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apoptosis inducing factor
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Calretinin, ein Ca**bindendes Protein, neurochemischer Marker
Hirnwasser, Zerebrospinalfliissigkeit

Jodthyronin-Dejodase. Drei Isoenzyme, Diol-Dio3.
Translationselongationsfaktor, spezifisch fiir tRNAS

Gen F aus fdh Operon von Escherichia coli, Formatdehydrogenase
Glutathionperoxidase

12/15-Lipoxygenase, Lipidperoxidase

16 Basenpaare lange Erkennungsstelle der Cre Rekombinase
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Methioninsulfoxidreduktase

Nutritional Prevention of Cancer Trial, Klinische Studie

Parvalbumin, ein Ca’"bindendes Protein, neurochemischer Marker
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Selenoprotein
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1. EINLEITUNG

1.1 Die Erweiterung des genetischen Codes durch Selenocystein

Biochemische Bedeutung von Spurenelementen und Vitaminen

Spurenelemente und Vitamine sind per definitionem essentielle Bestandteile der Nahrung.
Biochemisch stellen Spurenelemente und Vitamine fast ausnahmslos entweder prostethische
Gruppen von Enzymen (z.B. Kupfer) oder Koenzyme (z.B. Pyridoxalphosphat) dar. In nur
wenigen Fillen nehmen sie nicht an der Katalyse teil, sondern haben strukturgebende
Funktionen, wie Zink in Zink-Finger Transkriptionsfaktoren oder Jod als Teil der Schild-
driisenhormone. Die Bedeutung von Spurenelementen und Vitaminen liegt darin, Enzymen
chemische Reaktionen zu ermdglichen, welche reine Polypeptide nur ineffizient oder
tiberhaupt nicht katalysieren konnten. Insofern fithren Vitamin- oder Spurenelementmangel-
zustdnde im Allgemeinen zu komplexen metabolischen Storungen, da sie meistens mehrere
Stoffwechselwege zugleich betreffen. Klassische erndhrungsbedingte Beispiele fiir Vitamin-
oder Mineralstoffmangel sind Skorbut (Vitamin C Mangel), Kropf (Jodmangel) oder Andmie
(Eisenmangel). Wihrend Mangelsyndrome in westlichen Uberflussgesellschaften immer
seltener werden, stellen genetische Erkrankungen des Mineral- oder Vitaminstoffwechsels
(z.B. Morbus Wilson, Morbus Menke) oder die Exposition von toxischen Mengen von
Mineralstoffen (z.B. Mn iiber Industriestiube) noch immer medizinische Herausforderungen
dar. Zur Entwicklung von rationalen Therapieansitzen ist die molekulare und physiologische

Aufkldrung der betroffenen Stoffwechsel- und Transportwege die notwendige Grundlage.

Tabelle 1. Essentielle Spurenelemente beim Menschen und davon abhiingige Enzyme'

Element | Enzyme, Proteine (Beispiele)

Fe Cytochrom C Oxidase; Ribonukleotidreduktase

Cu Superoxiddismutase 1; Cytochrom C Oxidase, Lysyloxidase, Peptidylamid Monoxidase
Zn Transkriptionsfaktoren, Metallopeptidasen

Mo Xanthinoxidase, Aldehydoxidase, Sulfitoxidase

Co Methylmalonyl-CoA Mutase; Methioninsynthase

Mn Superoxiddismutase 2; Pyruvatcarboxylase; PEPCK, Arginase

I Schilddriisenhormone (Strukturelement)

Se Glutahionperoxidasen, Dejodasen, Thioredoxinreduktasen, etc.
Sn Unbekannt

Cr Verbessert Glukosetoleranz

F Vermutlich anorganische Rolle in Knochen und Zihnen

! Weitere Elemente wie Ni, V und W haben eine Bedeutung bei Mikroorganismen (Nitrogenasen,

Haloperoxidasen), es sind jedoch keine von ihnen abhidngigen Enzyme in Sédugern bekannt.
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Selen ist ein essentielles Spurenelement

Selen ist ein chemisches Element aus der V1. Hauptgruppe des Periodensystems der Elemente.
Als Erzbildner ist es einerseits in Vorkommen und chemischen Reaktionen dem Schwefel
verwandt, andererseits weist es auch halbmetallische Eigenschaften auf, von denen die licht-
abhéngige Reduktion des elektrischen Widerstands heute vor allem in Fotodioden alltdgliche
Anwendung findet. Der schwedische Chemiker Jons Jakob Berzelius (1779-1848) hat das
Element im Jahre 1817 entdeckt und nach der Mondgéttin Selene benannt. Die Wahl des
Namens hat sich als geradezu prophetisch erwiesen, stellt Selen doch noch immer ein
geheimnisvolles Element dar, einerseits schillernd, andererseits in Dunkelheit gehiillt.

Im Vergleich zu seinen bemerkenswerten anorganischen Eigenschaften, die nicht Thema
dieser Arbeit sind, ist seine Bedeutung in der belebten Welt nicht weniger komplex. Zu
Beginn des 20. Jahrhunderts wurde zuerst die Toxizitit, spater sogar die Karzinogenizitit des
Selens herausgestellt. Erst 1957 konnte Klaus Schwarz an den Nationalen Gesundheits-
instituten der USA in Bethesda zeigen, dass ,,Faktor 3%, eine essentielle Nahrungskomponente,
die bei Versuchstieren nekrotische Leberdegeneration verhinderte, Selen enthielt (Schwarz
and Foltz, 1957). Damit war erstmals gezeigt, dass Selen ein essentielles Element fiir Sduger
ist. Trotz intensiver Bemiihungen gelang es jedoch nicht, die molekulare Identitit von Faktor
3 aufzuklédren, vielmehr hatten anorganische Salze wie Selenit und Selenat, sowie diverse
synthetisch hergestellte Selenverbindungen ,,Faktor 3-Wirkung* (Schwarz and Foltz, 1958).

Somit blieb der Stoffwechselweg des Selens vorerst ritselhaft.

Die ersten Selenoenzyme

Fortschritte beziiglich der biochemischen Bedeutung von Selen wurden zunidchst bei
Prokaryonten gemacht. Wie so oft in der Wissenschaft begann die Geschichte einer neuen
Entdeckung mit dem gescheiterten Versuch, ein Ergebnis aus einem anderen Labor zu
replizieren. So versuchte Jane Pinsent, die zehn Jahre zuvor beschriebene Eisenabhingigkeit
der Formatdehydrogenease—Aktivit'ait2 von Escherichia coli Bakterien (Waring and Werkman,
1944), zu replizieren (Pinsent , 1954b). In einem ersten Schritt fand sie, dass die Eisen-
abhédngigkeit nur zu beobachten war, wenn Spuren von Molybdin im Kulturmedium
vorhanden waren. Nachdem die verwendeten Reagenzien verbraucht waren, konnten auch
diese Resultate nicht mehr repliziert werden, da wiederum keine Formatdehydrogenase-
Aktivitit mehr messbar war. Zugabe von Londoner Leitungswasser induzierte die

enzymatische Aktivitit und legte nahe, dass das Enzym mindestens drei mineralische

? Formatdehydrogenase oxidiert Ameisensiure zu CO,.
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Kofaktoren brauchte. Nachdem die Isolierung des gesuchten Faktors aus Leitungswasser nicht
gelang, wurde Kesselstein sauer aufgeschlossen und eine aktive Fraktion mit Schwefelwasser-
stoff prézipitiert. Diese Eingrenzung reichte aus, um die moglichen Elemente einzeln zu
supplementieren, was schlieBlich zur Identifizierung von Selen als Bestandteil der Format-
dehydrogenase fiihrte (Pinsent , 1954a). Dies war der erste Bericht zur Selenabhingigkeit
eines Enzyms.

Im Folgenden konnte gezeigt werden, dass bei metabolischer Markierung mit dem
radioaktiven Isotop Se-75 gefolgt von partieller Reinigung von Formatdehydrogenase die
Fraktionen mit hochster spezifischer Enzymaktivitdt die hochste spezifische Aktivitit des
Isotops enthalten (Shum and Murphy, 1972;Andreesen and Ljungdahl, 1973). Gleichzeitig
reinigte Thressa Stadtman den Glycinreduktase Komplex aus Clostridium stricklandii und
charakterisierte die Untereinheit A erschopfend als ein obligates Selenoenzym (Stadtman,

1974).3

F
. Stadtman

T.G

Abbildung 1: Drei Selenoenzym-Forscher der ersten Stunde (Flohe, 2009).

Das erste Selenoprotein bei Sdugern wurde mit der neuen Technik der metabolischen
Markierung mit Se-75 charakterisiert. Phil Whanger arbeitete bereits an der ,,white muscle
disease, einer Selenmangelkrankheit bei Nutztieren (Muth et al., 1958), und konnte durch
metabolische Markierung im Muskel ein Se-75-bindendes Protein identifizieren, welches im
selenarmen Muskel nicht detektierbar war (Pedersen et al., 1972). Dieses Protein heif3t heute
Selenoprotein W und wurde erst 1993 gereinigt und 1995 kloniert (Vendeland et al.,
1993;Vendeland et al., 1995). Das erste Selenoenzym, welches in Sdugern entdeckt wurde, ist
die Glutathionperoxidase (GPx). Es war bekannt, dass man die Hdmolyse von isolierten
Erythrozyten durch Peroxid mittels Glukosezugabe verhindern konnte. Die Protektion durch

Glukose war aber unmoglich in Erythrozyten von selenarm gefiitterten Ratten. Da die GPX

® Frau Stadtman ist iiberdies bekannt fiir ihre Bahn brechenden Arbeiten zur Biosynthese von Vitamin B,.
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bereits bekannt war, lag die Moglichkeit nahe, dass sie ein selenabhingiges Enzym sein
konnte, was durch metabolische Markierung mit Se-75 unterstiitzt wurde (Rotruck et al.,
1973). Gleichzeitig arbeiteten Leopold Flohé und Kollegen am Mechanismus der GPx und
konnten in hochreinen Enzympriparationen nachweisen, dass eine Peptidkette genau ein

Selenatom enthilt (Flohé et al., 1973).

Die Biosynthese von Selenoproteinen

Jetzt gab es zwei eindeutig identifizierbare Selenoenzyme, anhand derer es moglich war, die
chemische Spezies des Selens im Protein zu charakterisieren, sowie die Biosynthese von
Selenoproteinen aufzuklédren. Jetzt begann ein fruchtbares Zusammenspiel zwischen Forscher-
gruppen, die mit unterschiedlichen Proteinen in Pro- und Eukaryonten befasst waren. Der
erste Meilenstein war der biochemische Nachweis von Selenocystein in einem tryptischen
Peptid aus der GPx (Forstrom et al., 1978) bzw. in ihrer Kristallstruktur (Ladenstein et al.,
1979). Der zweite Meilenstein war die Klonierung der cDNA der Maus Glutathionperoxidase
(Chambers et al., 1986) und des Formatdehydrogenase Gens (fdhF) aus E. coli (Zinoni et al.,
1986). Daraus resultierte die Erkenntnis, dass Selenocystein durch ein UGA/TGA Codon
kodiert wird (Zinoni et al., 1987). Die Arbeiten von Zinoni legten au3erdem zweifelsfrei nahe,
dass der Selenocystein-Einbau in die Formatdehydrogenase kotranslational erfolgt —
vorstellbar wire ja auch ein Einbau von Phosphoserin gewesen, das dann post-translational in
Selenocystein hitte umgewandelt werden konnen. Auch am dritten Meilenstein war August
Bocks Gruppe beteiligt, indem sie in einer Serie eleganter Studien die Genetik der Seleno-
proteinbiosynthese in E. coli aufkldarte (Bock et al., 1991). Dabei stand eine triviale
Uberlegung am Anfang: Ein genetischer Screen nach Mutanten fiir die Selenoprotein-
biosynthese kann anhand der starken Ansduerung des Mediums durchgefiihrt werden, da in
diesem Fall die Formatdehydrogenase inaktiv wére und die Bakterien daher gro3e Mengen
Ameisensdure ausscheiden sollten. Es konnten 4 Gene isoliert werden, selA, selB, selC und
selD. Das selC Genprodukt stellte sich als tRNAS heraus (Leinfelder et al., 1988). Das selB
Genpodukt ist ein Translationselongationsfaktor spezifisch fiir Selenocysteyl-tRNA%®
(Forchhammer et al., 1989); selA kodiert die Selenocysteinsynthase, welche Seryl—tRNASec in
Selenocysteyl-tRNA®® umwandelt (Forchhammer and Bock, 1991). In dieser Reaktion wird
Selenophosphat, das Produkt von Selenophosphatsynthetase (SELD; (Leinfelder et al., 1990)
verbraucht. Dieselbe Gruppe erkannte auch, dass 3> vom UGA Codon eine Haarnadelstruktur
in der fdhF Sequenz liegt, die zur Interpretation des UGA als Selenocystein Codon notwendig
ist (Zinoni et al., 1990). Die Interaktion dieser Haarnadelstruktur mit SELB*GTP und



tRNAS® rundete schlieBlich das molekularbiologische Modell ab, wie Selenocystein
kotranslational in Selenoproteine inseriert wird (Baron et al., 1993)4. Wie August Bock
bemerkte: ,,In any event, the results [...] show that bacterial metabolism, including apparently
trivial reactions like gas formation by E. coli is still full of surprises and will provide results

of general biological relevance in the future.” (Bock et al., 1991).

SeQq
' Selenocysteine
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05 w (Y
Selenoprotein Synthesis tRNA modification § ?.
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Serine tRNAE, (selC) '
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Abbildung 2: Selenmetabolismus in E .coli (Bock et al., 1991, links, und Baron et al., 1993,
rechts).

Selenoproteinbiosynthese bei Eukaryonten
Gleichzeitig mit Bocks Arbeiten erkannte Dolph Hatfield, dass die Seryl-tRNA, welche UGA
dekodiert (Hatfield and Portugal, 1970), die eukaryontische tRNAB darstellt (Lee et al.,

1989) und konnte damit noch einmal einen Nachtrag zu seiner Arbeit leisten, die 23 Jahre
zuvor in Marshall Nirenbergs Team mit der Aufklirung des genetischen Codes begann
(Nirenberg et al., 1966). Marla Berry erkannte dann bei der Expressionsklonierung der Typ I-
Dejodase, dass diese ein Selenoprotein ist, deren mRNA ein in-frame UGA Codon trigt
(Berry et al., 1991b), und dass eine Sequenz im 3’-untranslatierten Bereich der mRNA eine
Haarnadelstruktur bildet (SECIS-Element), die fiir die Interpretation des in-frame UGA als
Selenocystein-Codon notwendig ist (Berry et al., 1991a). Somit war erkennbar, dass die

Selenoproteinbiosynthese bei Sdugern prinzipiell wie bei E. coli ablduft, auch wenn es im

* Die Kooperation zwischen August Bock und Mathias Sprinzl zu strukturellen Determinanten der Interaktion
zwischen SELB und tRNAS® bestand bereits, als ich in Bayreuth mein Studium aufnahm. Fiirs erste kam es

jedoch noch zu keinem Zusammentreffen zwischen mir und der Biologie des Spurenelements Selen.
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Detail durchaus Unterschiede gibt (Tabelle 2). Wahrend die beteiligten Gruppen mit der
biochemischen Charakterisierung ihrer Enzyme und Faktoren beschiftigt waren, bescherte der
Zufall die Klonierung des eukaryontischen SELD-Homologen: Sequenzvergleich eines ESTs
aus hidmotopoietischen Zellen legte eine Ahnlichkeit zur selD Sequenz von E. coli und
Methanococcus janaschii nahe und fiihrte schlieflich zur Klonierung der murinen Seleno-
phosphatsynthetase 2 (SPS2) und ihrer Identifizierung als Selenoprotein (Guimaraes et al.,
1996). Verschiedene Gruppen versuchten, anhand der postulierten Affinitit des
eukaryontischen SELB Homologen fiir SECIS-Elemente in vitro diesen Faktor zu
identifizieren. Obwohl verschiedene RNA-bindende Proteine gefunden wurden, gelang es nur
der Arbeitsgruppe von Donna Driscoll einen Faktor zu isolieren und zu klonieren, der
tatsichlich fiir die Selenoproteinbiosynthese essentiell war, das SECIS-bindende Protein 2
(Copeland and Driscoll, 1999;Copeland et al., 2000). Dieses Protein hatte allerdings keine
Sequenzéhnlichkeit zu SELB oder Translationsfaktoren, sodass offenbar wurde, dass die
SECIS-Bindung und die tRNA*S*_Bindung auf unterschiedlichen Polypeptiden liegen.
Eine Datenbanksuche mit den Sequenzen von E. coli und M. janaschii selB fiihrte zur
Identifizierung eines humanen ESTs, und weitere Experimenete erlaubten dann die
Klonierung des tRNA%*-spezifischen Elongationsfaktors, EF-Sec (Fagegaltier et al., 2000).
So deutete sich ein zukiinftig immer wichtigeres Motiv bei der Erforschung von
Selenoproteinen an, die auferordentliche Macht der Bioinformatik, welche dann zur
Klonierung der Seryl-tRNAP_Kinase, Pstk, fiihrte, die sich jahrzehntelang der klassischen
Klonierung entzogen hatte (Carlson et al., 2004). Den vorldufigen Abschluss bei der
Identifizierung der Biosynthesefaktoren fiir Selenoproteine bildete die Klonierung der

Selenocystein Synthase, SecS, das SELA Homologe der Sduger (Xu et al., 2007), sowie die

Aufklarung ihrer Struktur und ihres Mechanismus (Ganichkin et al., 2008).
3|

Elament

Abbildung 3: Selenoproteinbiosynthese bei Eukaryonten (Hatfield and Gladyshev, 2002).
Das SECIS Element liegt in der 3’-UTR der mRNA. SBP2 bindet neben dem SECIS auch den
EF-Sec*Sec-tRNASS Komplex.
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Die Abbildung macht deutlich, dass wir unter Selenoproteinen Proteine verstehen, in die
gezielt Selenocystein kotranslational eingebaut wird. Dies unterscheidet sie von Selen
bindenden Proteinen, die anorganische Selenspezies nicht-kovalent binden und von Proteinen,
in die Selenomethionin an Stelle von Methionin eingebaut wird, da die Met-tRNA Synthase
und das Ribosom nicht zwischen den beiden Aminosduren unterscheiden. Aufgrund der
kovalenten Bindung und damit der Stabilitiit unter denaturierenden Bedingungen, sowie
wegen der hohen spezifischen Aktivitit von 75Se—Selenocystein kann der Nachweis einer

radioaktiven Proteinbande in einem SDS-Gel als Nachweis eines Selenoproteins gelten.

Tabelle 2: Unterschiede in der Selenoproteinexpression zwischen E. coli und Sdugern

Eubakterien Séduger
SECIS Element direkt 3 vom UGA im 3’-UTR, bis 2200 Basen entfernt
ein Typus zwel Typen SECIS Elemente und ein
Selenium Redefinition Element (SRE)’
tRNAS nicht methyliert 2’-O-Methyl-Ribose 34, selenabhingig
Biosynthese iiber Aminoacrylyl-tRNA  iiber Phospho-Seryl-tRNA
Ser-tRNA Kinase keine Pstk
SECIS Bindung/ SELB SecisBP2, .30, elF4a3°
Elongationsfaktor =~ SELB EF-Sec
Selenophosphat von SELD von SPS2, Rolle von SPS1 unklar

Die Erweiterung des genetischen Codes

Ein zentrales Dogma der Molekularbiologie besagt, dass der genetische Code universell sei.
Das stimmt, soweit wir heute wissen, mit Ausnahme von Mitochondrien und Plastiden, sowie
einiger Einzeller. Der genetische Code ist aber weniger eindeutig, als es uns die Lehrbiicher
gemeinhin vermitteln wollen. Wie Francis Crick aus theoretischen Uberlegungen herleitete
(Crick, 1963) und spiter durch Nirenberg und Khorana spektakulidr gezeigt wurde, kodieren
Basentripletts in der mRNA fiir die einzelnen Aminosiuren im Polypeptid. Von den 64 (4°)
moglichen Tripletts kodieren 61 fiir 20 Aminosduren. Der wobble, das Wackeln auf der
letzten Base des Codons, sorgt dafiir, dass mitunter mehrere Codons mit unterschiedlicher
Base an der dritten Position die gleiche Aminosiure kodieren (,,Degeneration* des Codes).
Tatsédchlich gibt es eine Reihe posttranskriptionaler enzymatischer Modifikationen an tRNAs,

die vornehmlich die Spezifitit erhdhen, indem sie den wobble eingrenzen. Interessanterweise

5 (Howard et al., 2007)
® (Budiman et al., 2009) elF4a3 ist ein negativer Regulator der SBP2/SECIS Interaktion.
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ist ein Codon, AUG, bereits doppelt belegt, namlich durch ,,Start und ,,Methionin®. Die
Moglichkeit der doppelten Belegung eines Codons hatte Francis Crick bereits 1962 in seiner
Nobelpreisrede vorhergesagt (Crick, 1963). Was trivial erscheint, ist tatsdchlich schon eine
Vorwegnahme der Molekularbiologie des Selenocysteineinbaus: Ein Codon, AUG, wird von
zweierlei Translationsfaktoren gelesen, dem Initiationsfaktor (in Bakterien beladen mit
Formylmethionin) und dem Elongationsfaktor EF-1a (in Bakterien EF-Tu), der Met-tRNAM!
bindet.

Drei Codons fungieren als Terminationssignale. Der Name des UAG Codons (damals als
konditional letale Mutation in Bakteriophagen-T4-Genen gefunden) wurde abgeleitet vom
Namen von Harris Bernstein, amber’ . Die nachfolgend entdeckten Terminationscodons
erhielten entsprechend die Namen opal (UGA) und ocre (UAA). Die 21ste Aminosiure,
Selenocystein, wird auch von UGA kodiert und wir haben gesehen, wie komplex die
Molekularbiologie ist, die das Reprogrammieren dieses Codons bewerkstelligt. Vor wenigen
Jahren zeigte sich, dass damit die Moglichkeiten des genetischen Codes noch nicht
ausgeschopft sind. Eine neue Aminosdure, Pyrrolysin, wurde in der Kristallstruktur einer
archaealen Methyltransferase entdeckt (Hao et al., 2002). Erst dann erkannte man, dass sich
an der Stelle des Pyrrolysins in der korrespondierenden mRNA ein UAG-amber Codon
befindet und dass die tRNAcya mit Pyrrolysin beladen werden kann (Srinivasan et al., 2002)
— es gibt also eine 22ste proteinogene Aminosdure! Im néchsten Schritt konnten Blight et al
zeigen, dass Pyrrolysin auch in E. coli mit mehr als 75% Effizienz in die archaeale

Methyltransferase eingebaut werden kann, dass ihre mRNA also offensichtlich alle

Abbildung 3: Pyrrolysin in der hoch aufgelosten Kristallstruktur von Hao et al., 2002. Die
22ste Aminosdure wurde anhand der Elektronendichtekarte der Methyltransferase identifiziert.

7 Zitiert nach Sambrook, J. und Russell, D.W. (3rd ed.) ,,Molecular cloning: a laboratory manual®, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York, 2001.
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Kiirzlich konnten die Gruppen von Vadim Gladyshev und Dolph Hatfield zeigen (Turanov et
al., 2009), dass der genetische Code noch mehr Uberraschungen bereithilt fiir den, der sich
iberraschen ldsst: In dem Ciliaten Euplotes crassus kann das UGA Codon sowohl
Selenocystein, wie auch Cystein kodieren. Das hidngt einerseits von der Gegenwart eines
SECIS Elements in der mRNA ab, aber auch von der Position des UGA in der mRNA.
Dariiber hinaus wurde kiirzlich in Drosophila das Durchlesen von UGA Codons unabhéngig
vom Selenocysteineinbau in vivo beschrieben (Hirosawa-Takamori et al., 2009). Zusammen
mit den Ergebnissen zum Pyrrolysineinbau verdichten sich also die Hinweise, dass die
Struktur und lokale Sequenz einer mRNA durchaus einen Einfluss auf die Wahl der

(Suppressor-)tRNA ausiibt.

Organismen mit Selenoproteinen

Sind diese Erweiterungen des genetischen Codes wichtig? Im Falle der Selenoproteine muss
man wohl einen evolutiondren Standpunkt einnehmen: Selenocystein ist eine alte Erweiterung
und viele Organismen haben seither sowohl ihr Selenoproteom als auch die zugehorige
Biosynthesemaschinerie aufrechterhalten. Man kann daher von einem relevanten Selektions-
druck ausgehen. Sdugergenome enthalten 24-25 Gene fiir Selenoproteine (Kryukov et al.,
2003), Fische sogar 30-37 (Lobanov et al., 2009). Andererseits haben verschiedene
Organismen ihr Selenoproteom verkleinert (Rundwiirmer und Insekten, 1-3 Selenoproteine)
oder verloren (Pilze und Landpflanzen). Unter den Prokaryonten findet man Selenoproteine in

Eubakterien und Archaebakterien, obwohl es auch jeweils Spezies ohne Selenoproteom gibt.

1.2 Selenoproteine bei Saugern

1.2.1 Das menschliche Genom enthilt 25 Gene fiir Selenoproteine

Vor allem mit Hilfe der Se-75 Markierungsmethode gelang es in der Folge, weitere Seleno-
proteine bei Sdugern nachzuweisen und schlieBlich zu klonieren [Selenoprotein P (Hill et al.,
1991); Dejodase 1 (Berry et al., 1991b); Thioredoxinreduktase, (Gladyshev et al., 1996)]. Die
Bioinformatik zeitigte den nachsten Durchbruch: Die Suche nach in-frame TGA Codons und
3’ davon liegenden SECIS Elementen, kombiniert mit einem phylogenetischen Vergleich der
orthologen Proteinsequenzen, erhohte die Anzahl der Selenoproteine in Sdugern auf 24-25,

die seither unverindert blieb (Lescure et al., 1999;Kryukov et al., 1999;Kryukov et al., 2003).
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Abbildung 4: Selenoproteine in Sdugern (Kryukov et al., 2003). Hervorgehoben sind die
Selenoproteine, die in jener Arbeit neu identifiziert wurden. GPx6 ist kein Selenoprotein in
Nagern. Der rote Strich zeigt die Position von Sec an. Bei einer Klasse von Selenoproteinen
folgt dem Sec eine (vorhergesagte) o-Helix (blau eingeféarbt). Bei der anderen Klasse von
Selenoproteinen liegt das Sec am C-Terminus, oft als vorletzte Aminosiure.

1.2.2 Katalytische Uberlegenheit von Selenocystein!?

Worin liegt der Vorteil von Selenocystein? Selenocystein befindet sich in allen bisher
untersuchten Selenoenzymen im aktiven Zentrum. Wie bioinformatische Untersuchungen
kiirzlich belegten, findet man Selenocystein immer an derselben Position wie Cystein in
homologen Enzymen, sodass man im Umkehrschluss die katalytische Rolle eines bestimmten
Cysteins in einer Proteinsequenz durch die Homologie zu einem Selenoprotein voraussagen
kann (Fomenko et al., 2007). Schon frith wurde erkannt, dass Selenocystein dem Cystein
iiberlegen sein konnte (i) durch eine hohere Nukleophilie, sowie (ii) durch einen pK, Wert im
neutralen Bereich, der zum Vorliegen eines Selenolat-Anions bei physiologischem pH fiihrt,
wihrend ein Thiolat in entsprechenden Enzymen erst durch Nachbargruppeneffekte gebildet

werden muss (Stadtman, 1974). Die auBlerordentliche Reaktivitit der Selenoproteine hat



schon Flohé beim Vergleich der Glutathionperoxidase mit der Catalase fiir den Abbau von

H,0O; dokumentiert (Flohé, 2009).

C

Abbildung 5: Struktur der Glutathionperoxidase 4 (Scheerer et al., 2007). Die Autoren
konnten zeigen, dass W136 und Q81 in Wasserstoffbriicken-Distanz zu C(Sec)46 stehen und
damit das Selenolat stabilisieren konnen. Im Unterschied zu allen anderen
Glutathionperoxidasen fehlt der GPx4 eine Schleife (,,loop 1%), die das aktive Zentrum gegen
groe Substrate, wie Lipide, abschirmt. Die Abbildung verdeutlicht auch die Lage des
katalytischen Sec zwischen einem [-Faltblatt (hier $3) und einer o-Helix (oul), gefolgt von
einem weiteren Faltblatt, B4, einem Strukturelement, welches in etwa der Hailfte der
Selenoproteine so gezeigt oder vorhergesagt werden kann (s. Abb. 4).

Jodothyronin-Dejodasen katalysieren eine fiir Sdugerenzyme sehr ungewohnliche Reaktion,
die Spaltung einer Kohlenstoff-Halogen-Bindung. Dabei handelt es sich ebenfalls um eine
Redoxreaktion, die in vitro durch einen Thiol-Kofaktor (z.B. Dithiothreitol) unterstiitzt wird
(Kohrle, 2002). Austausch von Selenocystein gegen Cystein in rekombinanter Dejodase fiihrt

zu einem Verlust der katalytischen Aktivitit um 2-3 Gréenordnungen (Berry et al., 1992).

Vermutlich verstehen wir die Biochemie der Selenoproteine trotzdem noch nicht vollstindig,
denn es gibt offensichtlich gute Argumente gegen Selenocystein in Enzymen: Viele
Organismen kommen ohne Selenocystein/Selenoproteine aus. Weiterhin ist fiir keine der
bekannten Reaktionen von Selenoenzymen in Sdugern ein Selenoenzym unersetzlich: Die
Jodtyrosin-Dehalogenase der Sduger kann FAD-abhingig ebenfalls Kohlenstoff-Halogen-
Bindungen brechen, und Peroxiredoxine konnen Peroxide Glutathion-abhidngig reduzieren. Im
Falle der Methioninsulfoxidreduktasen (Msr) gibt es sogar Selen-abhingige (MsrBl,

Selenoprotein R) und Selen-unabhingige Enzyme in der gleichen Zelle nebeneinander (MsrA
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und MsrB2), die sich nur in der Stereospezifitiat in Bezug auf das Substrat unterscheiden.
Detaillierte biochemische Untersuchungen haben gezeigt, dass Selen-abhingige und
unabhingige Isoenzyme leicht unterschiedliche Mechanismen nutzen, wobei der Einbau von
Selenocystein in ein Selen-unabhidngiges Enzym sogar die Enzymaktivitit verschlechtern

kann (Kim and Gladyshev, 2005).
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Abbildung 6: Organe, in denen die genetische Inaktivierung von Selenoproteinen zu
biologischen Effekten gefiihrt hat (Conrad und Schweizer 2009).

1.2.3 Physiologische Bedeutungen von Selenoproteinen

Von einigen Selenoproteinen kennt man die biochemische Bedeutung nicht oder nur
unvollstindig. Besonders interessant scheint Selenoprotein S, das als Teil des
Retrotranslocons als VIMP kloniert wurde (Ye et al., 2004). Seine Expression wird durch
Glukose reguliert und moduliert seinerseits die Expressionsstirke von pro-inflammatorischen
Zytokinen (Curran et al., 2005). Fiir die Selenoproteine 15 und M nimmt man eine Rolle bei
der Faltung von Proteinen im ER an, die jedoch nicht funktionell nachgewiesen werden
konnte (Labunskyy et al., 2007). Selenoprotein T ist an der Vesikelfreisetzung in neuronalen
Zellen beteiligt (Grumolato et al., 2008). Die physiologische Bedeutung eines Proteins ldsst
sich aber nur unvollstindig im Reagenzglas erforschen. Deshalb hat die Selenbiologie seit
einer Dekade eine sich rapide beschleunigende Anwendung von transgenen Mausmodellen
erlebt, die in atemberaubender Geschwindigkeit viele Jahrzehnte alte Fragen beantwortet,

andererseits aber neue, unerwartete Fragen aufgeworfen hat.

16



Glutathionperoxidasen und Thioredoxinreduktasen

Urspriinglich hatte man angenommen, dass der GroBteil aller Seleneffekte auf die anti-
oxidative Wirkung der Glutathionperoxidasen (GPx) zuriickzufiihren ist (Rotruck et al., 1973).
Insofern kam es als eine Uberraschung, dass GpxI” Miuse keinen erkennbaren Phinotyp
aufwiesen (Ho et al., 1997). Erst spiter stellte sich heraus, dass Gpx/ durchaus eine wichtige
Rolle spielt, meist aber nur unter physiologischen Stressbedingungen, wie Ischimie oder
Toxinbelastung (Schweizer and Schomburg, 2005). Sehr aufregend war die Entdeckung, dass
Gpxl 7 . pr2'/ " Miuse an Colitis leiden, die zu neoplastischen Verdnderungen fortschreitet
(Esworthy et al., 2001). Damit wurde erstmals eine direkte experimentelle Verbindung
gezogen zwischen der bekannten krebspriventiven Wirkung von Selen im Darm (Clark et al.,
1996) und einer Selen-abhingigen enzymatischen Aktivitit. Kurz zuvor hatten Leopold Flohé
und Fulvio Ursini die biochemische Basis fiir die bislang unverstandenen Seleneffekte bei der
minnlichen Fertilitdt erklirt und gezeigt, dass GPx4 eine Struktur gebende Rolle in Spermien
zukommt (Ursini et al., 1999).

Georg Bornkamm, Marcus Conrad und Markus Brielmeier haben dann anhand einer Serie von
konditionalen Knockout Miusen in einer Reihe von Publikationen die Bedeutung von Gpx4
Isoformen in Entwicklung und Fertilitidt ausgearbeitet (Conrad et al., 2005;Seiler et al.,
2008;Schneider et al., 2009), sowie die Bedeutung der Thioredoxinreduktasen (7xnrdl und
Txnrd2) untersucht (Conrad et al., 2004;Jakupoglu et al., 2005;Soerensen et al., 2008).

Gpx1-/- Gpx2+/- Gpx 1 -/- Gpx2-/-

Colon

Abbildung 7: Histologische Verdnderungen im Dickdarm von Maiusen mit kombinierter
Defizienz von GpxI und Gpx2 (Esworthy et al., 2001).

Methioninsulfoxidreduktasen

Es wird diskutiert, dass die reversible Oxidation und Reduktion von bestimmten Methionin-
Seitenketten die Aktivititen von Ionenkanilen (Ciorba et al., 1997) und der Calmodulin-
abhingigen Kinase im Herzen (Erickson et al., 2008) zu regulieren vermag. Experimente in

Drosophila und in Miusen unter 100% Sauerstoffatmosphire legten nahe, dass MsrA die
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Lebensdauer verlingert (Moskovitz et al., 2001;Ruan et al., 2002). Allerdings fiihrte die
Inaktivierung von Selenoprotein R (MsrB1) nicht zu offenkundigen physiologischen Defekten
(Fomenko et al., 2008). Es ist also ungeklirt, ob unterschiedliche Randbedingungen (z.B.

Selengehalt des Futters) dieser Diskrepanz zugrunde liegen (Moskovitz and Stadtman, 2003).

Jodthyronin-Dejodasen

Als Schilddriisenhormone werden 3,3’,5-Trijodthyronin (T3) und 3,3’,5,5’-Tetrajodthyronin
(Thyroxin, T4) bezeichnet. Sie werden ausschlielich in der Schilddriise durch enzymatische
Jodierung von Tyrosinresten in Thyroglobulin und anschlieBende Kniipfung -einer
Etherbindung zum Thyronin-Grundgeriist gebildet (zusammengefasst in (Schweizer et al.,
2008a). Die biologischen Wirkungen von Schilddriisenhormonen werden nach heutigem
Stand des Wissens vornehmlich durch Bindung von T3 an nukleédre Rezeptoren vermittelt. Da
T4 das Hauptprodukt der Schilddriise ist, vermitteln Dejodasen die systemische wie auch die
lokale Aktivierung von T4 zu T3 (Kohrle, 2002;Bianco et al., 2002). Gleichzeitig sind
Dejodasen auch am Abbau von Schilddriisenhormonen und der Synthese von Thyronaminen,
einer kiirzlich entdeckten Klasse von Hormonen, beteiligt (Piehl et al., 2008). Die
Selenabhéngigkeit der hepatischen Dejodase 1 wurde frith erkannt und zur Klonierung und
Identifizierung als Selenoenzym ausgenutzt (Arthur et al., 1990;Behne et al., 1990;Berry et al.,
1991b). Inzwischen sind alle drei Dejodase-Isoenzyme in Miusen genetisch inaktiviert
worden (Schneider et al., 2001;Schneider et al., 2006;Streckfuss et al., 2005;Hernandez et al.,
2006), mit teilweise iiberraschenden Ergebnissen, deren Diskussion den Rahmen dieser
Schrift sprengen wiirde (siehe (Schweizer et al., 2008b).

Sehr interessant ist jedoch die Beschreibung von Patienten mit hypomorphen SBP2
(SECISBP2) Allelen (Dumitrescu et al., 2005). Die Patienten werden primir wegen einer
transienten Wachstumsretardation und verzogerter Knochenreifung in der Klinik vorstellig.
Wie mein Kollege Lutz Schomburg in dieser Arbeit zeigen konnte, besteht ein globales
Defizit der Selenoprotein-Biosynthese, wobei man die niedrige Aktivitidt von Dejodasen fiir
den klinischen Phénotyp verantwortlich macht, der sich auch nicht durch eine entsprechende
Supplementation mit Selen behandeln lie (Schomburg et al., 2009). Fertilititsprobleme,
kardiovaskulédre oder neurologische Defekte wurden bei den Patienten nicht beschrieben, was
zum Teil sicher auf deren noch jugendliches Alter zuriickgefiihrt werden muss, insofern muss
man gerade im Hinblick auf die spannende Frage der ménnlichen oder weiblichen Fertilitét

noch auf Folgeuntersuchungen dieser Patienten warten.
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Mutationen im Gen fiir Selenoprotein N bei hereditiren Muskeldystrophien

Mutationen in SEPNI wurden bei Patienten mit einer Reihe erblicher Muskeldystrophien
gefunden, u.a. der ,,multi mini-core disease* (Moghadaszadeh et al., 2001). Damit wurde zum
ersten Mal eine Mutation in einem Selenoprotein mit einer menschlichen genetischen
Erkrankung assoziiert. Bemerkenswerterweise konnte kiirzlich gezeigt werden, dass auch eine
Mutation im SECIS Element von SEPNI die gleiche Krankheit auslésen kann, was einen sehr
guten Hinweis auf die Selenabhiingigkeit von SEPN gibt (Allamand et al., 2006).
Entsprechend konnte in SEPNI erstmals eine physiologische Funktion des SRE (selenium
redefinition element) gezeigt werden, einer RNA Struktur, die bei manchen Selenoproteinen
dhnlich einem bakteriellen SECIS-Element direkt auf das UGA folgt und fiir den
Selenocysteineinbau notwendig ist (Howard et al., 2007). Das Protein ist offensichtlich fiir die
Muskelphysiologie wichtig. Morpholino-vermittelte Suppression von SeIN im Zebrafisch
fithrt zu strukturellen Defekten von Skelettmuskeln (Deniziak et al., 2007). Kiirzlich konnte
gezeigt werden, dass SEPN mit dem Ryanodinrezeptor interagiert und an der Ca®* Freisetzung

aus dem sarkoplasmatischen Retikulum beteiligt ist (Jurynec et al., 2008).
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Abbildung 8: Selenoprotein N vermittelt die Redoxsensitivitidt des Ryanodinrezeptors. (aus
Jurynec et al., 2008).

Selenoprotein P

Selenoprotein P (SePP) ist das wichtigste Selentransportprotein im Plasma, indem es mehr als
60% des Plasmaselens beinhaltet (Burk and Hill, 2005). In Sdugern ist es das einzige
Selenoprotein mit mehr als einem Selenocystein pro Molekiil (10-12, je nach Spezies).
AuBerdem ist es das einzige Selenoprotein mit zwei SECIS Elementen. Da SePP in der Leber
in Abhidngigkeit vom Selenstatus produziert wird, kann man durch Bestimmung von SePP im
Blut den Selenstatus und die Biosynthese von Selenoproteinen abschitzen. Versuche mit
Selen-defizientem Futter durch Dietrich Behne haben gezeigt, dass es unter den Organen eine

19



Hierarchie der Selenversorgung gibt (Behne et al., 1988). Sie sorgt dafiir, dass Organe wie das
Gehirn und die Schilddriise ihren Selengehalt auch bei Selen-defizienter Erndhrung konstant
halten, wihrend die Leber praktisch vollstindig an Selen verarmen kann. Eine solche
Beobachtung setzt einen Mechanismus voraus, der einen gezielten Selentransport ermoglicht
(Schomburg et al., 2004). Wie wir gefunden haben, ist SePP ein Teil dieses Mechanismus
(siche unten). Durch die zentrale Rolle von SePP im Selenmetabolismus ergibt sich
notwendigerweise ein globaler Blick auf Selen-abhingige Prozesse in mehreren Organen, der
eine Leitschnur fiir die hier beschriebenen Projekte war (Schomburg and Schweizer, 2009).
Kiirzlich konnten Raymond Burk et al. zeigen, dass der ApoE-Rezeptor 2 (ApoER?2) einen
endozytischen Rezeptor fiir SePP in Hoden und Gehirn darstellt (Olson et al., 2007;Burk et al.,
2007), womit auch der notwendige spezifische Rezeptor fiir SePP, zumindest in zwei Organen

gefunden ist.

Genetische Studien zur tRNAS5 Trsp

Die biochemischen Funktionen der meisten anderen Selenoproteine sind noch weitgehend
ungeklirt. Die Herstellung weiterer genetisch defizienter Mausmodelle fiir Selenoproteine
konnte einen neuen Ansatzpunkt fiir die Aufkldarung ihrer Funktion schaffen. Um die Rolle
von Selenoproteinen in bestimmten Organen und Zelltypen global zu untersuchen, wurden in
Dolph Hatfields Labor Miuse mit konditionaler Inaktivierung der tRNA'S15¢ Gensymbol
Trsp, generiert (Kumaraswamy et al., 2003). Diese Maduse wurden mit einer langen Liste von
gewebespezifischen Cre Rekombinase-transgenen Mauslinien verkreuzt (Brustdriisenepithel,
Leber, Podozyten der Niere, Neurone, Muskel, Endothel, T-Zellen, Makrophagen und
weitere). Dieser Ansatz ist geeignet, im Rahmen eines proof-of-principle Experiments im
Vorfeld zu kldren, ob im betreffenden Zelltyp iiberhaupt ein Selenoprotein eine wichtige
Rolle spielt. Im Gegensatz zur urspriinglich weit verbreiteten Meinung, dass Selenoenzyme
wie GPx und Txnrd essentielle house-keeping Enzyme sind, stellte sich heraus, dass
bestimmte Zelltypen sehr gut auch ohne Selenoproteine funktionieren (Kumaraswamy et al.,
2003;Schweizer et al., 2005). Entsprechend konnten wir 7rsp in Leber (Schweizer et al.,
2005;Streckfuss et al., 2005), Schilddriise (J. Chiu und US, unpubliziert) und Neuronen
(Wirth et al., im Druck) konditional ausschalten.

Es gibt eine zweite Hierarchie unter den Selenoproteinen. Sie bezieht sich auf eine unter-
schiedliche Abhidngigkeit der Selenoproteine innerhalb einer Zelle vom angebotenen Selen
(Gross et al., 1995;Bermano et al., 1995;Hatfield et al., 2006). Der zugrunde liegende
Mechanismus ist nicht gekléart, doch konnte dabei die Selen-abhidngige Methylierung der
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tRNAP5 eine Rolle spielen (Warner et al., 2000;Chittum et al., 1997). Deshalb wurden im
Labor von Dolph Hatfield mutierte Allele von Trsp generiert, bei denen die Methylierung der
2’-O Position der Ribose von Base U34 (U34m) nicht stattfinden kann (Moustafa et al.,
2001;Carlson et al., 2005). In Abbildung 9 wird augenfillig, dass unterschiedliche
Selenoproteine sehr unterschiedlich auf Mutationen in tRNASS reagieren, die die N6-
isopentenyl-Modifikation an A37 nicht tragen. So toleriert die Expression von GPx1 keine
Verinderung der tRNAS®, wihrend GPx4 zwar die G37A, aber nicht die U341 Modifikation
toleriert. SelR (Abb. 9A) und Diol (Abb.9C) tolerieren beide Verdnderungen, allerdings auf
Kosten der Expressionsstiarke. Wir vertreten ein Modell, in dem die weniger wichtigen, und
daher stirker Selen-abhédngigen Selenoproteine die U34m tRNAS erfordern (GPx1, auch
SelR), deren Anteil bei Selenmangel sinkt (Carlson et al., 2007).
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Abbildung 9: Die unterschiedliche Sensitivitit von Selenoproteinen gegeniiber Mutationen in
der Anticodonschleife der tRNAP“15*  Genetische Komplementation eines Leber-spezi-
fischen Trsp Verlustes durch transgene, mutierte 7Trsp Allele. (A) GPx4 und SelT tolerieren
eine A37G Mutation (welche die N6-Isopentenyl-Modifikation an A37 der tRNA!SeIS«
verhindert), wihrend GPx1 und SelR sehr sensibel darauf reagieren. Im Gegensatz toleriert
SelR die U34A Mutation (in vivo durch Desaminierung 134). (Carlson et al., 2007). (B) GPx1
und (C) Diol Aktivititen in der Leber, aus Platzgriinden nicht gezeigt in Carlson et al., 2007.
Nur ménnliche Tiere.**p<0.01; ***p<0.001; ANOVA.

Interessanterweise sind Mause, bei denen die besonders Selen-responsiven Selenoproteine
vermindert exprimiert werden, priadisponiert fiir eine hohere Tumorlast in Dickdarm- oder

Prostatakrebs Modellen (Irons et al., 2006;Diwadkar-Navsariwala et al., 2006) — konsistent
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mit den epidemiologischen Daten, nach denen ein niedriger Selenstatus beim Menschen fiir

Krebs priadisponiert (Clark et al., 1996).

1.3 Selen und Krebs

Die potenziell krebspriventive Wirkung von Selen hat in den letzten Jahren viel
Aufmerksamkeit erlangt (Zhuo and Diamond, 2009;Rayman, 2000). Entscheidend war dabei
der NPC-Trial (Nutritional Prevention of Cancer), eine doppel-blinde, placebokontrollierte
Studie, die federfiihrend vom verstorbenen® Larry Clark und Gerald F. Combs durchgefiihrt
wurde (Clark et al., 1996). Die Studie konnte zeigen, dass die Patientengruppe, die mit
weniger als 105 pg Selen/L Serum in die Studie eingetreten war, nach fiinf Jahren signifikant
weniger Krebsfille und Todesfille zu verzeichnen hatte. Deshalb wurde der SELECT Trial
(Selenium and Vitamin E in Cancer Prevention Trial) von den amerikanischen Nationalen
Gesundheitsinstituten finanziert, in dem 12000 Mainner iiber 12 Jahre dieselbe Se Dosis
(200ug) wie zuvor in der erfolgreichen NPC Studie als tdgliches Supplement nehmen sollten.
Ungliicklicherweise wurde die Studie im Jahre 2009 abgebrochen, weil das Studienziel nicht
erreicht werden konnte (Hatfield and Gladyshev, 2009). Es fiel ndmlich auf, dass, vermutlich
durch die verbreitete Supplementation mit Se von Lebensmitteln, der mittlere
Plasmaselengehalt der Studienteilnehmer bei {iber 120 ug/L lag, einer Konzentration, bei der
auch im NPC Trial kein Effekt auf die Krebsinzidenz beobachtet worden war. Es bleibt das
Geheimnis der Studienleiter, weshalb das Problem bei der Rekrutierung der
Studienteilnehmer, wenigstens aber nach der Feststellung des Selenstatus nicht adressiert
wurde. In der Offentlichkeit wurde stattdessen der Eindruck verbreitet, dass Selen-
supplementation nicht krebspriventiv wire, eine Aussage, fiir die die Studie ebenfalls keine
belastbaren Daten vorlegen konnte.

Genetische Studien haben in den vergangenen Jahren immer wieder Assoziationen von
Krebsinzidenz mit bestimmten Allelen oder der Expression von Selenoproteinen ergeben in
SePP (Mork et al., 1998;Mork et al., 2000;Meplan et al., 2007;Cooper et al., 2008;Peters et al.,
2008), Sepl5 (Hu et al., 2001;Jablonska et al., 2008) GPx1 (Hu and Diamond, 2003;Hu et al.,
2005), Gpx4 (Bermano et al., 2007;Meplan et al., 2008) oder Txnrd1/2 (Peters et al., 2008).
Diese Ergebnisse legen nahe, dass es eine mechanistische Verbindung zwischen Se,
selenabhéngigen Peroxidasen und Peroxidsignaltransduktion bei der Krebsentstehung und —

progression geben konnte (Brigelius-Flohé and Kipp, 2009).

¥ Dabei ist zu bedenken, dass in Deutschland die Selenwerte im Mittel bei 50-90 pg/L liegen.
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Abbildung 10: Modell zur Rolle von Peroxiden und selenabhingigen Peroxidasen bei der
Krebsentstehung (Brigelius-Flohé und Kipp, 2009).

Diese Daten legen nahe, dass der Gewebeselenstatus durchaus einen Einfluss auf die
Krebsentstehung haben konnte. Wir nehmen an, dass die suboptimale Expression bestimmter
Selenoproteine nicht nur durch Variation an ihrem Genort oder durch die globale
erndhrungsbedingte Selenzufuhr reguliert wird, sondern auch durch den Selentransport und
Selenmetabolismus. Das ist ein Grund fiir unser Interesse an Selenoprotein P, an
Mechanismen des Selentransports und an Geschlechterunterschieden bei der Selenoprotein-

expression (Riese et al., 2006;Schomburg and Schweizer, 2009).

1.4 Selen und Neurodegeneration

1.4.1 Selen und neurologische Erkrankungen

Oxidative Schiden durch Peroxide, sog. ,,Oxidativer Stress* (Sies, 1986) stehen im Verdacht,
zur Auslosung oder zur Pathophysiologie des Alterns und von neurodegenerativen
Erkrankungen beizutragen (Coyle and Puttfarcken, 1993;Andersen, 2004). Daher wire es
einsichtig, wenn die Klasse der Selenoproteine mit ihren prominenten und leistungsfihigen
Peroxidasen und Reduktasen eine entscheidende Rolle bei der Verhinderung des oxidativen
Stresses spielen wiirde. Wihrend die verfiigbaren epidemiologischen Studien eine priaventive
Wirkung von Se bei einigen Krebsarten und entziindlichen Erkrankungen nahe legen
(Rayman, 2000), konnten bislang keine solchen Assoziationen beziiglich hidufiger und
wichtiger neurologischer Erkrankungen belegt werden.

Bei kindlichen Epilepsien gibt es jedoch eine Reihe von Fallbeschreibungen aus

unterschiedlichen Kliniken, die iiber Jahre immer wieder niedrige Selenspiegel bei Kindern
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mit unbehandelbarer Epilepsie berichten — und durch Se Supplementation Behandlungserfolge
verzeichnen. Die klarsten Daten sollen hier kurz zusammengefasst werden (Weber et al.,
1991;Ramackers et al., 1994):

Weber et al. berichten von vier Patienten mit unbehandelbarer Epilepsie. Alle Patienten hatten
niedrige zellulire GPx Aktivitit in Erythrozyten, wobei bei zwei Patienten auch Plasma GPx
und Plasma Se reduziert waren, wihrend diese Parameter bei den beiden anderen normal
waren. Die Autoren zogen zwei Schliisse: 1) GPx1-Defizienz konnte beteiligt sein an
kindlicher Epilepsie. 2) Mangel an GPx1 konnte auch durch einen Se Transport-Defekt

ausgelost werden.

Fig. 3 The dry and depigmented hair regained normal colour and  Fg.4  Xeray picture ofthe left knee taken from Patient 2 showing severe
h iregular linings and calcium

texture after selenium substitution, osteopenia with imegulat ni
deposits consistent with Kashin-Beck disease.

Abbildung 11: Charakteristische Selenmangelbefunde beim Patienten von Ramaekers et al.,
1994. Links, depigmentiertes, strohiges Haar. Rechts, Osteopenie am Kniegelenk.

Ramaekers et al. berichten von zwei Patienten mit unbehandelbarer Epilepsie und niedrigen
bis nicht messbaren Plasma Se Werten. Beide Patienten reagierten positiv auf Se Substitution.
Ein Patient wurde anfallsfrei aus der Universititsklinik entlassen, aber schon nach einem
Monat wieder mit status epilepticus eingeliefert, nachdem die Se Substitution wihrend der
ambulanten Behandlung unterbrochen worden war. Nach erneuter Se Substitution war der
Patient wieder anfallsfrei. Dieser Patient zeigte klassische Anzeichen fiir Se Mangel, wie
struppiges, depigmentiertes Haar und verringerte Knochendichte, die positiv auf Se
Substitution ansprachen (sieche Abbildung 11). Ramaekers et al. vermuteten, dass die beiden
Patienten in ihrem Bericht moglicherweise eine hohere Se Aufnahme benétigen als normale
Kinder und spekulierten, dass ein Se Transportdefekt ins Gehirn als Ursache der Erkrankung
vorliegen konnte.

Normalerweise kommt es aber bei selenarmer Erndhrung nicht zur Depletion des Gehirns und
neurologischen Defekten. Se-Defizienz bei total parenteral erndhrten Patienten wurde hiufig
als Ursache fiir Muskelschwiche, Kardiomyopathie und Depigmentierung der Haare erkannt

und konnte durch Beriicksichtigung von Se in den Nihrlosungen zukiinftig verhindert werden
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(Collipp and Chen, 1981;Fleming et al., 1982;Brown et al., 1986). Auch bei der Therapie von
Epileptikern durch die ketogene Diit kann es zu Se Mangel und Kardiomyopathie kommen,
wenn nicht auf adidquate Spurenelement- und Vitaminversorgung geachtet wird (Bergqvist et
al., 2003). Diese Beobachtungen sind analog zur ,white muscle disease* genannten
Muskelschwiche von selenarm erndhrten Kilbern (Muth et al., 1958).

Eine Liste von Studien, in denen mittlere Se Gehalte in Serum, Haaren, FuBBnédgeln oder
Gehirngewebe mit M. Alzheimer oder M. Parkinson assoziiert wurden, haben Chen und Berry
zusammengestellt (Chen and Berry, 2003). Solche Studien sind allerdings solange als
problematisch zu bewerten, bis nachgewiesen wurde, dass periphere Messungen mit dem
Gehirn Se Gehalt korrelieren. Post mortem Studien mit Se Bestimmungen im Gewebe wurden
andererseits nur an sehr kleinen Kollektiven durchgefiihrt und nicht nach bekannten (mono-)
genetischen Ursachen stratifiziert. Insofern legen die Arbeiten von Weber und Ramaekers
eine Verbindung zwischen Se Mangel und kindlicher Epilepsie nahe, es gibt aber keine

weiteren liberzeugenden Nachweise aus klinischen oder epidemiologischen Studien.

1.4.2 Effekte von Selen oder Selenoproteinen in Tiermodellen neurologischer Erkrankungen

Die verfiigbare Literatur wurde in zwei Ubersichtsarbeiten zusammengetragen und kritisch
bewertet: Schweizer et al., 2004 Brain Research Reviews 45: 164-178 (im Anhang), sowie im
Folgenden dargestellt: Schweizer et al., 2004 J Nutrition 134: 707-710.

25



Seiten 26-29: Schweizer et al., 2004 J Nutrition 134: 707-710.
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2. Ergebnisse

2.1 Selenoprotein P als zentrales Selentransport-Molekdil

Verschiedene Beobachtungen aus den Labors von Raymond Burk und Alfred Tappel lieferten
Hinweise, dass Selenoprotein P (SePP) ein Selentransportprotein darstellen konnte: Die
Gegenwart im Plasma und Abhéngigkeit von der Se Aufnahme, der hohe Se Gehalt, die
schnelle Resorption nach Injektion in Se-defiziente Ratten und die hohe Expression in der
Leber [zusammengefasst bei Burk (Burk and Hill, 2005)] Es gab aber auch Hinweise auf eine
enzymatische Funktion von SePP (Arteel et al., 1998;Saito et al., 1999), sowie auf eine Rolle

bei der Entgiftung von Schwermetallen (Yoneda and Suzuki, 1997).

Unser Ziel war es, durch genetische Inaktivierung von SePP die Bedeutung dieses

Proteins fiir den Se Stoffwechsel irn vivo zu untersuchen.

In der folgenden Publikation, Schomburg, Schweizer et al., 2003, Biochem J 370, wird
gezeigt, dass der Se Gehalt und die Aktivitdt von Se-Enzymen in Plasma, Gehirn, Niere und
Hoden von Sepp” Miusen erniedrigt sind. Im Gegensatz dazu steigt der Se Gehalt der Leber
sogar an, ein Hinweis darauf, dass Se unter Normalbedingungen aus der Leber in Form von
SePP iiber das Plasma mobilisiert wird und zur Versorgung von Niere, Gehirn und Hoden
dient.

Wir fanden bei Sepp” Miusen noch zwei weitere augenfillige Phinotypen: Einen
Wachstumsdefekt, sowie neurologische Auffilligkeiten. Dabei zeigten Sepp” Miuse etwa
zwei Wochen nach der Geburt einen auffilligen Bewegungsphinotyp, sowie gelegentliche
Anfille, die durch Stress provoziert werden. Die beobachtete minnliche Infertilitat haben wir

zunichst nicht weiter verfolgt.
Da bis dahin bei Se-arm ernédhrten Tieren keine neurologischen Defekte beschrieben waren,
jedoch die Arbeiten von Weber et al., 1991 und Ramaekers et al., 1994 die Moglichkeit einer

physiologischen Bedeutung von Se nahe legten, entschied ich mich, die Rolle von Se und von

Selenoproteinen fiir die Funktion des Gehirns zu untersuchen.

2.1.1 Schomburg, Schweizer et al. 2003 Biochem J 370:397-402.
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Seiten 31-36: Schomburg, Schweizer et al. 2003 Biochem J 370:397-402.
http://www.biochemj.org/bj/370/0397/bj3700397 .htm



2.1.2 Schweizer et al. 2004 Biochem J 378, 21-26

In dieser Publikation stellten wir die Frage, ob Supplementation mit anorganischem Se
(Selenit) die Ausbildung der biochemischen, neurologischen und Wachstumsphénotypen
verhindern kann. Dahinter steht die Frage, ob der Mangel an Se oder der Mangel an
SePP fiir die beobachteten Phinotypen verantwortlich ist.

Wir supplementierten daher Sepp™” Weibchen bereits ab der Verpaarung mit Natriumselenit
im Trinkwasser. Sowohl die Wachstumsretardation als auch die Aktivitit von Selenoenzymen
in Geweben sowie der neurologische Phédnotyp wurden durch Se Supplementation
normalisiert bzw. verhindert. Durch Titration der Selenitkonzentration konnten wir zeigen,
dass schon 10 uM Selenit ausreichen, alle gemessenen Parameter zu normalisieren, wobei bei

dieser Konzentration auch keine Se Anreicherung bei Normaltieren zu beobachten war.

Wir konnen also aus diesen Daten schlieBen, dass nicht das Fehlen von SePP, sondern das
Fehlen von Se im Gehirn fiir die Ausbildung des neurologischen Phénotyps verantwortlich ist.
Damit erhebt sich aber fiir die Zukunft die Frage, wie die physiologische Funktion von Se im
Gehirn vermittelt wird. Wir nehmen an, dass dies durch Selenoproteine geschieht und weiter

unten wird dieser Gedanke weiter verfolgt.

In dieser Publikation nicht gezeigt sind Daten, in denen wir den Zeitpunkt der Se
Supplementation variiert hatten. Wurde die Supplementation spitestens bei der Geburt
begonnen, konnte der neurologische Phéanotyp noch verhindert werden. Eine Supplementation
ab dem Zeitpunkt des Absetzens von der Mutter reichte nicht mehr aus, die Entwicklung der
neurologischen Defekte zu verhindern. Wir interpretierten diese Ergebnisse als einen Hinweis
auf eine Se-abhingige Entwicklungsstorung des Gehirns. Wurde Se-supplementierten Sepp”
Tieren erst im Erwachsenenalter das Se Supplement entzogen, kam es verzogert zur
Ausbildung des Bewegungsphidnotyps gefolgt von gelegentlichen epileptischen Anfillen.
Dieser Befund ist wiederum ein Hinweis auf eine Neurodegeneration durch Se Mangel.

Diese Studien wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Thomas Klopstock in Miinchen
vertieft, der bei Sepp” Tieren Video-EEG Aufnahmen durchfiihrte, die die epileptischen
Anfille bestitigen. Die diesbeziiglichen Daten sind jedoch noch wunpubliziert (in

Vorbereitung).
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Seiten 38-43: Schweizer et al. 2004 Biochem J 378, 21-26.
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2.1.3 Schweizer et al., 2005 Biochem J 386: 221-226

In dieser Arbeit sind wir nochmals zur Frage nach der Rolle von SePP beim Se Transport
zuriickgekehrt. Wir wollten wissen, ob die Leber die verantwortliche Quelle fiir Plasma
SePP darstelit.

Kurz vorher hatte die Gruppe von Dolph Hatfield die Brust-spezifische Inaktivierung der
tRNABS¢ (Gensymbol Trsp) publiziert (Kumaraswamy et al., 2003). Ich hatte daraufhin
sofort Dr. Hatfield kontaktiert und gebeten, mir die konditionale Trsp Maus zur Verfiigung zu
stellen. Wir begannen auch sogleich eine Kooperation beziiglich Leber-spezifischer Trsp-
defizienter Méuse, da sie aus meiner Sicht auch als Leber-spezifische SePP knockout Miuse
interpretiert werden konnen, wenn man nicht die Leber, sondern den Rest des Korpers

betrachtet.

Tatsichlich ist der Plasma Se Gehalt von Alb-Cre; Trsp ™' Miusen praktisch identisch mit
dem Plasma Se Gehalt von Sepp” Miusen, und im Serum liegt SePP unter der
Nachweisgrenze fiir Western Blots. Die Niere verarmt genauso an Se wie in Sepp”” Miusen,
aber der Gehirn Se Gehalt und die Expression von Selenoenzymen im Gehirn sind normal.
Auch entwickeln diese Tiere keine neurologischen Defekte. Sie dhneln daher eher Se-arm
gefiitterten Mausen (deren Plasma Se Gehalt und Plasma SePP ebenfalls signifikant erniedrigt

sind, die aber ebenfalls keine neurologischen Defekte zeigen).

Wir interpretierten diese Daten, indem wir in unserem Modell fiir den Se Stoffwechsel eine
gewisse Unabhingigkeit des Gehirn Se Status vom zirkulierenden Se postulieren. Da der
Import von Se via Plasma SePP in Alb-Cre; Trsp ™" Miusen sehr erniedrigt sein sollte,
fordern wir einen Mechanismus zur Se Retention im Gehirn, der ebenfalls SePP-abhiingig ist
(Schomburg et al., 2004). Dieses Modell setzt allerdings eine gezielte, wahrscheinlich
Rezeptor-vermittelte SePP Aufnahme oder Bindung innerhalb des Gehirns voraus. Damit
wird erstmals dem lokal im Gehirn exprimierten SePP eine Rolle zugewiesen. In unseren
Augen sollte dieses lokal synthetisierte SePP einen reversibel nutzbaren Se Speicher im

Gehirn darstellen, der andererseits aber fiir Zellen im Parenchym bioverfiigbar ist.
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Seiten 45-50: Schweizer et al., 2005 Biochem J 386: 221-226.
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2.1.4 Renko et al., 2008 Biochem J 409: 741-749

In dieser Arbeit haben wir erneut die Frage nach der relativen Bedeutung von hepatisch
und cerebral synthetisierten SePP gestellt.

Dazu haben wir in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Ingrid Renner-Miiller (LMU Miinchen)
humane SEPP cDNA unter der Kontrolle des Leber-spezifischen Transthyretin-Promotors
transgen in der Maus exprimiert. Durch Kreuzung auf einen Sepp-defizienten genetischen
Hintergrund konnten wir so Mduse generieren, die SePP zwar in der Leber, aber nicht in
anderen Organen, wie dem Gehirn, exprimieren. Das Experiment ist also konzeptionell das
Negativbild der vorangestellten Arbeit, in der die SePP Expression nur in der Leber
ausgeschaltet war. Die Verwendung einer humanen SEPP cDNA erlaubt uns, mit Hilfe
unseres human-spezifischen SePP-ELISAs (Hollenbach et al., 2008) das hepatische humane

SePP vom endogenen Maus-SePP zu unterscheiden.

Wir konnten eine funktionelle Komplementation mit hepatischem SEPP Transgen in Sepp”
Mausen zeigen. Sowohl die ménnliche Infertilitit, der Wachstumsdefekt, die neurologischen
Defekte, als auch die Expression von Selenoenzymen in Niere und Gehirn wurden fast oder
vollstdndig normalisiert. Diese Befunde waren nicht unerwartet. Unser eigentliches Ziel war
-/-; tgSEPP

es jedoch, durch Se-arme Fiitterung die Expression des hepatischen SePP im Sepp

Modell zu erniedrigen und zu beobachten, ob sich ein neurologischer Phinotyp einstellt.

In der Tat ist unter Se Mangel Bedingungen das hepatische SEPP Transgen nicht mehr in der
Lage, den Verlust von Se im Gehirn zu verhindern. Wir werten dieses Ergebnis als starken
Hinweis darauf, dass in diesem Modell zwar der Transport von Se zum Gehirn via SePP
stattfindet, aber das Se im Gehirn nicht durch lokal synthetisiertes SePP fixiert werden kann.
Bei Se Mangel, wenn also der SePP Gehalt im Serum sinkt, wird der Se Verlust des Gehirns
nicht mehr ausgeglichen. Es ist also die Expression von SePP im Gehirn, welche den Gehirn

Se Gehalt von der Erndhrung unabhéngig macht.
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2.1.5 Megalin als Rezeptor flir Selenoprotein P

Die Arbeitsgruppe von Dr. Raymond Burk an der Vanderbilt Universitit in Nashville, TN, hat
kiirzlich gezeigt, dass Lrp8/ApoER?2 ein Rezeptor fiir SePP im Hoden ist (Olson et al., 2007).
Fiittert man ApoER2” Miuse Se-armes Futter, so zeigen sie einen neurologischen Phinotyp,
der an Sepp'/ " Maiuse erinnert (Burk et al., 2007;Valentine et al., 2008). Aufgrund der
gewebespezifischen Expression von ApoER2 ist anzunehmen, dass es noch weitere SePP
Rezeptoren in Geweben wie z.B. der Niere gibt. Die breite Substratspezifitit der LRP und ihre
Homologie innerhalb der Genfamilie legten nahe, dass moglicherweise andere LRP ebenfalls
SePP binden konnen. Wir haben daher die Hypothese aufgestellt, dass Megalin (Lrp2)
einen SePP Rezeptor in der Niere darstellen konnte.

Um diese Hypothese zu priifen, haben wir den Urin von Megalin” Miusen per Western Blot
auf die Gegenwart von SePP getestet. Wihrend im Urin von Wildtypméusen kein SePP
nachweisbar ist, scheiden Megalin” Miuse eindeutig SePP aus (Abb. 12). Dieser Befund ist
ein guter Hinweis, dass SePP in der Niere filtriert wird und abhidngig von Megalin im

Nierentubulus aus dem glomerulédren Filtrat resorbiert wird.

Urin Serurn
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Abbildung 12: Nachweis von SePP im Urin von Megalin(Lrp2)”” Miusen. Die Tiere wurden
entweder auf Se-addquatem (RDA, recommended dietary allowance, 0,15 mgSe/kg) oder Se-
armem Futter (low, 0,08 mgSe/kg) gehalten. Nur bei homozygoter Mutation in Lrp2, wird
SePP im Urin ausgeschieden. Serum dient zum Grofenvergleich.

Wir haben daraufhin ein Projekt initiiert, um die Rolle von Megalin beim Se Transport in
Niere und Gehirn zu untersuchen. Solche Untersuchungen sind sehr schwierig mit den
klassischen Megalin” Miusen, da mehr als 90% der homozygoten Mutanten bald nach der
Geburt sterben. Im Gegensatz verwendeten wir einen Mausstamm mit einer STOP-Mutation
(Y2721X) in der extrazelluliren Doméne des Megalin-Gens, der durch chemische Muta-
genese in FVB/N Maiusen erzeugt wurde (Zarbalis et al., 2004). Vermutlich aufgrund des
unterschiedlichen genetischen Hintergrunds (FVB/N versus C57Bl1/6), iiberlebt ein
signifikanter Anteil der Miduse mit homozygoter Megalin-Mutation auf FVB/N Hintergrund.
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In den folgenden Abbildungen soll ein Einblick in die laufenden Untersuchungen eroffnet
werden, die in unseren Augen nahe legen, dass Megalin als physiologischer SePP Rezeptor in

Niere und Gehirn wirkt (in Vorbereitung).

megalint+

Abbildung 13: Nachweis von SePP-Immunreaktivitit an der apikalen Membran des
proximalen Nierentubulus. SePP, griin; Megalin, rot; g, Glomerulus. SePP bindet nicht an
Megalin-defiziente Zellen. Als weitere Kontrolle dienten Maiuse mit unvollstindiger
Inaktivierung von Megalin im Nierentubulus (megalin™: Cre). In Kollaboration mit Dr.
Franziska Theilig, Centrum fiir Anatomie. Das Schema rechts verdeutlicht die Verteilung von
SePP- und Megalin-Immunreaktivitit in der Niere.

Wihrend unserer Untersuchungen zeigten Burk und Kollegen unabhingig, dass die
Assoziation von SePP an die Biirstensaummembran des proximalen Tubulus von Megalin
abhiingt und in embryonalen Nieren von Megalin” Miusen nicht zu beobachten ist (Olson et
al., 2008). Aufgrund der Verwendung von Megalin” Miusen des Stammes C57B1/6, konnten
diese Autoren allerdings keine Aussagen zur Bedeutung von Megalin fiir den postnatalen Se

Stoffwechsel machen. Mithilfe unseres Modells sind wir nun in der Lage, diese Frage zu

adressieren.
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Abbildung 14: Expression von GPx1 Protein und Aktivitit in Nieren von Megalin-
defizienten Midusen. Die Tiere wurden entweder auf Se-addquatem (RDA, recommended
dietary allowance, 0,15 mgSe/kg) oder Se-armem Futter (low, 0,08 mgSe/kg) gehalten.
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Die erniedrigte Expression von GPx1 in den Nieren von Megalin-defizienten Miusen lésst
darauf schlieBen, dass ein signifikanter Anteil des Serum-Se bei diesen Médusen im Urin
ausgeschieden wird.

Was ist normalerweise die Bedeutung des tubulir riickresorbierten SePP? Wir sehen zwei
hypothetische Moglichkeiten: Durch Transzytose von SePP durch das Tubulusepithel konnte
SePP direkt in die Zirkulation zuriickgefiihrt werden. Die zweite Moglichkeit wire die
Neusynthese von GPx3, dem zweiten Plasma-Selenoprotein, welches im S1 Segment des
Tubulus in die Zirkulation sezerniert wird.

Wir fanden weiterhin eine Reduktion des Selengehalts und der GPx1 Aktivitit im Gehirn von
Megalin-defizienten Miusen (Abb. 15). Ahnlich wie bei Sepp-defizienten Miusen ist in
diesen Tieren eine Beeintrachtigung der Bewegungskoordination beim Rotarod-Test nach-
weisbar, allerdings nur vergleichsweise mild und unter Se-defizienten Futterbedingungen.
Anders als bei Sepp”” Miusen sind bei Megalin” Miusen keine Astrogliose und kein Verlust

der Parvalbumin-Expression in Interneuronen zu beobachten (s.u.).
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Abbildung 15: Biochemische und neurobiologische Phinotypen von Megalin-defizienten
Miusen. (A) GPx1 Aktivitdt im Gehirn ist reduziert in Lrp2'/ " Mausen. (B) Rotarod-Analyse
zeigt eine moderate Verschlechterung der Motorkoordination bei LrpZ'/ " Maiusen. (C)
Immunhistochemie gegen GFAP und Parvalbumin im Gehirn zeigen keine Unterschiede
zwischen Lrp2” Miusen und Kontrollen. **p<0.01, Student’s t-Test.
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2.2 Selenoproteine im Gehirn

Im vorhergehenden Abschnitt wurde die Frage behandelt, wie Se in das Gehirn transportiert
und dort verteilt und gespeichert wird. In diesem Abschnitt soll die Frage beleuchtet werden,
welche physiologischen Funktionen Se im Gehirn besitzt. Grundsitzlich ist nur ein Stoff-
wechselweg bekannt, in dem Se bei Sdugern eine Rolle spielt, ndmlich die Biosynthese von
Selenoproteinen. Folgt man der Hypothese, dass das Fehlen von Selenoproteinen fiir die
Entwicklung der neurologischen Defekte in Menschen und Tieren mit Se Mangel im Gehirn
verantwortlich ist, dann stellen sich sofort die Fragen: Welche Selenoproteine sind im Gehirn

wichtig? In welchen Zellen fiihren sie dort welche Funktionen aus?

2.2.1 Scharpf et al., 2007 J Neural Transmission 114(7): 877-884

Es gibt keine systematischen Untersuchungen zur Expression von Selenoproteinen im
menschlichen Gehirn. Die verfiigbare Literatur dazu wurde bereits an anderem Ort
zusammengefasst (Schweizer et al., 2004). Ausgehend von der Idee, dass SePP eine Rolle bei
der Verteilung von Se im Gehirn spielen konnte, haben wir in der folgenden Publikation seine
Expression im menschlichen Gehirn histologisch untersucht. Wir fanden SePP-
Immunreaktvitdt vor allem auf Neuronen, in bzw. entlang von Fasertrakten und entlang des
Ependyms. Dariiber hinaus konnten wir SePP per Western Blot in menschlicher

Zerebrospinalfliissigkeit nachweisen.
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Seiten 65-72: Scharpf et al., 2007 J Neural Transmission 114(7): 877-884.
http://www.springerlink.com/content/p60rl76412428636/



2.2.2 Zhang et al., 2008 J Biol Chem 284(4): 2427-2438

In dieser Publikation haben wir in Zusammenarbeit mit Dr. Vadim Gladyshev (damals
Department of Biochemistry, Universitit von Nebraska, Lincoln, jetzt Brigham and Women’s
Hospital, Harvard Medical School, Boston) die Expression von Selenoproteinen im Gehirn
der Maus systematisch untersucht. Wir nutzten dazu die Veroffentlichung des Allen-Brain-
Atlas (Lein et al., 2007), einer online Datenbank fiir die Expression aller Gene im Gehirn. Fiir
den Allen Brain Atlas wurden im industriellen Mal3stab genomweit in situ-Hybridisierungen
auf Gehirnschnitten erwachsener Mause durchgefiihrt und die Daten ortsaufgeldst mit ihrer
Signalstiarke abgelegt. Wir haben die resultierenden Daten beziiglich der Expression von
Selenoproteinen und Komponenten ihrer Biosynthese systematisch ausgewertet. Dabei zeigte
sich, (i) dass fast alle Selenoproteine im Gehirn als mRNA exprimiert sind, (i) dass vier
Gehirnregionen die hochste Anzahl an Selenoproteinen und die hochsten Spiegel an mRNA
exprimieren: Riechkolben, GroBhirnrinde, Kleinhirnrinde und Hippokampus. Drittens
konnten wir zeigen, dass die Expressionsmuster fast immer neuronal sind. Nur Sepp wird

nach den Daten Oligodendrozyten-spezifisch exprimiert.
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Seiten 74-85: Zhang et al., 2008 J Biol Chem 284(4): 2427-2438.
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2.2.3 Sérensen et al., 2008 PLoS One 3(3): €1813

Wie weiter unten beschrieben wird, haben wir die tRNASS

zelltypspezifisch in Neuronen
ausgeschaltet, um zu untersuchen, ob Selenoproteine in Neuronen essentiell sind. Dieses
Experiment war urspriinglich als proof-of-principle angelegt, erwies sich aber im Laufe der
Zeit als instruktiv fiir viel detailiertere Untersuchungen, die unten ausgefiihrt werden. Kurz
zusammengefasst fanden wir, dass Selenoproteine essentiell fiir Neuronen sind, und starteten
deshalb ein langfristig angelegtes Projekt, in dem das Fehlen aller Selenoproteine einzeln in
transgenen Miusen untersucht werden soll.

In Zusammenarbeit mit Dr. Markus Brielmeier, Helmholtz-Zentrum Miinchen, haben wir die
Thioredoxinreduktase 1 (Txnrdl) konditional in Neuronen ausgeschaltet. Zu unserer
Uberraschung fanden wir auBer der Reduktion der Thioredoxinreduktase-Aktivtit im Gehirn
keinen Phinotyp. Die neurale Inaktivierung der Txnrd2 lieferte ebenfalls keinen Hinweis auf
neurologische Defekte, weshalb wir die neuronspezifische Inaktivierung von Txnrd2
abbrachen. Die Inaktivierung von Txnrdl in neuralen Vorldaufern, aus denen sowohl neurone
als auch Gliazellen hervorgehen, fiihrte zu zerebelldrer Hypoplasie und Ataxie. Aufgrund der
unterschiedlichen Ergebnisse in Abhingigkeit der verwendeten Cre-transgenen Miuse
nehmen wir an, dass moglicherweise die Radialglia Txnrdl-Aktivitat braucht, wahrend
Neurone offenbar darauf verzichten konnen. Es wurden jeweils keine Vorderhirndefekte
gefunden. Moglicherweise komplementieren in den transgenen Mutanten Txnrdl und Txnrd2

den Verlust der jeweils anderen Isoform.
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Seiten 87-96: Sorensen et al., 2008 PLoS One 3(3): e1813.
http://www.plosone.org/article/info:doi%2F10.1371%?2Fjournal.pone.0001813



2.2.4 Seiler et al., 2008 Cell Metabolism 8: 237-248

Glutathionperoxidase 4 ist essentiell (Yant et al., 2003). Wir haben deshalb in Zusammen-
arbeit mit Dr. Marcus Conrad, Helmholtz-Zentrum Miinchen, Gpx4 spezifisch in Neuronen
ausgeschaltet. Wir konnten zeigen, dass der Verlust von GPx4 in postmitotischen
zerebrokortikalen Neuronen zu einem neurologischen Phinotyp mit Bewegungsstorungen und
Ubererregbarkeit fiihrt. Neuronaler Zellverlust trat vor allem in der CA3 Region im
Ammonshorn auf, allerdings konnten wir im ganzen Vorderhirn massive Astrogliose
beobachten, die nahe legt, dass der Verlust von GPx4 in Neuronen in der ganzen
GroBhirnrinde zur Neurodegeneration fiihrt. In primédren neokortikalen Neuronkulturen
konnten wir zeigen, dass Gpx4—defiziente Neurone nach ungefihr einer Woche in Kultur
spontan und fast gleichzeitig absterben. Der neuronale Zelltod konnte durch Zugabe von
Vitamin E verhindert werden. Wir werten das als Hinweis, dass die Lipidperoxidase-Aktivitit
von GPx4 essentiell ist, da Vitamin E der Lipidperoxidation ebenfalls entgegen wirken kann.
In der gleichen Arbeit wird in Fibroblasten gezeigt, dass die Lipidperoxidation von 12/15-
Lipoxygenase (12/15-Lox) initiiert wird und zur Freisetzung von apoptosis-inducing-factor
(AIF) aus den Mitochondrien fiihrt. Inhibition mit einem 12/15-Lox-Inhibitor, sowie
genetische Defizienz von [12/15-Lox oder Vitamin E unterbrechen die pro-apoptotische
Signaltransduktion in Gpx4-defizienten Zellen. Da 12/15-Lox-defiziente Mause im Ischdmie-
Modell teilweise geschiitzt sind (van Leyen et al., 2006), legen die Ergebnisse nahe, dass
Gpx4 eine wichtige Rolle fiir die Neuroprotektion spielen konnte. Gleichzeitig konnte GPx4

eine wichtige Verbindung zwischen Se und Neurodegeneration darstellen.
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Seiten 98-109: Seiler et al., 2008 Cell Metabolism 8: 237-248.
http://www.cell.com/cell-metabolism/fulltext/S1550-4131%2808 %2900212-X



2.2.5 Wirth et al., 2009, Faseb J, im Druck

[Ser]Sec

Die neuronspezifische Inaktivierung der tRNA (Trsp) fiihrt zu massiver Neurode-

generation innerhalb der ersten beiden Wochen nach der Geburt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Neuronspezifische Inaktivierung der Selenoprotein-Biosynthese.

(A) Schematische Darstellung der genetischen Manipulation. (B) Fehlende Kontrolle der
Korperhaltung in Tal-Cre/Trsp™" Miusen. Postnataltag 10. (C) Glutathionperoxidaseaktivitiit
ist reduziert im Vorderhirn der Mutanten. (D) Western Blot Analyse von Selenoproteinen im
Gehirn.

Wir stellten fest, dass in Trsp-Mutanten die Expression von Parvalbumin (PV) in kortikalen
Interneuronen in der zweiten postnatalen Woche signifikant reduziert war. Gleichzeitig blieb
die Dichte der Somatostatin+, Neuropeptid Y+ und Calretinin (CR)+ Interneurone zunichst

unverindert (Abb. 17).
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Abbildung 17: Entwicklung von PV+ Interneuronen in der GroBhirnrinde.
Immunhistochemischer Nachweis zu Postnataltagen (P) 8-15. (E, F) Quantitative Analyse.
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Die Entwicklung von neokortikalen PV+ Interneuronen wurde in vitro durch Se- und Vitamin

E-Mangel erniedrigt (Abb. 18).
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Abbildung 18: Abhingigkeit der Parvalbumin Expression von Selen und Vitamin E in vitro.
(A) Neokortikale Neuronen wurden nach 17 Tagen in vitro mit Antikérpern gegen
Parvalbumin (PV), Calretinin (CR) und GAD67 geférbt. (B-D) Quantifizierung der Anzahl
immunopositiver Zellen in Abhingigkeit von Selenit und o-Tocopherol im Medium.

*#p<0.01, ANOVA.

Wir schlossen daher auf eine mogliche Beteiligung der GPx4 an der Expression von PV und
untersuchten die Entwicklung von kortikalen Interneuronen in neuronspezifischen Gpx4-
defizienten Mausen. Wie erwartet war die Reifung von PV+, aber nicht CR+, Interneuronen
in den Gpx4-defizienten Miusen signifikant erniedrigt (Abb. 19). Der Gewebeschaden in
Trsp-defizienten Miusen war groBer als in Gpx4-defizienten, das bedeutet, dass vermutlich

noch weitere Selenoproteine fiir Neuronen essentiell sind.
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Abbildung 19: Entwicklung kortikaler Interneurone in Gpx4-defizienten Méusen. Die Anzahl
von Parvalbumin-exprimierenden Interneuronen ist reduziert, jedoch die von Calretinin-
exprimierenden. ***p<(.001, Student’s t-Test.
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2.2.6 Carlson et al., 2009 Biochem J 418: 61-71

Die Mausmodelle mit Inaktivierung einzelner Selenoproteine in Neuronen sind einerseits
artifiziell, andererseits sind Mutationen in SEPN1 ja bereits bekannt. Uberdies kann man sich
vorstellen, dass Mutationen, welche die Selenoprotein Biosynthese Maschinerie betreffen,
ebenfalls zu neurologischen Problemen fiihren. Im Falle von hypomorphen Allenen von
SECISBP?2 ist das zwar nicht der Fall (Dumitrescu et al., 2005), aber bei einem Mausmodell,
welches ein hypomorphes Allel der tRNAP®S¢ triot. Dazu wurde vor einem Trsp-
defizienten genetischen Hintergrund ein mutiertes 7rsp Allel transgen exprimiert, in welchem
die Bindungsregion (,,activator region“-AE) fiir ,,selenocysteine tRNA activating factor*, Staf

deletiert ist (Trsp"*F

). Staf ist ein Transkriptionsfaktor, der sowohl mit RNA Polymerase II
wie auch RNA Polymerase III kooperiert (Schuster et al., 1995;Myslinski et al., 2006). Diese
Miuse weisen einen neurologischen Phénotyp auf, der dem von Sepp-defizienten Méausen
frappierend dhnelt. Entsprechend ist die Expression von Selenoproteinen, einschlieBlich GPx4,
im Gehirn und anderen Organen erniedrigt. Wir haben gefunden, dass diese Tiere eine
Astrogliose im Neokortex aufweisen und eine Reduktion der Dichte von PV+ Zellen.
Inzwischen haben wir den Verlust von PV+ Zellen in den Zellschichten der GroBhirnrinde
quantifiziert und ermittelt, dass Schicht 5 vom Verlust von PV+ Zellen ausgenommen ist
(Abb. 20). Da die Expression von GPx4 von weiteren mRNA-bindenden Proteinen abhéngig
ist, sind diese potentielle Kandidaten fiir genetische Defekte, bei denen die Expression von

GPx4 im Gehirn pathologisch gestort ist (Ufer et al., 2003;Ufer et al., 2008;Blackinton et al.,
2009).
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Abbildung 20: Reduktion der Dichte von PV+ Zellen in Trsp™5” Miusen. PV
immunopositive Neuronenprofile wurden im priméren somatosensorischen Kortex (barrel
field, S1BF) gezihlt.
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3. DISKUSSION

In dieser Schrift werden die molekularen Mechanismen des Selentransports zum Gehirn und
die Rolle von Selenoproteinen im Gehirn beschrieben. Die zentrale zugrunde liegende These
besagt, dass die physiologische Bedeutung des essentiellen Spurenelements Selen fiir das
Gehirn durch die Expression und die Aktivitdt von Selenoproteinen vermittelt wird.

Dem Selen kommt eine herausgehobene Stellung unter den Spurenelementen zu, denn es
unterscheidet sich von anderen Spurenelementen, v.a. den Halbmetallen und Metallen, weil es
als Sec obligater, kovalent gebundener Teil von Proteinen ist. Weiterhin wird Sec als 21ste
proteinogene Aminosdure kotranslational in Proteine eingebaut. Die entsprechende mRNA
von Selenoproteinen enthilt daher ein UGA Codon, das im Zusammenwirken mit dem SECIS
Element zu Selenocystein umkodiert wird. Vergleicht man die Anzahl von 24-25
Selenoproteinen in Sdugern mit den zwei Cobalamin-, den vier Biotin- und vier Cu-
abhingigen Enzymen, dann kann man ermessen, dass das Studium von Selenoproteinen nicht
ohne Bedeutung ist. Dariiberhinaus stellt die Umkodierung des UGA Codons bei der
Biosynthese von Selenoproteinen ein Paradigma dar, dessen grundlegende Bedeutung

unabhingig von der Erforschung von Spurenelementen ist.

Das in dieser Arbeit beschriebene Projekt der Aufkldrung der biologischen Rolle von Selen
im Gehirn nahm seinen Anfang in dem unerwarteten neurologischen Phinotyp der Sepp-
defizienten Méuse, die in unserem Labor generiert wurden (Schomburg et al., 2003). Bis
dahin war eine Rolle von Selen im Gehirn allenfalls vermutet worden, weil anekdotisch die
Expression des einen oder anderen Selenoproteins im Gehirn berichtet wurde oder klinische
Fallberichte einen niedrigen Selenspiegel bei Patienten mit Epilepsie korrelierten. Es sind
hingegen keine Berichte bekannt, die gezeigt hitten, dass selenarme Fiitterung von
Versuchstieren spontane neurologische Defekte provoziert. Zu Beginn des Projektes standen
daher sehr grundsitzliche Fragen: Beruht der neurologische Phinotyp der Sepp-defizienten
Maiuse auf Selenmangel oder ist der Phianotyp sekundidr zu einem anderen metabolischen
Problem? Gibt es neuropathologische Befunde, die mit dem neurologischen Phénotyp
korrelieren? Wie kommt Selen ins Gehirn? Welche Selenoproteine sind im Gehirn exprimiert?
An welchen Prozessen sind diese Selenoproteine im Gehirn beteiligt? Konnte eine Storung
des Selenmetabolismus im Gehirn bei neurodegenerativen Erkrankungen des Menschen eine

Rolle spielen?
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Naturgemall ist man versucht, die letzte Frage zuerst zu beantworten, um sich schnell eine
Meinung zu bilden. Aber wie misst man eine potenzielle Storung des Selenmetabolismus im
Gehirn? Nach Sichtung der verfiigbaren Literatur hatten wir die Ansicht, dass die bisher
erhobenen Daten deshalb unbrauchbar sind, weil niemals gezeigt worden war, ob und
inwiefern Serum-, Haar- oder Zehennégel-Selengehalte die Expression von Selenoproteinen
im Gehirn reflektieren (Schweizer et al., 2004). Post-mortem Analysen mogen Aufschluss
iber den Selengehalt im Gehirngewebe geben — aber welches Areal ist représentativ? Ist das
Selen in der weillen Substanz bioverfiigbar fiir Nervenzellen? Letztlich konnen post-mortem
Analysen nur den Endpunkt der Erkrankung darstellen und erlauben keine Aussagen zur
Kausalitit.

Wir haben uns deshalb entschlossen, zwei Fragenkomplexe parallel und im Dialog zu
entwickeln, um die Basis fiir ein Verstindnis der Neurobiologie des Selens zu legen. Der
erste Fragenkomplex dreht sich um den Transport von Selen im Korper und besonders ins
Gehirn und die Rolle von Selenoprotein P und seiner moglichen Rezeptoren bei diesen
Prozessen. Der zweite Fragenkomplex dreht sich um die Expression von Selenoproteinen im
Gehirn, die Identifikation der ,,wichtigen‘ Selenoproteine und der neurobiologischen Prozesse,

an denen sie beteiligt sind.

Selenoprotein P und Selentransport

Wir haben durch genetische Inaktivierung gezeigt, dass Selenoprotein P fiir den
Selentransport bei der Maus notwendig ist (Schomburg et al., 2003). Die Ergebnisse decken
sich mit den unabhingigen Untersuchungen von Dr. Burk aus Nashville (Hill et al., 2003).
Die Responsivitit des neurologischen Phinotyps von Sepp” Miusen gegeniiber anorganischer
Selen-Supplementation legte nahe, dass das Gehirn zwar normalerweise von SePP abhingig
ist, jedoch auch Selenit aufnehmen und in den Selenstoffwechsel einschleusen kann
(Schweizer et al., 2004 und unpublizierte Daten), moglicherweise iiber Sulfattransporter,
welche Selenit als Substrat akzeptieren konnten. Im Gegensatz dazu ist Selenomethionin kein
Substrat fiir den Gehirn-Selen-Stoffwechsel in Sepp” Miusen (Hill et al., 2004). Man konnte
daher argumentieren, dass zur Metabolisierung des Selenomethionins der Transsulfurierungs-
weg notwendig ist, von dem man gemeinhin annimmt, dass er zwar in der Leber, aber nicht
im Gehirn vorhanden ist. Gegen diese Sicht spricht aber zumindest ein Bericht, der den
Transsulfurierungsweg im Gehirn nachgewiesen hat (Vitvitsky et al., 2006). Alternativ konnte
das Selenomethionin im Experiment von Hill et al. quantitativ in den Methioninstoffwechsel

eingeschleust worden sein. SchlieBlich ist es auch moglich, dass Selenomethionin nicht in der
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Lage ist, als freie Aminosdure die Blut-Hirn-Schranke zu iiberqueren. In vitro sind
Selenomethionin und Selenocystin Substrate der epithelialen Aminosduretransporter b**rBAT
und BY (Nickel et al., 2009).

Im nichsten Experiment fragten wir nach der Bedeutung der hepatischen SePP Biosynthese.
Der Befund, dass die hepatische Inaktivierung der Selenoproteinbiosynthese die Plasma-SePP
und —Selenspiegel genauso erniedrigt wie die Inaktivierung von Sepp legte nahe, dass die
Leber der Hauptsyntheseort fiir SePP ist (Schweizer et al., 2005). Fiir sich genommen ist das
kein iiberraschender Befund fiir ein Plasmaprotein. Bedeutung erlangt dieser Befund erst
durch die Expression von SePP in weiteren Organen, die offensichtlich nicht zum Plasma-
SePP beitragen.

Daraus ergab sich unsere Hypothese von SePP als lokaler Selenspeicher im Gehirn
(Schomburg et al., 2004). Eine notwendige Vorraussetzung dafiir wire aber die Expression
von SePP im Gehirn, die wir im Folgenden auch beim Menschen zeigen konnten (Scharpf et
al., 2007) und damit die Ergebnisse in Nagern und Rindern bestitigen (Saijoh et al.,
1995;Steinert et al.,, 1998;Yang et al., 2000;Steinbrenner et al., 2006). Kiirzlich haben
Bellinger et al. unter Verwendung eines anderen Antikorpers ebenfalls SePP Immunreaktivitit
im menschlichen Gehirn gefunden (Bellinger et al., 2008). Die Frage nach der lokalen
Expression von SePP erschien uns wichtig genug, um sie noch einmal mit einem neuen
Modell anzugehen. Deshalb haben wir eine humane SEPP ¢cDNA in Hepatozyten von Sepp”
Miusen exprimiert und damit alle Phinotypen von Sepp” Miusen komplementieren kénnen
(Renko et al., 2008). Wurden diese Tiere jedoch mit selenarmer Nahrung gefiittert, dann
entwickelten sie den bekannten Phinotyp von Sepp” Miusen, wihrend Wildtyp-Miuse oder
Alb-Cre; Trsp™ Miuse keinen Phédnotyp zeigen. Der Unterschied zwischen diesen
Mauslinien ist die lokale Expression von Sepp im Gehirn. Wir interpretieren diese Daten als
gute Hinweise auf einen von Leber und Plasma relativ unabhéngigen Selenstoffwechsel im
Gehirn, in dessen Zentrum der lokale Speicher von Selen in Form von SePP steht. Folgt man
dieser Argumentation, liegt auf der Hand, weshalb es nicht zielfithrend ist, periphere
Selenmarker als Surrogatmarker fiir den Gehirn-Selen-Status zu verwenden.

Unsere Daten und die Ergebnisse aus dem Labor von Dr. Raymond Burk, Nashville,
Tennesssee, legen folgendes Modell fiir den Selentransport nahe: Selenoprotein P ist das
Plasma-Selen-Transportprotein, welches mehr als die Hilfte des im Plasma vorhandenen
Selens beinhaltet. Es wird hauptsdchlich in der Leber synthetisiert und bringt Selen zu
Zielorganen wie Hoden, Niere und Gehirn. Die Zielorgane exprimieren endozytische

Rezeptoren aus der Klasse der Lipoprotein-receptor-Related Proteins (LRP2 und LRPS). Da
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die Leber selbst bei niedriger Aufnahme von Selen iiber die Nahrung eine vergleichsweise
hohe Syntheserate fiir Selenoprotein P aufrechterhilt, kann sie fast vollstindig an Selen
verarmen, um im Gegenzug die Versorgung von Zielorganen wie Gehirn und Hoden aufrecht
zu erhalten. Die Expression von Selenoprotein P in Organen, die SePP nicht ins Plasma
abgeben, konnte eine lokale Speicherfunktion zum Zweck haben.

Die Expression einer verkiirzten Form von SePP (Sepp™©)

in Maiusen verringert
erwartungsgemif die Effizienz des Selentransports (Hill et al., 2007). Kiirzlich konnten Burk
und Kollegen jedoch zeigen, dass der N-terminalen Domine von SePP tatsdchlich eine
Funktion innewohnt, sind doch Sepp”“ Miuse gegeniiber Trypanosomen besser geschiitzt als
Sepp”” Miuse (Bosschaerts et al., 2008). Der N-terminalen Domine von SePP wurde bereits
eine schwache Lipidperoxidase-Aktivitidt zugesprochen (Saito et al., 1999). Formal wire es
aber durchaus moglich, dass das eine verbliebene Selenocystein in SePPC eine residuale
Selentransportfunktion aufrechterhidlt. Zur Kldrung dieser Frage miisste man eine SePP
Variante erzeugen und transgen exprimieren, die zwar Selenocystein enthilt, jedoch trotzdem
enzymatisch inaktiv ist.

Wihrend die Studien von Burk und Kollegen (Burk et al.,, 2007;Valentine et al.,
2008;Masiulis et al., 2009) nahe legen, dass SePP und ApoER2 ein einfaches Liganden-
Rezeptor-Paar im Gehirn darstellen, weisen unsere Untersuchungen darauf hin, dass weitere
Rezeptoren beteiligt sein sollten. Die Untersuchungen von Burk wurden bei suboptimalem
Selengehalt (0,10 ppm) der Nahrung durchgefiihrt. Bei unserer Untersuchung von ApoER2-
defizienten Midusen bei addquatem Selengehalt (0,15 ppm) trat kein Phénotyp bei den
Mutanten auf, wihrend bei Sepp-defizienten Tieren unter diesen Bedingungen der klassische
neurologische Phidnotyp mit Bewegungsstorungen und epileptischen Anfillen regelmiBig
auftritt. Unter diesem Gesichtspunkt muss man beriicksichtigen, dass die Expression von
ApoER?2 neuronal ist (Beffert et al., 2006). Soll also hepatisch sezerniertes SePP vom Neuron
aufgenommen werden, so muss es die Blut-Hirn-Schranke iiberqueren. Wir miissen also
annehmen, dass es einen nicht identifizierten endothelialen Rezeptor geben muss.
Moglicherweise spielt Megalin eine Rolle als SePP-Rezeptor an der Blut-Hirn- und Blut-
Liquor-Schranke. Daneben konnten Neuronen noch einen weiteren nicht identifizierten SePP
Rezeptor exprimieren. SchlieBlich kommen Gliazellen, vor allem Astrozyten, in diesem
Modell nicht vor, wobei sich offenkundig die Frage stellt, welche Rolle sie im

Selenstoffwechsel des Neurons haben.
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Auch auBlerhalb des Gehirns bleiben noch offene Fragen: Gibt es noch weitere SePP
Zielorgane oder Zielzellen, z.B. Immunzellen? Wie nehmen Zellen Selen auf, die keine SePP

Rezeptoren besitzen?

Selenoproteine im Gehirn

Der neurologische bzw. neurodegenerative Phinotyp von Miusen, in denen die Expression
von Selenoproteinen in Neuronen global reduziert ist, legt nahe, dass Selen wichtig fiir die
Aufrechterhaltung der Funktion und Integritit des Gehirns ist. Die neuronspezifische

Inaktivierung der tRNA P15

ist ein entscheidendes Experiment, indem sie demonstriert, dass
Selen in Neuronen seine Wirkung iiber den Einbau in Selenoproteine vermittelt. Dieser
Befund schlieB3t eine allgemeine metabolische Entgleisung mit sekundidrer Schidigung des
Gehirns vorerst als Ursache der Neurodegeneration in Sepp-defizienten Méusen aus. Hier ist
das Mausmodell mit dem hypomorphen Trsp"® Allel ebenfalls von besonderer Bedeutung,
denn in diesem Modell ist nicht die Verteilung des Selens im Korper betroffen, sondern die
Selenoproteinbiosynthese in der einzelnen Zelle.

Wenn wir hinnehmen, dass das gerne iibersehene Spurenelement Selen irgendwelche
essentiellen Funktionen im Gehirn hat, so stellt sich die Frage nach dem Mechanismus. In
erster Linie mochte man das oder die essentiellen Selenoproteine fiir das Gehirn definieren.
Die erste Frage ist daher, welche Selenoproteine im Gehirn exprimiert sind. Wir haben uns
auf die Maus konzentriert und die Selenoproteinexpression erstmals systematisch untersucht.
Dabei haben wir gefunden, dass praktisch alle Selenoprotein mRNAs im Gehirn der Maus
vorkommen (Zhang et al., 2008). Die meisten Selenoproteine sind in Neuronen exprimiert,
wobei die Rolle von Selenoproteinen in Gliazellen fast vollig unbearbeitet ist.

Folgende Selenoproteine sind vermutlich nicht fiir die beschriebenen Phédnotypen
verantwortlich, denn die entsprechenden knockout Miuse zeigen keine neurologischen
Defekte: GpxI, Gpx2, Txnrd2, Diol, Dio2, Dio3, SePR. Wir haben drei weitere Mutanten
untersucht, aber keine neurologischen Defekte gefunden. Neurologische Phinotypen fanden
wir bei Mutation von Txnrdl (nur glial), Sepp, Gpx4, sowie Trsp. Da unsere Daten darauf
hindeuten, dass neben GPx4 noch mindestens ein weiteres Selenoprotein essentiell fiir
Neurone ist, konzentriert sich die Suche auf die Selenoproteine 15, H, I, K, M, N, O, S, T und
W. Selenoprotein H wirkt in kultivierten Zellen protektiv gegen oxidative Schiddigung
(Novoselov et al., 2007), dasselbe gilt fiir SePW (Chung et al., 2009). Selenoprotein S ist am
Abbau falsch gefalteter Proteine beteiligt (Ye et al., 2004) und Selenoprotein T wurde mit
Vesikelfreisetzung und Ca®* Signalen in Verbindung gebracht (Grumolato et al., 2008). Auch
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wenn diese Prozesse alle sehr grundlegend erscheinen, sollte man nicht vergessen, dass
manche Zelltypen vollstindig auf alle Selenoproteine verzichten konnen, z.B. Hepatozyten
(Schweizer et al., 2005). Es steht zu erwarten, dass die verbliebenen Selenoproteine bald in
der Maus ausgeschaltet sein werden. Im Zentrum der nidchsten Phase wird dann die
Aufkliarung der physiologischen Rollen dieser Selenoproteine im Gehirn stehen. Die Analyse
der Gpx4-defizienten Miuse hat hierzu den Startschuss gegeben. Wir kennen jetzt (zumindest
in Fibroblasten) einen pro-apoptotischen Signalweg, der iiber spezifische, enzymatische
(12/15-Lox) Lipidperoxidation die Translokation des AIF vermittelt. Dieser Signalweg kann
durch GPx4 unterbrochen werden (Seiler et al., 2008). Diese Ergebnisse liefern jetzt
retrospektiv eine mechanistische Erkldrung fiir die protektive Wirkung von GPx4
Uberexpression fiir Neurone und Zelllinien (Yant et al., 2003;Ran et al., 2004;Savaskan et al.,
2007). Allerdings ist die Frage, wie genau 12/15-Lox aktiviert wird, noch offen.

Die Effekte auf die Reifung von Interneuronen, bzw. die Expression von PV bediirfen noch
weiterer Untersuchung. Leider tolerierten primire neokortikale Neurone den verwendeten
12/15-Lox-Inhibitor nicht, sodass wir nicht direkt testen konnen, ob die Expression von PV
sensitiv auf endogene Lipidperoxide reagiert. Die Analyse von /2/15 Lox” Miusen bietet fiir
die Zukunft einen Ansatzpunkt. Alternativ konnte die Reifung der Interneurone auch mittelbar
tiber eine verminderte Ausschiittung von BDNF seitens der Pyramidenzellen vermittelt
werden. Diese Hypothese sollte zukiinftig ebenfalls verfolgt werden. Auch wenn der genaue
Mechanismus noch nicht bekannt ist, kann man festhalten, dass eine reduzierte Expression

von GPx4 im Gehirn die Reifung von kortikalen Interneuronen hemmt.

Selenoproteine und neuropsychiatrische Erkrankungen

Die bisher bekannten pathologischen Auswirkungen des Fehlens von Selenoproteinen sind
Astrogliose (Valentine et al., 2008;Seiler et al., 2008;Carlson et al., 2009), axonale
Degeneration (Valentine et al., 2005), Verlust/Reduktion von PV+ Zellen (Seiler et al.,
2008;Carlson et al., 2009) und Neurodegeneration (Ramaekers et al., 1994;Seiler et al., 2008).
Die Patienten bzw. Miuse leiden an Ataxie und epileptischen Anfillen.

Wihrend die neurodegenerativen Zeichen relativ unspezifisch sind, zeigt der Verlust oder
Reifungsdefekt der Interneuronen eine Richtung fiir weitere Studien an. Einerseits konnte ein
Funktionsverlust von inhibitorischen Interneuronen relativ zwanglos einen epileptischen
Phinotyp erklidren. Andererseits wird die besondere Empfindlichkeit von PV+ Neuronen
gegeniiber Drogen (NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie z.B. Ketamin) iiber oxidative

Schiadigung vermittelt (Behrens et al., 2007). Bei Schizophreniepatienten wurde ein
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spezifischer Verlust von PV Zellen im prifrontalen Kortex beschrieben (Lewis et al., 2005).
Im Tiermodell wird dieser Effekt durch die Applikation des Glutathionsynthase-Inhibitors
Buthioninsulfoximid (BSO) erreicht (Cabungcal et al., 2007). Wir haben gefunden, dass BSO
auch in vitro die Reifung von PV+ Zellen unterdriickt (SiJie Zhang und U.S., unpubliziert).
Interessanterweise ist die Glutathionkonzentration im Liquor von Schizophreniepatienten
reduziert (Do et al., 2000) und ein groBer Anteil der Patienten trigt Mutationen in der
regulatorischen Untereinheit der Glutathionsynthase, GCLM (Tosic et al., 2006;Gysin et al.,
2007). Wie konnte ein Glutathiondefizit spezifisch auf PV+ Zellen wirken? Aus Perspektive
unserer Ergebnisse springt ins Auge, dass Glutathion neben Selen fiir die Aktivitit der GPx4
notwendig ist. Konnte also GPx4 eine besondere Rolle fiir die Biologie der PV+ Zellen
spielen, sodass der Verlust der GPx4 Aktivitit entweder durch Glutathion- oder durch
Selenmangel zu einem Funktionsverlust fiihrt?

Auf Mutationen in GPX4 kann man mit genetischen Methoden in Patientenkohorten testen,
aber wie testet man auf die Expression von Selenoproteinen im Gehirn? Wir haben unseren
Immunoassay fiir SePP auf Liquor umgestellt (Linda Avena, Merve Kilinc und U.S.,
unpubliziert). Wir sind jetzt in der Lage, anhand der Menge von SePP im Liquor bei Patienten
auf die Expression von Selenoproteinen im Gehirn zu schlieBen. Mit diesem Test konnen wir

jetzt auch beim Menschen Storungen des Selentransports zum Gehirn aufdecken.

Wihrend zu Beginn des Projektes Zweifel bestanden, ob Selen iiberhaupt eine Bedeutung fiir
das Gehirn des Sdugers hat, und ob wir mit unserem Mausmodell nicht einem Artefakt,
wenigstens aber einem sekundédren Phinotyp, aufsitzen, konnen wir heute durchaus gesichert
belegen, das Selenoproteine wichtig fiir das Gehirn sind. Von dieser Basis aus konnen wir
jetzt die Mechanismen verfolgen, an denen Selenoproteine beteiligt sind und iiberpriifen, ob
Storungen der Selenbiologie im Gehirn beim Menschen mit neurodegenerativen oder

neuropyschiatrischen Erkrankungen assoziiert sind.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Selen (Se) ist ein essentielles Spurenelement fiir Sédugetiere. Selenabhingige Proteine,
Selenoproteine, enthalten Se als Teil der 21sten proteinogenen Aminosédure, Selenocystein.
Selenoenzyme sind an vielfiltigen Reaktionen beteiligt, von der Reduktion von Peroxiden bis
zur Dejodierung von Schilddriisenhormonen. Die Funktionen etwa der Hilfte der
Selenoproteine sind noch nicht aufgeklért.

Ausgehend von der Beobachtung, dass Maiuse mit genetischer Inaktivierung von
Selenoprotein P (SePP) erniedrigte Selenspiegel und Selenoenzymaktivititen im Gehirn
aufweisen, die mit einem neurologischen Phinotyp korrelieren, haben wir uns zum Ziel
gesetzt, die Rolle des Spurenelements Se im Gehirn von Sidugern zu verstehen.

Zum einen sollte der Mechanismus des Se-Transports in das Gehirn untersucht, zum anderen
sollte die Rolle von Selenoproteinen fiir die Integritit und Funktion des Gehirns definiert
werden.

Durch die stringente Anwendung der transgenen Maustechnologie konnte ein Modell des
SePP-abhingigen Se-Transports ins Gehirn erarbeitet und die Beteiligung der endozytischen
Rezeptoren aus der LRP-Genfamilie an der gewebespezifischen SePP-Aufnahme heraus
gearbeitet werden.

Die Expression aller Selenoproteine im Gehirn der Maus wurde systematisch beschrieben.
Durch Neuron-spezifische Ausschaltung der tRNAP“* konnte gezeigt werden, dass
Selenoproteine in Neuronen essentiell sind. Die gezielte Ausschaltung einzelner
Selenoproteine ergab, dass Glutathionperoxidase 4 (GPx4) in Neuronen von besonderer
Bedeutung ist, wihrend die Thioredoxin Reduktasen 1 und 2 anscheinend fiir Neurone
verzichtbar sind. SchlieB3lich konnte gezeigt werden, dass allen Selenoprotein-, also GPx4-,
defizienten Mausmodellen das Fehlen oder der Verlust von Parvalbumin-positiven (PV+)
Interneuronen gemeinsam ist. Auch beim Wildtyp ist die Entwicklung von PV+ Zellen in
vitro von Se und Vitamin E abhingig. Unsere Daten deuten darauf hin, dass es noch weitere
in Neuronen essentielle Selenoproteine gibt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Selenoproteine fiir das Saugergehirn essentiell sind. Besonders
GPx4 ist fiir das neuronale Uberleben und fiir die Reifung von PV+ Interneuronen notwendig.
In Analogie zu den Mausmodellen besteht die Maoglichkeit, dass neurodegenerative

Erkrankungen beim Menschen durch Se moduliert werden konnten.
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Summary

Selenium (Se) is an essential trace element for mammals. Selenium-dependent proteins,
selenoproteins, contain Se in the form of the 21% proteinogenic amino acid, selenocysteine.
Selenoenzymes are involved in many different types of reactions, ranging from reduction of
peroxides to deiodination of thyroid hormones. The functions of about half of all
selenoproteins are still unknown.

Mice lacking the selenoprotein P (SePP) gene display reduced levels of tissue Se and
activities of selenoenzymes, which correlate with a neurological phenotype. Starting from this
observation, we wanted to understand the physiological role of Se in the mammalian brain.

On one hand, we investigated the mechanism how Se is transported into the brain. On the
other hand, we started to define the roles of selenoproteins for integrity and function of the
brain.

Aided by stringent application of transgenic mouse technologies, we were able to develop a
model explaining how SePP functions as a Se carrier which is taken up in a tissue-specific
manner by endocytic receptors of the LRP gene family.

We systematically described the expression of all selenoproteins in the mouse brain. Neuron-
specific inactivation of tRNA!* revealed that selenoproteins are essential for neurons.
Targeted disruption of individual selenoprotein genes showed that glutathion peroxidase 4
(GPx4) is essential or neurons, while thioredoxin reductases 1 and 2 are apparently
dispensable. Finally, we showed that all mouse models lacking selenoprotein — i.e. GPx4 —
expression suffer a lack or loss of parvalbumin (PV)-expressing interneurons. We further
demonstrated that development of PV+ cells in vitro depends on Se and vitamin E. Our data
suggest that more selenoproteins are essential for neurons.

These results demonstate that selenoproteins are indispensable for neurons. In particular,
GPx4 is required for neuronal survival and maturation of PV+ interneurons. By analogy, we

expect that neurodegenerative disease in humans may be modulated by Se status.
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Da es hier um die Wissenschaft geht, mochte ich an erster Stelle meinen akademischen
Lehrern danken. Man merkt erst mit einigem Abstand, wie sehr man im Studium und danach
geprigt wird durch die Art des Umgangs, der Motivation, der kritischen Diskussion, der Liebe
zum Detail, durch die Ermunterung, die Welt mit offenen Augen zu sehen und sich die
abstrusen Lieblingsideen Anderer mal anzuhoren. SchlieBlich hat man ja auch eine
Lieblingsidee. Und man muss lernen im richtigen Moment beherzt zuzuschlagen!

Fiir viele Lektionen in diesen Disziplinen mochte ich (in chronologischer Reihenfolge) Prof.
Dr. Matthias Sprinzl, Prof. Dr. Gerhard Krauss, Dr. John Hallenbeck, Prof. Dr. Michael
Sendtner und Prof. Dr. Josef Kohrle danken. Thnen Allen danke ich auch fiir Thren Langmut,
der oftmals vonnoten war, wenn ich mit den Fragen im Konjunktiv kam oder, noch schlimmer,
die beriichtigten Sinnfragen stellte.

Genauso viel Langmut haben auch Dr. Mike Brenner, Dr. Dolph Hatfield, Prof. Dr. Stefan
Wiese, Dr. Sibylle Jablonka, Dr. Maria da Pena Berzaghi, Prof. Dr. Clemens Steegborn, Prof.
Dr. Annette Griiters und Prof. Dr. Lutz Schomburg aufgebracht — vielen, lieben Dank Euch
Allen fiir gemeinsame Blicke in den ersten Kreis der Holle sowie in arkadische Landschatten!
Zuriick zu Proviant tragen und Leitern stellen, zu Steine klopfen und Kunst am Bau! Ich hatte
das Gliick, meine Entdeckungsreisen mit vielen lieben Menschen gemeinsam zu erleben. Zu
Beginn war es eine kleine Seilschaft mit Lutz Schomburg, dem es gelang, mich von der
Schonheit der intellektuellen und praktischen Beschiftigung mit Selen zu iiberzeugen. Danach
stieBen Vartitér Seher, Anita Kinne und Antje Kretschmer zum Team, ohne die ich nie so weit
gekommen wire. Inzwischen sind viele liebe und begabte Menschen in die AG Ul
gekommen und haben mit mir am gleichen Strang (und meist in die gleiche Richtung)
gezogen — vielen Dank, Thr habt Alle mehr hinterlassen als Kisten im Kiihlschrank und
Eintrige in der Datenbank! Es war eine Freude mit Euch die Welt und die Menschen zu
erforschen, meistens experimentell und mitunter auch in tiefgriindigen Gesprichen.

Wo fingt man an, wo hort man auf? Insider und Zugelaufene? Vielleicht alphabetisch? Dr.
Alexandra Mihalache, Anna Ahlendorf, Anja Fischbach, Boris Ballmer, Dr. Cornelia Riese,
Carolin Hofig, Doreen Braun, Eva Wirth, Florian Streckfu3, Florian Knapp, Jazmin Chiu,
Julia Drebes, Dr. Kostja Renko, Margarethe Werner, Dr. Marten Michaelis, SiJie Zhang, Silke
Kappler, Stephan Roth. Ich danke auflerdem Herrn Prof. Peter-Michael Kloetzel fiir die
Moglichkeit, mich an der Lehre fiir Biochemie zu beteiligen.

Danken will ich hier auch meinem stark vernachlidssigten Freundeskreis und meiner Familie,
die ich hoffentlich nicht vernachlissigt habe, auch wenn ich mal Heiligabend noch schnell in
den Stall geschaut habe... Besonders meinen Eltern, und Steffi, Leopold und Ferdinand. Euch
danke ich auch fiir das regelméBige Nachjustieren der MaBstibe.
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