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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das essentielle Spurenelement Selen

Selen ist das 34. Element im Periodensystem. Als Berzelius es 1817 im Schlamm einer
Schwefelsiurefabrik entdeckte, fand er das Element assoziiert mit Tellur (Tellus = Iateinisch
Erde) vor. Um auf die enge Verwandtschaft der Elemente zu verweisen, benannte er das neu
entdeckte Element nach Selene, der griechischen Gottin des Mondes. Neben seiner engen
Verwandtschaft zum Tellur, mit dem es die Eigenschaften eines Halbmetalls teilt, besitzt
Selen viele FEigenschaften des Nichtmetalls Schwefel. Erstmals in den Blickpunkt
medizinisch-biologischer Forschung geriet es zu Beginn des 20. Jahrhunderts, als
nachgewiesen wurde, dass direkt injiziertes Selen zum Riickgang von Ehrlich-Karzinomen
fithrte. Dabei zeigte sich allerdings auch das toxische Potential des Selens, als Patienten an
Uberdosen Selen starben. Bis zu den 1950er Jahren hatte sich Selen den Ruf als natiirliches
Toxin erworben; man hatte festgestellt, dass der Tod tausender Herdentiere in den Great
Plains der USA durch den Konsum stark selenhaltiger Pflanzen verursacht worden war
(Schrauzer und Surai, 2009). Im Jahr 1957 zeigten Schwarz und Foltz, dass Selen ein
essentielles Spurenelement ist, indem sie mangelernahrte Ratten, durch Beigabe von
Natriumselenit zum Futter, vor dem Tod durch Lebernekrose retten konnten. Nach weiteren
16 Jahren wurde die Glutathionperoxidase 1 (GPx1) in Erythrozyten als erstes Selenoenzym
entdeckt (Flohé et al., 1973; Rotruck et al., 1973). Die Entdeckung weiterer selenabhéngiger
Glutathionperoxidasen und anderer Selenoproteine folgte in verschiedenen Geweben (Reeves
und Hoffmann, 2009). Wihrend Metalle in Coenzymen normalerweise koordinativ gebunden
sind, wurde bei Selenoenzymen festgestellt, dass das Selen kovalent im Selenocystein
gebunden ist (Cone et al., 1976). Die Aufnahme von Selen in den Organismus geschieht iiber
die Nahrung. Gute Selenquellen sind z.B. Fisch, Fleisch, Knoblauch, Broccoli, und diverse
Nussarten (Navarro-Alarcon und Cabrera-Vique, 2008). Da die Versorgung mit Selen
regional unterschiedlich ist, variieren die Plasmaselenwerte der Bevolkerung je nach Land
und Kontinent. Wahrend z.B. in den USA durchschnittlich 106 pg/Tag an Selen durch die
Nahrung aufgenommen werden, betragt in Deutschland und im groBten Teil von Westeuropa
die durchschnittliche Selenaufnahme 30-50 pg pro Tag (Rayman, 2008 ; Fairweather-Tait et
al., 2011). Damit liegt sie etwas unter der empfohlenen Tagesdosis von 55-75 pg Selen pro

Tag (Stranges et al., 2010c).
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Uber die Nahrung wird Selen entweder in organischer Form als Selenocystein (SeCys), Se-
Methylselenocystein (MSeCys) oder Selenomethionin (SeMet), oder in anorganischer Form
(z.B. in Nahrungsmittelzusatzen) als Selenit (Na;SeO;) oder Selenat (NaySeOy)
aufgenommen. Im Mittelpunkt des Selenmetabolismus steht Selenwasserstoff (H2Se).
Unabhangig davon, ob organische oder anorganische Verbindungen aufgenommen werden,
werden diese in humanen Zellen in Selenwasserstoff umgewandelt (zusammengefasst in
Fairweather-Tait et al., 2011). Die organischen Verbindungen kénnen iiber Lyasen direkt in
H,Se oder Methylselenol umgewandelt werden. Selenomethionin wird entweder erst von
einer Lyase in Selenocystein iiberfithrt oder kann iiber Methionasen zu H;Se verstoffwechselt
werden. Anorganisches Selen muss reduziert werden, um verwertbar zu werden. Selenat
(+VI) wird dabei erst zu Selenit (+IV) reduziert. Uber zelluldre Reduktionsysteme wie
Glutathion (GSH) oder Thioredoxin (Trx) wird Selenit zu H,Se (-II) umgewandelt. H,Se wird
zum GroBteil in Selenophosphat umgewandelt, welches als reaktiver Donor fir die
Selenoproteinsynthese dient.

Selen aus der Nahrung

Organische Anorganische

Selenquellen /.\/\[/i\x ‘ Selenqguellen
L (520 o]
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Selenmetabolismus im Menschen (vereinfacht nach
Fairwaither-Tait et al 2010)

Uberschiissiger ~ Selenwasserstoff ~wird iiber Methyltransferasen zu Methylselenol
umgewandelt, diese Reaktion ist iiber Demethylasen reversibel. Ausgehend von
Methylselenol entstehen durch fortgesetzte Methylierung Exkretionsprodukte des Selens.

Dimethylselenid wird tber Atmung und Faeces ausgeschieden, iiber den Urin wird
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Trimethylselenonium ausgeschieden. Bei geringem Selengehalt ist auch die Ausscheidung
tiber Selenozucker moglich. Die Aufnahme des Selens findet hauptsachlich in Enterozyten
statt, wo es dann iiber Selenoproteine oder als niedermolekulare Verbindungen der Leber
zugefiithrt wird. Von dort aus werden iiber das Plasmaprotein Selenoprotein P (SelP)
systemisch die einzelnen Organe mit Selen versorgt (Burk und Hill, 2009). Durch Deletion
des Selenoprotein P findet in einem Mausmodell eine Umverteilung des Selens statt, Selen

reichert sich dann in der Leber an, wahrend sich in den SelP-Organen eine Selendefizienz

bildet (Hill et al., 2003; Schomburg et al., 2003).

1.2 Selenoproteine

Die Integration von Selen in Proteine findet tiber zwei Hauptwege statt. Es kann unspezifisch
in methioninhaltige Proteine als Selenomethionin inkorporiert werden, oder in Form der 21.
proteinogenen Aminosaure, Selenocystein, fir die Biosynthese der eigentlichen
Selenoproteine bereitgestellt werden (Arnér, 2010). Es wurde auch eine Klasse von Proteinen
entdeckt, die Selen als Liganden binden kénnen (Selenium-Binding-Proteins). Welche
Strukturmotive fiir diese Bindung zustandig sind, ist allerdings unklar (Bansal et al., 1990;
Fang et al., 2010). Zusitzlich konnen Selenverbindungen unspezifisch mit Proteinen wie
Albumin assoziieren.

Spezifische Selenoproteingene kodieren fir mRNAs, in deren Leserahmen mindestens ein
UGA-Codon enthalten ist, welches normalerweise zu einer Termination der
Proteinbiosynthese fithren wiirde, aber in Selenoproteinen den Einbau von Selenocystein
markiert (Chambers et al., 1986;). Diese Aufhebung des Translationsabbruchs kann nur durch
einen komplexen und aufwendigen Erkennungsmechanismus sichergestellt werden.
Selenoprotein-mRNAs enthalten im 3’-untranslatierten-Bereich (UTR) ein oder zwei SECIS-
Elemente (Selenocystein-Insertion-Sequenzen), die wihrend der Translation von speziellen
Proteinen erkannt werden und den Abbruch verhindern (Low und Berry, 1996). Durch
Bindung des Adaptorproteins SBP2 (SECIS-Bindendes-Protein-2) an das SECIS-Element
wird die kooperative Bindung des weiteren Elongationsfaktors EFSec ermoglicht, der
ebenfalls mit dem SECIS-Element interagiert und die Selenocysteinyl-tRNA (tRNA>)
rekrutiert (Tujebajeva et al., 2000; Thanbichler und Bock, 2002). Da es sich beim SECIS-
Element um eine Haarnadelstruktur handelt, gelangt die Selenocysteinyl-tRNA auf diese
Weise in die raumliche Nahe der ribosomalen Translationsstelle und fiihrt zu einer Integration

des Selenocysteins (Hatfield et al., 2006). Anders als bei den kanonischen proteinogenen
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Aminosauren wird tRNA> nicht durch eine Aminoacyl-tRNA-Synthetase beladen, sondern
ausgehend von Seryl-tRNA synthetisiert. Die Seryl-tRNA wird phosphoryliert und danach
mit dem Selendonor von der Pyridoxalphosphat-abhingigen Selenocysteinsynthase zu
tRNA®  umgesetzt (Diamond, 2004). Noch ist der komplexe Ablauf der
Selenocysteininsertion nicht vollstandig verstanden. So wurden das ribosomale Protein L30,
das RNA-bindende Protein Secp43 und das SLA (Soluble Liver Antigen) als weitere
Komponenten des Insertionskomplexes identifiziert (Chavatte et al., 2005; Xu et al., 2005).
Weitere Interaktionpartner, die die Bindung des SBP2 an SECIS beeinflussen, wurden
ebenfalls entdeckt, werden hier aber nicht erlautert (Allmang et al., 2009).

= SECadn
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Abbildung 1.2: Schema der Selenocysteininsertion: Nach abgeschlossener tRNAS*-Synthese
bleiben Selenocysteinsynthase (SecS) und Selenophosphatsynthetase (SPS1) an der tRNA
gebunden. Ein Komplex aus tRNA®*, SPS1, SecS, EFsec und Secp43 tranloziert in den Zellkern
und interagiert dort mit dem bereits von SBP2 gebundenen SECIS-Element. SecS verlasst den
Komplex bei erneuter Translokation ins Zytoplasma. Dort wird iiber L30 die Bindung zum
Ribosom vermittelt (modifiziert nach Allmang et al., 2009).

Selenoproteine sind in allen drei Doménen des Lebens (Archea, Bakterien und Eukaryoten)
vertreten. Die GroBe des Selenoproteoms kann je nach systematischer Klasse variieren und ist
nicht mit der evolutioniren Entwicklung korrelierbar (Castellano, 2009). So ist in den
Nematoden Caenorhabditis elegans und Caenorhabditis briggsae jeweils nur ein
Selenoprotein vorhanden (Taskov et al., 2005), wihrend in der Taufliege Drosophila

melanogaster drei Selenoproteine identifiziert wurden (Martin-Romero et al., 2001).
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In Pflanzen sind Selenoproteine nicht mehr prasent (Lobanov et al., 2007). Beim Menschen
konnten durch bioinformatische Ansitze 25 Selenoproteingene identifiziert werden. In
derselben Studie wurden auch 24 Selenoproteingene in Mus musculus (Maus) und in Rattus
norvegicus (Ratte) identifiziert. Die 24 Selenoproteine der Nagerspezies sind identisch mit
den humanen Selenoproteinen, nur die GPX6 ist in Maus und Ratte ein Cysteinanalogon ohne
funktionsfihiges SECIS-Element (Kryukov et al., 2003).

Selenocystein hat Eigenschaften, die die biochemische Reaktionsfahigkeit der Selenoproteine
mitbestimmen. So hat Selenocystein einen pKs-Wert von 5.2 bei physiologischem pH,
wahrend das strukturanaloge Cystein bei gleichen Bedingungen einen pKs-Wert von 8.5
aufweist (Huber und Criddle, 1967). Das bedeutet, dass Selenocystein bei pH 7,4
hauptséchlich als Selenolat vorliegt und damit reaktionsfreudiger sein kann als das Thiol des
Cysteins. Ebenfalls groBen Einfluss auf die Reaktionsfahigkeit des Selenocysteins hat die
hohere Nukleophilitdt und Polarisierbarkeit im Vergleich zum Cystein, sowie die Fahigkeit in
Redoxprozessen sowohl ein als auch zwei Elektronen aufzunehmen und auch elektrophile
Reaktionen besser zu katalysieren. (Nauser et al., 2006; Arnér, 2010; Steinmann et al., 2010).
Diese Eigenschaften machen viele Selenoproteine in Saugetieren zu aktiven Oxidoreduktasen
mit einer Selenocystein-Cystein-Wechselwirkung im katalytischen Zentrum. Zwar gibt es,
z.B. in Drosophila melanogaster, Cystein-Analoga von Selenoproteinen, die dhnliche hohe
katalytische Aktivitit erreichen (Johansson et al., 2006). In Saugetieren fiihrt die Mutation des
Selenocysteins (U) zu C jedoch zu einer 10-1000fachen Verringerung der Aktivitit der
entsprechenden Selenoproteine, was die Wichtigkeit des Selens fiir ihre Enzymfunktion
untermauert (Johansson et al., 2005). Das vollstindige Fehlen der Selenoproteine in einem
tRNA>**-KO-Maus-Modell fiihrte zum Tod der Mause im Embryonalstadium (Bosl et al.,
1997). FEine stark verminderte Selenoproteinexpression durch eine heterozygote
Deletionsmutation im  SBP2-Gen fiihrt auch im Menschen zu schweren
Multisystemerkrankungen (Schoenmakers et al., 2010).

Die gegenwartig am besten untersuchten Selenoproteine sind die Enzymklassen der
Glutathionperoxidasen (GPx), Thioredoxinreduktasen (TrxR) und Deiodinasen (DIO).
Glutathionperoxidasen konnen mit Hilfe ihres Kosubstrats Glutathion (GSH) Hydroperoxide
entgiften. Das Tripeptid Glutathion (y-Glutamylcysteinylglycin) ist hauptverantwortlich fiir
den zellularen Thiol-Redox-Status (Arteel und Sies, 2001). Je nach GPx-Form liegt eine
unterschiedliche Organdistribution sowie Hydroperoxidspezifitat vor (Sies, 1993; Brigelius-

Flohé, 2006). Auch sind von den 7 verschiedenen GPx-Isoformen, die GPx5 und die GPx7
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beim Menschen keine Selenoproteine, sondern Cysteinanaloga (Kryukov et al., 2003).
Gemeinsam ist den Glutathionperoxidasen folgender Reaktionsmeachnismus:
ROOH + 2 GSH — ROH + H,0 + GSSG

Diese Reaktion lauft in einem stringent konservierten Reaktionszentrum aus Selenocystein,
Cystein, Tryptophan und Glutamin ab (Flohé et al, 1972; Ganther und Kraus, 1984; Toppo et
al., 2009). Die Glutathionperoxidasen tragen folglich zur antioxidativen zellularen Antwort
bei.
Die drei FADH;-abhiangigen Thioredoxinreduktasen (TrxR1-TrxR3) sind ebenfalls an der
antioxidativen Antwort beteiligt. Sie regenerieren oxidiertes Thioredoxin (Trx) durch
Ubertragung von Elektronen von NADPH nach folgendem Mechanismus:

TrxS; + NADPH+H" — Trx(SH)2 + NADP*
Uber die Reduktion von Trx sind die TrxR an essentiellen zelluldren Prozessen beteiligt wie
der Regeneration von Peroxiredoxinen und Glutaredoxinen, sowie der Synthese von
Desoxyribonukleotiden (Arnér und Holmgren, 2000; Arnér, 2009).
Deiodinasen (DIO1-3), die an der Biosynthese der Thyroidhormone beteiligt sind, kénnen
spezifisch Kohlenstoff-lod-Bindungen spalten. Die erste Deiodinase (DIO1) wurde 1990
entdeckt (Behne et al., 1990). Sie kommen prominent in der Schildriise vor, aber auch in allen
anderen Geweben ist zumindest eine andere Isoform der DIO exprimiert. Thre Aufgabe
besteht darin, das weniger aktive Schildriisenhormon T4 (Thyroxin) in das aktivere T3 zu
tiberfiihren, sowie das fehl-iodierte rT3 in Diiodothyronin (T2) umzuwandeln und
tiberschiissiges T3 zu inaktivieren (Koehrle, 2005).
In Tabelle 1.1 sind die Lokalisation und Funktion der wichtigsten humanen Selenoproteine

dargestellt. Die tibrigen Selenoproteine werden an dieser Stelle nicht diskutiert.

Tabelle 1.1

Selenoprotein Lokalisation Funktion

Glutathionperoxidasen Abbau von Hydroperoxiden

GPx1 (cGPx) Ubiquitar, Leber Entgiftung von zelluldren

Hydroperoxiden.

GPx2 (GI-GPx) Epithel des Gastrointestinal ~ Schutz des GI-Trakts vor
(GI)-Trakt, andere epitheliale oxidativen Schaden.
Zellen.

GPx3 (eGPx) Sekretorisch in Lumen und Extrazellulare
Plasma aus Niere, Schutzfunktion,
Bronchioepithel und kardioprotektiv.
Thyrocyten.
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Selenoprotein Lokalisation Funktion
GPx4 (PH-GPx) Ubiquitar, Testis, Leber, Entgiftung von Phospholipid-
Herz hydroperoxiden, GPX4-KO
ist embryonal letal.
Thioredoxinreduktasen Reduktion von Thioredoxin.
TrxR1 Ubiquitar (zytosolisch) TrxR1-KO ist embryonal
letal.
TrxR2 Ubiquitar (mitochondrial) TrxR2-KO ist embryonal
letal.
TrxR3 Testis
Deiodinasen Regulation des verfiigbaren
Thyroxins
DIO1 Schilddriise ,Leber, Niere, Breite Substratspezifitat,
Hypophyse T4-T3, IT3—-T2.
DIO2 ZNS, Herz, braunes Wichtiger im peripheren
Fettgewebe, Skelettmuskel Gewebe, T4—T3, rT3—-T2
DIO3 Fotales Gewebe, Plazenta, Inaktivierung von T3,
Haut, ZNS T3—-T2,
Selenophosphat Synthetase 2 Ubiquitar Selenoproteinsynthese
Selenoprotein P (SelP) Sekretorisch im Plasma (die  Selentransport, Versorgung
Leber sezerniert 75% des des ZNS mit Selen
SelP im Plasma)
Sepls Prostata Proteinfaltung und
Glykosylierung
Methioninsulforeduktase Leber, Niere, Hirn Reduktion von
Methioninsulfoxid

Tabelle 1.1: Lokalisation und Funktion von humanen Selenoproteinen. Die Zusammenstellung der
wichtigsten humanen Selenoproteine ist angelehnt an Papp et al., (2007); Reeves und Hoffmann,
(2009); McCann und Ames, (2011).

Bei einer Selendefizienz wird die Expression nichtessentieller Selenoproteine verringert.
Dieses ,Hierarchie der Selenoproteine“ genannte Phdnomen hat mehrere Ursachen. Bei
Fehlen von Selen wird das UGA-Codon als Stopcodon interpretiert, so dass es zu einem
,Nonsense“-mediierten Kettenabbruch kommt (nonsense mediated decay). Des Weiteren
bestimmt die Stabilitat des SECIS-Elements im 3’-UTR und die dadurch beeinflusste SBP2-
Bindung die Expression der Selenoproteine. So werden bei den Glutathionperoxidasen unter
Selenmangelbedingungen bevorzugt die GPx2 und GPx4 exprimiert und die Synthese der
GPx1 unterdriickt. Durch Herstellung von 3’-UTR Chiméren lassen sich diese Prozesse
umkehren (Miiller et al., 2003). Ein weiterer Faktor ist eine Isoform der tRNAS, die an
Uracil 34 methyliert ist (tRNA>‘mem’Um) und fir die Expression besonders
selenresponsiver Selenoproteine (z.B. GPx1 und Selenoprotein W) benétigt wird (Moustafa et

al., 2001). Zusatzlich spielen noch gewebespezifische Faktoren eine Rolle, da die Hierarchie
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je nach Gewebe eine veranderte Abfolge besitzen kann, obwohl grundlegende Tendenzen

gleich bleiben (Hesketh, 2008).

1.3 Insulinsignaltransduktion

Insulin ist ein Peptidhormon, das in den B-Zellen des endokrinen Pancreas synthetisiert wird.
Es besteht aus den Ketten A (21 AS) und B (30 AS), die iiber Disulfidbriicken kovalent
gebunden sind. Es wird aus dem Praproinsulin proteolytisch abgespalten, das frei werdende
C-Peptid wird ebenfalls ins Plasma abgegeben. Die Hauptaufgabe des Insulins ist es, die
Voraussetzungen fiir eine effiziente Glucoseaufnahme, -verwertung und -speicherung in den
Zielgeweben zu schaffen und dadurch eine Senkung des Blutglucosespiegels zu erreichen.
Die B-Zellen des Pancreas fungieren als Glucosesensoren, die bei Stimulation durch Anstieg
der Glucosekonzentration depolarisieren und in der Folge Insulin in die Blutbahn sezernieren.
In seinen Zielgeweben 16st Insulin rezeptorvermittelte Signalkaskaden aus. Diese Wirkung
wird hauptsachlich iiber den Insulinrezeptor (InsR) vermittelt, doch kann Insulin auch an die
verwandten IGF1-Rezeptoren und IRR-Rezeptoren (IGF = Insulin-like growth factor, IRR =
Insulin receptor related) binden, mit denen der Insulinrezeptor funktionale Hybride bilden
kann. Beim Insulinrezeptor handelt es sich um eine heterotetramere Rezeptortyrosinkinase,
die aus zwei a-Ektodoménen und zwei membrandurchspannenden B-Domanen besteht, die
durch alternatives Spleilen aus dem InsR-Gen entstehen. Insulin bindet mit negativer
Kooperativitit an die o-Ektodomanen, d.h. erst bindet ein Insulinmolekiil an eine
Hochaffinitatsbindestelle, dann konnen ein bis zwei weitere Insulinmolekiile an durch
Konformationsinderung erzeugte niedrigaffine Bindungsstellen andocken (de Meyts, 2008).
Durch die Bindung des Insulins wird eine gegenseitige Autophosphorylierung von
Tyrosinresten der p-Domédnen ausgelost. Als Konsequenz wird im kanonischen
Insulinsignalweg durch den Rezeptor das Insulinrezeptor Substrat (IRS) rekrutiert, das tiber
eine Phosphotyrosindoméane bindet. Alternativ kann durch die Proteinphosphatase 1B
(PTP1B) der InsR inaktiviert werden und die Rekrutierung der IRS verhindert werden (Dubé
und Tremblay, 2005). Weiterhin wird IRS ebenfalls an einem Tyrosinrest phosphoryliert. An
diesen konnen tber SH2-Doménen (src homology 2) weitere Signalmediatoren binden
(Siddle, 2011).

Ein Bindungspartner mit SH2-Doméne ist die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), die aus
einer regulatorischen (p85) und einer katalytischen Untereinheit (p110) besteht.
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2), ein Membranphospholipid, wird durch die PI3K
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am 3’-OH des Inositolrings phosphoryliert, so dass Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIP3) entsteht. PIP3 wird durch Proteine mit Pleckstrin-Homologie-Doménen (PH), wie die
Phospho-Inositid dependent Kinase 1 (PDK1) und Akt gebunden, die konsekutiv aktiviert
werden konnen. Der Tumorsuppressor PTEN (phosphatase und tensin homolog on
chromosome 10) wirkt diesem Vorgang entgegen. Er baut PIP3 wieder zu PIP2 ab und
verhindert bzw. beendet so die Aktivierung der Kinasen (Cantrell, 2001).

Dieser Signalweg ist hochkonserviert und findet sich kaum verandert ebenfalls in Nematoden
und Drosophila melanogaster wieder (Ogg und Ruvkun, 1998; Brogiolo et al., 2001). Als
Folge einer Insulinstimulation werden aber auch andere Signalwege wie der Ras/MAPK-

Signalweg und der CAP/Cbl-Signalweg stimuliert (Siddle, 2011).

1.3.1 Akt-Signaling

Akt oder Protein Kinase B (PKB) ist einer der zentralen Signalverteiler in der
Insulinsignalkaskade. Die PKB wurde 1991 als induziertes Onkogen des AKT8-Retrovirus
entdeckt, sowie bei der Suche nach verwandten Kinasen der PKA und PKC identifiziert. Akt
kommt in drei Isoformen vor, die ubiquitdr exprimiert werden und teilweise redundante
Funktionen besitzen, sowie alle iiber eine N-terminale PH-Doméne verfiigen. Zuséatzlich
verfiigen alle Akt-Isoformen iiber eine zentral gelegene katalytische und eine regulatorische
C-terminale Domaéne.

Die Aktivierung der Akt ist ein mehrere Schritte umfassender Prozess. Nach Bindung von
PIP3 durch die PH-Doméane an der Membran wird durch Konformationsdnderung die
Phosphorylierung an Threonin 308 und Serin 473 in der regulatorischen Doméne ermoglicht.
Externe Stimuli wie Insulin oder andere Wachstumsfaktoren 16sen die Phosphorylierung von
Threonin 308 durch die PDK1 aus. Die Phosphorylierung von Serin 473 kann zusatzlich auch
durch xenobiotische und genotoxische Stimuli ausgelost werden und wird durch die Kinasen
mTORC2 (mammalian target of rapamycin Complex 2) und DNA-PK (DNA-abhingige
Proteinkinase) vermittelt (Feng et al., 2004; Sarbassov et al., 2005; Bozulic et al., 2008).
Durch diese Phosphorylierungen aktiviert, kann Akt tiber seine zentrale Kinasedoméne
Substrate mit der Konsensussequenz R-X-R-X-X-S/T-(B) (X # G, B = sperrige Aminosaure)
phosphorylieren, wobei B nicht absolut benotigt wird (Alessi et al., 1996).
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Abbildung 1.3: Ubersicht iiber den insulinstimulierten PI3K/Akt-Signalweg
Inzwischen wurden mehr als einhundert Akt-Substrate identifiziert, eine ausfiihrliche
Zusammenfassung findet sich in Manning und Cantley (2007). Die Substrate der Akt sind an
allen wichtigen Prozessen auf zellularer Ebene beteiligt. Durch sie werden der
Energiestoffwechsel, das Wachstum, die Apoptose, angiogenetische Signale und die
Glucoseaufnahme kontrolliert. Zusatzlich zur Aktivierung durch Phosphorylierung kann auch
eine negative Regulation erfolgen. Dies geschieht durch 14-3-3 Proteine, die die
phosphorylierte Akt-Substratsequenz zur Bindung nutzen und die Zielproteine somit
inhibieren (Yaffe et al., 1997). So wird das proapoptotische Bcl-2 bindende BAD-Protein
(Bcl-2 associated death promoter) durch Akt an S136 phosphoryliert. Durch die beschriebene
Bindung von 14-3-3 und diese Phosphorylierungsstelle kann Bcl-2 von BAD dissoziieren und
seine antiapoptotische Wirkung entfalten, die besonders das Uberleben von Neuronen positiv
beeinflusst (Datta et al., 1997).

Auf ahnliche Weise werden die hochkonservierten FoxO-Transkriptionsfaktoren reguliert,
eine Forkhead-box-Motiv Proteinklasse. Akt phosphoryliert FoxO-Proteine im Zellkern an
drei Phosphorylierungstellen (Thr-24, Ser-256 und Ser-319 bei FoxOla), woraufhin durch
Bindung an 14-3-3 eine Relokalisation in das Zytosol stattfindet. Unter der Kontrolle von
FoxO-Transkriptionsfaktoren stehen hauptsachlich Gene, die Zellzyklusarrest, Gluco-
neogenese, Verringerung oxidativer zellularer Prozesse sowie Apoptose induzieren
(zusammengefasst in Tran et al., 2003). Die von der Akt iiber mTORC1 (mammalian target of
rapamycin Complex 1) vermittelte Signaltransduktion begiinstigt Zellproliferation und
Zellwachstum, so dass tiber die Translokation von FoxO eine Synchronisierung von

Translation (nNTORC1) und Transkription (FoxO) auf Wachstum und Proliferation stattfindet
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(Kloet und Burgering, 2011). FEin weiteres Beispiel fir die Inaktivierung von
Signalmolekiilen, die der proliferativen Wirkung der Akt entgegenwirken, ist TSC2
(Tuberous Sclerosis Protein 2). TSC2 ist ein Tumorsuppressor, der durch die Akt an
mindestens vier verschiedenen Threonin- und Serinresten (S939, T1462, S981 und
S1130/S1132) phosphoryliert und dadurch erst inaktiviert und dann verstarkt degradiert wird
(Dan et al., 2002). Als Folge der Phosphorylierung von TSC2 wird mTORC1 nicht mehr
inhibiert und das Insulinsignaling iiber Akt und mTORC1 verstiarkt (Huang und Manning,
2009). Ein weiterer Inhibitor des mTORC1-Komplexes ist PRAS40. Im Gegensatz zu TSC2
geniigt die Phosphorylierung des PRAS40 durch die Akt an T246 nicht, um die Inhibition
aufzuheben. Es werden zwei zusatzliche Phosphorylierungen an S183 und S221 bendétigt, die
durch mTORC1 vermittelt werden. Dann wird PRAS40 von 14-3-3 gebunden und von
mTORCI entfernt, so dass mTORCI1 die Translation positiv regulieren kann (Nascimento und

Ouwens, 2009).

Apoptose
FORGC
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Abbildung 1.4: Zelluldre Funktionen von Akt-Substraten nach Manning

und Cantley, 2007.
Die GSK3 (Glycogensynthasekinase 3) wird je nach a- oder B-Isoform an Serin 21 oder 9
phosphoryliert. Zu den Aufgaben der GSK3 gehort die Kontrolle der Glycogensynthese und
die Markierung der G1-Proteine des Zellzyklus (Cyclin D und Cyclin E) fiir den
proteasomalen Abbau (Diehl et al., 1998; Welcker et al., 2003). Da die Akt die GSK3
inhibiert, wird so die Degradation der G1-Proteine verzogert und ein Voranschreiten des
Zellzyklus erméglicht. Dies benotigt katabole Stoffwechselwege und folglich wird durch
Inhibition der GSK3 Glykogensynthese verringert.
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1.3.2 Funktion von reaktiven Sauerstoffspezies bei der

Insulinsignalkaskade
In allen lebenden aeroben Systemen werden reaktive Sauerstoffverbindungen gebildet (Sies,

1986). Dabei handelt es sich hauptsichlich um das Superoxidion (O, ), Wasserstoffperoxid
(H202), und das Hydroxylradikal (OHe). Die Lebensdauer dieser Verbindungen reicht von

wenigen Sekunden fiir H,O; bis zu Bruchteilen einer Millisekunde fiir OHe( Chance, Sies und
Boveris, 1979). Neben diesen reaktiven Sauerstoffspezies (ROS = Reactive Oxygen Species)
werden auch reaktive Stickstoffspezies (RNS = Reactive Nitrogen Species) gebildet. Diese
Verbindungen werden oft bei pathophysiologischen Prozessen wie Krebsenstehung,
altersbedingten Erkrankungen und Neurodegeneration in erhohter Konzentration detektiert
(Sies, 1991; Knight, 1997; Lee und Wei, 2007; Liou und Storz, 2010). Obwohl ROS/RNS in
groBen Mengen zellschadigend sind, und es spezialisierte Abwehrsysteme von antioxidativen
Enzymen und Antioxidantien gibt, um die intrazelluldre und extrazellulare Konzentration an
reaktiven Sauerstoffspezies zu begrenzen, sind sie in geringen Konzentrationen ein durchaus
erwiinschter Teil der zellularen Redoxhomoostase (Sies und Jones, 2007; Brigelius-Flohé,
2009).

Innerhalb zellularer Systeme gibt es verschiedene Quellen fiir ROS. Sie werden durch
NADPH-Oxidasen (Nox) erschaffen oder beim mitochondrialen Elektronentransfer gebildet.
Zusatzlich gibt es andere enzymatische Systeme, wie Lipoxygenasen, Xanthinoxidasen und
Cytochrom P-450 Systeme, in denen ROS als Nebenprodukte anfallen (Sies, 1986; Bedard
und Krause, 2007; Zangar et al., 2004; Rigoulet et al., 2011).

Bereits Ende der 1970er Jahre zeigte sich, dass H;O; teilweise dhnliche Wirkungen hatte wie
Insulin (Livingston et al., 1977; May und de Haén, 1979b; Hayes und Lockwood, 1987). In
weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass H,O; in Adipozyten und Skelettmuskel die
Glucoseaufnahme tiber den PI3K/Akt-Signalweg steigerte. (Kono et al., 1982; Higaki et al.,
2008). Die sich daraus ergebende Hypothese, dass H;0O; und weitere reaktive
Sauerstoffverbindungen bei der Stimulation von Zellen mit Insulin entstehen, konnte
nachfolgend von mehreren Arbeitsgruppen bestitigt werden (May und de Haén, 1979;
Krieger-Brauer und Kather, 1995; Mahadev et al., 2001a; Goldstein et al., 2005). Auch fir
andere Wachstumsfaktoren und Zytokine konnte eine Beteiligung von ROS an der
Signaltransduktion nachgewiesen werden (zusammengefasst in Finkel, 2011).

Die Insulinsignaltransduktion basiert im Wesentlichen auf der Aktivierung von
Signalmediatoren durch Phosphorylierung. Der Phosphorylierungsstatus eines Proteins

reflektiert die Balance zwischen der Aktivitait von Kinasen und gegenregulatorischen
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Phosphatasen. Wichtige Phosphatasen in der Regulation der Insulinsignalwirkung sind die
PTP1B, PTEN, PP2A (Protein Phosphatase 2A) und MKP-1 (MAP-Kinaseposphatase-1)
(Goldstein et al., 2005). Durch Oxidation ihrer katalytisch aktiven Cysteinthiolgruppen
konnen die Phosphatasen reversibel inhibiert und damit die Insulinwirkung verstarkt oder
induziert werden (Lee et al., 1998; Mahadev et al., 2001b; Denu und Tanner, 2002). Die
insulinmimetischen Effekte von exogen zugefithrtem H;0, in millimolaren Konzentrationen
sind somit durch die Oxidation der insulinregulatorischen Phosphatasen erklérbar.

Aufgrund ihrer kurzen Lebensspanne und ihrer Fahigkeit, radikalinduzierte Kettenreaktionen
raumlich und zeitlich begrenzt starten zu konnen, sind ROS/RNS gut geeignete Second
Messenger. So konnte fiir das kurzlebige RNS-Molekiil NO eine Funktion als endogener
vasodilatatorischer Second Messenger nachgewiesen werden (Ignarro et al., 1999).

Als Quelle fiir rezeptorvermittelte ROS-Produktion wurden iber Inhibitions- und
Deletionsexperimente die NADPH-Oxidasen (Nox) identifiziert. Besonders die Isoform Nox4
scheint bei der Erzeugung von ROS durch Insulin eine entscheidende Rolle zu spielen
(Mahadev et al., 2001a; Mahadev et al., 2004; Espinosa et al., 2009).

Durch Insulinstimulation wird die ROS-Produktion der Nox angeregt, die sich in der
Plasmalemmamembran oder in vesikuldren Kompartimenten befindet. Das priméare Produkt

der Nox ist 0,, das extrazelluldr oder intravesikuldr produziert wird. Uber Anionenkanéle

kann das geladene Superoxidion die Membranen durchqueren und wird durch spontane oder

enzymatische Dismutation zu H,O, umgewandelt (Bedard und Krause, 2007).
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Abbildung 1.5 Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies auf die Insulinsignaltransduktion nach
Goldstein et al., 2005. SOD = Superoxiddismutase.
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Der Mechanismus der Stimulation von Nox4 durch Insulin ist unbekannt. Es wurde aber
vermutet, dass die GTPase Rac und das G-Protein Gai2 daran beteiligt sind (Goldstein et al.,
2005). Eine weitere Quelle von ROS sind die Mitochondrien, die im basalen Zustand fiir den
Hauptteil der Produktion zelluldrer reaktiver Sauerstoffspezies verantwortlich sind. An
Komplex I und III der Atmungskette wird Superoxid erzeugt, dass durch die
Mangansuperoxiddismutase zu H;0, umgewandelt wird. Der Metabolismus der
Mitochondrien wird durch Insulin anabol reguliert, allerdings werden dafiir langere Zeitraume
als fiir Aktivierung der Nox benétigt. Ein Uberangebot an Glucose oder Lipiden kann aber
kurzfristig zu einer erhohten mitochondrialen ROS-Produktion fithren. Bei mitochondrialer
Dysfunktion ist die Insulinsignalwirkung gestort, so dass es zu einer Insulinresistenz kommen

kann (Cheng et al., 2010; Rigoulet et al., 2011).

1.4 Insulinwirkung und Insulinresistenz im Skelettmuskel

1.4.1 Insulinwirkung im Skelettmuskel

Im Skelettmuskel kann Glucose aerob oder anaerob metabolisiert werden. Einerseits kann
Glucose tiber die Glycolyse zu Pyruvat und weiter zu Acetyl-CoA abgebaut werden, dass iiber
den Citratzyklus und die Atmungskette zur oxidativen Erzeugung von ATP benutzt wird.
Andererseits kann Glucose anaerob, bei geringerer Energieausbeute, zu Lactat metabolisiert
werden oder als Glycogen zur spateren Verwendung gespeichert werden. Bei
Insulinstimulation wird die aufgenommene Glucose bevorzugt iiber die Inaktivierung der
GSK3 und Aktivierung der Glycogensynthase zu Glycogen umgesetzt. Im Falle eines
kontrahierenden Muskels wird die Glucose aber auch direkt zur Gewinnung von ATP
herangezogen.

Unter Insulineinfluss sind die Insulinzielgewebe fiir bis zu 90% der Glucoseverwertung
verantwortlich, wovon der Hauptanteil auf den Skelettmuskel entfillt (Defronzo et al., 1981;
Defronzo et al., 1985). Postprandial wird ca. ein Drittel der verzehrten Glucose durch den
Skelettmuskel aufgenommen (Moore et al., 2003). Die Glucose ist eine Aldohexose mit stark
hydrophilem Charakter, die aus diesem Grund nicht ungehindert die Zellmembran passieren
kann. Deshalb besitzen alle Zellen Transportproteine fiir Glucose, die einen erleichterten
Transport der Glucose mit dem Konzentrationsgradienten erlauben. Insgesamt gibt es 4
Glucosetransporter (GLUT1-4), die bevorzugt Glucose aufnehmen und deren Expression
gewebespezifisch ist. GLUT1 kommt in fast allen Geweben vor und sichert auch im

Skelettmuskel die basale Glucoseversorgung. GLUT4 kommt nur im Skelettmuskel, Herz und
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Fettgewebe vor und ist hauptverantwortlich fiir die insulinstimulierte Glucoseaufnahme (Bell
et al., 1990; Scheepers et al., 2004). Im Skelettmuskel wird GLUT4 zu 90% vesikuldr im
Zytosol gespeichert, bei Stimulation durch Insulin, korperliche Anstrengung oder Hypoxie
findet eine Translokation zur Membran statt (Kristiansen et al., 1996; Ryder et al., 2000).
Dabei handelt es sich um eine verstarkte Exozytose, wahrend sich die Geschwindigkeit der
Endozytose nicht verandert (Klip, 2009).

Das Akt-Substrat 160 (AS160) ist an der insulininduzierten GLUT4-Translokation beteiligt.
Es gibt 5 putative Akt-spezifische Phosphorylierungstellen, von denen S588 und T642 das
AS160 gesichert inaktivieren. Bei AS160 handelt es sich um ein GTPase-aktivierendes-
Protein (GAP). Diese aktiven Rab-GTPasen wiederum unterdriicken die Translokation
GLUT4-beladener Vesikel zur Plasmalemmamembran. Wird AS160 inaktiviert, kann GTP
die Rab-GTPasen inhibieren, so dass die Translokation der Vesikel stattfinden und verstarkt
Glucose in die Zellen aufgenommen werden kann (Sano et al., 2003). Ein weiterer Regulator
der GLUT4-Translokation ist TBC1D1, das 50% sequenzhomolog zu AS160 ist. Es ist
ebenfalls ein Akt-Substrat und fungiert auch als regulatorisches GAP (Taylor et al., 2008).
Neben der Regulation der GLUT4-Vesikel-Fusion durch die Akt, wird die insulinabhdngige
Glucoseaufnahme durch GLUT4 auch durch die atypischen Proteinkinase C-Isoformen &/A
(@PKC) vermittelt. In einem Knockout-Modell der aPKCA wurde eine verminderte
Glucoseaufnahme und Insulinresistenz im Skelettmuskel festgestellt, wahrend die
Phosphorylierung der Akt und AS160 nicht durch den Knockout beeinflusst wurden (Farese
et al., 2007).

Auch die Aktivitit des GLUT4 kann reguliert werden. Durch die, je nach Substratlage,
reversible Bindung zweier Enzyme aus der Glycolyse, die Glycerinaldehydphosphat-
dehydrogenase und die Hexokinase, an den GLUT4-Transporter wird dessen Aktivitat
reguliert (Zaid et al., 2009).

Analog zu IGF-1 fiihrt Insulin zur Differenzierung von Myoblasten. AuBerdem wirkt Insulin
der atrophierenden Wirkung von Myostatin in Skelettmuskelzellen entgegen und fiihrt bei
langfristiger Exposition tiber die Aktivierung des PI3K/mTOR-Weges zu einer Hypertrophie
des Skelettmuskels (Sharples and Stewart, 2011). Die Differenzierung wird in Teilen tiber das
Akt-Substrat FoxOla vermittelt. Damit diese stattfinden kann, muss FoxOla aus dem
Zellkern translozieren, ein konstitutives aktives FoxOla kann die Differenzierung inhibieren
(Hribal et al 2003). Allerdings wurde in einem Skelettmuskelzellenmodell auch beobachtet,
dass durch die Translokation von FoxO1l die myogene Differenzierung inihibiert wurde

(Hakuno et al., 2011).
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1.4.2 Insulinresistenz im Skelettmuskel

Findet postprandial trotz Ausschiittung von Insulin keine schnelle Normalisierung des
Blutglucosewerts statt, liegt der Zustand der Insulinresistenz vor. Kompensatorisch wird von
den p-Zellen zunachst die Insulinausschiittung erhoht. Ein  Ausbleiben dieser
kompensatorischen Reaktion aufgrund pathologischer Prozesse fithrt zur Entwicklung von
Typ 2 Diabetes. Hyperglykamie, Hyperlipidamie, die Notwendigkeit zur verstdrkten
Insulinsekretion sowie die damit verbundene Bildung von Amylin-Ablagerungen im Pancreas
tragen zur Dysfunktion der B-Zellen und damit zur Pathogenese des Typ 2 Diabetes bei.
Obwohl genetische Pradispositionen fiir Typ 2 Diabetes bekannt sind, handelt es sich
hauptsachlich um eine chronische Krankheit, die durch Ubergewicht und mangelnde
korperliche Bewegung ausgelost wird  (Defronzo, 2009). Besonders in den
Wohlstandsgesellschaften der westlichen Welt ist Typ 2 Diabetes verbreitet und fiihrt vor
allem aufgrund renaler Komplikationen und erhohter kardiovaskuldrer Risiken zu einer
gesteigerten Mortalitit und einer enormen Kostensteigerung im Gesundheitswesen (Ali et al.,
2010).

Die Insulinresistenz ist systemisch durch eine merklich reduzierte Glucoseaufnahme
charakterisiert (Defronzo et al., 1981), die von einer gestérten Insulinsignaltransduktion
herrithrt. So sind bei Patienten mit Insulinresistenz im  Skelettmuskel die
Tyrosinphosphorylierung an IRS1 und die PI3K-Aktivitat verringert, sowie das Signaling der
MAP-Kinase Erk1/2 verstiarkt (Goodyear et al., 1995; Bjornholm et al., 1997; Cusi et al.,
2000). Als Folge der verringerten IRS1-Phosphorylierung zeigen die Mediatoren der
Insulinwirkung aPKC (Kim et al., 2003) und Akt eine verringerte Aktivitat (Krook et al.,
1998; Kim et al., 1999). Das kann dann zu einer verringerten Translokation und Aktivitat der
GLUT4 fithren (Shepherd und Kahn, 1999). Weitere Kinasen, deren Aktivitiat bei
Insulinresistenz verandert ist, sind die c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und die p38. In einem
Leptin-defizienten Maussystem (Ob/Ob-Maus) war die durch Insulin ausgeloste
Phosphorylierung dieser MAP-Kinasen verringert (Leng et al., 2004).

Ein wichtiges Akt-Substrat, das in Skelettmuskel exprimiert wird und Einfluss auf die
Insulinresistenz hat, ist der Transkriptionsfaktor FoxOla. So war eine muskelspezifische
Uberexpression von FoxOla im Mausmodell durch eine schlechte glykamische Kontrolle,
reduzierte Muskelmasse und eine verringerte Anzahl an Jow-twitch Muskelfasern (rote
Muskelfasern) charakterisiert (Kamei et al., 2004). Mechanistisch konnten die beobachteten

Effekte durch Expression von FoxOla-Mutanten im C,C;,-Skelettmuskelzellmodel erklart
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werden. In C;Cjp-Zellen ist FoxOla an der Differenzierung beteiligt. Die Expression von
FoxOla wird wahrend der Differenzierung vermindert. In differenzierten Myotuben wird
FoxOla phosphoryliert und aus dem Nukleus transloziert. Die Expression einer konstitutiv
aktiven Form inhibiert die Differenzierung, wahrend ein dominant negatives FoxOla die
Inhibition der Differenzierung durch den PI3K-Inhibitor Wortmannin aufheben kann. Durch
Knockdown von FoxOla wird zusétzlich die Myosin-Expression erhoht (Hribal et al., 2003).
AuBerdem stehen die Atrophie-Gene Atrogin-1 und MuRF1 unter der Kontrolle von FoxO-
Transkriptionsfaktoren, die durch den PI3K/Akt-Weg inhibiert werden (Stitt et al., 2004). Der
atrophischen Wirkung von FoxO3 wird durch PGC-1a entgegengewirkt, das die Expression
der Atrophie-Gene unterdriickt (Sandri et al., 2006). Auch auf transkriptioneller Ebene nimmt
FoxOla Einfluss auf den Insulinsignalweg. So wird die Expression von Insulin-Rezeptor, IRS
und des translationalen Repressors 4E-BP1 durch FoxOla in Abhangigkeit von verfiigbaren
Néhrstoffen reguliert (Puig et al., 2003). AuBerdem wurde gezeigt, dass die Transkription der
InsR-mRNA unter direkter Kontrolle von FoxO1 steht und eine Inaktivierung von FoxO1
durch Phosphorylierung zur Insulinresistenz tiber Verminderung der InsR-Expression
beitragen kann (Puig und Tijan, 2005). Ein weiterer regulatorischer Einfluss auf FoxO erfolgt
tiber JNK. Diese Kinase inhibiert die Insulinwirkung auf FoxO und sorgt unabhéngig von
PI3K/AKkt fiir seine Relokalisation in den Zellkern (Wang et al., 2005). Gleichzeitig wird die
Aktivitat von JNK durch ROS induziert (Shen und Liu, 2006). JNK koénnte also eine wichtige
Schnittstelle zwischen ROS und Insulinsignalweg sein. Eine erhohte zellulaire ROS-
Produktion wird mit einem Fortschreiten der Insulinresistenz in Verbindung gebracht (Houstis
et al., 2006; Erol, 2007). Weiterhin ist insulinresistentes Muskelgewebe durch eine verringerte
MitochondriengroBe (Kelley et al., 2002) sowie eine verringerte Genexpression der an der
oxidativen Phosphorylierung beteiligten Proteine charakterisiert (Mootha et al., 2003; Patti et
al., 2003). AuBerdem wurden eine geringere mitochondriale ATP-Produktion und eine
langsamere Citratzyklus-Flussrate festgestellt (Stump et al., 2003).PGC-lo ist ein
transkriptioneller Koaktivator, der die Biogenese von Mitochondrien und die Genexpression
der oxidativen Gene im Skelettmuskel kontrolliert und somit auch die metabolische
Flexibilitat des Skelettmuskels steuert. Metabolische Flexibilitat bezeichnet die Fahigkeit des
Skelettmuskels, von Glucose auf Fettsduren als primér genutzte Energiequelle umzuschalten.
Das kann den durch ein Uberangebot an Lipiden induzierten Zustand der Insulinresistenz
entscheidend mitbeeinflussen (Ukropcova et al., 2005). Bei Insulinresistenz wird PGC-1a im
Skelettmuskel vermindert exprimiert, was einen homgoostatischen Mechanismus darstellen

koénnte, um der erhohten ROS-Produktion der Mitochondrien bei Fettsiureoxidation zu
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begegnen (Mootha et al., 2003; Benton et al., 2008b). PGC-1a mediiert auch die Effekte der
Muskeladaptation durch Bewegung. Fiir seine optimale Expression wird eine ausreichende
Menge ROS bendtigt. Eine Abweichung davon fiihrt zu einer erhohten oder verminderten
Expression von PGC-1a (Irrcher et al., 2009). Generell scheint die Wirkung von ROS im
Skelettmuskel dem Konzept der Hormesis zu folgen. Wenig reaktive Sauerstoffspezies sind
fir die Funktion und Adaptation der Skelettmuskulatur notig. Bei erhdhten Konzentrationen
tritt eine Schadigung der Muskulatur ein (Calabrese und Baldwin, 2001; Powers et al., 2011).
Bei Kontraktion der Skelettmuskulatur werden zusatzlich groBere Mengen intrazellulares
ROS erzeugt (Jackson, 2008). Gleichzeitig wird durch korperliche Bewegung die
Insulinsensitivitat fiir einige Stunden verbessert (Maarbjerg et al., 2011). Ein Zusammenhang
zwischen ROS und verbesserter Insulinsensitivit wird derzeit diskutiert. Zur Uberpriifung
dieses Konzepts wurde folgendes Experiment durchgefiihrt: Eine Gruppe gesunder Ménner
wurde einem 4-wochigen Fitnesstraining unterzogen. Dies fiihrte zu einer ROS-induzierten
Steigerung der Genexpression bei PGC-la, PPARy (Peroxisom-Proliferator-aktivierter
Rezeptor v), Superoxiddismutase 1 und 2 (SOD) sowie GPx1 im Skelettmuskel. Ein Teil
dieser Manner erhielt zusétzlich eine tigliche Supplementation mit den Antioxidantien
Vitamin C (500 mg) und Vitamin E (400 IU), die die erhohte Genxepression unterdriickte
(Ristow et al., 2009). Ahnliche Beobachtungen wurden bereits zuvor durch eine weitere
Forschergruppe bei Menschen und im Rattenmodell gemacht (Gomez-Cabrera et al., 2005;
Gomez-Cabrera et al., 2008). Weiterhin konnte in einem Skelettmuskelzellmodell durch das
Antioxidans N-Acetylcystein die durch IGF-1 induzierte Signaltransduktion unterdriickt
werden (Handayaningsih et al., 2011). Diese Ergebnisse legen nahe, dass nicht nur zuviel
sondern auch zu wenig ROS eine verschlechterte Insulinsignaltransduktion bedeuten kénnen
und eine Akkumulation von Antioxidantien einen durchaus schédlichen Einfluss auf den

Skelettmuskel haben konnen..

1.5 Selen und Selenoproteine in der Skelettmuskulatur

In der Skelettmuskulatur befinden sich ca. 50% des im menschlichen Korper gebundenen
Selens, was am groBen Anteil des Skelettmuskels am Gesamtkorpergewicht liegt, obwohl die
Selenkonzentration vergleichweise niedrig ist. So werden im Skelettmuskel, bei
Serumselenwert von ca. 70 ng/g, ca. 100 ng/g Selen gespeichert, wihrend in der Niere ca. 700
ng/g und in Leber und Hoden ca. 300 ng/g vorhanden sind (Oster et al., 1988).
Nichtsdestotrotz scheint der Skelettmuskel am starksten von Selendefizienz betroffen zu sein,

da sich diese besonders in Myopathien und Muskeldefekten niederschlagt. So zeigte sich in
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verschiedenen Nutztieren eine erndhrungsbedingte muskulédre Dystrophie, auch White Muscle
Disease (WMD) genannt, bei der eine morphologische Verianderung und die Kalzifikation der
Herz und Skelettmuskelfasern beobachtet wurde. Diese Symptome konnten auf
Selendefizienz zuriickgefiihrt und durch Selensupplementation aufgehoben werden (Schubert
et al., 1961; Cantor et al., 1982). Beim Menschen kennt man mit der Keshan-Krankheit ein
ahnliches Krankheitsbild, bei welchem es zu Kardiomyopathien und Kalzifikationen im
Muskelgewebe kommt. Die Keshan-Krankheit tritt hauptsachlich in Regionen Chinas mit
extrem niedrigem Selengehalt in den Ackerboden auf. Zum Ausbruch der Krankheit kommt
es durch eine Infektion mit dem Coxsackie-Enterovirus, der nur im selendefizienten Status
virulent wird. Ein breit angelegtes Selensupplementationsprogramm in den betroffenen
Regionen Chinas konnte die Krankheit groBtenteils eindimmen (Beck et al., 2003). Auch
andere virus- und pathogeninduzierte Myopathien sind mit einer Abnahme der
Muskelselenkonzentration und einer Zunahme an oxidativen Schiaden assoziiert (Ward und
Peters, 1992; Chariot et al., 1997). Patienten, die tber einen langeren Zeitraum parenteral
erndhrt wurden, zeigten im Muskel eine verringerte GPx-Aktivitat, was als Parameter eines
selendefizienten Status angesehen wird. Zusatzlich wurden bei ihnen Muskelschwéche und
Muskelschmerzen diagnostiziert. Auch hier wurde nach Gabe von Selen eine Linderung der
Symptome beobachtet (Baptista et al., 1984).

Am starksten ist eine Selendefizienz in Verbindung mit einer zusatzlichen a-
Tocopheroldefizienz (Vitamin E) ausgepragt. So konnte eine Studie mit Meerschweinchen als
Versuchsmodell zeigen, dass nur bei vollstandiger Selen- und a-Tocopheroldefizienz eine
Myopathie auftrat, die mit verminderter Lipidperoxidation und Glutathionperoxidaseaktivitat
assoziiert war, wobei der molekulare Mechanismus nicht geklart werden konnte (Hill et al.,
2001).

Die Versorgung des Skelettmuskels mit Selen ist nicht vollstandig aufgeklart. So wurde der
Selengehalt in der Skelettmuskulatur von SelP-KO-Mausen nur um 35% gesenkt, wahrend
der Knockout des ApoER2-Rezeptor, der die Endozytose von Selenoprotein P vermittelt, zu
keiner nennenswerten Reduktion des Selengehaltes der Muskulatur fiihrte (Burk und Hill,
2009). Das lasst auf eine nicht nur von Selenoprotein P abhingige Selenversorgung sowie auf
eine ApoERZ unabhangige Aufnahme von Selenoprotein P in der Skelettmuskulatur
schlieBen.

Im Skelettmuskel ist im Vergleich zu anderen Geweben die Expression von zwei
Selenoproteinen besonders hervorzuheben. Selenoprotein W (SelW) wurde als erstes

muskelrelevantes Selenoprotein identifiziert und mit WMD assoziiert, da eine verringerte
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Expression von SelW im Skelettmuskel vorgefunden wurde (zusammengefasst in Whanger,
2000). Die physiologische Funktion des SelW ist immer noch unklar. Durch
Kernresonanzspektroskopie konnte seine Struktur allerdings aufgeklart werden. Gemeinsam
mit 5 anderen strukturverwandten Selenoproteinen (SelM, Sep15, SelV, SelT, SelH) wurde es
in die Klasse der Rdx-Proteine eingeordnet. Diese Proteine besitzen eine dem Thioredoxin
ahnliche Struktur und verfiigen entweder iiber ein redoxaktives CxxC- oder UxxC-Motiv,
welches mit dem reaktiven Zentrum der Thioredoxine vergleichbar ist (Aachmann et al.,
2007). Uber dieses kann es mit dem Cystein von Glutathion (Beilstein et al., 1996) oder 14-3-
3 interagieren (Aachmann et al., 2007). In Ratten-Myoblasten wird SelW stark exprimiert,
genauso wie in embryonalem Gewebe (Beilstein et al., 1996; Loflin et al., 2006). Bei der
Differenzierung zu Myotuben findet eine allmdhliche Verringerung der Selenoprotein W-
Expression statt (Yeh et al., 1997). Eine moderate Regulation durch muskelspezifische
Transkriptionsfaktoren wurde nachgewiesen (Noh et al., 2010). In in vitro-Systemen
vermittelt Selenoprotein W einen glutathionabhéngigen Schutz gegeniiber oxidativem Stress
(Jeong et al., 2002; Kim et al., 2005; Loflin et al., 2006). Aufgrund seiner stark
selenabhdngigen Regulation und seiner niedrigen Position in der Selenoproteinhierarchie
wurde die Expression des SelW als Marker fiir den Selenstatus verschiedener Gewebe
vorgeschlagen (Sunde, 2010).

Im Jahre 1999 wurde iiber einen bioinformatischen Ansatz das ebenfalls im Muskel hoch
exprimierte Selenoprotein N (SelN) identifiziert (Lescure et al., 1999). SelN ist ein in zwei
verschiedenen Splei-Varianten vorkommendes glycosyliertes ER-Protein, das mit verschiedenen
Erkrankungen der Muskulatur in Verbindung gebracht wird. So wurden bei einer Form der
kongenitalen Muskeldystrophie (rigid spine), der Multicore-Myopathie, sowie bei einer
Desminopathie Mutationen im SeIN-Gen (SEPN1) gefunden (zusammengefasst in Arbogast und
Ferreiro, 2010). Wahrend in Myoblasten und fotalem Gewebe eine hohe Expression an SelN
vorliegt, verringert sie sich drastisch in adultem Gewebe und Myotuben (Petit et al., 2003). Zur
Funktion des Selenoprotein N wurde eine Studie in Zebrafischen durchgefiihrt. In dieser Studie
zeigte sich, dass SelN mit Ryanodin-Rezeptoren (RyR) interagiert und iiber RyR Kalziumstréme
moduliert (Jurynec et al., 2008). Eine redoxaktive Regulation dieser Interaktion wird fiirr moglich
gehalten, da RyR bis zu 400 Cysteine enthalten konnen, und SelN ein CXXS-Motiv mit putativer
Oxidoreduktase-Aktivitit besitzt (Fomenko und Gladyshev, 2002).

Weitere Selenoproteine, deren Proteinexpression sich im Skelettmuskel zeigen, sind die
Glutathionperoxidase 1 (Loh et al, 2009), die Thioredoxinreduktasen 1 und 2 (Kiermayer et al.,
2007), sowie die Deiodinasen 2 und 3 (Ramadan et al., 2011). Selenoprotein K und Selenoprotein

T sind ebenfalls an der Kalziumhomgostase im Skelettmuskel beteiligt (Lescure et al., 2009).
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1.6 Molekulare Mechanismen der pro- und antidiabetischen
Wirkungen von Selen

In Abbildung 1.6 sind mdgliche Interferenzpunkte von Selenverbindungen und Selenoproteinen
mit der Insulinsignalkaskade dargestellt, die nachfolgend im Text genauer erlautert werden.

Die ersten Untersuchungen zum Einfluss von Selen auf die Insulinsignaltransduktion wurden in
Adipozyten durchgefiihrt (Ezaki, 1990). Selenat in den Konzentrationen von 100 pM bis 100 mM
zeigte eine verstirkte  Tyrosinphosphorylierung an  verschiedenen Proteinen der
Insulinsignalkaskade und eine erhohte Glucoseaufnahme. Daraufhin wurde im Skelettmuskel die
Glucoseaufnahme bei Stimulation mit hohen Konzentrationen von Selenit und Selenat untersucht.
Selenat im millimolaren Konzentrationsbereich induzierte eine Stimulation des Glucosetransports,
Selenit steigerte in 30 pM Konzentration die Glucoseaufnahme mit wesentlich geringerer
Amplitude (Firnsinn et al., 1996). In DU-145 Prostatakrebszellen wurde unter Einfluss von
mikromolaren Konzentrationen von Selenit eine erhohte Aktivitat der PTEN festgestellt, die in
einer verminderten Phosphorylierung der Akt resultierte (Berggren M et al., 2009). Auch
Methylseleninsidure (MSeA) konnte in DU-145-Zellen die Phosphorylierung der Akt und von
MAP-Kinasen vermindern (Jiang et al., 2002).

Eine Selensupplementation von Tiermodellen zeigte anfanglich antidiabetische Effekte. So
fithrte die Supplementation mit supraphysiologischen millimolaren Konzentrationen an Selenat in
diabetischen db/db-Mausen und Streptozotocin-behandelten Ratten zu einer verbesserten
Insulinsensitivit und Glucosehomoostase (McNeill et al.,, 1991; Becker et al., 1996).
Streptozotocin fiihrt zu einem Typ 1 Diabetes-ahnlichen Zustand durch RNS-induzierte Nekrose
der B-Zellen. Die positiven Effekte des Selenats wurden auf eine Regulation glycolytischer und
Gluconeogenese-Gene in der Leber zuriickgefiihrt (Becker et al., 1996). Die eingesetzten hohen
Konzentrationen kénnen im Tiermodell aber auch toxische Effekte hervorrufen (Fiirnsinn et al.,
1995). Eine Supplementation mit anderen Selenverbindungen wie Selenit, Selenomethionin oder
Methylselenocystein kann aufgrund von Toxizitat und begrenzter Loslichkeit nicht in denselben
Konzentrationen wie mit Selenat durchgefiihrt werden. Bei niedriger Dosierung von
Selenverbindungen waren die im Tiermodell erzielten Ergebnisse nicht eindeutig. So fiihrte eine
Selensupplementation nicht immer zu einer Verbesserung des diabetischen Status, haufig traten
auch prodiabetische Effekte auf (zusammengefasst in Mueller et al., 2009b).

In einem in vivo-Modell wurde eine verminderte PTP-Aktivitat unter Selenateinfluss festgestellt,
wihrend Selenit die PTP-Aktivitat nicht veranderte (Mueller und Pallauf, 2006). Auch die
Glutathionylierung der PTP1B wurde durch Selenat und Selenit unterschiedlich reguliert. In vivo
filhrte Selenat zu einer stiarkeren Inhibition der Glutathionylierung, in vitro wurde der Effekt

umgekehrt und Selenit fiihrte zur stirkeren Inhibition der PTP1B (Mueller et al., 2009a). Durch

21



1 Einleitung

diese Manipulation der Phosphataseaktivitat wurde auch die Transkription beeinflusst. So erhohte
sich die Expression von Regulatoren der Fettsauresynthese, wie des Transkriptionsfaktors
SREBPIc (sterol regulatory element-binding protein) und des Enzyms FAS (Fatty acid
synthase) (Mueller et al., 2008).

Verschiedene Studien zeigten in vitro eine Verringerung der reaktiven Sauerstoffspezies durch
Selenit (Saito et al., 2003; Kim et al., 2004). Eine weitere Einflussméglichkeit besteht in der
seleninduzierten Biosynthese von zelluldren Selenoproteinen, von denen die meisten ROS in vivo
vermindern kénnen (Reeves und Hoffmann, 2009). In einem transgenen Mausmodell mit
systemischer Uberexpression der GPx1 zeigte sich ein Phéanotyp, der einem ausgepragten Typ 2
Diabetes dhnlich war. Dabei war in Leber und Skelettmuskel die Phosphorylierung der Akt bei
Insulinstimulation vermindert, was konsistent mit einer Insulinresistenz ist (McClung et al.,
2004). Umgekehrt resultierte der Knockdown von GPx1 im Mausmodell in einer erhéhten
Insulinsensitivat. Extrahierte embryonale Fibroblasten aus diesen Méausen zeigten erhohte
intrazelluldre ROS-Spiegel sowie verstirkte PTEN-Oxidation und Akt-Phosphorylierung (Loh et
al., 2009). Auch in MCF7-Mammakarzinomzellen war es moglich durch Selensupplementation
GPx1 zu induzieren und dadurch die Phosphorylierung der p70S6-Kinase zu verringern, die durch
mTOR aktiviert wird (Nasr et al., 2004). Nicht nur intrazellulire Selenoproteine kénnen die
Insulinwirkung beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass Selenoprotein P in hohen
Konzentrationen zu Insulinresistenz im peripheren Gewebe eines Mausmodells fithren konnte.
Zusétzlich konnte eine Korrelation zwischen Typ 2 Diabetes und Serumniveaus von
Selenoprotein P hergestellt werden (Misu et al., 2010). Allerdings kann nicht nur eine
Uberexpression, sondern auch die verringerte Expression von Selenoproteinen, Symptome
hervorrufen, die einen Typ 2 Diabetes dhneln. So fiihrte die verminderte Expression eines Sets an
hierarchisch niedriger Selenoproteine bei Mausen zu Glucoseintoleranz, Hyperglykdmie und

Hyperinsulindmie (Labunskyy et al. 2011).

Beim Menschen werden Selenpraparate unter anderem zur Krebspravention eingesetzt. Im
Rahmen der NPC-Studie (National Prevention of Cancer) wurden 200 pg Selen/Tag in
Hefeform iiber 13 Jahre an die Teilnehmer verabreicht. Es zeigte sich eine geringe
Verbesserung in der Krebsmortalitit bei Lungen-, Darm- und Prostatakrebs (Clark et al.,
1996). Durch eine nachtragliche durchgefiihrte Analyse wurde allerdings ein signifikant
erhohtes Diabetesrisiko in der Selensupplementationsgruppe festgestellt (Stranges et al.,
2007). Besonders bei einem hohen Serumselenwert von mehr als 121.6 pg/mL (oberes Tertil)

war das Diabetesrisiko um das 2,4-fache im Vergleich zur Kontrollgruppe erhoht. Eine
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weitere groBangelegte Studie zur Krebspravention durch Selen und Vitamin E (SELECT =
Selenium und Vitamin E Cancer Prevention Trial) fiihrte zu keinem positiven praventiven
Effekt und wurde vorzeitig abgebrochen. Hier zeigte eine Analyse des Diabetesrisikos eine
Tendenz zu hoherem Risiko fiir Typ 2 Diabetes in der Selensupplementationsgruppe

(Lippman et al., 2009).

. Insulin

Glucose &

FoxO1 -
DBE

Transkription antioxidativer Gene
und Gene des Stoffwechsels

Selenoproteine
(z.B. GPx1, SelW)

Mitochondrien

Abbildung 1.6: Angriffspunkte von Selenverbindungen wund Selenoproteine in der
Insulinsignalkaskade (nach Steinbrenner et al., 2011).

Weitere epidemiologische Studien konnten hohe Plasmaselenwerte ebenfalls mit Typ 2
Diabetes-assoziierten ~Parametern, wie erhohten Plasma-non-HDL-Cholesterinwerten
korrelieren (Stranges et al., 2010a; Stranges et al., 2010d). Andererseits zeigte sich in einigen
epidemiologische Studien keine Korrelation zwischen Selensupplementation und Typ 2
Diabetes (Czernichow, 2006). Die Mehrheit der derzeit publizierten Studien deutet aber
darauf hin, dass Selensupplementation ein Risikofaktor bei der Entwicklung eines Typ 2
Diabetes sein kann. Um Empfehlungen fiir eine optimale Selenversorgung festlegen zu
konnen besteht ein groBes Interesse, die den potentiell adversen Effekten von Selen zugrunde

liegenden molekularen Mechanismen zu identifizieren.
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Im Rahmen dieser Arbeit sollte fiir die Skelettmuskulatur untersucht werden, wie die
Insulinsignalkaskade und der Glucosestoffwechsel in einem Insulinzielgewebe bei
Supplementation mit Selenverbindungen beeinflusst werden.

Mehrere epidemiologische Studien wie auch diverse Tierversuche haben Hinweise geliefert,
dass supraphysiologische wenngleich nicht-toxische Selendosen, sowie die erhohte
Expression von Selenoproteinen, das Risiko fir Typ 2 Diabetes erhéhen oder metabolische
Parameter beeinflussen, die mit der Entwicklung von Typ 2 Diabetes assoziiert sind (Stranges
et al., 2007, Mueller et al., 2009, Labunskyy et al., 2011). Die molekularen Mechanismen, die
einer potentiell adversen Wirkung von supraphysiologischen Selendosen zugrunde liegen,
sind bisher nur unzureichend verstanden.

Eine Validierung des Selenstatus der untersuchten Modellorganismen sollte durch
Bestimmung der Genexpression, Proteinexpression und Enzymaktivitit der Selenoproteine
erfolgen.

1) Das L6.C11 Skelettmuskelzellmodell wurde fiir die Bearbeitung grundlegender
Fragestellungen herangezogen. Es sollte geklart werden, in wie weit diverse, bei Human- und
Tierstudien eingesetzte, organische und anorganische Selenverbindungen einen Einfluss auf
den Phosphorylierungsstatus der Akt sowie weiterer Proteine der Insulinsignalkaskade haben.
Zusitzlich sollten insulinabhangige Parameter, wie die Glucoseaufnahme, untersucht werden.

Durch Selenverbindungen kann auf zellulairer Ebene das Niveau der reaktiven
Sauerstoffspezies beeinflusst werden, welche wiederum an der Signaliibertragung von Insulin
beteiligt sind (Goldstein et al., 2005). Deshalb sollte die zellulare Produktion der reaktiven
Sauerstoffspezies untersucht werden.

2) Anhand primérer humaner Muskelzellen sollte dann analysiert werden, ob Selenoprotein P,
das wichtigste Selentransportprotein, molekulare Effekte hervorrufen kann, die mit einer
Insulinresistenz assoziiert sind.

3) Die Auswirkungen einer Ernihrung mit erhohtem Selenanteil, wie er in den
epidemiologischen Studien eingesetzt wurde, sollte durch eine Supplementationsstudie in Sus
Scrofa nachgestellt werden, da der Schweinemetabolismus dem menschlichen sehr dhnlich ist.
Hierbei sollten neben dem Skelettmuskel, auch Fettgewebe und Leber, als weitere

Insulinzielgewebe, auf die Insulinsignaltransduktion und Genexpression untersucht werden.
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Allgemeine Laborchemikalien wurden von Sigma und Roth bezogen, falls es im Text nicht
anders erwahnt wird. Kleingerate, die zur allgemeinen Grundausstattung fiir
molekularbiologische und zellbiologische Labore gehéren, entsprachen dem allgemeinen
Standard und werden hier nicht aufgefiihrt. Methodenspezifische Gerate finden sich mit ihrer
jeweiligen Typenbezeichnung unter der Beschreibung der entsprechenden Methode
aufgefiihrt. Verbrauchsmaterialien aus Plastik wurden, falls im Text nicht anders erwahnt, von
Greiner (Frickenhausen, Deutschland) geliefert. Zum Ansetzen der Puffer und Losungen

wurde Wasser in Millipore-Qualitat verwendet.
3.1 Materialien

3.1.1 Puffer und Lésungen

Anodenpuffer I: 300 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH

Anodenpuffer II: 25 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH

Blockierlosung I: 5 % (w/v) Trockenmilchpulver in TBST

Blockierlosung II: 5% (w/v) Bovines Serum Albumin in TBST

Gel-Ladungspuffer fiir Proteine (4x): 300 mM Tris-HCI pH 6.8; 8 % SDS; 40 % Glycerin;
400 mM B- Mercaptoethanol; 0.04 % (w/v) Bromphenolblau

Kathodenpuffer: 25 mM Tris; 10 % (v/v) MeOH; 40 mM Glycin

Laufpuffer fiir SDS-Page: 50 mM Tris; 500 mM Glycin; 0.1 % (w/v) SDS

PBS: 137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 8 mM Na;HPOy; 1.47 mM KH,PO, (pH 7.4)

Polyacrylamidgel (fir SDS-PAGE)

5 % Sammelgel: 720 pl Rotiphorese Gel 40 (37,5:1); 650 pl Tris 1 M, pH 6,8;
3.5 ml Wasser; 50 ul SDS 10% (w/v); 50 ul APS 10% (w/v); 5 ul TEMED

10 % Trenngel 2.5 ml Rotiphorese Gel 40 (37,5:1); 2,5 ml 1,5 M Tris, pH 8,8;
4.8 ml Wasser; 100 pl SDS 10% (w/v); 100 ul APS 10% (w/v); 5 ul TEMED
17% Trenngel. 4.25 ml Rotiphorese Gel 40 (37,5:1); 2.5 ml 1,5 M Tris, pH 8,8;
2.0 ml Wasser; 100 pl SDS 10% (w/v); 100 ul APS 10% (w/v); 5 ul TEMED

RIPA-Puffer : 150mM NaCl, 1% Igepal CA 630, 0.5% DOC (Deoxycholséure), 0.1% SDS,
50mM Tris pH 8.0
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TAE : 40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA (pH 8.0)
TBST: 5 mM Tris-HCI (pH 7.5); 15 mM NaCl; 0.01 % (v/v) Tween-20

3.1.2 Kits und Hilfsmaterialien

Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, Madison, Wisconsin, USA)
Proteinbestimmung nach Lowry : DC Assay Kit ( Biorad, Miinchen)

GeneJet Plasmid Miniprap Kit (Fermentas, St Leon-Rot)

High Fidelity PCR System (Invitrogen, Karlsruhe)

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Reaction Mix (Roche, Mannheim)
NE-PER Nuclear und Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Fisher Scientific, Bonn)
Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)

Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden)

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)

SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Fisher Scientific, Bonn)
Gel DNA Recovery Kit (Fermentas, St Leon-Rot)

Akt-Activity Kit (Promokine, Heidelberg)

3.1.3 Antikérper

Primare Antikérper

Tabelle 3.1: Eingesetzte priméare Antikorper

Antigen Hersteller Artikelnr. Donor

Akt pan Cell Signaling 4685 Kaninchen
AMPKa (23A3) Cell Signaling 2603 Kaninchen
B-Aktin (13E5) Cell Signaling 4970 Kaninchen
Desmin Cell Signaling 4024S Kaninchen
FAK (total) Cell Signaling 3285 Kaninchen
FoxOla Cell Signaling 9454S Kaninchen
FoxO3 Upstate 07-702 Kaninchen
GPx1 Epitomics 3120-1 Kaninchen
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Antigen Hersteller Artikelnr. Donor
P38 New England 9212 Kaninchen
Biolabs (NEB)
PGC-1 Santa Cruz sc-13067 Kaninchen
Phospho -Akt(T308) Cell Signaling 2965 Kaninchen
Phospho -Akt(S473) Cell Signaling 9271S Kaninchen
Phospho -FoxO1la(Thr24)/ Cell Signaling 9464S Kaninchen
Phospho -FOX03(T32)
Phospho-AMPK1a (T172) Cell Signaling 2535 Kaninchen
Phospho-Erk1/2 Cell Signaling 4376 Kaninchen
Phospho-FAK (Tyr397) Cell Signaling 3283 Kaninchen
Phospho-GSK3a/p (Ser21/9) Cell Signaling 9327 Kaninchen
Phospho-JNK (Thr183/Tyr185) Cell Signaling 9251 Kaninchen
Phospho-P38(T180/Y182) Cell Signaling 9211S Kaninchen
Phospho-STAT3(Tyr705) Cell Signaling 9135 Kaninchen
PTEN Epitomics 1539-1 Kaninchen
Selenoprotein N Santa Cruz sc-98960 Kaninchen
Selenoprotein P Santa Cruz sc-22639 Ziege
Selenoprotein P, human Eurogentec s.u.* Kaninchen
Selenoprotein W Rockland 600-400-A29 Kaninchen
Thioredoxin reduktase Santa Cruz sc-28321 Maus

*Selenoprotein P human. Der polyklonale
Affinititschromatographie aus dem Serum von Kaninchen gewonnen, die mit einem an KLH (keyhole limpet

Antikorper wurde nach Mostert

et al.

haemocyanin) gebundenen Epitop des humanen SeP-Proteins (AS 244-258) immunisiert worden waren.
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Sekundare Antikorper

Tabelle 3.2: Eingesetzte sekundire Antikorper

Antigen Hersteller Artikelnr. Donor
goat IgG HRP Santa Cruz Sc-2020 Esel
mouse [gG_HRP Pierce 32230 Ziege
rabbit IgG (H+L)-HRP Dianova 111-035-144 Ziege

3.1.3 Verwendete niedermolekulare Selenverbindungen

Die in Abbildung 3.1 dargestellten Selenverbindungen wurden von Sigma-Aldrich als
Feststoffe bezogen und fiir die Zellkulturversuche in H,O gelost. SeMet wurde als 10 mM
Stammlosung angesetzt und bis zur Anwendung bei -20°C gelagert. Selenit und Selenat
wurden in 100 mM Stammlésungen angesetzt und ebenfalls bei -20°C gelagert. MSeA wurde
fir jedes Zellkulturexperiment in 100 mM Konzentration neu gelost, um eine vorzeitige
Hydrolyse und Freisetzung von Methylselenol zu verhindern. Diese vier Verbindungen
wurden in Konzentrationen von 20 nM bis 100 pM in L6.C11-Zellen zur Supplementation
eingesetzt. AuBerdem wurden SeMet und Selenit als Vergleichsverbindungen fiir
Selenoprotein P eingesetzt. Selenocystin wurde ebenfalls als Vergleichsverbindung fiir SelP
eingesetzt, konnte 10 mM (bei pH 9) gelost werden und wurde bei -20°C gelagert.

SeMet, Selenit und Selenat sind Verbindungen die zur Nahrungserganzung im Mensch und
Tieren in der EU freigegeben sind (Rayman et al., 2008). MSeA wurde als mogliches
Krebstherapeutikum gehandhabt (Berggren M et al., 2009).
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Abbildung 3.1: In der Zellkultur eingesetzte Selenverbindungen

3.2 Zellkultur

3.2.1 Zellen
HepG2

HepG2 Zellen stellen eine humane Hepatomzelllinie dar, die aus dem Leberkarzinom eines 15
Jahre alten ménnlichen Individuums mitteleuropéischer Herkunft etabliert wurde. Die Zellen
wachsen adherent und sind ein geeigneter in-vitro Donor fir humanes Selenoprotein P
(Knowles et al., 1980; Steinbrenner et al., 2006a). Die Zellen wurden von der Health
Protection Agency bezogen (HPA, Salisbury, UK, No.: 85011430) und iiber maximal 35

Passagen in Kultur gehalten.

Priméare Rattenhepatozyten

Priméare Hepatozyten wurden aus erwachsenen, méannlichen Wistar-Ratten mit Hilfe der
Kollagenase-Perfusionstechnik isoliert und wurden uns freundlicherweise von Herrn PD Dr.
Roland Reinehr (Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf, Klinik fiir Gastroenterologie,
Hepatologie und Infektiologie) zur Verfugung gestellt. Die Zellen wurden nach der Isolierung

fiir maximal drei Tage in Kultur gehalten.

L6.C11

Es handelt sich dabei um eine myogene Zelllinie, die aus der Leistenskelettmuskulatur einer

Wistar Ratte isoliert wurde (Yaffe, 1968). Diese Zelllinie kann zu Myotuben, also der
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kleinsten Einheit der Muskelfasern ausdifferenziert werden. Die L6.C11 wurden von der
European Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, Wiltshire, UK) bezogen. Die
Differenzierung zu Myotuben wurde durch 6-tagige Inkubation der Zellen in

Differenzierungsmedium herbeigefiihrt.

HSKMC

Primire humane Skelettmuskelzellen (HSKMC) wurden von der Firma Provitro (Berlin)
bezogen. Diese wurden unter den ethischen Standards der Charite Berlin freiwilligen
Spendern entnommen. Diese Zellen konnen aufgrund ihrer begrenzten Anzahl an moglichen
Zellteilungen, nur fiir wenige Wochen fiir Experimente genutzt werden. Zur Kultivierung und
Passage wurde ebenfalls von Provitro human skeletal muscle cells growth medium with
supplement und primary cells passage kit 2 bezogen. Zur Differenzierung wurden die
HSKMC fiir 4 Tage in skeletal muscle cell differentiation medium with supplements inkubiert.
Auf Antibiotika im Kultur-, Differenzierungs- und Versuchsmedium wurde verzichtet um

negative Effekte auf die Proliferation auszuschliessen.

3.2.2 Zellkulturmedien

HepG2 Kulturmedium

10% fotales Kalberserum (FKS) (PAA, Pasching, Osterreich)
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (,Glutamax“, Invitrogen)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin, PAA)

HepG2 Versuchsmedium

RPMI-1640

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (,Glutamax”)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)

Kulturmedium fiir primare Rattenhepatocyten
Williams” Medium E (Invitrogen, No.: 22551-022)

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (,Glutamax*)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)
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5 % (v/v) fotales Rinderserum

100 nM Insulin; 100 nM Dexamethason

Versuchsmedium fiir primare Rattenhepatozyten
Williams” Medium E (Invitrogen, No.: 22551-022)

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (, Glutamax®)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)

L6.C11 Kulturmedium

10% FKS

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)

2 mM L-Alanyl-Glutamin (, Glutamax®)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)

L6.C11 Differenzierungsmedium

2% Pferdeserum

Dulbecco’s modified eagle medium

2 mM L-Alanyl-Glutamin (, Glutamax“)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)

L6.C11 Versuchsmedium

Dulbecco’s modified eagle medium

2 mM L-Alanyl-L-Glutamin (,Glutamax”)

Pen/Strep 1x (100 U/ml Penicillin; 100 pg/ml Streptomycin)

HSKMC Provitro Medien und Supplemente

Skeletal muscle cell growth medium

500 ml Medium mit Supplementen beinhalten:

5 % FKS

50.00 pg / ml Fetuin,

10.00 ng / ml EGF (epidermal growth factor),

1.00 ng / ml bFGF (basic fibroblast growth factor),
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10.00 pg / ml Insulin
400.00 ng / ml Dexamethason

Skeletal muscle cell differentiation medium
500 ml Medium mit Supplementen beinhalten:
10.00 pg / ml Insulin

3.2.3 Kultivierung von Zellen aus Mensch und Ratte

Alle Zellkulturarbeiten wurden an einem Sterilarbeitsplatz durchgefiihrt. Die Zellen wurden
in einem Brutschrank (Binder) bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert, Zell-
kulturmedien waren, wenn nicht anders beschrieben auf 37°C vorgewéarmt. Vor Erreichen der
Konfluenz wurden proliferierende Zellen in Abstanden von drei bis vier Tagen passagiert.
Dazu wurde das Medium entfernt, der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen und fiir 5 min mit
Trypsin-EDTA-Losung im Brutschrank inkubiert. Die Ablosung der Zellen von der
Kulturflasche wurde im Lichtmikroskop untersucht und ggf. durch leichtes Klopfen
beschleunigt. Die Zellsuspension wurde dann in Kulturmedium aufgenommen und fiir 5 min
bei 250-500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet je nach Zelldichte
in 4-10 ml Medium resuspendiert. Die Zellen wurden manuell (Neubauer-Zihlkammer,
Brand, Wertheim) oder automatisch (Countess Automated Cell Counter, Invitrogen) gezahlt
und in definierter Zellzahl fiir Versuche und Kulturpassagen ausgesdt. Fiir die
Cryokonservierung wurde ahnlich verfahren, nach Pelletierung wurden die Zellen in
Gefriermedium (Kulturmedium mit 20% FCS und 10% DMSO) resuspendiert, auf mind. 10°
Zellen/ml eingestellt und vorsichtig in Cryor6hrchen pipettiert. Dann wurden die Zellen bei -
80°C bzw. bei -196°C aufbewahrt. Das Auftauen von Cryokulturen erfolgte im 37°C
Wasserbad, anschlieBend wurde die Cryokultur innerhalb von 2 min mit 5 ml Kulturmedium
versetzt. Die Zellsuspension wurde bei 250-500 g fiir 5 min zentrifugiert um sie von DMSO
zu befreien. Das Zellpellet wurde in einer kleinen Menge Kulturmedium resuspendiert und
auf eine mit vorgewarmtem Kulturmedium vorbereitete 75 cm? oder 175 cm? Filterdeckel-
Zellkulturflasche (Greiner BioOne, Solingen, Deutschland) gesetzt. In regelmaBigen
Abstinden wurden die Kulturen mit dem VenorGem-Kit (Minerva Biolabs) auf

Mykoplasmenkontamination tiberpriift.
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3.2.4 Bakterienzellkultur

Plasmide wurden in FE.coli-Bakterien (Stamm K-12, Fusion-blue competent cells, Clontech,
St-Germain-en-Laye, Frankreich) transformiert und vermehrt. Die Zellen wuchsen in LB-
Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7.5) in Gegenwart von Ampicillin
(50 pg/ml) oder Kanamycin (30 pg/ml), welche durch die Expression eines auf dem

jeweiligen Plasmid codierenden Proteins inaktiviert wurden.

3.2.5 Gewinnung von angereichertem Selenoprotein P

Die HepG2 Zelllinie sezerniert bei Gabe eines geeigneten Selendonors groBe Mengen an
Selenoprotein P, das aus den Uberstanden isoliert bzw. angereichert werden kann. HepG2
Zellen wurden bis ca. 80% Konfluenz in 175 cm? Kulturmedium geziichtet. Dann wurde die
HepG2 Kultur in Versuchsmedium mit 100 nM Selenit 8-16 h inkubiert und anschlieBend das
Medium verworfen. Neues Versuchsmedium mit 100 nM Selenit wurde fiir 48 h auf die
Zellen gegeben. Danach wurde das Medium in sterile 50 ml Roéhrchen iiberfiihrt und einmal
bei 5000 rpm 10 min lang zentrifugiert. Uberstande wurden ohne Zelltriimmer in neue
Réchrchen tberfiihrt. Die Kontrolliiberstande wurden ohne Gabe von Selenit gesammelt. In
Vivaspin 15R Konzentratorsiaulen (Sartorius, Aubagne, Frankreich) wurden die Uberstinde
ca. 50fach aufkonzentriert, anschlieBend erfolgte eine Selenbestimmung mit 2,3-

Diaminonaphthalin (s. unten).

3.3 Selensupplementationsmodell Sus Scrofa

3.3.1 Tierhaltung

Insgesamt 12 mannliche Mastschweine, 13-14 Wochen alt, erhielten 16 Wochen lang
eine selenadidquate bzw. eine selenreiche Erndhrung (je n = 6), um ihren finalen Se-
Status einzustellen. Die Schweine wurden an der landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat
Reading (GroBbritannien) unter der Aufsicht von Dr. Darren Juniper geziichtet und in zwei
Gruppen aufgeteilt: Die Selen adidquaten Tiere erhielten eine Kohlenhydrat-Diét (vor allem
Weizen und Soja), die einen Se-Gehalt von 0,17 mg/kg TS (Trockensubstanz) hatte. Die
Schweine mit der Se-reichen Erndhrung erhielten die gleiche Basaldiat angereichert mit
Selenhefe (Sel-Plex, Alltech, USA), welche zum Zeitpunkt der Herstellung zugesetzt wurde,
und zu einer Konzentration von 0,5 mg Se/ kg TS fiihrte. Allen Schweinen wurde ad libitum

Zugang zu Wasser gewahrt, die Nahrungsaufnahme war fiir beide Gruppen anfangs auf 1,5
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kg/Tag und Schwein begrenzt und wurde wihrend des Wachstums auf 2.5 kg/Tag angehoben.

Vor der Schlachtung wurde das Gewicht der Tiere bestimmt.

3.3.2 Sammeln von Blut- und Gewebeproben

Den Schweinen wurde 24 h Stunden vor Schlachtung keine Nahrung mehr zugefiihrt. Das
Blut wurde bei der Schlachtung aus der Halsschlagader entnommen, Serum wurde durch
Koagulation bei RT und anschlieBender Zentrifugation erzeugt. Plasmaproben wurden direkt
zentrifugiert. Ebenfalls zum Zeitpunkt der Schlachtung wurden Proben von Leber (linker
Leberlappen), Skelettmuskel (m. gluteus superficialis) und viszeralem Fettgewebe mit
Skalpellen aus der gekiihlten Tierleiche entfernt und sofort in flissigem Stickstoff
schockgefrostet und bei -80°C gelagert. Blutanalysen wurden an der Universitat von Surrey
(Guildford, England) von Mert Sanil erstellt. Die Geweproben wurden auf Trockeneis nach
Diisseldorf transportiert. Die Gewebe wurden unter Stickstoff und auf Trockeneis gemorsert,

und im fiir die Methode entsprechenden Puffer aufgenommen und homogenisiert.

3.3.3 Ethische Bestimmungen

Die Behandlung und To6tung der Tiere wurden unter Einhaltung des Animals Scientific
Procedures Act 1986 UK durchgefiihrt und von der Ethikabteilung der Universitat Surrey
genehmigt. Da es sich bei dieser Pilotstudie nicht um einen Tierversuch im Sinne des
Gesetzes handelte, wurden alle Proben nur nach To6tung der Tiere entnommen und als

Organentnahme gehandhabt.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Western Blot
SDS-PAGE-Gele wurden mit 10% oder 17% Acrylamid-Gehalt hergestellt und mit einem

5%igen Sammelgel ausgestattet.

Zellen wurden mit RIPA-Buffer versehen und mit einem Zellschaber auf Eis lysiert,
Gewebeproben wurden mit Proteojet Mammalian Tissue Extraction Buffer aufgeschlossen,
beiden Puffern wurden Proteaseinhibitor und Phosphataseinhibitor zugesetzt. Der
Proteingehalt der Lysate wurde mit dem DC-Assay Kit aus der Absorption bei 750 nm
Wellenlange nach Lowry bestimmt. 30-50 pg Lysat wurden mit 4x Laemmli-Puffer versetzt
und auf 95°C erhitzt. Nach Erkalten wurden die Proben auf 10% bzw. 17%ige SDS-PAGE-

Gele gemeinsam mit PagerulerTM, einem vorgefarbten Proteinmarker (Thermo Scientific-
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Fermentas), aufgetragen und elektrophoretisch unter konstanten Strom (0.04 Ampere/Gel)
nach dem Molekulargewicht der Proteine aufgetrennt. Nach erfolgter Auftrennung wurden die
Proteine in einer Semi-Dry-Blotapparatur unter Anlegen von 1.5 mA/cm? fiir 75-90 min auf
eine PVDF-Membran (Hybond-P, General Electrics Healthcare, Miinchen) transferiert. Die
Ubertragung der Proteine wurde mit einer Ponceau S-Losung (Sigma-Aldrich) iiberpriift, die
durch wiederholtes Waschen mit TBST wieder entfernt wurde. AnschlieBend wurden die
Membranen fiir 1 Stunde in Blockierlosung I inkubiert und danach mit TBST gewaschen. Der
priméare Antikorper (s. Tabelle 3.1) wurde je nach Angabe des Herstellers in Blockierlosung I
oder II auf 1:300 bis 1:1000 verdiinnt und unter standiger Bewegung bei 4°C iiber Nacht
inkubiert. Nach 3 x 15 min Waschen in TBST wurden die Membranen bei RT mit Sekundar-
Antikorper (s. Tabelle 3.2) in einer Konzentration von 1:5000 - 1:20000 fiir 1-2 Stunden
versehen. Zum FEinsatz kamen mit Meerrettichperoxidase konjugierte Antikorper, diese
wurden zum Nachweis der Proteine durch Chemilumineszenz benotigt. Dazu wurde die
Membran firr 5 min mit SuperSignal West Pico oder Femto Chemilumineszenz Substraten,
die Luminol und ein Hydroperoxid enthalten, versehen. Danach wurde die Membran unter
Dunkelraumbedingungen mit einem lichtsensitiven Film (Hyperfilm ECL, GE Healthcare)
belegt, auf welchem die spezifische Immunreaktion auf die untersuchten Proteine durch

emittierte Lichtquanten nach Entwicklung als Schwarzung sichtbar wurde.

3.4.2 Bestimmung des Selengehaltes mit 2,3-Diaminonaphthalin

Der Selengehalt wurde in Anlehnung an (Sheehan und Gao, 1990)

In ein Reagenzglas (Brandt) wurden 100 pl Serum, Zellkulturiiberstandkonzentrat oder
Zelllysat gegeben. Dazu wurden 500 pl Sauremischung (HNOs; 65%/HCI10s 70% 3:2)
hinzugefiigt und der Ansatz bei 190° C 90-120 min erhitzt. Das Reaktionsgefal wurde
abgekiihlt und durch Zugabe von 500 pL konzentrierter HCl wurden entstandene nitrose
Verbindungen fiir 30 min bei 150° C zersetzt. Nach erneuten Abkithlen wurden 2 ml EDTA
(2,5 mM pH 8.0) und 500 pL 2,3-Diaminonaphthalin (DAN) (6,3 mM in 0,1 M HCI) und 3
ml Cyclohexan hinzugeben. Nach Zuschrauben der Reagenzglaser wurden diese 30 min bei
60° C erhitzt. Danach wurden die Reagenzglaser 15 min geschiittelt und anschlieBend stehend
auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Cyclohexanphase wurde in Eppendorf-tubes tiberfiihrt
und in einer Quarzkiivette wurde die Fluoreszenz des gebildeten Se-DAN bestimmt. Dazu
wurde ein Emissionsspektrum von 490-580 nm Wellenldnge bei 366 nm
Anregungswellenldnge aufgenommen. Aus den Emissionsmaxima bei 520 nm wurde, durch
Erstellen einer Kalibriergeraden aus Selenitstandards, der Selengehalt der Probe bestimmt.

Die Konzentration der Uberstinde ergab Selenkonzentrationen ca. 750-800 nM. In der
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Zellkultur wurden Konzentrationen von 200 nM SelP eingesetzt, so musste nur ca. ein % des

Inkubationsmediums mit Selenoprotein P angereichertem HepG2-Uberstanden ersetzt werden

3.4.3 GPx-Aktivitiatsbestimmung in Zellkultur- und Gewebelysaten

Die GPx-Aktivitdt wird durch einen gekoppeltenoptischen Test gemessen. Die Umsetzung
des Glutathion zu GSSG durch GPx wird durch eine zweite gekoppelte Reaktion bestimmt.
Die Regeneration von GSSG durch die Glutathionreduktase unter Verbrauch von NADPH zu
NADP" wird photometrisch verfolgt.

Tabelle 3.3: GPx-Assay-Puffer

Substanz Konzentration
Tris 100 mM
EDTA 5 mM

NaNj3 1 mM
Triton-X100 0,1% (v/v)

pH 7,6 mit HC1 einstellen

Zellkulturproben wurden einmal mit PBS gewaschen, dann mit einem Zellschaber in 1 ml
PBS abgekratzt und in ein Eppendorfrohrchen tberfiihrt und 5 min bei 500 g zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 150 pL GPx-Assay-Puffer lysiert und anschlieBend 10-15 Sekunden mit
Ultraschall aufgeschlossen. Es wurde bei 6000g 5 min zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Eppendorf iberfithrt. Gewebeproben wurden im Proteojet Mammalian Tissue
Extraction Buffer (Fermentas) aufgenommen und ebenfalls nur die Uberstande verwendet. In
940 pl GPx-Assay-Puffer wurden 650 mU/ml Glutathionreduktase (Sigma-Aldrich), 3 mM
GSH, und 250 pM NADPH vorgelegt und anschlieBend 50 pL Lysat hinzugefiigt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pl tert- BuOOH (5 mM, finale Konzentration 50 pM)
gestartet. Die Aktivitat der GPx wurde durch Messung der Abnahme der Absorption bei 340
nm (exappr= 6,2 M'em™ bei 340 nm) mit einem Perkin-Elmer Lambda 25 bestimmt. Die
Messungen wurden fiir 4 min aufgezeichnet. Der Nullwert ohne Zugabe von Lysat aber mit
tert-BuOOH dient als Basallinie. Vor dem Start der Messung wurde der Ansatz in der
Quarzkiivette mit einem Plastikspatel verrithrt. Die Berechnung erfolgt als nmol

NADPH/min*mg (= mU/mg).
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3.4.4 Thioredoxinreduktase-Aktivitatsmessung in Zellkultur- und

Gewebelysaten

Leber- und Skelettmuskel von Schweinen wurde in Proteojet Mammalian Tissue Extraction
Buffer (Thermo Scientific-Fermentas) homogenisiert. Die Thioredoxinreduktase-Aktivitit in
den Lysaten wurde iiber die Reduktion von DTNB (5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoeséure) zu 5’-
Thio-2-nitrobenzoesédure (TNB) durch Beobachtung der Zunahme der Absorption bei 412 nm
bei Raumtemperatur gemessen (Arnér und Holmgren, Current Protocols in Toxicology (2000)
7.4.1-7.4.14). In einer 96-Well Platte wurden 25 pl Homogenat zu 200 upl 100 mM
Phosphatpuffer pH 7.0 mit 2 mM EDTA, 9 mM DTNB und 0.4 mM NADPH mit oder ohne
25 pM Auranofin hinzugegeben. Der Anstieg der Absorption bei 412 nm wurde mit einem
BioTek KC4 plate reader (Biotek, Winooski, Vermont, USA) 10 min aufgezeichnet.
Aufgrund der niedrigen Aktivitat der Thioredoxinreduktase im Fettgewebe wurde hier eine
Endpunktbestimmung der TrxR-Aktivitat durchgefiihrt. Dazu wurden 200 pl 1M HEPES pH
7.6, 40pl 0.2 M EDTA, 40 pl 40 mM NADPH und 500 pl Insulin (10 mg/ml) in einem
Reaktionsgefall zusammengegeben. Zum Start der Reaktion wurden 10 pl Thioredoxin (60
pM) und 70 pl Fettgewebehomogenat zugegeben und der Ansatz fir 20 min bei 37°C
inkubiert. Durch Zugabe von 500pl 1 mM DTNB/ 6 M Guanidiniumhydrochlorid in 0.2 M
Tris/HC1 pH 8.0 wurde die Reaktion gestoppt und die Absorption bei 412 nm aufgezeichnet.

3.4.5 Akt-Aktivitaitsmessung

Zur Bestimmung der Akt-Aktivitit wurde ein Kit von Promokine verwendet. Dazu wurden
4x10° HSKMC pelletiert und in 200 pl eiskaltem Kinaseextraktionspuffer 5 min lang lysiert.
Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation bei 12000 g entfernt. Mit den Uberstanden wurde
eine Immunoprézipitation mit einem Akt-spezifischen Antikorper durchgefiihrt, der an
Protein A Sepharosebeads gebunden war. Die Sepharosebeads wurden dann mit dem
Aktsubstrat GSK3a und mit ATP 2,5 h bei 30°C inkubiert. Die Reaktionsansatze wurden
zentrifugiert und die Uberstande wurden der Western Blot Prozedur (3.7.1) unterzogen.
Phosphoryliertes GSK3a wurde durch einen spezifischen anti-phospho-GSK3a (Ser21)

Antikorper bei 37kDa Molekulargewicht per Chemilumineszenz nachgewiesen.
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3.4.6 Alanin-Aminotransferase Aktivitat

Alanin-Aminotransferase (ALT) Aktivitat in Plasmaproben der Schweine wurde mit dem
Fluitest® ALT Assay (Analyticon, Lichtenfels) bestimmt. Die Assayreagenzien R1 und R2
wurden 1:5 gemischt und ergaben einen Reaktionsmix mit 100 mM Tris pH 7.8, 500 mM L-
Alanin, 1200 U/L Lactat Dehydrogenase (LDH), 0.18 mM NADH und 15 mM 2-Oxoglutarat.
Zu einem 1 ml der Reaktionsmischung wurden 200 pl of Schweineplasma addiert und
geriihrt. AnschlieBend wurde 30 s inkubiert und danach die Oxidation von NADH durch LDH
durch die Abnahme der Absorption bei 340 nm tber einen Zeitraum von 4 Minuten
gemessen. Die Aktivitit wurde aus AA/min als pmol NADH/(min*L) ( = U/L) bestimmt. Zur
Validierung des Assays wurde die ALT-Aktivitit eines standardisierten humanen

Kontrollserums (Precinorm U, Roche Diagnostics) bestimmt, dessen Wert innerhalb 1o lag.

3.4.7 Bestimmung des Glycogengehalts aus Gewebe

Zur Bestimmung des Glycogengehalts aus Skelettmuskel und Leberproben der Schweine
wurde ein fluorometrischer Assay von Biovision ( Mountain View, CA, USA) verwendet. 10
mg Gewebe wurde in 200 pl H,O homogenisiert und 5 min 95° C inaktiviert. Unlésliche
Bestandteile wurden abzentrifugiert und 50 pl der Probe wurden weiterbenutzt. Zu der Probe
wurden 50 pl Hydrolysepuffer und 1 pl Hydrolyseenzymmix zugegeben, welcher innerhalb
von 30 min bei Raumtemperatur das Glycogen zu Glucose spaltet. Nach der enzymatischen
Spaltreaktion wurde. Ein weiterer Enzymmix zugegeben, der Glucose-Oxidase und den
Fluoreszenzfarbstoff Oxiredprobe enthielt. Bei der Umsetzung der Glucose durch Glucose-
Oxidase entsteht H,O,, welches durch Oxiredprobe detektiert wird. Durch gleichzeitige
Umsetzung eines Glycogenstandards und Erstellung einer Kalibriergerade kann die Menge an
Glycogen per mg Protein des Gewebes bestimmt werden. Gemessen wurde die emittierte

Fluoreszenz bei 535 nm Excitation und 590 nm Emissionswellenlédnge.
3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Insulinabhangige Glucoseaufnahme

L6.C11-Zellen wurden in 6-Well Platten ausgesét und differenziert. Nachdem die Myotuben
24 h lang mit Selenverbindungen in DMEM/0.1% BSA behandelt wurden, wurden sie weitere
4 h in glucosefreiem DMEM/0.1% BSA (Invitrogen) mit oder ohne Selenverbindungen
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit DMEM/0.1% BSA, wurden die Zellen 30 min lang

mit 100 nM Insulin stimuliert. Unspezifische Glucoseaufnahme wurde durch Zugabe von 20
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pM Cytochalasin B (Sigma-Aldrich) zu Kontroll-Wells ermittelt. AnschlieBend wurde
glucosefreies DMEM mit 2—deoxy—1—[3H]—D—Glucose (1.0 pCi/ml) (Hartmann Analytic;
Braunschweig, Germany) und 100 pM 2-deoxy-D-Glucose fir 15 min zu den Zellen
hinzugefiigt. Die Glucoseaufnahme wurde durch dreimaliges Waschen mit eiskaltem PBS
gestoppt. Die Zellen wurden in 500 pl 1% SDS und 0.2 N NaOH 30 min lang bei 70°C
lysiert. Nach Zugabe von 1,5 ml Rotiszint Szintillationsflissigkeit (Roth) zu den Lysaten
wurde die Radioaktivitit als counts per minute (CPM) in einem TriLux scintillation counter
(Perkin Elmer Wallac; Waltham, MA) gemessen und auf den Proteingehalt als CPM/mg

Protein normiert.

3.5.2 Lokalisation von EGFP-FoxO1a in Myoblasten per Fluoreszenz-
Mikroskopie

L6.C11-Zellen wurden mit Fugene HD (Roche/Promega) transfiziert. Myoblasten auf 35 mM
Coverslips wurden 24 h lang mit 8 pl Fugene HD und 2pg EGFP-FoxOla-C1-Plasmid in
OptiMEM mit 10% FKS inkubiert. Nach 24h Inkubation mit Selenverbindungen in
Kulturmedium, wurden die Zellen 2 h mit Versuchmedium behandelt. Dann wurde die Zellen
in einer 37°C warmen Inkubationskammer mit Warmezirkulation gesetzt und anschliefend
mit 100 nM Insulin (Sigma, 16634) in HBSS in 0,1% BSA 30 min lang stimuliert. Per
Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 100TV, Hamamatsu C4742-95 Digitalkamera und
AquaCosmos Software (Hamamatsu, Herrsching)) wurde durch Anregung bei 450 bis 490 nm
die Emission bei 515-565 nm detektiert und die Lokalisation des fluoreszierenden EGFP-

FoxO1la ermittelt.

3.5.3 Promotoraktivitatsbestimmung durch Luziferaseassay

L6-Myotubes in einer12-Well-Platte wurden mit 0.7pg Firefly Luziferase-Promotorkonstrukt
(rGLUT4-Prom-pGl3), 0.1 ng Renilla Luziferasekontrollvektor pRL-SV40 unter Verwendung
von 3 pl Fugene HD in OptiMEM kotransfiziert. 24h nach der Transfektion wurde das
Medium durch Versuchsmedium erneuert, und nach weiteren 20 h wurden die Zellen in 1x
PLB-Puffer lysiert. Die Aktivitaten der beiden Luziferasen wurden in den Zelllysaten in einer
Chemilumineszenzreaktion mit Komponenten des Dual-Luciferase Reporter Assay System
(Promega) nach Angaben des Herstellers gemessen. Die Luciferase oxidiert Luciferin zu
einem chemilumineszentem Produkt, das proportional zur Aktivitat des Promotors ist und per

Luminometer (VICTOR Plate reader, Wallac, Turku, Finnland) gemessen werden kann. Die
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Aktivitat der Firefly Luziferase wurde auf die Aktivitat der Renilla Luziferase normiert und

diese Werte zu der basalen Kontrolle in Relation gesetzt.

3.5.4 Nachweis intrazellularer reaktiver Sauerstoffspezies durch 2',7'-

Dichlorodihydrofluoresceindiacetat

L6.C11 oder HSKMC Zellen wurden auf schwarze 96-Well Platten mit
fluoreszenzdurchlassigem Boden ausgesédt und mind. 24 h inkubiert. AnschlieBend folgte die
Inkubation mit Selen fir 6 oder 24 h Stunden. Danach wurde fiur 30 min eine 30 pM
2',7-Dichlorodihydrofluoresceindicetat (DCFH,-DA, Merck, Darmstadt) in HBSS appliziert,
welches in Zellen durch Esterasen und Reaktion mit ROS in das fluoreszierende
2, 7'-dichlorofluorescein (DCF) umgewandelt wird. Uberschiissiges DCFH,-DA  wurde
entfernt und hiernach folgte eine 30 min Stimulation mit 100 nM Insulin in HBSS. Kontrollen
wurden nur mit HBSS behandelt. AnschlieBend wurde iiber einen Zeitraum von 30 min der
Anstieg an Fluoreszenz mit einem Fluostar Maxima (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland)

bei 37°C gemessen (Excitation: 485 nm Emission: 520 nm).

3.5.5 Nachweis von intrazelluldrem Superoxid mit Dihydroethidium

L6.C11 wurden auf schwarze 96-Well Platten mit fluoreszenzdurchlassigen Boden ausgesat
und mind. 24 h inkubiert. Dihydroethidium (DHE, Sigma) wird 25 pM fiir 30 min bei 37°C in
HBSS zu den Zellen gegeben. Ohne das DHE zu entfernen wurden 100 nM Insulin oder
HBSS zu den Wells hinzugefiigt und fiir weitere 30 min inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit HBSS gewaschen und die Fluoreszenz des entstandenen Oxyethidiums wurde bei 485 nm
Anregung und 570 nm Emission 30 min lang gemessen.

Zur Kontrolle wurde fiir einige Proben der Oxyethidiumgehalt per HPLC nach Klaus et al.
(2010) bestimmt. Dazu wurden 1 x 107 Zellen in Zellkulturschalen mit 10 cm Durchmesser
ausgesat, differenziert und behandelt. AnschlieBend wurde fiir 40 min 25 pM DHE zugegeben
und dann mit -20°C kalten Methanol lysiert. Die Lysate wurden zentrifugiert das Pellet wurde
zur Proteinbestimmung herangezogen und der Methanoliiberstand wurde per RP-HPLC
analysiert. Es wurden Standards von Ethidiumbromid, DHE und Oxyethidium hergestellt. Die
Fluoreszenz der Methanoliiberstande wurde auf einer Merck LaChrome HPLC Anlage mit
einer Supelco pKb 100 Siule (250 mm x 4,6 mm) bei einer mobilen Phase von
acetonitrile/H,0 (20/80 (v/v)) mit 0,1% (v/v) Trifluoressigsaure bestimmt. Die Retentionszeit

fiir das Superoxid spezifische Oxyethidium betrug 21.5 min.
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3.5.6 Bestimmung der Zellviabilitat mittels MTT oder Resazurin
Viabilitatstest

Die relative Zellviabilitat eukaryotischer Zellen wurde mittels MTT-Assay untersucht. Dabei
wird ein wasserlosliches Tetrazoliumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) von lebenden, metabolisch aktiven Zellen aufgenommen
und durch mitochondriale Dehydrogenasen zu einem violetten, unléslichen Formazansalz
reduziert. Nach Losen des Niederschlags in DMSO wurde die Absorption bei 590 nm
Wellenlange gemessen wird. Im Vergleich mit kontrollbehandelten Zellen ist die Bildung des
Formazansalzes ein MaB fiir die relative Zellviabilitat. Bei Resazurin handelt es sich um einen
Phenoxazinfarbstoff, der von lebenden Zellen zu wasserloslichem fluoreszierendem Resorufin
umgesetzt wird, welches durch Anregung bei 544 nm und Aufzeichnung der Emission bei 590

nm detektiert wurde.

3.6 Molekularbiologische Methoden

3.6.1 Enzyme

Superscript II RNase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen)

Kpn I, Dra Il und Dra I (Fermentas)

Sma I und Hind IIT (Roche)

T4 DNA Ligase (New England Biolabs)

DNase I (Qiagen)

DNA Polymerase I, Large (Klenow) Fragment (New England Biolabs)
Taq DNA Polymerase (Invitrogen)

Pfu Polymerase (Fermentas)

3.6.2 Klonierungsstrategie fiir die Umklonierung des Ratten-GLUT4
Promotors

Von Professor Pessin (Albert Einstein College, New York, USA) wurde uns
freundlicherweise das Ratten-GLUT4-pluc-link Plasmid tiberlassen. Der Ratten GLUT4-
Promotor sollte aus GLUT4-pluc-link (Richardson et al, 1993) in pGL3-basic kloniert
werden. Ein Kontrollverdau mit Kpn I und Dra III verifizierte das Vorhandensein des

Promotors. Der Ratten-GLUT4-Promotor konnte mit BamH1 und Kpn I aus GLUT4-pluc-
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link geschnitten werden. Dazu wurde erst mit BamH1 geschnitten. Das gebildete kohasive
Ende wurde durch den Einsatz von DNA-Polymerase 1 Klenow Fragment (NEB) aufgefiillt.
Dann konnte mit Kpn I ein weiteres kohasives Ende erzeugt werden. Das Fragment wurde
tiber ein Agarosegel gereinigt. Der pGl3-Basic-Vektor wurde mit Kpn I ( kohésiv) und Sma I
(glatt) geschnitten und ebenfalls gereinigt. So konnte bei der Ligation eine korrekte
Orientierung des Fragments erreicht werden. Eine Uberpriifung des korrekten Einbaus
erfolgte nach Transformation in E.coli durch Verdau des Plasmids mit den Restriktasen Kpn I

und Dra [

3.6.3 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und deren
GroBe aus dem Vergleich mit Markerbanden bekannter Basenpaarlangen tiber ein
Geldokumentationssystem bestimmt. Das PCR-Fragment mit korrekter GroBe wurde
daraufhin mit einem Skalpell ausgeschnitten und die DNA aus dem Agarosegel mit Hilfe des
Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) isoliert. Die DNA bindet dabei in
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an eine Silicamembran und wird nach zwei

Waschschritten mit Wasser oder verdiinntem Tris-HCI Puffer (5 mM, pH 8.0) eluiert.

3.6.4 Restriktionsverdau von DNA

Die hydrolytische Spaltung der DNA erfolgte durch Typ II-Restriktionsendonukleasen,
welche an eine spezifische Nukleotidsequenz binden und innerhalb dieser die DNA spalten.
Fir die hydrolytische Spaltung wurden die vom Hersteller empfohlenen Bedingungen mit
dem jeweils optimalen Reaktionspuffer gewahlt. Pro pg DNA wurden 5 bis 10 U der
jeweiligen Restriktionsendonukleasen (Promega, Roche) verwendet und der Ansatz fiir 1 h

bei 37 °C inkubiert.

3.6.5 Ligation von Plasmid und DNA-Fragmenten

Fiir die Ligation von DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. Dieses Enzym
katalysiert unter ATP-Verbrauch die Verkniipfung der 3°-Hydroxy- und 5°-Phosphatenden
von benachbarten, doppelstrangigen DNA-Molekiilen zu Phosphordiesterbindungen. In einem
Reaktionsvolumen von 20 pl wurde 1 pg der Vektor-DNA nach Zugabe des T4-DNA-
Ligasepuffers und von 3 U Ligase bei RT fiir 3 h inkubiert. Die restringierte DNA wurde
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anschlieBend mit dem Qiaquick PCR purification Kit (Qiagen) gereinigt und mit H,O (PCR-
Grad) eluiert.

3.6.6 Transformation von E.coli-Zellen

Fir die Transformation wurden 2 pl des Ligationsansatzes zu 25 pl kompetenten E.coli-
Bakterien (Stamm K-12, Fusion-blue competent cells, Clontech) gegeben. Die Mischung
wurde fir 5 min auf Eis inkubiert, worauf die Hitzeschockbehandlung fiir 30 sec bei 42°C
erfolgte, an die sich eine Sminiitige Inkubation auf Eis anschloss. Der Transformationsansatz

wurde darauf mit 120 pl SOC-Medium versetzt und unter Schiitteln fiir eine Stunde bei 37°C

im Brutschrank inkubiert. Das gesamte Volumen wurde auf Antibiotikum enthaltenden LB-
Agarplatten ausgestrichen und die DBakterien tiber Nacht im Brutschrank bebriitet.
Antibiotikaresistente und somit transformierte Bakterien wuchsen in vereinzelten Kolonien
heran, welche isoliert und in 5 ml LB-Flassigmedium mit Antibiotikum tber Nacht im

Brutschrank vermehrt wurden.

3.6.7 Praparation von Plasmid-DNA aus E.coli und DNA-Sequenzierung

Die Bakterien in 5 ml Flissigkulturen wurden durch Zentrifugation (5 min, 5000 x g)
pelletiert. Die Plasmid-DNA wurde durch die Methode der alkalischen Lyse unter
Verwendung des GeneJet Plasmid Miniprép Kit (Fermentas) isoliert. Plasmide wurden durch
Restriktionsansatze auf Korrektheit iiberpriift. Die Sequenz der einklonierten cDNA wurde
durch DNA-Sequenzierung nach der Sangermethode durch das Biologisch-Medizinische
Forschungszentrum (BMFZ) der Universitiat Diisseldorf tiberpriift. Positive Klone mit
korrekter Sequenz des Plasmid-inserts wurden in 200 ml Flassigkulturen angeziichtet, woraus
unter Verwendung des Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) ca. 400 pg endotoxinfreie
Plasmid-DNA isoliert wurde.

3.6.8 eingesetzte Plasmide

Tabelle 3.4: Eingesetzte Plasmide

Rekombinantes Genetische Modifikation Quelle
Plasmid
EGFP-FoxOla-C1 codiert das fusionierte enhanced green fluorescent Kortylewski et
(Clontech) protein FoxOla Konstrukt unter Kontrolle des al. (2003)
CMV-Promotors  Resistenzgene: =~ Kanamycin,
Neomycin
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Rekombinantes Genetische Modifikation Quelle
Plasmid
pGL3-basic codiert die Firefly-Luciferase aus Photinus pyralis; Kommerziell
(Promega) Resistenzgen: Ampicillin
pRL-SV40 codiert die Renilla Luciferase aus Renilla reniformis Kommerziell
(Promega) unter Kontrolle des SV40-Promotors; Resistenzgen:

Ampicillin
tGLUT4-prom-pluc- Codiert eine Luciferase unter Kontrolle des Richardson et
link GLUT4-Ratten-promotors Resistenzgen: Ampicillin al (1993)
pGL3-rGLUT4- codiert die firefly-Luciferase unter Kontrolle des Diese Arbeit
Prom GLUT4-ratten-PromotorsResistenzgen: Ampicillin

3.6.9 RNA-Isolierung und reverse Transkription

Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde unter Verwendung des RNeasy Kits (Qiagen,
Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. Fir die Extraktion der Gesamt-RNA aus
Skelettmuskel wurde das RNeasy Fibrous Tissue kit (Qiagen) benutzt, wahrend fiir die
Extraktion aus Fettgewebe das RNeasy Lipid Tissue kit (Qiagen) eingesetzt wurde. Gesamt-
RNA aus dem Lebergewebe konnte ebenfalls mit dem RNeasy Kit gewonnen werden.

Dabei binden Nukleinsauren in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen an eine Silicamembran,
von welcher DNA, Proteinverunreinigungen und Salze in drei Waschschritten entfernt
werden. AbschlieBend wird RNA mit Wasser von der Matrix eluiert. Fiir alle Gewebe wurde
ein DNase I-Verdau vor der reversen Transkription durchgefiihrt. Die Konzentration und die
Reinheit der isolierten RNA wurden photometrisch durch Absorption bei 260 und 280 nm
bestimmt. Die Integritat der RNA wurde durch eine Ethidiumbromidfarbung der ribosomalen
RNA auf einem 1,5%igen Agarosegel iiberpriift. Die RNA wurde unter Verwendung des
Enzyms Superscript II RNase H-Reverse Transcriptase (Invitrogen, Karlsruhe) fir die
Synthese komplementirer DNA (cDNA, complementary DNA) eingesetzt. Dazu wurde 1 pg
Gesamt-RNA in einem Volumen von 10 pl zusammen mit 1 pM Oligo(dT) 15-Primer fiir 5
min bei 65 °C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt. Dann wurden 10 pl des

folgenden Reaktionsansatzes hinzugefiigt:

4 pl 5-fach Reaktionspuffer (Invitrogen)
2l DTT (100 mM)
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1 pl ANTP-Mix (je 10 mM)

2.5 pl Wasser

0.5 pl Superscript II Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Die reverse Transkription erfolgte in einem Thermocycler fiir 1 h bei 42°C und wurde darauf
durch Inaktivierung des Enzyms bei 72°C (5 min) beendet. Die so erhaltene cDNA wurde mit

Wasser im Verhiltnis 1:5 verdiinnt und dann fiir die Real-Time PCR verwendet.

3.6.10 Real-Time PCR

Die Real-Time PCR wurde in einem LightCycler 2.0 (Roche) unter Verwendung des
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Reaction Mix (Roche) durchgefiihrt. Der
Reaktionsansatz enthielt 3 mM MgCl,, forward und reverse Primer (je 0.5 pM), 2 pl 10-fach
Reaktionspuffer (LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I) und 4 pl im Verhaltnis
1:5 verdiinnter cDNA in einem Gesamtvolumen von 20 pl. Die PCR wurde in Glaskapillaren
im LightCycler 2.0 mit folgendem Temperatur- und Zeitprofil durchgefiihrt: Initiale
Denaturierung der DNA fir 10 min bei 95°C, zyklische Wiederholung der Schritte
Denaturierung (10 s bei 95°C), Primer-Anlagerung (10 s bei einer primerspezifischen
Temperatur) und Elongation (primerspezifische Elongationszeit bei 72°C).

Die Sequenzen der fiir die Real-Time PCR verwendeten Primerpaare sind im Anhang
angegeben. Der Zyklus aus Denaturierung, Primer-Anlagerung und Elongation wurde 50-mal
wiederholt. Um die Spezifitat des Amplifikats zu tiberpriifen, wurde im Anschluss an jede
PCR eine Schmelzkurve (60-95°C) aufgenommen. Zusitzlich wurden die GroBe des PCR-

Amplikons auf einem 3%igen Agarosegel tiberpriift.

3.6.11 Primerdesign fiir Real-Time PCR

Die Primersequenzen fiir humane und Ratten Primer wurden mit dem Universal Probe Library
Assay Design Center festgelegt (http://www.roche-applied-
science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=uplct_030000). Fir das Design der sus scrofa
spezifischen = Primer = wurde das NCBI  Portal = Primer-Blast  verwendet
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi? LINK_LOC=BlastHome). Beide
Primerdesigner nutzen Primer3 als Berechnungsserver. Die Oligonucleotide wurden tiber

Invitrogen bezogen. Die Sequenzen sind im Appendix 8.1 aufgefiihrt.
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4.1 Einfluss von niedermolekularen Selenverbindungen auf die

Insulinsignaltransduktion in L6 Muskelzellen

4.1.1 Etablierung des L6.C11 Skelettmuskelzellsystems

Die Etablierung des L6.C11-Zellsystems (im weiteren Verlauf nur noch L6 genannt) fand zu
Beginn dieser Arbeit am Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie I statt. Dazu wurden
zundchst Differenzierungsbedingungen der Zellen ermittelt. Undifferenzierte Myoblasten
besitzen Fibroblastenmorphologie und kénnen zu Myotuben ausdifferenziert werden. Um dies
zu erreichen, wurden die Myoblasten tiber 6 Tage mit Differenzierungsmedium, welches
2%iges Pferdeserum beinhaltet, inkubiert. Durch diese Serumdeprivation wird die Fusion der
Myoblasten zu Myotuben ausgelost. Wie in Abbildung 4.1A-C dargestellt, wurde die
zeitabhdngige Differenzierung zu Myotuben im Lichtmikroskop verfolgt. Weiterhin wurden
die morphologischen Anderungen im Zuge der Differenzierung auch auf molekularer Ebene
untersucht. Die Expression des Intermediarfilaments und Differenzierungsmarkers Desmin
steigt mit der Auspragung zu Myotuben an, und erreicht seine hochste Expression bei
erfolgter Ausdifferenzierung (Li et al, 1994). Als Intermediarfilament verbindet Desmin die
Z-Disk der Sarkomere mit dem Zytoskelett (Capetanaki et al., 2007). Der Anstieg der
Desmin-Expression konnte per Real-Time PCR und auf Proteinebene beobachtet werden. Der
Anstieg des Desmins auf Transkriptebene entsprach einer 18-fach verstarkten Expression an
Tag 6, verglichen mit Tag 0 der Differenzierung (Abbildung 4.1D). In Myoblasten konnte
Desmin auf Proteinebene nicht detektiert werden. Nach 3 und 6 Tagen war ein starker Anstieg
der Desmin-Expression zu registrieren (Abbildung 4.1E). Eine Verinderung der Desmin-
Expression durch die verschiedenen Selenverbindungen wurde nicht beobachtet. In
Ubereinstimmung mit Yeh et al. (1997) nahm die Genexpression von Selenoprotein W

(SelW) wahrend der Differenzierung deutlich ab (Abbildung 4.1F).
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Abbildung 4.1: Differenzierung von L6-Myoblasten zu Myotuben. Die Morphologie der Myoblasten dndert
sich im Verlauf der Inkubation mit Differenzierungsmedium zu Myotuben (Tage in Differenzierungsmedium:
A =0, B =3, C = 6.) Die Expression von Desmin (D u. E) und SelW (F) nach 0, 3 und 6 Tagen in
Differenzierungsmedium auf mRNA (D u. F) und Proteinebene (E). Die Werte in D und F sind Mittelwerte +
SEM (n = 3).
Wiéhrend der Differenzierung verandert sich der Gehalt an intrazelluldren reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) in Muskelzellen.
Der Farbstoff 2',7'-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (DCFH,-DA) kann verschiedene
reaktive Sauerstoffspezies detektieren. DCFH,-DA wurde in differenzierten L6-Myotuben,
normiert auf den Proteingehalt, verstarkt in das fluoreszierende Produkt DCF umgewandelt,
was auf einen erhohten ROS-Gehalt in den differenzierten Muskelzellen hindeutet (Abbildung

4.2) (Malinska et al., 2011).
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Abbildung 4.2: ROS-Nachweis mit DCF in L6-Myoblasten und Myotuben. Im 96 Well-
Format wurde die DCF-Fluoreszenz pro mg Protein bestimmt. Die Werte sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt (n = 8).

Da L-Selenomethionin (SeMet), Selenit, Methylseleninsaure (MSeA) und Selenat zur
Supplementation eingesetzt wurden, sollte ihr Einfluss auf die Viabilitat der L6-Zellen
untersucht werden, weil diese Selenverbindungen dafiir bekannt sind, in verschiedenen
Zellsystemen unterschiedlich toxisch zu sein. Die Verbindungen SeMet, Selenit, MSeA und
Selenat wurden 24 h lang in den Konzentrationen von 0,1 bis 1000 pM zu L6-Myoblasten
oder Myotuben hinzugegeben. Zum Nachweis der Viabilitit wurde der Farbstoff MTT

benutzt, der von lebenden Zellen zu einem gefarbten Formazanprodukt metabolisiert wird.
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Abbildung 4.3: Wirkung von Selenverbindungen auf die Viabilitit von L6-Myoblasten (A) und
Myotuben (B). 0-1000 pM L-Selenomethionin (SeMet), Selenit, Methylseleninsiure (MSeA) und Selenat
wurden 24 h zu Myoblasten mit 2% Pferdeserum gegeben. Die gleichen Verbindungen wurden in
Versuchsmedium zu Myotuben gegeben. Die Absorption des MTT wurde bei 590 nm als MaB fiir die
Viabilitit gemessen. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt der relativen Absorption
dargestellt (n = 4-6).

Bei den Myoblasten erniedrigte Selenit ab einer Konzentration von 10 pM die Viabilitat auf
ca. 45%, alle anderen Selenverbindungen zeigten erst ab 100 pM (MSeA, 56 %) oder bei 1
mM (SeMet, 52% und Selenat, 54%) eine deutliche Verringerung der Viabilitit. Bei den
Myotuben verringerte MSeA in 1 pM Konzentration die Viabilitat auf 50%, Selenit zeigte erst
ab 10 pM eine toxische Wirkung. SeMet war ahnlich wie bei den Myoblasten ab 1 mM
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toxisch. Selenat war in den eingesetzten Konzentrationen fiir Myotuben nicht toxisch. Selenit
und MSeA sind deutlich toxischer als SeMet und Selenat. Je nach Differenzierung ist also die
Viabilitat entweder durch Selenit oder MSeA starker reduziert, was an einer Anderung der

metabolischen Aktivitat im Verlauf des Differenzierungsprozesses liegen konnte.

4.1.2 Induktion der Selenoproteine durch Selensupplementation

Die Supplementation mit den Selenverbindungen wurde in 1 pM Konzentration durchgefiihrt,
da die Viabilitét fiir alle vier Verbindungen im tolerablen Bereich lag und so gleichzeitig eine
supraphysiologische Versorgung mit Selen erreicht wurde. Die Selenoproteine SelW und
GPx1 sollten auf ihre Expression untersucht werden, da diese Selenoproteine durch Selengabe
induzierbar sind (Gu et al., 2002). Beide Proteine kénnten die Insulinsensitivit beeinflussen
(McClung et al., 2004; Loh et al., 2009; Aachmann et al., 2007). L6-Myotuben wurden fiir 24
h mit 1 pM SeMet, Selenit, MSeA oder Selenat in Versuchsmedium inkubiert. Mit
spezifischen Primern fiir Selenoprotein W und Glutathionperoxidase 1 (GPx1) wurde die
Genexpression der Selenoproteine im Vergleich zum konstant exprimierten Housekeeping-
Gen Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT1) bestimmt. Alle Selenverbindungen
konnten nach 24 h die mRNA-Expression von GPx1 und SelW um ein Vielfaches induzieren
(Abbildung 4.4A). Die wirksamste Induktion der Selenoprotein-Genexpression erfolgte bei
beiden Selenoproteinen durch Selenit, wéahrend SeMet die geringste Steigerung der
Expression zeigte. Mit einem Antikorper gegen Selenoprotein W (SelW) wurde zusitzlich die
Proteinexpression von SelW nachgewiesen. Die enzymatische Aktivitat der GPxl1, die
Fahigkeit Hydroperoxide zu reduzieren, wurde durch einen biochemischen Assay gemessen
(Flohé und Giinzler, 1984). Die Proteinexpression von SelW konnte in nicht supplementierten
Zellen nicht detektiert werden, die 1 pM Selenzufuhr fiihrte bei allen Selenverbindungen zu
einer deutlichen Signalsteigerung im Western-Blot (Abbildung 4.4B). Die GPx-Aktivitat
wurde ebenfalls durch alle Selenverbindungen mehrfach stimuliert. Selenit und MSeA zeigten
eine etwas starkere Induktion der GPx-Aktivitait als SeMet und MSeA. Die GPx-
Aktivitatshestimmung misst prinzipiell alle vorhandenen Glutathionperoxidasen. Durch das
gewahlte Substrat tert-Butylhydroperoxid kann davon ausgegangen werden, dass es sich
hauptséachlich um die GPx1 handelt, da diese die groBte Spezifitat firr dieses Substrat besitzt
(Flohé und Giinzler, 1984).

49



4 Ergebnisse

%': é ——— g [} AL T
EI" §§ -U-' & G £ ]
% ;% EEEE
H -E':f- g
< = ' 5 =\
A1 THE 1
2 BN L BN
E: _§nﬂ % _§

=

Selenet

MEsA
Baleniat

=
=2
i

Abbildung 4.4: Expression von SelW und GPx1 bei Selensupplementation in L6-Myotuben. (A) L6-
Myotuben wurden 24 h lang mit 1pM SeMet, Selenit, MSeA oder Selenat in Versuchsmedium inkubiert.
Die aus extrahierter RNA gewonnene ¢cDNA der Proben wurde auf HPRT normalisiert. (B) Die
Proteinexpression von SelW im Western-Blot mit B-Aktin als Ladungskontrolle ist oben dargestellt. Die
Aktivitit der GPx wurde photometrisch aus der Oxidation von NADPH bestimmt und als mU (=
nmol/mg*min) angegeben (unten).

2
g

Zusammenfassend scheint es, dass die untersuchten Selenoproteine SelW und GPx1 durch
Selenit und MSeA in der verwendeten Konzentration am starksten induziert werden. Dies
steht im FEinklang mit Beobachtungen aus verschiedenen Zellsystemen, in denen gezeigt
wurde, dass Selenit gegentiber anderen Selenverbindungen die Expression von Selenproteinen
effizienter stimuliert (Brigelius-Flohé et al., 1995-1996; Hoefig et al., 2010).

Selenoprotein N (SeIN), ein mit Myopathien assoziiertes Selenoprotein (Arbogast et al.,
2009), wurde ebenfalls auf seine Genexpression untersucht. Die Selenoprotein N-Expression
konnte durch Inkubation der Myotuben mit jeder der vier Selenverbindungen stimuliert
werden (Abbildung 4.5). Allerdings betrug die Stimulation fiir alle Verbindungen ca. das 1,2-
fache des Kontrollwertes und war damit vergleichweise gering, was darauf hindeutet, dass die

Selenoprotein N-Expression nur zum Teil vom zelluldren Selenspiegel kontrolliert wird.
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Abbildung 4.5: Genexpression von Selenoprotein N. L6-Myotuben wurden 24 h lang mit 1pM SeMet,
Selenit, MSeA oder Selenat in Versuchsmedium inkubiert. Die fiir SeIN erhaltenen Werte wurden auf
HPRT1 normalisiert. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM

Die Proteinexpression des SelW wurde ebenfalls in Abhéangigkeit von der
Selenitkonzentration untersucht. Die SelW-Proteinexpression stieg bei 0.02 bis 1 pM Selenit
konzentrationsabhingig an und erreichte bei 1 pM auch ihr Maximum.. Die Mangan-
Superoxiddismutase (MnSOD) ist ein weiterer wichtiger Bestandteil der antioxidativen
Abwehr des Skelettmuskels. Vor allem fiir die Entgiftung des in der mitochondrialen
Atmungskette frei werdenden Superoxids ist die MnSOD in Skelettmuskel unerlaBlich. Ein
Einfluss von Selenit auf den mitochondrialen Permeabilitats-Transitionsporenkomplex und
die Expression der mitochondrial lokalisierten Superoxiddismutase (MnSOD) ist bekannt
(Guan et al., 2009; Shilo et al., 2003; Shilo et al., 2005). Deshalb wurde die Expression der
MnSOD in Abhéngigkeit von der Selenitkonzentration untersucht. Die Proteinkonzentration
der MnSOD konnte durch Konzentrationen von bis zu 100 pM Selenit nicht beeinflusst
werden (Abbildung 4.6A). Bei einem starken Anstieg intrazellularer ROS wire eine Induktion

der MnSOD zu erwarten gewesen.
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Abbildung 4.6 Proteinexpression von SelW (A) und und MnSOD (B) bei Supplementation mit 0-100 pM Selenit
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4.1.3 Phosphorylierung der Akt in Myoblasten bei Supplementation mit

Selenverbindungen

Zunéchst sollte eine Untersuchung der Akt bei Selensupplementation Aufschluss tiber den
insulinunabhéngigen Status der Akt-Aktivierung geben. AuBerdem sollte untersucht werden,
ob die eingesetzten Selenverbindungen selbst in der Lage sind, in hoheren Konzentrationen
den Phosphorylierungszustand der Akt zu beeinflussen. Dazu wurde die Phosphorylierung des
Serins an Position 473 in der Aminosiuresequenz der Akt mit einem Phospho-Serin®-Akt-
Antikorper per Western-Blot untersucht. Wie bei der Untersuchung der Viabilitat wurden
Myoblasten 24 h lang mit den Selenverbindungen in den angegebenen Konzentrationen
behandelt. Zur besseren Einschatzbarkeit der Phosphorylierungssignale wurde eine
Ladungskontrolle mit einem gegen die gesamte intrazellular vorhandene Akt (Akt (pan))

gerichteten Antikorper durchgefiihrt.
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Abbildung 4.7: Phosphorylierung des Ser*”® der Akt in L6-Myoblasten bei Selenbehandlung. 0-100 uM L-
Selenomethionin (SeMet), Selenit, Methylseleninsiure (MSeA) und Selenat wurden 24 h zu Myoblasten
mit 2% Pferdeserum gegeben. Die Chemilumineszenzsignale sind ein MaB fiir die Stirke der
Phosphorylierung. Zur Kontrolle wurden dieselben Proben ebenfalls mit einem Antikérper gegen die
gesamte in Lysat vorhandene Akt (pan) behandelt.

L-Selenomethionin fiihrte im Konzentrationsbereich von 0,02 pM bis 100 pM zu einer
konzentrationsabhangigen Verminderung der basalen Phosphorylierung der Akt an Serin 473
(Abbildung 4.7A). Bei der Inkubation mit Selenit war die basale Phosphorylierung der Akt im
Bereich 0,02 pM bis 1 pM verringert. Ahnliche Effekte durch 30 nM Selenit konnten Nasr et
al. (2004) bei der basalen Phosphorylierung der p70°°® in MCF7-Zellen beobachten. Durch
eine Erhohung der Selenitkonzentration auf 10 und 100 pM wurde die Phosphorylierung des
Serins verstarkt. Durch Inkubation mit MSeA zeigten die L6-Myoblasten bis 1 pM keine
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Veranderung in der Serinphosphorylierung. Wurde die Konzentration auf 10 pM bzw. 100
M erhoht, zeigte sich ahnlich wie bei der Inkubation mit Selenit eine deutliche Verstarkung
der basalen Phosphorylierung der Akt. Akt wirkt antiapoptotisch, ihre Aktivierung konnte
daher durch die zytotoxischen Effekte von Selenit und MSeA (siehe Abbildung 4.3) ausgelost
worden sein. Selenat zeigte in den eingesetzten Konzentrationen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle keine wesentlichen Unterschiede in der Phosphorylierung der Akt.

Mit Myotuben wurden ebenfalls analoge Experimente durchgefiihrt, die insulinunabhéngige
Phosphorylierung der Akt war in differenzierten L6-Zellen zu gering, um aussagekraftige

Ergebnisse bei der Inkubation mit Selenverbindugen zu erhalten.

4.1.4 Insulinabhdngige Phosphorylierung der Akt in Myotuben unter
Einfluss von Selenverbindungen

Auf die insulinabhdngige Akt-Phosphorylierung sollte nun der Einfluss der vier
Selenverbindungen untersucht werden. Dazu wurden differenzierte L6-Myotuben fiir 24 h mit
1 pM SeMet, Selenit, MSeA oder Selenat in Versuchsmedium inkubiert. AnschlieBend wurde
fir 2, 5, 15 oder 30 min 100 nM Insulin hinzugefiigt. Die Insulinkonzentration und der
Zeitraum der Insulinstimulation wurden entsprechend der physiologischen postprandialen
Ausschiittung von Insulin gewahlt (Ahmad, 2004). Auch hier wurde die Phosphorylierung des
Ser'™ der Akt und der Gesamtgehalt der Akt in den Lysaten bestimmt (Abbildung 4.8). Durch
Insulin wurde die Phosphorylierung der Akt schon nach 2 min merklich gesteigert und konnte
im zeitlichen Verlauf bis 30 min weiter gesteigert werden. Nach 45 min wurde das Maximum

erreicht, die Steigerung gegentiber 30 min war aber unwesentlich.
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Abbildung 4.8: Insulinabhingige Phosphorylierung der Akt an Ser*”® in L6-Myotuben. Nach 24 stiindiger
Inkubation mit 1 pM SeMet, Selenit, MSeA oder Selenat in Versuchsmedium wurde fiir 2-30 min mit 100 nM
Insulin stimuliert. Als Kontrolle dienten nicht mit Selen behandelte Myotuben. Der Nachweis aus Zelllysat
erfolgte gegen Phospho-Akt (Ser 473) und Akt (pan).
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Eine Inkubation mit SeMet und Selenat fiihrte zu keinen nennenswerten Anderungen in der
insulinabhangigen Akt-Phosphorylierung. Bei Inkubation mit Selenit und MSeA zeigte sich
eine Verringerung der Phosphorylierung im Zeitraum von 2-15 min. Eine densitometrische
und statistische Auswertung der belichteten Filme ergab eine signifikante Verringerung der
Phosphorylierung nach Insulinstimulation fiir Selenit und MSeA (Abbildung 4.9). Die
Verzogerung der Insulinwirkung fiel fiir Selenit starker aus als fiir MSeA, da sich fiir Selenit
auch nach 15 min eine deutliche Verringerung der Akt-Phosphorylierung zeigte. Nach 45 Min
waren keine Unterschiede in der Akt-Phosphorylierung zwischen der Kontrolle und den
Selenverbindungen messbar, so dass es sich um eine Verzogerung der Insulinwirkung durch

Selenit und MSeA handelt.
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Abbildung 4.9: Densitometrische Auswertung der insulinabhingigen Akt-Phosphorylierung (Ser*”®) im Vergleich
zur total vorhandenen Akt. Der Grauwert der Chemilumineszenzsignale wurde mit Image] gemessen und auf 45
min Insulinstimulation normiert. Die Signifikanz (P < 0,05) wurde durch einen ungepaarten zweiseitigen
Student’s T-test ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM (n = 3-4).

Weiterhin wurde untersucht, ob hohere oder niedrigere Selenkonzentrationen ebenfalls die
Phosphorylierung der Akt bei Insulinstimulation beeinflussen (Abbildung 4.10). Dazu wurden
die L6-Myotuben 24 h mit verschiedenen Konzentrationen der Selenverbindungen inkubiert

und anschliefend 5 min lang mit Insulin 100 nM stimuliert.
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Abbildung 4.10: Immunoblot der Akt-Phosphorylierung (Ser'”®) nach 5 min
Insulinstimulation und 24 h Inkubation mit Selenverbindungen mit
verschiedenen Selenkonzentrationen. Als Kontrolle ist die total vorhandene Akt
gezeigt.

Dabei zeigte sich, dass Selenit und MSeA auch bei 200 nM Konzentrationen die
insulinabhangige Phosphorylierung der Akt vermindern konnen, wahrend 10 pM Selenit,
ahnlich wie bei den insulinunabhangigen Myoblasten-Experimenten in Abbildung 4.7, auch
zu einer Verstarkung der insulinabhéngigen Akt-Phosphorylierung fiihrt. Dagegen
beeinflussten 10 pM Konzentrationen von SeMet und Selenat die Akt-Phosphorylierung

nicht.

4141 Aufhebung der Inhibierung der Akt-Phosphorylierung durch
Glutathiondepletion

Eine Beeinflussung der Insulinsignaltransduktion ist auch tiber den zellularen Glutathionpool
moglich, so konnte iiber eine Depletion des Glutathions die Insulinsensitivat erhoht werden
(Findeisen et al., 2011b).  Deshalb  wurden differenzierte = L6-Zellen mit dem
v-Glutamylcysteinsynthetase-Inhibitor L-Buthioninsulfoximin (BSO, 1 mM) inkubiert, der
den ersten Schritt der Glutathionsynthese hemmt. AnschlieBend wurden die Zellen zusétzlich
fir die in Abbildung 4.11 angegebenen Zeitraum mit 1 pM Selenit inkubiert und mit Insulin
stimuliert.

Insulin 1 nh
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Abbildung 4.11: BSO hebt die Inhibition der Akt-Phosphorylierung durch Selenit auf.

Nach 4 h Vorinkubation mit BSO 1 mM und fortgesetzter Inkubation mit BSO bei

gleichzeitiger Selenitzugabe von 1 pM fiir 24 h wurden L6-Myotuben mit 100 nM Insulin
stimuliert.

Durch die Glutathiondepletion fiihrte Selenit 1 pM nicht mehr zu einer nennenswerten

Anderung der Phosphorylierung der Akt bei Insulinstimulation. Ein Mangel an Glutathion
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kann die Funktion der Glutathionperoxidase einschranken und so die durch Selenit induzierte
Bildung von Selenodiglutathione und -triglutathione verringern oder verhindern, die reaktive
Selenidverbindungen freisetzen konnen (Frenkel et al., 1991; Rigobello et al., 2011; Lu et al.,
2009).

4.1.4.2 Oxidation der PTEN in Gegenwart von Selen in L6-Myotuben

Im Hinblick auf das Akt-Signaling ist die PTEN die wichtigste Phosphatase, da sie durch
Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2 die Akt inhibiert (Leslie, 2006). Das katalytisch aktive
Cystein (Cys71) der PTEN kann durch H;02, aber auch durch Wachstumsfaktoren, wie z.B.
Insulin, reversibel oxidiert werden (Lee et al., 2002; Kwon et al., 2004; Loh et al., 2009).
Daher sollte der Oxidationsstatus der PTEN bei Inkubation von L6-Myotuben mit den
Selenverbindungen und Insulin festgestellt werden. Differenzierte Zellen wurden unter nicht-
reduzierenden Bedingungen in Phosphatpuffer mit 1% Triton-X100, 0,1% SDS und 50 mM
N-Ethylmaleimid (NEM, pH 7.0) auf Eis 30 min lang lysiert. AnschlieBend wurden die
Lysate einer SDS-PAGE unter nicht-reduzierenden Bedingungen unterzogen und die
reduzierte und oxidierte Form der PTEN nachgewiesen. Die oxidierte Form bildet eine
Disulfidbriicke aus und verfiigt iiber eine groBere elektrophoretische Mobilitit (Lee et al.,
2002). In Abbildung 4.12 sind exemplarische Ergebnisse fiir eine Inkubation mit Selenit,
Selenat, H,0, und Insulin dargestellt (fiir die Inkubationszeiten siehe Abbildung). Es zeigte
sich, dass in dem verwendeten Modell nur H,0; zu einer Oxidation der Cysteine der PTEN
fihrte, die durch den Mobilitatshift auf dem SDS-PAGE-Gel sichtbar wurde. Dabei mussten
Konzentrationen von 500 pM H;0; angewendet werden, um eine teilweise Oxidation zu
erreichen, und 10 mM um die Cysteine vollstandig zu oxidieren. Insulin fithrte weder nach 30
min noch nach 24 h zu einer detektierbaren Oxidation in diesem experimentellen System.
Auch keine der Selenverbindungen konnte in 1 pM Konzentration unter diesen Bedingungen
die Oxidation der PTEN-Cysteinreste herbeifithren. Eine Erklarung fiir die fehlende Detektion
einer Oxidation der PTEN bei Stimulation mit Insulin kénnte eine ungeniigende Sensitivitat
des hier benutzten Testsystems sein. So kamen in vorangegangenen Studien NADPH-Oxidase
tiberexprimierende Zellen oder Fibroblastensysteme zum Einsatz, die entweder mehr H;0;
intrazellular produzieren oder geringere intrazellulire Mengen an Thioredoxin, Glutathion

und Peroxiredoxinen besitzen als Muskelzellen (Kwon et al., 2004; Loh et al., 2009).
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Abbildung 4.12: Darstellung des elektrophoretischen Mobilitéitsshift der PTEN unter
nicht-reduzierenden Bedingungen. L6-Myotuben wurden in Phosphatpuffer mit 1%
Triton-X100, 0,1% SDS und 50 mM N-Ethylmaleimid (NEM, pH 7.0) auf Eis 30 min

lysiert.

4.1.5 Einfluss von Selenverbindungen auf FoxO1a/3 in L6-Muskelzellen

Es sollte festgestellt werden, ob sich die Auswirkungen der Selensupplementation auch auf
die Phosphorylierung von FoxOla und FoxO3 tbertrugen. Dazu wurde ein Antikorper
verwendet, der die Phosphorylierung von FoxOla an Threonin 24 und die Phosphorylierung
von FoxO3 an Threonin 32 erkannte. Eine Normalisierung erfolgte gegen B-Aktin. Die
Inkubation der L6-Myotuben mit Selenverbindungen und Insulin verlief in Analogie zu 4.1.3.
Nur eine Inkubation mit 1 pM Selenit konnte die Phosphorylierung von FoxO1a/3 verringern
(Abbildung 4.13A). Dies zeigte sich auch bei der densitometrischen Auswertung der Western-
Blots. Nur bei Behandlung mit Selenit war die Insulinwirkung nach 5, 15 und 30 min
signifikant verringert (Abbildung 4.13B). Eine ahnliche Tendenz ergab sich auch bei der

MSeA-Inkubation, die statistische Auswertung ergab allerdings keine Signifikanz.
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Abbildung 4.13: Phosphorylierung von FoxOla/3. (A) Insulinabhiingige Phosphorylierung von FoxOla/3 an
Thr**/Thr*!in L6-Myotuben. Nach 24 stiindiger Inkubation mit 1 pM SeMet, Selenit, MSeA oder Selenat in
Versuchsmedium wurde fiir 0-30 min mit 100 nM Insulin stimuliert. Der Nachweis aus Zelllysat erfolgte gegen
Phospho-FoxOla/3 (Thr**/Thr*) und B-Aktin. (B) Densitometrische Auswertung der insulinabhiingigen
FoxOla/3-Phosphorylierung (Thr**/Thr*'). Der Grauwert der Chemilumineszenzsignale wurde mit Image]
gemessen und auf 45 min Insulinstimulation normiert. Die Signifikanz (P < 0,05) wurde durch einen ungepaarten
zweiseitigen Student’s T-test ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM ( n = 3-4).

Eine Supplementation mit SeMet oder Selenat zeigte keinen Einfluss in Hinsicht auf eine
verstarkte oder abgeschwichte Phosphorylierung. Die bereits bei der Phosphorylierung der
Akt ermittelten Einfliisse der Selenverbindungen setzten sich also fir Selenit bei Foxola/3

fort, wahrend sie fiir MSeA nur in abgeschwéchter Form vorhanden waren. Eine Beinflussung
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der FoxO3-Proteinexpression durch die niedermolekularen Selenverbindungen fand nicht statt

(Abbildung 4.14).

Abbildung 4.14: Proteinexpression von FoxO3 bei Inkubation mit 1 pM
niedermolekularen Selenverbindungen.

In einem weiteren Experiment sollte die Translokation aus dem Zellkern von FoxOla in
Skelettmuskelzellen untersucht werden, da diese u.a. durch Phosphorylierung an T24 bei
FoxO1la ausgelost wird, und die Stimulation der Transkription durch FoxOla unterbindet. Es
sollte also untersucht werden, ob Selenit die Translokation von FoxOla im &hnlichen Maf3e
wie die Phosphorylierung beeinflusst. Dazu wurden L6-Muskelzellen mit dem EGFP-
FoxOla-C1-Plasmid transfiziert und die Translokation per Fluoreszenzmikroskop untersucht.
Die Aufnahme des Plasmids in die differenzierten Muskelzellen war problematisch, weil sie
schwer zu transfizieren waren und vermehrter Zelltod auftrat, da FoxOla die Differenzierung
von Muskelzellen negativ reguliert (Kitamura und Kitamura, 2007). Deshalb wurden zur
Transfektion Myoblasten eingesetzt, die 24 h lang mit 1 pM Selenit in
Differenzierungsmedium oder nur mit Differenzierungsmedium behandelt wurden. Es wurde
nicht mit Insulin stimuliert, da sich zeigte, dass schon im basalen Zustand bei einer relativ
groBen Anzahl Zellen eine Translokation von EGFP-FoxOla aus dem Zellkern stattgefunden
hatte. Zusatzlich verstarkte eine Inkubation mit Selenit die Translokation von EGFP-FoxOla
weiter. In Abbildung 4.15A ist eine Translokation von EGFP-FoxO1la aus dem Zellkern einer

Muskelzelle exemplarisch dargestellt.
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Abbildung 4.15: Translokation von EGFP-Foxola in L6-Myoblasten. 630fache VergroBierung eines mit
EGFP-FoxOla-C1-Plasmid (Clontech) transfizierten L6-Myoblasten nach Insulin stimulierter
Translokation (A). In (B) ist die Auswertung der Verteilung von EGFP-Foxola in Kontrollzellen und mit
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1 pM Selenit behandelter Zellen (24 h) dargestellt. Es wurden jeweils ca. 3 x 30 EGFP-Foxola
transfizierte Zellen pro Gruppe ausgezihlt. Myoblasten wurden mit Fugene HD (Roche) und Plasmid im
Verhiltnis 4:1 auf 35 mm Glas-Coverslips transfiziert. P-Werte wurden mit einem Student’s T-test
bestimmt.

In Abbildung 4.17B ist die Auswertung der Verteilung von EGFP-FoxOla in den
Kompartimenten von Myoblasten dargestellt. Bei Inkubation mit 1 pM Selenit hatten deutlich
mehr Myoblasten FoxOla im Cytosol oder in beiden Kompartimenten, wéahrend bei der
Kontrolle eine nukledre Lokalisation tiberwog. Eine Erhohung der Translokation durch
Selenit scheint nicht Akt-vermittelt stattgefunden zu haben, da sie mit den Western-Blot
Ergebnissen zur FoxOla/3-Phosphorylierung in 4.1.5 nicht dbereinstimmt. Eine
Beeinflussung der Insulinsignaltransduktion ist durch durch die verstarkte Translokation
moglich, da FoxO-Transkriptionsfaktoren die insulinabhangige Genexpression direkt und
tiber Riickkopplungsmechanismen kontrollieren konnen (Puig et al, 2005). Weitere Faktoren
spielen bei der Translokation von FoxO-Transkriptionsfaktoren eine Rolle. So besitzen FoxO-
Proteine weitere Phosphorylierungstellen, die durch andere Kinasen, wie z.B. MAP-Kinasen

aktiviert werden und die Translokation mafigeblich beeinflussen kénnen (Zhao et al., 2004).

4.1.6 Glucoseaufnahme unter Einfluss von Selenverbindungen in

Myotuben

Die basale und insulinstimulierte Glucoseaufnahme der L6-Myocyten wurde durch Inkubation
der L6-Myotuben mit radioaktivem Glucoseanalogon 2—deoxy—1—[3H]—D—Glucose bestimmt.
Der B-Zerfall des Tritiums wurde aus Zelllysaten quantitativ mit einem
Szintillationsmessgerat bestimmt. Die Stimulation mit 100 nM Insulin ergab eine etwa 1,4-
fache Steigerung der gemessenen Radioaktivitat bei unbehandelten Zellen (Abbildung 4.16A-
D). Selenit wurde in Konzentrationen von 1 und 5 pM eingesetzt, wie in Abbildung 4.16A
dargestellt ist. Die Supplementation mit 1 pM Selenit fithrte zu einer leichten signifikanten
Erhohung der Glucoseaufnahme im basalen und auch im stimulierten Zustand. Wurde die
Konzentration auf 5 pM erhoht, wurde eine signifikante Abnahme der Glucoseaufnahme
sowohl in Kontrollzellen als auch insulinstimulierten Zellen beobachtet. In Abbildung 4.16B
ist der Einfluss der Supplementation mit 1 pM MSeA dargestellt. Diese Verbindung fiihrte bei
Insulinstimulation zu einer signifikanten Verringerung der aufgenommenen Glucose. Im
Gegensatz dazu konnte Selenat in Konzentrationen bis 100 pM eingesetzt werden, ohne zu
einer signifikanten Anderung der gemessenen B-Zerfille zu fithren (Abbildung 4.16 C).
SeMet ( Abbildung 4.16D) édnderte in 1 und 10 pM Konzentrationen die Menge an
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aufgenommener 2-deoxy-1-[’H]-D-Glucose nicht nennenswert. Nur die sehr hohe
Konzentration von 100 pM steigerte die Glucoseaufnahme insulinunabhéngig substanziell.
Zusammenfassend bewertet waren nur Selenit und MSeA in der Lage die insulinabhéngige

Glucoseaufnahme in physiologisch relevanten Konzentrationen zu beeinflussen.
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Abbildung 4.16: Insulinabhéngige Glucoseaufnahme unter Einfluss von Selenverbindungen in L6-Myotuben.
Nach basaler Inkubation oder Stimulation mit Insulin (100 nM) fiir 30 min wurde per Szintillationszihler die
Aufnahme radioaktiver 2-deoxy-1-[*H]-D-Glucose (1.0 pCi/ml) bestimmt. L6-Myotuben wurden 24 h lang mit
Selenit (A), MSeA (B), Selenat (C) oder SeMet (D) in den angegebenen Konzentrationen in Glucose freiem
DMEM/0,1% BSA inkubiert.

4.1.7 Einfluss der Selenverbindungen auf die intrazelluldren reaktiven

Sauerstoffspezies

Die nach Insulinstimulation gemessenen ROS-Mengen konnen durch Gabe von
Antioxidantien verringert werden (Goldstein et al., 2005; Ristow et al., 2009). Da Selen u.a.
tiber antioxidative Selenoenzyme wirkt, sollte der FEinfluss der eingesetzten
Selenverbindungen auf die intrazellulare ROS-Produktion untersucht werden. Dazu wurde der

Farbstoff 2',7'-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat (DCFH2-DA) eingesetzt. Nach Inkubation
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fir 24 h mit den Selenverbindungen wurden die Zellen 30 min mit 100 nM Insulin oder
Placebo inkubiert. In Abbildung 4.17 ist das zellulare ROS-Niveau nach Insulinstimulation
und Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen der vier Selenverbindungen SeMet,
Selenit, MSeA und Selenat dargestellt. Die Stimulation mit Insulin fithrte zu einem Anstieg
der ROS. Dieser betrug bei den Kontrollen ca. 10-15%, was darauf hindeutet, dass ein

GroBteil der intrazellular erzeugten ROS insulinunabhéngig produziert wird (Rigoulet et al,

2011).
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Abbildung 4.17: Einfluss von Selenverbindungen auf die basale und durch Insulinstimulation erzeugte
ROS-Produktion in L6-Zellen. Auf einer Microtiterplatte wurden Myotuben differenziert und
anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen SeMet (A), Selenit (B), MSeA (C) oder Selenat (D) fiir
24 h inkubiert. Die Werte wurden auf die Proteinmenge normiert.

Auch wenn alle Selenverbindungen dazu in der Lage waren, die intrazellulire ROS-
Erzeugung zu senken, zeigten nur Selenit und MSeA eine signifikante Verminderung bei 1
pM Konzentration. In Abbildung 4.17A ist der Einfluss von SeMet auf das ROS-Niveau
dargestellt. SeMet zeigte bei 10 und 100 pM SeMet eine deutliche Erniedrigung der
intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies sowohl basal als auch bei Insulinstimulation.
Bereits 1 pM Selenit fihrte zu einer eindeutigen Senkung der emittierten Fluoreszenz, bei
5 pM zeigten sich dhnliche Ergebnisse (Abbildung 4.17B). Auch 1 pM MSeA fiihrte zu einer
signifikanten Verringerung der ROS (Abbildung 4.17C). Eine Selenatinkubation zeigte kaum
Auswirkungen auf die zelluldaren ROS. 100 pM Selenat konnten basal die ROS-Produktion
senken. Selenit und MSeA induzierten am stiarksten GPx1 und SelW (siehe Abbildung 4.4)
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und konnten deshalb schon ab 1 pM Konzentrationen zu einer Senkung der gemessenen ROS

fiihren.

4.1.8 Superoxidproduktion in Myotuben bei Selensupplementation

Superoxid (O;") ist eines der wichtigsten biogenen Radikalprodukte, das in Redoxsignaling

involviert ist (Fisher, 2009). Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Dihydroethidium (DHE) eine Veranderung in der intrazelluliren
Superoxidproduktion festzustellen. Dazu wurden L6-Zellen in Anlehnung an (Peshavariya et
al., 2007) im 96-Well Format ausgesat, differenziert und 24 h lang mit den
Selenverbindungen behandelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.18A-D dargestellt. Die
Signifikanz wurde mit einem 2-faktoriellem ANOVA tiberprift. Die Faktoren richteten sich
nach den Konzentrationen der eingesetzten Selenverbindung und dem Vergleich basaler
Proben zu insulinstimulierter Proben. Nur bei Selenit zeigte sich eine signifikante Interaktion
der beiden Faktoren mit P < 0.001 (Abbildung 4.18B). Selenit fiihrte zu einer Erhohung der
Oxyethidium-Fluoreszenz proportional zur Selenitkonzentration und auch die Produktion von
Superoxid war bei Insulinstimulation erh6ht. Dadurch ergibt sich ein Widerspruch zu der mit
dem Farbstoff DCF gemessenen verringerten ROS-Produktion. Dieser wird in Kapitel 5
ausfiihrlich diskutiert. SeMet (Abbildung 4.18A) =zeigte einen leichten Anstieg der
gemessenen DHE-Fluoreszenz im Konzentrationsbereich von 0.1-10 pM wéhrend bei 100
PM eine Abnahme der Fluoreszenz zu beobachten war. Die zusatzliche Superoxiderzeugung
durch Insulin war hingegen gering. Bei MSeA (Abbildung 4.18C) zeigten sich ahnliche
Tendenzen wie bei Selenit, aber es reichte nicht zu einer Signifikanz. Bei Selenat (Abbildung
4.18D) waren sowohl die selenatkonzentrationsabhiangigen als auch die insulinabhiangigen
Unterschiede im Oxyethidium-Signal gering, so dass es zu keiner eindeutigen faktoriellen

Differenz kam.
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Abbildung 4.18: Detektion von Superoxid mittels DHE im 96-Well-Format. Die Auswirkungen von SeMet (A)
0-100 pM, von Selenit (B) 0-5 pM, MSeA (C) 0-1 pM und Selenat (D), in Gegenwart oder Abwesenheit von
Insulin 100 nM, auf die Superoxidproduktion wurde bei Anregung von 480 nm und Emission von 570 nm
bestimmt. Die statistische Analyse (2-Way-Anova) wurde mit dem Microsoft Excel Plugin XL Toolbox
durchgefiihrt (n=6 fiir die einzelnen Gruppen).

Da DHE intrazellular nicht nur zu Oxyethidium, sondern auch zu fluoreszierenden
Nebenprodukten umgesetzt wird (Zielonka und Kalyanaraman, 2010), wurde mittels
chromatographischer Auftrennung der Produkte nach Klaus et al. (2010) die Aussage der
Messung im 96 Well-Format fiir einige Proben tiberpriift. So wurden Kontrollwerte, Werte fiir
Selenit 1 pM und 5 pM sowie ein Wert fiir SeMet 100 pM bestimmt (siehe Abbildung 4.19).
Dabei zeigte sich, dass die im 96-Well-Format erhaltenen Tendenzen fiir Selenit reproduziert
werden konnten, aber bei der HPLC-Analyse deutlich hoher ausfielen. Der fiir SeMet 100 pM
erhaltene Wert entsprach in der Tendenz nicht dem Wert aus dem 96-Well-Format. Der
Widerspruch zur DCF-Messung konnte durch die HPLC-Methode nicht aufgehoben werden.

Die Produktion von Superoxid durch Selenit in vivo und in vitro in &ahnlichen
Konzentrationsbereichen wurde bereits von Shen et al. (2001) und Chen et al. (2007) gezeigt
und wird auf eine Oxidationsreaktion mit Glutathion zuriickgefiihrt, wahrend DCF neben
reaktiven Sauerstoffspezies auch reduziertes Glutathion misst, und so eine Erklarung fiir die

Diskrepanzen der beiden Farbstoffe sein konnte (Chen et al., 2010).
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Abbildung 4.19: Bestimmung der spezifischen Oxyethidiumfluoreszenz mittels RP-HPLC aus
Methanol- Zelllysaten. 107 differenzierte L6 Zellen wurden 24 h lang mit Selenit (1 pM und 5
BM) und SeMet (100 pM) behandelt und dann in Methanol lysiert. AnschlieBend wurde die

Fluoreszenz des Oxyethidiums bei einer Retentionszeit von 21.5 min bei 480 nm Excitation
und 570 nm Emission detektiert. Kontrolle und Selenit wurden jeweils doppelt bestimmt.

4.1.9 GLUT4-Genexpression bei Selenitinkubation

Die insulinabhangige Glucoseaufnahme wird im Skelettmuskel hauptséchlich durch den
GLUTA4-Transporter vermittelt. Da Selenit die Aufnahme von Glucose in L6 Muskelzellen
beeinflussen konnte (Abschnitt 4.1.6), sollte auch die transkriptionelle Regulation des
GLUT4-Transporters untersucht werden. Wahrend Insulin die Glucoseaufnahme durch
GLUT4 hauptsachlich tiber die Translokation des GLUT4 vermittelt, ist nicht eindeutig
geklart, ob Insulin auch die mRNA-Expression von GLUT4 im Skelettmuskel beeinflusst (Im
et al., 2007). In Abbildung 4.20A ist die mRNA-Expression in Myotuben von GLUT4 nach
Insulinstimulation und Selenitinkubation dargestellt. Selenit konnte die Induktion der
Genexpression von GLUT4 durch Insulin nach 2 h und 4 h inhibieren. Ubereinstimmend mit
den Ergebnissen von Al-Khalili et al. (2005) war die Genexpression von GLUT4 nach
Inkubation mit Insulin zeitabhangig nach 2 h und 4 h erhoht. In Abbildung 4.20B ist zum
Vergleich die Genexpression von Atrogin, das ebenfalls durch Insulin reguliert wird, unter
den gleichen Bedingungen aufgefiihrt (Al-Khalili et al., 2005). Atrogin ist ein Atrophiegen
welches unter positiver Kontrolle von FoxO1/3 im Skelettmuskel steht (Moylan et al., 2008).
Die Atroginexpression wurde durch Insulin verringert, Selenit verstarkte diesen Effekt. Um
die Ergebnisse der GLUT4-Expression weiter zu untersuchen, wurde ein Ratten-GLUT4-
Promotorplasmid (pGL3-rGLUT4-Prom) in L6-Myotuben transfiziert (Abbildung4.20C). Die
Luciferase-Aktivitat bei Myotuben zeigte keine relevante Anderung der GLUT4-Promotor-
Aktivitat durch Insulinstimulation oder 1 pM Selenit. Allerdings fiihrte eine 5 pM Inkubation

mit Selenit zu einem starken Anstieg der Promotorstimulation. Ahnlich wie bei der
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Glucoseaufnahme (Abbildung4.16A) zeigte sich nur bei 5 pM Selenit ein eindeutiger Einfluss
auf die GLUT4-Expression. Eine mogliche Erklarung fiir die unveranderte Promotoraktivitat
bei Insulinstimulation und Inkubation mit 1 pM Selenit ist, dass die Neusynthese der GLUT4-
mRNA nicht stimuliert wurde, wahrend eine Beeinflussung der mRNA-Stabilitat
stattgefunden hat. Der Anstieg der Promotoraktivitit bei 5 pM Selenit konnte ein

kompensatorischer Effekt zur verringerten Glucoseaufnahme sein (sieche Abbildungen
4.16A).
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Abbildung 4.20: Darstellung der relativen GLUT4-Expression. GLUT4-Expression in Abhéngigkeit von Insulin (1-
4 h) und vorheriger 1 pM Selenitinkubation (24 h, n = 4-5) (A). Zum Vergleich die Expression von Atrogin (B)
unter gleichen Bedingungen wie in A (n=3). Die Luciferase-Aktivitit von L6-Myotuben (C) transfiziert mit pGL3-
rGLUT4-Prom-Plasmid nach 24 h Selenitinkubation und 6 h Stimulation mit Insulin 100 nM (jeweils n = 2).

4.1.10 Einfluss von Selenverbindungen und Insulin auf weitere Kinasen

des Energiestoffwechsels in Myotuben

Zwei wichtige Vertreter der MAP-Kinase (Mitogen Activated Proteinkinase) Familie sind die
Erk1/2 und die P38. Diese Kinasen werden durch externe Stimuli wie z.B. oxidativen Stress
aktiviert und sind ebenfalls an der Glucoseaufnahme im Skelettmuskel beteiligt (Ji, 2008;
Chambers et al., 2009). Die Aktivitit der beiden MAP-Kinasen kann durch

Selenverbindungen moduliert werden (Plano et al., 2011).
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In Abbildung 4.21A ist exemplarisch der Einfluss von Selenit und SeMet 1 pM dargestellt.
Beide fithren zu einer erhdhten Phosphorylierung der P38 bis 5 min Insulinstimulation. Bei
einer Insulinstimulation von 15 min oder langer war eine verstarkte Phosphorylierung durch
Selenit oder SeMet nich mehr vorhanden (nicht dargestellt). Bei der Erk1/2 kam es durch die
Inkubation mit Selenit und SeMet nur ohne Insulinstimulation zu einer verminderten
Phosphorylierung ~ (Abbildung 4.21B). Bei Insulinstimulation verschwanden die
inhibitorischen Effekte von Selenit und SeMet.
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Abbildung 4.21: Selenit-abhidngige Phosphorylierung der MAP-Kinasen P38 und Erkl/2 sowie der
AMPK in L6. (A) Phosphorylierung der p-P38 an T180/182 nach 24 h Selenit bzw. SeMet 1 pM und
kurzer Insulinstimulation. (B) Phosphorylierung der Erk 1/2 an T202/Y204 nach 24 h Selenit bzw. SeMet
1 pM und Insulinstimulation. (C) Phosphorylierung der AMPK an T172 nach 24 h Selenit bzw. SeMet 1
PM und Insulinstimulation

Eine weitere wichtige Kinase, die den Energiestoffwechsel entscheidend mitbestimmt, ist die
AMPK (Hardie, 2011). In Abbildung 4.21 C ist die Phosphorylierung der AMPK dargestellt.
Insulin hat wenig Einfluss auf die Phosphorylierung der AMPK an T172 nach 30 bzw. 45
min. Allerdings zeigt sich bei Inkubation mit Selenit und SeMet eine leichte Erhohung der
Phosphorylierung.

Ein Einfluss auf den Zellmetabolismus erfolgt durch die Selenverbindungen, also nicht nur
tiber die kanonische Insulinsignaltransduktion, sondern im geringen Umfang auch iiber andere

Signalwege.
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4.1.11 Einfluss von Selenit auf die Expression von PGC-1a in L6-

Myotuben.

Die Adaptation des Skelettmuskels an physische Stimuli wird durch PGC-1a mitkontrolliert,
das fiir seine optimale Expression ein ausreichendes Ma3 an ROS benétigt (Irrcher et al.,
2009)

Die Expression des Koaktivators der mitochondrialen Biogenese PGC-lo wurde auf
transkriptioneller Ebene bei 4-stiindiger Insulinstimulation untersucht (St-Pierre et al., 2006;
Choi et al.,, 2008) (Abbildung 4.20). Die Expression von PGC-la wird durch Insulin
vermindert (Liang und Ward, 2006; Pagel-Langenickel et al., 2008). Selenit in 1pM
Konzentration konnte alleine die PGC-1a-mRNA-Expression nicht entscheidend regulieren.
Eine Vorinkubation mit Selenit 1 pM konnte die PGC-la-Genexpression signifikant

vermindern und damit den Insulin Effekt verstarken.
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Abbildung 4.22: FEinfluss von Selenit auf die Expression PGC-la in L6-Myotuben. Die
mRNA-Expression von PGC-la bei 4 h Stimulation durch 100 nM Insulin und
Vorinkubation mit 1 pM Selenit fiir 24 h (a = p < 0.05 gegeniiber Kontrolle Basal, b = p < 0.05
gegeniiber Kontrolle Insulin 4h).

4.1.12 Selenoprotein W-Induktion in L6-Myotuben durch Inkubation mit

Selenoprotein P

Selenoprotein P, das physiologische Selentransportprotein im Plasma, sollte ein guter
Selendonor auch fiir ausdifferenzierte Myotuben sein. Da die ausdifferenzierten Myotuben bei
Serumdeprivation eine geringe Expression von Selenoprotein W aufweisen, und die
Expression des Selenoprotein W durch Gabe von Selen induziert wird, kann die

Bioverfiigbarkeit von Selenverbindungen fiir Myotuben an der SelW-Expression gemessen
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werden. Um zu bestimmen, welche Selenverbindung die beste Bioverfiigbarkeit hatte, wurden
ausdifferenzierte Myotuben mit 100 nM Selen in Form von Selenat, Selenit, SeMet, humanem
Selenoprotein P und Ratten-Selenoprotein P 24 h lang inkubiert. Der Se-Gehalt der
Selenoprotein P Préaparationen wurde wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben bestimmt. Bei
Selenoprotein P wurde aufgrund seiner Funktion als Selentransporter die hochste Induktion
erwartet. Wahrend die Kontrolle keine SelW-Expression zeigte, war bei den
niedermolekularen Selenverbindungen die Proteinexpression bei Selenit am hochsten, wie es
sich schon bei der GPx-Aktivitdt in Abschnitt 4.1.2 gezeigt hatte. Durch Selenoprotein P
konnte die Expression noch weiter gesteigert werden, unabhangig davon, ob es sich um SelP

aus Ratte oder Mensch handelte (Abbildung 4.23).

Se 100 nM
Abbildung 4.23: Nachweis der Induktion von SelW durch verschiedene niedermolekulare
Selenverbindungen und Selenoprotein P in L6-Myotuben. Die Selenverbindungen Selenat,
Selenit, SeMet, Selenoprotein P aus Ratte (r-SelP) und humanes Selenoprotein P (h-SelP)

wurden in 100 nM Konzentrationen eingesetzt. Ausdifferenzierte L6-Myotuben wurden 24h
mit Selenverbidungen inkubiert.

Selenoprotein P scheint also eine hervorragende Quelle fiir bioverfiigbares Selen in
Skelettmuskelzellen zu sein und effizienter in endogene Selenoproteine eingebaut zu werden
als die niedermolekularen Verbindungen. Dies bestatigt die Annahme aus Burk und Hill

(2009), dass Muskelzellen beide Arten von Selenquellen nutzen kénnen.

4.1.13 Einfluss von Selenoprotein P auf die Aktivierung der Akt in L6-
Myotuben

Weiterhin sollte der Einfluss des SelP auf die Insulinsignaltransduktion untersucht werden.
Dazu wurden L6-Myotuben fiir 6 h oder 24 h mit Selenoprotein P inkubiert und dann mit
Insulin 100 nM stimuliert und auf Phosphorylierung der Akt untersucht. Zusétzlich zum 24 h
Zeitpunkt wurde ein Zeitpunkt nach 6 h gewahlt, um eine bereits extrazellular durch
Selenoprotein P vermittelte Signalwirkung detektieren zu konnen. Nach 6 h Inkubation mit
Selenoprotein P war eine Inhibition der Akt-Phosphorylierung nach 15 min Insulinstimulation

sichtbar. Eine Inkubation mit Selenit fithrte im Vergleich zur Kontrolle nach 6 h zu einer
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leichten Steigerung der Akt-Phosphorylierung nach 15 min Insulinstimulation (Abbildung
4.24A). Nach 30 min Insulinstimulation zeigten sich kaum Unterschiede zur Kontrolle bei
Inkubation durch Selenoprotein P, so dass von einer Verzogerung der Insulinwirkung
gesprochen werden kann. Auch die Inkubation mit Selenit zeigte nach 30 min kaum
Unterschiede zur Kontrolle.
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Abbildung 4.24: Einfluss von Selenoprotein P auf die Akt-Phosphorylierung in L6-Zellen. 100 nM
Selenoprotein P oder Selenit wurden 6 h (A) oder 24 h (B) lang zu L6-Myotuben hinzugegeben.
AnschlieBend wurden die Myotuben 15 oder 30 min lang mit Insulin 100 nM stimuliert. In (C) ist die

Phosphorylierung in Myoblasten nach 15 min Inkubation mit 100 nM Insulin dargestellt (Konzentrationen
sind auf Se-Gehalt bezogen).

Nach 24 h Inkubation und 15 min Insulinstimulation (Abbildung 4.24B) besa} Selenoprotein
P noch eine leichte inhibierende Wirkung auf die Phosphorylierung der Akt. Bei 30 miniitiger
Insulinstimulation fiihrte Selenoprotein P zu keiner verminderten Phosphorylierung der Akt.
Selenit verminderte wie in Abbildung 4.8 gezeigt die Insulinwirkung bei 15 min. Eine
vergleichbare Inhibition des Insulinsignalings durch Selenoprotein P bei Myoblasten nach
15 minitiger Stimulation mit 100 nM Insulin blieb auch bei einer Erhohung der
Konzentration auf 200 nM SelP aus (Abbildung 4.24C). Der zeitabhéngige Unterschied der
Inhibition in den Myotuben kann an einer unterschiedlichen Metabolisierung zwischen

Selenoprotein P und Selenit liegen.
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4.2 Einfluss des Selentransportproteins Selenoprotein P auf die
Insulinsignaltransduktion in humanen Skelettmuskelzellen

Priméare humane Skelettmuskelzellen (HSKMC) wurden von der Firma Provitro bezogen und
wie in Abschnitt 3.2 beschrieben kultiviert. Die Ausdifferenzierung zu Myotuben war bereits
nach 4 Tagen zu beobachten, eine ldngere Differenzierung fithrte zu einer verringerten
Zellzahl. Morphologisch verhielten sich die humanen Skelettmuskelzellen vergleichbar zu
den L6-Zellen, nur ihr Zellvolumen schien etwas geringer zu sein, was sich am geringeren
Kontrast unter dem Lichtmikroskop zeigte.

Ausgehend von einer Studie, in der in vivo und in vitro gezeigt wurde, dass hohe
Konzentrationen an appliziertem Selenoprotein P eine Insulinresistenz in Muskel und Leber
hervorrufen kénnen (Misu et al., 2010), sollte nun der Einfluss von Selenoprotein P auf die

Insulinsignaltransduktion in humanen Skelettmuskelzellen untersucht werden.

4.2.1 Beeinflussung der Akt Phosphorylierung durch humanes
Selenoprotein P in HSKMC

Ausdifferenzierte HSKMC wurden fiir 18 h in Differenzierungsmedium von allen
Wachstumsfaktoren depriviert, und anschlieBend mit 200 nM Selenoprotein P (festgelegt auf
den Se-Gehalt der Stammlosung, bestimmt nach Abschnitt 3.4.3) inkubiert, so dass man im
physiologischen Bereich der Selenoprotein P-Plasmakonzentration blieb (Letsiou et al, 2010).
Die sechsstiindige Inkubationszeit der Muskelzellen wurde gewahlt, da vermutet wurde, dass
Selenoprotein P eine rezeptorvermittelte Wirkung haben konnte. Zusatzlich wurde auch die
Phosphorylierung der PKB nach 24 h SelP-Inkubation untersucht. Nach Abschluss der SelP-
Inkubation wurden die HSKMC 15 min einem 100 nM Insulinstimulus ausgesetzt. In
Abbildung 4.25 sind die Ergebnisse der Phosphorylierung der Akt an S473 nach 6 h und 24 h
Selenoprotein P-Behandlung dargestellt. Selenoprotein P verringerte nach 6 h deutlich die
Insulinwirkung auf die Phosphorylierung der Akt, auch die basale Phosphorylierung war
verringert. Es zeigte sich, dass durch die zusétzliche Inkubationszeit, unabhdngig ob
Selenoprotein P zugegeben wurde oder nicht, eine verstiarkte Phosphorylierung der Akt
vorlag. Die zeitabhangigen Unterschiede bei Inkubation mit SelP konnten durch einen
Wechsel von extrazelluldrer Signalwirkung des Selenoprotein P nach 6 h und zu einer
intrazelluldaren Wirkung des Selenoprotein P nach 24 h durch Aufnahme und Metabolisierung

herriihren.
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Abbildung 4.25: Phosphorylierung der Akt an Serin 473 nach 6 h oder 24 h Inkubation mit
Selenoprotein P in HSKMC. Nach gleicher Wachstumsfaktorendeprivationszeit wurde 6 h oder
24 h mit Selenoprotein P 200 nM inkubiert und anschlieBend wurde 15 min mit 100 nM Insulin
stimuliert.. Als Kontrollen dienten Uberstinde nicht mit Selen kultivierter HepG2-Zellen. Es
wurde auf B-Aktin normiert.

Eine densitometrische Auswertung der Phosphorylierung der Akt nach 6 h SelP-Inkubation
zeigte eine signifikante Verminderung der Insulinstimulation um 60% (Abbildung 4.26). Die

Proteinexpression der Akt (pan-Akt) wurde nicht beeinflusst.
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Abbildung 4.26: Selenoprotein P induzierte Inhibition der Akt-Phosphorylierung in HSKMC unter
Insulinstimulation nach 6 h. Die Selenkonzentration der Uberstinde wurde, wie in 3.4.3 beschrieben,
bestimmt. Die statistische Auswertung erfolgte mit einem T-test und zeigt Mittelwerte + SEM (n = 3).

Niedermolekulare Selenverbindungen, wie Selenit oder SeMet, konnten bei den HSKMC in
der Konzentration von 200 nM keine vergleichbaren Veranderungen bei der Akt-
Phosphorylierung an Serin 473 hervorrufen (Abbildung 4.27).

Die Wirkung von SelP auf den Phosphorylierungstatus der Akt war nicht mit Veranderungen
im zellularen ROS-Status korreliert, da eine Verringerung der ROS-Produktion durch
Selenoprotein P nicht beobachtet wurde, wahrend Selenit 200 nM das gemessene ROS-
Niveau in HSKMC senken konnte (DCF-Messung nicht dargestellt).
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Abbildung 4.27: Einfluss niedermolekularer Selenverbindungen auf die Aktivierung der Akt.
HSKMC wurden 6 h mit SeMet und Selenit in der gleichen Se-Konzentration von 200 nM wie
SelP inkubiert und anschlieBend mit 15 min Insulin stimuliert. Die niedermolekularen
Selenverbindungen wurden in allen Experimenten anteilig wie die HepG2-Uberstinde in
RPMI-Medium angesetzt, da der Glucosegehalt des RPMI-Mediums héher ist als der des

HSKMC Mediums.

Um die Aktivierung der Akt durch Insulin und die Inhibition durch SelP weiter zu validieren,

wurde ein Akt-Aktivitats-Assay durchgefithrt. Dazu wurde ein System von Promokine

(Heidelberg) benutzt, das die Akt-Aktivitat tiber eine Immunoprazipitation (IP) der Akt

nachweist. Die Akt phosphoryliert dann unter ATP-Verbrauch zugesetztes GSK3a. Die

Aktivitat der Akt ist primér von der Phosphorylierung an S473 abhéngig. Diese durch Insulin

induzierte Phosphorylierung an S473 wurde durch Selenoprotein P-Prainkubation unterdriickt

(siehe 4.2.1). Wie erwartet, wurde weniger GSKa phosphoryliert, wenn mit Selenoprotein P

vorinkubiert wurde (Abbildung 4.28). Bei anschlieBender Insulinstimulation wurde eine

signifkant verringerte GSKa-Posphorylierung erreicht. Mit Selenit wurde kaum eine

Veranderung in der Akt-Aktivitat erzielt.
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Abbildung 4.28: Akt-Aktivitit nach Insulinstimulation und Inkubation mit Selenoprotein P. Nach 6 h
Inkubation mit Selenoprotein P oder Selenit 200 nM wurde 15 min mit 100 nM Insulin stimuliert. Nach
Immunoprizipitation der Akt und Durchfithrung der Substratreaktion wurde das Produkt Phospho-
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GSK3o per Immunoblot nachgewiesen (A). In B ist die densitometrische Auswertung unabhingiger
Experimente mit Selenoprotein P (n = 3) und Selenit (n = 2) dargestellt.

Als direktes Akt-Substrat wurde weiterhin die Phosporylierung von FoxO1la/3 bei gleichen
Bedingungen untersucht. Insulin steigerte die Phosphorylierung von FoxO1a/3, Selenoprotein
P wirkte dem Insulin entgegen und konnte die induzierte Phosphorylierung wieder senken;
Nach Insulinstimulation wurde eine signifikante Verringerung erreicht (Abbildung 4.29).
Diese Effekte sind analog zu den bei der Akt beobachteten Phosphorylierungen und kénnten
direkt auf die FoxO-Proteine tibertragen worden sein, da sie Substrate der Akt sind (Gross et
al., 2008).

| P = a3

E’ = | F = iLsis®
p-FoxO1a - = SE T= !F
T2432 E& o T

|

x
e O e

i
Sel P 200 oM (5¢) - - + + - - + +
Insulin 100 oM = + = + - + = +

Abbildung 4.29: Phosphorylierung von FoxOla/FoxO3 an T24/32 unter 6 h Selenoprotein P-Einfluss. Auf der
rechten Seite ist jeweils die densitometrische Auswertung von 3 unabhingigen Experimenten dargestellt.
HSKMC wurden 6 h mit Selenoprotein P 200 nM oder HepG2-Kontrolliiberstinden behandelt und
anschlieBend 15 min lang mit Insulin 100 nM stimuliert.

4.2.2 Induktion der GPx1 durch Selenoprotein P in HSKMC

Die GPx1 wurde per Immunoblot mit einem monoklonalen Antikorper aus Kaninchen
(Epitomics, CA, USA) bei 22 kDa nachgewiesen, wie in Abbildung 4.30A dargestellt. Die
Expression der GPx1 wurde nach 6 h Selengabe in Form von Selenoprotein P oder Selenit bei
gleicher Konzentration von 200 nM Se untersucht. Es erfolgte eine Induktion der GPx1 durch
Selenoprotein P, wahrend Selenit keine starkere Expression hervorrief. Weiterhin wurde die
GPX1-Genexpression untersucht. Es wurde ebenfalls fiir 6 h mit Selenoprotein P oder Selenit
200 nM inkubiert. In Abbildung 4.30B sind die Ergebnisse der Genexpression dargestellt. Die
GPX1-Expression wurde durch Selenoprotein P nach 6 h Inkubation nur ca. 1,75-fach erhoht,
Selenit konnte die Genexpression der GPX1 2,5 fach stimulieren. Selenoprotein P scheint also
die Translation der GPx1 starker zu stimulieren, wahrend Selenit die Transkription der GPX1
starker induziert. Eine mogliche Erklarung ist, dass Selenoprotein P schneller Selen fiir die
Biosynthese der Selenoproteine zur Verfiigung stellen kann. Die Stimulation der GPx1 konnte

zur SelP-induzierten Unterdriickung der Akt-Phosphorylierung beigetragen haben.

74



4 Ergebnisse

FA N
=Pl
- ]
2 15 A
B & -
-3 -4 ; 17
5
& b 200 nM
n -
Kuonlrelle el Yelenil

Abbildung 4.30: Protein und Genexpression der GPx1. (A) Proteinexpression nach 6 h Inkubation mit
200 nM Selenoprotein P oder Selenit. (B) Die GPX1-mRNA Niveaus nach 6 h Inkubation mit 200 nM
Selenoprotein P oder Selenit.
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Selenoprotein W konnte mit dem einzigen kommerziell erhiltlichen Antikérper in den
humanen Zellen nicht nachgewiesen werden, was fiir diesen Antikorper bereits in der
Literatur berichtet wurde (Gu et al., 2000). Der Nachweis von SelW mittels Real-Time-PCR
durch spezifische Primer zeigte trotz Anwendungen der Primer3-Algorithmen ein zweites
Produkt. Deshalb wurde auf eine Darstellung der Ergebnisse verzichtet, es konnte aber
ebenfalls keine starke Induktion der SelW-mRNA beobachtet werden. Das zweite Produkt
konnte von einem Pseudogen SelW herrithren (SEPWI1P), das bisher nur in Menschen

bekannt ist und fiir miRNA kodieren konnte (Bellingham et al., 2003).

4.2.3 Nachweis insulinabhéangiger Phosphorylierung von Proteinen unter
Einfluss von Selenoprotein P

Nach dem Nachweisen einer Inhibition der Insulinwirkung durch Selenoprotein P sollte
untersucht werden, ob Selenoprotein P weitere insulinsensitive Phosphorylierungstellen von
Proteinen beeinflussen kann. Bei den hier dargestellten Kinasen und Proteinen handelt es sich
um nicht-kanonische Mediatoren der Insulinsignalwirkung, die in der Pathogenese der
Insulinresistenz eine Rolle spielen koénnen. (Hajduch et al., 1998; Kortylewski et al., 2003;
Bisht et al., 2007; Berdichevsky et al., 2010; Kim et al., 2011b).

Zunachst wurden die MAP-Kinasen untersucht. Die P38 und Erk1/2 wurden auf ihre
insulinsensitiven ~ Phosphorylierungsstellen  (p-P38, T180/182; p-Erk1/2, T202/204)
untersucht. In Abbildung 4.31 ist die Phosphorylierung der beiden Kinasen nach 6 h

Inkubation mit 200 nM Selenoprotein P und 15 min Stimulation mit 100 nM Insulin
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dargestellt. Nach 6 h Inkubation mit Selenoprotein P war die basale Phosphorylierung an
T180/Y182 der P38 (Abbildung 4.31A) um 50% verringert. Die Stimulation mit Insulin hatte
kaum einen Einfluss auf die Phosphorylierung der P38, unabhéngig davon ob mit SelP
inkubiert wurde oder nicht. In Abbildung 4.31B ist die Phosphorylierung der Erk1/2 an
T202/Y204 zu sehen. Durch Zugabe von Selenoprotein P fiir 6 h konnte die Phosphorylierung
etwas verringert werden. Allerdings konnte Selenoprotein P den Phosphorylierungstatus
weder basal noch unter Insulinstimulation signifikant dndern, es zeigte sich aber tendenziell

eine Verringerung der Phosphorylierung.
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Abbildung 4.31: Phosphorylierung der P38 an T180/Y182 (A) und der Erk1/2 an T202/Y204 (B) unter 6 h
Selenoprotein P-Einfluss. Auf der rechten Seite ist jeweils die densitometrische Auswertung von 3
unabhingigen Experimenten dargestellt. HSKMC wurden 6 h mit Selenoprotein P 200 nM oder HepG2-
Kontrolliiberstinden behandelt und anschlieBend 15 min lang mit Insulin 100 nM stimuliert.

Mit JNK und STAT3 wurden zwei weitere Proteine untersucht (Abbildung 4.32), die am
Insulin-Signaling beteiligt sein konnen. In den HSKMC fiihrte Insulin zu einer verminderten
STAT3-Aktivierung an Y705 (Abbildung 4.32A). Durch Selenoprotein P wurde das basale
Niveau der STAT3-Phosphorylierung kaum beeinflusst. Allerdings konnte die Verminderung
durch Insulin von SelP aufgehoben werden. Ahnliche Befunde ergaben sich bei Kim et al.,
(2011b) bei der Stimulation mit IL-6.

Unter den hier gewihlten Bedingungen wurden zwei Isoformen der JNK (p54 und p46)
detektiert (Abbildung4.32B). Insulin fiihrte zu einer verstarkten Phosporylierung der JNK an
T183/T185, was eine Aktivierung bedeutet. Basal konnte Selenoprotein P ebenfalls im
geringeren Umfang die JNK aktivieren, bei Insulinstimulation fiithrte Selenoprotein P zu

einer verringerten JNK-Aktivierung.
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Abbildung 4.32: Phosphorylierung von STAT3 an Y705 (A) und der JNK an T183/T185 (B) unter 6 h
Selenoprotein P Einfluss. Auf der rechten Seite ist jeweils die densitometrische Auswertung von 3
unabhingigen Experimenten dargestellt. HSKMC wurden 6h mit Selenoprotein P 200 nM oder HepG2-
Kontrolliiberstinden behandelt und anschliefend 15 min mit Insulin 100 nM stimuliert.

Als Nachstes wurden, wie in Abbildung 4.33 dargestellt, die Fokale Adhisionskinase (FAK)
und Glycogensynthasekinase 3 untersucht. Die FAK befindet sich in den fokalen
Adhasionspunkten von Aktinfasern und leitet hauptsachlich Signale der extrazellularen
Matrix, z.B. von Integrinen ausgehend, weiter (Parsons et al., 2000). Die FAK ist aber auch
ein Substrat des Insulinrezeptors und damit an der Weiterleitung des Insulinsignalings
beteiligt (Baron et al., 1998; Goel und Dey, 2002). Bei der FAK zeigte sich durch Insulin nur
eine geringfiigige Verminderung der Phosphorylierung, durch Selenoprotein P verringerte
sich die Phosphorylierung tendenziell weiter, es ergab sich aber keine signifikante

Veranderung.
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Abbildung 4.33: Phosphorylierung der FAK an Y397 (A) und der GSK3ap an S21/9 (B) unter 6 h
Selenoprotein P Einfluss. Auf der rechten Seite ist jeweils die densitometrische Auswertung von 3
unabhingigen Experimenten dargestellt. HSKMC wurden 6h mit Selenoprotein P 200 nM oder HepG2-
Kontrolliiberstinden behandelt und anschlieSend 15 min mit Insulin 100 nM stimuliert.

Die Glycogensynthasekinase = (GSK3) ist eine Serin-Threonin-Kinase, die an
Glycogenmetabolismus und Zellproliferation beteiligt und direktes Substrat der Akt ist. Die
beiden Isoformen alpha und beta besitzen strukturell gleiche Phosphorylierungstellen an Serin
21 bzw. 9, die beide Akt-Ziele sind; durch die Phosphorylierung an Ser 21/9 wird die GSK3
inaktiviert. Durch Insulin wurde die GSK3ap verstarkt inaktiviert, was mit der Literatur
vereinbar ist (Cross et al., 1995). Basal war bereits eine Phosphorylierung der beiden GSK3
Isoformen vorhanden (Abbildungen 4.33B). Selenoprotein P fiihrte basal zu kaum einer
Veranderung, wahrend die Inaktivierung der GSK3 durch Insulin bei 6 h Selenoprotein P
Inkubation leicht verstarkt wurde (ca. 30% p = 0.055). Da die Akt-Aktivierung durch
Selenoprotein P vermindert wurde und ahnliches sich auch im Akt-Substrat FoxOla/3
wiederfand, scheinen hier andere Kinasen aktiv zu sein, die zumindest teilweise mit dem
Insulinsignaling interferieren.

Als weitere wichtige Kinase im Energiestoffwechsel wurde, wie bereits bei den L6-Zellen, die

Phosphorylierung der AMPK an Thr172 untersucht (Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: Phosphorylierung der AMPK an T172 unter 6 h Selenoprotein P Einfluss. Auf der rechten
Seite ist jeweils die densitometrische Auswertung von 3 unabhingigen Experimenten dargestellt. HSKMC
wurden 6h mit Selenoprotein P 200 nM oder HepG2-Kontrolliiberstinden behandelt und anschlieBend 15 min
lang mit Insulin 100 nM lang stimuliert.

Die AMPK ist ein Energiesensor innerhalb der Zelle, der auf Stimuli wie Glucose und
Aminosauren reagiert, die das AMP/ATP-Verhiltnis verandern. Er kann aber auch durch
Wachstumsfaktoren und Zytokine beeinflusst werden kann (Viollet et al., 2010). Die
Aktivierung der AMPK durch Phosphorylierung an T172 konnte durch Selenoprotein P

ebenfalls deutlich unterdriickt werden, was die Ergebnisse aus Misu et al (2010) bestitigt..

4.2.4 Einfluss von Selenoprotein P auf die insulinabhédngige
Genexpression

AuBer der Aktivierung bzw. Inaktivierung wichtiger Signalmolekiile, sollte auch der Einfluss
des Selenoprotein P auf die von Insulin induzierte Genexpression untersucht werden. Dazu
wurden Gene ausgewahlt, die durch zeitlich begrenzte Insulinstimuli induziert werden
konnen. Egrl (Early Growth response 1) ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Regulation
der NADP"-abhingigen Malatdehydrogenase durch Insulin beteiligt ist und auch weitere
insulinabhangige Gene regulieren kann (Barroso und Santisteban, 1999; Baron et al., 2006).
Die maximale Expression nach Insulinstimulus wird bereits nach 1 h erreicht (Barroso und
Santisteban, 1999). Fiir die Genexpressionsexperimente wurde 6 h lang mit Selenoprotein P
oder Kontrolliiberstanden vorbehandelt und anschliefend 45 min mit Insulin 100 nM
stimuliert. Nach Insulinstimulation war der Gehalt an Egrl-Transkripten um das 1,7fache
erhoht (Abbildung 4.35A). Selenoprotein P fithrte nach 6 h zu einer geringen basalen
Abnahme des Egrl, bei Insulinstimulation konnte Selenoprotein P die Regulation des Egrl
unterdriicken. Da die Egrl-Transkription hauptsachlich tiber die Akt oder MAP-Kinasen
reguliert wird (Barroso und Santisteban, 1999; Kim et al., 2011a), ist dieser Befund in guter

Ubereinstimmung mit der Inhibition der Akt und der Mitogen-aktivierten Kinasen in

79



4 Ergebnisse

Abschnitt 4.2.3. Als weiteres , immediate early gene® im Skelettmuskel gilt die PKCJ, die
schon nach wenigen Minuten induziert wird (Horovitz-Fried et al., 2006). Allerdings konnte
hier nach 45 min Insulinstimulation mit 100 nM kein regulatorischer Effekt von Insulin auf
die PKC3 (Genname: PRKCD) nachgewiesen werden (Abbildung 4.35B). Die Inkubation mit
Selenoprotein P fiihrte zu einer Steigerung der PRKCD-Transkription um den Faktor 2, die
allerdings keine Signifikanz erreichte. Nichtsdestotrotz deutet die verstarkte Transkription der

PKCS$ auf einen regulatorischen Einfluss durch Selenoprotein P hin.
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Abbildung 4.35: Genexpression des Transkriptionsfaktors Egrl (A) und der PKCé (PRKCD) (B) in humanen
Skelettmuskelzellen nach 6 h Selenoprotein P Inkubation und anschlieBender 45 miniitiger Stimulation mit
100 nM Insulin. Die Expressionsniveaus der Gene wurden auf die Expression von p-Aktin normiert.

Als weitere insulinabhangige Gene wurden die MKP-1 (MAP Kinase Phosphatase 1) und
SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein Ic) untersucht. Die MKP-1 wird
ebenfalls innerhalb kurzer Zeit iber MAP-Kinasen durch Insulin induziert und kann der von
Insulin induzierten Phosphorylierung entgegenwirken (Kusari et al., 1997; Byon et al., 2001).
Ein Fehlen der MKP-1 kann zu Insulinresistenz fiihren (Wu et al., 2006). SREBP-1c ist
wichtiger Regulator des Fettsaurestoffwechsel dessen Expression durch Insulin induziert wird
(Wong und Sul, 2010). Seine transkriptionelle Regulation (Genname: SREBF1) ist unter
anderem abhangig von PKCA und der PI3K/Akt-Signalachse (Taniguchi et al., 2006;
Boonsong et al., 2007). Ein Einfluss von SelP auf die Transkription von MKP-1 und
SREBP-1c war nach 6 h nicht zu beobachten.
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4.3 Einfluss von Selensupplementation auf die Signaltransduktion
und Genexpression in Insulinzielgeweben von Sus Scrofa.

In Kooperation mit den Universititen von Surrey und Reading wurde eine Tierstudie zu
metabolischen und molekularen Auswirkungen einer Erndhrung mit erhohtem Selenanteil in
einem Hausschweinmodell (Sus Scrofa) durchgefiihrt. In der Studie wurden zwei
verschiedene Erndhrungsgruppen a 6 Tiere gebildet, die jeweils 16 Wochen lang entweder mit
einer kontrollierten Nahrungszufuhr von 0.17 mg/kg Se als adaquate Selenversorgung oder
0.5 mgkg Se als eine erhohte Selensupplementation gefiittert wurden. Die
Selensupplementation von 0.5 mg/kg Se orientierte sich an Stranges et al. (2007), so dass sie
der im NPC-Trial von den Probanden eingenommen Selenmenge von 200 pg Se/Tag
entsprach (Combs et al., 1996). Die adaquate Selenzufuhr (0.17 mg/kg Se) wurde anhand der
Sattigung der GPx1-Aktivitat in verschiedenen Tiermodellen bei 0.15 mg/kg Se gewahlt
(personliche Kommunikation Dr. Darren Juniper; Barnes et al., 2009). Neben der
Bestimmung von metabolischen Parametern aus Plasmaproben, die hauptsachlich von den
Kooperationspartnern gemessen wurden, sollten in dieser Arbeit die Hauptzielgewebe des
Insulins, Leber, viszerales Fettgewebe und Skelettmuskel, auf Veranderungen im
Phosphorylierungsstatus relevanter Kinasen des Energiestoffwechsels und in der Expression
von Genen des Lipid- und Kohlenhydratstoffwechsels untersucht werden. Fir ein
umfassendes Verstandnis der endokrinen Wechselwirkungen zwischen den Geweben war es
dabei unerldsslich die Untersuchung auf Leber und Fettgewebe auszuweiten. Um den
organspezifischen Selenstatus und dessen Auswirkungen auf die Redoxhoméostase beurteilen
zu konnen wurde die Expression diverser Selenoproteine und anderer antioxidativ wichtiger

Gene bestimmit.

4.3.1 Veranderung von systemischen Parametern durch

Selensupplementation

Nach 16 Wochen wurde die Supplementation beendet, die Tiere wurden gewogen, getotet und
der Blut- und Organentnahme unterzogen. Die Gruppe mit erhohter Se-Supplementation
(Hoch-Se (0.5 mg/kg)) zeigte bei der Gewichtsbestimmung eine Zunahme im Korpergewicht,
wahrend beide Gruppen zu Beginn der Supplementation keine Gewichstunterschiede
aufwiesen. Wihrend die Adaquat-Se Gruppe (0.17 mg/kg) ein Endgewicht von 136.0 + 15.3
kg aufwies hatte die Hoch-Se Gruppe ein finales Gewicht von 150.5 + 13.8 kg erreicht (p =
0.053, Mittelwert + Standardabweichung). Aus den Plasmaproben wurden als metabolische

Marker der Selengehalt, Insulin-, Glucose-, Triacylglycerid-, Cholesterinkonzentration und
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die Aktivitait der Alanin-Aminotransferase bestimmt. Diese Werte sind in Tabelle 4.1
aufgefiihrt. Die Hoch-Se Ernahrung fiihrte zu einem signifikanten Anstieg des Selenspiegels
von 158.7 png/L auf 199.3 pg/L Se. Weder in Niichternglucose noch in Triacylglyceridwerten
(TAG) und Cholesterinwerten unterschieden sich die beiden Gruppen eindeutig, allerdings
zeigten sich bei TAG und Cholesterin Trends zu erhohten Werten in der Hoch-Se Gruppe.
Diesem Trend folgte auch die Aktivitit der Alanin-Aminotransferase (ALT), die ein
unabhéngiges diagnostisches Kriterium fiir ein auftretendes metabolisches Syndrom ist
(Hanley et al., 2004). Eine eindeutige Erhohung zeigte sich beim Niichtern-Insulinwert;
hierbei erhchte sich der Wert von 6.1 auf 8.8 pmol/L. Auch der HOMA-IR-Wert, der zur
Diagnose einer Insulinresistenz herangezogen wird und in den multiplikativ Insulinwerte und
Glucosewerte einflieen, wies eine Tendenz zu héheren Werten in der Hoch-Se Gruppe auf.

Die Parameter aus Tabelle 4.1 zeigten also eine Tendenz zu erhohten Nahrstoffen im Blut.
Folglich korrelierten die erhohten Selenwerte der Hoch-Se Gruppe allgemein mit Trends zu
hoheren Plasmaparametern des Lipid- und Kohlehydratstoffwechsels. Diese metabolischen
Veranderungen, auch wenn es sich um Tendenzen handelt, konnen zusammen mit der
Hyperinsulindmie als mogliche Frithindikatoren fir die Auspragung eines Préadiabetes

angesehen werden.
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Tabelle 4.1
Adéaquat-Se Hoch-Se

Parameter Erndhrung Erndhrung p-Wert
Selengehalt (pg/L) 158.7 + 7.96 199.3 +7.44 0.003**
Niichtern-Insulin (pmol/L) | 6.1 + 1.04 8.8 +0.46 0.041*
Niichtern-Glucose
(mmol/L) 11.2+1.6 121+£19 0.784
HOMA-IR 0.49+0.14 0.84 +0.17 0.140
Triacylglyzeride (mmol/L) | 0.32 + 0.05 0.37 +0.02 0.380
Cholesterin (mmol/L)

- total 2.02+0.12 2.36 +0.08 0.077

- HDL 0.87 +0.06 1.04 £0.04 0.058

- LDL 1.15+£0.09 1.32 £0.09 0.275
ALT (U/L) 39.1+1.4 42.5+3.2 0.380

Tabelle 4.1: Metabolische Charakteristika von Schweinen, die 16 Wochen lang eine Adaquate Se Erndahrung
oder eine Hoch-Se Ernidhrung erhielten. Es wurden der Selengehalt, Niichtern-Insulin, Niichtern-Glucose,
Triacylglyzerid,e sowie Cholesterinwerte und Alanin-Aminotransferaseaktivitat (ALT) aus Plasma bestimmt.
Der HOMA-IR Wert (homeostatic model assessment insulin resistance) wurde fiir jedes Individuum noch
folgender Formel bestimmt: Niichtern-Plasma-Insulin (pU/mL) X Niichtern Plasma Glucose (mmol/L)/22.5
(Matthews et al., 1985). Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Mit Ausnahme des
Niichtern-Insulins wurden alle Mittelwerte aus den Daten von je 6 Tieren pro Gruppe gebildet. Niichtern
Insulin und HOMA-IR wurden von je 5 Tieren pro Gruppe kalkuliert. Zwei Tiere (eins pro Gruppe) wurden
vor der Berechnung der Insulinwerte ausgeschlossen, da sie eindeutig vor der Schlachtung gestresst waren,
und deshalb angenommen wurde, dass ihre erhohten Insulinwerte durch die Ausschiittung von Adrenalin
beeinflusst waren. P-Werte wurden durch einen ANOVA-Test bestimmt, welcher als Kovarianz-Term eine
lineare Anpassung an das finale Gewicht beinhaltete. Bis auf ALT wurden alle Plasma- bzw. Serumparameter
an der Universitit von Surrey von Mert Sanil im Rahmen seiner Masterarbeit bestimmt.

Als weiterer metabolischer Parameter wurde der Glycogengehalt von Skelettmuskel und
Leber bestimmt. Weder in Skelettmuskel noch in Leber war die Anderung im Glycogengehalt
signifikant. In Skelettmuskel gab es eine leichte Tendenz zu verringertem Glycogengehalt bei
Hoch-Se Supplementation, wéhrend in Leber die Tendenz eher zu gesteigertem Glycogen
zeigte (Abbildung 4.36). Das Fettgewebe enthilt nur sehr geringe Mengen an Glycogen, eine
Bestimmung des Glycogen aus Fettgewebe ergab sehr starke Hintergrundsignale und hohe

Standardabweichungen.
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Abbildung 4.36: Bestimmung des Glycogengehalts in Skelettmuskel und Leber mit dem
Biovision Oxiredprobe Assay.

4.3.2 Regulation der Selenoproteine durch Selensupplementation

Um den Selenstatus in den Zielorganen von Insulin beurteilen und mégliche Ursachen fiir die
metabolischen Verdnderungen bestimmen zu koénnen, wurde die Expression der
Selenoproteine untersucht. Dazu wurde per Immunoblot die Proteinexpression der
Glutathionperoxidase 1 und der Thioredoxinreduktase 1 (TrxR1) untersucht. Bei der GPx1
handelt es sich um ein Protein, dass in der Hierarchie der Selenoproteine am unteren Ende
steht, was zur Folge hat, dass es in Abhangigkeit von verfiigharem Selen stimuliert oder
reprimiert wird. Die Thioredoxinreduktase 1 ist hierarchisch wichtiger und daher in ihrer
Expression weit weniger abhingig von verfiigbarem Selen (Hesketh, 2008). AuBlerdem sind
GPx1 und TrxR1 zwei Schliisselenzyme der zelluldren antioxidativen Abwehr, tber die die
wichtigen zellularen Redoxaquivalente Glutathion und Thioredoxin reguliert werden (Arnér,
2009; Steinbrenner und Sies, 2009).

In Abbildung 4.37 ist die Expression der GPx1 und TrxR1 in Leber, Skelettmuskel und
viszeralem Fett dargestellt. Der verwendete GPx1-Antikorper detekterte in der Leber zwei
Signale bei 22 und 20 kDa. Im Vergleich der drei Gewebe ist die Expression der GPx1 in der
Leber mit Abstand am hochsten, eine wesentlich geringere Expression an GPx1 wurde im
Fettgewebe detektiert. Unter diesen Bedingungen konnte im Skelettmuskel keine Expression
der GPx1 detektiert werden. Die 56 kDa groBe Thioredoxinreduktase 1 wurde in allen drei
Geweben detektiert. In Leber und Skelettmuskel konnte ein starke Expression der TrxR1
detektiert werden, wobei etwa gleich starke Niveaus in den beiden Organen vorhanden waren.

Im Fettgewebe war die Expression der TrxR1 wesentlich geringer.
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Abbildung 4.37: Proteinexpression der GPx1 und TrxR1 in Leber, Skelettmuskel (SM) und viszeralem
Fettgewebe (VF). Es wurden jeweils 3 Lysate von Hoch-Se Schweinen und Adéquat-Se Schweinen zum
Vergleich gegeneinander aufgetragen.

Da die Aktivitat von Selenoenzymen nicht nur von ihrer Proteinexpression abhangt (Arnér,
2009; Wang et al., 2011), wurden auch die Aktivititen der GPx und der TRxR bestimmt.
AuBerdem wurde die Proteinexpression der Selenoenzyme fir jedes Gewebe spezifisch
bestimmt. In Abbildung 4.38A sind die Aktivititen und Proteinlevel der GPx1
gewebespezifisch dargestellt. Die Aktivitat der GPx war in Leber mit ca. 750 mU/mg am
hochsten. In viszeralem Fett betrug die Aktivitat nur ca. 220 mU/mg Protein. Der
Skelettmuskel zeigte die geringste GPx-Aktivitat mit ca. 40 mU/mg. Die Ergebnisse der GPx-
Aktivitat stimmten mit der Proteinexpression in Abbildung 4.38 iiberein. Im Vergleich zur
Adaquat-Se Erndhrung fithrte die Hoch-Se Erndhrung nur im Skelettmuskel zu einer
signifikanten Steigerung der GPx-Aktivitat, was darauf hindeutet, das die Selensattigung im
Skelettmuskel im Vergleich zu Leber und Fett erst bei hoheren Selenkonzentrationen eintritt
(Lei et al., 1998; Zhang et al., 2011). Zum Nachweis der GPx1 im Immunoblot war es nétig
fiur jedes Gewebe die methodenspezifischen Parameter anzupassen. Dann ergaben sich im
Immunoblot Proteinexpressionen, die der GPx-Aktivitat im jeweiligen Gewebe qualitativ
entsprachen. In Abbildung 4.38B ist die TrxR-Aktivitit in den Geweben sowie die
gewebespezifische Proteinexpression der TrxR1 aufgefiihrt. Auch waren die Western-Blot
Ergebnisse aus Abbildung 4.38 konsistent mit den Aktivitaten der TRxR. Die TRxR-Aktivitat
in Leber war mit ca. 600 mU/mg deutlich hoher als im Skelettmuskel (250 mU/mg), wahrend
die Proteinexpression dhnlich starke Signale zeigte. Die TrxR-Aktivitat im Fett war mit ca. 70
mU/mg &hnlich gering wie die Proteinexpression. Sowohl die Aktivitdt als auch die

Proteinexpression zeigten fiir keines der drei Gewebe einen Unterschied.
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Abbildung 4.38: Aktivititen der GPx (A) und TrxR (B) in Leber, Skelettmuskel und viszeralem Fettgewebe
sowie gewebespezifischer Nachweis der GPx1 (A) und TrxR1 (B) in der Adiquat und Hoch-Se Gruppe.
Exemplarisch sind nur die Expressionen bei 6 Tieren gezeigt.

Um ein kompletteres Bild der Selenoproteinexpression zu erhalten, wurde die Genexpression
mehrerer Selenoproteine in den drei Geweben untersucht. Zusétzlich zur Expression von
GPX1 und TRXNDI1 (TrxR1), wurde auch die Expression von Selenoprotein P (SEPP1),
Selenoprotein W (SEPW1), Selenophosphatsynthetase 2 (SEPHS2), Selenoprotein S (SELS),
Selenoprotein K (SELK) und dem Selenspeicherprotein = Selenium-Binding-Protein 1
(SELENBP1) in Leber, Skelettmuskel und Viszeralfettgewebe untersucht. Einige
Selenoproteine wie z.B. SEPP1 und SEPW1 zeigen eine gewebespezifische Expression und
wurden deshalb nur in den exprimierenden Geweben gemessen. Fiir die Berechnung der
relativen Anderung der Genexpression wurden die Werte der Adaquat-Se Gruppe gleich eins
gesetzt; die Anderungen in der Hoch-Se Gruppe wurden als Quotient angegeben (Tabelle
4.2). Es gab in den drei Geweben keine signifikanten Anderungen bei der Genexpression der
Selenoproteine. In der Leber wurden die meisten Selenoproteine durch die veranderte
Selenerndhrung gar nicht reguliert. Nur TRXND1 wurde in Ubereinstimmung mit der
Aktivitat leicht erhoht. Zusatzlich wurde noch das SELENBP1 um 48% starker exprimiert. Da
SELENBP1 iiberschiissiges intrazellulires Selen bindet (Huang et al., 2006), erganzt diese
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Beobachtung die Befunde zum erhohten Selengehalt im Lebergewebe der Hoch-Se Gruppe
(siehe Sanil, 2010).

Tabelle 4.2
p- p- p-

Selenoprotein Gensymbol | Leber  Wert | SM Wert | VF Wert
Glutathion-peroxidase 1 ~ GPX1 0,99 + 0,95 1,38 + 0,25 1,09 + 0,79

0,17 0,19 0,21
Thioredoxin- TRXND1 1,22 + 0,36 0,81 + 0,20 0,87 + 0,64
reduktase 1 0.15 0,12 0,13
Selenoprotein P SEPP1 0,86 = 0,56 0,46 + 0,05

0,24 0,29
Selenoprotein W SEPW1 0,87+ 0,25

0,08

Selenophosphat- SEPHS?2 1,03 + 0,86 1,07 + 0,71
synthetase 2 0,17 0,14
Selenoprotein S SELS 1,05 + 0,68 0,92 + 0,38 1,01 + 0,97

0,10 0,07 0,10
Selenoprotein K SELK 1,05+ 0,76 0,83 + 0,15 0,82 + 0,55

0,14 0,03 0,20
Selenium-Binding-Prot. =~ SELENBP1 | 1,48 = 0,39 0,90 + 0,72
! 0,36 0,19

Tabelle 4.2. Relative Verinderung in der Genexpression der Selenoproteine in Leber, Skelettmuskel (SM) und
Viszeralfettgewebe (VF) in Hoch-Se Schweinen relativ zu Adiquat-Se Schweinen. Stationire mRNA Niveaus
wurden per quantitaver real-time PCR bestimmt und auf B-Aktin (ACTB) normiert. Die Daten sind als
Mittelwerte + Standardfehler fiir jede Gruppe angegeben.

Im Skelettmuskel wurde das GPX1-Gen tendenziell um 38% erhoht, was ebenfalls die
Befunde in Aktivitat und Proteinexpression im Skelettmuskel unterstiitzt. Im Fettgewebe war
die starkste Regulation im SEPP1 zu beobachten, das Gen fiir den endogenen Selentransporter
Selenoprotein P. Dieses wurde auf 46% der Expression in der Adaquat-Se Gruppe gesenkt.

Die eher geringen Veranderungen bei der Expression der Selenoproteine deuten daraufhin,
dass durch die adaquate Se-Erndhrung bereits eine weitgehend ausreichende Versorgung mit

Selen vorherrscht.

4.3.3 Einfluss der Selensupplementation auf den Phosphorylierungstatus

von Kinasen des Energiestoffwechsels im Skelettmuskel

Auch in den Sus Scrofa-Geweben wurden die Kinasen Akt, AMPK sowie die MAP-Kinasen

Erk1/2 und P38 als zentrale Mediatoren des Energiestoffwechsels untersucht. (Bergeron et al.,
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1999; Hardie, 2011; Cargnello und Roux, 2011). Diese Kinasen wurden zunichst auf ihre
basale Phosphorylierung im Skelettmuskel untersucht (Abbildung 4.39A-C). Die basale
Phosphorylierung der Akt zeigte keine Veranderung durch die Supplementation (Abbildung
4.39A). Eine Phosphorylierung der AMPKoa an Threonin 172 konnte in diesem Gewebe nicht
nachgewiesen werden, wéhrend in den anderen Geweben der Nachweis moglich war. Die
AMPKa zeigte aber eine tendenziell (P = 0.10) unterschiedliche Expression zwischen der
Adiquat-Se und Hoch-Se Gruppe (Abbildung 4.39B). Die Phosphorylierung der Erk1/2 an
ThrZOZ/Tyr204 wurde ebenfalls durch die erhohte Selensupplementation beeinflusst. Diese
fiihrte tendenziell zu verringerter Phosphorylierung (P =0.14). Anders als die Erk1/2 wurde
die Phosphorylierung der P38 an Thr'*®/Tyr'®? nicht durch die zusatzliche Supplementation

beeinflusst.
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Abbildung 4.39: Phosphorylierung von Akt (A), Erk1/2 und P38 (C), sowie Expression der AMPKa (B) in
Skelettmuskel. Die Phosphorylierung der Akt an Ser'” wurde auf die totale Akt-Expression normiert. Die
Expression der AMPKao sowie die Phosphorylierung der Erkl/2 und P38 wurde auf B-Aktin normiert.
Exemplarisch sind jeweils 3 Tiere pro Gruppe dargestellt. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Image].
Die Signale von 6 Schweinen pro Gruppe wurden ausgewertet und die Daten als Mittelwerte + Standardfehler
dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte durch einen t-Test.

4.3.4 Einfluss der Selensupplementation auf den Phosphorylierungstatus
von Kinasen des Energiestoffwechsels im Fettgewebe

Auch im Fettgewebe wurde die Phosphorylierung der Akt, AMPKa und der MAPK Erk1/2
und P38 untersucht (Abbildung 4.40). Die Akt-Phosphorylierung im Fettgewebe konnte an
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Serin 473 und Threonin 308 nachgewiesen werden (Abbildung 4.41A), beide
Phosphorylierungsstellen sind fiir eine volle Aktivitait der Akt notwendig. Beide
Phosphorylierungen zeigten eine dhnliche Tendenz. In den Hoch-Se Tieren zeigte sich eine
verstarkte Aktivierung der Akt mit p = 0.27 fiir Serin 473 und p = 0.43 fiir Threonin 308. Die
AMPKo war in der Adéquat-Se Gruppe im Trend starker an Thr172 phosphoryliert (p = 0.18,
Abbildung 4.41B). Die Phosphorylierung der MAP-Kinasen Erkl/2 und P38 wurden
prinzipiell in die gleiche Richtung reguliert und zeigte eine Tendenz zu verstérkter
Phosphorylierung bei Hoch-Se Erndhrung (p = 0.54 Erk1/2, p = 0.15 P38, Abbildung 4.41C).
Anders als im Skelettmuskel zeigen somit die Phosphorylierungen der Akt und der MAP-
Kinasen einen Trend zu verstarkter Aktivierung in der Hoch-Se Gruppe. Diese Effekte sind in
guter Ubereinstimmung mit den erhohten Insulinwerten der Hoch-Se Tiere, und konnten
darauf zuriickzufiihren sein, dass das viszerale Fettgewebe sensitiver auf die Stimulation mit
Insulin reagiert als der Skelettmuskel, was bei dhnlichen metabolischen Parametern auch in
der Literatur beobachtet wurde (Hom und Goodner, 1984; Kraegen et al., 1986).
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Abbildung 4.40: Phosphorylierung von Akt (A), AMPKa (B), Erk1/2 und P38 (C), in viszeralem Fettgewebe. Die
Phosphorylierung der Akt an Ser'”® wurde auf die totale Akt-Expression normiert. Die Phosphorylierung der
AMPKo wurde auf die totale AMPKo Expression normiert. Erk1/2 und P38 wurde auf -Aktin normiert. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit Image]J. Die Signale von 6 Schweinen pro Gruppe wurden ausgewertet
und die Daten als Mittelwerte + Standardfehler dargestellt. Die Statistische Analyse erfolgte durch einen t-Test
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4.3.5 Einfluss der Selensupplementation auf den
Phosphorylierungsstatus von Kinasen des Energiestoffwechsels in der
Leber

Die schon zuvor in Skelettmuskel und Fettgewebe untersuchten Kinasen Akt, AMPKa,
Erk1/2 und P38 wurden ebenfalls in der Leber auf ihren Phosphorylierungsgrad untersucht.
Die Phosphorylierung von Akt (A), AMPKa (B) und der MAP-Kinasen (C) ist in Abbildung
4.41 dargestellt. Die Phosphorylierung der Akt zeigte zwischen den beiden Gruppen keine
Unterschiede. Auch die AMPKa zeigte keine gruppenspezifische Tendenz zu einer
geanderten Phosphorylierung an Thr172. Allerdings konnten beide AMPKoa-Isoformen in
Leber detektiert werden, wahrend in Skelettmuskel und Fettgewebe eine Isoform deutlich
tiberwog. Auch die MAP-Kinasen FErkl1/2 und P38 wurden durch die erhohte
Selensupplementation nicht beeinflusst. In Leber wurden folglich die Kinasen am wenigsten
beeinflusst. Das legt die Annahme nahe, dass der Selengehalt in der Leber, obwohl er durch
die Hoch-Se Ernahrung gestiegen ist (siehe Sanil, 2010), noch im metabolisch tolerablen

Bereich liegt (Raines et al, 2011).
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Abbildung 4.41: Phosphorylierung von Akt (A), AMPKa (B), Erkl/2 und P38 (C), in Leber. Als
Ladungskontrollen wurden total Akt, AMPKa, und B-Aktin nachgewiesen.
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4.3.6 Beeinflussung der Genexpression von Transkriptionsfaktoren und

Enzymen des Energiestoffwechsels durch Selensupplementation.

Neben den metabolischen Parametern und dem Phosphorylierungsstatus verschiedener

Kinasen = wurde  die  Transkription = von  Genen des  Lipidstoffwechsels,

Kohlenhydratstoffwechsels und antioxidativer Enzyme untersucht. Ebenso wie die

Phosphorylierung der Kinasen war die Genexpression organspezifisch durch die
Selensupplementation der Tiere beeinflusst. Die Anderungen sind in Tabelle 4.3 dargestellt.
In der Leber zeigte keines der untersuchten Gene eine Anderung der Transkription. Im
Skelettmuskel zeigten sich signifikante Anderungen in der Hoch-Se Gruppe bei der
Pyruvatkinase Muskel 2 (PKM2), FOXO1 und PGC-la (PPARGCI1). PKM2 ist eine fiir
Muskel und Tumore spezifische Isoform der in der Glycolyse aktiven Pyruvatkinase (Bayley
und Devilee, 2011). Auch der Anstieg von FOXO1 bedeutet eine verringerte Glycolyse
(Gross et al., 2008; Cheng und White, 2011). Die Pyruvatdehydrogenasekinase 4 zeigte eine
tendenziell verminderte Expression (PDK4, p= 0.21). Sie reguliert, in Abhangigkeit von
FoxOla, negativ den Pyruvatdehydrogenasekomplex, der fiir die Umwandlung von Pyruvat
zu Acetyl-CoA verantwortlich ist (Connaughton et al., 2010). Die verstarkte Expression von
PGC-1a. (PPARGCI)

Skelettmuskels. Einerseits wird die Glucoseaufnahme verstarkt, gleichzeitig wird aber auch

bedeutet ebenfalls eine Veranderung im Stoffwechsel des
die Fettsaureaufnahme und -oxidation, sowie die Insulinsensitivit erhéht (Benton et al., 2008;
Benton et al., 2010). Weitere tendenziell erhohte Regulatoren des Stoffwechsels sind die
Lipoprotein Lipase (LPL) (Lopez et al., 2009) und der Transkriptionsfaktors p53 (TP53;
Goldstein et al.2011).

Im viszeralen Fettgewebe wurde nur SREBF1 durch die Hoch-Se Supplementation signifikant
reguliert. Die 1,6 fache Verstarkung des Gens des SREBP1c in der Hoch-Se Gruppe deutet im

Viszeralfettgewebe auf einen geanderten Lipidmetabolismus hin (Eberle et al., 2004).

Tabelle 4.3

Gensymbol | Leber p-Wert SM p-Wert VF p-Wert
INSR 0,79 + 0,42 0,68 1,20 + 0,44 0,71 0,53 + 0,22 0,08
IRS1 1,09 +0,16 0,67 0,46 + 0,27 0,11 0,94 = 0,30 0,92
SLC2A4 0,92 + 0,03 0,16 1,19+0,12 0,58
PTPN1 1,06 + 0,37 0,92 0,53 + 0,14 0,17 0,97 + 0,23 0,93
PDK4 1,00 + 0,01 0,97 0,37 + 0,42 0,21 0,70 + 0,41 0,48
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Gensymbol Leber p-Wert SM p-Wert VF p-Wert
GAPDH 098+0,18 0,92 080+010 0,10 1,34+0,18 0,29
PKM?2 0,61+ 0,11 0,04* 116022 0,66
PCK1 1,03+017 086

G6PC 1,05+010 0,68

LPL 1,39 £0,13 0,10 1,90 + 0,30 0,17
PNPLA2 1,16 = 0,31 0,76
LIPE 086+024 0,74
FASN 078023 057

TP53 084+0,14 054 1,70£053  0.26 226+131 037
CPT1A/B 1,63£055 0,54 1,11£062 088 054+035 0212
DGAT 098+016 091 1,16 +0,12 0,35 127+020 047
HMGR 1.04+027 092 100020 0,99 086+030 087
FOXOL1 087+0,14 047 1.36+005  0,001%* 0,97 £ 0,21 0,91
PPARGC-1 | 105+010 0,74 1,89+0,20  0,04* 055+0,18 0,27
HNF4A 1,10+0,11 0,52 071+025 027
MLXIPL 091+014 070 055+018 031 1,21 +0,15 0,39
SREBF1 126052 0,77 075010 027 160+0,10  0,04*
SREBF2 097+0,16 0,87 093+0,12 0,63 093+035 0,87

Tabelle 4.3: Genexpression von Enzymen und Transkriptionsfaktoren des Energiestoffwechsels in Leber,
Skelettmuskel (SM) und viszeralem Fettgewebe (VF) von Hoch-Se Schweinen im Vergleich zu Adiquat-Se
Schweinen. Die codierten Proteine sind durch die Gensymbole abgekiirzt: Glucosetransporter 4 (SLC2A4),
Proteintyrosinphosphatase  Non-receptor typ 1 (PTPN1), Pyruvatedehydrogenasekinase 4 (PDK4),
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase (GAPDH), Pyruvatkinase Muskeltyp 2 (PKM?2),
Phosphoenolpyruvatcarboxykinase 1 (PCK1), Glucose-6-phosphatase (G6PC), Forkheadbox O1 (FOXO1),
Peroxisomal Proliferator-activated Receptor-y Coactivator 1. (PPARGC-1), hepatocyte nuclear factor 4o
(HNF4A) und carbohydrate responsive element binding protein (MLXPL). Transkripte wurden per real-time
RT-PCR bestimmt, sowie auf die Expression von B-Aktin (ACTB) normiert. Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler von 6 Tieren pro Gruppe dargestellt. Signifikante Anderungen sind durch ein (p > 0,05) oder
zwei Sternchen (p > 0,01) gekennzeichnet.

4.3.7 Quantifizierung der Genexpression antioxidativer Enzyme und

Proteine

Um die Beeinflussung des antioxidativen Status der Gewebe durch die Hoch-Se

Supplementation beurteilen zu kénnen, wurden in allen drei Geweben die Genexpression
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wichtiger antioxidativer Enzyme und durch oxidativen Stress induzierbarer Faktoren
untersucht (Pinto et al., 2011; Saito et al., 2003; Shilo et al., 2005). Weder in Leber, noch im
Skelettmuskel und Fettgewebe gab es durch Hoch-Se induzierte signifikante Unterschiede in
der Genexpression. Es kann also geschlussfolgert werden, dass die Genexpression der

antioxidativen Enzyme durch die erhohte Selenzufuhr nicht beeinflusst wurde.

Tabelle 4.4

Gen-
Protein symbol Leber p-Wert | SM p-Wert | VF p-Wert
Superoxid-
dismutase 1 SOD1 1.04+0.17 0.84 0.88+0.04 0.24 0.94+0.16 0.84
Superoxid-
dismutase 2 SOD2 1.00 +0.08 0.98 0.84+0.13 0.30 0.76 £0.29 0.45
Héamoxy-
genase 1 HMOX1 | 121+014 035 0.79+0.11 0.18 0.69+041 0.78
Katalase CAT1 1.26 +0.34  0.59 0.87 +£0.18 0.55 1.15+0.40 0.90
Glutathion-
reduktase GR 0.96 +0.17 0.90 0.91+0.19 0.70 1.48 +0.41 0.75
Uncoupling
Protein 2 UCP2 0.82+0.24 0.61 1.00 £0.15 0.97 0.64+0.25 0.31
Uncoupling
Protein 3 UCP3 1.25+061 0.78 0.62+0.40 0.37 0.64+0.41 0.90

Tabelle 4.4. Genexpression von Proteinen der Redoxhoméostase in Leber, Skelettmuskel (SM) und viszeralem
Fettgewebe (VF) von Hoch-Se Schweinen im Vergleich zu Adiaquat-Se Schweinen. Transkripte wurden per real-
time RT-PCR bestimmt und auf die Expression von B-aktin (ACTB) normiert. Die Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler von 6 Tieren pro Gruppe dargestellt.

4.3.8 Quantifizierung der Genexpression von Zytokinen des viszeralem
Fettgewebe

Das Fettgewebe wird auch als endokrines Driisengewebe angesehen, da es in der Lage ist
Zytokine zu sezernieren. Diese Adipokine konnen u.a die Insulinsensitivitdt beeinflussen und
zur Auspragung von Typ 2 Diabetes beitragen (Antuna-Puente et al., 2008). Die vom

Fettgewebe sezernierten Zytokine Tumor-Nekrose-Faktor o, Leptin, Interleukin 6 und
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Adiponektin wurden auf ihre Genexpression untersucht, um einen etwaigen Einfluss dieser
Zytokine auf die Insulinsignaltransduktion in Skelettmuskel und Leber bestimmen zu kénnen
(Gonzalez und Claria, 2010). Die erhohte Se-Aufnahme hatte auf die Transkription der 4

Zytokine jedoch keinen Einfluss.

Tabelle 4.5
Protein Gensymbol Genexpression  p-Wert
Tumor Necrosis Faktor o TNF 0,94 + 0,16 0,84
Interleukin 6 IL6 0,76 + 0,29 0,45
Leptin LEP 0,69 + 0,41 0,78
Adiponektin ADIPOQ 1,15 + 0,40 0,90

Tabelle 4.5: Genexpression von Zytokinen des viszeralen Fettgewebe von Hoch-Se Schweinen im
Vergleich zu Adiaquat-Se Schweinen. Transkripte wurden per real-time RT-PCR bestimmt, sowie auf
die Expression von B-Aktin (ACTB) normiert. Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler von 6
Tieren pro Gruppe dargestellt. Signifikante Anderungen sind fettgedruckt.
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5 Diskussion

Selen hat in den letzten Dekaden viel Aufmerksamkeit erhalten, weil es sich dabei um ein
essentielles Spurenelement handelt, das unerlaBlich fiir die Funktion und Expression der
Selenoproteine ist. Andererseits hat Selen eine geringe therapeutische Breite, so dass bei einer
Ubersupplementation eine Selenintoxikation bedacht werden muss, die in Einzelfallen auch
zum Tod von Menschen fithren kann (Nuttall, 2006). Um die helle von der dunklen Seite des
,Mondes*“! zu trennen, gilt fiir Selen ein Richtwert fiir die maximale Aufnahme von 400
ng/Tag (Institute of Medicine, Food and Nutrition Board 2000, RKI-Kommission 2006). Die
empfohlene Tagesdosis an Selen betrigt 55-75 pg pro Tag (Stranges et al., 2010c). Bisher
wurde eine Supplementation mit Selenverbindungen und anderen Mikronahrstoffen als
gesundheitsforderliches antioxidatives ,Fine-Tuning® des Metabolismus angesehen
(Sies et al., 2005). Besonders in Westeuropa, Deutschland eingeschlossen, wo mit einer
taglichen Selenaufnahme von 30-50 pg pro Tag eine leichte Selenunterverorgung herrscht,
wird eine Supplementation propagiert (Rayman, 2008; Fairweather-Tait et al., 2011).

Inzwischen wurde durch mehrere epidemiologische Studien bekannt, dass eine leichte, aber
chronische Ubersupplementation mit Selen mit negativen Effekten auf den Kohlenhydrat- und
Lipidstoffwechsel korrelierte (Vinceti et al., 2009). AuBerdem wurde gezeigt, dass
Antioxidantien die adaptiven metabolischen durch ROS ausgelosten Antworten auf
genregulatorischer Ebene verhindern kénnen (Ristow et al., 2009). In diesem Zusammenhang
ist es besonders wichtig, molekulare Mechanismen, die in Abhangigkeit von den eingesetzten
Selenverbindungen und Konzentrationen ausgeldst werden, zu untersuchen und zu verstehen.
Der Einfluss von Selen oder Selenoproteinen auf die Insulinwirkung wurde bisher
hauptsachlich in hohen supraphysiologischen Konzentrationen oder transgenen Tiermodellen
untersucht, wobei sich anti- und prodiabetische Effekte zeigten, abhangig von Tiermodell
oder betroffenen Selenoprotein (zusammengefasst in Mueller et al., 2009b). Die
Auswirkungen einer Supplementation mit physiologischen Selenmengen auf die
Insulinsignaltransduktion sind groBtenteils unklar. Der Skelettmuskel, als Insulinzielgewebe
sowie als groBter Glucoseverbraucher und Selenspeicher, stellt dabei ein geeignetes Modell
dar, um den Einfluss von Selenverbindungen und Selenoproteinen auf den Insulin-regulierten

Glucosestoffwechsel zu untersuchen.

'Selene = die Mondggttin der Antike
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5.1 Natriumselenit und methyliseleninige Saure beeintrdchtigen die

Insulinsensitivitat von Skelettmuskelzellen in L6-Zellen

5.1.1 Toxizitat der Selenverbindungen

Anorganische und organische Selenverbindungen sind Donoren zur Selensupplementation.
Vor allem Selenit und MSeA werden auch wegen ihrer anticarcinogenen Wirkung geschatzt.
Als Nahrungserganzungsmittel sind von den hier verwendeten niedermolekularen
Selenverbindungen Selenit, Selenat und L-Selenomethionin zugelassen. Wahrend
Selenomethionin der grofBte natiirliche Selenbestandteil von pflanzlichen und tierischen
Produkten ist, werden Selenit und Selenat wegen ihrer besseren Handhabung bevorzugt in
Vitaminpraparationen und Nahrungszusitzen eingesetzt (Schrauzer, 2001).

Die akute Toxizitat dieser drei Selenverbindungen gemessen an LDso-Werten bei Ratten
bewegt sich in einem ahnlichen Dosisbereich. Dabei ist die Toxizitat von Selenat am starksten
(LDsg = 1,6-3,5 mg/kg), wahrend SeMet (LDsp = 4,25 mg/kg) und Selenit (LDso = 3-7 mg/kg)
besser vertraglich sind (Abdo, 1994; Schrauzer, 2000; Mueller und Pallauf, 2006). Die
Vertraglichkeit gegeniiber einer langfristigen Exposition sowie die Bioverfiigbarkeit ist bei
SeMet besser als bei den anorganischen Verbindungen (Rayman et al., 2008; Schrauzer,
2000).

In Zellkulturmodellen kénnen die Toxizitaten von den in vivo Werten abweichen und miissen
fir jede Zelllinie bestimmt werden. Die L6-Zelllinie ist ein akzeptiertes und verbreitetes
Modell fiir physiologische Untersuchungen zu den Auswirkungen von Néhrstoffen auf den
insulinabhéangigen Glucose- und Lipidstoffwechsel (Ewart et al., 1998; Hajduch et al 1998).
In L6 Skelettmuskelzellen waren Selenit und MSeA deutlich toxischer als Selenat und SeMet.
Durch die Differenzierung wurde die Toxizitdt moduliert, so dass das zuvor auf den
Myoblasten weniger toxische MSeA zu einer stirkeren Abnahme der Zellzahl bei
differenzierten Myotuben fiihrte. Ahnliche Toxizitatswerte wurden fiir die getesteten
Selenverbindungen auch in anderen Zellsystemen bestimmt (Weiller et al., 2004; Valdiglesias
et al.,, 2009). Es kann also nicht davon ausgegangen werden, dass der Skelettmuskel
besonders empfindlich gegeniiber Selenverbindungen ist. Die erhohte Toxizitat des MSeA in
Myotuben kann mit der Abnahme des Glutathions wahrend der Skelettmuskeldifferenzierung
zusammenhéngen, da es toxische Metabolite wie Methylselenol entgiften kann (Catani et al.,

2004; Suzuki et al., 2008).
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5.1.2 Einfluss der Selenverbindungen auf die Signaltransduktion,

Glucoseaufnahme und reaktive Sauerstoffspezies

In der Signaltransduktion zeigten sich Unterschiede bei der Differenzierung der Muskelzellen.
Proliferierende Myoblasten zeigten eine stirkere basale Aktivierung der Akt als Myotuben.
Selenat konnte auf keiner Ebene die Signaltransduktion beeinflussen, auch die
Glucoseaufnahme wurde nicht beeinflusst. In der Literatur wurden fiir Selenat in vivo und in
vitro insulinmimetische Effekte beschrieben (Ezaki, 1990; Fiirnsinn et al., 1996; Mueller et al.,
2009b). Allerdings wurden in dieser Arbeit niedrigere Konzentrationen als in den fritheren
Studien benutzt, da solche Selenkonzentrationen unphysiologisch sind. In vivo kann Selenat
metabolisch reduziert werden und in reaktive Se(+IV)-Metabolite iiberfithrt werden, die fiir
die metabolischen Effekte verantwortlich sein konnten (Mueller und Pallauf, 2006).

SeMet konnte die basale Phosphorylierung der Akt in Myoblasten vermindern. Es konnte die
Aktivierung der Akt durch Insulin in Myotuben aber nicht inhibieren, auch die
Glucoseaufnahme wurde nur in der sehr hohen Konzentration 100 pM beeinflusst. Diese
wurde allerdings sowohl basal als auch unter Insulinstimulation induziert und kénnte durch
oxidativen Stress erzeugt worden sein, da SeMet 100 pM antiproliferativ wirkte. AuBerdem
ist bekannt, das unter oxidativem Stress die Glucoseaufnahme sowie Expression von GLUT1
erhoht wird (Bloch-Damti und Bashan, 2005). Selenit und MSeA fiihrten in niedrigen
Konzentrationen zu einer Abnahme der Akt-Aktivierung in Myoblasten, dieser Effekt kehrte
sich bei Konzentrationen ab 10 pM in eine verstarkte Aktivierung um. Diese Umkehrung
konnte durch die bei 10 pM beginnende Toxizitat der beiden Selenverbindungen ausgelost
worden sein, da Akt bei oxidativem Stress antiapoptotische Rettungssignalwege auslost
(Franke et al., 2003).

In bis zu 1 pM Konzentrationen konnten Selenit und MSeA in Myotuben ebenfalls die
Aktivierung der Akt durch Insulin verzogern, aber nicht vollstandig verhindern. Die
Verzogerung fand im Zeitraum bis 30 min Insulinstimulation statt. Nach 45 Minuten waren
keine Unterschiede in der Aktivierung der Akt zu erkennen. Eine inhibitorische Wirkung von
Selenit auf die Akt wurde bei Prostatakrebszellen (Bergren et al., 2009) und bei
Darmkrebszellen auch unter Insulinstimulation beobachtet (Luo et al., 2012). Fiir MSeA
konnte ebenfalls eine inhibitorische Wirkung auf die Akt in Prostatakrebszellen beobachtet
werden (Jiang et al. 2002). Ein gemeinsamer Mechanismus fiir die beiden Selenverbindungen
kénnte abhingig von ihrer Oxidationstufe (fiir beide +IV) sein, die auch fiir in vivo-reaktive
Selenverbindungen postuliert wird (Mueller et al., 2008). Die intrazellulare Oxidation von

Thiolverbindungen durch die Reduktion von Se (+IV) zu Se (+II) (z.B an reaktiven Cysteinen
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von Phosphatasen) konnte daran beteiligt sein, obwohl die Oxidation der reaktiven
Cysteinreste der PTEN durch die Selenverbindungen in dieser Arbeit nicht nachgewiesen
werden konnte. Das konnte aber sowohl an der mangelnden Sensitivat der hier benutzten
Methode als auch an der Myocyten-Zelllinie liegen. In Studien, in denen ein Nachweis durch
einen elektrophoretischen Mobilitatshift in Folge einer Cystein-Oxidation gelang, wurden
artifizielle Systeme eingesetzt, die durch Uberexpression oder Knockout besonders sensitiviert
wurden (Kwon et al., 2004; Loh et al., 2009). In anderen Arbeiten wurde die PTP1B, die den
Insulinrezeptor nach Aktivierung dephosphoryliert, durch Se(+IV)-Verbindungen verstarkt
glutathionyliert, wodurch sie inaktiviert wurde (Mueller et al., 2008). Die Depletion von
Glutathion fithrte zu einer Aufhebung der Selenit-abhdngigen Verzogerung der
Akt-Phosphorylierung, was einen thiolabhangigen Mechanismus unterstiitzt, da Glutathion
am Schutz und an der Regeneration aktiver Thiole beteiligt ist (Filomeni et al., 2002).

Die Phosphorylierung der FoxO-Transkriptionsfakoren mediiert die Inhibition vieler
transkriptioneller Effekte der Akt. Die verminderte Phosphorylierung von FoxO1a/3 durch 1
pM Selenit setzt die Inhibierung der Akt durch Selenit fort. Da FoxOla und FoxO3
Transkriptionfaktoren sind, die u.a. an der Muskeldifferenzierung und der transkriptionellen
Regulation der Insulinsignaltransduktion beteiligt sind (Hribal et al., 2003; Puig und Tjian,
2005), ist eine Beeinflussung der Transkription durch Selenit méglich. Die Inhibierung durch
MSeA erreicht allerdings keine Signifikanz, deshalb wird eine Interferenz mit anderen
Signalwegen fiir moglich gehalten. Eine Phosphorylierung am selben Motiv der FoxOs durch
Kinasen eines anderen Signalwegs, wie die Serum-Glucocorticoid-Kinase, sind bekannt
(Cheng und White, 2011). Die Translokation des transient transfizierten EGFP-FoxOla
schien nicht von der Akt abhédngig zu sein und war schon in unbehandelten Kontrollen hoch.
Selenit konnte diese weiter verstarken. Hier spielt die erzwungene Translokation von FoxO-
Proteinen in Myoblasten durch die JNK- und MAP-Kinase-Signalwege moglicherweise eine
Rolle, wobei ein Zusammenhang zwischen der P38, die hier in den L6 verstarkt durch Selenit
aktiviert wurde, und der Translokation von FoxO-Proteinen im Skelettmuskel bekannt ist
(Hribal et al., 2003; Clavel et al., 2010). In Korrelation mit der verringerten Akt-Aktivierung
konnte MSeA ebenfalls die Glucoseaufnahme inhibieren. Selenit zeigte bei 1 pM keinen
Effekt auf die Glucoseaufnahme, wahrend 5 pM Selenit die Glucoseaufnahme unabhéngig
von Insulin stark reduzierte. Allerdings zeigte sich bei 5 pM Selenit-Inkubation auch eine
Stimulation des GLUT4-Promotors, was eine kompensatorische Antwort auf die verringerte
Glucoseaufnahme sein konnte. In der Literatur ist bekannt, das Wolframat ebenfalls einen

stimulatorischen Effekt auf den GLUT4-Promotor zeigte (Girén et al., 2006). Generell
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scheinen Ubergangsmetalle wie Chrom, Vanadium, Nickel oder Zink bzw. ihre anorganischen
Salze die Insulinsignaltransduktion zu beeinflussen (Dong et al., 2009; Eckers und Klotz,
2009; Pereira et al., 2009). Konzentrationen von Ubergangsmetallen im Bereich ab 100 pM
fithren meistens zu einer Aktivierung des Insulinsignalwegs, eine gesteigerte ROS-Produktion
durch die Ubergangsmetalle wird als Ursache angenommen.

Die Inhibition der Insulin-induzierten Phosphorylierung der Akt und der FoxO-Proteine
konnte auch durch reaktive Sauerstoffspezies hervorgerufen worden sein. Selenit konnte die
ROS am stéarksten senken, wahrend 1 pM MSeA das ROS-Signal im geringeren Umfang
senken konnte. Zumindest teilweise konnte diese Senkung auf die durch Selenit und MSeA
gesteigerte GPx-Aktivitat zuriickzufiihren sein. Eine gesteigerte GPx-Aktivitit verringert die
intrazelluldare Konzentration an H;0;,, das als Second Messenger in der Insulinsignalkaskade
angesehen wird (Mahadev et al., 2004). Eine Verringerung der reaktiven Sauerstoffspezies
durch Selenit und MSeA wurde auch in anderen Zellkultursystemen nachgewiesen (Saito et
al., 2003; Park et al., 2007). Weiterhin wurde auch eine differenzielle Regulation der ROS
durch Selenit und MSeA gezeigt (Li et al., 2007). SeMet und Selenat fiihrten erst ab 10 pM
eine Verringerung der intrazellularen ROS in den L6. Der in Folge von Insulinstimulation
detektierte Anstieg der ROS fiel allerdings gering aus. Da aber reaktive Sauerstoffspezies in
der Physiologe des Muskels eine grofle Rolle spielen und auch insulinunabhangig in hohen
MaBe vertreten sind (Powers et al., 2011), konnte der durch Insulin induzierte Anstieg der
ROS geringer als in Adipozyten ausfallen, in denen eine Beteiligung von ROS an der
Insulinsignaltransduktion beobachtet wurde (Krieger-Brauer und Kather, 1995; Mahadev et
al., 2001a). Wahrend alle Selenverbindungen zu einer Abnahme der durch DCF detektierten
ROS fiithrten, wurde im Gegensatz dazu mit DHE, einem superoxidspezifischen
intrazelluldaren  Fluoreszenzmarker, nur fir  Selenit ein  signifikanter — und
konzentrationsabhangiger Anstieg der Superoxidkonzentration festgestellt. Die Spezifitat der
beiden Farbstoffe muss aber generell hinterfragt werden, weil inzwischen viele Publikationen
erschienen sind, die Nebenreaktionen und Nebenprodukte der beiden Farbstoffe beobachtet
haben, die mit den iiblichen Nachweismethoden interferieren (Chen et al., 2010; Keller et al.,
2004; Zielonka et al., 2010). Die Superoxidgeneration von Selenit und Selenid ist von der
Oxidation des GSH abhéngig, wahrend DCF vor allem reduziertes GSH misst, so dass hier
ein Zusammenhang zu der Wiederherstellung der Akt-Phosphorylierung durch BSO in
Myotuben bestehen konnte (Chen et al., 2007). Ein direkter Einfluss von Superoxid auf die
Akt-Phosphorylierung wurde noch nicht nachgewiesen, aber in Hepatoma-Zellen fiihrte eine

Erzeugung von Superoxid durch Selenit zu einer Induktion der Apoptose, die eine Inhibierung
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der Akt benotigt (Shen et al., 2001). Da Selenit ein Stimulus fir die Induktion der
mitochondrialen MnSOD sein kann, diese eine Hauptquelle fiir mitchondriales H,O; ist (Shilo
et al., 2005) und die Transkription der MnSOD unter der Kontrolle von FoxO-Proteinen steht
(Pardo et al., 2011; Miao und St.Clair, 2009),wurde die Proteinexpression der MnSOD
untersucht, die aber in den L6-Zellen auch bei 100 pM Selenit unverandert blieb. Auch die
Expression des PGC-1o wurde auf translationaler Ebene nicht verandert. Allerdings wurde
durch Insulin und Selenit 1 pM die Transkription von PGC-1a signifikant vermindert. Hier
scheint Selenit einen verstarkenden Effekt auf die Regulation des PGC-1a durch Insulin zu
haben (Daitoku et al., 2003). Auch die Expression der GLUT4 wurde durch Selenit 1 pM
verringert, was einem gegenregulatorischen Effekt zu Insulin entspricht. Die verringerte
Expression beider Gene ist in Adipozyten mit Insulinresistenz assoziiert (Hammarstedt et al.,
2003). Selenit kann also in vitro vereinzelt dhnliche genregulatorische Effekte hevorrufen, wie

Ristow et al. (2009) es im Menschen fiir Antioxidantien beobachtet haben.

5.1.3 Selenoproteinexpression und Einfluss von Selenoprotein P

Die Expression der Selenoproteine GPx1 und SelW wurde durch Supplementation mit allen 4
hier eingesetzten Selenverbindungen stimuliert. Bei 1 pM Konzentration zeigte Selenit
gegeniiber den anderen Selenverbindungen ein stirkeres Potential bei der Induktion der
GPx1- und SelW-mRNA. Auch die GPx-Aktivitit war bei Selenitsupplementation am
hochsten, wahrend die SelW-Proteinexpression durch alle Verbindungen in gleicher Weise
induziert wurde. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von anderen Gruppen gemacht. So
wurde in HepG2-Zellen die Expression von Selenoprotein P am starksten durch Selenit
induziert (Hoefig et al., 2010). Bei Untersuchung der Induktion der Glutathionperoxidasen in
verschiedenen Zelllinien zeigte sich ebenfalls, dass Selenit der beste Donor fiir Selenoproteine
ist (Brigelius-Flohé et al., 1995-1996). Interessanterweise zeigte sich in genannter Studie
auch, dass die Fahigkeit anderer Selenverbindungen die Glutathionperoxidasen zu induzieren
teilweise begrenzt war, wahrend die L6-Muskelzellen alle eingesetzten Selenverbindungen
zur Selenoproteinsynthese heranziehen konnten. Dies konnte ebenfalls von Yeh et al. (1997)
fir ein Skelettmuskelzellsystem gezeigt werden, die ebenfalls bei 1 pM Selen eine Sattigung
der GPx-Aktivitit und Selenoprotein W Expression feststellen konnten. Zusatzlich
beschrieben Yeh et al., wie auch in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass Selenit, bei
niedrigeren Konzentrationen als 1M, der beste Selendonor fiir die GPx-Aktivitét ist. Fiir den
Skelettmuskel konnte in vivo gezeigt werden, dass Selenomethionin im Vergleich zu Selenit
zu einer verstarktem Anreicherung von Selen fiihrt, aber nicht zu einer entsprechenden

Erhohung der GPx-Aktivitat fihrt. Eine chromatographische Aufreinigung zeigte, dass
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Selenit verstarkt in Selenocystein vorzufinden ist, wahrend SeMet vorwiegend in seiner
chemischen Form erhalten bleibt (Beilstein und Whanger, 1988; Butler et al., 1990).
Besonders in Gehirn und Skelettmuskel ist die Retention von Selenomethionin ausgepragt
(Whanger und Butler, 1988). Eine mogliche Erklarung dafiir ist der unspezifische Einbau von
SeMet anstelle von Methionin (Kajander et al., 1991) und die Funktion des Skelettmuskels als
Reservoir fiir essentielle Aminosauren (Dioguardi, 2011). Gleichzeitig konnte darin die
vergleichsweise geringe Toxizitat des Selenomethionins begriindet sein, da im Vergleich zu
Selenit und MSeA intrazellular weniger freies Selen vorliegt. Selenat wird schlechter
aufgenommen als Se(IV)-Verbindungen (Vendeland et al., 1994; Ganyc and Self, 2008). Bei
der hier eingesetzten Konzentration von 1 pM war die aufgenommene Menge an Selenat aber
ausreichend um die GPx1- und SelW-Expression ahnlich deutlich zu steigern wie bei den
tibrigen Selenverbindungen, wobei in fritheren Studien gezeigt wurde, dass schon geringere
Konzentrationen an Selen fiir eine maximale Induktion an Selenoproteinen geniigen (Yeh et
al., 1997; Nasr et al., 2004). Bei Supplementationen mit 100 nM Konzentrationen war
Selenoprotein P der beste Selendonor fiir die Synthese von Selenoprotein W, gefolgt von
Selenit. Burk und Hill (2009) hatten angenommen, dass der Skelettmuskel sowohl von
Selenoprotein P als auch von niedermolekularen Selenverbindungen mit Selen versorgt
werden kann, was somit hier bestitigt werden konnte. Durch Misu et al. (2010) wurde
beschrieben, dass Selenoprotein P in hohen Konzentrationen zu einer Insulinresistenz in
Skelettmuskel und Leber von Mausen fiihrt, und dass hohe SelP-Plasmawerte mit Typ 2
Diabetes assoziiert sind. Daher wurde hier auch die Akt-Phosphorylierung in L6-Myotuben
bei SelP-Inkubation untersucht. Das 10 Selenocysteine enthaltende Selenoprotein bindet an
zwei Lipoprotein-Rezeptoren, ApoER2 (Apolipoprotein E Rezeptor 2) und Megalin (Burk et
al., 2007; Chiu-Ugalde et al., 2010), und hat eine hohe Affinitit fiir Heparansulfate der
extrazelluldren Matrix (Arteel et al., 2000). Eine Einflussnahme auf intrazelluldre Signalwege
konnte also nicht nur durch Aufnahme des SelP und Stimulation der Selenoproteinsynthese
stattfinden, sondern auch eine direkte rezeptorvermittelte Einflussnahme auf die
Signaltransduktion ist moglich. Nach 6 h Insulinstimulation wurde eine leicht verringerte
Aktivierung der Akt durch Selenoprotein P registriert. Diese Wirkung war nach 24 h nicht
mehr zu beobachten. Im Vergleich zu Misu et al., (2010) waren die hier beobachteten Effekte
gering, was an den niedrigeren eingesetzten Konzentrationen an Selenoprotein P liegen
konnte. Misu et al. setzten als niedrigste Konzentration 5 pg/mL Selenoprotein P ein. Geht
man von einem Molekulargeweicht von 45 kDa fiir Selenoprotein P aus und 10 Selenatome

pro SelP-Molekiil, ergibt sich ein eine Selenkonzentration von 1,1 pM, wahrend in dieser
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Arbeit 200 nM eingesetzt wurden. Eine physiologische Plasmakonzentration von SelP-Selen
ware 500 nM, da SelP ca. 50% der Selen-Plasmawerte eines gesunden Mitteleuropaers
ausmacht (Letsiou et al., 2010).

In L6-Myotuben fiihrten also vor allem die Se(+IV)-Verbindungen Selenit und MSeA, bei
physiologisch relevanten Selenkonzentrationen, zu einer Verzogerung der Insulinwirkung,
was sich auf die Phosphorylierung von Akt und FoxO1a/3 tibertrug. Weiterhin beeinflussten
die Se(+IV)-Verbindungen auch die Glucoseaufnahme. Die Herabsetzung der Produktion an

intrazelluldaren ROS durch erhohte GPx-Aktivitat konnte diese Effekte hevorgerufen haben.

Abbildung 5.1: Angriffspunkte der Se(+IV)-Verbindungen Methylseleninsiure und Selenit
innerhalb der Insulinsignaltransduktion von L6-Myotuben (iibernommen aus Pinto et al., 2011).

5.2 Selenoprotein P beeinflusst die Phosphorylierung von
insulinabhédngigen Signalmolekiilen in humanen
Skelettmuskelzellen

Misu et al. (2010) konnten zeigen, dass intraperitoneal verabreichtes Selenoprotein P sowohl
die insulinabhangige Glucoseverwertung als auch molekulare Parameter wie Akt-
Phosphorylierung und IRS-Phosphorylierung in Leber und Skelettmuskel von Mausen und in
Zellkultursystemen inhibiert. Im Allgemeinen kam es zu einer verringerten Aktivierung der

metabolischen Signalwege nach SelP-Injektion. Umgekehrt war in der SelP-KO-Maus das
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Insulinsignaling verbessert, so dass die Hypothese aufgestellt wurde, dass Selenoprotein P ein
Hepatokin ist, das Hyperglykdmie und Insulinresistenz hervorruft. Der Nachweis erhohter
SelP-Niveaus in Typ 2 Diabetikern unterstiitzt dieses Konzept (Misu et al., 2010; Roman et
al., 2010; Yang et al., 2011). Bei den von Misu et al. eingesetzten SelP-Injektionen handelte
es sich allerdings um supraphysiologische Mengen an Selenoprotein P und nicht alle fiir den
Skelettmuskel relevanten Fragestellungen wurden befriedigend beantwortet. Evolutionar
bedingt ist der Energiestoffwechsel des Skelettmuskels bei Nagetieren, die eher Fluchttiere
sind, und Menschen, die sich in Richtung ausdauerndem Metabolismus entwickelt haben,
divergiert (Koch und Britton, 2004), so dass im Rahmen dieser Arbeit beschlossen wurde die
Auswirkungen von Selenoprotein P auf Signalmediatoren des Stoffwechsels in humanen

Skelettmuskelzellen zu untersuchen.

5.2.1 Phosphorylierung von Signalmolekiilen der
Insulinsignaltransduktion durch Selenoprotein P

Zuerst wurde die Aktivierung der Akt untersucht. In der vorliegenden Arbeit wurden
deutliche inhibitorische Effekte durch SelP auf die Aktivierung durch Insulin, wahrend die
niedermolekularen Verbindungen in dequivalenter Konzentration keine Auswirkung hatte.
Weitere Insulin-sensitive Kinasen wurden untersucht. Dazu gehorten die GSK3a/B, FAK,
Erk1/2, JNK T183/185 und STAT3. Ahnlich wie bei Misu et al. (2010) wurde bei mehreren
Kinasen eine Tendenz zur Abschwiachung der Insulinwirkung festgestellt. So wurden die
Phosphorylierung des Akt-Substrats FoxOla/3, der JNK und der AMPKa bei
Insulinstimulation durch SelP signifikant verringert. Die Phosphorylierung der P38 war basal
signifikant verringert. Die durch Insulin unterdriickte Phosphorylierung von STAT3 konnte
durch Selenoprotein P wieder hergestellt werden. Die Phosphorylierung der GSK3a/p war
durch Selenoprotein P nach Insulinstimulation tendenziell erhoht.

Es ergeben sich also folgende Aussagen: Der kanonische Insulinsignalweg, an dem Akt und
FoxOla/3 beteiligt sind wird, durch Selenoprotein P eindeutig unterdriickt bzw.
abgeschwicht. Leicht supprimiert wird ebenfalls die Aktivierung der MAP-Kinasen (P38,
Erk1/2, JNK), wenn auch in unterschiedlicher Stiarke. Die Unterdriickung der Insulin-
unabhangigen AMPKa-Aktivierung und die GSK3-Phosphorylierung konnten durch eine
Anderung des cAMP-Spiegels ausgelost worden sein (Fang et al., 2000; Mihaylova und
Shaw, 2011). Die Wiederherstellung der STAT3-Aktivierung deutet ebenfalls auf die
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Beinflussung eines anderen Signalwegs hin, da STAT3 im Allgemeinen entweder durch
Zytokin- oder Cadherinaktivierung phosphoryliert wird.

Die herabgesetzten Phosphorylierungen der Akt, von FoxOla/3 und der AMPKa sind
konsistent mit der von Misu et al. (2010) beschriebenen, durch SelP induzierten
Insulinresistenz. Es ist bekannt, dass die Aktivierug der AMPKa zu einer verstarkten
Glucoseaufnahme und verstarkter mitochondrialer ATP-Bildung fiihrt. Obwohl die AMPK
eigentlich als insulinunabhéngig gilt (Barthel und Schmoll, 2003), wurde in den hier
benutzten HSKMC eine verstarkte Phosphorylierung durch Insulin detektiert. Fir
Skelettmuskel und andere Gewebe wurde dieser Effekt aber beobachtet (Viollet et al., 2010).
Die AMPK ist auBerdem an der Anpassung von Anabolismus zu Katabolismus innerhalb der
Zelle beteiligt. Die Regulation ist kanonisch vom cAMP-Spiegel der Zelle abhangig, bei
einem Anstieg der cAMP-Konzentration wird die AMPK iiber die PKA inaktiviert (Hardie.,
2011). Die Aktivierung der AMPK kann aber auch tiber oxidativen Stress geschehen (Irrcher
et al., 2009). Misu et al.; (2010) zeigten eine erhohte Expression der Proteinphosphatase
PP2C, die die AMPK dephosphorylieren kann.

Gleichzeitig ist die verringerte Aktivierung der JNK und P38 eher Signale, die der
Insulinresistenz entgegengesetzt sind (Hirosumi et al., 2002; Liu und Cao, 2009). Die JNK
wird nicht durch Insulin sondern hauptsachlich durch Fettsauren und ROS aktiviert. Sie fiihrt
tiber die Expression proinflammatorischer Gene und die Inaktivierung von IRS1 durch
Phophorylierung zu Insulinresistenz (Berdichevsky et al., 2010; Solinas und Karin, 2010).
Akuter oxidativer Stress kann allerdings im Skelettmuskel zu einer Inaktivierung der JNK
fithren und so eine bereits vorhandene Insulinresistenz wieder aufheben (Berdichevsky et al.,
2010). Auch die P38 wird durch ROS aktiviert und kann zu einer verstirkten
Glucoseaufnahme fiihren (Diamond-Stanic et al., 2011). Eine Aktivierung der Erk 1/2 durch
Insulin konnte nicht beobachtet werden (Boulton et al., 1991).

Die Reinduktion von STAT3 durch Selenprotein P ist mit der Aktivierung von STAT3 durch
IL-6 im Skelettmuskel vergleichbar, die zu Insulinresistenz fithren kann und spricht fir die
Hepatokintheorie (Kim et al., 2011b). AuBerdem konnen STAT3 und FoxO in Abhangigkeit
von IL-6 interagieren und gegenseitig die transkriptionelle Regulation ihrer Zielgene
beeinflussen (Kortylewski et al., 2003). Das konnte auch die im Vergleich zur Akt geringere
Inhibierung der Phosphorylierung des FoxOla/3 erklaren. Die Phosphorylierung der STAT3
wird nicht durch ROS beeinflusst. STAT3 ist aber an der Modulation intrazellularer ROS
beteiligt, so wird in mit Adiponektin behandelten Makrophagen die ROS-Produktion durch
Aktivierung des Jak2/STAT3-Signalwegs induziert (Akifusa et al., 2010). AuBerdem ist
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STAT3 fir das Uberleben und die Differenzierung von Myotuben mitverantwortlich
(Boengler et al., 2008; Trenerry et al., 2011) und kann die Offnung des mitochondrialen
Transitionsporenkomplexes mitregulieren und die damit verbundene ROS-Produktion steuern
(Mantel et al., 2011).

Ebenfalls einer Insulinresistenz entgegensetzt ist die Inaktivierung der GSK3o0/f, die im
Skelettmuskel die Glucoseaufnahme begiinstigt (Rayasam et al., 2009). Die Phosphorylierung
der GSK3 kann nicht nur durch die Akt mediiert sein, auch andere Kinasen konnen diese
Phosphorylierungsstelle nutzen. Als mogliche Quelle fiir die verstarkte Phosphorylierung der
GSK3 kommt eine cAMP-abhéngige Signalkaskade tiber die Proteinkinase A in Frage, die
ebenfalls Ser21/9 phosphorylieren kann (Fang et al., 2000). Im Skelettmuskel, z.B iiber den
Adrenalinrezeptor aktiviert, fiihrte die PKA zu einem verstarkten Insulinsignal, wéahrend auf
die basale Inaktivierung der GSK3 nur geringe Auswirkungen registriert wurden (Jensen et
al., 2007). Eine Inaktivierung der GSK3a/B fiihrt zu einer verstiarkten Glycogensynthese, was
auf eine erhohte Versorgung der Zelle mit Glucose bei SelP-Stimulation hindeuten konnte.
Als wichtigste Aktivierungsstelle der FAK dient das Tyrosin 397 in der membranstandigen n-
terminalen FERM-Domine (FERM = 4.1-Ezrin-Radixin-Moesin), die bei Integrinsignaling
autophosphoryliert wird, und die zur Interaktion mit PI3K, Src und weiteren Kinasen fiihrt
(Zhao und Guan, 2011). Die tendenziell verringerte Phosphorylierung der FAK kénnte durch
ihre direkte Interaktion mit der Akt erklart werden. Durch diese Interaktion ist Akt in der
Lage den Phosphorylierungstatus der FAK zu beeinflussen (Wang und Basson, 2011).

Es scheint also vor allem, dass die durch ROS regulierten Kinasen inhibiert worden sind,

wahrend andere Signalwege entgegengesetzt reguliert worden sind.

5.2.2 Steigerung der GPx1-Expression durch Selenoprotein P

Nach 6 h ist die GPx1-Proteinexpression durch Selenoprotein P stark erhoht. Es kann
geschlussfolgert werden, dass SelP nach 6 h Signalwege unterdriickt, die sonst durch
oxidativen Stress aktiviert sind und zu einer starkeren metabolischen Aktivitat fithren wiirden.
Diese Effekte konnten durch die Induktion der GPx1-Expression nach 6 h durch SeP
hervorgerufen worden sein. Die intrazellulare Konzentration an H,O; sollte dadurch erniedrigt
sein, und als Folge davon sollten die beschriebenen Wirkungen auf die Kinasen auftreten. Die
sonst protektiven Effekte einer GPx1-Induktion (Sies et al., 1997) konnten so zu einer

abgeschwéchten Insulinwirkung fiihren.
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5.2.3 Selenoprotein P unterdriickt die insulinabhdngige

Egr1-Genexpression

Die Genexpression von Egrl wurde hier insulinabhangig verstarkt, was in Ubereinstimmung
mit der Literatur ist (Barroso und Santisteban, 1999; Baron et al., 2006). In Analogie zur
verhinderten Aktivierung der Kinase Akt fand in den HSKMC durch Selenoprotein P eine
Unterdriickung der Egrl-Transkription statt. Die Egr-1 Genexpression kann im Skelettmuskel
ebenfalls durch ROS reguliert werden, auBerdem ist Egr-1 an der Regulation der Expression
der MnSOD beteiligt (Pardo et al., 2011). Eine direkte Regulation iiber die ROS oder die
Kinasen ist also méglich. Die mRNA-Ergebnisse der PKC3-Expression (PRKCD) sind nicht
in Ubereinstimmmung mit einer Inhibition des Insulinsignalwegs. Allerdings ist die
Regulation der PKC3 nicht vollstandig aufgeklart, Zytokine und NF«kp konnen die Expression
der PKC$ innerhalb kurzer Zeitraume erhohen und konnten deshalb auch in diesem System

eine Rolle bei der Regulation spielen (Suh et al., 2003).

5.2.4 M6gliche Mechanismen der durch SelP verdnderten

Signaltransduktion

Es gibt mehrere weitere Moglichkeiten wie SelP, diese Signalwege unterdriicken konnte.
Einerseits konnte es iiber rezeptorvermittelte Mechanismen zu einer Stérung des
intrazelluldren Signalings fithren. So kann Selenoprotein P an eine Reihe von Rezeptoren und
Bestandteilen der extrazelluldaren Matrix binden, fiir die es nicht der endogene Ligand ist
(Arteel et al., 2000; Burk et al., 2007; Chiu-Ugalde et al., 2010). Besonders zu nennen sind
Lipoproteinrezeptoren, die eine grole Zahl unterschiedlicher Liganden binden konnen und
auch im Skelettmuskel vorkommen und die Aktivierung der AMPK beeinflussen (Zenimaru
et al., 2008). Weiterhin konnten intrazellulare ROS, die als ,Second Messenger“ dienen,
durch die Induktion der GPx1 unterdriickt werden (Loh et al., 2009), eine Schutzwirkung von
Selenoprotein P gegen oxidativn Stress ist ebenfalls beschrieben (Steinbrenner et al., 2006).
Eine veranderte ROS-Produktion durch 6 h oder 24 h Inkubation mit Selenoprotein P durch
DCF konnte nicht detektiert werden. Als Hepatokin konnte SelP iiber den TLR4-Rezeptor
STATS aktivieren und dartiber zur Insulinresistenz beitragen. STATS3 ist erst seit Kurzem in
das Blickfeld der Diabetesforschung geraten, in Adipozyten tibertragt es die Wirkung diverser
Zytokine und konnte an der Adipogenese beteiligt sein (Richard und Stephens, 2011). Im
Skelettmuskel wurde es als Mediator fir das Zytokinsignaling bei IL-6 induzierter

Insulinresistenz identifiziert (Kim et al., 2011b). Bei diesem Signalweg vermittelt der Toll-
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like-Rezeptor 4 (TLR4) die Insulinresistenz. Dieser Rezeptor kann relativ unspezifisch eine
groBe Anzahl an Substraten, wie z.B. Palmitat, binden und intrazellulare Signale auslosen, die

zu Typ 2 Diabetes fiihren (Reyna et al., 2008).

Irvslin- d__ﬁ* Zylokin-
signaling H signafing
nal

oo = H,0,
AMPKa —

F3g #nd messenger
JHE

\ Entzondung, Apoplose
Insulresisiene —

Abbildung 5.2 Interventionen von Selenoprotein P in den Insulin- und Zytokinsignalweg nach 6h, die
zu einer Insulinresistenz fithren konnten. Ein moglicher Mechanismus fiir die Inhibition der
Signakalskade ist die Verringerung der intrazelluliren Sauerstoffspezies durch Selenoprotein P, da
alle regulierten Kinasen durch diese aktiviert werden konnen.

5.3 Einfluss einer Supplementation mit Selen auf den
Energiestoffwechsel in Skelettmuskulatur und viszeralem
Fettgewebe im Tiermodell Sus scrofa

Schweine (Sus Scrofa) gelten in ihren metabolischen Charakteristika und ihrer Physiologie als
dem Menschen sehr dhnlich. Damit sind sie fir die Untersuchung diabetogener Faktoren
gegeniiber Nagetieren, die im Lipid- und Kohlehydratstoffwechsel teilweise vom Menschen
differieren (Patterson et al., 2008; Bergen und Mersmann, 2005), das bessere Modell.
Zusitzlich neigen Schweine ahnlich wie der Mensch, zum iberméBigen Konsum von
Nahrung und Bildung von Fettdepots und sind damit auch als Modell fiir Atheriosklerose und
kardiovaskuldre Krankheiten geeignet (Pond und Mersmann, 2001; Verma et al., 2011). Fiir
die Supplementation der Tiere wurde eine Selequellen und Selendosen verwendet, die auch
im Menschen Anwendung finden. Die beobachtete Steigerung der Plasmaselenwerte durch
die erhohte Selensupplementation der Hoch-Se Gruppe war vergleichbar mit dem Anstieg der

Plasmaselenwerte im NPC-Trial von 114.4 pg/L auf ca. 180 pg/L, wo eine sehr ahnliche
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Selensupplementation eingesetzt wurde (Stranges et al., 2007). Die Hoch-Se Supplementation
fithrte zu einer Gewichtszunahme, einer eindeutigen Hyperinsulindmie, tendenziell erh6hten
Serum Triacylglycerid- und Cholesterinwerten, sowie tendenziell gesteigerter ALT-Aktivitat
und Glykogenwerten in Leber. Insgesamt sind die metabolischen Veranderungen ein
Anzeichen fiir eine bessere Energieverwertung in den Tieren, die das Hoch-Se Futter erhalten
haben. Diese erhohte Zirkulation an Nahrstoffen kann zur Hyperinsulindmie gefiihrt haben,
und kann bei langfristigem Vorliegen beider Faktorn im Menschen zu Insulinresistenz fithren

(Reaven, 1995).

5.3.1 Genexpression der Selenoproteine und antioxidativen Enzyme in

Sus Scrofa

Trotz erhohter Serumselenwerte zeigte keines hier untersuchten Organe eine signifikant
erhohte Genexpression der Selenoproteine. Es waren maximal Tendenzen in der Hoch-Se-
Gruppe sichtbar. Daher kann davon ausgegangen werden, dass das im Organismus
tiberschiissig vorhandene Selen (siehe Tabelle 4.1: erhohtes Plasma-Se) in einer anderen Form
vorliegen musste, und dass die Genexpression der Selenoproteine bereits durch eine adaquate
Selenversorgung gesattigt war. In einer dhnlichen Studie konnte die Selenoproteinexpression
durch erhohte Selengabe weiter gesteigert werden, allerdings wurden dort die angepassten
Diaten nur 8 Wochen verabreicht und die Hoch-Se Gruppe erhielt 6-mal soviel Selen wie in
dier hier vorliegenden Studie (Zhou et al., 2009). Bei den Aktivititen der untersuchten
Selenoenzyme zeigte, sich nur im Skelettmuskel eine Erhohung der GPx-Aktivitat, was mit
der Annahme einhergeht, dass Skelettmuskel als eins der letzten Gewebe mit Selen gesattigt
wird (Oster et al., 1988; Whanger und Butler, 1988; Zhang et al., 2011) und als Selenspeicher
dienen kann. In einem weiteren Schweinemodell wurde ein ahnliches Verhalten der GPx-
Aktivitat bei Selensupplementation beobachtet (Lei et al., 1998).

Es wurde fir moglich gehalten, dass Selen andere antioxidative Enzyme beeinflussen kann
und eventuell den Inflammationstatus des Fettgewebes iiber die Aktivierung von T-Zellen
beeinflussen kann (Hoffmann et al., 2010). Hinweise fiir eine Veranderung der Transkription

antioxidativer Enzyme und Adipokine wurden aber nicht gefunden.
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5.3.2 Einfluss der Selensupplementation auf die Genexpression und die

Kinasen des Skelettmuskels

Im Skelettmuskel wurde die Genexpression der muskularen Pyruvatkinase (PKM2), FoxOl
und PGC-1a (PPARGC-1) signifikant verandert. Die PKM2 wurde vermindert und FoxOl1
und PGC-1a wurden verstarkt exprimiert. Sowohl die erhéhte Expression von FoxO1 als auch
von PGC-1a sind im Skelettmuskel mit der metabolischen Umstellung von Glucoseoxidation
zu Fettsaureoxidation assoziiert (Benton et al., 2008; Cheng und White, 2011). PKM2 ist eine
fir Muskel und Tumore spezifische Isoform der in der Glycolyse aktiven Pyruvatkinase
(Bayley und Devilee, 2011). Dort katalysiert sie den letzten Schritt in der Pay-off Phase, die
Dephosphorylierung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat unter ATP-Gewinn. Die hier
festgestellte Verringerung der PKM2-Expression konnte also eine geringere ATP-Produktion
aus der Glycolyse hindeuten. Dies konnte ein Hinweis auf die bevorzugte Nutzung einer
anderen Energiequelle als Glucose im Skelettmuskel sein, durch die die Expression der
Pyruvatkinase durchaus beeinflusst werden kann (Yamada und Noguchi, 1999). Auch die
tendenziell verminderte Expression der Pyruvatdehydrogenasekinase 4 (PDK4, p= 0.21)
unterstiitzt die Annahme einer ausreichenden Glucoseversorgung und damit verringerter
Glycolyse (Connaughton et al., 2010). Zusitzlich deutet der hier registrierte Anstieg von
FOXOL1 in die Richtung einer geanderten metabolischen Energieverwertung, da durch eine
erhohte Expression von FoxO1 in Skelettmuskel die Glycolyse verringert und Lipidoxidation
bevorzugt wird (Gross et al., 2008; Cheng und White, 2011). Die verstarkte Expression von
PGC-1a (PPARGC1) ist ebenfalls ein Hinweis zu einem Wechsel des
Skelettmuskelmetabolismus zur Fettsdureoxidation und kann weiterhin mit der verstarkten
AMPKaoa-Expression und verringerten Erk1/2 Phosphorylierung bei Hoch-Se (siehe Abschnitt
4.3.3) in Ubereinstimmung gebracht werden (Benton et al., 2008). Weitere untersiitzende
Befunde sind die tendenziell erhéhte Regulation der Lipoprotein Lipase (LPL) (Lopez et al.,
2009) und des Transkriptionsfaktors p53 (TP53), der erst kiirzlich als Induktor des
Lipidmetabolismus identifiziert wurde (Goldstein et al., 2011). Die hoheren Proteinmengen
der AMPKa und die verminderte Phosphorylierung der Erk1/2 im Skelettmuskel koénnte
durch die erhohten Insulin- oder Lipidwerte induziert worden sein (Steinberg et al., 2003;
Fang et al., 2005). Auch die groBere Menge an systemisch vorhandenen Selen kénnte auf
direktem intrazellularem Wege diese Effekte auf direktem intrazelluldaren Wege herbeigefiihrt
haben, da Xenobiotika diese Kinasen ebenfalls stimulieren kénnen (Hardie, 2011; Cargnello

und Roux, 2011).
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Die beobachteten Veranderungen von molekularen Markern im Skelettmuskel stehen somit
im Einklang mit dem Konzept der metabolischen Flexibilitit, das eine Adaptation des
Stoffwechsels an systemisch verstarkt vorhandenen Lipide beschreibt (Chow et al., 2010).
Eine Insulinresistenz scheint dagegen im Skelettmuskel nicht vorzuliegen, da die
Phosphorylierung der Akt nicht beeinflusst wurde, und eine Anpassung an vorliegende

Metabolite noch moglich ist.

5.3.3 Einfluss der Selensupplementation auf die Genexpression und die

Kinasen des Fettgewebes

Im Viszeralfettgewebe wurde nur SREBF1 durch die Hoch-Se Supplementation eindeutig
reguliert. Die 1.6 fache Verstarkung in der Hoch-Se Gruppe konnte durch die tendenziell
erhohte Akt-Aktivierung hervorgerufen sein, da die Transkription von SREBF1 durch den
Insulinsignalweg induziert werden kann (Nadeau et al., 2004). Die erhohte Regulation des
SREBF1, das ein Masterregulator der Lipidhomdostase ist, deutet im Viszeralfettgewebe auf
einem gednderten Lipidmetabolismus hin (Eberle et al., 2004). Auch die verringerte
Phosphorylierung der AMPKa im Fettgewebe stimmt mit der Regulation des SREBF1
tiberein (Zhou et al., 2001). Interessanterweise war auch in der Leber der transgenen GPx1-
Maus und ebenfalls in der Leber selensupplementierter Ratten SREBF1 verstarkt reguliert
worden (Pepper et al., 2010; Mueller et al., 2008). Auch die Steigerung der LPL-Expression
(1,90 p =0,18) und die Verringerung der PGC-la Expression (0,55; p =0.27) sind in
Ubereinstimmung mit den erhohten Insulinwerten und dem Phosporylierungsmuster der
Kinasen in Fettgewebe (Abbildung 4.41) (Daitoku et al., 2003; Kim et al., 2010). AuBerdem
konnte die verringerte PGC-1a Expression zur erniedrigten Selenoprotein P Expression im
Fettgewebe beigetragen haben (Speckmann, 2008). Selenoprotein P war lange Zeit als reines
sekretorisches Leberprotein bekannt, wurde aber erst kiirzlich in ausdifferenzierten
Adipozyten entdeckt. Eine verminderte Expression des SelP konnte ebenfalls durch eine
erhohte endokrine Zytokinauschiittung oder durch eine verringerte Differenzierung der
Adipozyten hervogerufen worden sein (Zhang und Chen, 2010). Vor allem in den Kinasen
des Fettgewebes zeigte sich der Einfluss der Hyperinsulinamie, da das Fettgewebe sensitiver
fir Insulin ist als Skelettmuskel (Hom und Goodner, 1984; Kraegen et al., 1986). Die
verminderte Phosphorylierung der AMPK konnte von einer verstarkten Fetteinlagerung in
viszeralem Fettgewebe herriihren (Hardie, 2011). Eine verminderte AMPK-Phosphorylierung

wird auch im Fettgewebe adiposer Patienten mit Insulinresistenz beobachtet (Gauthier et al.,
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2011). Die Beeinflussung der Akt, AMPK und MAP-Kinasen durch die Hyperinsulinamie
konnte zu gesteigerter Lipogenese und anschlieBender Lipolyse im Fettgewebe und zu den

erhohten Lipidwerten im Serum gefiihrt haben.

Fasst man alle Beobachtungen zusammen, hatte die erhohte Selensupplementation eine
Hyperinsulinamie zur Folge, die zu einer verstarkten Freisetzung von Lipiden aus Adipozyten
und zu einer Verschiebung von Glycolyse hin zur Fettsaureoxidation im Skelettmuskel
gefiihrt hat. Das spiegelte sich in einem systemisch erhohten Lipidumsatz der Hoch-Se Tiere
wieder, der zum erhohten Korpergewicht beigetragen haben konnte. Die durch die
Selensupplementation induzierte Gewichtszunahme konnte aber auch direkte Folge einer
verbesserten Energieverwertung sein, die zu verstarkter Nutzung anaboler Speicher wie Fett
und Glykogen gefiihrt hat. Eine Entwicklung von Insulinresistenz und Typ 2 Diabetes bei
Verwendung einer hoheren Supplementationskonzentration, langerer Supplementation, und

weiterem Wachsen und Altern der Schweine, erscheint somit nicht ausgeschlossen.

Selenreiche

Erndhru m@

Plasma /Skellemjujs,kem N / Fettgewebe Leber
*Selenoproteine unverandert
*Selengehalt 1 1 *GPx-Aktivitat 7 1 *Selenoproteine unverandert
*Genexpression unveréndert
*TAG und Cholesterin 1 *Pgc-1a 11 *SREBF1 1 1
*Glykogen 1
*Insulin 1 1 *FoxO1 11 *LPL und DGAT 1
*AMPKat *p-AMPKa |
*HOMA-IR 1
*Pyruvatkinase *p-Akt
*normoglykemisch b U . U I

ettsaureoxndatlonT k Lipogenese 1 /

1 7

Erhéhter
Lipidumsatz S

Abbildung 5.3: Einfluss der Selensupplementation auf den Metabolismus von Sus Scrofa. Die
Adéaquat-Se Gruppe erhielt 0.17 mg/kg Selen, die Hoch-Se Gruppe erhielt 0.5 mg/kg Selen.
Signifikanzen wurden mit einem Doppelpfeil gekennzeichnet, Tendenzen mit einem einfachen
Pfeil. Durch die veridnderten Parameter, lisst sich auf einen erhéhten Lipidumsatz schlieBen der
zu einer Erhéhung des Korpergewichts fiihrt.
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5.4 Potentialbewertung von Selen als Risikofaktor fiir Typ 2
Diabetes mellitus

In der Reevaluation des NPC-Trial wurde festgestellt, dass die dort verabreichte
Selensupplementation von 200 pg/Tag zu einem erhohten Diabetesrisiko fithren kann
(Stranges et al., 2007). Das Diabetesrisiko war zwar zwischen Selen- und Placebokohorte
generell erhoht (relatives Risiko 1.5-fach), doch zeigte eine genauere Analyse, dass vor allem
das Tertil mit den hochsten Selenwerten (>121.6 pg/L) besonders gefihrdet war (relatives
Risiko 2.4). Auch in der NHANES-Studie (Nutrition Examination Survey IIl) zeigte sich ein
erhohtes Risiko fiir Typ 2 Diabetes bei Selenkonzentrationen im Serum von iber 137,6 pg/L
(relatives Risiko 1.57). Interessanterweise korrelierten in dieser Studie auch die
Cholesterinwerte mit den Serumselenniveaus (Bleys et al., 2007). Diese Studien wurden in
den USA durchgefiihrt, wo die tigliche Selenaufnahme im Vergleich zu Europa relativ hoch
ist (Navas Acien et al., 2008). Aber auch in einer britischen Studie konnten erhéhte
Blutlipidwerte besonders ab einem Serumselenwerten von ca. 1,5 pM (ca. 119 pg Se/L)
gemessen werden (Stranges et al., 2010b). Weiterhin zeigte auch die ORDET-Studie
(Hormones und Diet in the Etiology of Breast Cancer) in einer weiblichen Kohorte aus der
italienischen Provinz Varese eine Korrelation zwischen Diabetesinzidenz und Selenaufnahme.
Bei dieser Studie wurden nicht die Serumselenwerte bestimmt, sondern die taglich durch die
Nahrung aufgenommenen Selenmengen berechnet. Im hochsten Quintil mit einer
Selenaufnahme von >65,4 pg/d, war das relative Risiko fir Typ 2 Diabetes um das 2,4-fache
erhohte (Stranges et al., 2010d). Es sollte aber angemerkt werden, dass im hochsten Quintil
die Aufnahme von tierischen Proteinen und Fetten ebenfalls am hochsten war, die ebenfalls
mit einem erhéhtem Diabetesrisiko assoziiert werden (Aune et al., 2009). Nicht bei allen
epidemiologischen Studien zur Selensupplementation korrelierten erhohte Plasmaselenwerte
mit dem Risiko fiir Typ 2 Diabetes. In der SELECT-Studie, die in den USA stattfand, fiihrte
eine Supplementation von 200 pg L-Selenomethionin pro Tag fiir 5,5 Jahre nur zu einer nicht
signifikanten Steigerung des Typ 2 Diabetesrisiko (Lippman et al., 2009). In, der in
Frankreich durchgefiihrten, SU.VL.MAX-Studie (Supplementation en Vitamines et Mineraux
Antioxydants) kam es zu keiner Korrelation zwischen der Selenzufuhr von 100 pg/d an
Selenhefe iiber 7,5 Jahre und erhohtem Diabetesrisiko (Czernichow et al., 2006).

In Europa liegt die durchnittliche tagliche Selenaufnahme bei ca 30-50 pg wahrend in den
USA 106 pg pro Tag aufgenommen werden (Rayman, 2008). Bei zusitzlicher
Selensupplementation werden also besonders in den USA hohe Serumselenwerte und damit

auch eine besonders starke Selenakkumulation im Gewebe erreicht, wie diverse Studien
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zeigen konnten (Clark et al., 1996; Lippman et al., 2009). Das iiberschiissige Selen kénnte
molekulare Signale induzieren oder verdndern oder auf den Energiestoffwechsel Einfluss
nehmen. Dafiir werden aktuell verschiedene potentielle Mechanismen diskutiert. Zum einen
konnte eine erhohte Expression des Selenoprotein P zu einer Inhibition der Insulinwirkung
fithren (Misu et al., 2010). Zum anderen konnte die systemisch verstarkte Expression
antioxidativer ~ Selenoproteine ~ wie = GPx1  die  Phosphorylierungen  innerhalb
Insulinsignaltransduktion beeinflussen (McClung et al., 2004; Wang et al., 2008; Loh et al.,
2009; Labunskyy et al., 2011). Die dritte Moglichkeit ist, dass niedermolekulare
Selenverbindungen akkumulieren und schédliche Auswirkungen auf den zelluldren
Metabolismus haben koénnte.

Die SelP-Expression im Plasma wird durch Selensupplementation erst spater gesattigt als die
GPx3 (Xia et al., 2005). Es beeinhaltet ca. 50% des Serumselens (Letsiou et al., 2010).
Interessanterweise wird es durch Insulin, Dexamethason und Glucose dhnlich reguliert wie
das Gluconeogeneseenzym Glucose-6-Phosphatase (Speckmann et al., 2008; Speckmann et
al., 2009). Bei Diabetikern wurden erhéhte SelP-Werte gemessen, und eine intraperitoneale
Applikation von SelP im Mausmodell fiihrte zu einer Insulinresistenz (Misu et al., 2010).
Andererseits wurde gezeigt, dass bei gesunden Individuen Selenoprotein P bereits bei 120
pg/L Serum-Se gesittigt war und auch durch Supplementation nicht weiter erhoht werden
konnte (Burk et al., 2006; Combs et al., 2011). Die Biosynthese von Selenoprotein P miisste
also nicht nur durch Selen, sondern auch durch weitere Faktoren stimuliert werden, um zu den
sehr hohen Selenwerten des NPC-Trial und der NHANES-Studie beitragen zu koénnen
(Stranges et al., 2007; Bleys et al., 2007). Ein méglicher Faktor waren Corticosteroide, die im
Typ 2 Diabetes erhoht sind, und sowohl die Gluconeogenese als auch die Selenoprotein P
Synthese stimulieren konnen (Anagnostis et al., 2009; Speckmann et al., 2008). Bei
ausreichend hoher Expression kann Selenprotein P wie auch in dieser Arbeit gezeigt, also zur
Entwicklung einer Insulinresistenz beitragen.

Die systemische Uberexpression der GPx1 fiihrte zu einem transgenen Mausmodell mit
beeintrachtigter Insulinsignalkaskade in peripheren Geweben wie Skelettmuskel (McClung et
al., 2004). Zusitzlich zeigte sich in der GPx1-Maus eine Hyperinsulinamie, die durch
Inhibition einer durch H;O; mediierten Aktivierung des Transkriptionsfaktors PDX1 in
pancreatischen B-Zellen (Wang et al., 2008) ausgeldst wurde. Durch Nahrungskarenz konnte
der Phéanotyp der Insulinresistenz verhindert, die Hyperinsulindmie aber nicht aufgehoben
werden. FEine zusitzliche Selendefizienz konnte weitere Verdnderungen in der

Signaltransduktion der GPx1-Maus hervorrufen (Pepper et al., 2010). In den
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Insulinzielgeweben ist, wie in dieser Arbeit und durch andere gezeigt wurde (Whanger und
Butler, 1988; Lei et al., 1998), eine Induktion der GPx1 durch Selensupplementation nur im
begrenzten MaBle moglich, so dass eine Sattigung unterhalb der Diabetes-assoziierten
Serumselenkonzentration auftritt. In der B-Zelle konnten auch physiologische Mengen an
Selen die fragile ROS-Balance und so auch die ROS-abhangige Insulinsekretion beeinflussen
(Lei und Vatamaniuk, 2010). So wird in B-Zellen durch 30 nM Selenit die Genexpression von
Insulin induziert (Campbell et al., 2008). Auch weitere Selenoproteine konnten zur
Entwicklung eines Typ 2 Diabetes beitragen. In diesem Zusammenhang zeigten Labunskyy et
al. (2011), dass durch die Uberexpression einer mutanten PA-tRNA*® in einem transgenen
Mausmodell hierarchisch niedrige Selenoproteine (auch GPx1) nicht exprimiert werden, was
ebenfalls zu Glucoseintoleranz, Hyperglykamie und Hyperinsulindmie fiihrte. Sie
argumentieren, dass die ROS-Balance sowohl durch verminderte als auch durch erhohte
Selenoproteinexpression, so  verschoben  werden kann, dass Defekte im
Kohlenhydratstoffwechsel eintreten. Vor allem fiir die B-Zellen des Pancreas ist eine solche
Beeinflussung der Funktion durch ROS bekannt (Lei und Vatamaniuk, 2010). Bei einer
Nahrungsergéanzung mit Selen wird allerdings nur ein geringer Teil des in Organen
vorhandenen Selens in Selenoproteinen gebunden. Besonders in Skelettmuskel liegt der
groBte Teil in anderer Form vor (Whanger und Butler, 1988). Es sollte also in Betracht
gezogen werden, dass auch niedermolekulare Verbindungen zu einer Erhohung des Typ 2
Diabetesrisiko beitragen konnen. Vor allem L-Selenomethionin und Selenhefe (mit einem
ebenfalls groBen L-Selenomethioninanteil) koénnen zu einer starken Erhohung der
Serumselenwerte fithren (Whanger und Butler, 1988; Burk et al., 2006; Rayman et al., 2008).
Eine Einflussnahme auf die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Hormonen ist durch die
niedermolekularen Selenverbindungen durchaus moglich, wie auch in dieser Arbeit fiir
Myoblasten und Myotuben gezeigt wurde. So konnen Selenverbindungen in vivo Thiole
oxidieren und damit die intrazelluldre Signaltransduktion modulieren (Mueller et al., 2009a;
Bosse et al.,, 2010) oder die T-Zellantwort modifizieren (Hoffmann et al., 2010). Da
Redoxreaktionen an allen wichtigen zelluldren Prozessen beteiligt sind, und auch die
Insulinsensitivitdt vom Thiolstatus der Zelle abhingig ist (Findeisen et al., 2011), muss in
Betracht gezogen werden, dass auch unabhédngig von der Induktion der Selenoproteine
niedermolekulare Selenverbindungen zur Pathogenese der Insulinresistenz beitragen kénnen.

AbschlieBend sollte angemerkt werden, dass unter Einbeziehung der epidemiologischen
Studien und der molekularbiologischen und der biochemischen Befunde, eine negative

Beeinflussung der Insulinsensitivdt und Insulinsekretion durch eine supraphysiologische
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Selensupplementation fiir moglich gehalten wird. Allerdings scheint es sehr
unwahrscheinlich, dass es allein durch eine verstarkte Aufnahme von Selen unterhalb der
tolerierbaren Aufnahmegrenze von 400 pg/Tag (Institute of Medicine, Food and Nutrition
Board 2000) bei gesunden Individuen zu der Auspriagung eines Typ 2 Diabetes kommen
kann. Insgesamt jedoch sollte Selen, trotz unbestreitbar positiver Effekte einer
Selensupplementation bei defizientem oder suboptimalem Selenstatus, als moglicher
Risikofaktor bei Individuen mit bereits ausreichender Selenversorgung und/oder

pradiabetischen Zustand angesehen werden.
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6 Zusammenfassung

Eine Supplementation der Nahrung mit dem essentiellen Spurenelement Selen ist weit
verbreitet. Die Induktion der Selenoproteine und die antioxidativen Eigenschaften des Selens
sollen prophylaktisch gegen Krebs und altersbedingte Erkrankungen schiitzen. Allerdings
zeigten epidemiologische Studien, dass eine Selensupplementation bei bereits gutem basalen
Selenstatus zu einem erhohtem Typ 2 Diabetesrisiko fithren kann. Im Typ 2 Diabetes ist die
Insulinsignaltransduktion in peripheren Geweben wie Skelettmuskel, Leber und Fettgewebe
gestort. Das fiihrt zu Insulinresistenz und einer Fehlregulation der Glucosehoméostase.
Deshalb wurde in dieser Arbeit in drei Modellen des Skelettmuskels der Einfluss von Selen
auf die Insulinsignaltransduktion erforscht.

(1) In L6-Myotuben wurde vorrangig die Fihigkeit niedermolekularer Selenverbindungen
untersucht, die Insulinsignaltranduktion zu beinflussen. Hierbei zeigte sich, dass die
Selen(+IV)-Verbindungen Selenit und Methylseleninsaure die Phosphorylierung der
insulinresponsiven Proteinkinase B (PKB) verzogern konnten. Auch die PKB-abhangige
Glucoseaufnahme und Phosphorylierung von FoxO-Transkriptionsfaktoren ~wurden
vermindert. Die Beeinflussung der Insulinsignaltransduktion konnte eine Folge verringerter
Produktion von ROS (Reactive Oxygen Species) sein, die durch Se(+IV)-Verbindungen
ebenfalls erniedrigt waren. Die Verminderung der intrazelluldaren ROS lasst sich durch eine
gesteigerte Aktivitit des Selenoenzyms Glutathionperoxidase (GPx) bei den Se(+IV)-
Verbindungen erkléren.

(2) Auch in humanen Skelettmuskelzellen waren durch Selenoprotein P die insulinabhéngige
Phosphorylierung der PKB und FoxO-Transkriptionsfaktoren —unterdriickt.  Die
Phosphorylierung der stressresponsiven Kinasen JNK und P38 sowie des metabolischen
Regulators AMP-Kinase wurden in Abhéangigkeit von SelP (Selenoprotein P) vermindert.
Zusatzlich wurde die Aktivierung des Zytokinsignalwegs durch SelP tiber Stat3 beobachtet.
Die Verstarkung der Genexpression von Egr-1 durch Insulin konnte durch SelP ebenfalls
inhibiert werden.

(3) In einem Tiermodell (Sus Scrofa) fiihrte eine hohe Selenzufuhr (0.5 mg/kg) zu einer
Steigerung der GPx-Aktivitat im Skelettmuskel, wahrend die Selenoproteingenexpression in
Skelettmuskel, Leber und viszeralem Fettgewebe bereits bei adidquater Selenzufuhr (0.17
mg/kg) gesittigt war. Durch die selenreiche Ernihrung wurde eine Hyperinsulindmie, eine
Gewichtszunahme und eine tendenzielle Erhohung der Plasmalipidwerte induziert. Diese

Veranderungen korrelierten auf molekularer Ebene im Fettgewebe mit einer verstdrkten
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Phosphorylierung der PKB und einer verminderten Phosphorylierung der AMP-Kinase, die zu
einer Induktion der Genexpression von SREBF1 fiihrte, einem regulatorischen
Transkriptionsfaktor der Lipogenese. In diesem Zusammenhang wurde im Skelettmuskel eine
Adaptation an Lipide als Energiequelle beobachtet. Die beobachtete Induktion von FoxO1
und PGC-1a im Skelettmuskel sind Merkmale einer gesteigerten Fettsaureoxidation, wahrend
die beobachtete Verringerung der Pyruvatkinase-Expression ein Anzeichen fiir eine
verminderte Glycolyse ist.

In den drei Modellen wurden verschiedene zellulare und physiologische Antworten auf eine
gesteigerte Selenversorgung beobachtet, die deutlich machen, dass Selenverbindungen in der
Lage sind, die Insulinsignaltransduktion und die metabolische Regulation zu beeinflussen.
Besonders Selenoprotein P war in vitro dazu in der Lage, insulinresistenzdhnliche Zustande
hervorzurufen, wéahrend niedermolekulare Selenverbindungen nur zu einer Verzogerung der
Insulinsignaltransduktion fithrten. Invivo fithrte die Selensupplementation zu einer
Hyperinsulinamie und Hyperlipidamie, Faktoren fiir die mogliche Auspragung -einer
Insulinresistenz, an die aber eine metabolische Anpassung stattgefunden hat. Damit kann ein
erhohter Selenstatus durchaus als Risikofaktor bei der Auspragung einer Insulinresistenz und

damit eines Typ 2 Diabetes angesehen werden.
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8.1 Primer

Tabelle 8.1. Real-Time PCR-Primer fiir Ratten-mRNA

Gen
GPx1
HPRT
Sel W
Desmin
Sel N
Glut 4
PDK4
Atrogin
PGC-1a

Forward Primer
cgacatcgaacccgatataga
gaccggttctgtcatcatgtcg
tcagtgccagtgagcccta
gatcaaccttccgatccaga
cgcggagaaactgacagg
tgcagtgcctgagtcttcttt
gagctgttctcccgctacag
gaagaccggctactgtggaa

gcagtcgcaacatgctca

Reverse primer
atgccttaggggttgctagg
acctggttcatcatcactaatcac
gacatttcagtccttcctgtcat
ttgctcagggcetggtttct
gggcttctatggtaagagtctcc
ccagtcactcgctgctga
agttctctcacaggcattttctg
atcaatcgcttgcggatct

gggtcatttggtgactctgg

Tabelle 8.2. Real-Time PCR-Primer fiir humane mRNA

Gen
DUSP1
EGR1
PRKCD
PDK4
SREBF1
HPRT1
ACTB
GPX1

Forward Primer
cgaggccattgacttcataga
agccctacgagcacctgac
tgaaccaagtcacccagaga
cagtgcaattggttaaaagctg
cgctcctccatcaatgaca
gaccagtcaacaggggacat
ccaaccgcgagaagatga

caaccagtttgggcatcag
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Reverse Primer
ctggcagtggacaaacacc
ggtttggctggggtaactg
aaccctgatatatcccaacagg
cagtgcaattggttaaaagctg
tgcgcaagacagcagattta
gtgtcaattatatcttccacaatcaag

ccagaggcgtacagggatag
gttcacctcgcacttctcg
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Tabelle 8.3. Real-Time PCR-Primer fiir Sus scrofa mRNA

Z
e

© 0N S Gl W DY =

10#
11
12#
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25#
26#
27#
28#
29#
30#
31
32

Sus Scrofa
Gen
HMGR

ADIPOQ
PNPLA2
ACTB
MLXIPL
CAT
DGAT
FOXO1
G6PC
GPX1
GSR
GAPDH
HMOX1
HNF4A
LIPE
SLC2A4
LEP
LPL
PPARG
PPARGCI1
PCK1
PTPN1
PDK4
PKM?2
Selenbpl
SEPHS2
SELK
SEPP1
SELS
SEPW1
SREBF1
SREBF2

Forward Primer
aaatgaccagaaattccacaca

gatgagcactgccaactcag
gccecttgcagcetgeccacaa
cccaaagccaaccgtgagaa
ttggaggggaattactggaa
gcgtgatggccccatgtgcet
ctgectggcetctgatggtcta
ggaggctctctcccatcat
gaatgggtccacatcgaca
gatatcgagcctgacatcgaa
cgagcgacccccagcectaca
cagcaatgcctcctgtacca
gcgaggtcacccgagaaggc
ctcctgcaggcetgaggtc
cactgctgacttcctgcgcgag
gtgggccattctcctcttg
gtcaccggtttggacttcat
ggcggttgaatttagctatcc
tgaagctccaggactaccaaa
tgaaagggccaagcagag
gatggttcagcctagggaca
agtcagaaggcgggtcgt
ctggctecctggttccccga
tggaaaagtgtgacgagaatgt
ttggaggaccaggagctaaa
ttaaccaaacccctaggaacc
caggaaacccccctagaagaa
agacagggtcactctgagaactg
gagaagctaagacagctcgaaga
tggtccttccctgatgttct

ggtctggctgacgaatgg
agctcttgaaaggcatcgac
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Reverse Primer
caacttttctttctctgtttatcctg

gtctcctaatgacactgaagacctc

gcaggtccgtgggctecatg
ccacgtacatggctggggtg
tagatgcgccacttgtggta
gccgaatgegtetgttcggga
gacgtcccggtaggagaac
tagaatgcacatccccgttt
gagggtccccacgttctt
gggcactctaggcactgcet
ggtacgccgcctgtggcaat
ccacgatgccgaagttgtc
gaggggegtgtagaccgggt
gtccccgttgattccagag
gatggcegggcegtgaactggaag
aagccgagatggggtagg
ggtccatcttggacaaactca
gtgggctccaaggcetgtat
aataataaggcggggacaca
ccaacataaatcacacgacgtt
gctacagcagaagggcaaaa
ctcctecttgggtggtgat
ttctgaaccgaagtccagcagcet
acatccaccaccttgcagat
tactcgtttccccttgacca
ttcaggattatccagccattg
ctcatccaccggcecattg
tttttctgtggaagagaaagttgt
acgctgtcccatctttcaat
aggcaaagaccaagggtgt
ccggctctccatagacaaag

caatcttcaggtccacgtca
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No.

33
34
35#
36
37
38
39

Sus Scrofa
Gen
SOD1

SOD2
TNRXD1
UcCPp2
UCP3
TNF

IL6

Forward Primer
ggccgceacaatggtggtccat

agcccggceggcetggaattct
gatttaacaagcgggtcatggt
agggacctcacccaatgtcgct
ccgtgggtececgegeacataa
gagccaccacgctcttctgecta

cactgatccagaccctgaggca

Reverse Primer
cacaggccaaacgacttccagca

gattcctgctcgagctgceacgc
caacctacattcacacacgttcct
aggtcggccttcaggagcgt
tttccgagtcggceggcaagt
acgtgggcgacgggcttatc
tccagcaggccggcatttgt

Mit # markierte Primer stammen von Zhou, J. C., Zhao, H., Li, J. G. et al (2009) J Nutr 139, 1061-1066.
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ACTB
AMPK
ALT
ApoER2
APS
ATP
BSA
BSO
cAMP
cDNA
Da
DCF
DHE
DIO
DMEM
DNA
dNTP
EDTA
Egr
EFSec
EGFP
Erk
FAK
FKS
FoxO
GLUT4
Gpx
GSH
GSK3
ste
HBSS
HDL
HOMA-IR
HPRT1
HRP
HSKMC
fe]€
IGF
InsR
IRS
JNK
KO
LB
LDL
M
MSeA
mTORC
MTT
MAPK
MKP-1

B-Aktin

AMP-aktivierte Proteinkinase
Alaninaminotransferase
Apolipoprotein E Rezeptor 2
Ammoniumperoxodisulfat
Adenosintriphosphat
Rinderserumalbumin
L-Buthioninsulfoximin

zyklisches Adenosinmonophosphat
komplementare DNA

Dalton

2’,7-Dichlorofluorescein
Dihydroethidium

Deiodinase

Dulbecco’s modified Eagle s medium
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynukleosidtriphosphat
Ethylendiamintetraacetat

Early Growth Response

Sec-specific eukaryotic elongation factor
Enhanced Green Fluorescent Protein
Extrazellular regulierte Kinase
Fokale Adhasionskinase

Fotales Kelberserum

forkhead box class O
Glucosetransporter 4
Glutathionperoxidase

Glutathion

Glycogensynthasekinase 3
Selenwasserstoff

Hank'’s Buffered Salt Solution

High Density Lipoprotein
homeostatic model assessment insulin resistance
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase
Meerrettichperoxidase

Humane Skelettmuskelzellen
Immunglobulin G

Insulin-like Growth Factor
Insulinrezeptor
Insulinrezeptorsubstrat

c-Jun N-terminale Kinase

Knockout

Luria-Bertani Medium

Low Density Lipoprotein

Molar

Methylseleninsaure

mammalian target of rapamycin
3-[4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5 diphenyltetrazoliumbromid
Mitogen aktivierte Phosphokinase
MAP-Kinase Phosphatase-1
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N328603
Na,SeO,
NADPH
NADH
NHANES
Nox

PBS
PCR
PDK1
PGC-1a

PI3K
PIP2
PIP3
PKA
PKB
PKC
PTP1B
PTEN
RIPA-Puffer
ROS
RNA
RNS
RPMI
RT-PCR
S.u.
SBP2
SDS
SDS-Page
Se
SeCys (U)
SECIS
SecS,
SELECT
SelN
SelP
SelW
SeMet
SOD
SPS
SREBF
STAT3
tRNA
TAE
TAG
TBS
TBST
Trx
TrxR
Tween
u.a
WMD

Natriumselenit

Natriumselenat
Nicotinamidadenindinucleotid-2’-phosphat
Nicotinamidadenindinucleotid

National Health and Nutrition Examination Survey
NADPH-Oxidase

phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion
Phospho-Inositid-dependent Kinase 1

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1
alpha

Phosphoinositid-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase C

Proteintyrosinphosphatase-1B

phosphatase und tensin homolog on chromosome 10
Radio Immuno Precipitation Assay-Puffer
reaktive Sauerstoffspezies

Ribonukleinsaure

Reaktive Stickstoff Spezies

Roswell Park Memorial Institute

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
siehe unten

SECIS binding protein 2

Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Selen

Selenocystein

Selenocystein-Insertionssequenz
Selenocystein-Synthase

Selenium und Vitamin E Cancer Prevention Trial
Selenoprotein N

Selenoprotein P

Selenoprotein W

L-Selenomethionin

Superoxiddismutase

Selenophosphat-Synthetase

Sterol Regulatory Binding Faktor

Signal transducer and activator of transcription 3
Transfer-RNA

Tris-Acetat-EDTA

Triacylglyzeride

tris buffered saline

TBS + Tween-20

Thioredoxin

Thioredoxinreduktase
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

Unter anderem

White muscle disease
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