregionen und
ihre Transmitter-Verteilung extrahiert und in eifil@belle zusammengefasst. Letztlich lagen nur

zu wenigen Hirnregionen die Angaben zur Transmifienteilung vor (vgl. Abbildung 46). Aus
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dieser Zusammenstellung ergab sich kein erkenndasaammenhang zwischen SePP-Expression
und dem Vorhandensein eines spezifischen Neurotitiess. Ob tatsachlich keine eindeutige
Korrelation zwischen Neurotransmitter und SePPebésmuss letztlich anhand neuerer Daten und

auch in kolokalisierenden Experimenten abschlie@@pdft werden.

4.3.11 Mdogliche Funktionen von SePP im Gehirn
Die Funktion von SePP im Gehirn bleibt weiterhidf§fenteils unklar. Unzweifelhaft dient SePP
beim Transport des Selens ins Gehirn als wichfigassportvehikel. Welche Funktion SePP
jedoch im Neuron selbst wahrnimmt ist unklar. Adai Lokalisation in der Myelinscheide bleibt
funktionell unklar. Die hierarchisch praferentiélersorgung und gute Retention von Selen im
Gehirn in Mangelzeiten wurde in einer Reihe vogateen interessanten Studien in transgenen
Méausen gezeigt. Diese Studien legen eine entsciued@edeutung von SePP im zerebralen
Selen-Stoffwechsel nahe. In einem sog. SePP-Z¥{dns neuronal gebildetes SePP als sichere
Speicherform auRerhalb der Zelle gelagert und beaB wieder mobilisiert werd&H. Inwieweit
es dabei noch eine enzymatische Funktion erfidky ¢etztlich nur als Selenspeicher fir die
Biosynthese der GPX und anderer Selenoproteinadunigt zur Zeit noch unklar. Eine weitere
wichtige Funktion kénnte SePP bei der Komplexiervoig Schwermetall-lonen im Gehirn haben,
und damit eine wichtige neuroprotektive Funktiornwehmef?.
Die von uns gezeigte Lokalisation von SePP in dgeliMscheide sowie die pathologischen, im
Speziellen ataktischen neurologischen Veranderudge8ePP-KO-Maus geben einen deutlichen
Hinweis, dass SePP in der Protektion der Myelinsielme offenbar besonders der langen Axone in
den Bahnsystemen des Riickenmarks eine entschei@eiidespielt. Offenbar scheint hier
insbesondere der Schutz vor einer radikalischeadighing der Myelinscheide eine Rolle zu
spielen. Hierfur sprechen die von Burk et. al. dd@sten ultrastrukturellen Veranderungen den
Axonen im Hirnstamm, welche Zeichen einer Stérueg akonalen Transports aufweisen, einem
Phanomen, das man bereits aus anderen Mausmouhlgrtamin-E-Mangel ultrastrukturell
nachweisen konnte. Ferner besteht ein wichtigeitussmvon Selen und damit SePP auf die
Differenzierung unreifer Oligodendrozyten.
Die immunhistochemische Lokalisation von SePP imelB& von synaptischen Verbindungen am
Zellkorper von Neuronen, z.B. im Thalamus, konnteeane mogliche Funktion von SePP im
Rahmen der synaptischen Ubertragung bzw. der Sgobph Plastizitat in diesem Areal
hinweisen. Hierfur sprechen auch die Veranderunigersynaptischen Funktion, die Peters et. al.

im Rahmen von Untersuchungen der SePP-KO-Mausre&igenten?>. Dies bedarf jedoch
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sicherlich noch weiterer Untersuchungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden viele neue Erkesatiber die Expression und Verteilung von
SePP gewonnen. Insbesondere der Nachweis von 8eBF€hiirn ist im Bezug auf
neurodegenerative Erkrankungen, deren Pathogebhesedaktive Sauerstoffradikale (ROS) seit
langerem diskutiert wird, sehr interessant und wictierlich in weiteren Experimenten weiter
untersucht werden missen. In der vorliegenden Avheide bereits eine mogliche Kolokalisation
der Alzheimer-Plagues mit SePP vermutet. Diese k&dikation wurde im Folgenden auch im
Rahmen einer Immunfloureszenzsztudie der Arbeigmrwon M. Berry bestatigf. Ob es sich

hier jedoch nur um ein Paraphdnomen der AlzheinmereGe oder ob es sich tatsachlich um ein
pathogenetisch relevantes Phanomen handelt, musstaren Studien untersucht werden. Hierbei
durfte die Untersuchung von unterschiedlichen Alniee-Stadien von Interesse sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ferner interessBrgebnisse bei der multiplen Sklerose
gefunden. Das Fehlen der SePP-Immunreaktivitéémtgoischen Entmarkungsherden der
multiplen Sklerose kénnte eine Erklarung fur digdchreitende Pathogenese der primér nicht
geschadigten Axone bieten. Zur weiteren Abklarueget Hypothese waren weiterfiihrende
immunhistochemische Untersuchungen an Entmarkurdgsti@n Gehirn und Rickenmark in
unterschiedlichen Stadien interessant. Hierbeigrofiem Interesse wére natirlich auch die
Reaktion der Oligodendrozyten, insbesondere urgeiidksichtigung einer moglichen
Remyelinisierung in den Entmarkungsherden. SePRt&dner im Rahmen der bereits
diskutierten neuroprotektiven Funktion und der Riamkals Differenzierungsfaktor der
Oligodendrozyten mdglicherweise auch einen thertzgmien Ansatzpunkt darstellen. Eine
ahnliche protektive Funktion kénnte SePP auchdebiéimischen Hirninsulten haben, bei denen,
insbesondere im Bereich der nur relativ ischamisérenumbra ebenfalls eine Pathogenese Uber
ROS diskutiert wird. Hierfir waren immunhistochechis Farbungen an Insulten
unterschiedlichen Alters evtl. in Kombination mibtdrsuchung der SePP-mRNA, aber natirlich
auch der anderen Selenoproteine (z.B. GPX), vodagrolnteresse.

In der vorliegenden Arbeit wurde ferner erstmalBiSéen kindlichen Gehirn untersucht. Hier zeigt
sich eine auffallende, strangférmige Verteilung &P im Cortex und anderen Lokalisationen,
ohne dass eine genauere morphologische Zuordurfget®#3-Signals zu Neuronen bzw. deren
Dendriten oder Oligodendrozyten gelingt. Dennodhespatirlich in weiteren Untersuchungen

versucht werden, diese Immunsignale der Urspruligsaezuordnen. Hierfur bieten sich
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immunhistochemische Kolokalisationstudien von SeftfRVIBP (Myelin basisches Protein) bzw.
Claudin-11 (Oligodendrozyten) oder Neurofilamenfidauronen) an. Evtl. 1&sst sich dabei ein
moglicher, morphologisch lokalisierbarer Einflussndifferenzierenden neuronalen Strukturen
auf die Differenzierung der angrenzenden Oligoderyten nachweisen. Evtl. kdnnte SePP auch
eine (differenzierende) Funktion in der Synaptogerteaben. Hierauf konnten die
immunhistochemischen Befunde im Thalamus hinweidesr.fanden sich granulare SePP-
Signale am Zellkorper der Neurone. Diese Befunamtégn mit Hilfe einer Kolokalisationsstudie
mit immunhistochemischen Markern der Synapsen HewSynaptogenese (z.B. Synaptophorin,
Synapsin, Synaptin, Synaptobrevin) weiter abgekiarden.

Die Untersuchungen der Expression auf mRNA-EbeniiSH bzw. MTE zeigen ebenfalls
interessante Befunde. Bei der Untersuchung deefotaxpressionswerte hat v.a. die Plazenta
einen wichtigen Stellenwert und scheint der Hawgaipktionsort des fétalen SePPs zu sein. Von
Interesse wére hier naturlich der SePP-Serum-SpiegeNeugeborenen und eine mogliche
Korrelation mit einer vorliegenden Plazentapathi@oDiese Fragestellung wird momentan im
Rahmen einer Studie in Zusammenarbeit mit der Usikgsfrauenklinik Tibingen am

Nabelschnurblut von Neugeborenen untersucht.
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Abkirzungsverzeichnis

5 Abklrzungsverzeichnis

AEC 3-Amino-9-Ethylkarbazol

ALE Adulte Leber Expression

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

Bp Base Pairs (Basenpaare)

BSA Bovines Serum-Albumin

CA1-4 Region 1-4 des Cornu ammonis des Hippocampus
cDNA complementary DNA

CPM Counts per Minute

COt-1-DNA DNA, angereichert mit hoch- bis mitteltoepetitiven Sequenzen

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Di-Thiothreitol

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinséure

E. coli Escherichia coli (gram-negatives Baktenum
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FCS fetal calf serum (fotales Kalberserum)

GPX Glutathion-Peroxidase

HA Hamalaun (Histologische Farbung)

HBSS Hanks” balanced salt solution

HCI Chlorwasserstoff-Losung (Salzsaure)

HE Hamatoxylin-Eosion-Farbung (histologische faiud)
HepG2 humane Zell-Linie eines hepatozellularerzlbams
ISH In-Situ-Hybridisierung

JM-109 E. coli K12-Stamm
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KB Kliver-Barrera (histologische Farbung)
kDa Kilodalton

KLH Keyhole Limpet Hemocyanin = Hdmozyanin aus 8ehltssellochnapfschnecke
KO Knock-Out

LB lysogeny brooth (Bakteriennahrmedium)
MS Multiple Sklerose

MTE Multiple Tissue Expression Array

n(x) Anzahl von x

NaOH Natriumhydroxid-Losung (Natronlauge)
Ncl. Nucleus (anatomisch)

NO Stickstoffmonoxid

OH* Hydroxyl-Radikal

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

Ped. Pedunculus (anatomisch)

PFA Paraformaldehyd

pGPX Plasma Glutathion-Peroxidase

PVP Polyvinylpyrrolidon

RNA Ribonukleinsaure

ROS Reactive Oxygen Species

RPM Rounds per Minute

RT-PCR Reverse-Transkriptase Polymerasekettenosakti
SDS sodium dodecylsulfat

Se Selen

SePP Selenoprotein P

114



SSC

SP

Taq
TBE
TBS
TEA
TEMED
Tm
tRNA®®
Trx
TrxR
NTP
¥S.UTP
UDP

ZNS

Abkirzungsverzeichnis

saline sodium citrate (Puffer)
Selenoprotein

Thermus aquaticus (Bakterium)
Tris-Borat-EDTA (Puffer)
tris-buffered saline (Puffer)
Triethanolamin
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
Schmelztemperatur (PCR)
Selenocystein-tRNA

Thioredoxin

Thioredoxin-Reduktase
Nukleosidtriphosphat

%3 (Schwefel)-radioaktiv markiertes UTP
Uridine 5'-triphosphate

Zentralnervensystem
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Zusammenfassung

7 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Veutayl von Selenoprotein P (SePP) sowohl
auf Transkript- als auch auf Proteinebene analy$iet Hilfe der In-Situ-Hybridisierung
konnte anhand ausgewahlter muriner Organe gezeiglen, dass SePP Gewebs- und Zell-
spezifisch exprimiert wird. Diese Ergebnisse wurdeihHilfe eines Expression-Arrays
humaner Gewebe bestétigt. Ferner wurde mit Hilfarerer polyklonaler Antikérper eine
immunhistochemische Farbung von SePP etabliereualtiiert. Es wurden humane zerebrale
Gewebsschnitte immunhistochemisch untersucht ubéiitfe einer Access-Datenbank eine
zerebrale Protein-Karte der Normalverteilung eltstalerbei zeigte sich, dass v.a. lange
Bahnsysteme (z.B. im Ruckenmark) in der Markscheide deutliche SePP-Immunreaktivitat
aufweisen. Ferner wiesen insbesondere grof3e NeumoBereich des Cortex cerebri und des
Ruckenmarks eine deutliche Immunreaktivitat aué tnatersuchten neuronalen Kerngebiete
(z.B. im Hirnstamm) zeigten eine differentielle Selthmunreaktivitat. Ein postulierter
Zusammenhang der SePP-Immunreaktivitat mit der dfeunrsmitterverteilung konnte nicht
festgestellt werden.

Erganzend wurde orientierend zerebrales Gewebeinaslnen Patienten mit unter-
schiedlichen neurodegenerativen Erkrankungen wdlet¢Morbus Alzheimer, multiple
Sklerose, Morbus Parkinson, amyotrophe Laterals&®r Hierbei zeigte sich, dass bei den
Herden der multiplen Sklerose die SePP-Immunreigtivn Korrelation mit dem Verlust der
Markscheiden abnimmt. Ein méglicher Zusammenhariglem chronischen Verlust von
Axonen bei der multiplen Sklerose wurde diskutiBdi den untersuchten Gewebeproben von
Patienten mit amyotropher Lateralsklerose zeigteNeuronen im Bereich der Ubiquitin-
positiven Motoneurone des Ruckenmarkvorderhorre gaminukleér betonte verwaschene
SePP-Immunreaktivitat. Bei Gewebe von Alzheimerdpéen fanden sich im Cortex und im
Bereich des entorhinalen Cortex bzw. Hippocampug®iee mit perinuklear kraftiger SePP-
Immunreaktivitat. Ferner fanden sich SePP-posaibkagungen, passend zu sog.
Neurofibrillary Tangles bzw. Alzheimer-Plagues. Gewebe von Patienten mit Morbus
Parkinson fanden sich keine Auffélligkeiten der Béfmunreaktivitat.

Ein Zusammenhang mit der Pathogenese der neurcefagjgan Erkrankungen bzw. ein
maglicher protektiver Einflul3 von SePP erscheittitaanal dieser Daten méglich, bedarf aber der

weiteren molekularen Charakterisierung.
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Anhang

Tabelle 4: Belegung MTE-Array (Quelle: Clontech Majua
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Anhang

Rohdaten MTE-Array (Auswertung Cyclon@$ihor Storage System)
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11.2 Auszug Datenbank Hirnregionen Immunhistochemie
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