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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Selen

1.1.1 Historie und chemische Eigenschaften

Die erste schriftiche Erwahnung des Spurenelementes Selen geht auf das Jahr 1817
zurlick. Zu jener Zeit beschrieb der schwedische Chemiker Jons Jacob Freiherr von
Berzelius (1779 -1848) die Entdeckung eines unbekannten chemischen Elementes,
welchem er den Namen des Mondes, ,Seléne®, gab. Dies tat er in Anlehnung an das
bereits nach der Erde benannte Tellur (tellus, griech. = Erde). Erst 1957 wurde von
Schwarz und Foltz erkannt, dass es sich bei Selen um einen essentiellen Mikronahrstoff
handelt, der in der Lage ist, in Ratten eine durch Mangelerndhrung induzierte
Lebernekrose zu verhindern [1]. Es dauerte weitere 16 Jahre bis man die ersten
Selenoproteine, sowohl in Bakterien [2] als auch in Saugerzellen [3, 4], fand und so der
Grundstein fur die Erforschung von Selenoproteinen auf regulatorischer und funktioneller
Ebene gelegt wurde.

Hinsichtlich seiner chemischen Eigenschaften weist Selen eine hohe Ahnlichkeit zum
ebenfalls in der VI. Hauptgruppe stehenden Schwefel auf. Dennoch unterscheiden sich
die beiden Elemente auch in einigen wichtigen Punkten: Selenocystein, die Form in der
Selen in Selenoproteinen vorkommt, besitzt einen niedrigeren pK-Wert als Cystein und
liegt im physiologischen pH-Bereich vorwiegend in ionisierter Form vor, wohingegen
Cystein protoniert ist. Demzufolge ist das Selenol, im Vergleich zum Thiol, ein

wirksameres Nukleophil und verfligt Gber eine héhere Reaktivitat [5, 6].

1.1.2 Funktionen von Selenoproteinen

1.1.2.1 Ubersicht Uber bisher bekannte Selenoproteine

Die biologischen Funktionen von Selen werden durch verschiedene Selenoproteine
vermittelt, die Selen in Form von Selenocystein (Se-Cys) inkorporiert haben.
Selenoproteine findet man sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten, bei letzteren allerdings
nicht in Hefen oder Pflanzen [7]. Bioinformatischen Analysen des humanen Genoms
zufolge verfligt der Mensch Uber insgesamt 25 verschiedene Gene [8], die fir jeweils
mindestens ein Selenoprotein codieren (Tabelle 1; Ubersicht in: [9, 10]). Aufgrund
moglicher Splicevarianten und unterschiedlicher posttranslationaler Modifikationen ist
davon auszugehen, dass die Zahl der bekannten Selenoproteine noch weiter ansteigen
wird. Durch Markierung mit "°Se konnte gezeigt werden, dass Selenocystein in mehr als

25 verschiedene Proteine oder Proteinuntereinheiten eingebaut wird [11].
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Tabelle 1. Bislang identifizierte eukaryotische Selenoproteine und deren physiologische
Funktionen

Bezeichnung Vorkommen nachgewiesene bzw. Refe-
postulierte Funktionen renzen
Glutathionperoxidasen (GPx)
cytosolische GPx ubiquitar Antioxidanz [3]
(cGPx, GPx1)
gastrointestinale GPx GIT, Leber, Oxidationsschutz im GIT, |[12, 13]
(GI-GPx, GPx2) Tumorgewebe Barriere gegen Hydroper-
oxidabsorption
plasmatische GPx Plasma Antioxidanz? [14, 15]
(pGPx, GPx3)
Phospholipid- ubiquitar Spermienreifung, [16, 17]
hydroperoxid GPx Redoxregulation,
(PHGPx, GPx4) Biomembranschutz
Spermienkern-PHGPx Testis Spermienreifung [18]
(snGPx)
Thioredoxinreduktasen (TrxR)
Thioredoxinreduktase 1 ubiquitar Reduktion von Thioredoxin |[19]
(TrxR1) (Trx)
mitochondriale TrxR ubiquitar Reduktion von Trx [20-22]
(TrxR2)
testikulare TrxR Testis Reduktion von Trx [23]
TrxR-Homologe (SelZf1, |unbekannt unbekannt [24]
SelZf2)
Dejodinasen (DlI)
Typ | Dejodinase (5°DI-1) | Schilddrise, Leber, T4 —» T3, [25]
Niere, ZNS Inaktivierung von T3 und
T4
Typ Il Dejodinase (5’DI-Il) | Schilddrise, [26]
Hypophyse, Gehirn, T4 > T3
braunes Fettgewebe,
Plazenta
Typ Il Dejodinase (5-DI- | Haut, Plazenta, ZNS Inaktivierung von T3 und [27]
1) T4
Selenophosphat-Synthetase 2 | ubiquitar Selenophosphatsynthese | [28]
(SPS2)
Selenoprotein P (SelP) Plasma Selentransport [29, 30]
Selenoprotein W (SelW) Muskel, Gehirn, Testis, | unbekannt, [31]
Milz Antioxidanz?
Selenoprotein X (SelX, SelR) |unbekannt Methionin- [24, 32,
Sulfoxidreduktase B 33]
Selenoprotein N (SelN) fotales Gewebe, Muskelbildung?, [24, 34]
Myoblasten Verhinderung von
muskularer Dystrophie
Selenoprotein T (SelT) unbekannt unbekannt [32]
15 kDa Selenoprotein (Sep15) | ubiquitar Rolle von Sep15-Nukleo- | [35, 36]
tidpolymorphismus in der
Krebsentstehung?
Selenoprotein S (SelS) unbekannt Glucosehomoostase? [8, 37]
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1.1.2.2 Synthese von Selenoproteinen

Chambers et al. identifizierten 1986 in der cDNA der murinen cGPx das Triplett ,UGA" an
der Stelle, wo man ein fir Se-Cys codierendes Triplett erwartet hatte [38]. Diese
Entdeckung widerlegte die bis dahin akzeptierte Universalitat des genetischen Codes. Es
offnete sich ein neues Wissenschaftsfeld, das zunachst die Aufklarung der zellularen
Mechanismen zum Ziel hatte durch welche zwischen UGA als Stoppcodon und UGA als
fur Se-Cys codierendes Triplett unterschieden wird. Es liegt die Vermutung nahe, dass die
Aminosaure Se-Cys und ihr zugehériges Triplett UGA dem genetischen Code erst
nachtraglich hinzugefiigt wurden [39].

Die Inkorporation von Se-Cys in Proteine ist ein cotranslationaler Prozess und konnte flr
Bakterien bereits weitgehend aufgeklart werden [40]. Die bis heute bekannten, in Abb. 1
illustrierten Schritte der eukaryotischen Selenoproteinsynthese sind in verschiedenen

Ubersichtsartikeln dargestellt [7, 9, 39, 41] und werden an dieser Stelle nur kurz

zusammengefasst.
ATP
PS2 - -
Synthetase tRNASec
Selenophosphat

Seryl-tRNASec

Selenocystein-
Synthase 3¢

tRNA
oo @
5—Y

Abb. 1. Selenoproteinsynthese in Eukaryoten (nach: [7, 39, 41])

Sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten erfordert die Erkennung des UGA, als ein fir Se-
Cys codierendes Triplett, das Vorhandensein einer bestimmten Sekundarstruktur
innerhalb der mRNA (SECIS = selenocysteine inserting sequence) sowie bestimmter
Proteine, die mit dieser Sekundarstruktur interagieren. Im Gegensatz zu den Prokaryoten,
bei welchen sich die SECIS in der codierenden Sequenz direkt hinter dem UGA befindet,
ist diese in Eukaroyten in der 3'UTR lokalisiert. Fir Bakterien scheint nur ein SECIS-

bindendes Protein (SelB) erforderlich zu sein, wohingegen man in Eukaryoten bereits
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zwei essentielle Proteine, das SBP-2 (SECIS-bindendes Protein 2) [42] und das mSelB
[43], welches auch als eEFsec bezeichnet wird [44], identifiziert hat. Das SelB in
Bakterien bzw. das eEFsec in Eukaryoten erkennt die mit Se-Cys beladene tRNA und
dirigiert diese in Richtung UGA. Das eukaryotische SBP-2 ist an die Ribosomen assozi-
iert, bindet an die SECIS und interagiert mit eEFsec [45]. Die das Se-Cys tragende tRNA
(in Bakterien SelC) wird zunachst von der Seryl-tRNA-Synthetase mit Serin beladen, das
dann enzymatisch durch die Selenocystein-Synthase (in Bakterien SelA) in einen
Selenocysteylrest umgewandelt wird. Als Selendonor verwendet die Selenocystein-
Synthase das von der Selenophosphat-Synthetase (SPS2; in Bakterien SelD) aus Selenid
und ATP gebildete Selenophosphat. Im Gegensatz zu den 20 brigen Aminosauren findet
die Synthese von Se-Cys also erst an der entsprechenden tRNA statt und bedient sich
einer anderen Aminosaure (Serin) als Gerust. Der gesamte eukaryotische Selenoprotein-

synthesekomplex wird auch als Selenosom bezeichnet.

1.1.2.3 Regulation der Selenoproteinexpression

Eine wichtige Voraussetzung fir die Synthese von Selenoproteinen ist eine ausreichende
Verfugbarkeit von Selen und von mit Se-Cys beladener tRNA. In Selenmangelsituationen
kommt es zu einem vorzeitigen Abbruch der Selenoproteinsynthese, da die mit Se-Cys
beladene tRNA nicht in ausreichendem Male zur Verfligung stehen. Das fir Se-Cys
codierende Triplett UGA wird unter solchen Bedingungen wie ein Stoppcodon behandelt
und die neu synthetisierte mMRNA vermehrt abgebaut. Eine Selenunterversorgung der
Zelle wirkt sich unterschiedlich auf die Synthese der einzelnen Selenoproteine aus. So
wird die Synthese einiger Selenoproteine, wie z.B. der cGPx, schon sehr frlihzeitig
unterdriickt, wohingegen andere Selenoproteine, wie z.B. die GI-GPx oder die
Dejodinasen, auch wahrend eines langer andauernden Selenmangelzustandes noch in
nahezu unveranderter Menge gebildet werden. Andererseits werden gerade diese
.stabilen® Proteine bei Selenresupplementierung als erste wieder auf ihr normales
Expressionsniveau gebracht. Somit unterliegt die Selenoproteinsynthese bei limitiertem
Selenangebot einer strikten Hierarchie. Diejenigen Proteine, die erst spat von einem
Selenmangel betroffen sind, werden dementsprechend héher in der Hierarchie angesie-
delt und scheinen gegenliber den anderen Selenoproteinen eine wichtigere Rolle im
Organismus zu spielen [9, 39, 46]. Die Hierarchie der Selenoproteine manifestiert sich
auch innerhalb der einzelnen Selenoproteingruppen. So steht beispielsweise in der
Gruppe der Glutathionperoxidasen die GI-GPx an hochster Stelle, gefolgt von der PHGPx
und dann gleichermaften von pGPx und cGPx [13, 47]. Die jeweilige Stellung in der
Hierarchie beruht auf der Stabilitat der mMRNAs im Selenmangel, welche wiederum zum
Teil von der Beschaffenheit der 3’UTR, insbesondere der SECIS, bestimmt wird [48]. So
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konnten die mMRNAs der GI-GPx und der PHGPx durch einen Austausch ihrer 3UTRs mit
dem der cGPx instabil gemacht werden. Allerdings war es nicht mdglich, die mRNA der
cGPx durch das 3'UTR von GI-GPx oder PHGPx zu stabilisieren, was auf einen weitaus
komplexeren Regulationsmechanismus hindeutet [49, 50]. Des Weiteren existieren
Hinweise, dass das SBP2 eine unterschiedliche Affinitat zu den verschiedenen SECIS-
Elementen aufweist und somit die Hierarchie der Selenoproteine mitbestimmt [51].

Auch Organe werden einer Hierarchie entsprechend mit Selen versorgt. Beispielsweise
sinkt im Selenmangel die Aktivitdt von Glutathionperoxidasen im Gehirn und in den
reproduzierenden Organen erst viel spater als in der Leber, den Nieren oder der Lunge
[47].

Die Verflugbarkeit von Selen kann jedoch nicht der einzige Regulator der Selenoprotein-
synthese sein. Fir die Dejodinasen kennt man eine Regulation durch Schilddriisen- und
Sexualhormone sowie durch Gluco- und Corticosteroide [52]. Nicht alle Selenoproteine
werden ubiquitar exprimiert, allerdings weil® man bisher nicht viel iber eine gewebespezi-

fische Regulation der Selenoproteine.

1.1.2.4 Glutathionperoxidasen (GPx)

Die Familie der Glutathionperoxidasen umfasst mindestens fiunf Mitglieder, von denen es
sich bei den vier folgenden um Selenoproteine handelt: die cytosolische oder klassische
GPx (cGPx, GPx1), die gastrointestinale GPx (GI-GPx, GPx2), die plasmatische GPx
(pGPx, GPx3) und die Phospholipidhydroperoxid GPx (PHGPx, GPx4). Mittlerweile wurde
auch das Gen einer sechsten selenabhangigen GPx identifiziert, jedoch konnte bislang
kein zugehdriges Protein nachgewiesen werden [8]. Die cGPx war das erste
Selenoprotein, welches entdeckt wurde [3, 4], und ist bis dato das am meisten erforschte
Selenoprotein. Alle Glutathionperoxidasen haben gemeinsam, dass sie in der Lage sind,
Hydroperoxide (ROOH) unter Verbrauch von GSH oder einem anderen Thiol (z.B.
Glutaredoxin oder Thioredoxin im Falle der pGPx oder Proteinthiole im Falle der PHGPXx)
zu den entsprechenden Alkoholen (ROH) zu reduzieren. Sie sind somit am Schutz von
Makromolekilen und Biomembranen beteiligt (Reaktionsmechanismus siehe Abb. 2). Die
vier Enzyme unterscheiden sich erheblich in ihrer Substratspezifitat. GI-GPx und cGPx
vermdgen nur Iésliche ROOH (H,O,, Hydroperoxy-Fettsauren) umzusetzen, wohingegen
die PHGPx, und in geringerem MalRe auch die pGPx, ROOH, die Bestandteil von
komplexen Lipiden sind (z.B. PCOOH), umsetzen kdnnen. Die PHGPx kann dartber
hinaus noch ROOH in Lipoproteinen, Cholesterolestern und Biomembranen als Substrat
verwenden. Mit Ausnahme der PHGPX, bei welcher es sich um ein Monomer handelt, sind
Glutathionperoxidasen Homotetramere. Sie enthalten pro Monomer ein aus Se-Cys,

Glutamin und Tryptophan bestehendes aktives Zentrum [47, 53]. Neben der
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unterschiedlichen Substratspezifitdt und Struktur weichen die einzelnen Enzyme auch
hinsichtlich ihrer Lokalisation und wie diskutiert hinsichtlich ihrer Funktion und Regulation

voneinander ab.

ROOH + H*

- Se” Abb. 2. Reaktionsmechanis-
ROH mus der Glutathionperoxida-
sen
Infolge der Reaktion mit ROOH
wird die als Selenolat vorlie-
PHGPX—Se-OH gende GPx zur Selenenséaure
GPx (R-Se-OH) oxidiert, welche an-
schlielend durch zwei aufein-
ander folgende Reaktionen mit
einem Thiol (GSH, R'SH) zur
Ursprungsform reduziert wird.
Die Thiole verlassen die
Reaktion als GSSG, R’SSG
oder R'SSR” (nach: [46, 54]).

R"“SH

PHGPx[—Se-SR’

Da sich die vorliegende Arbeit vor allem mit der GI-GPx und der PHGPx beschaftigt, wird

nachfolgend auf diese beiden Enzyme genauer eingegangen.

1.1.2.5 Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GIl-GPx)

Bei der GI-GPx handelt es sich um die zuletzt identifizierte GPx [12]. Bezlglich Sequenz
und Substratspezifitat ist sie der cGPx am ahnlichsten. Allerdings steht sie in der
Hierarchie der Selenoproteine mit an hochster Stelle, weshalb von einer wichtigen
Funktion dieses Enzyms auszugehen ist. In Nagetieren findet man die hochste GI-GPx-
Expression im Epithel des Gastrointestinaltraktes (GIT) [55], beim Menschen wird sie
aullerdem in hohem Male in der Leber exprimiert [12]. Dieses ungewdhnliche
Verteilungsmuster flihrte dazu, dass man die Hauptaufgabe der GI-GPx zunachst im
Abfangen schadlicher, in der Nahrung enthaltener oder im GIT gebildeter, ROS sah. Eine
derartige Aufgabe der GI-GPx konnte in einem CaCo-2-Zellmodell demonstriert werden.
Hierbei wurde gezeigt, dass im Falle eines Selenmangels mehr Hydroperoxide durch die
Darmzellen permeieren konnten als unter Bedingungen bei denen ausreichend Selen fir
die Synthese der GI-GPx, jedoch nicht fur die cGPx zur Verfigung stand [56]. Diese
Barrierefunktion scheint jedoch bei weitem nicht die alleinige Funktion der GI-GPx zu sein.
Insgesamt nimmt die GI-GPx in der Familie der Glutathionperoxidasen aus folgenden
Grinden eine Sonderstellung ein: (i) Die mMRNA der GI-GPx ist auch unter Selenmangel-
bedingungen extrem stabil und bestimmt dadurch die hohe Stellung der GI-GPx innerhalb

der Hierarchie der Selenoproteine [13]. (ii) Aufgrund der hohen mRNA-Stabilitat wird die
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GI-GPx nach beginnender Selenresupplementierung als erste der Glutathionperoxidasen
wieder resynthetisiert. Die Neusynthese der cGPx findet erst zu einem spateren Zeitpunkt
statt [56]. (iii) Die Verteilung der GI-GPx im GIT ist nicht gleichmaflig, sondern weist
Bereiche mit unterschiedlich starker Expression auf. So findet man GI-GPx vor allem in
den Darmkrypten und in den Panethzellen des Dinndarms [57]. (iv) Unter bestimmten
pathologischen Bedingungen ist die Expression der GI-GPx erhdht. Beispielsweise fand
man eine hohe GI-GPx-Expression in humanen colorektalen Adenomen [57-59], sowie im
Falle eines ,Barrett-Osophagus* [60] und wahrend der neoplastischen Transformation von
squamoésen Epithelzellen [61].

Ob die GI-GPx eine konkrete Funktion in der Cancerogenese erflillt und ob es sich dabei
um eine eher pro- oder eine anticancerogene Funktion handelt, wird zur Zeit kontrovers
diskutiert (Ubersicht in: [62]). GI-GPx-Knockout-Mause weisen, &hnlich wie cGPx-
Knockout-Mause, keinen auffalligen Phanotyp auf [63], wohingegen cGPx/GI-GPx-
Doppelknockout-Mause (GPx1/2-KO) sowohl Colitis [64] als auch Tumoren in den unteren

Bereichen des GIT entwickeln [65].

1.1.2.6 Phospholipidhydroperoxid Glutathionperoxidase (PHGPXx)

Die PHGPx nimmt insofern eine Sonderstellung ein, als sie, bedingt durch ihr niedrigeres
Molekulargewicht und ihre Lipophilie, Uber ein weitaus grofleres Substratspektrum als die
Ubrigen Glutathionperoxidasen verfligt. Neben der 1982 von Ursini et al. identifizierten
cytosolischen PHGPx [66] kennt man mittlerweile noch eine mitochondriale und eine
nukleare Form (Spermienkern-PHGPx, snGPx). Die mitochondriale PHGPx besitzt eine
N-terminale Extension, die die mitochondriale Lokalisation bestimmt [67]. Diese Sequenz
ist in den Mitochondrien nicht mehr vorhanden. Die nukledre snGPx wird durch einen
alternativen Promotor, der sich im ersten Intron befindet, reguliert und unterscheidet sich
in der Sequenz ihres N-Terminus von den beiden anderen PHGPx-Formen [18]. Die
PHGPx wird in fast allen Zellen, meist aber nur in geringen Mengen, exprimiert. Die mit
Abstand hochste PHGPx-Expression findet man in den Testis, genauer gesagt im
Mittelstlick der Spermien. Hier fungiert die PHGPx als enzymatisch inaktives Strukturpro-
tein und ist an der Bildung der mitochondrialen Kapsel beteiligt. Diese Kapsel besteht aus
verschiedenen Proteinen, unter anderem PHGPX, die durch Disulfid-, Diselenid- oder
Selendisulfidbriicken vernetzt sind [68]. Im Falle eines Selenmangels brechen die
Spermien im Bereich des Mittelstlickes, was eine verminderte Spermienmobilitat zur
Folge hat [69, 70]. Die PHGPx spielt also eine unersetzbare Rolle fir die mannliche
Fertilitat.

Wie bereits unter 1.1.2.4 erwahnt, kann die PHGPx auch mit anderen Proteinen, die tber

freie SH-Gruppen verfiigen, interagieren. Aus der enzymatischen Reaktion der PHGPx
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kénnen deshalb, neben dem normalerweise gebildeten GSSG, auch gemischte Disulfide,
bestehend aus Glutathion und einem anderen Protein (GSSR) bzw. aus zwei miteinander
vernetzten Proteinen (RSSR’), entstehen (Abb. 2). Des Weiteren kann sich die PHGPx mit
sich selbst oder mit anderen Proteinen vernetzen. Aufgrund ihrer Fahigkeit mit
Proteinthiolen zu interagieren und diese zu modifizieren, schreibt man der PHGPx eine
Rolle in der Regulation redoxsensitiver Signalkaskaden zu. Hierbei ware es denkbar, dass
sie die Aktivitat bestimmter Transkriptionsfaktoren oder Rezeptoren moduliert [71]. Neben
ihrer Funktion in der Spermatogenese gelten einige andere Funktionen als gesichert. So
kann die PHGPx regulierend in die Synthese von Leukotrienen und Prostaglandinen
eingreifen, indem sie die Aktivitit der an der Leukotriensynthese beteiligten
Lipoxygenasen (LOX) und der an der Prostaglandinsynthese beteiligten Cyclooxygenasen
(COX) moduliert. Sowohl LOX als auch COX benétigen fir ihre Aktivitat einen bestimmten
Hydroperoxidtonus, der von der PHGPx gesenkt wird [72-75]. Des Weiteren wirkt die
mitochondriale PHGPx antiapoptotisch [76, 77].

Die Untersuchung der PHGPx-Funktion mit Hilfe von Knockout-Mausen ist nicht mdglich,
da ein homozygoter PHGPx-Knockout embryonal letal ist. Heterozygote PHGPx-
Knockout-Mause sind lebensfahig und zeigen keinen auffalligen Phanotyp [78, 79].
Aufgrund der von ihnen katalysierten Reaktionen sind Glutathionperoxidasen, vor allem
jedoch die PHGPX, in der Lage, den zellularen Redoxstatus zu modulieren. Nachfolgend
wird naher auf zwei verschiedene redoxregulierte Transkriptionsfaktorfamilien einge-
gangen, fur welche eine Regulation durch Glutathionperoxidasen denkbar ist. Fir den
Transkriptionsfaktor NF-xB wurde bereits eine Hemmung durch Uberexpression der cGPx
[80] bzw. PHGPXx [81, 82] beschrieben.

1.2 Redoxsensitive Transkriptionsfaktoren und Mechanismen der
Genaktivierung

1.21 NF-xB

Der Begriff NF-xB (,nuclear factor kappa-B*) umfasst eine Gruppe von strukturell
verwandten und evolutionar konservierten Transkriptionsfaktoren mit insgesamt funf
Mitgliedern: p50, p52, p65 (RelA), cRel und RelB. Diese finf Proteine verfigen Uber eine
N-terminal konservierte Region von etwa 300 Aminosauren, die sogenannte Rel-
Homologiedomane (RHD). p50 und p52 werden zunachst als groRere Vorlaufermolekile
(p105 und p100) synthetisiert, von denen spater die C-terminale Region abgespalten wird.
Die Untereinheiten p65, c-Rel und RelB besitzen eine Transaktivierungsdomane, Uber die
sie die Transkription ihrer Zielgene regulieren. P50 und p52, welchen eine derartige

Transaktivierungsdomane fehlt, sind hauptsachlich fir die Bindung der Heterodimere an
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die DNA verantwortlich (Ubersicht in: [83, 84]). Um an die DNA binden zu kénnen,
muissen bestimmte Cysteine des NF-xB in reduzierter Form vorliegen [85]. Eine
Modifizierung der SH-Gruppen des p50, beispielsweise durch Glutathionylierung [86],
Oxidation oder Alkylierung [87], fuhrt zu einem Verlust der DNA-Bindefahigkeit. Die NF-
kB-Proteine bilden Dimere, bei welchen es sich um Homo- oder Heterodimere handeln
kann. Von p50/p50- und p52/p52-Homodimeren weil man, dass diese wegen der
fehlenden Transaktivierungsdomane die Transkription hemmen kénnen. Alle anderen NF-
kB-Dimere aktivieren die Transkription. Die am haufigsten vorkommende und auch als
klassisches NF-kB bekannte Form ist ein Heterodimer bestehend aus den Untereinheiten
p50 und p65. Nachfolgend wird die Bezeichnung ,NF-kB* flr dieses Dimer verwendet.
Unter normalen Umstanden liegt NF-xB im Cytosol vor, wo es von seinem Inhibitor kB,
welcher die nukleare Lokalisationssequenz des NF-kB maskiert, fixiert wird. Verschiedene
Substanzen (z.B. IL-1, TNFa) kénnen eine NF-kB-Aktivierung initiieren. Es ist davon
auszugehen, dass der zellulare Redoxstatus ein mafgeblicher Regulator der NF-xB-
Aktivierung ist. Die meisten der NF-xB-aktivierenden Substanzen reagieren entweder
selbst als Oxidanzien oder fihren zu einer verstarkten Bildung von ROS, wie z.B. von
Hydroperoxiden (ROOH). In manchen Zelllinien kann NF-xB direkt durch H,O, oder
andere Hydroperoxide aktiviert werden. Andererseits lasst sich die NF-xB-Aktivierung
durch verschiedene Antioxidanzien unterdriicken (Ubersicht in: [88]).

Wahrend der NF-xB-Aktivierung kommt es zunachst zur Phosphorylierung und damit zur
Aktivierung des Kinasekomplexes IKK (lkB-Kinase). Die aktivierte IKK phosphoryliert 1xB
spezifisch an bestimmten Serinresten. Eine solche Phosphorylierung fuhrt nachfolgend
zur Ubiquitinierung und Degradation des IkB. Das nun freie NF-xB transloziert in den
Zellkern, bindet an seine Konsensussequenz und aktiviert die Transkription seiner
Zielgene (Abb. 3). Die NF-kB-Konsensussequenz wurde beschrieben als 5'-
GGGRNNYYCC-3' (R: Purin, Y: Pyrimidin, n: irgendein Nukleotid).

P65 muss an einigen Serinresten phosphoryliert werden, um ein Transaktivierungspo-
tential zu besitzen [89, 90]. Von besonderer Bedeutung scheint hierbei Serin 276 zu sein
[91]. Andere Arbeiten berichten zudem von einer induzierbaren Phosphorylierung an Serin
529 [92] und an Serin 536 [93]. Neben den beschriebenen Phosphorylierungen wird die
NF-kB-Aktivitdt und dessen Fahigkeit, mit verschiedenen Coaktivatoren und/oder
Corepressoren zu interagieren, auch durch reversible Acetylierungen am p65 reguliert
(Ubersicht in: [94]). Die Histonacetyltransferasen CBP und p300 acetylieren p65 an
verschiedenen Lysinresten, was die DNA-Bindung und Transaktivierungsaktivitat erhoht
und eine Reassoziierung von p65 mit neu synthetisiertem [xB verhindert. Histondeacety-

lasen (HDAC) spalten die Acetylreste ab und I6sen einen erhéhten Ricktransport von NF-
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kB ins Cytosol aus [95]. Die Regulation der NF-xB-Aktivitat ist somit sehr komplex und
kann auf verschiedenen Ebenen erfolgen: (i) auf Ebene der nukledaren Translokation,
welche von der Aktivitat der IKK und dem Abbau von kB bestimmt wird; (ii) auf Ebene der
DNA-Bindung, welche wiederum vom Vorhandensein freier SH-Gruppen am p50 abhangt
und (iii) auf Ebene der Transaktivierungsaktivitat, die unter anderem vom Phosphory-
lierungs- und Acetylierungszustand des p65 bestimmt wird.

NF-xB-regulierte Gene codieren z.B. fir inflammatorische Cytokine, fir iNOS und COX-2,
fur Proteine, die in die Zellproliferation und Apoptose eingreifen, und auch fir Zellad-

hasionsmoleklle wie das VCAM-1.

Stimulus
(z.B. IL-1)

‘% B D—Ub-Ub-Ub

Nukleus

Transkription
von Zielgenen

NF-xB-Konsensus-
sequenz

Abb. 3. Prinzip der NF-xB-vermittelten Genexpression

1.2.2 Nrf2/Keap1

Der Transkriptionsfaktor Nrf2 (,NF-E2-related factor 2“) gehoért zur Familie der basischen
Leucinzippertranskriptionsfaktoren. Gene, die nachweislich einer Nrf2-abhangigen Ex-
pression unterliegen (z.B. NAD(P)H:Chinon Oxidoreduktase, y-Glutamylcysteinsynthe-
tase, Hdmoxygenase-1), haben gemeinsam, dass sie Uber das sogenannte ,antioxidant
response element® (ARE) innerhalb ihrer Promotorregion verfligen. Die AREs sind sowohl
fir die basale als auch fiir die induzierte Expression dieser Gene verantwortlich (Ubersicht
in: [96, 97]).

Die ARE-Konsensussequenz wurde mit Hilfe von Mutationsanalysen charakterisiert und

umfasst die Sequenz 5-TGACnnnGC-3’, wobei es sich bei ,n“ um irgendein Nukleotid
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handeln kann [97, 98]. Die Wirksamkeit des ARE wird aufler von dieser ARE-
Kernsequenz auch von deren 5- und 3-flankierenden Regionen mitbestimmt. Die
erweiterte ARE-Konsensussequenz wurde folgendermallen beschrieben  [99]:
TAcAnn®/cTGAS/tnnnGCA/™ /1. Nrf2 kann spezifisch an die ARE-Sequenz binden
[100]. Die meisten der bislang identifizierten Nrf2-Zielgene codieren fir Proteine, die tber
antioxidative und/oder detoxifizierende Eigenschaften verfugen. Die Bedeutung von Nrf2
fur die Expression jener Gene wurde mit Hilfe von Nrf2-Knockout-Mausen demonstriert,
welche diese Gene auf deutlich niedrigerem Niveau exprimieren und eine erhdhte
Anfalligkeit gegeniber cancerogenen Substanzen zeigen [101].

Ohne Stimulus wird Nrf2 im Cytosol von einem cysteinreichen Protein, dem Keap1,
zurtickgehalten [102]. Keap1 reguliert auRerdem die Stabilitdt des Nrf2, indem es dieses
aktiv zur Ubiquitinylierung und somit zur proteasomabhangigen Degradierung markiert
[103, 104]. Keap1 wird seinerseits durch Wechselwirkungen mit den Aktinfilamenten des
Cytoskelettes in der Zelle verankert [105]. In Keap1-Knockout-Mausen findet man eine
konstitutive nukledare Akkumulation von Nrf2, die mit einer sehr hohen Expression
typischer Nrf2-Zielgene verbunden ist. Eine Kreuzung dieser Mause mit Nrf2-Knockout-
Mausen machte den Phanotyp der Keap1-Knockout-Mause riickgangig [106].

Die Mechanismen, durch welche das Nrf2/Keap1-System Einfluss auf die Genexpression
nimmt, wurden umfassend untersucht. Durch Behandlung mit einem stimulierenden
Agens werden essentielle SH-Gruppen am Keap1 modifiziert, was eine Aufldsung des
Nrf2/Keap1-Komplexes zur Folge hat. Daraufhin transloziert Nrf2 in den Zellkern, bildet
Heterodimere mit anderen basischen Leucinzipperproteinen (z.B. mit Maf-Proteinen),
bindet an die ARE-Sequenz und induziert die Transkription des entsprechenden Genes
[107] (Abb. 4).

Elektrophile, aber ansonsten chemisch sehr unterschiedliche Substanzen kénnen die SH-
Gruppen des Keap1 modifizieren und Nrf2 somit aktivieren. Man unterscheidet hierbei
neun verschiedene Substanzklassen (Ubersicht in: [108, 109]): Isothiocyanate,
Dithiolthione, oxidierbare Diphenole und Chinone, Michael-Akzeptoren, vicinale Dithiole,
trivalente Arsenverbindungen, divalente Schwermetallkationen, Hydroperoxide sowie
Carotenoide und andere konjugierte Polyene. Vier der 25 im Keap1 vorhandenen
Cysteine weisen eine besonders hohe Reaktivitdt gegenitber diesen Substanzen auf
[110], und fir zwei davon wurde eine Bedeutung in der Keap1-abhangigen

Ubiquitinylierung von Nrf2 gezeigt [103].
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Abb. 4. Prinzip der Nrf2-vermittelten Genexpression

Die Anzahl der durch Nrf2 regulierten Gene nimmt stetig zu. In Microarrayanalysen von
Nrf2-Knockout-Mausen wurde gezeigt, dass die mRNA einer Glutathionperoxidase
vermindert exprimiert wird. Allerdings wurde nicht angegeben, um welche der
Glutathionperoxidasen es sich handelt [111]. Die GI-GPx mRNA war in Nrf2-Knockout-
Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen mit induzierter Lungenfibrose vermindert [112,
113].

1.3 Glutathionperoxidasen bei Atherosklerose und Krebs

1.3.1 Atherosklerose

Atherosklerose ist die weltweit am haufigsten vorkommende Gefallerkrankung und ist
gekennzeichnet durch eine zunehmende Ablagerung von Lipiden und fibrésem Material in
den Wandungen der Blutgefaf3e. Dies ist verbunden mit Elastizitatsverlust, Abnahme des
BlutgefalRdurchmessers und eingeschranktem Blutfluss. Atherosklerosebedingte cardio-
vaskulare Erkrankungen und deren Folgeerscheinungen (z.B. Myocardinfarkt, Schlag-
anfall, Durchblutungsstérungen) stellen in den Industrieldndern noch immer die haufigste
Todesursache dar. Als wichtigste Risikofaktoren fur die Entwicklung von Atherosklerose
gelten Hypercholesterinamie, Hypertonie, Adipositas, Diabetes mellitus, Bewegungs-

mangel und Rauchen [114].
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1.3.1.1 Pathogenese der Atherosklerose und Bedeutung von Adhasions-
molekulen

Die ersten sichtbaren Anzeichen einer entstehenden Atherosklerose sind die sogenann-
ten ,fatty streaks®, bei welchen es sich um subendotheliale Lipidablagerungen, bestehend
aus cholesterinreichen Makrophagen (,Schaumzellen), handelt. Derartige L&sionen
bilden sich bevorzugt in Aortenabschnitten mit turbulentem Blutfluss. Die Entstehung
atherosklerotischer Lasionen wurde vor allem an Tiermodellen untersucht und gliedert
sich in die folgenden Phasen: Zunachst kommt es zur Ablagerung von Lipoproteinparti-
keln in Bereichen der Tunica Intima wo das Endothel bereits Schadigungen aufweist.
Diese Lipoproteine unterliegen verschiedenen Einfliissen und werden vor allem durch die
von umliegenden Zellen gebildeten ROS oxidativ modifiziert. Innerhalb mehrerer Tage
oder Wochen beginnen Monocyten an die Oberflache des Endothels zu adharieren und
migrieren nachfolgend in den Subendothelialraum. Die Monocytenadhasion wird durch
eine verstarkte Expression zellularer Adhasionsmolekiile (CAMs) vermittelt. Die infiltrier-
ten Monocyten proliferieren, differenzieren zu Makrophagen und nehmen als solche die
exzessiven modifizierten Lipoproteine auf, was wiederum zur Bildung von Schaumzellen
fuhrt. Weiterhin beginnen die in der Tunica Media lokalisierten glatten Muskelzellen (SMC)
zu proliferieren und in die Tunica Intima einzuwandern. Die entstehenden sogenannten
Plagues nehmen an GréRe zu und werden von Bindegewebe durchsetzt (Ubersicht in:
[114, 115]).

Eine erhdéhte Expression von Adhasionsmolekilen ist ein frihes Ereignis in der
Atherogenese. Der Eintritt von Monocyten in das Innere der Blutgefaliwand wird durch
verschiedene Adhasionsmolekile, die auf der Oberflaiche von Endothelzellen und SMC
exprimiert werden, vermittelt. Zunachst bewegen sich die Monocyten in einer Art
Rollbewegung entlang des Endothels. Diese ersten Interaktionen werden vor allem durch
die CAMs P-Selectin und E-Selectin eingeleitet. Fur eine feste Bindung zwischen Monocyt
und Endothel sind das vaskulare Zelladhasionsmolekul VCAM-1 und das interzellulare
Adhasionsmolekil ICAM-1 verantwortlich [114]. VCAM-1 und ICAM-1 gehdren beide zur
Immunglobulin-Superfamilie und interagieren mit Integrinen auf der Oberflache von
Monocyten. AuRer auf Endothelzellen werden VCAM-1 und ICAM-1 auch auf glatten
Muskelzellen exprimiert. Die Funktion der CAMs in SMC wurde jedoch bislang noch nicht
naher charakterisiert [116]. Obwohl beide CAMs in atherosklerotischen Lasionen
vorzufinden sind, spricht man vor allem dem VCAM-1 eine Schlisselstellung wahrend den
frihen Ereignissen der Atherogenese zu, was durch folgende Untersuchung in Mausen
zum Ausdruck kam: Eine Zerstérung der vierten VCAM-1-Immunglobulindomane, welche
fur die Interaktion mit den Monocyten-Integrinen verantwortlich ist, resultierte in einer
deutlich verringerten Lasionenbildung im Vergleich zu Wildtypmausen. Im Gegensatz

dazu hatte ein Mangel an ICAM-1 keinen Einfluss auf die Bildung friiher Lasionen [117].
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Da sich die vorliegende Arbeit vor allem mit VCAM-1 beschaftigt, wird nachfolgend
genauer auf dieses Adhasionsmolekil eingegangen. Die erste Erwahnung von VCAM-1
geht auf das Jahr 1989 zurlck [118]. Strukturanalysen des humanen und murinen
VCAM-1 ergaben, dass es sich um ein Glycoprotein, bestehend aus mehreren Immunglo-
bulindomanen (im Menschen 6 oder 7, in der Maus 3 oder 7) mit maximal zwei
Integrinbindestellen, handelt, welches mit dem Integrin VLA-4 auf der Oberflache von
mononuklearen Leukocyten (Monocyten, Lymphocyten) interagiert [119-121]. Die
Expression von VCAM-1 ist durch Cytokine (IL-1, TNFa) sowohl in Endothelzellen [118,
122, 123] als auch in SMC [124-127] auf mMRNA- und Proteinebene induzierbar. Analysen
des humanen [128] sowie des murinen [120] VCAM-1-Promotors ergaben das
Vorhandensein von zwei potentiellen NF-xB-Bindestellen. Darliber hinaus ist Uber die

Regulation der VCAM-1-Expression bislang nichts Konkretes bekannt [129].

1.3.1.2 Glutathionperoxidasen und Atherosklerose

Ein andauernder subakuter Selenmangel galt lange Zeit als Risikofaktor fur Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, allerdings konnte durch epidemiologische Studien bislang kein
eindeutiger Zusammenhang aufgezeigt werden (zusammengefasst in [130]). Beispiels-
weise wurde von Salonen et al. berichtet, dass bei Serum-Selenwerten von weniger als
45 ug/l das Myocardinfarktrisiko deutlich erhéht ist [131], wohingegen in einer kleineren,
ahnlich angelegten Studie eine solche Korrelation nicht auf statistisch signifikantem
Niveau gezeigt werden konnte [132]. Dennoch erscheint eine Verbindung zwischen
mangelhafter Selenversorgung und der Entstehung von Atherosklerose vor dem
Hintergrund, dass eine oxidative Modifikation von LDL-Partikeln einen Hauptrisikofaktor
darstellt und Selenoproteine, genauer gesagt die Glutathionperoxidasen, aufgrund der
von ihnen katalysierten Reaktionen die Entstehung solcher oxidierter LDL verhindern
konnten, plausibel. Allerdings ist auch dieser Zusammenhang als kritisch zu betrachten,
da die PHGPx, welche als Einzige in der Lage ist komplexe ROOH umzusetzen und
Lipoxygenasen in ihrer Aktivitdt zu hemmen, in der Hierarchie der Selenoproteine sehr
weit oben anzusiedeln ist und demzufolge erst relativ spat von einem Selenmangel
betroffen ware. AuRerdem entstehen oxidierte LDL im Extrazellularraum, die PHGPx wird
jedoch nur intrazellular exprimiert. Die Ubrigen Glutathionperoxidasen verfiigen nicht Uber
die nétige Substratspezifitat, kbnnten aber an einem Schutz des vaskularen Endothels vor

schadlichen Oxidanzien beteiligt sein [9].

1.3.1.3 Glutathionperoxidasen und Adhasionsmolekile
Trotz eingehender Bemihungen, die Expression zellularer Adhasionsmolekiile im

BlutgefaRsystem zu reduzieren, weild man bisher nur wenig Uber mdgliche regulatorische
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Funktionen von Selen oder von einzelnen Selenoproteinen. Insgesamt ist jedoch von
einer expressionshemmenden Wirkung auszugehen. So zeigten Zhang et al., dass die
durch Cytokine induzierte Expression von CAMs auf der Oberflache von Endothelzellen
durch Vorbehandlung mit Natriumselenit gehemmt werden konnte [123]. Umgekehrt
resultierte ein zelluldrer Selenmangel in Endothelzellen in einer verstarkten Cytokin-
induzierten Adhasion von Neutrophilen [133]. Die genauen Mechanismen, durch welche
das Selen diese Effekte erzielt, sind nicht bekannt. Allerdings ist eine Beteiligung von
Glutathionperoxidasen wahrscheinlich. Diese Vermutung wird durch Berichte, dass die
GPx-ahnliche Substanz BXT-51072 eine Cytokin-induzierte CAM-Adhasion unterdriickt,
bestarkt [134].

1.3.2 Glutathionperoxidasen und Krebs

Seit den 70-iger Jahren berichten epidemiologische Studien von einem inversen
Verhéltnis zwischen dem Selenstatus und der Krebsmortalitat (Ubersicht in: [130, 135]).
Beispielsweise verglichen Schrauzer et al. [136] die alimentare Selenaufnahme in 27
Staaten und korrelierten diese mit der Krebsmortalitat, mit der Schlussfolgerung, dass
Selen die Krebsmortalitédt, vor allem die von Colon-, Prostata-, Lungen-, Brust- und
Eierstockkrebs, senkt. Eine niederlandische Studie kam zu einem ahnlichen Ergebnis.
Auch hier korrelierte ein niedriger Serum-Selenspiegel mit einer deutlich erhohten
Krebsinzidenz und —mortalitdt [137]. In den 90-iger Jahren konnten diese friher
gemachten Beobachtungen bestatigt werden. So ergab eine epidemiologische Studie im
Jahre 1998, dass Manner mit niedrigen Serum-Selenspiegeln ein deutlich erhéhtes
Prostatakrebsrisiko aufweisen [138].

Bislang gab es nur wenige Interventionsstudien, die sich mit dem Zusammenhang von
Selen und Krebsinzidenz und —mortalitdt befassten. Der in den USA durchgeflihrte
.Nutritional Prevention of Cancer Trial* (auch genannt ,Clark-Studie nach dem
verantwortlichen L.C. Clark) war die erste doppelblinde sowie placebokontrollierte
Interventionsstudie in einem westlichen Industrieland. 1312 Personen, die zu einem
friheren Zeitpunkt bereits erfolgreich gegen Hautkrebs therapiert wurden, bekamen fir
die Dauer von durchschnittlich 4,5 Jahren taglich 200 ug Selen in Form von Selen-
angereicherter Hefe verabreicht. Das urspriingliche Anliegen der Clark-Studie war es,
einen Einfluss von Selen auf das Wiederauftreten von Hautkrebs aufzuzeigen. Ein
derartiger Zusammenhang konnte nicht hergestellt werden, allerdings fiel auf, dass die
selensupplementierte Probandengruppe eine um 50% verminderte Gesamtkrebsmortalitat
und eine um 37% niedrigere Krebsinzidenz aufwies. Diese Effekte waren besonders
ausgepragt fur das Auftreten von Prostata-, Colon- und Lungenkrebs [139]. Wie auch in

friheren epidemiologischen Studien zum Ausdruck kam, waren die Effekte einer
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Selensupplementation in Patienten mit einem zum Studienbeginn niedrigen Serum-
Selenspiegel am deutlichsten ausgepragt. Eine kirzlich veréffentlichte Metaanalyse aller
Interventionsstudien bei denen Selen placebokontrolliert supplementiert wurde kam
ebenfalls zu dem Schluss, dass Selen die Inzidenz von gastrointestinalem Krebs senkt.
Far die Vitamine A, C und E konnten derartige Zusammenhange nicht aufgezeigt werden
[140].

Derzeit laufen zwei grofe Interventionsstudien mit dem Schwerpunkt Selen und Krebs.
Der ,Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial* (SELECT) wird seit 2001 mit
32.800 mannlichen US-Amerikanern durchgeflhrt, die fir die Dauer von insgesamt 5 -12
Jahren mit taglich 200 ug Selenomethionin und/oder 400 IU alpha-Tocopherolacetat
supplementiert werden. Die europaische PRECISE-Studie (,Prevention of Cancer by
Intervention with Selenium®) befindet sich derzeit in der Pilotphase mit 500 Personen, soll
aber auf 33.000 Probanden ausgeweitet werden.

Ob die beobachteten anticancerogenen Eigenschaften von Selen auf eine erhdhte
Biosynthese von Selenoproteinen zurtickzufiihren sind, ist fragwirdig. Die Menge des in
den Studien verabreichten Selens (meist 200 ug) ist deutlich héher als die Menge, die
notig ware, um ausreichend Selen fir die Synthese aller bekannten Selenoproteine zur
Verfugung zu stellen. Ebenso ware es denkbar, dass durch hohe Selengaben der Abbau
von cancerogenen Substanzen positiv beeinflusst wird [135]. Bislang konnte der
verantwortliche Selenmetabolit nicht identifiziert werden, jedoch scheint das flur die
Selenoproteinsynthese bendtigte Selenid fir die anticancerogenen Effekte nicht zwingend
erforderlich zu sein [141]. Selenverbindungen mit einer Methylgruppe (z.B. Methylselenol,
Selenomethylselenocystein) zeigten sich als besonders wirksam, wohingegen mit
Selenverbindungen, die Uber drei Methylgruppen verfiigen, keine anticancerogenen
Effekte erzielt werden konnten (Ubersicht in: [141]). Bis dato liegen keine eindeutigen
Daten vor, die sich mit dem Einfluss von Glutathionperoxidasen auf die Cancerogenese

befassen.

1.4 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit lasst sich in den Komplex ,Funktionen von Selenoproteinen®
einordnen. Von besonderem Interesse waren hierbei die gastrointestinale Glutathion-
peroxidase (GI-GPx) sowie die Phospholipidhydroperoxid Glutathionperoxidase (PHGPXx).
Im Vergleich zu den Ubrigen Glutathionperoxidasen ist Gber die GI-GPx, vor allem Uber
deren transkriptionale Regulation, bislang nur wenig bekannt. Ausgehend von den
Beobachtungen einer erhéhten GI-GPx-Expression in Krebszellen und humanen

Darmtumoren sollte der Promotor der GI-GPx charakterisiert, die wichtigsten Trans-
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kriptionsfaktoren identifiziert und deren Funktionalitat untersucht werden. Methodisch
sollten diese Fragen zunachst mit Promotordeletionskonstrukten in Reportergenver-
suchen und spater auf mRNA- und Proteinebene beantwortet werden. Die hierbei
erlangten Erkenntnisse sollten zu einem besseren Verstandnis der selenunabhangigen
GI-GPx-Expression in normalen und in Tumorgeweben beitragen.

Die PHGPx nimmt aufgrund ihres breiten Substratspektrums und ihrer postulierten aber
wenig bewiesenen Fahigkeit, freie SH-Gruppen in Proteinen zu modifizieren, eine
Sonderstellung innerhalb der Familie der Glutathionperoxidasen ein. Der zellulare
Redoxstatus und das davon abhangige Vorhandensein freier SH-Gruppen sind wichtige
Regulatoren fiir verschiedene Signalkaskaden. Hydroperoxide, welche als Substrat flr
Glutathionperoxidasen fungieren, erflillen ebenfalls regulatorische Aufgaben in der
Signaltransduktion. Aufgrund dieser Tatsachen ist es denkbar, dass die PHGPx die
Expression verschiedener Gene, die unter Kontrolle redoxsensitiver Transkriptionsfakto-
ren stehen, reguliert und somit auf die Entstehung und/oder Progression verschiedener
pathologischer Zustande, die mit dem Redoxstatus der Zelle im Zusammenhang stehen
sollen (z.B. Atherosklerose), einwirken kann. Mit Hilfe eines PHGPx-lberexprimierenden
Zellsystemes sollte eine Beeinflussung des zelluldren Redoxstatus sowie die Expression
von atheroskleroserelevanten Adhasionsmolekilen untersucht werden.

Es wurde erwartet, dass durch solche Untersuchungen auch mehr Uber die Rolle des
essentiellen Spurenelementes Selen als integraler Bestandteil von zwei wichtigen

Selenoproteinen in Erfahrung gebracht werden kdnnte.



Methoden 18

2 METHODEN

2.1 Zellkultur

Mit folgenden Zelllinien wurden experimentelle Arbeiten durchgefihrt:

Tabelle 2. Zelllinien

Bezeichnung Zelltyp Bezugsquelle
HepG2 humane epitheliale Lebercarcinomzelllinie ATCC HB8065
CaCo-2 humane epitheliale Coloncarcinomzelllinie DSMZ ACC 169
SMC glatte Aortenmuskelzelle aus Kaninchen [142]

SMCFHeP SMC, die die PHGPx stabil Giberexprimieren [82]

ECVPOMS ECV304-Zellen (humane epitheliale [143];
Nierencarcinomzellen), welche das #
Expressionsplasmid pcDNAS3 stabil Gberexprimieren

ECVFHEPx ECV304, die die PHGPx stabil liberexprimieren #

# zur Verfugung gestellt von Dr. D. Kupper, DIFE, Abt. BIM

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,-Partialdruck und
gesattigter Wasserdampfatmosphare in den folgenden Medien und unter Verabreichung

der angegebenen Zusatze:

HepG2: RPMI 1640 mit 10% FCS, 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, pH 7,1

CaCo-2: DMEM-high-glucose mit 10% FCS, 1% nicht-essentielle Aminosau-
ren, pH 7,3

ECV304: M199 mit 5% FCS, 0,68 mM L-Glutamin, 0,22% NaHCO;, 5 mM
Hepes, pH 7,1

SMC: DMEM-low-glucose mit 10% FCS, 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, pH
7,3

Zusatzlich wurden alle Zellkulturmedien mit 50 U/ml (ECV304) bzw. 100 U/ml (SMC,
HepG2, CaCo-2) Penicillin sowie 50 pug/ml (ECV304) bzw. 100 pg/ml (SMC, HepG2,
CaCo-2) Streptomycin versetzt. Alle Zellkulturreagenzien, mit Ausnahme des FCS,
wurden von Gibco (Karlsruhe) bezogen. Des Weiteren wurden die Medien zur Selektion

CPHGPX) bZW.

der stabil transfizierten Zellen wahrend deren Erhaltung mit 400 pyg/ml (SM
800 pg/ml (ECVPPNA3 ECVPHEPX) Geneticin (Calbiochem, Schwalbach) versehen. Alle 3 —
4 Tage erfolgte eine Umsetzung der Zellen durch Trypsinieren (0,05% Trypsin, 0,53 mM
EDTA in PBS [140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 3 mM KH,PO,, pH 7,4]), wobei sich die
Zellen fur maximal 12 (SMC) bzw. 30 (HepG2, CaCo-2, ECV304) Passagen in Kultur
befanden. Das verwendete FCS entstammte einer Charge, welche nur Gber einen sehr
geringen Selengehalt verfligte (Chargennummer: 40F9314K; Biochrom, Berlin). Zur
Repletion der zellularen Selenversorgung wurden die Zellen mit 50 nM (HepG2, ECV304,

CaCo-2) bzw. 100 nM (SMC) Natriumselenit (Sigma, Taufkirchen) supplementiert.
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Fir Stimulationsexperimente wurden die Substanzen Interleukin-1p (IL-1; GBF,
Braunschweig), Sulforaphan (SFN; Alexis, Grinberg), tert-Butylhydrochinon (tBHQ;

Sigma) und Curcumin (CUR; Sigma) in nicht toxischen Mengen eingesetzt.

2.2 RNA-Isolierung und reverse Transkription

Die jeweiligen Zellen wurden in 6-well-Platten kultiviert und durch Trypsinieren geerntet.
Die Extraktion der gesamten zellularen RNA erfolgte mit Hilfe eines Invisorb Spin Cell
RNA Mini Kit (InViTek, Berlin) nach Anweisung des Herstellers. Je 3 uyg RNA wurde durch
Verwendung von Oligo(dT)15-Oligonukleotiden und einer Moloney’s murine leukemia
virus RNase H’ reversen Transkriptase (Promega, Mannheim) fir 2 h bei 37°C in cDNA

umgeschrieben.

2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
2.3.1 Standard-PCR mit densitometrischer Auswertung
PCRs wurden in 25 pl-Ansatzen durchgeflihrt. Jeder Ansatz enthielt 25 pmol der
entsprechenden Oligonukleotide (siehe Tabelle 3), 200 uM dNTP-Mischung, 0,625 U Taq
DNA-Polymerase (Promega, Mannheim), 2,5 yl 10 x Reaktionspuffer, 0,5 mM (fir GlI-
GPx-PCR), 1 mM (fir Hdmoxygenase- und B-Actin-PCR) bzw. 2 mM (fur alle anderen
PCRs) MgCl, und 60 — 120 ng RNA-Aquivalente. Alle PCRs wurden unter den folgenden
Temperaturbedingungen durchgefihrt:

Denaturierung: 94°C, 4 min

23 — 30 Zyklen bestehend aus: Denaturierung: 94°C, 40 s

Hybridisierung: Ta (Tabelle 3), 30 s
Elongation: 72°C, 2 min

abschlielende Elongation: 72°C, 10 min

Abkuhlung auf 4°C
Die optimale Hybridisierungstemperatur und die Anzahl der Zyklen wurden fir jede PCR
individuell bestimmt. Zur Analyse wurde ein Aliquot von 10 ul auf ein Agarosegel
aufgetragen, das Gel nach Abschluss der Elektrophorese mit Ethidiumbromid (5 pug/ml in
1 x TBE; Sigma, Taufkirchen) gefarbt und die DNA mittels UV-Licht an einem GelDoc2000
(BioRad, Minchen) sichtbar gemacht. In einigen Fallen wurde das erhaltene PCR-Produkt
aus dem Agarosegel ausgeschnitten und die DNA zur Weiterverarbeitung mit Hilfe eines

Gelextraktionskits (Invitek, Berlin) isoliert.
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2.3.2 Real Time PCR

Real Time PCRs zur Erfassung der VCAM-1-Expression in SMC und SMC""®"* wurden
mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green (Invitrogen, Karlsruhe) in einem iCycler
(BioRad, Muinchen) durchgefihrt. Die Reaktionsansatze und Temperaturbedingungen
waren identisch zur Standard-PCR. Die Quantifizierung der erhaltenen PCR-Produkte
erfolgte nach der komparativen Methode [144], wonach sich die Menge des Zielgens
VCAM-1, bezogen auf das Kontrollgen GAPDH und relativ zu einem Kalibrator aus der

Formel 224t

ergibt. Hierbei ist Ct die Nummer des PCR-Zyklus, bei welchem das
Fluoreszenzsignal des PCR-Produktes einen arbitrdren Schwellenwert innerhalb der
exponentiellen Phase der PCR Uberschreitet. Der Wert fir AACT berechnet sich wie folgt:
AACT = (CtVCAM-'l unbekannte Probe — CtGAPDH unbekannte Probe) - (CtVCAM-1 Kalibrator — CtGAPDH Kalibrator)-

Als Kalibrator dienten unbehandelte Wildtyp-SMC.

Tabelle 3. PCR-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz (5-3) Hybridisierungs- Genbank-
Temperatur T, nummer
(°C) (falls vorhanden)

AP1 gta ata cga ctc act ata ggg c 67 -
AP2 act ata ggg cac gcg tgg t 67 -
B-Actin up caa gag atg gcc acg gct gct 60 X00351
B-Actin down tce ttt gca tee tgt cgg ca 60 X00351
GAPDH up ggg ctg ctt tta act ctg 56 L23961
GAPDH down aga tga tga ccc ttt tgg 56 L23961
Gl-prom up cca ctg aat tgg att cac tgg agg 63 AL139022
Gl-prom down ttg gca atg aaa cgc gtg gtg aag 63 AF199441
Gl-prom Mut up gga cct gtt ttt tat aag tca tcc tgg 63 AF199441
Gl-prom Mut down | cca gga tga ctt ata aaa aac agg tcc 63 AF199441
GI-GPx up ggc ttt cat tgc caa gtc ctt 63 X53463
GI-GPx down cta tat ggc aac ttt aag gag gcg ¢ 63 X53463
RACE GSP1 tgc aat cat cat cca aag tag agt tg 67 AY212510
RACE GSP2 act cca aag acc agg acc atc ttc 67 AY212510
HO-1 up gag att gag cgc aac aag ga 60 BC001491
HO-1 down agc ggt aga gct gct tga act 60 BC001491
RACE GSP1 cat caa tat gta act tgg cct gac 63 AY212510
RACE GSP2 cac tgg caa agt tct tgt ttg tca 63 AY212510
VCAM-prom-down acc atc ttc cca cgc gtt tta aat agc t 67 AY699272
VCAM-prom-| up ctc ttc tga gag gta ccg gga ggc atg 67 AY699272
VCAM-prom-Il up act ata ggc acg cgt ggt 67 AY699272
VCAM-prom-IIl up tga gtc atc tga cgc gtg atc taa at 67 AY699272
VCAM-prom-IV up agt gtc tgt aac gcg ttt ttc cct gge t 67 AY699272
VCAM-prom-V up ctg gcc cgg gtt tac gcg tga agg gat t 67 AY699272
VCAM-prom-VI up ctt gca aca aga cgc gtt ata aag agc a 67 AY699272
VCAM xB-5-Mut-up | ggc tct ggc ccg agt ctc gec ttg aag gg 67 AY699272
VCAM «B-5’-Mut-do | ccc ttc aag gcg aga ctc ggg cca gag cc 67 AY699272
VCAM «B-3'-Mut-up |tga aga gat ctc gct cct cct ctt gc 67 AY699272
VCAM «B-3’-Mut-do |gca aga gga gga gcg aga tct ctt ca 67 AY699272
VCAM up acc ttc atc cct acc att gaa ga 57 NM001078
VCAM down tta aac ttc tta att gtg agc caa c 57 NMO001078
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2.4 Klonierung von PCR-Produkten und synthetischen Oligonukleotiden
241 TA-Klonierung

Das Prinzip der TA-Klonierung beruht auf der Tatsache, dass einige DNA-Polymerasen
am 3’-Ende des PCR-Produktes einen Desoxyadenosin-Uberhang bilden und man diese
Produkte direkt in einen linearisierten Vektor mit dazu komplementaren Desoxythymidin-
Uberhéngen klonieren kann. Die TA-Klonierung von PCR-Produkten in den Vektor pCR-
[I-Topo erfolgte mit einem TOPO TA-Cloning®-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach Anweisung

des Herstellers.

2.4.2 Ligation mit T4-Ligase

PCR-Produkte oder synthetische Oligonukleotide mit geeigneten Schnittstellen wurden
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (alle von NEB, Frankfurt) geschnitten und
mit Hilfe einer T4-DNA-Ligase (NEB) fur 12 h bei 16°C in einen Zielvektor, der ebenfalls

mit den entsprechenden Restriktionsenzymen behandelt wurde, ligiert.

2.4.3 Transformation in E. coli

Plasmid-DNA wurde in kompetente E. coli vom Typ Top10 transformiert. Die Herstellung
dieser kompetenten E. coli erfolgte, ausgehend von einer 250 ml Kultur mit einer ODggg
von etwa 0,5 durch 30-minltige Inkubation des abzentrifugierten Bakterienpellets mit 30
ml CaCl, (100 mM) auf Eis. Das nach erneuter Zentrifugation (7 min, 5.000 g, 4°C)
erhaltene Pellet wurde in 5 ml CaCl, (100 mM), 15% (v/v) Glycerin aufgenommen und in
Aliquots von 50 pl bis zur Nutzung bei —80°C eingefroren. Zur Transformation wurde die
Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut, die Plasmid-DNA zugegeben und fur 15 min auf
Eis inkubiert. Danach erfolgte ein 30-seklndiger Hitzeschock bei 42°C, wonach die
Reaktionsansatze sofort auf Eis gestellt und mit 250 yl SOC-Medium (2% Trypton, 0,5%
Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20 mM Glucose)
versetzt wurden. Nach einer 1-stlindigen Schittelphase bei 37°C wurden die
Transformationsansatze auf S1-Agarplatten (Standard I-Nahragar; Merck, Darmstadt),
welche zur Selektion 100 ug/ml Ampicillin (Roth, Karlsruhe) enthielten, ausplattiert und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Im Falle einer ,Blau-Weiss-Selektion®, basierend auf der
Umsetzung von X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) durch das
Enzym B-Galactosidase, wurden die Agarplatten zuvor noch mit je 70 ul X-Gal (40 mg/mi
in DMF; Roth, Karlsruhe) bestrichen. Erhaltene weil’e Klone wurden gepickt und Uber
Nacht in 5 ml ampicillinhaltigem S1-Medium (Standard I-Nahrbouillon; Merck, Darmstadt)
angezogen. Nach Uberprifung der Richtigkeit der gewiinschten Klone wurden diese bei
-80°C in S1-Medium mit 5% DMSO gelagert.
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2.4.4 Plasmidisolierung und Sequenzierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli Ubernachtkulturen erfolgte mit Plasmid Mini-
bzw. Midi-Kits (Qiagen, Hilden) nach Anleitung des Herstellers.

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde extern durch die Firma MWG-Biotech
(Ebersberg) durchgefihrt.

2.5 Isolierung, Mutation und Analyse von Genabschnitten

2.5.1 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

Die vollstandige cDNA-Sequenz und der Transkriptionsstart des Kaninchen-VCAM-1
wurden mittels ,Rapid Amplification of cDNA Ends“ (RACE) unter Verwendung eines
SMART RACE cDNA Amplification Kits (Clontech, Heidelberg) nach Anweisung des
Herstellers ermittelt. Ausgehend von einem, im mittleren Bereich der VCAM-1 cDNA
liegenden, Abschnitt mit bereits bekannter Sequenz wurden genspezifische Primer
synthetisiert (RACE GSP1 und -2; Tabelle 3) und fur die RACE-Reaktion in 5'- bzw. in 3'-
Richtung eingesetzt. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mittels TA-Klonierung (siehe
2.4.1) in den Vektor pCR-II-Topo kloniert, in E. coli transformiert und die isolierte Plasmid-
DNA sequenziert (siehe 2.4.4).

Basierend auf der erhaltenen cDNA-Sequenz wurde von Seiten der Firma Pineda (Berlin)
eine Epitopanalyse durchgefihrt. Das zur Antikdrpersynthese ausgewahlte Epitop
umfasst eine Lange von 15 Aminosduren (NH,-CMMKNKEFLEEEDKK-COOH) und
befindet sich im Bereich der flnften Immunglobulindomane. Der gewtlinschte Antikérper

wurde in einer Ziege hergestellt und das gewonnene Serum aufgereinigt (Pineda, Berlin).

2.5.2 “Genome Walking” zur Charakterisierung unbekannter Genabschnitte
Die erstmals von Siebert et al. [145] detailliert beschriebene Methode des ,Genome
Walkings* ermdglicht es, unbekannte Genabschnitte zu amplifizieren. Aus 15 x 10® SMC-
Zellen wurde die genomische DNA isoliert (DNA-Mini-Kit; Qiagen, Hilden), in vier gleich
grol’e Ansatze aufgeteilt und mit verschiedenen Restriktionsenzymen (Sma I, Hinc I,
EcoR V, Sca I), welche glatte Enden generieren, behandelt. Je nach Haufigkeit der
Restriktionsschnittstellen innerhalb der genomischen DNA erhalt man hierdurch in den
verschiedenen Ansatzen unterschiedlich lange DNA-Fragmente. Nachfolgend wurden die,
zuvor mit Phenol und Chloroform aufgereinigten, Spaltansatze an einen DNA-Adapter
ligiert. Bei dem DNA-Adapter handelte es sich um ein kurzes Fragment doppelstrangiger
DNA mit bekannter Sequenz (adaptor fwd: 5’-gtaatacgactcactatagggcacgcgtggtc-
gacggcccgggcetgg-3’, adaptor rev: 5-accagccc-NH,-3’). Der erhaltene Ligationsansatz
wurde anschlieend in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Voraussetzung fir die PCR ist

das Vorhandensein eines kurzen DNA-Abschnittes mit bekannter Sequenz, der sich in der
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Nahe des zu untersuchenden DNA-Abschnittes befinden muss. Diese Voraussetzung
muss erflllt sein, um die Synthese von fir die Amplifikation des unbekannten DNA-
Abschnittes nétigen spezifischen Primern zu gewahrleisten. Als Primer wurden je ein
Oligonukleotid, welches komplementar zur Adaptorsequenz (AP1) und ein Oligonukleotid,
das spezifisch fur die VCAM-1 cDNA ist (GSP1), eingesetzt. Um die Spezifitdt der
Reaktion zu erhdhen, wurde, ausgehend vom Reaktionsansatz der ersten PCR,
zusatzlich eine zweite PCR (nested PCR) mit einem weiteren Primerpaar (AP2, GSP2)
durchgefuhrt (Primer siehe Tabelle 3). Erhaltene PCR-Produkte wurden mittels TA-
Klonierung (siehe 2.4.1) in den Vektor pCR-II-Topo kloniert und sequenziert. Die Sequenz

des langsten Fragmentes wurde unter der Genbanknummer AY699272 verdffentlicht.

2.5.3 Generierung von Deletionskonstrukten

Um die flir die Genexpression essentiellen Bereiche des VCAM-1-Promotors identifizieren
zu kénnen, wurden, ausgehend vom langsten Promotorfragment, funf weitere verkirzte
Varianten des Promotors mittels PCR hergestellt, so dass am Ende sechs unterschiedlich
lange Promotorkonstrukte zur weiteren Analyse zur Verfigung standen. Diese wurden in
den Luciferasereportervektor pGL3-basic (Promega, Mannheim) kloniert. Um die Ligation
in den Vektor pGL3-basic zu ermoglichen, wurden die verwendeten PCR-Oligonukleotide
so gewahlt, dass eine Mlu I- oder eine Kpn I-Schnittstelle am 5-Ende sowie eine Mlu I-
Schnittstelle am 3’-Ende des PCR-Produktes inkorporiert wurde. Die Richtigkeit der

entstandenen Klone wurde durch Sequenzierung verifiziert.

2.5.4 Zielgerichtete Mutagenese von Promotoren

Um zielgerichtet Punktmutationen innerhalb des VCAM-1- bzw. des GI-GPx-Promotors im
Bereich der NF-xB- bzw. Nrf2-Bindestellen einzufligen, wurde die Methode der “overlap-
extension-PCR” [146] gewahlt. Bei dieser Methode werden insgesamt je drei PCR-
Reaktionen durchgeflhrt, wobei durch die verwendeten Oligonukleotide wahrend PCR1
und PCR2 die gewlinschten Mutationen in den oberen bzw. unteren DNA-Doppelstrang
eingefugt wurden. Die in PCR1 und PCR2 erhaltenen Fragmente verfigen Uber einen
kurzen, die Mutation enthaltenden, Bereich mit identischer Sequenz und kénnen somit
jeweils als Primer fiureinander fungieren. Diese Fragmente dienten deshalb als
Ausgangsprodukte fur die dritte PCR. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden ebenfalls in
den Vektor pGL3-basic kloniert und die Richtigkeit durch Sequenzierung uberprift.

2.5.5 Computer-unterstiitzte Analyse genomischer DNA
Die Sequenzen des Kaninchen-VCAM-1-Promotors und des humanen GI-GPx-Promotors

wurden hinsichtlich der potentiell darin vorhandenen Transkriptionsfaktorbindestellen
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untersucht. Hierfir wurden die Sequenzen mit Hilfe des Computerprogrammes
.Matlnspector® [147], welches im Internet unter www.genomatix.de zur Verfligung steht,

analysiert.

2.6 Reportergenanalysen

2.6.1 Plasmide

Far Transfektionsexperimente wurden folgende Plasmide eingesetzt:
VCAM-1-Promotorkonstrukte in pGL3-basic wurden wie unter 2.5.3 beschrieben
hergestellt. GI-GPx-Promotorkonstrukte in pGL3-basic wurden von Dr. Z. Zhou (DIFE,
Abt. BIM) zur Verfligung gestellt. Das Plasmid kB-tk-Luc enthalt ein responsives Element
fur den Transkriptionsfaktor NF-xB und wurde folgendermafien Kkonstruiert: Das
entsprechende doppelstrangige Oligonukleotid (siehe Tabelle 4) wurde in die EcoR I-
Schnittstelle des Plasmides pBluescript Il KS(+) (Stratagene, USA) kloniert. Das daraus
resultierende Konstrukt wurde mit Hind /Il und BamH | verdaut und das entstandene
Fragment zwischen die Hind Ill- und BamH I-Schnittstelle des Plasmides PPRE3-tk-Luc
[148], aus welchem das PPRE-Oligonukleotid zuvor mit Hind /Il und BamH |
herausgeschnitten wurde, kloniert. Das Plasmid PPRES3-tk-Luc wurde freundlicherweise
von Dr. L. Nagy (Universitat Debrecen, Ungarn) zur Verfigung gestellt. Das Plasmid tk-
Luc ist das entsprechende Kontrollplasmid ohne responsives Element und wurde aus
PPRE3-tk-Luc nach Entfernen des PPRE-Oligonukleotides, Aufflllen der Uberstehenden
Enden und Religation gewonnen. Die Plasmide HO-ARE-pGL, GI-ARE-1-pGL und GI-
ARE-2-pGL enthalten jeweils ein sogenanntes ARE (antioxidant response element) und
wurden gewonnen, indem die entsprechenden doppelstrangigen Oligonukleotide (siehe
Tabelle 4) zunachst zwischen die EcoR | und Hinc II-Schnittstellen des pBluescript Il
KS(+) und anschlie®end in die Sma I und Xho I-Schnittstelle des Vektors pGL3-promoter
(Promega, Mannheim) kloniert wurden. Die Expressionsplasmide pcDNA3-mNrf2 und
pcDNA3-mKeap1, die die komplette cDNA des murinen Nrf2 bzw. Keap1 enthalten,
wurden von Dr. M. Yamamoto (Universitat Tsukuba, Japan) zur Verfligung gestellt. Als
Kontrolle diente das leere Expressionsplasmid pcDNA3 (Invitrogen, Karlsruhe). Die -
Galactosidase-Plasmide pCH-110 (Amersham Biosciences, Freiburg) bzw. pSV-B-
Galactosidase (Promega, Mannheim) wurden zur Normierung der Transfektionseffizienz
verwendet (pCH-110 fir SMC und ECV304; pSV-B-Galactosidase fur HepG2 und CaCo-
2). Zur besseren Ubersicht sind alle Plasmide und die darin einklonierten DNA-Fragmente

in Tabelle 4 aufgefiihrt.



Methoden

25

Tabelle 4. Plasmide und Oligonukleotide

Plasmid kurze Beschreibung
pGL3-basic leerer Luciferase-Reportergenvektor ohne Promotor
Gl-prom-I pGL3-basic mit 2111 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-II pGL3-basic mit 1589 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-lii pGL3-basic mit 1258 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-IV pGL3-basic mit 879 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-V pGL3-basic mit 302 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-VI pGL3-basic mit 172 bp des GI-GPx-Promotors
Gl-prom-I-mut Gl-prom-I mit Punktmutation im Bereich des GI-ARE-2
VCAM-prom-| pGL3-basic mit 1934 bp des VCAM-1-Promotors
VCAM-prom-lI pGL3-basic mit 1202 bp des VCAM-1-Promotors
VCAM-prom-Iii pGL3-basic mit 562 bp des VCAM-1-Promotors
VCAM-prom-IV pGL3-basic mit 212 bp des VCAM-1-Promotors
VCAM-prom-V pGL3-basic mit 182 bp des VCAM-1-Promotors
VCAM-prom-VI pGL3-basic mit 144 bp des VCAM-1-Promotors

VCAM-prom-I-5’'m
VCAM-prom-I-3'm
VCAM-prom-I-5'3'm
pGL3-promoter

VCAM-prom-I mit Punktmutation im Bereich der 5’ NF-xB-Stelle
VCAM-prom-I mit Punktmutation im Bereich der 3’ NF-xB-Stelle
VCAM-prom-I mit Punktmutation im Bereich beider NF-kB-Stellen
leerer Luciferase-Reportergenvektor mit SV40 Minimalpromotor

HO-ARE-pGL pGL3-promoter mit Hdmoxygenase-ARE-Element

GI-ARE-1-pGL pGL3-promoter mit GI-GPx-ARE-1-Element

GI-ARE-2-pGL pGL3-promoter mit GI-GPx-ARE-2-Element

tk-Luc leerer Luciferase-Reportergenvektor mit Thymidinkinase Minimalpromotor
kB-tk-Luc tk-Luc mit NF-xB-Element

pcDNA3 leeres Expressionsplasmid

pcDNA3-mNrf2
pcDNA3-mKeap1

pcDNAS mit cDNA des murinen Nrf2
pcDNA3 mit cDNA des murinen Keap1

pCH-110 B-Galactosidase-Kontrollplasmid zur Normierung der Transfektionseffizienz
pSV-B-Gal B-Galactosidase-Kontrollplasmid zur Normierung der Transfektionseffizienz
pBluescript Il KS(+) | zur ,Blau-Weil3“-Selektion geeigneter Klonierungsvektor
Oligonukleotid Sequenz 5’-3’
NF-xB aat tca caa aga ggg act ttc ccc tac atc cat tg
HO-ARE gga att ctg ttt tcg ctg agt cat ggt c
GI-ARE-1 gaa ttc aga ccc gcce cct aca gac aa
GI-ARE-2 gga att ctg ttt tgc taa gtc atc ctg ggg a

2.6.2 Transiente Transfektion von SMC, ECV304, HepG2 und CaCo-2

Transiente Transfektionen von Plasmid-DNA wurden mit Hilfe der Reagenzien Super-
Fect® (Qiagen, Hilden) in SMC und ECV304 bzw. mit Tfx""-20 (Promega, Mannheim) in
HepG2 und CaCo-2 durchgefiihrt. Hierbei wurde nach den vom Hersteller angegebenen
Protokollen vorgegangen. Die Aussaat der Zellen erfolgte 24 h vor der Transfektion in 12-
well-Platten (SMC, ECV304: je 100.000 Zellen) bzw. in 24-well-Platten (HepG2: 200.000,
CaCo-2: 250.000 Zellen). SMC und ECV304 wurden mit je 0,5 ug des Kontrollplasmides
pCH-110, 0,8 ug Reportergenplasmid und fir einige Fragestellungen zusatzlich mit 0,3 ug
Expressionsplasmid transfiziert. HepG2- und CaCo-2-Zellen wurden mit 0,5 ug pSV--Gal
sowie mit 150 ng Reportergenplasmid und unterschiedlichen Mengen (maximal 150 ng)
Expressionsplasmid transfiziert. Im Falle eines Stimulationsexperimentes wurden die

Zellen 24 h nach der Transfektion mit dem entsprechenden Stimulus fur maximal 24 h in
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serumfreiem Medium inkubiert. Zellen ohne Stimulus wurden 48 h nach der Transfektion
geerntet. Zur Ernte wurden die Zellen nach Absaugen des Mediums und Waschen mit
PBS in je 150 pl Reporter-Lysepuffer (Promega, Mannheim) fir 15 min bei Raumtem-
peratur lysiert und bis zur Messung bei -80°C gelagert. Nach Auftauen der Proben wurden
diese fiir 2 min bei 11.900 g und 4°C zentrifugiert und der klare Uberstand zur Messung

von B-Galactosidase- bzw. Luciferaseaktivitat eingesetzt.

2.6.3 Bestimmung der Reportergenaktivitat

2.6.3.1 B-Galactosidasemessung

Die Erfassung der B-Galactosidaseaktivitat beruht auf der Umsetzung von o-Nitrophenyl-
B-D-galactopyranosid (ONPG) zu o-Nitrophenol und erfolgte photometrisch bei einer
Wellenlange von 405 nm in einem Mikrotiterplatten-Photometer. Je 50 pl Zelllysat wurden
in eine 96-well-Platte pipettiert und mit 70 pl B-Galactosidasepuffer (120 mM Na,HPO,, 80
mM NaH,PO,, 20 mM KCI, 2 mM MgCl,, 100 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,3) sowie mit
30 pl ONPG-L6sung (4 mg/ml ONPG in 60 mM Na,HPO,, pH 7,5; Sigma, Taufkirchen)
gemischt und bei 37°C bis zum Erreichen einer deutlichen Gelbfarbung inkubiert. Als

Blindwert dienten Proben, die anstelle von Zelllysat nur Reporter Lysepuffer enthielten
(siehe 2.6.2).

2.6.3.2 Luciferasemessung

Die Messung der Luciferaseaktivitaten erfolgte in 10 uyl (SMC) bzw. 20 ul (ECV304,
HepG2, CaCo-2) Zelllysat mit einem Luminoskan Ascent (Labsystems, Finnland). Hierfur
wurde das Lysat in eine lichtundurchlassige 96-well-Platte pipettiert und das Messgerat so
programmiert, dass pro Probe 100 ul Luciferingemisch injiziert und das entstehende
Lichtsignal erfasst wurde. Das verwendete Luciferingemisch setzte sich aus
Reaktionspuffer (20 mM Tricin, 1,07 mM MgCO3, 0,1 mM EDTA, 2,67 mM MgSQ,, 33,3
mM DTT, pH 7,8 — 8,0) und Luciferinreagenz (500 ul gefriergetrocknetes Luciferinreagenz
pro 3 ml Reaktionspuffer), welche kurz vor der Messung vereinigt und auf 37°C temperiert
wurden, zusammen. Das bendtigte Luciferinreagenz wurde folgendermalien angesetzt:
Zu 5 ml 100 mM Tris, pH 7,8 wurden 6,2 mg Coenzym A (Sigma, Taufkirchen), 4,3 mg
Luciferin (P.J.K., Kleinblittersdorf) und 8,84 mg ATP (Sigma) gegeben, in 500 pl Aliquots

aufgeteilt, bei -80°C tiefgefroren und anschlielRend tGber Nacht gefriergetrocknet.

Die relative Reportergenaktivitdt wurde durch Division der Luciferase-Lumineszenzein-
heiten durch die B-Galactosidaseaktivitdten erhalten. Fir die Auswertung wurden, je nach
Fragestellung, entweder die Wildtypzellen oder die unbehandelten Zellen auf 1 normiert

und alle anderen Proben darauf bezogen. Um eine eventuelle Beeinflussung des leeren
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Reportergenvektors durch die applizierten Substanzen (z.B. IL-1, tBHQ, SFN, CUR)
rechnerisch auszuschlieen, wurde die relative Reportergenaktivitat des entsprechenden
leeren Reportergenvektors (pGL3-basic, pGL3-promoter, tk-Luc) fur jedes Experiment

mitbestimmt und bei der Auswertung berucksichtigt.

2.7 Immuncytochemie
Die fur immuncytochemische Untersuchungen verwendeten SMC-Zellen wurden flr
mindestens vier Tage auf sterilen Objekttragern kultiviert, anschlieBend fir 5 min in
kaltem Methanol fixiert und bis zur Analyse bei -20°C gelagert. Nach Rehydrierung der
Objekttrager in H,O erfolgte eine Blockierung der endogen vorkommenden Peroxidasen
durch eine 10-minttige Inkubation in 3% H,0,. Unspezifische Immunreaktionen wurden
durch eine 30-minttige Vorbehandlung mit Antikérperverdiinnungsmedium (AKV; DAKO,
Hamburg) unterbunden. Die weitere Behandlung der Objekttrager umfasste die folgenden
Arbeitsschritte:

15 min, Raumtemperatur: Avidin D Blockierungsreagenz (Vektor, USA)

15 min, Raumtemperatur: Biotin Blockierungsreagenz (Vektor, USA)

1 h, 37°C: Priméarantikérper (Maus-anti-Kaninchen VCAM-1 (Rb1/9) [149]; zur

Verfugung gestellt von Dr. M. Cybulsky, University of Toronto, Kanada; 1:100 in

AKV)

30 min, 37°C: biotinylierter Sekundarantikérper (Esel-anti-Maus 1gG; Dianova,

Hamburg; 1:800 in AKV)

30 min, Raumtemperatur: Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (DAKO, Hamburg)
Nach jedem der einzelnen Arbeitsschritte wurden die Objekttrager mehrfach mit PBS,
0,1% Tween-20 gespult. Die Sichtbarmachung der Peroxidasereaktion erfolgte mit dem
Substrat Diaminobenzidin (DAB; DAKO, Hamburg). Abschliel’iend wurden die Objekttra-
ger mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in Entellan (Merck, Darmstadt)
eingebettet und mit einem Microscope-digital imaging system E1000 (NIKON) ausgewer-
tet.

2.8 Durchflusscytometrie

Die Quantifizierung der VCAM-1-Expression auf der Oberfliche von SMC und SMCPH¢P*
erfolgte mit einem Durchflusscytometer der Marke FACScalibur (Becton Dickinson,
Heidelberg). Hierfur wurden die Zellen fur drei Tage in 24-well-Platten kultiviert (je 10.000
Zellen) und anschlieBend fur 24 h mit IL-1 (1 ng/ml) stimuliert. Nach Absaugen des
Zellkulturmediums wurden die Zellen einmal mit PBS plus 5 mM EDTA und einmal mit
PBS plus 0,5% BSA gewaschen und anschlielend fir 90 min mit dem primaren

Antikérper in PBS/BSA auf Eis inkubiert. Als primarer Antikérper diente Maus-anti-
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Kaninchen VCAM-1 (Rb1/9) [149], 1:100 verdiinnt. Als Negativkontrolle wurden Zellen,
die keiner Antikorperbehandlung unterzogen wurden, verwendet. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS/BSA erfolgte die Inkubation mit sekundarem Antikérper (Fluorescein-
konjugierter Ziege-anti-Maus-IgG, Dianova, Hamburg; 1:100) ebenfalls fir 90 min
abgedunkelt auf Eis in PBS/BSA. Hiernach wurden die Zellen durch Schaben vom Boden
der Zellkulturplatte abgelést, in ein 12 x 75 mm FACS-Réhrchen (Becton Dickinson,
Heidelberg) Uberflhrt und fir 7 min bei 240 g zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen
des Pellets mit PBS/BSA wurden die Zellen in 150 pl Paraformaldehydlésung (1% in PBS)
resuspendiert und flr 30 min auf Eis fixiert, danach nochmals zentrifugiert, in 500 ul
PBS/BSA aufgenommen und sofort flir die Messung am FACScalibur eingesetzt. Die
folgenden Messparameter wurden fur SMC-Zellen definiert und flr alle Versuche konstant
gehalten:

Vorwartsstreulicht (FSC): E-1; Verstarkung 4,59

Seitwartsstreulicht (SSC): 337 V

Detektorspannung (FL1): 409 V

Jede Messung wurde nach Erfassung von 10.000 Ereignissen beendet.

2.9 Gewinnung von Kernlysaten

Kernlysate zur Durchflihrung von Enzymaktivitdtsmessungen, Western Blots und EMSAs
wurden folgendermafien gewonnen:

SMC und ECV304:

Die durch Trypsinieren geernteten Zellen wurden in Lysepuffer (50 mM NaCl, 50 mM Tris,
pH 7,4), welcher frisch mit 1% (SMC) bzw. 0,3% (ECV304) Brij97 (Sigma, Taufkirchen)

als Detergenz versetzt wurde, flr 25 min bei 4°C durch kontinuierliche Rotation lysiert (1 x

10’ Zellen pro 1,2 ml Lysepuffer). Der Uberstand wurde nach Zentrifugation (1 min, 4°C,
6800 g) vollstandig abgenommen und das zurlickbleibende Pellet in 50 ul Kernlysepuffer
(20 mM Hepes, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, pH
7,4) resuspendiert. Die Lyse der Kernmembran erfolgte anschlieRend fir 15 min bei 4°C
durch kontinuierliches Rutteln in einem Eppendorf-Mixer. Das durch Zentrifugation (5 min,
4°C, 20.800 g) erhaltene Kernlysat wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.
Kernlysate, die flr die Untersuchung der DNA-Bindung von NF-xB mittels EMSA zum
Einsatz kamen, wurden stets mit Kernlysepuffer ohne Zusatz von DTT prapariert.

HepG2 und CaCo-2:

Im Unterschied zu SMC und ECV304 erfolgte die Gewinnung von Kernlysaten aus
HepG2- und CaCo-2-Zellen mit Hilfe von Nonidet-P40 (Sigma, Taufkirchen) als Deter-
genz. Hierfir wurden die durch Trypsinieren geernteten Zellen in Homogenisationspuffer
(10 mM Hepes, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM DTT, 0,5 mM PMSF, pH 7,9), der
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frisch mit 0,1% Nonidet-P40 versehen wurde, fir 7 min bei 4°C durch kontinuierliche
Rotation lysiert (1 x 10" Zellen pro 1,2 ml). Der Uberstand wurde nach Zentrifugation (1
min, 4°C, 6800 g) vollstandig abgenommen und das zuriickbleibende Pellet in 100 pl
Kernlysepuffer (40 mM Hepes, 400 mM KCI, 10% Glycerol, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF, pH
7,9) aufgenommen. Die Lyse der Zellkerne erfolgte nach Zugabe von 6,25 ul 5 M NaCl fur
30 min auf Eis. Das durch Zentrifugation (30 min, 4°C, 20.800 g) erhaltene Kernlysat

wurde bis zur weiteren Analyse bei -80°C gelagert.

2.10 Proteinbestimmung

Der Proteingehalt der verwendeten Zelllysate wurde in einer 96-well-Platte nach der von
Bradford beschriebenen Methode bei einer Wellenlange von 630 nm bestimmt [150]. Zur
Quantifizierung diente eine Eichreihe mit bekannter BSA-Konzentration in 1 N NaOH

(Kernlysate) bzw. in H,O (Cytosole, Gesamtlysate).

2.11 SDS-PAGE und Western Blot
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen (SDS-PAGE) wurden, in Abhangigkeit vom
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins, mit 7,5 — 12,5%-igen Polyacrylamid-
gelen in einer Minigelapparatur zur vertikalen PAGE (BioRad, Minchen) bei einer
Stromstarke von 15 mA pro Gel durchgefiihrt. Bei den applizierten Proben handelte es
sich, je nach Fragestellung, um Kernlysate, postnukledre Uberstande oder um mit RIPA-
Lysepuffer (60 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 0,1% SDS, 0,5% Natrium-Desoxy-
cholat, 1% Nonidet-P40, pH 7,8) gewonnene Gesamtlysate. Nach Abschluss der
Elektrophorese erfolgte der Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-
membran (Schleicher&Schiill, Dassel) mit einer Hoefer®SemiPhor™ Blotapparatur
(Amersham Biosciences, Freiburg) fiir 2 h bei 4°C und 1,2 mA/cm?. AnschlieRend wurde
die Membran fur mindestens 1 h in 5%-iger Magermilchlésung in TTBS (50 mM Tris, 150
mM NaCl, 0,1% Tween-20, pH 7,5) blockiert und daraufhin mehrfach mit TTBS gesplilt,
bevor der entsprechende Primarantikbrper, verdinnt in TTBS, appliziert wurde. Die
Inkubation der Membran mit dem Primarantikérper erfolgte entweder fir 2 h bei Raum-
temperatur oder tiber Nacht bei 4°C.
Folgende Primarantikdrper wurden in den angegebenen Verdinnungen verwendet:
Ziege-anti-Kaninchen VCAM-1 (Pineda, Berlin); 1:100
Kaninchen-anti-Human GI-GPx Antiserum (GBF, Braunschweig; [151]); 1:5000
Ziege-anti-Human NF-kB-p65 sc-109-G (Santa Cruz Biotechnology, USA); 1:200
Ziege-anti-Human NF-kB-p50 sc-1191 (Santa Cruz Biotechnology, USA); 1:1000
Kaninchen-anti-Human Nrf2 sc-722 (Santa Cruz Biotechnology, USA); 1:500
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Nach erneutem Waschen mit TTBS wurden die Membranen mit dem erforderlichen
Peroxidase-konjugierten Sekundarantikbrper in TTBS fir 1 h bei Raumtemperatur
behandelt.
Folgende Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper wurden in den angegebenen
Verdinnungen verwendet:
Huhn-anti-Ziege-lgG-POD (Chemicon, Hofheim); 1:50.000
Ziege-anti-Kaninchen-lgG-POD (Chemicon, Hofheim); 1:50.000
Die Visualisierung der Immunreaktion mittels Chemolumineszenz erfolgte nach
gleichmaRiger Uberschichtung der Membran mit Supersignal West Dura (Perbio, Bonn)

an einem Fuji LAS1000-CCD-Kamerasystem.

2.12 [*?P]-in vivo Labeling

ECV304-Zellen wurden nach 3-tagiger Kultivierung in 25 cm? Zellkulturflaschen (Aussaat:
0,5 x 10° Zellen) zunéchst fiir 1 h in phosphatfreiem Medium und anschlieBend fiir weitere
4 h in phosphatfreiem Medium mit [**P]-Orthophosphat (100 uCi/ml; Hartmann Analytic,
Braunschweig) inkubiert und danach fir 30 min mit IL-1 (1 ng/ml) stimuliert. Nach
Abschluss der Stimulation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieRend fur 15
min auf Eis in je 0,5 ml RIPA-Lysepuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 0,1%
SDS, 0,5% Natrium-Desoxycholat, 1% Nonidet-P40, pH 7,8) lysiert. Das durch
Zentrifugation (15 min, 20.800 g, 4°C) gewonnene Lysat wurde zur Immunprazipitation
der NF-kxB-Untereinheit p65 eingesetzt. Hierflir wurde die Proteinkonzentration bestimmt
und jeweils 500 ug Protein fir 2 h bei 4°C mit 0,4 ug Antikérper (Ziege-anti-Human sc-
109-G; Santa Cruz, USA) inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl Protein-G-Sepharoselésung
(Amersham Biosciences, Freiburg) wurde die Inkubation bei 4°C (ber Nacht fortgesetzt.
Die Immunprazipitate wurden flinfmal mit RIPA-Lysepuffer und einmal mit 50 mM Tris, 50
mM NaCl, pH 7,4 gewaschen und anschlieRend durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Gele
wurden getrocknet und markierte Proteine mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Als
Kontrolle wurden zusatzlich Proben ohne Zugabe von Radioaktivitdt identisch

aufgearbeitet und die Expression von p65 mittels Western Blot bestimmt.

2.13 Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

Die fur EMSA-Experimente eingesetzten Kernlysate wurden wie unter 2.9 beschrieben
gewonnen. Die Hybridisierung der verwendeten Oligonukleotide (siehe Tabelle 5) erfolgte
durch 5-minltige Erhitzung von aquimolaren Mengen der komplementaren einzelstrangi-
gen Oligonukleotide auf 98°C und anschlieRende Abklhlung auf 4°C (0,01°C pro min).
Jeweils 2,5 pmol des doppelstrangigen Oligonukleotids wurden mit 10 U T4-
Polynukleotidkinase (NEB, Frankfurt) und 30 WCi [y-*P]-ATP (Hartmann Analytic,
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Braunschweig) fiir 45 min bei 37°C radioaktiv markiert und (iberschiissiges [y->*P]-ATP
mittels Gelfiltration Uber eine Probe QuantTM G-50 Mikro-Saule (Millipore, Eschborn)
entfernt. Die DNA-Bindungsreaktionen wurden mit je 5 ug Kernprotein, 3 pug (SMC,
ECV304) bzw. 1 ug (HepG2) Poly(dl-dC) (Amersham Biosciences, Freiburg) und 50 fmol
des markierten Oligonukleotids in 15 mM Hepes, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10% (w/v)
Glycerol in einem Gesamtvolumen von 10 pl fir 30 min bei Raumtemperatur durchgefihrt.
Die Elektrophorese der Proben erfolgte mit nativen 4%-igen Polyacrylamidgelen in 0,25 x
TBE bei einer Spannung von 200 V. AnschlieRend wurden die Gele getrocknet und Uber
Nacht bei -80°C autoradiographiert.

Um die Spezifitat der Bindungsreaktionen zu Uberprifen, wurden ausgewahlte Proben
zuséatzlich mit einem 100-fachen Uberschuss an nicht-radioaktivem Oligonukleotid
versehen. Supershiftreaktionen wurden mit je 1 ug eines spezifischen Antikérpers
(Kaninchen-anti-Human NF-xB-p65 sc-109, Kaninchen-anti-Human NF-kB-p50 sc-114,
Kaninchen-anti-Human Nrf2 sc-722; alle bezogen von Santa Cruz Biotechnology, USA),
welcher entweder 15 min vor oder wahrend der Bindungsreaktion mit dem Kernlysat

inkubiert wurde, durchgefiihrt.

Tabelle 5. EMSA-Oligonukleotide

Oligonukleotid Sequenz 5-3’
NF-xB fwd aat tca caa aga ggg act ttc ccc tac atc cat tg
NF-xB rev caa tgg atg tag gga aag tcc ctc ttt gtg aat t
HO-ARE fwd gga att ctg ttt tcg ctg agt cat ggt c
HO-ARE rev gaa cca tga ctc agc gaa aac aga atc ¢
GI-ARE-1 fwd gaa ttc aga ccc gcc cct aca gac aa
GI-ARE-1 rev ttg tac atg tga gag ggc agg gtc tga att cc
GI-ARE-2 fwd gga att ctg ttt tgc taa gtc atc ctg ggg a
GI-ARE-2 rev tcc cca gga tga ctt agc aaa aac aga att cc

2.14 MTT-Test

Die Proliferationsraten der untersuchten Zelllinien wurde mit Hilfe des MTT-Tests
verglichen. Dieser beruht auf einer von endogen vorkommenden mitochondrialen
Dehydrogenasen katalysierten Umsetzung des wasserldslichen Tetrazoliumsalzes MTT (=
Thiazolylblau) zu einer unldslichen Formazanverbindung. Die photometrisch ermittelte
Menge dieses Formazans dient als Mal} fir die zum Zeitpunkt der Messung vorhandene
Menge an vitalen Zellen. Fur die Durchfiihrung eines MTT-Tests wurden die Zellen in 96-
well-Platten, ausgehend von einer sehr niedrigen Zellzahl, kultiviert und die Proliferation in
12-stiindigen Abstanden Uber einen Zeitraum von flnf Tagen verfolgt. Vor der Messung
wurden zu jedem Ansatz 20 pyl MTT-Losung (5 mg/ml in PBS; Sigma, Taufkirchen)
pipettiert und die Platte fir 40 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nachfolgend wurde
das Medium abgeschlagen und die Zellen fir 10 min in je 100 pl Lysepuffer (95%
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Isopropanol, 5% Ameisensaure) durch intensives Ritteln aufgeschlossen. Abschliel3end

erfolgte die Messung der Absorption bei 550 nm (Referenzwellenlange: 690 nm).

2.15 Enzymaktivitaten
2.15.1 GPx-Aktivitaten im Gesamtlysat
Die GPx-Aktivitat wurde mit Hilfe eines Glutathionreduktase-gekoppelten Tests nach [152]

bestimmt. Diesem Test liegen folgende Reaktionsgleichungen zugrunde:

ROOH + 2 GSH [ GSSG + ROH + H,0O (Reaktion der Glutathionperoxidasen)
NADPH + H" + GSSG [0 2 GSH + NADP" (Reaktion der Glutathionreduktase)

Die zu untersuchenden Zellen wurden fiir vier Tage in 175 cm? groRen Zellkulturflaschen
kultiviert und anschlieend durch Trypsinieren geerntet. Das gewonnene Zellpellet wurde
in Homogenisationspuffer (100 mM Tris, 300 mM KCI, 0,1% Triton X-100, pH 7,6)
resuspendiert und mittels Ultraschallbehandlung lysiert. Das durch Zentrifugation
gewonnene klare Lysat wurde nach Erfassung des Proteingehaltes zur Messung der
Enzymaktivitaten eingesetzt. Hierfir wurden 100 pl des Lysates mit 890 pl Testmix,
bestehend aus 100 mM Tris, 5 mM EDTA, 1 mM NaN;, 3 mM GSH, 0,1 mM NADPH,
0,1% Triton X-100 und 600 mU Glutathionreduktase (Sigma, Taufkirchen), bei einem pH
von 7,6 fir 10 min bei 37°C inkubiert.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 yM Substrat (H,O, zur Bestimmung der
Gesamt-GPx-Aktivitdt, Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOOH) zur Bestimmung der
PHGPx-Aktivitat) gestartet. Die Umsetzung von NADPH wurde fur 5 min bei 340 nm
aufgezeichnet und diente zur Berechung der Enzymaktivitat in mU/mg Protein nach dem
Lambert-Beerschen Gesetz (gnappH): 6,3 mM‘1cm'1). Das verwendete PCOOH wurde aus

Phosphatidylcholin nach der Methode von Ursini et al. hergestellt [16].

2.15.2 PHGPx-Aktivitat im Kernlysat

Die Bestimmung der PHGPx-Aktivitat im Kernlysat erfolgte im Prinzip wie unter 2.15.1
beschrieben, allerdings mussten die Kernlysate zuvor mittels Gelfiltration entsalzt werden.
Hierfir wurden die Kernlysate fur 10 min bei 4°C mit einem Volumenanteil
Solubilisierungspuffer (0,2 M Tris, 0,2 M B-Mercaptoethanol, pH 7,5) inkubiert und
anschlieend, zur Entfernung niedermolekularer Bestandteile, fir 30 min bei 105.000 g
und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf zuvor mit Equilibrierungspuffer (0,01 M
Tris, 0,15 M NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100, pH 7,5) vorbehandelte NAP-5-Saulen
(Amersham Biosciences, Freiburg) gegeben und fir 2 min bei 600 g und 4°C zentrifugiert.

Dieser Vorgang wurde mit einer weiteren NAP-5-Saule wiederholt, das gewonnene Filtrat
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mit Equilibrierungspuffer auf ein Volumen von 600 pl eingestellt und die Enzymaktivitat

wie unter 2.15.1 gemessen.

2.15.3 Hamoxygenaseaktivitat
Der Test zur Erfassung der Hamoxygenaseaktivitat beruht auf deren Fahigkeit, ihr

Substrat Ham gemal der folgenden Reaktion zu Biliverdin umzusetzen:
Ham + Fe** + 1% O, + NADPH + H* — Biliverdin + Fe** + CO + NADP*

Biliverdin wird dann in Gegenwart von Biliverdinreduktase zu Bilirubin konvertiert.

Die Gewinnung der fur die Messung bendétigten Zelllysate erfolgte wie bereits fur die GPx-
Bestimmung beschrieben (siehe 2.15.1), mit dem Unterschied, dass sich der zur
Homogenisation verwendete Puffer (HO-1-Puffer) aus 100 mM Kaliumphosphat, 2 mM
MgCl,, pH 7,4 zusammensetzte. Die gewonnenen Lysate wurden ohne vorheriges
Einfrieren noch am selben Tag vermessen, da infolge eines zwischenzeitlichen
Einfrierens der Proben ein vollstandiger Aktivitatsverlust der HO-1 zu verzeichnen war.
Zur Messung wurden 200 ul Zelllysat mit 800 ul Testmix, bestehend aus HO-1-Puffer mit
zusatzlich 2 mM Glucose-6-Phosphat, 0,8 mM NADPH, 0,25 U Glucose-6-Phos-
phatdehydrogenase (alle von Sigma, Taufkirchen) und 1 mg Rattenlebercytosol (als
Lieferant der Biliverdinreduktase), in einem Reaktionsgefall gemischt und die Reaktion
durch Zugabe von 5 pl Hamin (5 mM in 10 mM NaOH; Sigma) gestartet. Nach Ablauf
einer 1-stlindigen Inkubationsphase bei 37°C in einem abgedunkelten Wasserbad wurde
die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Chloroform gestoppt. Nach Zentrifugation (2 min,
20.800 g, 4°C) wurde die Absorption bei 464 nm (Absorptionsmaximum von Bilirubin) und
530 nm (Referenzwellenlange) bestimmt und die Hamoxygenaseaktivitdt als pmol
entstandenes Bilirubin pro Stunde pro mg Protein mit Hilfe des Lambert-Beerschen

Gesetzes berechnet (ggijuin: 40 mMM'cm™)

2.16 Glutathionbestimmung

Die Probenaufarbeitung zur Bestimmung des Gehaltes an zellularem Gesamtglutathion,
d.h. der Summe aus reduziertem Glutathion (GSH) und oxidiertem Glutathion (GSSG),
wurde nach [153] durchgefihrt. Hierflir wurden die entsprechenden Zellen fir vier Tage in
175 cm? groRBen Zellkulturflaschen kultiviert, durch Trypsinieren geerntet und in PBS
aufgenommen. Die erhaltene Zellsuspension wurde vor der weiteren Verarbeitung in zwei
Fraktionen (25% fur die Bestimmung von Gesamtglutathion und 75% fur die Bestimmung
von GSSG) aufgeteilt. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Ultraschallbehandlung in
eiskaltem Homogenisationspuffer (50 mM Tris, 1 mM EDTA, 0,5% Triton X-100, pH 7,4),

welcher fur den Teil der Probe, der fir die Bestimmung von GSSG verwendet wurde,
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noch frisch mit 25 mM N-Ethylmaleimid (NEM; Sigma, Taufkirchen) versetzt wurde. Nach
Zentrifugation (2 min, 10.000 g, 4°C) wurde ein Aliquot fir die Proteinbestimmung
abgenommen und das verbleibende Lysat einer 30-minltigen Proteinfallung mit
Perchlorsaure (1 M finale Konzentration) auf Eis unterzogen. Prazipitiertes Protein wurde
durch Zentrifugation (10 min, 10.000 g, 4°C) abgetrennt und der Uberstand mit 0,6 M
MOPS, 4 M KOH neutralisiert. Durch erneute Zentrifugation (10 min, 10.000 g, 4°C)
wurde ausgefallenes KCIO, entfernt. Uberschiissiges NEM wurde durch 4-malige
Extraktion mit wassergesattigtem Ethylacetat entfernt, die Proben abschlieRend mit
Stickstoff begast und bis zur Messung bei -80°C gelagert.

Die Glutathionbestimmung erfolgte nach der Methode von Akerboom und Sies [153]
mittels eines kinetischen Glutathionreduktase-gekoppelten Ellmann-Tests, der darauf
basiert, dass GSH die 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB, Ellmann’s Reagenz) zu
dem gelben Farbstoff Thionitrobenzoat reduziert. Das bei der Reaktion entstehende
GSSG wird von der Glutathionreduktase in Gegenwart von NADPH reduziert, wodurch
eine kontinuierliche Reduktion des DTNB aufrechterhalten wird, die photometrisch durch
einen stetigen Anstieg der Extinktion bei 412 nm messbar ist. Die Geschwindigkeit der
Reaktion ist abhangig von der GSH- bzw. GSSG-Konzentration und von der Menge an
Glutathionreduktase.

Fir die Messung wurden je 50 ul Probe mit 835 ul Puffer (100 mM Kaliumphosphat, 1 mM
EDTA, pH 7,0), 100 pyl DTNB-L6ésung (1 mM in 0,5% NaHCO3) und 15 pyl NADPH (10,2
mM in 0,5% NaHCOQO;) in eine Kuvette gegeben und die Reaktion durch Zugabe von 8 pl
einer Glutathionreduktaselésung (19,4 U/ml in 0,5% NaHCO;) gestartet. Zur
Quantifizierung wurden, nach Ablauf von 4 min, 10 pl einer 50 yM GSSG-L6sung, welche
als interner Standard diente, zugegeben und die Reaktion fiir weitere 2 min verfolgt. Die
Menge an GSH wurde durch Subtraktion der zweifachen molaren Menge an GSSG vom

Gesamtglutathiongehalt ermittelt.

2.17 Bestimmung von gemischten Disulfiden

Unter gemischten Disulfiden (GSSR) versteht man Proteine, welche an ihren
Thiolgruppen glutathionyliert sind. Die Quantifizierung dieser Verbindungen geschah im
Wesentlichen nach der von Brigelius et al. [154] beschriebenen Methode. Die
Probengewinnung erfolgte bis zur Stufe der Proteinfallung wie unter 2.16, allerdings
wurde flr die weitere Aufarbeitung nicht der Uberstand, sondern das durch Zentrifugation
gewonnene Proteinpellet verwendet. Zur Abspaltung der proteingebundenen Glutathion-
reste wurden die Proteinpellets mit 650 ul einer 0,1 M Tris-HCI-Lésung, pH 7,4 in
Gegenwart von 0,5% NaBHj fiir die Dauer von 30 min bei 40°C reduziert. Uberschiissiges

NaBH,; wurde durch Neutralisierung mit HCIO, und nachfolgender Zentrifugation (100.000
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g, 15 min, 4°C) entfernt. Der GSH-Gehalt der gewonnenen Uberstande wurde wie unter
2.16 bestimmt.

2.18 Erfassung des zelluldren Thiolstatus

Die Erfassung des zellularen Thiolstatus erfolgte fluorographisch unter Verwendung von
Monobromobimane (MBrB) als Fluoreszenzfarbstoff. Hierflir wurden die Zellen flr vier
Tage in 48-well-Platten kultiviert, anschliefiend fir 5 h mit 5 mM des Reduktionsmittels
Tris(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP; Sigma, Taufkirchen) in Zellkulturmedium behandelt
und nach zweimaligem Waschen mit 1 x HBSS (Hank’s balanced salt solution; Biochrom,
Berlin) fir 40 min bei 37°C mit 100 uM MBrB (Invitrogen, Karlsruhe) in 1 x HBSS inkubiert.
Die Fluoreszenz wurde nach nochmaligem Waschen mit 1 x HBSS an einem Cytofluor Il
(Millipore, Eschborn) in 100 yl 1 x HBSS bei 390 nm Exzitation und 460 nm Emission
erfasst. Die erhaltenen arbitrdren Fluoreszenzeinheiten wurden auf 1 x 10° Zellen

normiert.

219 Statistik

Alle Experimente wurden, soweit nicht anders angegeben, mindestens dreimal
unabhangig voneinander durchgefiihrt und aus den Einzelwerten bzw. den Mittelwerten
eines einzelnen Versuches Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet.
Signifikanzen wurden mittels ungepaartem, zweiseitigem ¢-Test kalkuliert (Microsoft

Excel), wobei Unterschiede von p < 0,05 als signifikant angesehen wurden.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Identifizierung der GI-GPx als Ziel fiir Nrf2

Um nahere Einblicke in die Regulation der GI-GPx-Expression zu bekommen, wurde
zunachst der Promotor der GI-GPx analysiert. Von besonderem Interesse war eine
mdgliche Beteiligung des Nrf2/Keap1-Transkriptionsfaktorsystemes. Von Nrf2-Knockout-
Mausen ist bekannt, dass diese eine verminderte GI-GPx-mRNA-Expression aufweisen
[112, 113]. Da Nrf2 durch verschiedene, in der Nahrung vorkommende, Substanzen mit
potentiell anticancerogenen Eigenschaften aktiviert wird, schloss sich die Frage nach
einer moglichen Beeinflussung der GI-GPx-Expression durch diese Substanzen und der

daraus fur den Organismus resultierenden Folgen an.

3.1.1 Der GI-GPx-Promotor enthalt ein funktionales ARE

Die Sequenz des humanen GI-GPx-Promotors (Genbank Nr. AF199441) wurde mit Hilfe
des Computerprogrammes ,Matinspector” [147] hinsichtlich der mdglicherweise darin
vorhandenen Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Auffallend war das Vorhanden-
sein von zwei potentiellen ,antioxidant response elements® (ARE), bei welchen es sich um
Bindestellen flr den Transkriptionsfaktor Nrf2 handelt. Diese beiden Elemente befinden
sich in Position -442 bis -450 (GI-ARE-1) bzw. -133 bis -141 (GI-ARE-2). Sequenzver-
gleiche mit dem murinen GI-GPx-Promotor (Genbank Nr. U62658) ergaben, dass das Gl-
ARE-2, jedoch nicht das GI-ARE-1, auch in der Maus vorzufinden ist. Die Sequenz des
GI-ARE-1 weicht in einer Base von der publizierten ARE-Konsensussequenz ab [97],
wohingegen die Sequenz des GI-ARE-2 mit der Konsensussequenz zu 100% Uberein-
stimmt (siehe Abb. 5).

-2100 -442 -133  +1

Gl- Gl-
ARE-1 ARE-2

gccctetca \ / gctaagtca

Abb. 5. Skizze des GI-GPx-Promotors und Position der potentiellen AREs

Der humane GI-GPx-Promotor enthalt zwei mdgliche AREs. Die Zahlen markieren die Position der
Basen ausgehend vom ATG.

Darlber hinaus beinhalten beide AREs eine Bindestelle flir Transkriptionsfaktoren die der
AP-1-Familie (activator protein-1) angehdren. Im allgemeinen weisen AREs und AP-1-
Bindestellen eine sehr hohe Sequenzhomologie auf, jedoch ist die Sequenz des ARE
langer und erfordert das Vorhandensein von weiteren Nukleotiden. So ist beispielsweise
die Sequenz —gc- am 5’-Ende des ARE unerlasslich fur die Erkennung und Bindung von

Nrf2; flr Proteine der AP-1-Familie ist diese Sequenz jedoch irrelevant [97].
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Um zu entscheiden, ob es sich bei den beiden AREs um funktionale responsive Elemente
handelt, wurden Oligonukleotide synthetisiert, die entweder das GI-ARE-1, GI-ARE-2 oder
das ARE der murinen Hamoxygenase (HO-1) enthalten. Bei der Hdmoxygenase handelt
es sich um ein Gen, das nachweislich durch Nrf2 reguliert wird [155]. Um eine direkte
Interaktion von Nrf2 mit den im GI-GPx-Promotor lokalisierten AREs nachzuweisen,
wurden mit den verschiedenen Oligonukleotiden Gelshiftexperimente (EMSA) durchge-

fuhrt. Abb. 6 zeigt reprasentative Autoradiographien.

A
HO-ARE GI-ARE-1 GI-ARE-2
Ko tBHQ HO-ARE kB | Ko tBHQ ARE-1 xB |Ko tBHQ ARE-2 B
20uM 200pM x100 x100 20uM 200pM x100 x100 20uM 200pM x100 x100
‘ | ' ' ' i
' i l i 4 1 i
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
B C
GI-ARE-2 GI-ARE-2
Ko tBHQ anti-Nrf2 Ko SFN anti-Nrf2
ZOuM 200uM uM 15uM

MM RN

Abb. 6. tBHQ und SFN induzieren eine verstarkte Bindung von Nrf2 an das GI-ARE-2

HepG2-Zellen wurden flr drei Tage in serumhaltigem Medium kultiviert und anschlieffend in
serumfreiem Medium mit tBHQ (16 h; 20 bzw. 200 uyM) oder SFN (4 h; 5 bzw. 15 yM) stimuliert.
Die erhaltenen Kernlysate wurden fir EMSAs mit den Oligonukleotiden HO-ARE, GI-ARE-1 bzw.
GI-ARE-2 verwendet.

(A) Die radioaktiven Oligonukleotide HO-ARE (1-5), GI-ARE-1 (6-10) und GI-ARE-2 (11-15)
wurden mit HepG2-Kernextrakten inkubiert. Zur Kontrolle wurde in den Proben Nr. 4, 9 und 14 ein
100-facher Uberschuss des jeweiligen nicht-radioaktiven Oligonukleotids hinzugegeben. Die
Proben 5, 10 und 15 wurden mit einem 100-fachen Uberschuss eines unspezifischen NF-xB-
Oligonukleotids versetzt.

(B), (C) Das GI-ARE-2 wurde mit Kernextrakten aus tBHQ-stimulierten (B) bzw. SFN-stimulierten
(C) HepG2-Zellen inkubiert. Die direkte Bindung von Nrf2 wurde mittels eines Nrf2-Antikérpers
Uberprift (Spur Nr. 4).
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Als Proben dienten HepG2-Kernlysate von unstimulieten bzw. von mit tert-
Butylhydrochinon (tBHQ) oder Sulforaphan (SFN) stimulierten Zellen. Eine Stimulation der
Zellen mit tBHQ resultierte in einer verstarkten DNA-Bindung. Dies war sowohl bei dem
als Positivkontrolle verwendeten HO-ARE (Abb. 6A, 1-3) als auch beim GI-ARE-2 (Abb.
6A, 11-13; Abb. 6B, 1-3) zu beobachten, jedoch nicht bei dem GI-ARE-1 (Abb. 6A, 6-10).
Die Spezifitit der Bindung wurde durch einen 100-fachen Uberschuss an nicht-
radioaktivem spezifischen oder unspezifischen (NF-xB) Oligonukleotid Uberprift (Abb. 6A;
4, 5, 14, 15). Somit verhalt sich das GI-ARE-2 wie das als Positivkontrolle verwendete
HO-ARE, wohingegen an das GI-ARE-1 verschiedene Proteine unspezifisch binden
konnen. AulRer mit tBHQ, fiihrte eine Stimulation der Zellen mit SFN ebenfalls zu einer
verstarkten Bindung an das GI-ARE-2 (Abb. 6C, 1-3).

Zur weiteren Uberpriifung der Spezifitit wurden Supershiftreaktionen mit einem Nrf2-
Antikérper durchgefihrt. Die Verschiebung der an das Oligonukleotid gebundenen Nrf2-
Komplexe beweist die Bindung von Nrf2 an das GI-ARE-2 (Abb. 6B, 4; Abb. 6C, 4).

Die fur EMSA-Experimente eingesetzten Kernlysate wurden dartber hinaus mittels
Western Blot hinsichtlich ihrer nuklearen Lokalisation von Nrf2 untersucht. Wie in Abb. 7
zu erkennen ist, fuhrte sowohl tBHQ- als auch SFN-Vorbehandlung zu einer verstarkten
nukledren Akkumulation von Nrf2. Auffallend war das Vorhandensein von zwei
unterschiedlich groRen immunreaktiven Proteinen, deren beider Menge im Kern der mit
tBHQ oder SFN behandelten Proben anstieg. Ein solches Phanomen wurde speziell fur
das Nrf2 bereits von anderen Autoren berichtet. Als Erklarung wird eine Komplexbildung
zwischen Nrf2 und dem Aktincytoskelett diskutiert [156]. Im Cytosol war die groRere der

beiden Banden nicht nachweisbar (nicht gezeigt).

Ko tBHQ Ko SFN Abb. 7. Nukleare Translokation von
Nrf2 in Abhéngigkeit von tBHQ und
200 16 |JM SFN

HepG2-Zellen wurden fir drei Tage
- s €—Nrf2 (100 kDa) kultiviert und anschlieBend fur 16 h in
serumfreiem Medium in Gegenwart
von tBHQ (200 uM) oder SFN (15 uM)
inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen geerntet und Kernlysate ge-
wonnen. Dargestellt ist ein reprasen-

— w— €—Nrf2 (70 kDa) tativer Western Blot.

Um die Funktionalitat des GI-ARE-2 zu bestatigen, wurden die flir EMSAs eingesetzten
ARE-Oligonukleotide (HO-ARE, GI-ARE-1, GI-ARE-2) in den Reportergenvektor pGL3-

promoter kloniert und zusammen mit pcDNA3-mNrf2 oder leerem pcDNAS3 transient in
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HepG2-Zellen transfiziert. Wie in Abb. 8 zu sehen ist, wird von den beiden potentiellen
Nrf2-Bindestellen des GI-GPx-Promotors nur das GI-ARE-2 von Nrf2 aktiviert, da nur mit
diesem Fragment eine Induktion des Reportergens durch Cotransfektion mit pcDNA3-
mNrf2 zu beobachten war. Das GI-ARE-2 verhielt sich somit ahnlich zu dem als
Positivkontrolle verwendeten HO-ARE, wohingegen das GI-ARE-1 nicht durch Nrf2

reguliert werden konnte und deshalb von weiteren Experimenten ausgeschlossen wurde.

B pcDNA3 CINrf2

relative Luciferaseaktivitit
N

, .

HO-ARE GI-ARE-1 GI-ARE-2

Abb. 8. Aktivierung der im GI-GPx-Promotor vorhandenen AREs durch Nrf2

HepG2-Zellen wurden transient mit Reportergenkonstrukten, die die ,antioxidant responsive
elements“ (ARE) des GI-GPx-Promotors (GI-ARE-1, GI-ARE-2) oder des Hamoxygenase-
Promotors (HO-ARE) enthalten, bzw. mit dem leeren Reportergenplasmid pGL3-promoter in
Gegenwart des Expressionsplasmides pcDNA3-mNrf2 oder pcDNAS3 transfiziert. Die Ernte der
Zellen erfolgte 48 h nach Transfektion. Die relativen Luciferaseaktivititen wurden auf die
Reportergenaktivitat des leeren Plasmides pGL3-promoter bezogen und anschlieBend die Aktivitat
der jeweiligen mit pcDNAS3 cotransfizierten Ansatze auf 1 gesetzt. #p < 0,05 vs. pcDNAS3.

Die Erhéhung der Reportergenaktivitdt konnte ebenfalls von Nrf2-aktivierenden
Substanzen (tBHQ, SFN, CUR), zwar in geringerem Ausmal, aber dennoch signifikant,
erzielt werden (Abb. 9). Es kann also festgehalten werden, dass der Promotor der GI-GPx
zwei AREs enthalt, wovon GI-ARE-2 den Transkriptionsfaktor Nrf2 binden und durch Nrf2

selbst oder durch Nrf2-Induktoren aktiviert werden kann.
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M Kontrolle [OtBHQ LISFN HCUR

relative Luciferaseaktivitit
w
*

HO-ARE GI-ARE-2

Abb. 9. Aktivierung der im GI-GPx-Promotor vorhandenen AREs durch Nrf2-Induktoren

HepG2-Zellen wurden transient mit den Reportergenkonstrukten HO-ARE-pGL bzw. GI-ARE-2-
pGL transfiziert. Als Kontrolle diente das leere Reportergenplasmid pGL3-promoter. 24 h nach
Transfektion wurden die Zellen mit tBHQ (20 pyM), SFN (5 uM) oder CUR (25 pM) flir 24 h in
serumfreiem Medium stimuliert und anschlieend die relative Luciferaseaktivitat ermittelt und zur
jeweiligen relativen Luciferaseaktivitat des leeren Vektors ins Verhaltnis gesetzt. Die unstimulierten
Konstrukte (Kontrolle) wurden auf 1 normiert und alle anderen Werte im Verhaltnis hierzu
ausgedruckt. #p < 0,05 vs. Kontrolle.

3.1.2 Das GI-ARE-2 ist essentiell fiir die Aktivitat des GI-GPx-Promotors

Nachdem das GI-ARE-2 als ein transkriptional aktives ARE identifiziert wurde, sollte
nachfolgend getestet werden, ob dieses ARE auch im Kontext des gesamten GI-GPx-
Promotors von Relevanz ist. Ausgehend von der bekannten Promotorsequenz wurden
insgesamt sechs Deletionskonstrukte mittels PCR und anschlieRender Klonierung in den
Reportergenvektor pGL3-basic generiert (Dr. Z. Zhou, DIFE, Abt. BIM) und fiir Reporter-
genanalysen eingesetzt. Die Konstrukte Gl-prom-I bis -IV verfliigen noch Uber beide der
potentiellen AREs, wohingegen Konstrukte V und VI nur noch das GI-ARE-2 enthalten.
Zusatzlich wurde ein Promotorkonstrukt, welches eine zwei Basen umfassende Punkt-
mutation im Bereich des GI-ARE-2 tragt, generiert (Gl-prom-I-mut). Der Einfluss des
Nrf2/Keap1-Transkriptionsfaktorsystems auf die Promotoraktivitat wurde mittels Cotrans-
fektion des Nrf2-Expressionsplasmides pcDNA3-mNrf2 untersucht und ist in Abb. 10
zusammengefasst. Zunachst wurden Transfektionsexperimente nur in HepG2-Zellen
durchgeflihrt, da von dieser Zelllinie bekannt war, dass sie die GI-GPx auf hohem Niveau
exprimieren kann. Alle sechs Promotorkonstrukte wiesen im Vergleich zum leeren
Reportergenvektor pGL3-basic eine deutliche basale Promotoraktivitat auf, deren Héhe

zwischen den einzelnen Konstrukten schwankte und fiir das kiirzeste Konstrukt (Gl-prom-
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VI) am niedrigsten war. Die Ursache fur die unterschiedlich hohe basale Promotoraktivitat
der einzelnen Konstrukte ist nicht bekannt, jedoch lie3 sich die Aktivitat aller sechs
Promotorkonstrukte durch Cotransfektion von pcDNA3-mNrf2 deutlich steigern, wobei der
Faktor der Induktion fir das kirzeste Konstrukt (Gl-prom-VI) am héchsten war. Da alle
untersuchten Konstrukte das GI-ARE-2 enthielten, wurde dieser Bereich mutiert (Ande-
rung der Sequenz von: gctaagtca in attaagtca) und die Reportergenversuche mit dem
mutierten Konstrukt wiederholt. Eine derartige Mutation im Bereich des GI-ARE-2 flihrte
zu einem volligen Verlust der basalen und der durch Nrf2 induzierten Promotoraktivitat
(Abb. 10). Da durch die eingefiigte Mutation nur die Erkennungssequenz fiur Nrf2
verandert wurde, hingegen nicht die, fir das aulRerdem innerhalb der ARE-Region
liegende AP-1-Element, ist in der Tat von einer entscheidenden Funktion des Nrf2
auszugehen. Dies gilt sowohl fir die basale als auch fur die induzierbare
Promotoraktivitdt. Des Weiteren wurde durch die Mutation deutlich, dass das GI-ARE-1
das fehlende GI-ARE-2 nicht ersetzen kann, was die Frage nach der Funktion des Gl-

ARE-1 unbeantwortet |asst.

Gl-prom-l -2,111/+1 b_. 4 WPCDNA3 g 7

ONrf2

Gl-prom-II -1,589/+1 e — 23 g
Gl-prom-Iil -1,258/+1 e 3.0 z
Gl-prom-IV  -879/+1 M . 24 '§
Gl-prom-V  -302/+1  — M 4.0 %
Gl-prom-VI  -172/+1 Huc] B—is 93 £
Gl-prom-Il-mut ' 0.0

0 2 4 6 8 10 12 14

relative Luciferaseaktivitat

Abb. 10. Regulation der GI-GPx-Promotoraktivitidt durch Nrf2

HepG2-Zellen wurden transient mit den Promotorkonstrukten Gl-prom-l bis -VI bzw. mit dem
mutierten Promotor Gl-prom-I-mut in Gegenwart des Nrf2-Expressionsplasmides pcDNA3-mNrf2
transfiziert. Als Kontrolle diente das leere Expressionsplasmid pcDNAS3. 48 h nach der Transfektion
wurden die Zellen geerntet. Die relative Luciferaseaktivitdt des Konstruktes Gl-prom-I pcDNA3
wurde auf 1 gesetzt und alle anderen Werte im Verhaltnis hierzu ausgedriickt. Der Faktor der
Induktion durch Nrf2 wurde fir jedes Konstrukt berechnet und ist auf der rechten Seite dargestellt.
Die potentiellen AREs sind mit Vierecken angedeutet (flir Mutation: schwarzes Viereck). #p < 0,05
vs. pcDNAS.
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3.1.3 Die Aktivitat des GI-GPx-Promotors wird dosisabhéangig durch das
Nrf2/Keap1-System reguliert

Nachdem eine Beeinflussung der GI-GPx-Promotoraktivitdt durch Nrf2 gezeigt werden
konnte, wurde untersucht, ob auch Nrf2-aktivierende Substanzen den Promotor
stimulieren kénnen. Hierflr wurden die mit dem GI-GPx-Promotorfragment Nr. | (Gl-prom-
[) transfizierten Zellen mit tBHQ (20 uM), SFN (5 uM) oder CUR (25 uM) behandelt. Der
stimulatorische Effekt von tBHQ, SFN und CUR war im Vergleich zu einer direkten
Cotransfektion mit Nrf2 geringer ausgepragt, aber dennoch auf signifikantem Niveau
vorhanden.

Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2 erfordert dessen Dissoziation von Keap1,
welches das Nrf2 im Cytoplasma zurickhalt [157]. Demzufolge ist davon auszugehen,
dass ein Uberschuss an Keap1 eine Aktivierung des Nrf2 verhindert. Eine derartige
Wechselbeziehung zeigte sich auch fur die Promotoraktivitdt der GI-GPx. Eine
Cotransfektion von geringen Mengen an pcDNA3-mKeap1 senkte die basale
Promotoraktivitdt. Der Faktor der Stimulierbarkeit wurde hierdurch zwar erhoht, die

Aktivitat blieb jedoch generell unter der, die ohne Keap1 zu verzeichnen war (Abb. 11).
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Abb. 11. Regulation der GI-GPx-Promotoraktivitat durch Nrf2-Induktoren

HepG2-Zellen wurden transient mit dem langsten GI-GPx-Promotorkonstrukt Gl-prom-I sowie mit
10 ng pcDNA3-mKeap1 bzw. mit leerem pcDNAS3-Expressionsvektor transfiziert. 24 h nach der
Transfektion erfolgte eine Stimulation der Zellen mit tBHQ (20 uyM), SFN (5 uM) bzw. CUR (25 pM)
fur 24 h in serumfreiem Medium. Die relative Luciferaseaktivitdt des Ansatzes ohne Stimulation und
ohne pcDNA3-mKeap1 wurde auf 1 gesetzt. #p < 0,05 vs. Kontrolle.

Eine Cotransfektion des Promotorkonstruktes Gl-prom-lI mit pcDNA3-mNrf2 resultierte in
der bereits beschriebenen Erhéhung der Promotoraktivitat, etwa um den Faktor 7 (siehe

Abb. 10). Dieser Effekt konnte durch eine steigende Menge an cotransfiziertem pcDNA3-
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mKeap1 dosisabhangig unterdriickt werden (Abb. 12A). Umgekehrt liel® sich die basale
GI-GPx-Promotoraktivitat durch Uberexpression von Keap1 hemmen. Diese Hemmung
wiederum wurde durch gleichzeitige Uberexpression von Nrf2 dosisabhéngig unterbunden
(Abb. 12B).
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Abb. 12. Dosisabhangige Regulation des GI-GPx-Promotors durch Nrf2 und Keap1

Hemmung der Promotoraktivitat durch Keap1 (A) und Umkehrung des Keap1-Effektes mit Nrf2 (B):
HepG2-Zellen wurden transient mit dem Konstrukt Gl-prom-I sowie mit unterschiedlichen Mengen
an pcDNA3-mNrf2 bzw. pcDNA3-mKeap1 transfiziert und nach 48 h geerntet. Die pro Ansatz
transfizierte DNA-Menge wurde durch den leeren Vektor pcDNA3 auf ein einheitliches Niveau
gebracht. Die relative Luciferaseaktivitat der Ansatze ohne Nrf2 bzw. Keap1 wurde auf 1 gesetzt.
Der Versuch wurde zweimal mit je 3 Proben durchgefihrt.
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3.1.4 Regulation des GI-GPx-Promotors durch das Nrf2/Keap1-System in
CaCo-2-Zellen

Von HepG2-Zellen ist bekannt, dass sie relativ groRe Mengen an GI-GPx exprimieren.
Nachdem eine eindeutige Regulation des GI-GPx-Promotors durch das Nrf2/Keap1-
System fur HepG2-Zellen nachgewiesen werden konnte, war es von Interesse zu
untersuchen, ob eine solche Abhangigkeit von Nrf2 auf HepG2 beschrankt oder auch in
Zellen mit allgemein niedrigerer GI-GPx-Expression vorzufinden ist. Hierfur wurden einige
der bereits flir HepG2-Zellen beschriebenen Transfektionen mit CaCo-2-Zellen
durchgefiihrt. Wie in Abb. 13 zu sehen ist, wird der Promotor der GI-GPx in CaCo-2-
Zellen ebenfalls durch Nrf2 und Keap1 reguliert. Des Weiteren konnte die in HepG2-
Zellen gezeigte Stimulierung durch tBHQ, SFN und CUR in CaCo-2-Zellen in dhnlichem
Ausmal beobachtet werden.
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Abb. 13. Regulation der GI-GPx-Promotoraktivitidt in CaCo-2-Zellen

CaCo-2-Zellen wurden transient mit dem Konstrukt Gl-prom-I in Gegenwart von pcDNA3-mNrf2
oder pcDNA3-mKeap1 transfiziert. Als Kontrolle diente das leere Expressionsplasmid pcDNA3. 24
h nach Transfektion wurden die Zellen mit tBHQ (20 uM), SFN (5 pM) oder CUR (25 pM) fur 24 h
in serumfreiem Medium stimuliert. Die relative Luciferaseaktivitat des unstimulierten Konstruktes
(Kontrolle) wurde auf 1 gesetzt und alle anderen Werte im Verhaltnis hierzu ausgedriickt. #p < 0,05
vs. Kontrolle.

3.1.5 Induktion der endogenen GI-GPx durch Nrf2-Induktoren

Eine Induktion der Transkription ist nicht notwendigerweise auch mit einer erhdhten
Translation verbunden, insbesondere nicht, wenn wie im Fall von Selenoproteinen, die
Translation von anderen Faktoren, hier von der Verfligbarkeit von Selen, abhangt.

Deshalb war es essentiell, eine Induktion auch auf Proteinebene zu untersuchen.
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In HepG2-Zellen war weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene eine eindeutige Erhdhung
der endogenen GI-GPx durch tBHQ bzw. SFN zu beobachten (Abb. 14). Dies ist
wahrscheinlich auf das hohe Expressionsniveau der GI-GPx in diesen Zellen
zurlckzufiihren. Offensichtlich befand sich die Expression der GI-GPx in adaquat mit
Selen versorgten HepG2-Zellen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene bereits auf
einem maximalen Niveau, das durch exogene Stimuli nur unwesentlich erhéht werden
konnte (Abb. 14B). In selendefizienten HepG2-Zellen wird nur wenig GIl-GPx-Protein
exprimiert, doch auch hier war es nicht méglich, eine signifikante Steigerung der GI-GPx-
Menge durch SFN oder tBHQ zu erzielen (nicht gezeigt). Da wahrend eines
Selenmangels das nétige Selen fir die Protein-Neusynthese fehlt, sind diese Ergebnisse
nicht Gberraschend. Insgesamt scheint das in der Zellkultur verwendete Natriumselenit die

groliere Rolle bei der GI-GPx-Expression in HepG2-Zellen zu spielen.
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Abb. 14. GI-GPx-Expression in HepG2-Zellen in Abhédngigkeit von tBHQ und SFN

(A) GI-GPx mRNA-Expression in HepG2-Zellen: Selensupplementierte (50 nM) HepG2-Zellen
wurden fur 8 h in serumfreiem Medium in Gegenwart von Natriumselenit (50 nM) und tBHQ (20
MM) bzw. SFEN (5 uM) kultiviert, anschliefend die RNA isoliert, revers transkribiert und die cDNA
der GI-GPx mittels PCR amplifiziert. Als Referenzgen diente B-Actin. Die Auswertung erfolgte
densitometrisch. Das in der Abbildung dargestellte Gel ist reprasentativ flir zwei unabhangige
Versuche.

(B) GI-GPx Protein-Expression in HepG2-Zellen: Selensupplementierte (50 nM) HepG2-Zellen
wurden fur 48 h in serumfreiem Medium in Gegenwart von Natriumselenit (50 nM) und tBHQ (20
MM) bzw. SFN (5 pM) kultiviert und anschlieBend mit RIPA-Puffer lysiert. Die erhaltenen
Gesamtlysate wurden mittels Western Blot hinsichtlich ihres Gehaltes an GI-GPx untersucht.
Dargestellt ist ein reprasentativer Western Blot.
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Deshalb wurden die selben Versuche auch mit CaCo-2-Zellen durchgefiihrt, da diese
zwar GI-GPx exprimieren, jedoch auf weitaus geringerem Niveau als HepG2-Zellen.
Somit konnte eine Induktion durch Nrf2-Aktivatoren in dieser Zelllinie besser detektierbar
sein. Im Gegensatz zu den HepG2-Zellen war es hier moglich, die GI-GPx-Expression
durch tBHQ und SFN sowohl auf mRNA-Ebene (Abb. 15A) als auch auf Proteinebene
(Abb. 15B), zu steigern. GI-GPx-Protein konnte nur in selensupplementierten CaCo-2-
Zellen nachgewiesen werden. Hiermit wird deutlich, dass tBHQ und SFN tatsachlich in der
Lage sind, endogene GI-GPx zu induzieren. Weiterhin wird deutlich, dass die Effekte von
tBHQ und SFN von einer ausgewogenen Selenversorgung abhangen. Demzufolge wirken
tBHQ bzw. SFN mit dem vorhandenen Selen in einer synergistischen Weise, jedoch nur

so lange, wie die GI-GPx-Expression ihr maximales Level noch nicht erreicht hat.
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Abb. 15. Stimulation der GI-GPx-Expression in CaCo-2-Zellen durch tBHQ und SFN

(A) GI-GPx mRNA-Expression in CaCo-2-Zellen: Die Behandlung der Zellen erfolgte wie fir
HepG2-Zellen (Abb. 14A). Das in der Abbildung dargestellte Gel ist reprasentativ fir drei
unabhangige Versuche. #p < 0,05 vs. Kontrolle.

(B) GI-GPx Protein-Expression in CaCo-2-Zellen: Die Behandlung der Zellen erfolgte wie fir
HepG2-Zellen (Abb. 14B). Dargestellt ist ein reprasentativer Western Blot.
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3.2 Die PHGPx als Regulator redoxsensitiver Signalkaskaden

3.2.1 Charakterisierung von SMC und SMCPH¢P*

Die hier verwendeten PHGPx-Uiberexprimierenden glatten Muskelzellen (SMCPHCP)
wurden in Kooperation mit der Universitdt Kuopio (Finnland) mittels retroviraler
Transfektion generiert [82]. Ziel war es, ein Modell zu schaffen, mit dem eine mdgliche
Beeinflussung redoxsensitiver atheroskleroserelevanter Signalkaskaden durch die PHGPx
unabhangig von anderen Glutathionperoxidasen untersucht werden kénnte. Um eine
Eignung der transfizierten Zelllinie festzustellen, wurde diese zunachst im direkten

Vergleich mit den Wildtyp-Zellen charakterisiert.

3.2.1.1 GPx-Aktivitaten

Die Gesamt-GPx-Aktivitat wurde mit H,O, als Substrat bestimmt, die Aktivitat der PHGPx
selektiv durch Verwendung von PCOOH als Substrat. Die gemessene Gesamt-GPx-
Aktivitat war in beiden Zelllinien vergleichbar und liel3 sich durch eine Selensupplemen-
tation deutlich steigern. Die Aktivitdt der PHGPXx lieR sich ebenfalls in allen Zellen durch

CPHePx grundsatzlich eine ca. 2 — 2,5-

Selensupplementation steigern, jedoch wiesen SM
fach hohere PHGPx-Aktivitdt als SMC auf (Abb. 16A). Diese Erhéhung der PHGPx-
Aktivitat war auch im Kernlysat sichtbar, allerdings nicht auf signifikantem Niveau (p <

CPHGPX

0,06) (Abb. 16B). Damit war sichergestellt, dass in selensupplementierten SM
Vergleich zu den selensupplementierten Kontrollzellen lediglich die PHGPx-Aktivitat

erhdht war und deshalb alle Effekte auf diese zurlickgefiihrt werden kénnen.

A B
50 30
— =
§ 40 # # ® SMC 2
2 [ O SMC + Se &
g, 301 O SMCPHGPx 8’20
5 | SMCPHGPX+ Se E
E R
T 20 =
= 2
2 ik
< # X
X 107 I o
o i I # O
o
0 , H_T_’_T_ 0 ‘ ‘
H,0, PCOOH SMC  SMCPHePx

Abb. 16. Gesamt-GPx- und PHGPx-Aktivititen in SMC und SMC"H¢P*

Enzymaktivitaten wurden in Gesamtlysaten (A) oder in Kernlysaten (B) von zuvor fir vier Tage
gewachsenen Zellen mit oder ohne (A) bzw. nur mit Selensupplementation (100 nM) (B) erfasst.
Als Substrat fir die Gesamt-GPx-Aktivitat diente H,O,; die Aktivitat der PHGPx wurde selektiv mit
PCOOH als Substrat bestimmt. # p < 0,05 vs. Zellen ohne Selen, + p < 0,05 vs. SMC.
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3.2.1.2 Proliferationsrate
Die Proliferationsrate der Zellen wurde mittels MTT-Test erfasst (Abb. 17). Insgesamt

wiesen SMC eine im Vergleich zu SMC™"®™ erhéhte Proliferationsrate auf.
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Abb. 17. Proliferationsrate von SMC und SMCPH¢P*

Identische Mengen an SMC bzw. SMCP"®™ wurden in 96-well-Platten kultiviert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurde die Zellmenge mittels MTT-Test erfasst. # p < 0,05 vs. SMC.

3.2.1.3 Glutathionstatus
SMC und SMCP"®™* wurden hinsichtlich ihres Gehaltes an GSH, GSSG und an
gemischten Disulfiden (GSSR) charakterisiert. Hierfur wurde der an Glutathionreduktase

CPHePx wiesen einen niedrigeren GSSG-, aber

gekoppelte Ellmann-Test durchgefiihrt. SM
einen hoheren GSH-Gehalt und somit ein hoheres Verhaltnis von GSH zu GSSG auf. Des

Weiteren war die Menge an GSSR leicht erhéht (Tabelle 6).

Tabelle 6. Glutathionstatus in SMC und SMCPH¢P*

GSH GSSG Verhaltnis GSH GSSR
zu GSSG
(nmol/mg (nmol/mg (nmol/mg
Protein) Protein) Protein)
SMC 8,74+ 1,10 0,16 £ 0,06 64,1 0,494 + 0,065
SmcPHerx 13,31 + 4,75 0,08 + 0,01 168,32 # 0,595 + 0,170

Die Zellen wurden fir vier Tage kultiviert und dabei mit 100 nM Natriumselenit supplementiert. Die
Menge an Gesamtglutathion, Glutathiondisulfid (GSSG) und gemischten Disulfiden (GSSR) wurde
mit Hilfe des an Glutathionreduktase gekoppelten Ellmann-Tests bestimmt. Die Menge an GSH
ergab sich durch Subtraktion von 2 x GSSG vom Gesamtglutathion. # p < 0,05 vs. SMC.
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3.2.1.4 Thiolstatus

Die leichte Erhéhung des Gehaltes an gemischten Disulfiden war Uberraschend. Deshalb
wurde der Gesamt-Thiolstatus der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Monobromobi-
mane (MBrB) erfasst. Tatsachlich war der Gehalt an verfligbaren Proteinthiolen in
SMCPHeP* gegeniiber den SMC reduziert (Abb. 18). Durch Vorbehandlung der Zellen mit
dem Reduktionsmittel TCEP konnte der Proteinthiolgehalt von SMC™°" jedoch fast auf
das Niveau der SMC angehoben werden. Dies zeigt klar, dass in den PHGPx-lberexpri-

mierenden Zellen Proteinthiole oxidiert sind.
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Abb. 18. Intrazellulirer Oxidationsstatus von SMC und SMCPHePx

Die zelluldren Proteinthiole wurden in fur vier Tage mit 100 nM Natriumselenit kultivierten Zellen
nach 5-stindiger Vorinkubation mit oder ohne TCEP (5 mM) fluorographisch unter Zuhilfenahme
des Fluoreszenzfarbstoffes MBrB (100 pM) erfasst. Zur Quantifizierung wurden die gemessenen
arbitraren Fluoreszenzintensitaten auf 1 x 10° Zellen normiert. # p < 0,01 vs. Zellen ohne TCEP-
Vorbehandlung.

3.2.2 VCAM-1-Expression in Kaninchen-SMC

3.2.2.1 Isolierung und Sequenzierung der VCAM-1 cDNA

Als atheroskleroserelevanter Prozess wurde die Expression von VCAM-1 ausgewahlt. Da
die hier verwendeten Zellen Kaninchenzellen waren, musste zunachst das VCAM-1 dieser
Spezies sequenziert werden.

Die Isolierung der VCAM-1 cDNA aus SMC erfolgte mit Hilfe der RACE-Methode und
wurde separat fir die 5- und fir die 3'-gelegene cDNA Region durchgefiihrt. Die
erhaltenen Sequenzen wurden unter der Genbanknummer AY212510 verdffentlicht. Die
5-RACE ergab ein PCR-Produkt mit einer Lange von 1615 bp. Bei der 3‘-RACE wurden
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zwei unterschiedlich lange PCR-Produkte detektiert (1795 bp und 1525 bp; Abb. 19), was
schlussfolgern lasst, dass es mindestens zwei unterschiedliche VCAM-1 cDNAs mit einer
Gesamtlange von 3140 bp bzw. 3410 bp gibt.

Sequenzvergleiche mit der bereits bekannten humanen VCAM-1 cDNA (Genbanknummer
X53051) ergaben, dass die codierende Region des kirzeren der beiden identifizierten
RACE-Produkte die gleiche Lange wie die codierende Region der humanen cDNA
aufweist und zu deren Sequenz zu 80% identisch ist. Dies entspricht einer Lange von 739
Aminosauren und einer etwa 85%-igen Ubereinstimmung. Fir das humane VCAM-1
wurde eine Struktur, bestehend aus sieben extrazellularen Immunglobulindomanen, einer
Transmembrandoméne und einem kurzen cytosolischen Teil, beschrieben [119]. Aufgrund
der hohen Homologie zwischen humaner und Kaninchen-Sequenz ist von einem sehr
ahnlichen Aufbau des Kaninchen-VCAM-1-Proteins auszugehen. Die langere der beiden
detektierten cDNAs enthalt eine 270 bp lange Sequenz zwischen Basenpaar 2201 und
2202 der kurzeren cDNA, d.h. zwischen der postulierten siebenten Immunglobulindomane
und der Transmembranregion. Die mdgliche Existenz einer solchen zusatzlichen achten
Immunglobulindomane wurde fir das Kaninchen-VCAM-1 bereits 1991 von Cybulsky et

al. [119] erwahnt, der Nachweis eines derartigen Proteins wurde bisher jedoch nicht

erbracht.
bp 5 RACE 3 RACE Abb. 19. Kaninchen VCAM-1 cDNA
Ausgehend von der aus Kaninchen-SMC
1 ; ’ isolierten Gesamt-RNA wurden 5'- und
2000 ¢ s i 3'-RACE-Experimente durchgefuhrt. Fir
1500 v - * S meees «<—| die PCR-Reaktionen wurden jeweils

zwei Proben verwendet. Mit der 5-RACE
wurde ein 1615 bp langes Fragment
isoliert; die 3-RACE ergab zwei
unterschiedlich lange Fragmente (oberer
Pfeil: 1795 bp; unterer Pfeil: 1525 bp)

3.2.2.2 IL-1-induzierte VCAM-1-Expression in SMC und SMCPHePx

(i) mRNA:

Zunachst wurde die VCAM-1 mRNA-Expression in unstimulierten Zellen in Abhangigkeit
vom zellularen Selenstatus mittels Real Time PCR untersucht. Eine Selensupplemen-
tation blieb in Wildtyp-SMC ohne Einfluss, resultierte jedoch in SMCPH®™ in einer
Reduktion der VCAM-1 mRNA-Menge (Abb. 20). Somit kann davon ausgegangen
werden, dass keines der anderen in der Zelle vorkommenden Selenoproteine einen
nennenswerten Einfluss auf die VCAM-1-Expression austbt. Andernfalls ware in den
selensupplementierten Wildtyp-Zellen ein Effekt zu beobachten gewesen. Die infolge

einer Selensupplementation beobachtete Reduktion der VCAM-1 mRNA-Menge in
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SMCP"eP* korrelierte mit der gesteigerten PHGPx-Aktivitdt in diesen Zellen. Deshalb
wurden alle nachfolgenden Untersuchungen in selensupplementierten Zellen durchge-
fuhrt. Eine Stimulation der Zellen mit IL-1 bewirkte einen Anstieg der VCAM-1 mRNA
sowohl in SMC als auch in SMCP"®™, Der Faktor der Induktion war in SMC™""* deutlich
hoéher als in SMC, jedoch erreichten die Absolutwerte niemals die in den Wildtyp-Zellen
vorgefundenen RNA-Mengen (Abb. 20B).
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Abb. 20. VCAM-1 mRNA in SMC und SMCPHeP*

(A) Basale VCAM-1 mRNA-Expression in Abhangigkeit von der Selenversorgung: Aus vier Tage in
An- oder Abwesenheit von 100 nM Natriumselenit kultivierten Zellen wurde die mRNA revers
transkribiert und fir Real Time PCR zum Nachweis von VCAM-1 verwendet. Als Kontrollgen diente
GAPDH. Die Auswertung erfolgte nach der komparativen Methode, wobei SMC ohne
Selensupplementation als Kalibrator dienten. # p < 0,01 vs. SMC + Selen und vs. SMC™"®* ohne
Selen.

(B) VCAM-1 mRNA-Expression in Abhangigkeit von IL-1: Die Zellen wurden fur vier Tage mit 100
nM Natriumselenit kultiviert. Anschlief’end erfolgte eine 24-stiindige Inkubation in serumfreiem
Medium bevor die Zellen fir 4 h mit IL-1 (1 ng/ml) stimuliert wurden. Weiter wurde vorgegangen
wie in (A). SMC ohne IL-1 dienten als Kalibrator. # p < 0,01 vs. Zellen ohne IL-1.

(i) Protein:

Erste Untersuchungen zur VCAM-1-Proteinexpression erfolgten mittels Durchflusscyto-
metrie. Als primarer Antikorper diente der VCAM-1-Antikorper Rb1/9, dessen Tauglichkeit
an Kaninchen-Gewebe bereits demonstriert wurde [149]. Wahrend der Messung wurden
jeweils 10.000 Zellen erfasst, deren Fluoreszenz anhand des mit Fluorescein markierten
Sekundarantikérpers bei einer Wellenlange von 530 nm ermittelt wurde. Als Referenz
dienten Zellen, die keiner Antikorperbehandlung unterzogen wurden. In Abb. 21 sind
CPHGPX

reprasentative Kurvenverlaufe dargestellt. Wildtyp-SMC wiesen im Vergleich zu SM

eine deutlich héhere VCAM-1-Expression, sowohl im unstimulierten als auch im mit [L-1
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stimulierten Zustand, auf. In beiden Zelllinien konnte die VCAM-1-Expression durch 24-

stindige Vorbehandlung der Zellen mit IL-1 (1 ng/ml) erhéht werden.
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Abb. 21. Durchflusscytometrische Analyse der IL-1-induzierten VCAM-1-Expression in SMC
und SMC™"e™

Die Zellen wurden fir drei Tage in Gegenwart von 100 nM Natriumselenit kultiviert und
anschlieBend fur 24 h ohne (A) oder mit (B) IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem Medium stimuliert. Die
Antikdrperbehandlung sowie die anschlieBende Fixierung der Zellen erfolgten wie unter 2.8
beschrieben. Insgesamt wurden zwei unabhangige Experimente durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt

reprasentative Kurvenverlaufe.

Um die genaue zellulare Lokalisation von VCAM-1 zu ermitteln, wurde der selbe VCAM-1-
Antikorper auch fur die immuncytochemische Detektion von VCAM-1 verwendet. Hierfur
wurden die entsprechenden Zellen auf Objekttragern kultiviert und far 24 h mit IL-1 (1
ng/ml) stimuliert. Abb. 22 zeigt reprasentative mikroskopische Aufnahmen. Anhand der
Braunfarbung ist zu sehen, dass VCAM-1 ausschliellich auf der Zelloberflache exprimiert
wird. Die Verteilung des Proteins auf der Oberflache ist keineswegs homogen, sondern
lasst Bereiche mit unterschiedlich starker Expression erkennen. Wie sich bereits in den
Ergebnissen der Durchflusscytometrie angedeutet hat, wiesen SMC eine deutlich hdhere
VCAM-1-Expression als SMCP"®™ auf. Diese Expression konnte durch Vorbehandlung
mit IL-1 nochmals gesteigert werden. Wie schon auf mRNA-Ebene war in SMC™"™* der
IL-1-Effekt ebenfalls deutlich erkennbar, jedoch erreichte die VCAM-1-Expression niemals

das in SMC beobachtete Niveau.
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Abb. 22. Inmuncytochemischer Nachweis der IL-1-induzierten VCAM-1-Expression auf SMC
und SMC™eP

SMC und SMC""®™* wurden fiir vier Tage in selensupplementiertem (100 nM) Medium auf
Objekttragern kultiviert, anschlieRend fur 24 h in serumfreiem Medium (mit 100 nM Selenit)
inkubiert und nachfolgend fir 24 h mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem Medium (mit 100 nM Selenit)
stimuliert. Der Nachweis von VCAM-1 erfolgte nach vorheriger Fixierung der Zellen in Methanol
und ist anhand der Braunfarbung zu erkennen. Dargestellt sind reprasentative mikroskopische
Aufnahmen.

Da weder Durchflusscytometrie noch Immuncytochemie eine Aussage Uber das
Molekulargewicht des untersuchten Proteins zulassen, wurde die VCAM-1-Expression
zusatzlich im Western Blot untersucht. Als Antikérper wurde hierfir der Ziege-anti-
Kaninchen-VCAM-1-Antikorper (Pineda, Berlin) verwendet, da der Antikérper Rb1/9 fir
die Detektion von denaturiertem Protein nicht geeignet war. Auch mit diesem Ansatz

konnte die Hemmung der VCAM-1-Expression durch PHGPx bestatigt werden (Abb. 23).

118

82

VCAM-1
s il w A R €

SMC SMCPHGPx Abb. 23. VCAM-1-Expression in

- N - L SMC und SMC"°™: Western Blot
kDa e Je 70 ug Protein aus Gesamtlysaten
i L : von fur 24 h mit IL-1 (1 ng/ml) in se-

rumfreiem Medium stimulierten Zellen
wurde mittels Western Blot auf die
Expression von VCAM-1 untersucht.
Dargestellt ist ein reprasentativer
Western Blot.
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Das im Western Blot detektierte Protein wies allerdings ein Molekulargewicht auf, welches
hoéher als das fur VCAM-1 errechnete Molekulargewicht von 82 kDa war. Bei auf der
Zelloberflache lokalisierten Proteinen ist eine posttranslationale Proteinmodifikation durch
Glycosylierung weit verbreitet. Auch fir VCAM-1 geht man von einer derartigen
Proteinmodifikation aus. Um dies nachzuweisen, wurden die fiur Western Blots
eingesetzten Zelllysate zusatzlich mit einer N-Glycosidase (PNGase F) behandelt. Diese
Vorbehandlung der Proben bewirkte eine Verringerung des Molekulargewichtes des im
Western Blot detektierten Proteins auf das errechnete Molekulargewicht von 82 kDa (Abb.
24). Des Weiteren resultierte eine derartige Behandlung im Vorhandensein von nur einer
Proteinbande, was vermuten lasst, dass die zuvor erwahnte VCAM-1-Variante mit acht

Immunglobulindomanen nicht oder nur in sehr geringem Ausmaf in Kaninchen-SMC

vorkommt.
SMC SMCPHGPX
- + - + - + - + PNGase F
_ _ + + - - + + IL-1
kDa
118 glycosyliert
o L )
82 e e — <
deglycosyliert

Abb. 24. Nachweis von glycosyliertem VCAM-1

Je 70 ug Protein aus Gesamtlysaten von fir 24 h mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem Medium
stimulierten oder unbehandelten Zellen wurde mittels Western Blot auf die Expression von VCAM-1
untersucht. Die Halfte der Proben wurde zuvor tiber Nacht mit 0,5 U PNGase F bei 37°C inkubiert.

3.2.3 Charakterisierung des Kaninchen-VCAM-1-Promotors

3.2.3.1 Isolierung des VCAM-1-Promotors mittels ,Genome Walking*

Die Sequenz des Kaninchen-VCAM-1-Promotors ist nicht bekannt, weshalb dieser mittels
»,Genome Walking® isoliert wurde. Das langste der erhaltenen Fragmente stammt aus dem
Hinc II-Spaltansatz (siehe 2.5.2) und weist eine Lange von 1934 bp auf. Die Sequenz
wurde unter der Genbanknummer AY699272 verdffentlicht. Der Transkriptionsstart wurde
mittels 5’-RACE ermittelt und ist dem ATG um 107 bp vorgeschaltet. Die Sequenz des
erhaltenen DNA-Fragmentes wurde mit den bereits bekannten humanen und murinen
VCAM-1-Promotorsequenzen (Genbanknummern M92431 und L22301) verglichen und

weist zu diesen eine sehr hohe Ubereinstimmung, vor allem im Bereich zwischen -112
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und -350 bp, auf. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem
isolierten DNA-Fragment in der Tat um den VCAM-1-Promotor handelt.

Die Sequenz des Kaninchen-VCAM-1-Promotors wurde auf potentiell vorhandene
Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Die Analyse ergab eine Vielzahl mdglicher
Transkriptionsfaktoren. Von besonderem Interesse waren zwei Bindestellen fiir den
Transkriptionsfaktor NF-xB, welche sich in einem hochkonservierten Abschnitt des
Promotors befinden (Position -212 bis -162: 5-GGGTTTCCCTTGAAGGGATTTCCCTCC-
3’), und deren Existenz bereits flir die humane und die murine Promotorsequenz
beschrieben wurde [120, 128].

Ausgehend von dem 1934 bp langen Fragment wurden funf weitere Deletionskonstrukte

generiert. Von den insgesamt sechs zur Verfigung stehenden Promotorkonstrukten
besitzen die Konstrukte | — IV noch beide der potentiellen NF-xB-Bindestellen,

wohingegen Konstrukt V nur noch eine und Konstrukt VI keine NF-kB-Bindestelle enthalt
(Abb. 25).

1934 VCAM-1 Promotor .t : Luciferase -
- 1202 i ! Ml
- 562 i : 1 I
-212 —a0—— | IV
-182 »— | | V
-144 — Y

Abb. 25. Skizze des Kaninchen VCAM-1-Promotors

Das 1934 bp lange Fragment des VCAM-1-Promotors wurde mittels ,Genome Walking“ aus
Kaninchen-SMC isoliert und in den Reportergenvektor pGL3-basic kloniert. Ausgehend von
Konstrukt | wurden finf weitere Reportergenkonstrukte generiert. Die im VCAM-1-Promotor
enthaltenen potentiellen NF-kB-Bindestellen sind durch schwarze Rechtecke angedeutet. Die
Zahlen markieren die Position ausgehend vom ATG.

3.2.3.2 Untersuchung der IL-1-abhangigen VCAM-1-Promotoraktivitat

Die VCAM-1-Promotoraktivitat wurde in unstimulierten und in zuvor mit IL-1 stimulierten
Zellen verglichen (Abb. 26). Die Stimulationszeit von 3 h wurde in einer zuvor
durchgeflihrten Zeitreihe als optimal erkannt. Die Aktivitdt des VCAM-1-Promotors war
sowohl in SMC als auch in SMC""®™ durch IL-1 stimulierbar. Der IL-1-Effekt war jedoch
nur in den Konstrukten | — IV erkennbar. Weiterhin fiel auf, dass die Promotoraktivitat in
SMCPHeP* deutlich niedriger war als in SMC. Somit korrelierten die auf mRNA- und

Proteinebene gemachten Beobachtungen mit den Promotoraktivitaten.
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Abb. 26. VCAM-1-Promotoraktivitit in SMC und SMC""®"* in Abhingigkeit von IL-1

SMC und SMCP"®P* wurden transient mit den in Abb. 25 beschriebenen Konstrukten des VCAM-1-
Promotors transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde fir 3 h mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem
Medium stimuliert. Die relative Luciferaseaktivitat von Konstrukt | in SMC ohne IL-1-Behandlung
wurde auf 1 gesetzt und alle anderen darauf bezogen. # p < 0,05 vs. unstimulierte Probe, + p <
0,05 vs. respektive Wildtypzelle.

Die beschriebenen Reportergenuntersuchungen wurden auf’er in SMC auch in PHGPx-
Uberexprimierenden ECV304 durchgefiihrt, um zu Uberprifen, ob der PHGPx-Effekt auch
in einem anderen Zellsystem zu finden ist. Eine Inkubation mit IL-1 bewirkte auch in

diesem Zellsystem einen Anstieg der Promotoraktivitat (Abb. 27).
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Abb. 27. VCAM-1 Promotoraktivitit in ECVP°®"** und ECV""®™ in Abhingigkeit von IL-1

ECVP®™3 und ECVP"®P* wurden transient mit den in Abb. 25 dargestellten Konstrukten des
VCAM-1-Promotors transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde fir 3 h mit IL-1 (1 n%/ml) in
serumfreiem Medium stimuliert. Die relative Luciferaseaktivitat von Konstrukt | in ECVP®"° ohne
IL-1-Behandlung wurde auf 1 gesetzt und alle anderen darauf bezogen. # p < 0,05 vs. unstimulierte
Probe, + p < 005 vs. respektive Wildtypzelle.

relative Luciferaseaktivitit
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Wie schon in den SMC-Zellen war eine Stimulierbarkeit auch hier nur in den Konstrukten |
— IV zu finden. Eine weitere Parallele zwischen den beiden Zellsystemen war die im
Vergleich zu den jeweiligen Wildtypzellen deutlich niedrigere Promotoraktivitat in den
PHGPx-lberexprimierenden Zellen.

Um die Bedeutung der beiden im VCAM-1-Promotor vorhandenen NF-kB-responsiven
Elemente auf die basale und die induzierbare Promotoraktivitat zu ermitteln, wurden diese
im Konstrukt | mutiert. Hierfir wurde die Sequenz des 5'-gelegenen Elementes von
GGGTTTCCC in GAGTCTCGC und die des 3‘-gelegenen Elementes von GGGATTTCCC
in GAGATCTCGC geandert. Jegliche Mutation in der NF-xB-DNA-Bindestelle flihrte
sowohl in SMC als auch in ECV304 zu einem voélligen Verlust des IL-1-Effektes (Abb. 28).
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Abb. 28. Einfluss der NF-xB-Bindestellen auf die IL-1-induzierte VCAM-1-Promotoraktivitét in
SMC und ECV304

Ausgehend vom VCAM-1-Promotorkonstrukt | wurden entweder die 5’-gelegene, die 3’-gelegene
oder beide NF-kB-Bindestellen mutiert. SMC (A), SMC™"™ (B), ECV*™™ (C) und ECV""®™ (D)
wurden transient mit dem VCAM-1-Promotorkonstrukt | oder den mutierten Konstrukten 15'm, 13'm
oder 15°’3'm transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurde fir 3 h mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem
Medium stimuliert. Die relative Luciferaseaktivitat der jeweiligen Kontrollen wurde auf 1 gesetzt. # p
< 0,05 vs. unstimulierte Probe.
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Hieran wird deutlich, dass NF-xB flr die IL-1-induzierte VCAM-1-Expression erforderlich
ist. Nachfolgend sollte getestet werden, ob und auf welcher Stufe die PHGPx die NF-xB-

Aktivierungskaskade hemmen kann.

3.2.4 NF-xB-Aktivierung in SMC und ECV304
3.2.4.1 Nukleare Translokation von NF-xB

Die Menge der NF-kB-Untereinheiten p50 und p65 wurde im Kernlysat von unstimulierten
und von mit IL-1-stimulierten Zellen mittels Western Blot verglichen. In allen untersuchten
Proben war nach IL-1-Stimulation eine deutliche Steigerung von im Kern vorhandenen
NF-kB zu verzeichnen, jedoch waren keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und PHGPx-
Uberexprimierenden Zellen erkennbar (Abb. 29A: SMC; Abb. 29B: ECV). Somit scheint
die PHGPx den Transport in den Kern sowie vorangegangene cytosolische Prozesse
nicht zu beeinflussen. In SMC kann Uber den Gehalt an p50 keine Aussage getroffen

werden, da derzeit kein Antikdrper zur Detektion des Kaninchen-p50 zur Verfiigung steht.
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Abb. 29. Nukledre Translokation von NF-kB in Abhéngigkeit von IL-1

SMC, SMC"®P* (A) sowie ECVP™M3 und ECVPHC™ (B) wurden fiir 30 min mit IL-1 (0,5 ng/ml) in
serumfreiem Medium stimuliert. Die Menge an p65 und p50 im Kernlysat (je 30 ug Protein) wurde
mittels Western Blot bestimmt. Drei unabhangige Blots wurden densitometrisch ausgewertet. Die
Ergebnisse sind in den Balkendiagrammen dargestellt. #p < 0,05 vs. Kontrolle.
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3.2.4.2 NF-xB-DNA-Bindefahigkeit

Mit Hilfe von EMSA-Experimenten sollte die DNA-Bindefahigkeit von NF-xB in Wildtyp-
und in PHGPx-uberexprimierenden Zellen verglichen werden. Eine Vorbehandlung der
Zellen mit IL-1 fGhrte zu einer deutlichen Verstarkung der DNA-Bindung (Abb. 30). Dies
war sowohl nach 10- als auch nach 30-minltiger Stimulation feststellbar. Die DNA-

Bindung war in ECVFHeP*

im Vergleich zu den Wildtypzellen sichtbar vermindert. Dieser
Unterschied zwischen ECVP®3 und ECV""®™ war jedoch nur dann feststellbar, wenn die
eingesetzten Kernlysate ohne DTT hergestellt wurden. DTT reduziert eventuell modifiziert
vorliegende SH-Gruppen, die die DNA-Bindefahigkeit beeinflussen kénnen, und wirde so
eine Modifikation unsichtbar machen. Der PHGPx-Effekt war im SMC-Modell wesentlich

geringer ausgepragt.

A SMC SMCPHGPx
10 min 30 min 10 min 30 min L
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uuuuuu.“ IV
B EC\/PcDNA3 EC\/PHGPx
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Abb. 30. NF-xB-DNA-Bindung in Abhangigkeit von IL-1 in SMC und ECV304

SMC, SMC™"°™ (A) sowie ECVP®" und ECV"H™ (B) wurden mit steigenden Konzentrationen an
IL-1 fir 10 bzw. 30 min inkubiert. Die erhaltenen Kernlysate wurden fiir EMSAs mit einem DNA-
Oligonukleotid, welches die NF-kB-Konsensussequenz enthielt, eingesetzt. Die Ergebnisse sind
reprasentativ flir zwei unabhangige Experimente.
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Die Spezifitit der Bindung wurde mit Hilfe von Antikérpern gegen die NF-xB-
Untereinheiten p50 und p65 Uberprift. Mit Hilfe des p50-Antikorpers konnte, im
Gegensatz zu p65, keine deutliche Supershiftreaktion beobachtet werden. Dies ist
wahrscheinlich auf die Qualitat des Antikdrpers zurtickzufihren (Abb. 31). Des Weiteren
wurde die Spezifitdt der Bindung durch 100-fachen Uberschuss an nicht-radioaktivem

spezifischen oder unspezifischen Oligonukleotid bestatigt (nicht dargestellt).

A SMC SMCPHGPx
- IL-1 + IL-1 -1L-1 + IL-1
| _o-p50 o-p65 | _o-p50 o-p65 | _o-p50 o-p65 /| o-p50 o-p65
‘- [’
~ b - u - “
B EC\/PcDNA3 EC\/PHGPx
- 1L-1 +|L-1 - IL-1 +IL-1
/' o-p50 o-p65 ! o-p50 o-p65 [ o-p50 o-p65 /' o-p50 o-p65

Abb. 31. NF-xB-Supershift

Die Zellen wurden wie fiir Abb. 30 beschrieben behandelt. Vor Durchfiihrung der EMSAs wurden
die Kernlysate fir 15 min mit je 1 yg p50- oder p65-Antikérper inkubiert (mit o-p50 bzw. o-p65
bezeichnet).

3.2.4.3 Transaktivierungsaktivitat von NF-xB

Weder EMSA noch Western Blot lassen eine Aussage Uber die durch NF-kB regulierte
Genexpression zu. Deshalb wurde die Transaktivierungsaktivitat von NF-xB getestet. Das
bereits fur die EMSA-Experimente verwendete Oligonukleotid wurde in den Reportergen-
vektor tk-Luc kloniert und fiir Reportergenanalysen eingesetzt. Eine PHGPx-Uberexpres-
sion verminderte die NF-xB-Transaktivierungsaktivitat deutlich (Abb. 32). Dies zeigte sich
sowohl in SMC als auch in ECV-Zellen. In SMC und SMC""®™ |ag die basale Reporter-
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genaktivitat unterhalb der Nachweisgrenze und kann deswegen hier nicht angegeben

werden.
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Abb. 32. PHGPx-Uberexpression hemmt die Transaktivierungsaktivitiat von NF-xB

SMC, SMC™"®™ (A) sowie ECVP®M? und ECVH®™ (B) wurden transient mit dem NF-xB
Reporter%enkonstrukt kB-tk-Luc transfiziert und fur 10 h mit IL-1 (1 ng/ml) stimuliert. Da in SMC
und SMC""°"* die basale Reportergenaktivitit unterhalb der Nachweisgrenze lag, wurde der fir die
mit IL-1 stimulierten SMC erhaltene Wert auf 1 gesetzt und die SMC™"°™ hierauf bezogen. In ECV-
Zellen wurde die basale Reportergenaktivitat auf 1 gesetzt. #p < 0,05 vs. Kontrolle, +p < 0,05 vs.
Wildtyp.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass PHGPx die Transaktivierungsaktivitat von
NF-kB herabsetzt, dies aber nicht auf einer Verhinderung des Transportes in den Kern
basiert und auch nicht entscheidend durch eine Verminderung der DNA-Bindung
(zumindest nicht in SMC) bewirkt wird.

3.2.4.4 Phosphorylierung von p65

Von p65 ist bekannt, dass es an einigen Serinresten phosphoryliert werden kann und
dass eine solche Phosphorylierung die Aktivitat des Transkriptionsfaktors erhéht. Deshalb
wurde die NF-kB-Untereinheit p65 hinsichtlich ihres Phosphorylierungszustandes mittels
[*?P]-in vivo Labeling untersucht. Eine Stimulation mit IL-1 filhrte zu einer verstarkten
Phosphorylierung des p65, die in PHGPx-lberexprimierenden und in Wildtyp-Zellen gleich
war (Abb. 33). Daraus wird erkennbar, dass die verminderte NF-kB-DNA-Bindefahigkeit in
den PHGPx-Uberexprimierenden Zellen (Abb. 30) nicht auf einen niedrigeren Phosphory-

lierungsstatus zurtickzufiihren ist.
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Abb. 33. Einfluss der PHGPx auf den Phosphorylierungszustand der NF-xB-Untereinheit p65

ECVP®M3 und ECVP"™ wurden mit [*2P]-Orthophosphat (100 pCi/ml) markiert und anschlieend
fur 30 min mit IL-1 (1 ng/ml) stimuliert. Die NF-xB-Untereinheit p65 wurde immunpréazipitiert und
mittels SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert. Dargestellt sind eine reprasentative
Autoradiographie (A) sowie die densitometrische Auswertung von drei unabhangigen Experimen-
ten (B). #p < 0,05 vs. Kontrolle.

3.2.5 Nrf2-Aktivierung und Expression der Himoxygenase-1 in SMC und
SMCpHGPX

Nachdem eine Hemmung der NF-xB-Aktivitat als Folge einer erhéhten PHGPx-Aktivitat
gezeigt werden konnte (siehe Abb. 32), wurde nachfolgend untersucht, ob sich eine
PHGPx-Uberexpression auch auf die Aktivitit eines weiteren redoxsensitiven
Transkriptionsfaktors, fir dessen Regulation der zellulare Thiolstatus ebenfalls eine
entscheidende Rolle spielt, auswirken kann. Deshalb wurden die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors Nrf2 und die Expression der Nrf2-regulierten Hamoxygenase-1 (HO-
1) in SMC und SMC™™verglichen.

3.2.5.1 Transaktivierungsaktivitat von Nrf2

Um zu klaren, ob die Zellen unterschiedliche Nrf2- bzw. Keap1-Aktivitaten aufweisen,
wurden Reportergenassays mit dem im HO-1-Promotor vorkommenden ARE und dem
Expressionsplasmid pcDNA3-mNrf2 durchgefiihrt. Die HO-1 ist ein gut untersuchtes Nrf2-
abhangiges Gen. Nrf2 bindet an das HO-1-ARE und induziert so die Expression der HO-1
[158]. Sowohl in SMC als auch in SMC™®" f{ihrte Cotransfektion mit pcDNA3-mNrf2 zu
einer Steigerung der Reportergenaktivitat. Dieser Effekt war in SMCP"®P* deutlicher
ausgepragt (Abb. 34A). Das zeigt, dass Nrf2 mdglicherweise weniger durch Keap1 im

Cytosol zurlickgehalten werden kann.
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3.2.5.2 Hamoxygenaseaktivitat und —expression

Die Expression der Hamoxygenase-1 (HO-1) wurde sowohl auf mRNA- als auch auf
Enzymaktivititsebene untersucht. SMCP"®"™ zeigten im Vergleich zu SMC eine leicht
erhdohte HO-1-Expression, wobei die gemessenen HO-1 mRNA-Werte (siehe Abb. 34B)
mit denen der Enzymaktivitaten (SMC: 197 + 62; SMCPH¢P*: 250 + 100 pmol Bilirubin / h x
mg Protein) korrelierten. Dies zeigt, dass eine erhdhte Nrf2-Transaktivierungsaktivitat

auch in einer erhéhten Expression der Nrf2-abhangigen HO-1 resultiert.
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Abb. 34. Nrf2-Aktivitit und Expression der HO-1 mRNA in SMC und SMCF"¢P*

(A) Nrf2-Transaktivierungsaktivitait: SMC und SMC™™ wurden transient mit dem Reportergen-
konstrukt HO-ARE-pGL und den Expressionsplasmiden pcDNA3-mNrf2 oder pcDNAS3 transfiziert
und nach 24 h geerntet. Die Reportergenaktivitat der jeweiligen mit pcDNAS3 transfizierten Proben
wurde auf 1 gesetzt.

(B) HO-1 mRNA-Expression: RNA aus zuvor fur vier Tage kultivierten selensupplementierten (100
nM) Zellen wurde revers transkribiert und die cDNA der HO-1 mit human-spezifischen Primern, die
auch die Kaninchen-Sequenz erkennen, amplifiziert. Als Referenzgen diente GAPDH. Das in der
Abb. dargestellte Gel ist reprasentativ fir sechs unabhangige Versuche, deren Auswertung
densitometrisch erfolgte.

3.2.5.3 Regulation der VCAM-1-Expression durch Nrf2

Da sowohl eine erhdhte Nrf2- als auch HO-1-Aktivitat in den PHGPx-lberexprimierenden
Zellen feststellbar war, wurde getestet, ob das Nrf2/Keap1-System an der Regulation der
VCAM-1-Expression beteiligt ist und ob man die VCAM-1-Expression durch direkte
Aktivierung der HO-1 hemmen kann.

Die HO-1 kann direkt durch ihr Substrat Ham induziert werden. Deshalb wurde
untersucht, inwiefern sich eine Vorbehandlung der Zellen mit Hdm auf die endogene
VCAM-1-Expression auswirkt. In mit Hdm vorinkubierten Zellen war VCAM-1 tatsachlich
kaum noch nachzuweisen (Abb. 35). Dies ist ein starkes Indiz daflir, dass die HO-1 in die

Regulation der VCAM-1-Expression eingreift.
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Abb. 35. VCAM-1-Expression in
SMC mit und ohne Hamvorbe-
SMC SMC + Ham handlung

- + - + IL-1 SMC wurden fir drei Tage kultiviert,
anschlieBend fir 24 h mit Ham (10
118 - pMM) vorinkubiert und dann fir 24 h

sl \/CAM-1 mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem
e ﬂ(— Medium in Anwesenheit von H&m (10

kDa

MM) stimuliert. Je 60 pg Protein
wurden mittels Western Blot auf die
Expression von VCAM-1 untersucht.
Dargestellt ist ein reprasentativer
Western Blot.
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Auch war sowohl die basale VCAM-1-Promotoraktivitat als auch die Induzierbarkeit des
Promotors durch gleichzeitige Transfektion mit dem Nrf2-Expressionsplasmid pcDNA3-
mNrf2 unterdriickt. Cotransfektion mit pcDNA3-mKeap1 machte den Nrf2-Effekt teilweise
rickgangig. Demzufolge kann Nrf2 die basale und die IL-1-induzierte VCAM-1-
Promotoraktivitdt hemmen und hat somit eine ahnliche Auswirkung wie eine PHGPx-

Uberexpression.
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Abb. 36. Modulation der VCAM-1-Promotoraktivitat durch das Nrf2/Keap1-System

SMC wurden transient mit dem VCAM-1-Promotorkonstrukt | in Gegenwart der Expressionsplas-
mide pcDNAS3, pcDNA3-mNrf2 oder pcDNA3-mKeap1 transfiziert. 24 h nach der Transfektion
wurde fur 3 h mit IL-1 (1 ng/ml) in serumfreiem Medium stimuliert. Die relative Luciferaseaktivitat
der unstimulierten Probe mit pcDNA3 wurde auf 1 gesetzt und alle anderen darauf bezogen. # p <
0,05 vs. unstimulierte Probe. x): nur ein Experiment mit drei Proben durchgefiihrt.
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4 DISKUSSION

4.1 Die Regulation der GI-GPx-Expression durch das Nrf2/Keap1-System
Die GI-GPx wurde im Vergleich zu den Ubrigen Glutathionperoxidasen bislang nur wenig
analysiert. Vor allem uber die Regulation der Expression der GI-GPx ist bis dato kaum
etwas bekannt. Aufgrund ihres sehr speziellen Expressionsmusters ist von einem
komplizierten Regulationsmechanismus, der sich von dem der anderen Glutathionperoxi-
dasen unterscheidet, auszugehen. Der Promotor der humanen GI-GPx wurde von zwei
Arbeitsgruppen unabhéangig voneinander isoliert [159, 160]. Chu et al. berichteten vom
Vorhandensein eines potentiellen Retinsaure-responsiven Elementes und waren weiterhin
in der Lage, die Expression der GI-GPx auf mRNA-Ebene durch all-trans-Retinsaure in
MCF-7-Brustkrebszellen, jedoch nicht in HT29-Duodenumkrebszellen zu induzieren. Ob
das im Promotor lokalisierte Retinsaure-responsive Element fir diese Effekte verant-
wortlich war, wurde jedoch nicht untersucht [159].

Glutathionperoxidasen haben gemeinsam, dass sie die selbe Reaktion, namlich den
Abbau von Hydroperoxiden zu den entsprechenden Alkoholen, katalysieren. Jedoch ben
sie, auch bedingt durch ihre unterschiedliche Lokalisation und Substratspezifitat, sehr
unterschiedliche Funktionen aus [46, 47, 161]. Aufgrund dieser Diversitat ist nicht von
einem gemeinsamen transkriptionalen Regulationsmechanismus flr Glutathion-
peroxidasen auszugehen. Die Promotoren der einzelnen Glutathionperoxidasen weisen
keinerlei auffallige Parallelen auf. Der Promotor der cGPx, beispielsweise, verfugt als
einziger Uber zwei Sauerstoff-responsive Elemente (,0xygen response elements, ORE)
und lasst sich durch Erhéhung des Sauerstoffpartialdruckes aktivieren [162]. Oxidativer
Stress scheint jedoch nicht der einzige Regulator der cGPx zu sein. Die cGPx-
Promotoraktivitdt konnte in humanen osteogenen Sarkomzellen auch durch den
Tumorsuppressor p53 [163] und in Neutrophilen durch den Transkriptionsfaktor PU.1
[164] aktiviert werden. Die extrazellulare pGPx wird wahrscheinlich hinsichtlich des
Sauerstoffpartialdruckes im Vergleich zur cGPx entgegengesetzt reguliert. Der Promotor
der pGPx verfugt namlich Gber ein responsives Element, das spezifisch fir den Hypoxie-
induzierten Faktor (HIF-1) ist, und lasst sich unter hypoxischen Bedingungen aktivieren
[165]. Im Promotor der pGPx befindet sich auch ein potentielles ARE, allerdings wurde
dessen Funktionalitit bislang nicht untersucht [165]. Uber die Regulation der PHGPx ist
ebenfalls wenig bekannt. Das PHGPx-Gen enthalt acht Exons und zwei alternative
Promotoren und codiert flr drei verschiedene PHGPx-Varianten: die cytosolische, die
mitochondriale und die Spermienkern-PHGPx. Der Promotor, der die Expression der
cytosolischen und der mitochondrialen PHGPx reguliert, verfligt tGber ein funktionales NF-

Y-Element [166, 167] sowie Uber Erkennungssequenzen der Transkriptionsfaktoren
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SP1/SP3 und SMAD [167]. Das erste Intron enthalt einen alternativen Promotor mit
Bindestellen fir EGR1 und SREBP1 [168]. Dieser Promotor reguliert die Expression der
kernstandigen PHGPx [169].

Die Computeranalyse des humanen GI-GPx-Promotors mit dem Programm Matinspector
[147] identifizierte neben einer Vielzahl anderer Transkriptionsfaktorbindestellen zwei
mogliche Bindestellen fir den Transkriptionsfaktor Nrf2. Eines dieser beiden Elemente
(GI-ARE-2) stimmte mit der verdffentlichten ARE-Konsensussequenz [99] zu 100%
Uberein und ist spezieslUbergreifend konserviert. Das GI-ARE-2 wurde hier als
funktionales responsives Element charakterisiert, welches sowohl allein als auch im
Kontext des mehr als 2000 bp umfassenden GI-GPx-Promotors auf Nrf2 und auf die Nrf2-
aktivierenden Substanzen tBHQ, SFN und CUR ansprach (siehe Abb. 6 - 13). Alle Effekte
konnten durch Uberexpression von Keap1 unterdriickt werden (Abb. 11 — 13). Diese
Beobachtungen wurden sowohl in HepG2- als auch in CaCo-2-Zellen gemacht, so dass
von einer generellen Regulation des GI-GPx-Promotors durch das Nrf2/Keap1-System
ausgegangen werden kann. Eine Mutation innerhalb des GI-ARE-2 resultierte in einem
volligen Verlust der GI-GPx-Promotoraktivitat, woran deutlich wird, dass Nrf2 nicht nur
eine Rolle fir die Induzierbarkeit spielt, sondern auch fir die basale Promotoraktivitat der
GI-GPx unersetzbar ist. Aufgrund der beschriebenen drastischen Effekte wurde auf eine
Untersuchung von weiteren potentiellen Transkriptionsfaktoren verzichtet. Dennoch ist
davon auszugehen, dass Nrf2 sicherlich nicht der alleinige Regulator der GI-GPx-
Transkription ist. Da Nrf2 als ubiquitarer Transkriptionsfaktor beschrieben wird, lasst sich
mit diesem die gewebespezifische Expression der GI-GPx nicht erklaren und macht die
Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren wahrscheinlich.

Die hier beschriebenen Experimente wurden nur an humanen Zellen durchgefuhrt. Da das
responsive Element GI-ARE-2 jedoch auch in der GI-GPx-Promotorsequenz der Maus
vorzufinden ist, kann angenommen werden, dass die beobachteten Effekte nicht auf den
Menschen beschrankt, sondern spezieslbergreifend gultig sind. Um dies allerdings mit
Sicherheit sagen zu kénnen, missten die Promotorsequenzen weiterer Spezies analysiert
werden. Derzeit sind jedoch keine weiteren GI-GPx-Promotorsequenzen bekannt.

Die verwendeten Nrf2-aktivierenden Substanzen aktivierten nicht nur den isolierten GlI-
GPx-Promotor vor einem Reportergen, sondern induzierten auch die endogene GI-GPx.
Die Translation der GI-GPx-mRNA war hierbei abhangig vom Vorhandensein von Selenit
als Selenquelle fir die Selenoproteinsynthese. Die Verfligbarkeit von Selen ist bislang der
am besten untersuchte Regulator der Selenoproteinsynthese. Eine vermehrte Trans-
kription muss sich, bedingt durch den komplexen Mechanismus der Selenoprotein-
biosynthese, nicht unbedingt auf Proteinebene widerspiegeln. Wie bereits unter 1.1.2.2

geschildert, ist der Einbau von Selenocystein ein cotranslationaler Prozess (siehe Abb. 1),
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der das Vorhandensein der mit Selenocystein beladenen tRNAS® erfordert. Im Selen-
mangel wird die mRNA der Selenoproteine entsprechend ihrer hierarchischen Stellung
abgebaut. Was letztendlich die Stabilitdt der mRNA reguliert ist nicht genau bekannt,
moglicherweise ist es die Stabilitdt des Translationskomplexes, in dem als einzige
selenabhangige Komponente die mit Se-Cys beladene tRNA vorhanden ist. Auch spielt
die Sekundarstruktur in der UTR der mRNA eine entscheidende Rolle [48-50]. Eine
Erhéhung der mRNA-Konzentration macht bei limitiertem Selenangebot daher nur flr
Selenoproteine mit stabiler mRNA Sinn. Die GI-GPx ist in der Hierarchie der Seleno-
proteine sehr weit oben angesiedelt, was aus der Stabilitdt der mRNA, auch unter
Selenmangelbedingungen, deutlich wird [13, 49]. Eine Nrf2-Aktivierung flhrte im
Selenmangel weder in HepG2- noch in CaCo-2-Zellen zu einer vermehrten Expression
von GIl-GPx-Protein. Auch in selensupplementierten HepG2-Zellen, welche als Krebszel-
len GI-GPx auf vergleichsweise hohem Niveau exprimieren, konnte keine eindeutige
zusatzliche Erhdhung der endogenen GI-GPx durch tBHQ bzw. SFN gezeigt werden. Die
GI-GPx-Expression lief in solchen adaquat mit Selen versorgten Zellen wahrscheinlich
bereits auf maximalem Niveau (Abb. 14). In selensupplementierten CaCo-2-Zellen
dagegen, die GI-GPx auf vergleichsweise niedrigem Niveau exprimieren, war ein
deutlicher Anstieg der endogenen GI-GPx-Expression nach tBHQ- oder SFN-Behandlung
zu beobachten (Abb. 15). Es ist also moglich, eine anfanglich niedrige GI-GPx-Proteinex-
pression bei ausgewogener Selenversorgung durch Nrf2-aktivierende Substanzen zu

erhohen.

4.1.1 Konsequenzen einer Nrf2-abhangigen GI-GPx-Expression

Die GI-GPx ist nicht das erste durch Nrf2-Aktivatoren regulierte Selenoprotein. Fir die
Thioredoxinreduktase-1 konnte ebenfalls eine Induktion mit SFN sowohl auf
Promotorebene [170] als auch auf Proteinebene [171] gezeigt werden. Ein Nachweis fir
die direkte Beteiligung von Nrf2 wurde jedoch nicht erbracht. Die bislang identifizierten
Nrf2-Zielgene sind Phase-ll-Enzyme und gehoéren in die Gruppe der antioxidativen
und/oder detoxifizierenden Enzyme. Die natlrlich vorkommenden Nrf2-aktivierenden
Substanzen, wie z.B. SFN, CUR oder B-Naphtoflavon, wurden als chemopraventive
Substanzen beschrieben [97, 108]. Besonders fir das in Cruciferen (z.B. Broccoli,
Rosenkohl) vorkommende Isothiocyanat SFN, bei welchem es sich um ein
Hydrolyseprodukt des Glucosinolates Glucoraphanin  handelt, sind vielfaltige
gesundheitsférderliche Eigenschaften bekannt [172]. Zahlreiche Studien berichten von
einer inversen Korrelation zwischen dem Verzehr von Cruciferen und dem Risiko fir
verschiedene Krebserkrankungen, jedoch hauptsachlich fur Lungen-, Magen- sowie

Colon- und Rektumkrebs (Ubersicht in: [173]). Viele Nrf2-regulierte Enzyme werden
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aufgrund ihrer detoxifizierenden Eigenschaften als anticancerogen klassifiziert, was durch
die Tatsache, dass Nrf2-Knockout-Mause nach Behandlung mit BenzofaJpyren eine
erhohte Tumorinzidenz im Magen aufwiesen, untermauert wird [101]. Die Gruppe der
unbehandelten Nrf2-Knockout-Mause unterschied sich hinsichtlich des Auftretens von
spontanen Tumoren bis zum Ende der Untersuchung (Alter der Mause: 37 — 40 Wochen)
nicht von den Wildtypmausen. Nach Behandlung der Mause mit der chemopraventiven,
Nrf2-induzierenden Substanz Oltipraz war jedoch eine Verminderung der spontanen
Tumorinzidenz im Magen von Wildtypmausen, jedoch nicht in Nrf2-Knockout-Mausen zu
beobachten [101].

Die Konsequenzen einer erhdhten GI-GPx-Expression sind vielfaltig. In Frage kommen:

(i) Reduktion von ROOH:

Alle Glutathionperoxidasen reduzieren ROOH zu den entsprechenden Alkoholen und

verhindern so ROOH-vermittelte oxidative Schadigungen. Besonders im GIT kénnen von
einem UbermalR alimentarer oder von gastrointestinalen Mikroorganismen gebildeter
ROOH toxische Wirkungen auf die Zellen der Darmmukosa ausgehen und das Entstehen
verschiedener chronischer Erkrankungen (z.B. chronisch entzindliche Darmerkran-
kungen, Krebs) begunstigen. Membranlipide, aber auch Proteine und Nukleinsauren sind
anfallig gegenlber oxidativen Einflissen. Die bislang am besten untersuchte Funktion der
GI-GPx im Darm besteht in der Bildung einer physiologischen Barriere gegen die
Resorption von ROOH, vor allem von Lipid-ROOH. Wingler et al. beschrieben eine
selenabhangige Hemmung des Transportes von Lipidhydroperoxiden von der apikalen auf
die basolaterale Seite von polarisierten CaCo-2-Zellen. Diese Hemmung war auch unter
Selenmangelbedingungen, bei welchen die cGPx nicht mehr, die GI-GPx jedoch noch auf
geringem Niveau (20%) exprimiert wurde, nachweisbar [56]. Bei ausreichender
Selenversorgung wird die GI-GPx in dieser Funktion von den anderen Glutathionperoxi-
dasen, vor allem aber von der cGPx, unterstitzt. Erst das Ausschalten von sowohl cGPx
als auch GI-GPx in Doppelknockout-Mausen resultierte in sichtbaren Veranderungen im
GIT (z.B. Colitis), die mit einer Akkumulation von Lipid-ROOH einhergingen [64].

(ii) Beeinflussung der Apoptoserate:

Von der PHGPx und der cGPx ist bekannt, dass sie antiapoptotische Eigenschaften
besitzen [76, 77, 174]. Fir die GI-GPx liegen derartige Untersuchungen noch nicht vor.
Die cGPx/GI-GPx-Doppelknockout-Mause zeigten in den ilealen Krypten eine erhdhte
Apoptoserate [65]. Das gastrointestinale Epithel weist normalerweise ein ausgewogenes
Verhaltnis zwischen Proliferation und Apoptose auf. Eine erhdhte Apoptoserate im Falle

eines GI-GPx-Mangels wirde dieses Verhaltnis aus dem Gleichgewicht bringen, ebenso
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wie eine verminderte Apoptoserate. Die moglicherweise antiapoptotischen Eigenschaften
der GI-GPx waren antiinflammatorisch, aber eher nicht anticancerogen. Die Rolle der GI-
GPx in Entzindungsprozessen und wahrend der Cancerogenese wurde kurzlich in einem
Ubersichtsartikel erortert [62]. Hierin wurde der Schluss gezogen, dass die GI-GPx
wahrscheinlich nicht direkt in die Cancerogenese eingreift, sondern vorangehende
Entzindungsreaktionen hemmt, und somit einen eher indirekten Einfluss auf die
Cancerogenese nehmen koénnte. Auch hierfir fehlen experimentelle Daten, die dies
belegen kénnten. Ein solcher Zusammenhang erscheint vor dem Hintergrund, dass
chronische Entziindungen die Entstehung von Krebserkrankungen beglnstigen kdnnen
[175], jedoch denkbar.

(i) Hemmung von COX und LOX:
Glutathionperoxidasen hemmen die Aktivitdt von Cyclooxygenasen (COX) sowie von
Lipoxygenasen (LOX) [72, 176-178], da sowohl COX als auch LOX fir ihre Aktivitat einen

gewissen Hydroperoxidtonus bendtigen. Im Gegensatz zur konstitutiv exprimierten COX-1

handelt es sich bei COX-2 um ein induzierbares Enzym, dessen Expression in vielen
Fallen von Darm-, Magen- oder Brustkrebs stark erhoht ist [179]. Eine medikamentdse
Hemmung der COX-2-Aktivitat ist mit einer verminderten Tumorinzidenz verbunden. Dies
zeigte sich sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen [180]. Die Produkte der
Lipoxygenasen sind in proinflammatorische Kaskaden involviert. Da sie ungesattigte
Fettsauren zu den entsprechenden Hydroperoxy-Fettsauren oxidieren, geht man davon
aus, dass Lipoxygenasen an der Entstehung und Progression verschiedener Erkran-
kungen (z.B. Atherosklerose) beteiligt sind [181]. Welche der Glutathionperoxidasen der
Hauptregulator von COX bzw. LOX ist, ist nicht klar, es gibt jedoch Hinweise, dass die
PHGPx hierfur verantwortlich zu machen ist [73-75, 182]. Uber eine Beteiligung der Gl-
GPx an der Regulation von COX und LOX ist derzeit nichts bekannt. Es ist allerdings
wahrscheinlich, dass die GI-GPx ebenfalls Uber antiinflammatorische Eigenschaften
verfugt. Diese Indizien stammen aus Beobachtungen an cGPx/GI-GPx-Doppelknockout-
Mausen [64, 65]. Im Gegensatz zu cGPx- [183] oder GI-GPx-Knockout-Mausen [63],
welche beide keinen auffalligen Phanotyp besitzen, entwickeln die Doppelknockout-
Mause Colitis [64] sowie Tumoren in den unteren Darmabschnitten [65]. Diese Beobach-
tungen konnten jedoch nur dann gemacht werden, wenn der Gastrointestinaltrakt der
Mause normal mit Mikroorganismen besiedelt war.

Verschiedenen Berichten zufolge findet man in colorektalen Adenomen eine erhéhte Gl-
GPx-Expression [57-59], es ist jedoch unklar, ob dies nur zu beobachten ist, wenn dem
Auftreten des Tumors eine Entziindungsreaktion vorangegangen ist. Florian et al. konnten

zeigen, dass die Expression der GI-GPx vor allem in frihen Adenomen stark erhoéht ist.
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Hierbei war auffallig, dass die GI-GPx dort in sehr geordneten, membrangebundenen
Strukturen apikal vom Zellkern, aber nicht im Kern selbst, vorkam [57]. Die GI-GPx
colokalisierte mit dem exklusiv im endoplasmatischen Retikulum exprimierten Calnexin,
was andeutet, dass die GI-GPx an das endoplasmatische Retikulum assoziiert ist.
Weiterhin wurde dargelegt, dass die erhdhte GI-GPx-Expression in den frihen Adenomen
immer mit einer ebenfalls stark erhdhten Expression der COX-2 einherging [184].
Ahnliche Befunde zeigten sich bei chronisch entziindlichen Darmerkrankungen, wobei die
Hoéhe der GI-GPx-Expression hier mit dem Entziindungsgrad korrelierte. Eine derartige
Erhéhung der GI-GPx-Spiegel mit fortschreitender Entziindung wurde als protektiver
Mechanismus interpretiert [184]. Von Krebszellen weild man, dass diese einen erhtéhten
oxidativen Status aufweisen [185]. Aufgrund dieser Beobachtungen ware es denkbar,
dass die GI-GPx in den frihen Adenomen, bedingt durch den dort vorhandenen
oxidativen Status, als eine Art natlirliche Abwehr vermehrt exprimiert wird und versucht,
der Aktivitat der COX-2 entgegenzuwirken. Somit kdnnten die von einer erhdhten COX-2-
Expression resultierenden negativen Auswirkungen unterdriickt werden. Ein derartiger
kausaler Zusammenhang zwischen COX-2- und GI-GPx-Expression wurde bislang noch
nicht mit experimentellen Daten belegt, ist aber aufgrund der bereits bekannten COX-

hemmenden Eigenschaften der PHGPx denkbar.

4.2 Regulation atheroskleroserelevanter Prozesse durch die PHGPx

4.2.1 Modulation des zellularen Redoxstatus durch die PHGPx

Eine erhdhte Expression der ebenfalls als antioxidatives Enzym angesehenen PHGPXx
wird als gunstig betrachtet, da man allgemein davon ausgeht, dass die PHGPx aufgrund
der von ihr katalysierten Reaktionen in der Lage sei, Krankheiten, die mit oxidativem
Stress assoziiert sind, verhindern oder zumindest verzégern zu koénnen. In der
vorliegenden Arbeit ging es vorrangig um die Auswirkungen einer PHGPx-Uberexpression
auf atheroskleroserelevante Prozesse in glatten Muskelzellen. Die verwendeten Zellen
unterschieden sich in ihrer PHGPx-Aktivitat deutlich von den als Kontrolle verwendeten
Wildtypzellen (Abb. 16). Basierend auf ihrer Aktivitat ist von einer 2 — 2,5-fachen
Uberexpression der PHGPx auszugehen. Eine Erhdhung der PHGPx-Aktivitat war auch
im Kern sichtbar. Das zur Herstellung der stabil transfizierten SMCP"®™ verwendete
Plasmid [82] codiert fur die cytosolische Form der PHGPx. Demzufolge ware eine
nukledre Akkumulation der PHGPx nicht zu erwarten gewesen. Dennoch ist es denkbar,
dass die PHGPXx, bedingt durch ihr niedriges Molekulargewicht von 19 kDa, auch ohne
regulierten Transport in den Kern gelangen konnte. Ein derartiges Verhalten wurde bereits

fur die cGPx beschrieben [186]. Es ist also damit zu rechnen, dass die PHGPx ebenfalls
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in redoxregulierte nukleare Prozesse eingreifen kann, wie hier fir die NF-kxB-DNA-
Bindung gezeigt wurde.

Eine Erhéhung der PHGPx-Aktivitat resultierte bei den hier untersuchten Zellen in
Veranderungen des zellularen Glutathion- und Proteinthiolstatus (Tabelle 6, Abb. 18).
SMCPHeP* wiesen, bedingt durch einen verminderten Gehalt an GSSG, ein deutlich
erhohtes Verhaltnis von GSH zu GSSG auf, was zum Teil mit der GSSG-reduzierenden
Eigenschaft der PHGPx [187] erklart werden kann. Daneben ist denkbar, dass ein Teil
des zellularen GSSG zur Synthese von Glutathion-gemischten Disulfiden (GSSR) genutzt

CPHEPX ebenfalls erhoht war. Die PHGPx kann reversibel

worden ist, deren Gehalt in SM
mit Proteinthiolen interagieren und diese modifizieren [46], was sich in einer verminderten
Markierbarkeit freier SH-Gruppen widerspiegelte (Abb. 18). Die PHGPx-lberexprimieren-
den Zellen wiesen im Vergleich zu den Wildtypzellen also einen erhéhten Oxidationssta-
tus, zumindest in Bezug auf die Markierbarkeit von Proteinthiolen, auf.

Die nachfolgend diskutierten Auswirkungen eines derartig modifizierten Redoxstatus auf
den Ablauf redoxsensitiver Signalkaskaden und die daraus resultierenden Anderungen im

Expressionsmuster waren vielfaltig und entsprachen nicht immer den Erwartungen.

4.2.2 Einfluss der PHGPx auf die Expression von zellularen
Adhasionsmolekiilen

(i) VCAM-1:

Die Uberexpression der PHGPx verminderte sowohl die basale als auch die IL-1-
induzierte Expression von VCAM-1 in Kaninchen SMC. VCAM-1 wurde ausgewahlt, weil
man dessen induzierter Expression eine Schlisselstellung in der Atherogenese zu-
schreibt.

Die hier verwendeten SMC stammen aus der abdominalen Aorta eines Kaninchens [142]
und existieren als etablierte Zelllinie. Kaninchen gelten als anerkannte Modelle zur
Untersuchung von Atherosklerose und deren Folgeerscheinungen, da es in Kaninchen, im
Gegensatz zu Maus oder Ratte, leicht moglich ist, Atherosklerose durch
hyperlipidamische Ernahrung zu induzieren. Die Nukleotidsequenz des Kaninchen-
VCAM-1 war zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht bekannt. Deshalb war es
notwendig, die Sequenz der VCAM-1 cDNA zu ermitteln, um, darauf basierend,
spezifische Antikorper synthetisieren zu kénnen. Die Sequenzierung der erhaltenen und
unter 3.2.2.1 beschriebenen cDNA-Fragmente schuf die Grundlage flr die nachfolgenden
Expressionsuntersuchungen auf mRNA- und Proteinebene. Des Weiteren wurde der
Promotor des Kaninchen-VCAM-1 isoliert und sequenziert und flr Promotorstudien in

einen Reportergenvektor kloniert.
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Die verminderte Expression von VCAM-1 in SMC""®"* sowohl auf mRNA-, Protein- und
Promotorebene (Abb. 21 — 26) legt die Vermutung nahe, dass eine erhdhte PHGPx-
Aktivitdt eine oder mehrere Signalkaskaden der fur die VCAM-1-Expression bendtigten
Transkriptionsfaktoren moduliert. Um sicherzugehen, dass die beobachteten Effekte
tatsachlich auf die Uberexprimierte PHGPx zurickzufiihren sind, wurden die
Promotorstudien au3erdem in einem anderen, in der Arbeitsgruppe etablierten, PHGPx-
Uberexprimierenden Zellmodell wiederholt. Bei den zu diesem Zweck verwendeten
ECV304-Zellen handelt es sich um Nierenepithelzellen, die, im Gegensatz zu den
retroviral transfizierten SMCFPHeP~
wurden. ECV304-Zellen exprimieren VCAM-1 nicht, dennoch war es mdglich, VCAM-1-

Promotoraktivitadten in Reportergenassays zu messen und die Promotoraktivitat, ahnlich

, stabil mit dem Dendrimer SuperFect® transfiziert

wie in SMC, durch das Cytokin IL-1 zu steigern. Wie in Abb. 27 zu sehen ist, zeigten die
PHGPx-liberexprimierenden Zellen (ECV""®™) eine im Vergleich zu den Wildtypzellen
deutlich verminderte Promotoraktivitdt. Der hemmende Einfluss der PHGPx auf die
VCAM-1-Promotoraktivitat war in ECV304 sogar deutlicher ausgepragt als in SMC. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass sowohl der Faktor der PHGPx-Uberexpression (Faktor
3,1 in ECV304, Faktor 2,2 in SMC) als auch die absolute, im Western Blot detektierbare
Menge PHGPx pro mg Protein in ECV304 groRer ist als in SMC. Ein weiterer Unterschied
zwischen SMCP"®™ und ECVP"™ besteht darin, dass bei der Herstellung der ECV"HeP
(D. Kupper, DIFE, Abt. BIM) ein Expressionsplasmid verwendet wurde, das die
codierende Sequenz und das erste Intron unter Kontrolle des CMV-Promotors enthielt.
Somit codiert das Plasmid sowohl fiir die cytosolische als auch fir die nukleare Form der
PHGPx, was damals aber noch nicht bekannt war. Demzufolge ist es denkbar, dass in
ECVPHCP* ein gréRerer Anteil der gebildeten PHGPx im Kern lokalisiert ist. Eine solche
nukledre Lokalisation der PHGPx in ECV™"®P konnte mittels Western Blot und PHGPx-
Enzymaktivitdtsmessungen bestatigt werden (Daten hier nicht gezeigt). Da die PHGPx in
beiden hier untersuchten Zelllinien in der Lage war, die VCAM-1-Promotoraktivitat zu
hemmen, ist zu vermuten, dass die beobachteten Effekte in der Tat auf die

Uberexprimierte PHGPx zuriickzufihren sind.

Es gibt mehrere Hinweise darauf, dass Selenoproteine die Expression von Adhasions-
molekilen hemmen kénnen. Beispielsweise zeigte sich in selendefizienten Endothelzellen
eine erhohte Fahigkeit zur Adhasion von Neutrophilen, jedoch wurde das verantwortliche
Selenoprotein nicht benannt [133]. Umgekehrt fand sich in Lungenzellen von mit
Ovalbumin behandelten Mausen nach Selensupplementation eine insgesamt verminderte
Expression von Adhasionsmolekilen [188]. Ahnlicherweise resultierte eine Supplemen-

tation von Endothelzellen mit Selen in einer verminderten Cytokin-induzierten Expression
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der Adhasionsmolekile VCAM-1, ICAM-1 und E-Selectin [123]. Eine potentielle Beteili-
gung von Glutathionperoxidasen an der Regulation von Adhasionsmolekilen wurde von
d’Alessio et al. aufgezeigt. Durch die synthetische Substanz BXT-51072, bei der es sich
um ein Glutathionperoxidasemimetikum handelt, konnte die Cytokin-induzierte Expression
von VCAM-1 und ICAM-1 in Endothelzellen unterdrickt werden [134].

Allgemein wird davon ausgegangen, dass die Adhasionsmolekulexpression durch einen
erhohten zellularen Oxidationsstatus beglnstigt wird. Der hier beobachtete Effekt der
PHGPx ware somit, zumindest teilweise, mit deren Fahigkeit, den zellularen
Hydroperoxidtonus zu senken, erklarbar und erscheint vor dem Hintergrund der Befunde
anderer Arbeitsgruppen einleuchtend. Aufgrund ihrer Eigenschaft, die Expression des
atheroskleroserelevanten VCAM-1 zu reduzieren und die von oxidierten LDL stimulierte
Zellproliferation zu verlangsamen [82], sind der PHGPx antiatherogene oder zumindest

atheroskleroseverzégernde Eigenschaften nachzusagen.

(i) ICAM-1:

Nachdem eine Beeinflussung der VCAM-1-Expression durch PHGPx gezeigt werden
konnte, wurde die Expression des interzelluldaren Adhasionsmolekiles (ICAM-1)
untersucht. Die Expression von ICAM-1 war in dem hier verwendeten Zellmodell durch
PHGPx-Uberexpression nicht zu beeinflussen (Daten hier nicht gezeigt), weshalb die
Untersuchungen diesbezlglich nicht weiter verfolgt wurden. Die gemachten
Beobachtungen deuten auf unterschiedliche Regulationsmechanismen fir VCAM-1 und
ICAM-1 hin. Im Gegensatz zu VCAM-1, dessen Expression auf den Bereich der
atherosklerotischen Lasionen und auf Bereiche, die fur die Entstehung von Lasionen
pradisponiert sind, beschrankt ist, findet man ICAM-1 auch in gesunden Regionen des
BlutgefaRes [189]. Eine unterschiedliche Regulation von VCAM-1 und ICAM-1 wurde
deshalb bereits von anderen Arbeitsgruppen vermutet [189]. Eine der oben zitierten
Arbeiten, die von einer selen- bzw. selenoproteinabhangigen Hemmung von sowohl
VCAM-1 als auch ICAM-1 berichtet [123], zeigte weiterhin, dass die beobachteten Effekte
fur VCAM-1 weitaus deutlicher ausgepragt waren als fur ICAM-1. Dies deutet an, dass die
Abhangigkeit der ICAM-1-Expression vom zellularen Redoxstatus im Vergleich zum

VCAM-1 weniger stringent ist.

4.2.3 PHGPx und die Aktivitat der redoxsensitiven Transkriptionsfaktoren
NF-xB und Nrf2

Der Promotor des Kaninchen-VCAM-1 wurde hinsichtlich der darin vorkommenden
potentiellen Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Wie bereits fir den humanen

[128] als auch fur den murinen [120] VCAM-1-Promotor beschrieben wurde, verflgt die
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Kaninchen-Sequenz ebenfalls Uber zwei NF-xB-Erkennungssequenzen, die sich in einem,
bei allen bisher untersuchten Spezies (Mensch, Maus, Kaninchen), konservierten
Abschnitt des Promotors befinden. Anhand der Reportergenaktivitaten der VCAM-1-
Promotor-Deletionskonstrukte wurde deutlich, dass die Induzierbarkeit der Promotorakti-
vitat durch IL-1 nur in den Konstrukten gegeben war, in welchen noch beide NF-kB-
Bindestellen vorhanden waren. Um die Relevanz des Transkriptionsfaktors NF-«xB flir die
IL-1-induzierte Aktivitdt des Kaninchen-VCAM-1-Promotors aufzuzeigen, wurden beide
NF-kB-Erkennungssequenzen unabhangig voneinander bzw. beide gleichzeitig durch
Austausch von drei Basen mutiert. Abb. 28 zeigt, dass jegliche Mutation in einer der bei-
den NF-xB-Stellen zu einem vollstandigen Verlust der Induzierbarkeit des Promotors
durch IL-1 fihrte. Hieran wird deutlich, dass, ahnlich wie bei Mensch und Maus, die
VCAM-1-Promotoraktivitdt des Kaninchens ebenfalls malRgeblich von der Aktivitdt des
Transkriptionsfaktors NF-kB abhangt.

Wie unter 1.2.1 dargelegt, handelt es sich bei NF-xB um einen redoxsensitiven
Transkriptionsfaktor dessen Aktivitat sich auf verschiedenen Ebenen regulieren lasst: (i)
auf Ebene der nukledren Translokation, (ii) auf Ebene der DNA-Bindung und (iii) auf
Ebene der Transaktivierung. Aufgrund dieses komplexen Regulationsmechanismus wurde
eine Modulierung der NF-xB-Aktivitat durch PHGPx auf diesen drei Ebenen untersucht.
Eine solche Vorgehensweise ist notwendig, da beispielsweise eine alleinige Messung der
nuklearen Translokation nichts Uber die tatsachliche Aktivitat des Transkriptionsfaktors,
welche unter anderem durch verschiedene posttranslationale Modifikationen beeinflusst
werden kann, aussagt. Zur Verifizierung wurden alle Experimente sowohl mit SMC als
auch mit ECV304-Zellen durchgefiihrt.

Eine Uberexpression der PHGPx hatte keinen Einfluss auf die nukledre Translokation der
NF-kB-Untereinheiten p65 und p50 (Abb. 29). Also ist eine Beeinflussung der IxB-
Degradation im Cytosol durch PHGPx auszuschlielen. In PHGPx-lberexprimierenden
ECV304-Zellen war nach IL-1-Stimulation eine deutlich verminderte DNA-Bindefahigkeit
im Vergleich zu den Wildtypzellen zu beobachten. In SMC™"™* zeigte sich dieser Effekt
ebenfalls, jedoch war er hier geringer ausgepragt. Fur das unterschiedliche Ausmal’ der
Inhibierung der DNA-Bindung ist wahrscheinlich die Tatsache, dass ECV""°"* die PHGPx
auf hdherem Niveau (iberexprimieren als SMC""®™ und diese zudem vorrangig im
Nukleus vorzufinden ist, verantwortlich zu machen. Die hier beschriebene Hemmung der
DNA-Bindung konnte jedoch nur beobachtet werden, wenn die verwendeten Kernlysate
ohne Einsatz des Reduktionsmittels DTT hergestellt wurden. Alle herkdmmlichen
experimentellen Anweisungen zur Gewinnung von Kernlysaten sehen einen
Reduktionsschritt mit DTT vor. Hierdurch wirden jedoch alle die DNA-Bindung

beeinflussenden oxidativen Modifikationen von Proteinthiolen rickgangig gemacht
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werden. Anhand dieser Beobachtungen wird deutlich, dass die verminderte NF-xB-DNA-
Bindefahigkeit in den PHGPx-Uberexprimierenden Zellen auf eine Veranderung eines
oder mehrerer Thiole zurtickzufiihren ist. Es ist bekannt, dass flr die Bindung von NF-xB
an dessen Konsensussequenz bestimmte Cysteinreste des p50 in reduzierter Form
vorliegen muissen [85], und, dass eine Modifikation dieser Cysteine durch
Glutathionylierung [86] bzw. durch Oxidation oder Alkylierung [87] zu einer Unterdriickung
der DNA-Bindung fuhrt. Eine Hemmung der NF-xB-Aktivierung nach Cytokinstimulation
konnte bereits friiher in PHGPx-Ulberexprimierenden [81] bzw. cGPx-lberexprimierenden
[80] Zellen gezeigt werden. Weiterhin war die NF-xB-DNA-Bindung in T-Zellen durch
Behandlung mit Selenit zu hemmen. Allerdings kamen dabei sehr hohe Selendosen (7
MM) zum Einsatz, so dass als mdgliche Erklarung eine direkte Interaktion von
Selenverbindungen mit den SH-Gruppen des p50 in Betracht gezogen werden muss
[190]. Auch Makropoulos et al. zeigten eine dosisabhangige Unterdriickung der NF-xB-
DNA-Bindefahigkeit durch Selensupplementation. Im Gegensatz zu Kim et al. [190]
kamen hierbei aber deutlich geringere Selenmengen zum Einsatz (1 — 100 nM), was eine
Beteiligung von Selenoproteinen und nicht eine direkte Wirkung der Selenverbindungen
wahrscheinlich macht [191]. Umgekehrt resultierte ein Selenmangel in einer verstarkten
NF-kB-DNA-Bindung [192].

Wie bereits mehrfach erwahnt, verfugt die PHGPx Uber thiolmodifizierende Eigenschaften.
Es wéare demnach denkbar, dass die durch PHGPx-Uberexpression erzielte Hemmung
der NF-xB-DNA-Bindung aus einer Modifikation an Thiolen, z.B. von p50, resultiert.
Hierbei erscheinen sowohl eine Glutathionylierung des p50, bedingt durch das in Tabelle
6 gezeigte erhdhte Vorkommen an Glutathion-gemischten Disulfiden (GSSR), als auch
eine direkte Vernetzung von PHGPx mit p50 mdglich.

Die deutlichste Hemmung der NF-xB-Aktivitdt durch PHGPx war auf Ebene der Transakti-
vierung zu messen (Abb. 32). Die zuvor beschriebene Hemmung der DNA-Bindefahigkeit
kann wegen der deutlich verminderten Transaktivierungsaktivitat in den PHGPx-Uber-
exprimierenden Zellen nicht der alleinige Grund fir diesen Effekt sein. Da fir NF-xB, vor
allem jedoch fur das fir die Transaktivierung verantwortliche p65, verschiedene
posttranslationale Modifikationen bekannt sind, wurde der nach IL-1-Behandlung
vorhandene Phosphorylierungsstatus des p65 untersucht. P65 kann an verschiedenen
Serinresten phosphoryliert werden (Ubersicht in: [89]). Da keine Hinweise existierten,
welche Phosphorylierungsstelle durch PHGPx-Uberexpression in ihrem Phosphorylie-
rungsgrad beeinflusst sein koénnte, wurde hier der gesamte Phosphorylierungsstatus
erfasst, jedoch konnte keine Veranderung durch PHGPx aufgezeigt werden (Abb. 33).
Dies muss jedoch nicht zwangslaufig bedeuten, dass die PHGPx keinen Einfluss auf die

posttranslationale Cytokin-induzierte Phosphorylierung des p65 hat. Ebenso kénnte die
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Phosphorylierung von nur einem Serinrest betroffen sein und sich dies durch Messung
des gesamten Phosphorylierungszustandes nicht erfassen lassen. In einem kurzlich
erschienenen Artikel wurde von einer Hemmung der p65-Phosphorylierung an Serin276 in
PHGPx-lberexprimierenden Fibroblasten berichtet [193]. Die selben Autoren beschreiben
eine  Hemmung der NF-xB-DNA-Bindung und der NF-xB-Transaktivierung im
Reportergenassay und zeigen Parallelen zu den hier gemachten Befunden auf. Neben
einer Phosphorylierung des p65 sind natlrlich auch andere Modifikationen, entweder am
NF-xB selbst oder an einem mit NF-xB interagierenden Cofaktor, als Resultat einer
PHGPx-Uberexpression denkbar, jedoch wurden derartige Untersuchungen bislang nicht
durchgeflhrt.

Anhand der hier aufgezeigten Daten bezlglich VCAM-1-Expression und NF-kB-Aktivitat

CPHEPx zumindest

kann die beobachtete Hemmung der VCAM-1-Expression in SM
teilweise auf eine verminderte NF-xB-Aktivitat in diesen Zellen zurlickgefiihrt werden.
Dennoch ist davon auszugehen, dass NF-kB nicht als alleiniger Transkriptionsfaktor fur
diese Effekte verantwortlich zu machen ist. Von NF-xB weil3 man, dass es vor allem fur
die Cytokin-induzierte VCAM-1-Expression von enormer Wichtigkeit ist, jedoch sind
Unterschiede in der basalen VCAM-1-Expression damit nur unzureichend zu erklaren.
Anders als beim NF-xB, flr dessen Aktivitat die Cysteine des p50 im Kern in reduzierter
Form vorliegen mussen (siehe oben), wird Nrf2 durch oxidative Modifikationen von SH-
Gruppen des Keap1 aktiviert. Alle bislang bekannten Nrf2-Aktivatoren haben gemeinsam,
dass sie mit Proteinthiolen interagieren konnen. Nachdem gezeigt wurde, dass die
PHGPx NF-xB hemmt, lag, aufgrund der in diesem Punkt gegensatzlichen Regulation von
NF-kB und Nrf2, die Vermutung nahe, dass eine PHGPx-Uberexpression sich in einer
Erhohung der Nrf2-Aktivitat auswirken kénnte. In SMCPH®P* waren tatsachlich die HO-1-
Expression und —Aktivitat als auch die Nrf2-Aktivitat erhoht (Abb. 34). Dies bestatigt die
oben genannte Hypothese. Fir glatte Muskelzellen konnte bereits gezeigt werden, dass
HO-1 die Apoptose stimuliert [194] und die Proliferation hemmt [195]. Weiterhin ist
bekannt, dass eine konstitutive NF-kB-Aktivitat Voraussetzung fir die Proliferation von
SMC ist [196]. Deshalb konnte sich eine verminderte NF-xB-Aktivitat, z.B. infolge einer
erhdhten PHGPx-Expression, in einer verminderten Proliferationsrate widerspiegeln. Die
Proliferationsrate der hier verwendeten SMC und SMCP"®™ wurde mit Hilfe von MTT
verglichen und war in SMC™™ vermindert (Abb. 17).

Insgesamt zeigen die hier vorgelegten Ergebnisse, dass eine erhdhte Expression der
HO-1, wahrscheinlich bedingt durch eine erhdhte Nrf2-Aktivitat, mit einer verminderten
VCAM-1-Expression, VCAM-1-Promotoraktivitit sowie mit einer verminderten NF-xB-

Aktivitdt und einer niedrigeren Proliferationsrate korreliert. Dies wirft die Frage nach der
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Verbindung zwischen Nrf2 und NF-xB auf. Eine direkte Interaktion der beiden
Transkriptionsfaktoren ist unwahrscheinlich. Die Erkennungssequenzen von Nrf2 und NF-
kB weisen keine Gemeinsamkeiten auf, so dass nicht von einer Konkurrenz um DNA-
Bindestellen auszugehen ist. Weiterhin erscheint eine Konkurrenz um Bindungspartner
ebenso unwahrscheinlich. Nrf2 bildet Heterodimere mit anderen basischen Leucinzipper-
proteinen, vor allem jedoch mit den kleinen Maf-Proteinen [107], wohingegen NF-xB meist
als p65/p50-Heterodimer vorkommt. Uber eventuelle gemeinsame Cofaktoren, sei es
Coaktivatoren oder -repressoren, liegen bislang keine Berichte vor. In der Literatur
existieren Hinweise darauf, dass HO-1 eine wichtige Rolle innerhalb dieses
Transkriptionsfaktorwechselspieles einnehmen kénnte. Chen et al. berichteten von einer
Hemmung der VCAM-1-Promotoraktivitat durch Nrf2 [197]. Cotransfektion mit Nrf2 fihrte
zu einer Hemmung der VCAM-1-Promotoraktivitat, was durch gleichzeitige Cotransfektion
mit Keap1 unterbunden werden konnte (Abb. 36).

Die Expression der HO-1 kann direkt durch Ham induziert werden. Deshalb wurde in
diesem Zusammenhang untersucht, wie sich eine direkte Induktion der HO-1 auf die
VCAM-1-Expression auswirkt. In mit Ham vorbehandelten Zellen war die VCAM-1-
Expression stark vermindert (Abb. 35), woraus geschlussfolgert werden kann, dass die
Aktivitdt der HO-1 die Expression von VCAM-1 modulieren kann. Eine verminderte
Adhasionsmolekilexpression nach Hamvorbehandlung konnte bereits fir die endothelia-
len Adhasionsmolekiile P- und E-Selectin demonstriert werden [198]. Die Bedeutung der
HO-1 fur die Hemmung der NF-kB-Aktivitdt sowie der Adhasionsmolekulexpression wird
aulRerdem durch die kiirzlich erschienene Arbeit von Soares et al. untermauert [199]. Von
den Autoren wird berichtet, dass eine Uberexpression von HO-1 in humanen Aortenen-
dothelzellen sowohl die Cytokin-induzierte NF-xB-Aktivitat als auch die VCAM-1-
Expression hemmt. Der genaue Mechanismus konnte auch von Soares et al. nicht
aufgeklart werden, jedoch gehen die Autoren davon aus, dass die Hemmung von NF-xB
erst nach dessen nuklearer Translokation geschieht, da diese von einer HO-1-Uberex-
pression nicht beeinflusst war [199].

Insgesamt betrachtet resultierte eine PHGPx-Uberexpression in einer Veranderung des
zellularen Redoxstatus, was einen Einfluss auf die Aktivitat der redoxsensitiven
Transkriptionsfaktoren NF-xB und Nrf2 und somit auf die NF-xB- bzw. Nrf2-vermittelte
Genexpression hatte. Es ist jedoch zu bericksichtigen, dass VCAM-1 in der vorliegenden
Arbeit das einzige NF-xB-regulierte Gen war, dessen Expression untersucht wurde.
Ebenso war die HO-1 das einzige Nrf2-abhangige Gen. Ob generell ein Zusammenhang
zwischen einer erhdhten PHGPx-Expression und einer veranderten Expression von NF-

kB- bzw. Nrf2-regulierten Genen besteht, bleibt zu untersuchen.
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4.3 Moderater oxidativer Stress als Ausloser zellularer
Verteidigungsmechanismen?

Die hier erhaltenen Ergebnisse machen deutlich, dass der Redoxstatus von Proteinthiolen
als wichtiger Regulator fur die Nrf2- sowie fir die NF-kB-vermittelte Genexpression
angesehen werden kann. Nrf2-Aktivatoren werden oft als Antioxidanzien klassifiziert, sind
es aber nicht. Die Aktivierung der Nrf2-vermittelten Genexpression wird von einer
Modifizierung von SH-Gruppen eingeleitet, die oxidierend, alkylierend oder arylierend sein
kann. Nrf2-Aktivatoren sind elektrophile Substanzen, die oft in einer Michael-Addition mit
Thiolen reagieren (z.B. Curcumin) und so Keap1 an dessen SH-Gruppen modifizieren
[108]: R-CH=CH-CHO + R’'SH — R-CHSR’-CH,-CHO. Isothiocyanate (z.B. SFN) formen
mit SH-Gruppen reversibel ein Dithiocarbamat [200]: R-N=C=S + R’'SH — R-NH-CSR’=S.
Keap1-Thiolgruppen kénnen auch oxidativ modifiziert werden: R-SH — R-SOH (reversi-
bel) - R-SO,H und R-SO3H (irreversibel). Keap1 fungiert also als eine Art Sensor fir
oxidativen bzw. elektrophilen Stress. Als Folge der Thiolmodifikation wird seine
Konformation geandert und Nrf2 freigesetzt.

Die meisten der bislang charakterisierten Nrf2-Zielgene codieren fur Phase-lI-Enzyme, die
fur die Eliminierung von Elektrophilen und auch von cancerogenen Metaboliten sorgen.
Einige gehdéren zu den antioxidativen Enzymen, wie z.B. die y-Glutamylcystein-
Synthetase, das geschwindigkeitsbestimmende Enzym flir die Synthese von GSH [201].
Die HO-1, eines der am besten untersuchten Nrf2-Zielgene, katalysiert die Umsetzung
von Ham zu Bilirubin, das ebenfalls als wichtiges zellulares Antioxidanz gilt. Die hier als
Nrf2-Zielgen herausgestellte GI-GPx kann aufgrund ihrer hydroperoxidreduzierenden
Eigenschaften auch als zellulares Antioxidanz angesehen werden, obwohl diese
Eigenschaft als Erklarung flr ihre Funktion nicht befriedigend ist. Eine voribergehende
Modifikation von SH-Gruppen resultiert also in der Expression von Enzymen, die der
endogenen Abwehr dienen. Diese kdnnen dann langerfristig Zellen vor weiteren
Schadigungen schitzen. Fahey et al. bezeichnen Nrf2-aktivierende Substanzen als
»indirekte Antioxidanzien® [202]. Die PHGPx lasst sich aufgrund ihrer thiolmodifizierenden,
Nrf2-aktivierenden und NF-xkB-hemmenden Eigenschaften auch in diese Gruppe der
»indirekten Antioxidanzien® einordnen. Andererseits verfligt sie, wie auch die GI-GPx, tber
die Mdglichkeit, Hydroperoxide zu reduzieren, was der Wirkung eines direkten
Antioxidanzes gleichkommt.

Vielen Nrf2-aktivierenden Substanzen, vor allem dem Isothiocyanat SFN, werden
antiinflammatorische und anticancerogene Eigenschaften nachgesagt, jedoch wird nur
selten auf ihre zunachst hohe Reaktivitat gegeniber nukleophilen Reaktionspartnern
verwiesen. Zhang et al. sprechen von Isothiocyanaten in Bezug auf die Modulation des

zellularen Redoxstatus als ,zweischneidige Schwerter® [200]. Auf der einen Seite
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induzieren Isothiocyanate nachweislich die Expression von vielen verschiedenen
antioxidativen und anticancerogenen Enzymen auf transkriptionaler Ebene, andererseits
verursachen sie durch eine rasche Depletion der zellularen Thiole auch einen transienten
oxidativen Stress, welcher unter Umstanden auch Zellschadigungen nach sich ziehen
kann. Allerdings ist gerade dieser oxidative Stress Ausléser fur die Induktion der
chemopraventiven Signalkaskaden. Hieran wird deutlich, dass die jeweils verabreichte
Dosis an elektrophilen Substanzen berlcksichtigt werden muss. Bei Mengen, die den
physiologischen Rahmen Ubersteigen, wird wahrscheinlich die akute Stresswirkung
dominieren, so dass moglicherweise eine chemopraventive Wirkung nicht mehr gegeben
ist.

Aufgrund ihrer Elektrophilie regulieren Nrf2-aktivierende Substanzen nicht nur das
Nrf2/Keap1-System, sondern auch andere redoxsensitive Transkriptionsfaktorsysteme.
So wurde fur SFN [203], tBHQ [204] und CUR [205] bereits eine Inhibierung der NF-xB-
Aktivitdt als Folge einer verminderten DNA-Bindefahigkeit beschrieben. Fur Curcumin
wurde zudem von einer Hemmung der Cytokin-induzierten VCAM-1-Expression berichtet
[206, 207]. Mit SFN und tBHQ wurden derartige Untersuchungen noch nicht angestellt.
Ob die verschiedenen redoxsensitiven Signalwege alle mit gleicher Effizienz moduliert
werden, kann derzeit noch nicht beantwortet werden.

Die Bezeichnung ,oxidativer Stress“ wird meist mit Zellschadigungen, DNA-Schaden,
Mutationen und daraus resultierenden pathologischen Veranderungen in Verbindung
gebracht. Mittlerweile weil® man aber, dass ROS (z.B. Hydroperoxide) durchaus auch
wichtige Funktionen bei der Modulation redoxsensitiver Signalkaskaden erfiillen kénnen
(Ubersicht in [208]). Erst wenn das Vorhandensein von ROS ein natlrliches MaR
Uberschreitet, kann mit Schadigungen gerechnet werden. Ein moderater oxidativer Stress
erscheint somit, entgegen frilheren Vermutungen, eher ginstige Auswirkungen zu haben,
da der Zelle durch Veranderungen im zelluldaren Thiolstatus signalisiert wird, dass sie
cytoprotektive Mechanismen in Gang setzt und zur gleichen Zeit inflammatorische
Signalkaskaden hemmt. Offenbar hat die Zelle sehr viele komplizierte Mechanismen
entwickelt, um auf den jeweils vorherrschenden Redoxstatus mit dem entsprechenden
Proteinexpressionsmuster reagieren zu kénnen. Die einzelnen Zellkompartimente kénnen
hierbei unabhangig voneinander beeinflusst sein.

Die Transkriptionsfaktoren Nrf2 und NF-xB koénnen somit nur als zwei von vielen
Stellgliedern der zellularen Antwort auf Veranderungen des Sauerstoffpartialdruckes
angesehen werden. Zur besseren Ubersicht wurde in Abb. 37 versucht, alle in dieser
Arbeit neu gewonnenen Erkenntnisse zu einem Bild zusammenzufligen und dieses in

bereits bekannte Prozesse einzuordnen.
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.Nahrung Cytokine
(z.B. Elektrophile)  (Selen) (z.B. IL-1)

B

VCAM-1

Phase-lI-

Enzyme HO-1

N
Cancerogenese €«—— Entziindung —> Atherosklerose

bereits bekannt ——>» Aktivierung
————— in der vorliegenden Arbeit gezeigt —A Hemmung
--------------------------- Hypothese

Abb. 37. Glutathionperoxidasen und redoxsensitive Transkriptionsfaktoren

In der vorliegenden Arbeit konnte die GI-GPx als ein Nrf2-Zielgen identifiziert werden,
dessen Expression durch die thiolmodifizierenden Substanzen SFN, tBHQ und CUR
erhdht wird. Somit wird die GI-GPx nach dem gleichen Mechanismus wie viele bekannte
Phase-II-Enzyme induziert. Ob die GI-GPx, ebenso wie diese Phase-llI-Enzyme, Uber
antiinflammatorische und anticancerogene Eigenschaften verflgt bleibt zu untersuchen.
Aufgrund der ebenfalls in dieser Arbeit gezeigten Modulation der Nrf2-Aktivitat durch
PHGPx, drangt sich die Frage auf, ob eine erhdhte PHGPx-Aktivitat eine gesteigerte Gl-
GPx-Expression nach sich ziehen koénnte. Es wurde noch nicht versucht, diese
Fragestellung zu beantworten. Aufgrund des sehr speziellen Expressionsprofiles der Gl-
GPx sind die hier verwendeten Zellmodelle zur Beantwortung dieser Frage nicht geeignet,
da GI-GPx weder in SMC noch in ECV304 exprimiert wird. Dennoch legen die

dargestellten Ergebnisse die Vermutung nahe, dass die Modifizierung von Proteinthiolen
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einen Schlussel zur Erklarung von Regulation und Funktion von Glutathionperoxidasen
bildet.

4.4 Ausblick

Nach der Identifizierung der GI-GPx als Nrf2-Zielgen erscheint es vielversprechend, die
Beeinflussung der GI-GPx-Expression durch verschiedene weitere elektrophile Substan-
zen zu untersuchen. Hierdurch wiirden zum einen detailliertere Einblicke in die Regulation
der GI-GPx-Expression mdglich, zum anderen koénnten die Wirkmechanismen der
jeweiligen Substanzen besser aufgeklart werden.

Um die Relevanz einer Nrf2-vermittelten GI-GPx-Expression auch in vivo absichern zu
kénnen, waren tierexperimentelle Versuche nétig. In Nrf2-Knockout-Mausen wurde bereits
von einer deutlich verminderten GI-GPx-mRNA-Expression berichtet [112, 113], jedoch
existieren bislang keine Untersuchungen hinsichtlich der GI-GPx-Proteinexpression in
diesen Mausen. Weiterhin ware es wichtig, zu untersuchen, ob sich die GI-GPx auf
Proteinebene sowohl im Tiermodell als auch im Menschen durch Verabreichung
chemopraventiver Substanzen (z.B. SFN) induzieren lasst, und wenn ja, in welchen
Organen und Zelltypen sich diese Induktion vollzieht. Hierbei misste auch der Einfluss
des Selenstatus und die hohe Stellung der GI-GPx innerhalb der Hierarchie der
Selenoproteine beriicksichtigt werden.

Die GI-GPx wird nur in bestimmten Organen und in Krebszellen exprimiert. Die Ursachen
fir diese spezifische Expression sind bislang nicht bekannt, wiirden aber enorm zum
weiteren Verstandnis der Funktionen der GI-GPx, insbesondere in der Entstehung und
Pravention von Krebs, beitragen.

Uber die Funktionen der GI-GPx in der Cancerogenese und wahrend Entziindungen ist
nichts bekannt. Es wéare zum einen interessant, zu untersuchen, wie sich die GI-GPx im
Hinblick auf die zellulare Apoptoserate verhalt. Die antiapoptotischen Eigenschaften von
cGPx und PHGPx suggerieren ein ebensolches Verhalten fir die GI-GPx, jedoch
existieren bislang dahingehend keinerlei experimentelle Daten. Zum anderen erscheint es
von Bedeutung, die Wechselbeziehungen zwischen GI-GPx und COX-2 naher zu
untersuchen. Der COX-2 werden nachweislich procancerogene Eigenschaften nachge-
sagt. Die von Florian et al. [184] in frihen Colonadenomen gemachten Beobachtungen
einer gemeinsamen Hochregulation von GI-GPx und COX-2 deuten auf einen kausalen
Zusammenhang dieser beiden Enzyme hin.

Der Verzehr von Cruciferen ist mit einem verminderten Krebsrisiko assoziiert, allerdings
gibt es bislang keine in vivo-Untersuchungen zum Einfluss von Cruciferen (z.B. Broccoli)

auf die Expression der GI-GPx.
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Zur Beantwortung der Fragen hinsichtlich der Beteiligung der GI-GPx an der Apoptosere-
gulation sowie der Wechselbeziehungen mit COX-2 wirden sich Zellen, die die GI-GPx
stabil Uberexprimieren, eignen. Da man die enzymatische Aktivitdt der GI-GPx nicht
separat messen kann und infolge einer Selensupplementation die Expression aller
Selenoproteine verstarkt wirde, scheint die Generierung eines GIl-GPx-Uberexprimieren-
den Zellsystemes fir diese Fragestellungen unumganglich. Derzeit wird versucht, ein
solches Zellmodell in CaCo-2-Zellen zu etablieren. Da es sich bei CaCo-2-Zellen um
Coloncarcinomzellen handelt, in welchen GI-GPx natirlicherweise vorkommt, ist dieses
Zellmodell zur Untersuchung der GI-GPx wahrend der colorektalen Cancerogenese
geeignet.

Weiterhin gilt es zu untersuchen, Uber welche Proteine die PHGPx Einfluss auf
Signalkaskaden nehmen kann und was die daflr verantwortlichen Mechanismen sind.
Hierbei ware zu klaren, ob die PHGPx die essentiellen Thiole (z.B. von p50 oder Keap1)
durch Glutathionylierung oder gar durch Vernetzung von sich selbst mit diesen Thiolen
modifiziert.

In dieser Arbeit wurde die Expression von jeweils nur einem Zielgen flr NF-xB bzw. Nrf2
untersucht. Um eine generelle Aussage Uber die Modulation der NF-xB- bzw. der Nrf2-
abhangigen Genexpression durch PHGPx treffen zu kdnnen, missten noch weitere po-
tentielle Zielgene analysiert werden. Ein zu untersuchender Kandidat ware naturlich die
GI-GPx. Aufgrund der fehlenden GI-GPx-Expression in SMC bzw. ECV304 konnte bislang
keine diesbezligliche Aussage getroffen werden, jedoch kdnnten derartige Unter-
suchungen an PHGPx-Uberexprimierenden CaCo-2-Zellen durchgefihrt werden. Eine
solche Zelllinie wird derzeit ebenfalls parallel zu den GI-GPx-liberexprimierenden CaCo-2-

Zellen konstruiert.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das 1817 erstmals schriftlich erwahnte Selen galt lange Zeit nur als toxisch und sogar als
procancerogen, bis es 1957 von Schwarz und Foltz als essentielles Spurenelement
erkannt wurde, dessen biologische Funktionen in Saugern durch Selenoproteine vermittelt
werden. Die Familie der Glutathionperoxidasen nimmt hierbei eine wichtige Stellung ein.
Fur diese sind konkrete Funktionen und die dazugehoérigen molekularen Mechanismen,
welche Uber die von ihnen katalysierte Hydroperoxidreduktion und damit verbundene
antioxidative Kapazitat hinausgehen, bislang nur unzureichend beschrieben worden.

Die Funktion der gastrointestinalen Glutathionperoxidase (GI-GPx) wird als Barriere
gegen eine Hydroperoxidabsorption im Gastrointestinaltrakt definiert. Neuen Erkenntnis-
sen zufolge wird die GI-GPx aber auch in verschiedenen Tumoren verstarkt exprimiert,
was weitere, bis dato unbekannte, Funktionen dieses Enzymes wahrscheinlich macht.

Um mdgliche neue Funktionen der GI-GPx, vor allem wahrend der Cancerogenese,
abzuleiten, wurde hier die transkriptionale Regulation der GI-GPx detaillierter untersucht.
Die Sequenzanalyse des humanen GI-GPx-Promotors ergab das Vorhandensein von
zwei mdoglichen ,antioxidant response elements® (ARE), bei welchen es sich um
Erkennungssequenzen des Transkriptionsfaktors Nrf2 handelt. Die meisten der bekannten
Nrf2-Zielgene gehoéren in die Gruppe der Phase-ll-Enzyme und verfligen Uber
antioxidative und/oder detoxifizierende Eigenschaften. Sowohl auf Promotorebene als
auch auf mRNA- und Proteinebene konnte die Expression der GI-GPx durch typische, in
der Nahrung enthaltene, Nrf2-Aktivatoren wie z.B. Sulforaphan oder Curcumin induziert
werden. Eine direkte Beteiligung von Nrf2 wurde durch Cotransfektion von Nrf2 selbst
bzw. von Keap1, das Nrf2 im Cytoplasma festhalt, demonstriert. Somit konnte die GI-GPx
eindeutig als Nrf2-Zielgen identifiziert werden. Ob sich die GI-GPx in die Gruppe der
antiinflammatorischen und anticancerogenen Phase-lI-Enzyme einordnen lasst, bleibt

noch zu untersuchen.

Die Phospholipidhydroperoxid Glutathionperoxidase (PHGPx) nimmt aufgrund ihres
breiten Substratspektrums, ihrer hohen Lipophilie und ihrer Fahigkeit, Thiole zu modifizie-
ren, eine Sonderstellung innerhalb der Familie der Glutathionperoxidasen ein. Sie inhibiert
die Aktivierung von NF-kB und die Apoptose. Sie erhalt dadurch anti-inflammatorische
Eigenschaften, die sowohl fir eine postulierte anti-atherogene als auch anti-cancerogene
Funktion relevant sein konnten. Mit Hilfe eines PHGPx-liberexprimierenden Zellmodells
wurden deshalb Beeinflussungen des zellularen Redoxstatus und daraus resultierende
Veranderungen in der Aktivitdt redoxsensitiver Transkriptionsfaktorsysteme und in der

Expression atheroskleroserelevanter Adhasionsmolekile untersucht. Als Transkriptions-
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faktoren wurden NF-xB und Nrf2 ausgewahlt. Die Bindung von NF-xB an sein entspre-
chendes responsives Element in der DNA erfordert das Vorhandensein freier Thiole,
wohingegen Nrf2 durch Thiolmodifikation von Keap1 freigesetzt wird und in den Kern
transloziert. Eine erhdhte Aktivitat der PHGPx resultierte in einer Erhdhung des Verhalt-
nisses von GSH zu GSSG, andererseits aber in einer verminderten Markierbarkeit freier
Proteinthiole. PHGPX-Uberexpression reduzierte die IL-1-induzierte NF-xB-Aktivitat, die
sich in einer verminderten NF-xB-DNA-Bindefahigkeit und Transaktivierungsaktivitat
ausdrtckte. Auch war die Proliferationsrate der Zellen vermindert. Die Expression des NF-
kB-regulierten vaskularen Zelladhasionsmolekiils, VCAM-1, war ebenfalls deutlich
verringert. Umgekehrt war in PHGPx-uberexprimierenden Zellen eine erhdhte Nrf2-
Aktivitat und Expression der Nrf2-abhangigen Hamoxygenase-1 zu verzeichnen. Letzte

kann fur die meisten der beobachteten Effekte verantwortlich gemacht werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Modifizierung von
Proteinthiolen als wichtige Determinante fir die Regulation der Expression und Funktion
von Glutathionperoxidasen angesehen werden kann. Entgegen friheren Vermutungen,
welche oxidative Vorgange generell mit pathologischen Veranderungen assoziierten,
scheint ein moderater oxidativer Stress, bedingt durch eine transiente Thiolmodifikation,
durchaus gunstige Auswirkungen zu haben, da, wie hier dargelegt, verschiedene,
miteinander interagierende, cytoprotektive Mechanismen ausgelést werden. Hieran wird
deutlich, dass sich ,, antioxidative Wirkung“ oder ,oxidativer Stress“ keineswegs nur auf
~gute® oder ,schlechte” Vorgange beschranken lassen, sondern im Zusammenhang mit
den beeinflussten (patho)physiologischen Prozessen und dem Ausmalf} der ,Stérung” des

physiologischen Redoxgleichgewichtes betrachtet werden mussen.
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