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New Human Selenoproteins: Selenoprotein P and Thioredoxin Reductase

N. Schütze1, Ingeborg Dreher1, F. Jakob1 und J. Köhrle1·2

Zusammenfassung: Selen ist ein essentielles Spu-
renelement. In den letzten Jahren sind 14 selenocy-
steinhaltige sogenannte Selenoproteine identifiziert
und teilweise, funktionell charakterisiert worden, die in
endokrinen Organen, im Zentralnervensystem und an-
deren Geweben exprimiert werden. Obwohl ihre Funk-
tion und Bedeutung erst teilweise entschlüsselt werden
konnte, spielen sie offenbar eine bedeutende Rolle in
Entwicklung, Wachstum und Differenzierung. Zu die-
sen neuen Selenoproteinen gehören Selenoprotein P
und die Thioredoxin-Reduktase. Selenoprotein P ist
ein stark glykosyliertes Plasmaprotein noch unbekann-
ter Funktion, das hauptsächlich von der Leber sezer-
niert wird und bis zu 70% des Plasmaselens enthält.
Die Thioredoxin-Reduktase repräsentiert ein NADPH-
abhängiges Flavoprotein mit zentraler Bedeutung für
den Redoxhaushalt der Zelle. Vermittelt durch das
Substrat Thioredoxin ist die.Thioredoxin-Reduktase an
der Proteinfaltung und der Modulation der Aktivität
von Transkriptionsfaktoren beteiligt. Somit beeinflußt
die Thioredoxin-Reduktase Zell-Wachstum, -Differen-
zierung und -Protektion und könnte an Prozessen der
Tumorentstehung beteiligt sein. Nach weis verfahren
für die Selenoproteine Selenoprotein P und Thioredo-
xin-Reduktase könnten für die Aufklärung eines Zu-
sammenhangs zwischen Selenstatus und biologischer
Funktion hilfreich sein.

Schlüsselwörter: Selen/Stoffwechsel; Selenocystein;
Selenoproteine; Thioredoxin-Reduktase; Transkripti-
onsfaktoren. _ _ _ _ _

Summary: Selenium is an essential trace element. In
the recent years, 14 proteins containing selenocysteine
have been identified and partially characterised frorri
endocrine organs, the CNS äs well äs other tissues.
Although their function and relevance only has been
elucidated in part, they obvipusly play an important
role in development, growth and differentiation. Se-
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lenoprotein P and thioredoxin reductase belong to
these new selerioproteins. Selenoprotein P is a highly
glycosylated plasma protein with unknown function
which is mainly synthesised in liver and contains up to
70% of total plasma selenium. Thioredoxin reductase
represents a NADPH dependent flavoprotein which
plays a central role for the redox balance of cells. To-
gether with the Substrate thioredoxin it is involved in
protein folding and modulation of activity of tran-
scription factors. Thereby, TRR affects alteratiqns of
cell growth, differentiation, and protection and could
take part in processes relevant to tumor formation.
Assay Systems for the detection of the selenoproteins
Selenoprotein P and .thioredoxin reductase couid be
helpful for the elucidation of links between the seleni-
um Status and biological function.

Keywords: Selenium/metabolism; Selenocysteine;
Selenoproteins; Thioredoxin Reductase; Transcription
Factors.

Zur Gruppe der Selenoproteine gehören Selen-bin-
dende Proteine, die Selen als lösliche Komponente

aufweisen, sowie Proteine, die kovalent gebundenes
Selen in Form der Aminosäuren Selenomethionin oder
Selenocystein enthalten. Während Selenomethionin
abhängig vom nutritiven Selenangebot nur zufallig,
anstelle von Methionin, ins Protein eingebaut wird,
folgt die Selenocystein-Insertion einem einzigartigen
Mechanismus, der für Prokaryonten vollständig aufge-
klärt wurde, für Eukaryonten zum Teil noch unbekannt
ist [Übersichtsartikel 1-3]: Kennzeichnend für den
Einbau von Selenocystein ins Protein liegt in der
mRNA ein UGA-Codon im Leserahmen vor, das nor-
malerweise ein Opal-Stop-Codon darstellt. In Verbin-
dung mit einer Sekundärstruktur im 3'-Bereich der
mRNA, dem sogenannten SECIS-Element („selenocy-
steine insertion sequence"), kommt es jedoch zur In-
sertion von Selenocystein und nicht zum Kettenab-
bruch. Dazu wird eine spezielle tRNASec, das Produkt
des selC-Gens, zunächst mit Serin beladen. Die Se-
lenocystein-Synthase (SelA) modifiziert Serin an-
schließend zum Selenocystein. Als Selen-Donor wird
Selenophosphat benötigt, das durch die ATP-abhängi-
ge Aktivierung von Selenid durch die Selenophosphat-
Synthetase (SelD) synthetisiert wird. Ein spezieller
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Tabelle 1 Eukaryontische Selenocysteln-haltige Proteine

Selenoproteln Funktion, Bildungsort Referenz

Glatathlon Peroxidasen
cGPx
pGPx
GI-GPx
PHGPx
Deiodase-lsoenzyme
Typ l 5'-Deiodase
Typ II 5'-Deiodase
Typ III 5-Deiodase

Selenoproteine P
SeP 10
SeP 12
TRR
SPS2
Selenoproteine unbekannter
Selenoprotein W
Selenoprotein p15
Selenoprotein
Selenoprotein PES
Selenoprotein

H202-Degradation, ubiquitär
HaCVDegradation, Niere
H202-Degradation, Gastrointestinaltrakt
Phospholipid-, und Cholesterol-, Hydroperoxid-Abbau

8,9]
10, 11]
:12] '
IS, 14]

T4 + ESe- -» T3+ ESel [15-17]
T4 + ESe~ -» T3+ESel ? [18]
T4+ ESe- -> rT3+ ESe-+ |- ? [19-20]

Leber und andere Gewebe · [23]
Gehirn
Reduktion von Thioredoxin und anderen Substraten
Selenophosphat-Synthese

[24]
'21, 22]
[7]

Funktion
Muskel
Schilddrüse, Nebenschilddrüse, Prostata-Zellen
Hoden, Spermatozoen
Prostata
verschiedene Gewebe

[25]
:26]
'27]
28]
:29]

Elongationsfaktor (SelB) beliefert dann das translatie-
rende Ribosom mit der Selenocysteyl-tRNAScc. Eu-
karyontische Homologe zu SelB und SelA wurden
noch nicht identifiziert. Dagegen ist das selC-Gen im
Tierreich ubiquitär verbreitet [4]. Entsprechende
Knockout-Mäuse zeigten Lethalität bereits im frühen
Embryonalstadium, wogegen Heterozygote keinen
Phänotyp aufwiesen [5]. Nach der Identifizierung der
humanen Selenophosphat-Synthetase (SelD) [6],
wurde kürzlich eine zweite Isoform (SPS2) beschrie-
ben, die selbst ein Selenoprotein ist. Die Existenz
eines Selenocysteinrests im aktiven Zentrum von SPS2
erlaubt damit eine Selen-abhängige Autoregulation der
Selenoproteinsynthese [7].

Neben SPS2 wurden in den vergangenen Jahren
eine Reihe eukaryontischer Selenoproteine identifi-
ziert, die in Tabelle l aufgeführt sind. In Proteinen be-
kannter Funktion liegt Selenocystein jeweils im akti-
ven Zentrum vor und ist maßgeblich an der Katalyse
von Redox-Reaktionen beteiligt. Die Gruppe der Se-
lenoproteine mit bekannter enzymatischer Aktivität
umfaßt neben SPS2 die Glutathionperoxidasen, die
Deiodasen, sowie die Thioredoxin-Reduktase.

Die Glutathionperoxidasen sind eine Familie Se-
lenocysteyl-haltiger Enzyme, die mit · reduziertem
Glutathion als Kofaktor Peroxide abbauen und damit
die Zelle vor reaktiven Sauerstoffintermediaten schüt-
zen. Bisher wurden vier genetisch verschiedene Mit-
glieder identifiziert, die sich hinsichtlich ihrer Gewe-

Nicht standardisierte Abkürzungen: PCS, fetales Kälberserum;
SeP, Selenoprotein P; T3, S.S.S'-Triiod-L-Thyronin; T4, L-Thyroxin;
TRR, Thioredoxin-Reduktase; Trx, Thioredoxin.

beverteilung, Wirkort und Substratspezifität unter-
scheiden [8-14].

Eine weitere Selenoenzymfämilie sind die Deioda-
se-Isozyme, die eine Schlüsselrolle bei der Aktivie-
rung und Inaktivierung von Schilddrüsenhormonen
spielen. Die beiden 5'-Deiodase-Isoenzyme Typ I und
Typ II, die die Deiodierung von L-Thyroxin (T4) zum
thyromimetisch aktiven 3,5,3'-Triiod-L-Thyronin (T3),
sowie die 5-Deiodase, die die Inaktivierung von T3
und T4 katalysiert, lassen sich ebenfalls durch ihre
Substratpräferenz, Gewebeverteilung und Regulation
unterscheiden [15-20].

Die Funktion des Flavoproteins Thioredoxin-Re-
duktase als zentraler Redox-Regulator war bereits
lange Zeit bekannt. Erst vor kurzem wurde jedoch ent-
deckt, daß die Thioredoxin-Reduktase ebenfalls ein
Selenoprotein ist, und daß der enthaltene Selenocy-
steinrest essentiell für die enzymatische Aktivität des
Proteins ist [21? 22]. Ebenfalls ein neu-kloniertes Se-
lenoprotein ist das Plasmaprotein Selenoprotein P, das
bis zu zehn, eine Isoform im Rind sogar zwölf Seleno-
cysteyl-Reste enthalten kann und dessen Funktion
nach wie vor .unklar ist [23, 24]. Darüber hinaus wur-
den in verschiedenen Geweben weitere Selenoproteine
beschrieben, deren physiologische Bedeutung eben-
falls unbekannt ist [25-29].

Selenoprotein P

Bis zu 70% des Plasmaselens von Mensch und Ratte
sind in Selenoprotein P (SeP), einem stark glykosy-
lierten, Histidin- und Cystein-reichen Plasmaprotein
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enthalten [30]. Das 57 kDa-Protein wurde ursprüng-
lich aus Rattenplasma, nachfolgend auch aus huma- ·
nem Plasma isoliert [31,32] und wird hauptsächlich
von der Leber sezerniert [23]. Ein breites Verteilungs-
muster im Northern Blot läßt jedoch auch in den mei-
sten anderen Geweben die Expression von SeP vermu-
ten [33]. In der SeP-mRNA von Mensch und Ratte fin- ·
den sich zehn UGA-Codons, die zusammen mit zwei
SECIS-Elementen im 3'-untranslatierten Bereich für
den Einbau von zehn Selenocysteinresten codieren.
Bei Isolierung des Proteins aus Rattenplasma konnten
jedoch nur 7-8 Selenatome pro SeP-Molekül gefunden
werden [34-36]. Diese Diskrepanz konnte bisher noch
nicht zweifelsfrei geklärt werden. Möglicherweise
werden einige der UGA-Codons, die für Selenocystein
codieren, während der Translation als Stop-Codons in-
terpretiert, so daß ein Abbruch der entstehenden Pro-
teinkette erfolgt. Entsprechendes wurde in der Ratte
für das zweite der zehn UGA-Codons bereits beschrie-
ben, wodurch die Existenz multipler Isoformen im
Rattenplasma, die sich auch hinsichtlich des Glykosy-
lierungsgrades unterschieden, erklärt wurde [37].
Neben dem SeP-Gen der Ratte und dem humanen Gen,
das kürzlich auf Chromosom 5q31 lokalisiert wurde
[38], wurden eng verwandte Gene von SeP auch in
Nagern und im Rind gefunden [39, 24]. Im bovinen
Gehirn wurde zusätzlich zum „klassischen" SeP auch
das Gen für ein Selenoprotein mit zwölf Selenocy-
steinresten kloniert und charakterisiert [24].

Außer einer verminderten Synthese von SeP unter
Selenmangel gab es lange Zeit keinen Hinweis auf die
biologische Regulation der SeP-Genexpression. Die
Klonierung des humanen Selenopfotein P-Promotors
erlaubte die funktioneile Analyse der SeP-Expression
auf molekularer Ebene. Konstruktion von SeP-Promo-
tor-Luciferase-Reportergenkonstrukten und deren tran-
siente Transfektion in HepG2-Leber- und CaCo2-Co-
lonkarzinomzellen ergab eine Hemmung der SeP-Pro-
motoraktivität durch Behandlung der Zellen mit den
proinflammatorischen Cytokinen Interleukin-lß, Inter-
feron und Tumor Nekrose Faktor a[40]. Damit ein-
hergehend nahm in HepG2-ZelIen im Northern Blot
die SeP-Transkriptmenge, sowie, analysiert durch
Markierung der Zellen mit 75Se, auch die Proteinmen-
ge nach Cytokinbehandlung ab (unsere unveröffent-
lichten Daten). Offensichtlich wird unter Akut-Phase-
Reaktion, hier simuliert durch die Cytokinbehandlung,
die SeP-Expression negativ reguliert. Die verringerte
Expression und Sekretion von SeP unter Akut-Phase-
Bedingungen könnte eine mögliche Erklärung für die
beobachteten niedrigen SerumrSelenspiegel bei einer
Reihe von akuten und chronischen Erkrankungen bie-
ten [41,42]. In gesunden Individuen ergab sich mit der
Verfügbarkeit eines Radioirnmunoassays für humanes
SeP eine hohe Korrelation der SeP-Konzentration zum
Serum-Selenspiegel [43, 44], wodurch SeP als diagno-
stisch relevanter Indikator für den Selenstatus eines
Individuums dienen kann.

Die biologische Funktion von SeP ist trotz verschie-
dener Hinweise noch weitgehend ungeklärt. Ursprüng-

lich wurde wegen des hohen Selengehalts eine Selen-
transport- oder Speicherfunktion angenommen |45].
Dagegen spricht jedoch, daß SeP in der Hierarchie der
Selenoproteine eine gehobene Stellung einnimmt, d. h.
unter Selenmangel gegenüber anderen Selenoproteinen
bevorzugt mit Selen versorgt wird. Zudem macht die
im Northern Blot beobachtete breite Gewebeverteilung
eine Funktipn als Selentransportprotein unwahrschein-
lich [46, 47, 33]. Am wahrscheinlichsten ist wohl eine
antioxidative Schutzfunktion, da in SeP neben 10 Se-
lenocysteinresten 17 Cysteinreste vorliegen, die das
Protein für den Einsatz in Redox-Reaktionen prädesti-
nieren. Burk et al. konnten zeigen, daß beim Vergleich
zwischen SeP und anderen Selenocystein-haltigen zel-
lulären Schutzenzymen die Prävention vor Diquat in-
duzierter Lebernekrose *in Selen-defizienten Ratten
nach Selen-Repletion am besten mit der SeP-Konzen-
tration korrelierte [48]. Dieser Befund ist kompatibel
mit der Tatsache, daß Diquat die Plasmamembran der
Hepatocyten oxidativ schädigt und eine Bindung von
SeP an Plasmamembranen beobachtet wurde [49]. Al-
lerdings kann nicht ausgeschlossen werden, daß in der
entsprechenden Untersuchung noch nicht charakteri-
sierte Selen Verbindungen für die beobachteten Se-
leneffekte verantwortlich sind oder die Änderung der
SeP-Expression lediglich einen Indikator für das Maß
der beobachteten Leberschädigung darstellt. Immunhi-
stochemische Untersuchungen ergaben eine Bindung
von SeP an Endothelzellen, die von den Autoren als
Schutzfunktion von SeP am Endothel interpretiert
wurde [50]. Allerdings zeigt SeP generell Heparinbin-
dungseigenschaft, wodurch eine Bindung ans Endothel
nicht weiter überrascht. Des weiteren wurde die Bin-
dung von Hg-Se-Komplexen an SeP beschrieben, wes-
halb eine Rolle von SeP in der Schwermetall-Detoxifi-
kation diskutiert wurde [51].
Obwohl die Funktion von SeP also noch nicht absch-
ließend geklärt werden konnte, bietet die Analyse der
SeP-Konzentration im Serum aufgrund des hohen Se-
lengehaltes des Proteins einen guten integrativen Para-
meter der Selenversorgung eines Individuums. Aller-
dings zeigten Antikörper-basierende Verfahren, daß
die Analytik von SeP aufgrund seiner Glykoproteinna-
tur und der Existenz trunkierter Formen nicht ganz un-
problematisch ist [52].

Das menschliche Selenoprotein
Thioredoxin-Reduktase

Die Thioredoxin-Reduktase (TRR) aus E. coü, Hefe,
Ratte, Affe und Mensch ist intensiv auf Proteinebene
untersucht worden [53]. Danach gehört die TRR zur
Gruppe der NADPH-abhängigen Disulfid-Oxidore-
duktasen und repräsentiert ein FAD-haltiges Flavopro-
tein, welches das Substrat Thioredoxin aber in vitro
auch andere Substrate wie Vitamine und Pharmaka re-
duziert. Kürzlich wurde die humane TRR durch die
Arbeitsgruppe Gasdaska et al. (1995) aus Lungen-
Adenokarzinomzellen kloniert [54]. In der Folge
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Abbildung 1 Modell der TRR-Funklion
am Beispiel Osteoblast: Die mRNA-
Menge der Thioredoxin-Reduktase
(TRR) wird durch Vitamin D
(1,25(OH)2-D3), Serum (PCS), Wachs-
lumsfaktoren und Zytokine verändert.
Dadurch kommt es zu Veränderungen
im TRR-Proteingehalt. Aufgabe des
Proteins ist die Reduktion von oxidier-
tem Thioredoxin (Trx). Dieses Substrat
ist dann in der Lage, exponierte Disul-
fidbrücken in Zielproteinen zu spalten
und somit freie SH-Gruppen zu gene-
rieren, die oftmals wichtige Bedeutung
für Struktur und/oder Funktion des Pro-
teins haben. Letztendlich wird durch
TRR die Proteinfaltung und die Aktivität
von Transkriptionsfaktoren moduliert.

Modell der TRR Funktion am Beispiel Osteoblast

- · .. l aktivierte Zielproteine|

N—f—-. . t t Trx. red.—> o

TRR
Protein

Funktion von TRR:
Proteinfaltung
Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren
Rolle im Redoxhaushalt

wurde die humane TRR durch Inkorporation von
75Selen sowie durch Proteinanalyse als ein Selenopro-
tein mit Selenocystein nahe dem C-Terminus identifi-
ziert [21, 22, 55]. Die Inkorporation des Selenocy-
steins in die humane TRR scheint dem bekannten Me-
chanismus bei Eukaryonten zu folgen [56]. Es gibt
Hinweise darauf, daß die Anwesenheit dieses Seleno-
cysteins für die TRR-Enzymaktivität Voraussetzung
ist. Eine neue humane Oxidoreduktase, KDRF, [57]
stellte sich als identisch zur TRR heraus [56].

Das TRR/Thioredoxin (Trx) System spielt eine
wichtige Rolle bei der Proteinfaltung [58] sowie der
Modulation des Redoxhaushaltes der Zelle [59, 60]
und ist an der Aktivierung der ubiquitär exprimierten
Transkriptionsfaktoren NF- und AP-1 beteiligt [61,
62]. Möglicherweise sind auch weitere Transkriptions-
faktoren Zielproteine der menschlichen TRR wie z. B
p53, dessen Aktivität in Saccharomyces cerevisae über
Reduktion aktiver Disulfide moduliert wird [63]. Die
Wirkung des TRR/Trx Systems auf die Genxexpressi-
on via Redox-abhängiger Faktoren repräsentiert also
einen generellen Mechanismus, der bisher jedoch nur
unvollständig aufgeklärt ist. Thioredoxin selbst wird
auch als „adult T-cell leukemia-derived factor" eine.
Rolle als potenter Wachstumsfaktor zugeschrieben
[64].

Die Regulation der TRR-Expression ist bislang nur
ungenügend verstanden. Die TRR mRNA-Gehalte wer-
den auf der Ebene der Neusynthese nicht durch Selen
reguliert; jedoch wurde eine Erhöhung der Halbwerts-
zeit der TRR mRNA durch allerdings hohe Selen-Kon-
zentrationen in HT29 Colon-Karzinom Zellen gefun-
den [65]. Experimente in Zellinien ergaben variable
Stimulationen der TRR-Enzymaktivität zwischen 2-
und 60fach im Konzentrationsbereich von 0,1 bis
1 1/1 Selenit [65-68]. Dies legt einen Zusammen-
hang zwischen Selenstatus und funktioneller TRR-
Enzymaktivität im Organismus nahe. Genereil wird aus

Tumorzellinien bzw. aus Tumorgewebe verglichen mit
Normalgewebe eine höhere TRR-Expression berichtet
[58, 65]. Gleichfalls wird oftmals eine Überexpression
des Trx bei Karzinomen beobachtet ([69]. Offenbar hat
das TRR/Trx System eine Bedeutung für Zellwachs-
tum, -Differenzierung, -Protektion und könnte an Pro-
zessen der Tumorentstehung beteiligt sein. Dieser Zu-
sammenhang wird auch durch den Nachweis von Au-
toimmunantikörpern bei einem Patienten mit Ovarial-
karziom unterstrichen [70]. Somit könnte eine Dys-
regulation der TRR-Expression über die Trx-abhängige
Redox-modulierende Genexpression mit der Tumor-
entstehung verknüpft sein. Aus diesem Grund stellen
Inhibitoren der TRR potentielle Wirksubstanzen in der
Therapie solider Tumoren dar [71, 72].

Möglicherweise kann die TRR auch sezerniert wer-
den, zumal aus Zellkulturmedium im Western-Blot ein
spezifisches Signal mit einem TRR-Antiserum doku-
mentiert wurde [57] und aus Zellkulturüberstand TRR-
Enzymaktivität nachweisbar ist (unsere unpublizierten
Ergebnisse). Allerdings bleibt die Regulation der Se-
kretion der TRR zu klären, da spezifische Signalse-
quenzen zur Sekretion nicht bekannt sind.

Wir haben die TRR als 1,25(OH)2-D3 responsives
Gen in humanen Osteoblasten mit Hilfe von Differen-
tial Display PCR (ddPCR) identifiziert und kloniert
[67]. Die TRR mRNA-Menge und Aktivität wurde
durch FCS erhöht.'Die Aktivität des Selenoproteins
TRR war in hFOB-Zellen [67] wie auch in anderen
Zelltypen [65, 66] vom Selenstatus abhängig. Zudem
wurde die TRR-Enzymaktivität durch 1,25(OH)2-D3
nur unter Bedingungen der Selen-Supplementation
(Supplementation des Zellkulturmediums mit 100
nmol/1 Natriumselenit) nicht aber unter Selen-defizien-
ten Bedingungen (Zellulturmedium mit 10% FCS) er-
höht. Diese neuen Befunde weisen auf einen Zusam-
menhang zwischen adäquater Versorgung mit dem
Spurenelement Selen und der Wirkung von 1,25(OH)2-
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Da auf differenzierte Osteoblasten hin. Die Regulation
der TRR durch 1,25(OH)2-D3 konnte von uns auch in
einem zweiten l,25(OH)2-D3-responsiven Zellkultur-
system (Monozyten) nachgewiesen werden. Sowohl in
menschlichen peripheren Blut-Monozyten als auch in
der Zellinie THP-1 war die TRR-mRNA-Menge als
auch die TRR-Enzymaktivität durch die 1,25(OH)2-
Ds-Behandlung erhöht [68].

Zur Zeit kann noch nicht abgeschätzt werden, wann
sensitive Nach weis verfahren zur Bestimmung der
TRR aus Körperflüssigkeiten zur Verfügung stehen.
Da es Hinweise auf die Existenz von alternativen
TRR-Formen gibt, könnte die Etablierung dieser As-
says möglicherweise noch erschwert werden. Zusam-
menfassend stellt das TRR/Trx-System ein ubiquitäres
Enzymsystem mit zentraler Bedeutung für den Redox-
haushalt der Zelle dar. Selen, aber auch andere Fakto-
ren können via TRR direkt oder über Trx die Aktivität
wichtiger Transkriptionsfaktoren modulieren und
somit die Transkription regulieren.
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