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1.   E I N L E I T U N G 

 

Körperliche Gesundheit ist zu einem großen Teil abhängig von dem, was wir mit der Nahrung 

aufnehmen und unserem Organismus als Baustein zur Verfügung stellen. Wichtige Funk-

tionen erfüllen Vitamine und Spurenelemente mit antioxidativer Wirkung. Vertreter dieser 

Gruppe sind unter anderem Vitamin C und E, �-Carotene, Phenole und Metalle wie Selen. Sie 

wirken als Co-Faktoren enzymatischer Reaktionen oder schützen durch Neutralisierung von 

freien Radikalen die DNA und das Redoxpotenzial von Zellen und Membranen. Mangel an 

diesen Substanzen führt, je nach Schweregrad und Kompensationsmöglichkeit, zu spezi-

fischer Symptomatik und zeigte sich in epidemiologischen Studien als erhöhtes Risiko für 

maligne Tumore des Magen-Darm-Traktes, der Lunge, der Mamma und der Prostata. Selen 

nimmt eine Sonderstellung ein und hat, gemäß neuerer Erkenntnisse, neben seiner Funktion 

als Radikalfänger auch die Fähigkeiten, auf DNA-Reparatur und Apoptoseverhalten 

einzuwirken (Brash et Havre, 2002). 

 

 

 

1.1. Das Spurenelement Selen 

 

 

1.1.1. Allgemeine Informationen 

 

Selen gilt heute als lebenswichtiger Bestandteil unserer Nahrung. Das Spurenelement wurde 

bereits 1817 von dem Chemiker Berzelius entdeckt. Über lange Zeit stand jedoch die 

Toxizität im Vordergrund. Seine Rehabilitation erfolgte erst 1957, als die essentielle 

Bedeutung für Säugetiere bewiesen werden konnte (Schwarz und Foltz, 1957). 

Forschungsarbeiten der letzten Jahre konnten eine antioxidative und tumorprotektive Wirkung 

zeigen und lassen auf prophylaktischen und therapeutischen Nutzen von Selen hoffen. 

 

Selen wird über die Nahrung aufgenommen. Fleisch, Fisch und Getreideprodukte sind dabei 

die Hauptquellen (Rayman, 2000). Die empfohlene Tagesmenge definiert sich am Aktivitäts-

maximum der plasmatischen Glutathionperoxidase. Laut der Deutschen Gesellschaft für 

Ernährung beträgt sie 1 �g/kg/d, der amerikanische RDI (recommended dietary intake) sieht 
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55 �g/d vor (Gaßmann et al., 2000). Der Plasmaspiegel sollte optimal bei 95 �g/l liegen 

(Thomson et al., 1993). Die durchschnittliche Aufnahme mit der Nahrung ist, da abhängig 

von der Anreicherung im Boden, starken regionalen Schwankungen unterworfen. Europäische 

Länder liegen meist weit unter dem empfohlenen Bereich - die täglich konsumierte Menge in 

Deutschland liegt bei 35 �g/d. Extrem selenarme Gegenden, in denen es ohne entsprechende 

Substitution zu gravierenden Mangelerscheinungen kommt, befinden sich in China und im 

Kongo bzw. ehemaligen Zaire (Rayman, 2000). 

 

 

1.1.2. Verstoffwechselung und molekularer Wirkmechanismus 

 

Selen kann in anorganischer Form als Selenit oder Selenat vorliegen. Biologisch wichtiger 

sind jedoch seine organischen Verbindungen Selenomethionin und vor allem Selenocystein, 

das als 21. Aminosäure mit eigener DNA-Codierung im Körper einen Bestandteil enzymaler 

Proteine darstellt (Forth et al., 1998).  

 

Der Wirkmechanismus von Selen auf zellulärer Ebene erfolgt über die Bildung verschiedener 

Metabolite. Durch den Austausch von Schwefel in der Aminosäure Cystein gegen Selen 

entsteht das weitaus reaktionsfähigere Selenocystein (Thanbichler und Böck, 2001). Diese 

Verbindung befindet sich im katalytischen Zentrum verschiedener Enzyme zur Neutrali-

sierung reaktiver Sauerstoffspezies oder Regeneration oxidierter Stoffwechselprodukte 

(Flohé, 1997). Nach Oxidation wird die Selengruppe unter Verbrauch von zwei Gluthation-

molekülen (GSH) wieder reduziert. Dies geschieht über die Bildung eines Selenodisulfids mit 

einem Glutathion, R-SeOH wird zu R-Se-SG reduziert. Ein zweites GSH regeneriert den 

Selenrest unter GS-SG-Bildung. GSSG wird anschließend durch NADPH, ein Coenzym aus 

dem Pentosephosphatweg, wieder in zwei GSH-Moleküle überführt  (Forth et al., 1998). 

 

Der Einbau von Selenocystein in seine Zielstrukturen weist einige Besonderheiten gegenüber 

dem bekannten Mechanismus der Proteinbiosynthese auf. Cotranslational wird aktiviertes 

Selen (Monoselenphosphat) auf eine spezifische, mit Cystein beladene tRNA übertragen, 

deren Anticodon UGA eigentlich als Stopp-Codon fungiert. Der Elongationsfaktor (EFsec) 

und das Protein SBP2, das eine definierte Struktur außerhalb des Leserasters bindet, 

vermitteln daraufhin den Translationsprozess. Abhängig von der Selenverfügbarkeit kommt 
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es zum Einbau der Aminosäure oder zum Kettenabbruch. (Thanbichler und Böck, 2001; 

Tujebajeva et al., 2000) 

 

 

 

 
 

Abbildung 1. Cotranslationaler Einbau von Selenocystein während der Proteinbiosynthese. 

 
 

1.1.3 Bedeutung für den Organismus 
 
 
Selen entfaltet seine antioxidative Wirkung im katalytischen Zentrum der so genannten 

Selenoenzyme. Flohé et al. (1973) entdeckten es als Bestandteil der Glutathionperoxidase 

(GPx), ebenso stellten sich die Typ-I-Dejodinase (Behne et al., 1990; Arthur et al., 1990) und 

Thioredoxinreduktase (TRx) (Tamura und Stadtman, 1996) als selenocysteinhaltig heraus. 

Mittels elektrophoretischer Auftrennung von 75Se-markierten Proteinen ließ sich die Anzahl 

der verschiedenen Selenoproteine im menschlichen Organismus auf 30-50 schätzen (Behne et 

al., 1989). Nur wenige davon sind bisher charakterisiert. 

 

Die Glutathionperoxidase existiert in vier verschiedenen Isoformen (cytosolische-, 

plasmatische-, gastrointestinale- und Phospholipid-Hydroperoxid-GPx), die gewebespezifisch 

exprimiert werden. Durch die Detoxifikation reaktiver Sauerstoffradikale und Lipidperoxide 

schützt das Enzym Zellen und deren Membranen vor oxidativem Stress. Von Bedeutung ist 

die GPx  auch für die Regeneration von NADPH über den Pentosephosphat. NADPH dient 

zum einen der Stabilisierung des Redoxpotentials in Erythrocyten und ist zum anderen in 

reduktive, metabolische Prozesse, wie die Prostaglandin- und Steroidsynthese (Köhrle et al., 

2000) involviert.  
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Auch die Thioredoxinreduktase funktioniert über Aufrechterhaltung des Redox-Potenzials. 

Hierbei wirkt sie speziell im Zellkern zum Schutz der DNA. Weiterhin werden korrekte 

Proteinfaltung sowie Protein-/DNA-Interaktionen ermöglicht (Wu et al., 1996). Auch bei der 

Bindung von Transkriptionsfaktoren, wie NF�B, oder Hormonen an die DNA spielt die TRx 

eine wichtige Rolle (Mitomo et al., 1994). Durch Expression in Monocyten und Makrophagen 

zur Verminderung von oxidativem Stress, während deren Aktivierung und Phagocytose, 

kommt dem Enzym eine entscheidende Bedeutung im Immunsystem zu (Ebert-Dümig et al., 

1999). 

 

Selenoprotein P scheint durch seine hohe Selenbindungsfähigkeit als Transportprotein zu 

agieren. Ferner wird eine extrazelluläre, antioxidative Wirkung, vor allem auf Endothelzellen 

vermutet. (Schütze et al., 1998)   

 

Ein Ausfall dieser Funktionen führt zu spezifischen Krankheitsbildern. In Mangelgebieten 

von China wurde eine endemische Kardiomyopathie, die Keshan-Krankheit, diagnostiziert. 

Als Ursache wird ein normalerweise harmloses Coxsackie-Virus diskutiert, das unter 

Selenmangel zu einer pathogenen Variante mutiert (Ge et al., 1993; Beck et al., 1995). 

Ebenso wird Selenmangel dort für das Entstehen von Kashin-Beck, einer Osteoarthropathie, 

verantwortlich gemacht (Yang et al., 1993).  

 

Es zeigte sich in Studien, dass eine Erhöhung der Selenaufnahme mit der Nahrung zur 

Optimierung verschiedener Systeme im Organismus führen kann. Das Immunsystem kann 

beispielsweise hiervon profitieren. Selen fördert die Proliferation von aktivierten T-Lympho-

cyten, natürlichen Killerzellen und deren Expression von Il-2 Rezeptoren (Kiremidjian et al., 

1994). Der Selenbedarf scheint bei aktivierter Abwehr erhöht, da unter diesen Umständen in 

immunkompetenten Zellen eine vermehrte Expression der Selenophosphatsynthetase 

gemessen werden kann (Giumaraes et al., 1996). Besondere Bedeutung kommt dem Spuren-

element auch bei HIV-Infektion vor. Studien belegten einen parallel zur T4-Zell-Abnahme 

sinkenden Plasmaspiegel (Look et al., 1997). Darüber hinaus wirkt Selen, durch die redox-

abhängige Verminderung intrazellulärer TNF-�- und NF�B-Spiegel, in vitro antireplikativ auf 

das Virus (Hori et al., 1997). 
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Mehrere große epidemiologische Studien bewiesen eine inverse Korrelation zwischen 

Tumorsterblichkeit und durchschnittlicher Selenaufnahme, beziehungsweise der Höhe des 

Plasmaspiegels (Shamberger und Frost, 1969; Combs et al., 1998; Yu et al., 1997). In 

klinischen Untersuchungen an Mensch und Tier zeigte sich, dass die tumorpäventive Wirkung 

von Selen in zwei Phasen abläuft. Durch Beseitigung eines Defizits wird die Aktivität 

antioxidativer Enzyme gesteigert. Doch auch nach Selengaben, die höher sind als zu deren 

Sättigung nötig wäre, können Individuen noch davon profitieren. Es werden hierfür andere 

Mechanismen diskutiert, wie der hemmende Einfluss höherer Dosen auf Zellzyklus und   

Zellwachstum, sowie eine apoptosebegünstigende Wirkung (Ganther, 1999). Seo et al. (2002) 

entdeckten, dass Selenomethionin über ein reduziertes Substrat (Ref-1) zur Aktivierung von 

p53 führt, das in diesem Fall, nicht wie im Allgemeinen bekannt, Apoptose, sondern einen 

Reparaturmechanismus der DNA induziert (siehe Abbildung 2). 

 

Weitere Vorteile einer ausreichenden Selensubstitution zeigten sich in der Intensivmedizin 

(Gärtner et al., 1997c; Wagner et al., 1994). Septische Patienten weisen bereits bei Aufnahme 

einen geringeren Plasmaselenspiegel und eine erniedrigte GPx-Aktivität auf. Selen-

substitution wirkt sich positiv auf den Krankheitsverlauf und die Mortalität aus. Auch für die 

Prävention von kardiovaskulären Erkrankungen (Kardinaal et al., 1997) und hinsichtlich des 

Auftretens von Depressionen (Hawkes et al., 1996) konnte in Studien bessere Ergebnisse 

durch Selen erzielt werden. 

 

Ein Zuviel „des Guten“ allerdings führt zu Vergiftungserscheinungen. Einnahmen über 

 400 �g/d sind nicht empfohlen (Gaßman et al., 2000). In der Regel handelt es sich um 

chronische Vergiftungen, die durch eine übermäßige Zufuhr zustande kommen, doch auch 

eine Aufnahme über Haut und Lunge ist - je nach Selenverbindung - möglich. Es kann zu 

Veränderungen an Haaren und Nägeln sowie gastrointestinalen Störungen, Neuropathien und 

Reizbarkeit kommen. Topisch können Dermatitiden und Schleimhautreizungen entstehen 

(Forth et al., 1998). 
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Abbildung 2. Der zweiphasige Wirkungsmechansimen von Selen bei der Tumorigenese. Darstellung seiner 

Funktion als Radikalfänger sowie seiner Fähigkeiten auf DNA-Reparatur und Apoptose Einfluss zu nehmen 

 

 

1.2. Die Bedeutung von Selen für die Funktion der Schilddrüse 

 

 

1.2.1. Aufrechterhaltung des Redoxpotenzials in Thyreocyten 

 

Selen ist von fundamentaler Bedeutung für eine intakte Funktion der Thyreocyten. Im 

Schilddrüsengewebe findet sich die höchste organbezogene Selenkonzentration, die auch 

unter Mangelbedingungen lange Zeit aufrechterhalten wird (Köhrle, 1999).  

 

Während der Hormonsynthese wird Jodid zum Einbau in Thyreoglobulin oxidiert. H2O2 dient 

hierbei als Elektronenempfänger. Zur Eliminierung überschüssiger, reaktiver Substanzen 

bedarf es eines potenten Systems an Radikalfängern. Es wird angenommen, dass diese 

Aufgabe vor allem der Glutathionperoxidase zukommt. Das Selenoenzym wird in seiner 

aktiven Form von Thyreocyten stark exprimiert und an der apikalen Membran, an der sich 

auch die Peroxidase befindet, sezerniert (Bermano et al., 1995; Howie et al., 1995). 
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1.2.2. Folgen eines Selenmangels für die Schilddrüse 

 

Ein Ausfall der selenabhängigen Strukturen durch mangelnde Aufnahme mit der Nahrung 

führt zu Krankheiten und Störungen im Metabolismus der Schilddrüse. Ein endemisch im 

Kongo bzw. ehemaligen Zaire auftretendes Krankheitsbild ist der myxödematöse Kreti-

nismus. Die Böden enthalten dort gebietsweise sehr wenig Selen, und auch die Jodversorgung 

ist unzureichend. Neben den üblichen Folgen eines angeborenen Jodmangels, wie mentale 

und körperliche Retardierung, kommt es zu einer persistierenden Unterfunktion der Schild-

drüse (Goyens et al., 1987). Als Ursache hierfür wird die vermehrte Stimulation der 

Schilddrüse zum Zeitpunkt der Geburt diskutiert (Lemarchand-Béraud et al., 1972). Die 

daraus resultierende Steigerung der H2O2-Produktion bei vermindertem antioxidativem 

Schutz führt zur Zellschädigung und zum fibrotischem Umbau der funktionalen Strukturen 

(Dumont et al., 1963).  

 

Verschiedene Gewebeuntersuchungen hinsichtlich der Konzentration von Selen und Aktivität 

der Glutathionperoxidase in der Schilddrüse ergaben Anhaltspunkte für die Entstehung von  

malignen Erkrankungen unter Selenmangel. In Karzinomgewebe ließ sich ein durchschnittlich 

geringerer Gehalt an Selen und GPx nachweisen (Köhrle et al., 2000). Weiterhin belegte eine 

umfassende Studie in Norwegen, die Janus Case Control Study, einen Zusammenhang 

zwischen einem niedrigen Plasmaselengehalt und dem späteren Auftreten von malignen 

Schilddrüsenerkrankungen. (Glattré et al., 1989).  

 

Auch die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen der Schilddrüse scheint durch einen 

Selenmangel begünstigt. Wie bereits in dieser Arbeit beschrieben, übernimmt Selen eine 

wichtige Rolle im Immunsystem. Zudem hat Jod aufgrund der für seine Verstoffwechselung 

nötige Radikalproduktion eine starke proinflammatorische Wirkung auf selenarmes 

Schilddrüsengewebe (Contempré et al., 1991). Unzureichende Aufnahme von Selen kann 

somit das Entstehen von autoimmunen Entzündungsprozessen fördern. In zwei Studien wurde 

bereits gezeigt, dass durch Selensubstitution bei Patienten mit Hashimito-Thyreoditis eine 

drastische Verminderung der Autoantikörper bewirkt werden kann (Duntas et al., 2003; 

Gärtner et al., 2002; Schmidt et al., 1998). 
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1.2.3. Beeinflussung des Hormonmetabolismus durch die Dejodinasen 
 

Der Einfluss von Selen auf Schilddrüse und Hormonhaushalt ist nicht nur auf eine anti-

oxidative Wirkung in Thyreocyten zurückzuführen, sondern spielt sich auch auf Ebene des 

gesamten Hormonmetabolismus ab. Aktivierung und Inaktivierung der Schilddrüsenhormone 

werden von mindestens drei verschiedenen Enzymen katalysiert, den Dejodinasen Typ I, II 

und III, die relativ unspezifisch das Jodmolekül in Position 5 des Phenol- oder Tyrosylrings 

abspalten. Alle drei Enzyme scheinen selenhaltig, wobei jedoch nur die Aktivität Typ I 5‘-

Dejodinase merklich von der Selenverfügbarkeit abhängig ist. Die Enzyme unterscheiden sich 

hinsichtlich ihrer organspezifischen Verteilung und der Substrataffinität zu T4, T3 und rT3.  

 

Die höchste Aktivität der Typ I 5‘-Dejodinase lässt sich in Schilddrüse, Hypophyse, Nieren 

und Leber nachweisen, wo sie, hauptsächlich in letztgenanntem Organ, für die Bereitstellung 

von zirkulierendem T3 verantwortlich ist. Die Typ II 5‘-Dejodinase befindet sich vor allem in 

ZNS, Hypophyse und braunem Fettgewebe. Ihre Wirkung ist eher auf den lokalen T3-Bedarf 

ausgerichtet. Typ III verhindert durch Inaktivierung von T4 und T3 deren Akkumulation im 

Gewebe. Bei Erwachsenen wird sie kaum in Leber, Nieren und Schilddrüse exprimiert. Die 

größte Bedeutung kommt der Typ III Dejodinase während der embryonalen Entwicklung zu 

(Köhrle, 1996). Die Konsequenz eines Selenmangels für die Expression der Dejodinasen und 

deren Auswirkungen auf den T3/T4-Metabolismus beim Menschen werden kontrovers 

diskutiert. Durch größeren experimentellen Spielraum in Tierversuchen konnte bewiesen 

werden, dass es unter Selenmangel zu einer hierarchischen Abnahme der Aktivität der Typ I 

5-‘Dejodinase kommt. Für Überleben und Fortpflanzung wichtige Organe wie ZNS, 

endokrine Drüsen, Ovarien und Testes, speichern vermehrt Selen und können so die Enzym-

produktion länger aufrecht erhalten als Leber und Niere (Köhrle, 2000). Ebenso zeigte sich in 

verschiedenen Studien eine selenmangelbedingte Abnahme von T3 zugunsten von T4 (Yu et 

al., 2002). Vice versa konnte unter Selensubstitution eine Zunahmen von T3 unter Rückgang 

von T4 beobachtet werden (Jianhua et al., 2000). 
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1.3. Apoptose 

 

1.3.1. Definition, Unterscheidung zur Nekrose und Ablauf 

 

Zelluntergang kann entweder über den Weg der Nekrose oder über die geordneten Bahnen der 

Apoptose stattfinden. Nekrose beinhaltet Tod durch akute Schädigung in Verbindung mit 

Ödem, Membranlyse und Austritt der Zellorganellen. Dieser Prozess führt meist zu Ent-

zündung und Funktionsausfall von Gewebe.  Die Apoptose, auch programmierter Zelltod 

genannt, wurde erstmals 1972 von Kerr et al. beschrieben. Es handelt sich, im Gegensatz zur 

Nekrose, um einen aktiven, energieverbrauchenden Prozess, der immer in typischer Weise 

über die Ausprägung bestimmter Gene und Enzyme und das Auftreten charakteristischer 

morphologischer Veränderungen abläuft. Frühzeitig können Abnahme der Zellgröße,  

Membraneinziehungen und Chromatinkondensation beobachtet werden. Ebenso kommt es 

schon zu Beginn zur Störung der mitochondriellen Funktion mit Zusammenbruch des 

Potenzials, Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung und vermehrter Radikalproduktion 

(Kroemer et Reed, 2000). Die Plasmamembranintegrität bleibt relativ lange erhalten. Erst 

gegen Ende des Vorgangs verschmelzen Zellmembran und das endoplasmatische Retikulum. 

Die Zelle löst sich aus dem Gewebsverband und dissoziiert in mehrere kleine, membran-

gebundene Teile, den sogenannten Apoptosekörperchen. Diese werden rasch von um-

liegenden Zellen oder Makrophagen absorbiert. Weiterhin charakteristisch für die Apoptose 

in ihrer physiologischen Form sind das punktuelle Auftreten und das Fehlen von 

entzündlichem Geschehen, bei vollem Funktionserhalt des betroffenen Gewebes (Webb et al., 

1997). 

 

 

1.3.2. Apoptose in physiologischen und pathologischen Prozessen 

 

Apoptose ist von entscheidender Bedeutung für viele physiologische Vorgänge im Körper. 

Sie steuert Homöostase und Involution der Gewebe (Kiess und Gallaher, 1998), gewährleistet 

das korrekte Funktionieren des Immunsystems durch Eliminierung autoaggressiver Lympho-

cyten (Ashkenazi et al., 1999) und spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung 

(Haanen and Vermes, 1996).  
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Eine Fehlsteuerung der Apoptose führt zu verschiedenen Krankheitsbildern. Man kann dabei 

zwischen einem „Mangel bzw. Überschuss“ an Apoptose unterscheiden. Eine  zu geringe 

Apoptoserate wird für das Entstehen von Autoimmumerkrankungen, viralen Infektionen und 

Tumoren verantwortlich gemacht (Thompson, 1995). So führt ungenügende Apoptose in 

Immunzellen zum Überleben autoagressiver Lymphocyten. Herpes-, Pox- und Adenoviren 

können Apoptoseinduktion als Abwehrreaktion des Körpers durch Produktion inhibierender 

Substanzen verhindern und somit ihre Vermehrung garantieren (Young et al., 1997). Maligne 

entartete Zellen haben sich von der Abhängigkeit vieler Überlebensfaktoren und von 

restringierender Zellkommunikation befreit. Durch vermehrte Expression anti-apoptotischer 

Proteine, wie Bcl-2 oder Mutation wachstumsregulierender Gene, wie p53, scheinen sie eine 

gewisse Apoptoseresistenz zu erwerben. Dies zeigen auch Korrelationen von Prognose, 

Ansprechen auf Chemotherapie und Ausprägung dieser Veränderungen (Boise et al., 1993; 

McDonnell et al., 1992). 

 

Fehlsteuerung im Sinne von gesteigerter Apoptose lässt sich unter anderem bei HIV-Infektion 

beobachten. CD4+-Zell-Abnahme durch das HI-Virus wird über eine gesteigerte apoptotische 

Neigung gesteuert. In Untersuchungen erwies sich ein Großteil der zugrundegehenden 

Lymphocyten als nicht infiziert (Famularo et al., 1997; Gougeon et al., 1998). Auch neuro-

degenerativen Erkrankungen, wie Parkinson, Alzheimer oder der amyotrophen Lateral-

sklerose, liegt ein gestörtes Apoptoseverhalten zugrunde (Waldmeier et al., 2003; Pompl et 

al., 2003). Es gibt Hinweise, dass mangelnder antioxidativer Schutz oder erhöhte Radikal-

produktion hierfür verantwortlich sein könnten (Floyd et al., 2002). Es konnte außerdem 

gezeigt werden, dass Zellen in der Grenzzone eines Infarktes durch Apoptose zugrunde gehen 

(Mani et al., 2003). Auch in vitro verringern antiapoptotisch wirkende Substanzen die 

Ausprägung einer ischämischen Zellschädigung (Feuerstein et al., 2000).  

 

 

1.3.3. Mechanismus und Auslöser 

 

Man unterscheidet zwischen extrinsischer und intrinsischer Auslösung des programmierten 

Zelltodes. Die extrinisische, also von außen provozierte Apoptose ist ein hochspezifischer 

Vorgang und geschieht durch Aktivierung bestimmter Membranrezeptoren. Als Mediatoren 

agieren Hormone wie Glukokortikoide, T3 und Progesteron, Wachstumsfaktoren wie  TGF-�, 
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EGF und IGF (Kiess et al., 1998), oder sogenannte „death-factors“ aus der Gruppe der 

Tumor-Nekrose Faktoren (Nagata, 1997).  

 

Als intrinsische Apoptose-Trigger wirken zellschädigende Mechanismen. Zu nennen sind hier 

unter anderem oxidativer Stress, Hypoxie, Bestrahlung, Antimetabolite, toxische Substanzen, 

Erhöhung des intrazellulären Calciumspiegels und auch der Entzug von Wachstumsfaktoren 

oder mangelnder Zell-Zell-Kontakt. Apoptose kann aber ebenfalls durch Viren und Akti-

vierung bestimmter Gene ausgelöst werden (Thompson, 1995). 

 

Die verschiedenen Auslösemechanismen der Apoptose münden auf zellulärer Ebene letzt-

endlich in eine gemeinsame Endstrecke - die Aktivierung der Caspasen. Die Caspasen sind 

eine Gruppe von Isoenzymen, die als inaktive Proenzyme bereits im Cytoplasma existieren 

und sowohl proteoloytisch aktiviert werden, wie auch selbst proteolytisch wirken. Ihre 

Wirkung wird in Form einer Signalkaskade vermittelt. Am Anfang steht die Aktivierung einer 

Initiatorcaspase, die weitere, exekutiv wirkende Caspasen in ihre aktive Form überführen. 

Diese Caspasen wirken als Effektoren der Apoptose. Sie spalten lebenswichtige Proteine der 

Zelle, wie Signalstoffe, Rezeptoren, Cytoskelett und die DNA selbst (Webb et al., 1997).  

 

Extrinisische Caspasen-Rekrutierung geschieht durch Ligandenbindung vermittelte Akti-

vierung eines Rezeptorkomplexes. Über ein Adaptermolekül wird Caspase-8 zur auto-

proteolytischen Spaltung angeregt. In manchen Zellen ist für die Amplifikation dieses Signals 

die mitochondrielle Cytochrom c-Freisetzung erforderlich (Denecker et al., 2001). Auch 

intrinsische Apoptoseinduktion scheint auf noch nicht geklärte Weise an Cytochrom c 

gekoppelt. Eine These postuliert, dass proapoptotische Substanzen der Bcl-2-Familie, wie 

Bax, Bak oder Bid, zu einer Permeabilisierung der Mitochondrienmembran führen und einen 

Ausstrom von Cytochrom c bewirken. Dieser Stoff wiederum bindet an Adaptermoleküle wie 

Apaf-1, das die autoproteolytische Fähigkeit der Initiatorcaspase-9 ermöglicht (Coultas und 

Strasser, 2000).  

 

Die Mitochondrien nehmen eine zentrale Rolle im apoptotischen Geschehen ein. Über die 

Freisetzung caspasenaktivierender Substanzen wie Cytochrom c, durch die Bildung reaktiver 

Sauerstoffspezies und aufgrund ihrer wichtigen Rolle bei der Energiebereitstellung durch 

ATP-Bildung sind sie empfindliche Regulatoren im Ablauf des Zelltodes. Ihre Verwicklung 
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in das Apoptosegeschehen vieler Erkrankungen konnte bereits nachgewiesen werden 

(Kroemer und Reed, 2000).  

 

Verschiedene Faktoren sind an der Regulation der Apoptose beteiligt und können 

diesbezüglich fördernd oder protektiv wirken. Die durch alternatives Splicen entstehenden 

Genprodukte von CED-9 bilden die Bcl-2-Familie mit pro- und antiapoptotisch wirksamen 

Proteinen. Als zellschützend sind vor allem Bcl-2 und Bcl-xL zu nennen, die in der Mito-

chondrienmembran lokalisiert sind. Sie  können dort den Austritt von Cytochrom c und die 

Bildung von Superoxiden verhindern. Als apoptoseauslösend wurden bereits Bax, Bak und 

Bid erwähnt (Reed, 1997). Das p53-Gen wird nach DNA-Schädigung und Entzug von 

Wachstumsfaktoren vermehrt exprimiert und sein Produkt induziert Apoptose (Thompson, 

1995). Mutationen in diesem Bereich sind in vielen Tumorzellen zu finden (Webb et al., 

1997). Verschiedene andere, mit Zellproliferation assoziierte Gene, wirken ebenfalls 

apoptose-fördernd. Darunter zu nennen sind zum Beispiel c-myc, Rb-1, c-fos oder 

Proteinkinase C (Steller, 1995).   

 

 

1.4. Apoptose in der Schilddrüse 

 

1.4.1. Induktion und Ablauf 

 

Auch in Thyreocyten wird Apoptose beobachtet. Die intrinsischen Auslöser unterscheiden 

sich hierbei nicht grundlegend von anderen Zellarten. Nach oxidativem Stress (Riou et al., 

1998), dem Entzug von Wachstumsfaktoren wie TSH (Dremier et al., 1994) oder auch unter 

dem inhibierenden wirkenden TGF-� (Bechtner et al., 1999) konnte Zelluntergang durch 

Apoptose nachgewiesen werden. Spezifisch für die Schilddrüse ist die Apoptoseinduktion 

durch Jodid, dessen Verstoffwechselung in gesteigerter Form in vitro redoxabhängig (Vitale 

et al., 2000) zum Zelltod durch Apoptose oder, unter sehr hohen Dosen, durch Nekrose führt 

(Mutaku et al., 2002). In vivo ist Jodid über diesen Mechanismus an der Strumarückbildung 

beteiligt (Burikhanov und Matsuzaki, 2000).  

 

Die apoptoseregulierenden Proteine der Bcl-2-Familie konnten auch in der Schilddrüse 

nachgewiesen werden. Es wird ihnen hier, wie in anderen Organen, Verantwortung für 

Zellüberleben und -sterben zugeschrieben (2000; Koga et al.; 1999; Pilotti et al., 1994). 



13 

 

 

 

Effektor-
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FasL/CD95

FasL/CD95L

FADD     FADD

Caspase-8

  exekutive Caspasen

Apoptose

Im entzündlich und maligne veränderten Schilddrüsengewebe spielt der extrinsisch induzierte 

Weg über den Fas-Rezeptor die entscheidende Hauptrolle. Fas, auch also APO-1 oder CD-95 

bezeichnet, gehört zur Familie der TNF-Rezeptoren. Dies ist eine Gruppe von 

Transmembran-proteinen, deren cytosolischer Teil, die sogenannte Todesdomäne, zur 

Apoptoseinduktion befähigt ist (Nagata und Golstein, 1995). Fas-Aktivierung erfolgt durch 

Bindung seines Li-ganden, FasL. Auch FasL ist ein membranständiges Protein, das an den 

Rezeptor bindet und dessen Aktivierung durch Trimerisation bewirkt. Das aktivierte Fas führt 

über Rekrutierung des Adaptermoleküls FADD (Fas-associating-protein) zur Autolyse von 

Caspase-8 (Nagata, 1997).  

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3. Apoptoseinduktion durch Bindung von FasL an den Fas-Rezeptor. Die Aktivierung der 

Todesdomäne (DD, death domain) führt zu Caspaseninitiierung und letztlich zur Apoptose. 
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Der beschriebene Mechanismus ist von größter Bedeutung im immunregulatorischen 

Geschehen physiologischer und pathologischer Vorgänge. Fas wird vor allem von reifen 

Lymphocyten exprimiert und scheint dort für die Limitierung der Immunantwort durch 

Apoptose verantwortlich zu sein. Mäuse mit einer Mutation im Fas-Rezeptor entwickeln 

lymphoproliferative Erkrankungen und ein dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) 

ähnliches Krankheitsbild (Cohen und Eisenberg, 1991). Auf der anderen Seite können 

cytotoxische CD8+-Lymphocyten durch FasL-Expression auch Apoptose in Zellen 

induzieren, die Fas-Rezeptor positiv sind. Auf diese Weise werden infizierte oder entartete 

Zellen beseitigt (Nagata und Golstein, 1995). Normale Thyreocyten exprimieren den Fas-

Rezeptor. In vitro gelang Apoptoseinduktion hierüber jedoch nur unter gleichzeitiger 

Hemmung der Proteinsynthese mit Cyclohexidin, was darauf hindeutet, dass dieser 

Mechanismus unter physiologischen Bedingungen inhibierender Regulation unterliegt 

(Arscott et al., 1997). 

 

 

1.4.2. Zusammenhang mit Erkrankungen der Schilddrüse 

 

Der Zellumsatz in der gesunden Schilddrüse ist relativ gering. Es wird angenommen, dass 

Thyreocyten sich im Lauf des Lebens nur 3-5 x teilen, die Homöostase wird durch Apoptose 

gewährleistet (Coclet et al., 1989). Eine vermehrte oder verminderte Apoptoserate ist mit 

verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Gesteigerter Zelltod wurde jodinduziert in der 

Strumainvolution beschrieben (Tamura et al., 1998) und auch in Patienten mit Hashimoto 

Thyreoiditis nachgewiesen (Kotani et al., 1995). Dysregulationen von dieser Art werden unter 

anderem für Entstehung von Autoimmunerkrankungen verantwortlich gemacht, da sie die 

antigenen Strukturen des Organs verändern (Salmaso et al, 2002). Vor allem hier ist der Fas-

vermittelte Zelluntergang entscheidend. Das Schilddrüsengewebe weist massive lympho-

cytäre Infiltration auf, was zur Destruktion, fibrotischen Umwandlung und Unterfunktion 

führt. Die Immunzellen scheinen nicht direkt am Zelltod beteiligt, bewirken jedoch die 

Expression von FasL und damit eine apoptoseinduzierende Wirkung der Thyreocyten unter-

einander (Lumachi und Basso, 2002).  

 

Ein vermindertes Apoptosegeschehen zeigte sich im M. Basedow. Als Gründe hierfür werden 

Abnahme der Fas-Rezeptoren (Kawakami et al., 1999) sowie eine Inhibition der Fas-

Rezeptor-vermittelten Apoptose durch eine lösliche Form des Rezeptors diskutiert. Von den 
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Thyreocyten produziert und in die Umgebung sezerniert, kann er den Fas-Liganden cyto-

toxischer Zellen binden (Cheng et al., 1994). Dieser konnte ebenso bei SLE-Patienten 

nachgewiesene werden (Andrikoula et al., 2001). Auch Schilddrüsenkarzinomzellen können 

diesen Weg inhibieren, schon auf Rezeptorebene durch Mutation und Minderexpression oder, 

auf zellulärer Ebene, durch Blockade des Apoptoseablaufs. Außerdem entgehen sie ihrer Zer-

störung durch Gegenangriff, indem sie selbst den Fas-Liganden exprimieren und Apoptose in 

Immunzellen induzieren. In Übereinstimmung mit dieser Tatsache ist die Expression von 

FasL in Schilddrüsenkarzinomen vom ungünstigeren, papillären Typ besonders ausgeprägt 

(Vlaeminck-Guillem et al., 2001).   
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1.5. Zielsetzung der Arbeit 

 

Zur Durchführung der Arbeit war zunächst die Etablierung einer Methode notwendig, die eine 

quantitative Bestimmung der Apoptoserate an intakten, humanen Schilddrüsenfollikeln mit 

erhaltener Zellpolarität erlaubte. Das Nachweisverfahren musste sensibel genug sein, um die 

erfahrungsgemäß geringe Anzahl apoptotischer Thyreocyten zu erfassen. Zudem sollte eine 

schonende Behandlung der Follikel gewährleistet werden, um ein falsch-hohe Apoptoserate 

zu verhindern. 

 

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss von Selen auf das Apoptoseverhalten von 

Schilddrüsenzellen zu untersuchen. Der Versuchsteil gliederte sich in folgende Schritte: 

 

- Ermittlung der basalen Apoptoserate in Thyreocyten (Wachstum ohne Selen und keine 

Zugabe von apoptoseinduzierenden Substanzen) 

- Untersuchen des Einflusses von Selen auf die basale Apoptoserate 

- Vergleich der Apoptoseraten nach Inkubation der Thyreocyten mit verschiedenen 

apoptoseinduzierenden Substanzen 

- Untersuchung des Einflusses von Selen auf die mit den verschiedenen Substanzen erzielte 

Apoptoserate 

- Vergleich der Auswirkung niedriger und hoher Selenkonzentrationen        

(10 nM und 100 nM)  

- Untersuchung der Abhängigkeit einer protektiven Wirkung von Selen vom zellulären 

Redoxpotenzials durch Inkubation mit Wasserstoffperoxid 

- Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Hormonproduktion und Apoptoseverhalten 

der Thyreocyten durch Inhibierung der Jodorganifizierung mit Methimazol vor der 

Stimulation mit Kaliumjodid 

 

Als externe Kontrolle der Versuche wurde Apoptose in HL-60-, U 937- und THP-1-Zellen 

induziert und diese dem jeweiligen Verfahren unterzogen. 
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2.  M A T E R I A L I E N  U N D  M E T H O D E N 

 

2.1. Materialien 

 

2.1.1. Geräte 

 

Coulter Electronics Ltd., Dunstable, Bedfordshire, England 

Coulter Multisizer, Modell Sampling Stand II 

 

Gibco BRL, Gaithersburgh, MD, USA 

Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus 

 

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen 

Mikro 24-28 

Universal 30 RF 

 

Napco, Portland, Oregan, USA 

CO2-Inkubator 

 

Nikon, Tokio 

inverses Fluoreszenzmikroskop Diaphot TMD 

Lichtmikroskop TMS 

 

Pharmacia 

LKB Makrovue 

 

Uniequip, München 

Lamina Air Flow 

 

Süd-Laborbedarf GmbH, Gauting 

Rocky 3D (Taumler) 

 

Wägetechnik GmbH, Freising 

Kern 440, Kern 770 
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2.1.2. Arbeitsmaterial 

 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA 

6-Well-Platten 

Stabpipetten 

 

Costar, Corning, NY, USA 

24-Well-Platten 

 

Eppendorf, Hamburg 

Concentrator 3301 (Vakuumzentrifuge) 

Pipetten 

Pipettenspitzen Biopur (DNAse-frei) 

 

Produkte für die Medizin AG, Köln 

Skalpelle 

 

Heraeus, Hanau 

hydrophobe Petri-Perm-Schalen 

 

Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Buckingshire, England 

Chemiluminescence film ECL 

 

SLT, Crailsheim 

Photometer  
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2.1.3. Substanzen 

 

Biosyn, Fellbach, Deutschland 

Natriumselenit 

 

Calbiochem, La Yolla, USA 

Trypsininhibitor aus Sojabohnen 

 

Coulter Electronics Ltd., Krefeld 

Coulter Clenz, Reinigungslösung  

 

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz 

TRIS 

 

Gibco BRL/ invitrogen, Karlsruhe 

PBS-Puffer, Trypsin-EDTA, fetales Kälberserum (FCS), L-Glutamin, Amphotericin B 

 

J.T. Baker, Deventer, Holland 

isotoner Zählpuffer 

 

Merck, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid, Kaliumjodid, NaCl, tri-Natriumcitratdihydrat 

 

Novo Nordisk, Mainz 

Insulin Novo Actrapid 

 

Oncogene Research Products, Boston, USA 

nucleosome ELISA 

 

Polyscience, Warrington, USA 

Glutaraldehyd (70%) 

 

R&D Systems, Minneapolis, USA 

TACS DNS laddering kit, DePsipher (kit for detection of mitochondrial membrane potential) 
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Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Penicillin, Streptomycin 

 

Serva, Heidelberg 

Acridinorange, Ethidiumbromid 

 

Sigma, Taufkirchen 

Medium 199, Hepes-Medium, BSA (98%), bovines TSH, TGF-�,  Methamizol, EGF, 

Phenylmethylsulfonylflourid (PMSF) 

 

Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, USA 

Kollagenase 

 

 

2.2. Medien und Pufferlösungen 

 

2.2.1. Zellkultur 

 

Bikarbonatgepuffertes Medium 199 wurde mit Glucose (1 g/l), Glutamin (0,68 �M), 

Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (100 �g/ml) und Amphotericin B (0,5 �g/ml) versehen. 

Diese Lösung diente zum Waschen der Zellen beim Split und als Grundlage für das 

Wachstumsmedium. Hierfür wurden noch Insulin (40 IE/ml), Transferrin (5 �g/ml), 

Somatostatin (10ng/ml), Hydrocortison (10nM), GHL (10ng/ml), fetales Kälberserum (FCS, 

2%) und Gentamycin (50 �g/ml) hinzugefügt. 

 

 

2.2.2. Präparationsmedium 

 

Für alle Behandlungsschritte vor Aussaat der Zellen wurde hepes-gepuffertes Medium 199 

verwendet. Der pH wurde auf 7,6 eingestellt und außerdem Penicillin (100 U/ml), 

Streptomycin (100 �g/ml), Amphotericin B (0,5 �g/ml) und Trypsin-Inhibitor (100 �g/ml) 
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zugegeben. Für die Aufschließung der Zellen wurde das Medium mit Kollagenase (2 mg/ml) 

und BSA (20 mg/ml) angereichert. 

 

2.2.3. Pufferlösungen 

 

50 x TAE-Puffer: 

 

242 g TRIS, 57,1 ml Eisessig (Essigsäure 90 %), 100 ml 0,5 M EDTA (pH 0,8),  

auffüllen auf 1 l H2O 

 

20 x SSC: 

 

175, 32 g NaCl, 88,23 g Natriumcitrat, auffüllen auf 1 l H2O 

 

 

 

2.3. Allgemeine Arbeitsbedingung 

  

Der Umgang mit Gewebe und Zellen erfolgte unter semi-sterilen Bedingungen. Die 

verschiedenen Arbeitsschritte wurden unter einem Lamina Airflow durchgeführt. Alle ver-

wendeten Materialen wurden sterilisiert, die Gefäße mit Puffern und Lösungen nur unter dem 

Lamina Airflow geöffnet und nach Gebrauch abgeflammt.  

 

Die Arbeitsfläche wurde täglich mit Alkohol abgewischt. Auch der Brutschrank wurde 

monatlich mit Alkohol und antimykotischen Mitteln gereinigt. Dabei wurde ebenso das 

gebrauchte Wasser ersetzt und sterilisierte Platten eingesetzt. 

 

Um eine schonende Behandlung der Zellen zu gewährleisten und den Kontakt mit Tensiden 

und Chemikalien zu vermeiden, wurden alle Oberflächen, mit denen sie in Berührung kamen, 

nur in 98%-igem Alkohol gereinigt. Zur Vermeidung mechanischer Schädigung wurden 

zellhaltige Lösungen nur mit 1000 �l-Spitzen pipettiert. Gegen Anhaften der Zellen wurden 

die Spitzen vorher silikonisiert.   
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2.4. Methoden 

 

 

2.4.1. Versuchsaufbau 

 

Nach der Präparation von humanem Schilddrüsengewebe wurden die daraus gewonnenen 

Follikel unterschiedlicher Drüsen zunächst getrennt kultiviert. Nach Vereinigung der Zellen 

verschiedener Drüsen und Selenzugabe wuchsen sie für 48 h als Einzelzellen und bildeten 

Monolayer. Für weitere 18 h wurden die Zellen zur Follikelrekonstruktion in hydrophobe 

Schalen gegeben. Im Anschluss an diese Phase wurde mit der jeweiligen Substanz Apoptose 

induziert und die Zellen entsprechend dem Nachweisverfahren zur Quantifizierung der 

Apoptose weiterbehandelt. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4. Versuchsaufbau 

 

 

2.4.2. Materialgewinnung 

 

Humanes Schilddrüsengewebe wurde aus Operationspräparaten gewonnen. Es handelte sich 

stets um gutartig verändertes Gewebe aus Resektionen bei M. Basedow oder multinodulärer 

Struma.  

 

Die Gewebestücke wogen 1 - 5 g. Sie wurden noch im OP in ein steriles Gefäß gegeben und 

bis zur Abholung gekühlt. Der Transport ins Labor erfolgte auf Eis. Sofort im Anschluss 

wurde mit der Präparation begonnen. 

Präparation 
der Drüse  

1. Split, 
Vereinigung 
aller Zellen, 
Zugabe von 

Selen 

Zellernte, 
Nachweis 
verfahren 
Apoptose 

2. Split, 
Aussaat in 

hydrophobe 
Schalen, 

Selen 
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Das Gewebe entstammte Frauen und Männern jeden Alters. Die Qualität variierte, stand 

jedoch in keinem erkennbaren Zusammenhang mit den Daten der Spender. Schlechte Güte 

des Materials führte zum Ausschluss der jeweiligen Drüse. Kriterien hierfür waren das 

Überwiegen von inside-out Follikeln, schlechtes Wachstum oder Verunreinigungen. 

 

 

2.4.3. Präparation des Gewebes 

 

Errick et al. (1986) beschrieben eine wirkungsvolle Methode, mit der sich auch aus kleinen 

Mengen humanen Schilddrüsengewebes ein Kultursystem aufbauen ließ. Die Präparation der 

Drüsen wurde unter einem Lamina Airflow auf sterilem Untergrund und mit sterilem Werk-

zeug vorgenommen. Das Gewebe wurde erst von groben Faserzügen und Knoten befreit und 

anschließend mit Schere und Skalpell gründlich zerkleinert. Diese Masse wurde 16-18 h im 

kollagenase- und BSA-haltigen Verdaumedium bei 32 °C langsam auf einem Dreher bewegt.  

 

Die durch die Kollagenase ausgelösten Follikel und Einzelzellen ließen sich durch mehrere 

Wasch- und Sedimentationsschritte von unverdauten Bindegewebsresten trennen: 

Während 10-minütigem Absetzen, sammelten sich die schwereren Fasern am Boden. Der die 

Follikel enthaltende Überstand wurde bei 1300 U, 20°C, 5 min zentrifugiert. Anschließend 

wurde der Überstand verworfen, das Pellet in das hepesgepufferte Präparationsmedium 

aufgenommen und zweimal darin gewaschen, ebenfalls bei 1300 U, 20°C, 5 min. Nach 

erneuter Resuspension erfolgte eine zweite Absetzphase zur Trennung von Follikeln und 

Einzelzellen. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und die lose Ansammlung von 

Follikeln in das Standardkulturmedium aufgenommen. Die Follikel-Suspension wurde zu je   

3 ml auf ein oder mehrere Wells einer 6-Well-Platte verteilt.  
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2.4.4. Zellkultursystem 

 

Die Zellkultur erfolgte bei 37 °C in wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5% CO2-Gehalt. 

Als Nährlösung für die Zellen wurde immer das beschriebene Standardkulturmedium ver-

wendet. 

 

Das Kultursystem gliederte sich in drei Phasen: 

 

I) Wachstum 

 

An die Präparation schloss sich eine 3-4 tägige Wachstumsphase an. Die Zellen verschiedener 

Drüsen wurden getrennt aufbereitet und in separate Wells gegeben. Die noch bestehenden 

Follikel und Einzellzellen breiteten sich über das gesamte Well aus. 

 

 

II) Vereinigung und Neuaussaat aller Zellen, Zugabe von Selen 

 

Um eine Homogenität der Proben zu gewährleisten, wurden die Zellen der verschiedenen 

Gewebe vereinigt. Im Falle von schlechtem Wachstums oder der Bildung von inside-out-

Follikeln wurden die Zellen nicht weiterverarbeitet.  

 

Das Kulturmedium wurde abgesaugt und der Monolayer einmal mit warmen PBS gewaschen. 

Anschließend wurden mit 2500 �l PBS und 500 �l Trypsin-EDTA (10x) bei      37 °C die 

Follikelverbände entzweit und der Zellteppich vom Boden gelöst. Die nun vorliegende 

Einzelzellsupsension wurde durch mehrmaliges Aufziehen mit einer 1000 �l Pipette 

vermischt und in bikarbonatgepuffertem Medium 199 mit 10% FCS gewaschen 

(Zentrifugation bei 1900 U, 20°C, 5 min). Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 

Standardkulturmedium resuspendiert und eine Zellzählung sowie eine Lebendfärbung durch-

geführt. Die Einzelzellen wurden so verteilt, dass sich 2-3 Millionen lebende Zellen in einem 

Well befanden. Ein Teil wurde für 48 h mit Natriumselenit 10 nM oder 100 nM präinkubiert, 

der andere Teil wurde für Basalwerte unter Standardbedingungen kultiviert. 
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Zellzählung: 

 

Der Coulter Counter funktioniert über eine mit Kapillaröffnung versehene Glaselektrode und 

einer ihr anliegenden Metallelektrode. Beide Elektroden tauchen in die Probenlösung. Aus der 

Probenlösung werden 500 �l angesaugt. Die darin befindlichen Zellen führen zu Pot-

enzialschwankungen zwischen den beiden Elektroden (Shapiro, 1994). Es wurde festgelegt, 

dass nur Zellen zwischen 7,5 �m und 20 �m als Thyreocyten betrachtet werden.  

 

Lebendfärbung: 

 

Ethidiumbromid (20 mg/ 100ml) und Acridinorange (1mg/ 100ml) wurden in PBS gelöst, 

1:10 mit Standardkulturmedium verdünnt und 1:1 mit der Zellsuspension auf einen Objekt-

träger gegeben. Unter Fluoreszenzlicht (745 nm) stellten sich lebende Zellen grün und tote 

Zellen rot dar. 

 

 

III) Follikelbildung in hydrophober Schale 

 

Im Anschluss an die zweite Phase wurden die Zellen, wie bereits beschrieben, ein weiteres 

Mal trypsiniert, gewaschen und gezählt. Hierbei wurde jeder Ansatz getrennt zentrifugiert, um 

die Vermischung von basal und mit Selen kultivierten Zellen zu vermeiden. Zur Aggregat- 

und Follikelbildung wurden die Einzellzellen mit je 3 ml Zellkultur-Medium in hydrophob 

beschichtete Petri-Perm Kulturschalen gegeben. Es wurde erneut Selen in der entsprechenden 

Konzentration hinzugefügt. Um ein Anwachsen der mikroskopisch gut sichtbaren Zell-

verbände zu verhindern, wurde spätestens nach 18 h das weitere Vorgehen eingeleitet. 
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2.4.5. Induktion der Apoptose 

 

 

Inkubation mit Kaliumjodid, TSH, TGF-� und H2O2  

 

Um Apoptose zu induzieren, wurden die Follikel mit verschiedenen Substanzen behandelt. 

Kaliumjodid (KJ) wurde zusammen mit EGF (5 ng/ml) in den Konzentrationen 10 �M oder     

20 �M eingesetzt. In Kombination mit TSH wurde KJ in folgende Konzentrationen zu-

gegeben: KJ 5 �M und TSH 1 mU/ml, bzw. KJ 10 �M und TSH 10 mU/ml. TGF-� wurde in 

einer Verdünnung von 5 ng/ml und ebenfalls immer mit EGF (5 ng/ml) verwendet. Die 

Inkubationszeit für diese Reagenzien betrug 50 min. Für H2O2 war eine Einwirkzeit von 3 h 

vorgesehen. Es wurde in einer Konzentration von 100 �M eingesetzt. 

 

 

Inhibition der Hormonsynthese mit Methimazol 

 

Durch Hemmung der Jodorganifizierung wurde der Effekt von Jodid auf die Apoptoserate 

untersucht. Hierzu wurden Proben 30 min vor Zugabe von KJ 20 �M und EGF (5 ng/ml) mit 

Methimazol 1 �M behandelt. 

 

 

2.4.6. Apoptosebestimmung mit Gel-Elektrophorese 

 

Prinzip der Methode 

 

Während des Zelluntergangs durch Apoptose wird die DNA durch spezifische Endonukleasen 

in Fragmente charakteristischer Länge von 180-200 bp zerlegt. Aus apoptotischen Zellen 

extrahierte und gereinigte DNA lässt sich durch Anlage eines elektrischen Feldes mittels 

Gelelektrophorese auftrennen und als sogenannte DNA-Leiter darstellen. (Wyllie, 1980). Eine 

Möglichkeit, die Bruchstücke sichtbar zu machen, ist ISNT (in-situ nick-translation): An das 

‘3-OH-Ende eines DNA-Stranges wird mit dem Klenow-Fragment der E.coli-Polymerase ein 

markiertes Nukleotid geheftet (Willingham, 1999). Nach diesem Prinzip handelte auch der 

von uns verwendete DNA LADDERING KIT (R&D Systems). Das Nukleotid wurde in 

diesem Fall mit Biotin versehen. Die aufgetrennte DNA wurde mittels southern blot vom Gel 
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auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Bei diesem Verfahren wird die Eigenschaft der 

DNA genützt, an diesem Material zu haften. Durch ein Gewicht wird Flüssigkeit zusammen 

mit der DNA in die Membran gepresst (Löffler/ Petrides, 1997). Streptavidin-horse-radish-

peroxidase (SA-HRP) bindet an die biotinylierten Nukleotide, wird durch einen 

Chemolumineszenz-Farbstoff gefärbt und anschließend damit ein Röntgenfilm belichtet.  

 

 

DNA-Isolation 

 

Nach Apoptoseinduktion wurden die Zellen mit Hilfe eines Schabers und durch gründliches 

Spülen mit einer silikonisierten Pipettenspitze von der hydrophoben Membran gelöst. Das 

Medium wurde bei 20 °C, 1200 U, 5 min abzentrifugiert, das Pellet daraufhin in PBS bei 

gleichbleibender Zentrifugationsstufe gewaschen und nochmals in frischem PBS 

resuspendiert. Um die DNA-Ausbeute zu erhöhen, wurden die Zellen kurz mit Ultraschall 

behandelt. An diesem Punkt begannen wir mit dem zum Kit gehörenden Protokoll zur DNA-

Extraktion.  

 

Die Suspension wurde bei 4°C, 3500 U, 5 min zentrifugiert, der Überstand verworfen, das 

Pellet in 100 �l Lysis Buffer aufgenommen und für 5 min inkubiert. Anschließend erfolgte 

mit 100 �l Lysis Solution die Zelllyse. Zu dieser Lösung wurden 700 �l Extraction Solution 

und 400 �l Extraction Buffer gegeben und alles in einer Mikrozentrifuge bei 14000 U, 10 min 

geschleudert. Hierbei wurde das Zelllysat in eine organische Phase mit Zellorganell- und 

Membranresten sowie eine wässrige, die  DNA enthaltende Phase getrennt. Da beide Phasen 

durch eine Zwischenschicht geteilt waren, ließ sich der wässrige Bestandteil leicht abheben 

und in ein 2 ml-Eppendorfröhrchen überführen. Die DNA-Lösung wurde in Natriumacetat 

aufgenommen, mit der gleichen Menge 2-Propanol vermischt und nochmals bei 14000 U,      

5 min zentrifugiert. Der Überstand über dem DNA-Pellet wurde abgehoben, die DNA in 

Ethanol (70 %) resuspendiert, nochmals zentrifugiert, der Überstand wieder verworfen und 

das Pellet in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet. Als letztes wurde die so gereinigte DNA in 

DNAse freies Wasser aufgenommen und bis zur Messung bei –20 °C eingefroren. 
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Gelelektrophorese 

 

Alle Substanzen wurden mit DNAse-freien Spitzen pipettiert. Es wurde darauf geachtet, Gel 

und Membran nicht mit fremder DNA zu verunreinigen. Der Umgang damit erfolgte deshalb 

ausschließlich mit Handschuhen. 

 

Aus den zu dem KIT gehörenden Substanzen wurde zuerst ein 1,5%-iges Gel bereitet: 0,75 g 

Trevi-Gel wurde mit 1 ml TAE-Puffer und 50 ml Aqua dest. in einer Mikrowelle erhitzt bis 

die Flüssigkeit klar schien. Nach kurzem Abkühlen wurde ein ca. 0,5 cm dickes Gel gegossen. 

Die Kammer wurde mit 200 ml TAE-Puffer (1%) geflutet. 

 

Zur Markierung der Proben- und der im KIT enthaltenen Kontroll-DNA wurden 1 �l  DNA,  

1 �l 10 x Klenow Buffer, 5 �l Klenow Water, 2 �l dNTP und 1 yl Klenow Enzym gemischt. 

Nach 10 min Inkubation wurde die Reaktion durch Zugabe von 2 �l Loading Buffer gestoppt.  

Die Proben wurde nun in die Taschen des Gels pipettiert.  

 

Bei einer Spannung von 67-75 V dauerte die Trennung der DNA 1 h 50 min. Die Elektro-

phorese wurde beendet, kurz bevor der dunkel gefärbte Loading Buffer das Gelende erreicht 

hatte. 
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Transfer der DNA auf Nitrocellulose mittels Southern Blot  

 

Das Gel wurde durch Schwenken in verschiedenen Lösungen auf den Transfer vorbereitet. 

Zuerst wurde die DNA in 0,25 M HCl 15 min denaturiert. Nach zweimaligem Spülen mit 

Aqua dest. wurde das Gel zum Neutralisieren für 30 min in 0,4 M NaOH und 0,8 N NaCl 

gelegt und abschließend für ebenfalls 30 min in 0,5 M TRIS und 1,5 M NaCl (pH 7,5).  

 

Der southern blot Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte über Nacht (16 h) auf 

einem mit 10 x SSC getränkten blotting pad. Um die Effektivität des Blots zu kontrollieren, 

wurde das Gel mit Ethdiumbromid (2,5 �l in 50 ml PBS) gefärbt und unter UV-Licht 

betrachtet.  

 

 

Chemolumineszenzfärbung und Entwicklung 

 

Auch für folgende Schritte wurde die Membran zur Inkubation gleichmäßig auf einem 

Taumler geschwenkt. Um unspezifische Bindungen zu blocken, ließen wir zuerst eine 3 %-ige 

BSA-Lösung (Grundlage PBS) 30 min auf die Membran einwirken. Dann wurde 20 min mit  

SA-HRP (10 �l in 20 ml PBS) inkubiert und darauffolgend nicht gebundene DNA und SA-

HRP dreimal je 5 min in 1 x PBS ausgewaschen. Im Anschluss an die Färbung mit 

Peroxyglow A und B (3 min) wurde die Membran in eine dünne Plastikfolie eingehüllt, ein 

Röntgenfilm belichtet und sofort entwickelt. Belichtung und Entwicklung wurden in einer 

Dunkelkammer vorgenommen. 
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2.4.7. Apoptosebestimmung mittels Nucleosomen-ELISA 

 

 

Prinzip der Methode 

 

Grundlage eines enzyme-linked-immunosorbent assays (ELISA) ist die Immobilisierung eines 

Antigens auf einer Kunststoffoberfläche und dessen anschließende direkte oder indirekte 

Markierung mit Antikörpern. Dieses Verfahren hat eine hohe Sensitivität – sie liegt im Nano-

grammbereich – und wird vor allem für immunologische Messungen verwendet (Kayser, 

1998). 

  

In dem verwendeten KIT war der Boden der Mikrotiterplatten mit einem DNA-bindenden 

Protein beschichtet. Gebunden wird die nukleosomale DNA, die nach ihrer Degradierung in 

apop-totischen Zellen zu finden ist. Die Nukleosomen werden darauffolgend mit 

biotinylierten Antikörpern markiert, und diese Antikörper werden wiederum mit SA-HRP 

bestückt. HRP katalysiert die Reaktion von farblosem zu blauem Tetramethylbenzidin. Durch 

eine Farbintensitätsmessung im Photometer lässt sich die Anzahl der Nukleosomen feststellen 

(Salgame et al., 1996). 

 

 

Zellernte und Probengewinnung 

 

Die Zellernte verlief gemäß dem bereits für die Elektrophorese bestehenden Protokoll. Eine 

Behandlung mit Ultraschall wurde jedoch nicht vorgenommen. Nach dem Waschen in PBS 

wurde der Überstand verworfen und die Zellen in Lysis Buffer und 0,2 M PMSF aufge-

nommen, in ein 2 ml Eppendorfgefäß überführt und auf dem Vortex vermischt. Die 

Suspension wurde 30 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die Probe bei 4°C, 3100 U,    

10 min zentrifugiert, und der die an Nukleosomen gebundene DNA enthaltende Überstand 

vorsichtig abpipettiert. Vor weiterer Verarbeitung mussten die Proben mindestens 18 h bei      

– 20 °C eingefroren werden. 

 

 

 



31 

 

 

 

Messung im ELISA 

 

Aus der Nukleosomenstandard-Lösung wurde zur Erstellung einer Eichkurve eine Verdün-

nungsreihe mit den Werten 12; 4; 1,3; 0,44; 0,15 U/ ml erstellt. Zur Adsorption wurden 100 �l 

Probe bzw. Standardlösung als Doppelwerte in die Wells der ELISA-Platte pipettiert und für 

3 h inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit Waschpuffer gespült. Im nächsten Schritt 

wurden die Nukleosomen mit 100 �l Detector Antibody (Inkubation 1 h) markiert und die 

Wells dann wieder dreimal gewaschen. Um die Peroxidase an den mit Biotin markierten 

Antikörper zu koppeln, musste 400 x SA-HRP Conjugate in Conjugate diluent 1: 400 ver-

dünnt und gefiltert werden. Davon wurden je 100 �l für 30 min in ein Well gegeben. Die 

Platte wurde zweimal gewaschen und zweimal mit Aqua dest. gespült. Für die Farbreaktion 

wurde 30 min im Dunkeln inkubiert und die Reaktion dann mit 100 �l Stop Solution beendet. 

Die Absorption wurde unmittelbar im Anschluss bei 450/ 620 nm gemessen. 

 

 

Modifikationen 

 

Um die Signalintensität zu verbessern und Störfaktoren zu ermitteln, wurden verschiedene 

Modifikationen vorgenommen: 

 

Zur Beseitigung eventueller Verunreinigungen in den Proben wurden sowohl zu den Proben 

als auch zum Standard PEG (12,5 g %, gelöst in Aqua dest.) gegeben, die Lösung zentri-

fugiert und der Überstand abgehoben. Andere Proben wurden mit PMSF, einem 

Proteaseinhibitor, behandelt. 

 

Da vermutet wurde, dass die Proben mit der Beschichtung der ELISA-Platte interagieren und 

diese teilweise ablösen, wurde versucht, die DNA-bindenden Proteine mit 0,5 % Glutar-

aldehyd zu fixieren. Wir ließen die Substanz 30, 60 und 75 min einwirken. Anschließend 

wurden die Wells dreimal mit dem vorgesehenen Waschpuffer gespült. 
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Aus demselben Grund wurden einige Wells mit Proben gespült, die in einer vorhergehenden 

Messung kein Signal gegeben hatten. Anschließend wurde nach dem üblichen Protokoll 

verfahren und die Wells mit Standard inkubiert. Andere Proben wurden mit 10-fach ver-

dünntem Standard gemischt und als „Wiederfindung“ eingesetzt. 

 

 

Kontrollen 

 

Als positive Kontrolle wurde Apoptose in HL-60-Zellen induziert. Hierfür wurden sie mit    

68 �M Etoposide (VP-16) inkubiert, und die Nukleosomen nach dem üblichen Protokoll 

gewonnen. 

 

 

2.4.8. Apoptosebestimmung mittels Mitochondrial Potential Assay 

 

Prinzip der Methode 

 

Einige Nachweisverfahren machen sich eine mangelnde Intaktheit der Zell- oder Zellorganell-

membranen zunutze (Willingham, 1999). Im intakten Mitochondrium wird zur ATP-Synthese 

ein negatives Membranpotenzial von -180 bis -200 mV gegenüber dem Cytoplasma aufrecht-

erhalten. Lipophile Kationen diffundieren entlang dieses Gradienten ins Mitochondrium und 

können durch Sichtbarmachung zur Beurteilung der mitochondriellen Funktion herangezogen 

werden (Bernardi et al., 1999). Wir verwendeten DePsipher, einen Mitochondrial Potential 

Assay der Firma R&D Systems. Dieser KIT beinhaltet den Farbstoff 5,5’6,6’-Tetrachloro-

1,1’3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-Carbozyaniniodid (JC-1), ein Zyaninderivat, das in hydro-

philer Umgebung Aggregate bildet und unter hydrophoben Bedingungen als Monomer 

vorliegt. Bei intaktem Membranpotenzial akkumuliert es selektiv in der Mitochondrien-

membran als rot-fluoreszierendes Aggregat. Bei Zusammenbruch des mitochondriellen 

Membranpotenzials verbleibt der Farbstoff als grün-fluoreszierendes Monomer im Cyto-

plasma.  
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Vorbereitung der  Zellen 

 

Die Schilddrüsenfollikel wurden, wie bereits beschrieben, mit Pipette und Zellschaber 

geerntet und in ein Nunc-Röhrchen überführt. Wir ließen das Gefäß für 1 min ruhig stehen, 

damit größere Partikel zu Boden sinken konnten. Der Überstand wurde in ein frisches Gefäß 

überführt, einmal mit PBS gewaschen und wieder in Standardkulturmedium aufgenommen. 

Zur Apoptoseinduktion und Zählung wurden die Follikel in einer 24-Well-Platte zu ca. 90 000 

Zellen je Vertiefung neu ausgesät. Ausgangswert war das Ergebnis der letzten Zellzählung. 

Zusätzlich wurde durch Ernte, Zentrifugation und Sedimentation von einem Verlust von 

einem Drittel aller Zellen ausgegangen. Es wurden jeweils 2 Wells, also Doppelwerte, für die 

verschiedenen Substanzen zur Apoptoseeinleitung angelegt.  

 

 

Färbung und Zellzählung 

 

Gemäß der Anleitung wurde eine Färbelösung aus mit Aqua dest. verdünntem Puffer, 

Stabilizer und Farbe zubereitet. Nach Apoptoseinduktion mit Jodid, TGF-ß oder H2O2 wurde 

das Medium abgehoben und die Zellen mit je 500 �l Färbelösung 20 min bei 37 °C inkubiert. 

Anschließend wurde die Färbelösung mit Puffer vertauscht. Zur Zählung wurden die Follikel 

in der Kulturschale belassen. Es wurde ein Fluoreszenzfilter von 495 nm verwendet. 

 

Die Auswertung wurde von zwei unabhängigen Untersuchern vorgenommen, die nach fest-

gelegten Kriterien vorgingen: Grüne Zellen galten als apoptotisch, rote als lebend. Zellen, die 

ihre Mitochondrien bereits großteils verloren hatten, wurden als beginnende Apoptosen 

gezählt. Es wurden nur Zellen bewertet, die in direktem Kontakt waren und aus intakten 

Follikeln stammten. Die Gesichtsfelder wurden zufällig eingestellt und aus möglichst ver-

schiedenen Bereichen des Wells gewählt. In jedem Well wurden insgesamt 500 Zellen 

gezählt, je Probe also mindestens 1000.   
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Kontrollen 

 

In HL-60-, U 937- und THP-1-Zellen wurde mit Etoposide (VP-16) in einer Konzentration 

von 34 �M, 68 �M und 136 �M Apoptose induziert. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, 

in Färbelösung resuspendiert und für 20 min inkubiert. Die Färbelösung wurde anschließend 

abzentrifugiert, die Zellen in Puffer aufgenommen und auf einem Objektträger mikroskopiert. 

 

 

Aktivitätsmessung 

 

Schilddrüsenzellen, die als Monolayer wachsen, verlieren ihre spezifischen Funktionen. Nur 

Zellen in intakten Follikelverbänden behalten ihren Jodmetabolismus bei (Toda et al., 1995). 

Durch Messung von freiem T3 und freiem T4 aus dem Überstand der Zellkultur konnte die 

Aktivität der Follikel bewiesen werden. 

 

 

2.5. Statistische Auswertung 

 

Die Auswertung einer Probe erfolgte durch Auszählen von mindestens 1000 Zellen. Die als 

Doppelwerte vorliegenden Zählergebnisse beider Untersucher wurden zusammengefasst. Die 

Anzahl der Apoptosen wurde durch die Gesamtzahl aller gezählten Zellen aus der 

entsprechenden Probe geteilt und als Prozentwert angegeben. Jede Auswertung wurde als 

getrenntes Ereignis betrachtet und nur gemeinsam erfasste Ergebnisse wurden zueinander in 

Relation gesetzt. Jeder Versuch wurde mindestens viermal durchgeführt. 

 

Die Daten wurden einem Normalitätstest unterzogen und statistische Unterschiede mit einem 

T-Test für paarige Stichproben berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte auf SigmaStat, 

die graphische Darstellung in MS Excel.   
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3.  E R G E B N I S S E 

 

 

 

3.1. Apoptosenachweis mit Gel-Elektrophorese 

 

Es war nicht möglich, die für die Apoptose charakteristischen DNA-Bruchstücke darzustellen. 

Die Kontroll-DNA formte stets die typische „DNA-Leiter“. Bei den zu messenden Proben 

zeigte sich lediglich ein schwacher Schatten. Das Signal ließ sich weder durch die Verwen-

dung von mehr Probenlösung, noch durch die Verarbeitung einer größeren Anzahl von Zellen 

intensivieren. 

 

 

3.2. Apoptosenachweis mit ELISA 

 

Nach den Angaben des Herstellers liegt die untere Nachweisgrenze des Nukleosomen-

ELISAs bei 0,15 U/ml. Erst Messwerte, die dieses Limit überschreiten, unterscheiden sich 

signifikant vom Leerwert. 1 U ist definiert als die Anzahl von Nukleosomen aus 444 Daudi-

Zellen. Die gemäß Anleitung gewonnenen Proben aus Thyreocyten erreichten diesen Wert 

nicht, unabhängig von der eingesetzten Zellzahl und der Stimulation. Die Ergebnisse 

schwankten zwischen 0 U und 0,09 U. Die aus der zum Assay gehörigen Nukleosomen-

Standardlösung erstellte Eichkurve war immer zufrieden stellend mit nur gering von einander 

abweichenden Doppelwerten.  

 

Mehrmals wurden Proben, als so genannte Wiederfindung, mit 1,2 U/ml Standardlösung 

versehen. Der höchste hierdurch erreichte Messwert betrug 0,27 U. Auch eine 3-stündige 

Vorinkubation der Wells mit Probenlösung verringerte den Wert der Standardlösung von    

1,2 U auf 0,32 U.  
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Modifikationen 

 

Um eine Verbesserung der Ergebnisse zu erzielen, wurden verschiedene Modifikationen des 

Protokolls veranlasst. Eine Behandlung der ELISA-Platten mit Glutaraldehyd (0,5%) führte 

zu einer deutlichen Signalintensivierung. Die besten Ergebnisse zeigten sich nach einer Inku-

bationszeit von 45 Minuten. Proben, die vorher keinen messbaren Wert ergeben hatten, 

stiegen auf 0,6 – 0,15 U, die anderen Werte auf bis zu 0,3 U. Glutaraldehyd selbst beein-

flusste die Messwerte nicht, als Leerwert gemessen ergaben sich 0 U. Als problematisch 

stellten sich die großen Schwankungen der Doppelwerte dar. Es ergaben sich Abweichungen 

der Werte voneinander bis zu 50 %. Dies führte zu einer erheblichen Verzerrung der 

Eichkurve. Ebenso waren die Ergebnisse, aufgrund der Inkonsistenz der Messwerte  einer 

Probe in verschiedenen ELISA-Durchgängen, nicht verwertbar. Mit PEG (12,5%) und PMSF 

behandelte Proben lieferten kein Ergebnis im messbaren Bereich.  

 

 

Kontrollzellen 

 

HL-60-Zellen wurden mit Etoposide (68 �M) 4 h inkubiert, und Proben mit 1,5 x 106  Zellen/ 

ml angefertigt. Gemäß früheren Erfahrungen war durch diese Behandlung eine Apoptoserate 

von 60 % – 80 % zu erwarten. Die hierdurch erlangten Werte lagen stets weit im messbaren 

Bereich und waren rekonstruierbar. Wiederholt ergab sich für eine 1:5-Verdünnung ein 

Messwert von rund 11 U, für eine 1:10-Verdünnung ein Messwert von 5,8 U. Durch Hoch-

rechnung ergibt sich daraus ein Wert von etwa 55 U. Da jeweils nur 100 �l Probe eingesetzt 

wurden, enthält 1 ml HL-60-Zellsuspension 550 U/ml. 1 U/ml entspricht, laut Angaben der 

Hersteller, der Anzahl von Nukleosomen aus 444 Zellen. Rechnerisch ergeben sich demnach 

2,44 x 105 apoptotische Zellen/ml oder eine Apoptoserate von 16 %. 
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3.3. Apoptosenachweis mit Mitochondrial Potential Assay 

 

3.3.1. Einfluss von Kaliumjodid, TSH, TGF-� und H2O2  

 

Durch 50-minütige Inkubation mit Kaliumjodid, TSH oder TGF-�, oder dreistündiger 

Inkubation mit H2O2 konnten folgende Beobachtungen zur Apoptoserate gemacht werden: 

Die Inkubation mit Kaliumjodid, sowohl in einer Konzentration von 10 �M als auch von 20 

�M, unterstützt durch EGF (5 ng/ml), erhöhte die Apoptoserate signifikant. Inkubation mit KJ 

10 �M steigerte den apoptotischen Anteil von 2,73 ± 0,40 % auf 4,30 ± 0,23 %(p = 0,004), 

mit KJ 20 �M von 3,38 ± 1,71 % auf 5,10 ± 1,13 % (p = 0,001). Auch der Einsatz von 

Kaliumjodid und TSH bewirkte eine signifikante Erhöhung der Apoptoserate. Unter KJ 10 

�M und TSH 10 U/ml zeigte sich eine deutliche Steigerung von 2,76 ± 0,60 % auf 5,80 ± 1,59 

% (p = 0,007), unter KJ 5 �M und TSH 1 U/ml lediglich von 2,76 ± 0,60 % auf 4,30 ± 1,50 % 

(p = 0,031). Die zusätzliche Stimulierung mit TSH 10 U/ml zeigte sich hinsichtlich der 

Absolutwerte und der Differenzen zum unstimulierten Basalwert effektiver als der alleinige 

Einsatz von KJ 10 �M (Differenz 1,5 %-Punkte) und KJ 20 �M mit EGF 5 ng/ml (Differenz 

0,7 %-Punkte). Eine signifikante Zunahme der apoptotischen Zellen war ebenfalls unter  

TGF-� (5 ng/ml) und EGF (5 ng/ml) zu beobachten. Hier stieg der Index um 2,14 %-Punkte 

an (Ausgangswert 3,86 %, p = 0,048). Die Inkubation mit H2O2 hatte die deutlichsten 

Auswirkungen, die Apoptoserate wuchs von 2,58 ± 0,48 % auf 11,78 ± 3,41 % (p = 0,001). 

Die Wirkung von Jodid erwies sich als konzentrationsabhängig. Die Mittelwerte von gleich-

zeitig ausgewerteten Proben zeigten einen signifikanten Unterschied (p = 0,044), bei KJ 10 

�M lag der Durchschnitt bei 4,30 %, bei Einsatz von KJ 20 �M bei 5,00 %. (s. Tabelle 6) 

 

Bei den mit Natriumselenit kultivierten Proben war die apoptoseinduzierende Wirkung der 

meisten  Substanzen schwächer ausgeprägt. Nur die Inkubation mit KJ 20 �M und TGF-� 5 

ng/ml, beide zusätzlich versehen mit EGF (5 ng/ml), sowie die Inkubation mit H2O2 (100 �M) 

führten zu einem signifikanten Anstieg der Apoptoserate.  
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Unter KJ (20 �M) war ein Zuwachs der apoptotischen Zellen von 2,18 ± 0,80 % auf 3,41 ± 

1,07 % (p < 0,001) zu beobachten, unter TGF-� steigerte sich die Apoptoserate von 2,50 ± 

0,85 % auf 3,73 ± 1,35 % (p = 0,009) und durch H2O2  erhöhte sich die Apoptoserate von 1,77 

± 0,45 % auf 5,83 ± 2,21 % (p = 0,008).  Die Auswirkungen von KJ 10 �M mit EGF (5 

ng/ml) und KJ mit TSH in beiden eingesetzten Konzentrationen konnten durch Natriumselenit 

10 nM geblockt werden - es kam zu keiner signifikanten Änderung der Apoptoserate (p > 

0,050).  

 

Ebenso zeigte sich unter Natriumselenit 100 nM ein signifikanter Unterschied zum basalen 

Wert nur bei Inkubation mit H2O2 (100 �M). Hier war eine Erhöhung der Apoptoserate von 

3,44 ± 0,83 % auf 6,36 ± 1,89 % (p = 0,006) zu verzeichnen. Sowohl unter KJ 20 �M als auch 

unter TGF-� (5 ng/ ml) kam es zu einem Anstieg der apoptotischen Zellzahlen, unter 

erstgenanntem von 3,4 ± 1,00 % auf 5,20 ± 1,74 % (p = 0,058) und unter letzterem auf 4,70 ± 

2,03 % (p = 0,133). Die Ergebnisse erwiesen sich trotzdem als nicht signifikant. 

 

 

3.3.2. Kontrollzellen 

 

In den zur Kontrolle verwendeten Zellen konnte Apoptose induziert und dies im Assay 

gezeigt werden. Zellen der Linie U 937 waren nach 4-stündiger Inkubation mit Etoposide     

68 �M zu 77 % apoptotisch, bei Wiederholung unter gleichen Bedingungen zu 22%. HL-60 

Zellen zeigten nach 2 h Etoposide 68 �M eine Apoptoserate von 20 %, nach 4 h von 38 %. 

THP-1 Zellen, die für 4 h mit Etoposide 136 �M inkubiert wurden, wiesen eine Apoptoserate 

von 80 % auf. 
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basal ohne  mit  Signifikanz 

KJ 10 + EGF 5 2,73 ± 0,36 n= 4 4,30 ± 0,23 n= 4 p = 0,004 

KJ 20 + EGF 5 3,38 ± 1,71 n=12 5,10 ± 1,13 n=12 p < 0,001 

KJ 5 + TSH 1 2,76 ± 0,60 n= 5 4,30 ± 1,50 n= 5 p = 0,031 

KJ 10 + TSH 10 2,76 ± 0,60 n= 5 5,80 ± 1,59 n= 5 p = 0,007 

TGF-� + EGF 5 3,86 ± 2,04 n= 8 6,00 ± 1,94 n= 8  p = 0,048 

H2O2 (100 �M) 2,58 ± 0,48 n= 6 11,78 ± 3,41  n= 6 p = 0,001 

 

Tabelle 1. Steigerung der Apoptoserate in basalen Zellkulturen (=ohne Selenzugabe) durch Inkubation mit 

angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro 

Zählung (n) bewertet. KJ in µM,TSH in U/ml, TGF-� und EGF in ng/ml. 
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Abbildung 5. Steigerung der Apoptoserate in basalen Zellkulturen  (=ohne Selenzugabe) durch 

Inkubation mit den angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben mit 

Standardabweichung. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in 

µM,TSH in U/ml, TGF-� und EGF in ng/ml. 
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Selen 10 nM ohne (MW±SEM) mit (MW±SEM) Signifikanz 

KJ 10 + EGF 5 1,63 ± 0,18 n= 4 2,35 ± 0,33 n= 4 p = 0,056 

KJ 20 + EGF 5 2,18 ± 0,80 n=11 3,41 ± 1,07 n=11 p < 0,001 

KJ 5 + TSH 1 2,08 ± 0,91 n= 5 2,52 ± 0,76 n= 5 p = 0,282 

KJ 10 + TSH 10 2,08 ± 0,91 n= 5 3,67 ± 1,94 n= 5 p = 0,105 

TGF-� + EGF 5 2,50 ± 0,85 n= 7 3,73 ± 1,35 n= 7 p = 0,009 

H2O2 (100 �M) 1,77 ± 0,45 n=6 5,83 ± 2,21 n=6 p = 0,008 

 

Tabelle 2. Steigerung der Apoptoserate in Zellkulturen mit Zugabe von Natriumselenit (10 nM) durch 

Inkubation mit angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 

Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in µM,TSH in U/ml, TGF-� und EGF in ng/ml. 
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Abbildung 6. Steigerung der Apoptoserate in Zellkulturen mit Zugabe von Natriumselenit 10 nM 

durch Inkubation mit angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben mit Standard-

abweichungen. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in µM,TSH 

in U/ml, TGF-� und EGF in ng/ml. 
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Abbildung 7. Steigerung der Apoptoserate in Zellkulturen mit Zugabe von Natriumselenit (100 nM) durch 

Inkubation mit angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben mit Standardabweichungen. Es 

wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in µM,TSH in U/ml, TGF-� und EGF in 

ng/ml. 

 

 

 

Selen 100 nM ohne (MW±SD) mit (MW±SD) Signifikanz 

KJ 20 + EGF 5 3,40 ± 0,96 n= 4 5,20 ± 1,74 n= 4 p = 0,058 

TGF-� + EGF 5 3,40 ± 1,00 n= 4 4,70 ± 2,03 n= 4 p = 0,133 

H2O2 (100 �M) 3,44 ± 0,83 n= 5 6,36 ± 1,89 n= 5 p = 0,006 

 

Tabelle 3. Steigerung der Apoptoserate in Zellkulturen mit Zugabe von Natriumselenit (100 nM) durch 

Inkubation mit angeführten Substanzen. Die Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 

Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in µM,TSH in U/ml, TGF-� und EGF in ng/ml. 
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3.3.3. Der Einfluss von Selen auf die Apoptoserate 

 

Alle Follikel, die, wie beschrieben, mit Natriumselenit in einer Konzentration von 10 nM 

kultiviert wurden, zeigten unter Stimulation eine signifikant verminderte Apoptoserate: 

Nach Inkubation mit KJ 20 �M und EGF (5 ng/ml) fiel die Anzahl der apoptotischen Zellen 

von 5,10 ± 1,51 % auf 3,54 ± 1,34 % (p = p < 0,001). Unter TGF-� (5 ng/ml) mit EGF 

(5 ng/ml) reduzierte sich die Rate um 37 % auf 3,73 ± 1,35 % (p = 0,001). Auch die Erhöhung 

der Apoptoserate durch Kaliumjodid und TSH war unter Selen 10 nM weniger ausgeprägt. Es 

ergab sich ein signifikanter Unterschied in den eingesetzten Konzentrationen, 1,78 % (p 

=0,004) bei KJ 5 �M mit TSH 1 U/ml und 2,12 % (p =0,004) bei KJ 10 �M mit TSH 10 U/ml. 

Eine deutliche Verminderung war nach dem Einsatz von H2O2  zu erkennen. Die 

Apoptoserate sank um mehr als die Hälfte, ausgehend von einem Basalwert von                

11,78 ± 3,41 % auf 5,83 ± 2,21 % (p = 0,001) durch den Schutz von Selen in einer 

Konzentration von 10 nM.  

 

Der Einfluss von Natriumselenit 10 nM auf die basale Apoptoserate ergab nach Inkubation 

der Zellen mit H2O2  und KJ 10 �M + EGF 5 ng/ml eine signifikante Reduktion. In diesen 

Versuchsreihen sanken die Indices um 1,10 und 0,88 %-Punkte (p = 0,003 bzw. 0,021).  

 

Natriumselenit in höheren Dosen (100 nM) brachte eine Verbesserung lediglich bei der 

Apoptoseinduktion mittels H2O2 (100 µM). Der Anteil der apoptotischen Zellen sank von 

12,88 ±   3,45 % auf 5,73 ± 1,45 % (p = 0,015). Unter KJ 20 µM und  TGF-� (5 ng/ml) wurde 

die Apoptoserate nicht beeinflusst. Der unstimulierte Wert kletterte von basal 2,82 ± 0,30 % 

auf 3,40 ± 1,00 % (p = 0,212). Auch die Gegenüberstellung der Kaliumjodid-Stimulationen 

ergaben eine Steigerung um 0,82 Prozentpunkte auf 5,20 ± 1,74 % (p = 0,507) unter Selen. 

Unter TGF-ß (5 ng/ml) kam es zu keiner Veränderung, basal lag das Ergebnis bei 4,8 ±    0,99 

% und unter Selen 100 nM bei 4,7 ± 2,03 % (p = 0,949). 
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Abbildung 8. Der Einfluss von Natriumselenit 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. 

Die Werte sind in Prozentangaben und Standardabweichung. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro 

Zählung (n) bewertet. KJ in µM, TGF-� und EGF in ng/ml. 

 

 

 

 basal (MW±SD)  Selen 10 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 3,84 ± 2,16 n= 7 2,50 ± 0,85  n= 7 p = 0,081 

KJ 20 �M + EGF 5,10 ± 1,51  n= 7 3,54 ± 1,34 n= 7 p < 0,001 

TGF-� + EGF 5,96 ± 2,09                                    n= 7 3,73 ± 1,35 n= 7 p = 0,001 

 

Tabelle 4. Der Einfluss von Natirumselenit 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die 

Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. KJ in µM, 

TGF-� und EGF in ng/ml. 
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Abbildung 9. Der Einfluss von Selen 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die Werte 

sind in Prozentangaben mit Standardabweichung. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) 

bewertet. Angaben: KJ in �M, TSH in U/ml 

 
 
 
 
 
 basal (MW±SD)  Selen 10 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 2,76 ± 0,60 n= 5 2,08 ± 0,91 n= 5 p = 0,065 

KJ 5  + TSH 1  4,30 ± 1,50 n= 5 2,52 ± 0,76 n= 5 p = 0,009 

KJ 10 + TSH 10 5,80 ± 1,59                             n= 5 3,68 ± 1,94                                    n= 5 p = 0,040 

 

Tabelle 5. Der Einfluss von Selen 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die Werte 

sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. Angaben: KJ in 

�M, TSH in U/ml 
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Abbildung 10. Der Einfluss von Selen 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Vergleich 

der Dosisabhängigkeit von Kaliumjodid. Die Werte sind in Prozentangaben mit Standardabweichung. Es wurden 

jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. Angaben: KJ in �M, EGF in ng/ml 

 

 

 
 
 
 
 
 basal (MW±SD) Selen 10 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 2,73 ± 0,36 n= 4 1,63 ± 0,19 n= 4 p = 0,021 

KJ 10 + EGF 5 4,3 ± 0,23 n= 4 2,35 ± 0,33 n= 4 p = 0,004 

KJ 20 + EGF 5 5,0 ± 0,26                                    n= 4 3,18 ± 0,18                               n= 4 p = 0,004 

 

Tabelle 6. Der Einfluß von Selen 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die Werte sind 

in Prozentangaben mit Standardabweichung (SD). Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) 

bewertet. Angaben: KJ in µM, EGF in ng/ml 
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Abbildung 11. Der Einfluss von Natiriumselenit 10 nM und 100 nM auf díe Apoptoserate in humanen 

Schilddrüsenfollikeln. Die Werte sind in Prozentangaben mit Standardabweichung. Es wurden jeweils 1000 

Zellen pro Zählung (n) bewertet. 

 

 basal (MW±SD)  Selen 10 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 2,58 ± 0,48 n= 6 1,77± 0,45 n= 6 p = 0,003 

H2O2  (100 �M) 11,78 ± 3,41 n= 6 5,83 ± 2,21 n= 6 p = 0,001 

 

Tabelle 7. Der Einfluss von Natriumselenit 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die 

Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. 

 
 
 basal (MW±SD)  Selen 100 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 2,73 ± 0,36 n= 4 1,63 ± 0,19 n= 4 p = 0,021 

H2O2  (100 �M) 12,88 ± 3,45 n= 4 5,73 ± 1,45 n= 4 p = 0,015 

 

Tabelle 8. Der Einfluss von Natriumselenit 100 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die 

Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen bewertet. 
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Abbildung 12. Der Einfluss von Natriumselenit 100 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. 

Die Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen pro Zählung (n) bewertet. 

Angaben: KJ in �M, EGF und TGF-� in ng/ml 

 

 

 

 basal (MW±SD)  Selen 100 nM(MW ± SD) Signifikanz 

keine Stim. 2,82 ± 0,30 n= 4 3,40 ± 1,00 n= 4 p = 0,212 

KJ 20 �M + EGF 5 4,38 ± 0,66 n= 4 5,20 ± 1,74 n= 4 p = 0,507 

TGF-� + EGF 5 4,80 ± 0,99                               n= 4 4,70 ± 2,03                                    n= 4 p = 0,949 

 

Tabelle 9. Der Einfluss von Natriumselenit 10 nM auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die 

Werte sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen bewertet. Angaben: KJ in �M, EGF 

und TGF-� in ng/ml 
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3.3.4. Der Einfluss von Methimazol auf die Apoptoserate nach Stimulation mit   

 KJ 20 µM und EGF 5 ng/ml 

 

 

Die Hemmung der Hormonsynthese mit Methimazol (MMI) verminderte die Apoptoserate 

signifikant: In der basalen Versuchsreihe stieg der Anteil apoptotischer Zellen unter Kalium-

jodid 20 �M und EGF 5 ng/ml von 3,73 ± 0,22 % auf 6,05 ± 0,75 %. Der Unterschied war 

signifikant (p = 0,005). 30-minütige Vorinkubation mit MMI (1 �M) führte dazu, dass die 

Apoptoserate trotz Stimulation auf dem Grundniveau verblieb. Nominal war dieser Wert        

(4,10 ± 0,51 %) geringfügig höher als der unstimulierte Wert, diese Differenz erwies sich 

jedoch als nicht signifikant (p = 0,275). 

 

Unter Selen 10 nM war der Effekt ähnlich ausgeprägt. Die Apoptoserate war hier insgesamt 

niedriger und unterschied sich, außer unter MMI, signifikant von den Werten der basal 

kultivierten Zellen. Durch Stimulation erhöhte sich der Index um 1,5 %-Punkte von 2,75 ± 

0,27 % auf 4,25 ± 0,44 % (p = 0,005). Wurden die Zellen zusätzlich zur Stimulation mit MMI 

(1 �M) versehen, stieg die Apoptoserate nur leicht an, von 2,75 ± 0,27 % auf 3,25 ± 0,40 %. 

Der Unterschied erwies sich auch hier als nicht signifikant (p = 0,138). 

 

 

Vergleich:    Signifikanz  

keine Stim. / KJ 20 + EGF5  
         

3,73 ± 0,22 % 6,05 ± 0,75 %  
 

p = 0,005 basal 

KJ 20 + EGF / KJ 20 + 
                     EGF 5 + MMI 

6,05 ± 0,75 % 4,10 ± 0,51 % 
 

p = 0,005 basal 

keine Stim. / KJ 20 + 
                     EGF 5 + MMI 

3,73 ± 0,22 % 4,10 ± 0,51 % p = 0,275 basal 

keine Stim. / KJ 20 + EGF5  
         

2,75 ± 0,27 % 4,25 ± 0,44 %  p = 0,005 Selen 10nM 

KJ 20 + EGF / KJ 20 + 
                     EGF 5 + MMI 

4,25 ± 0,44 % 3,25 ± 0,40 % p = 0,012 Selen 10nM 

keine Stim. / KJ 20 + 
                     EGF 5 + MMI 

2,75 ± 0,27 % 3,25 ± 0,40 % p = 0,138 Selen 10nM 

 
 

Tabelle 10: Der Einfluss von MMI 1 �M auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Angaben: KJ 

in �M, EGF in ng/ml, Se in nM und MMI in �M 
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Abbildung 13. Der Einfluss von Methimazol auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die Werte 

sind in Prozentangaben mit Standardabweichung. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen bewertet. Angaben: 

KJ in �M, EGF und MMI in �M 

 

 

 

 

 

 basal (MW±SD)  Selen 10 nM(MW ± SD) 

keine Stim. 3,73 ± 0,22 n= 4 2,75 ± 0,27 n= 4 

KJ 20 + EGF 6,05 ± 0,75 n= 4 4,25 ± 0,44 n= 4 

KJ 20 + EGF + MMI  4,10 ± 0,51                                n= 4 3,25 ± 0,40                                    n= 4 

 

Tabelle 11. Der Einfluss von Methimazol auf die Apoptoserate in humanen Schilddrüsenfollikeln. Die Werte 
sind in Prozentangaben. Es wurden jeweils mindestens 1000 Zellen bewertet. Angaben: KJ in �M, EGF und 
MMI in �M 
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3.4. Messung der Schilddrüsenhormone aus dem Überstand 

 

Als Aktivitätsnachweis wurde zu zwei Zeitpunkten der Zellkultur freies T3 und T4  bestimmt: 

Gemessen wurde jeweils die Hormonkonzentration im Überstand nach Follikelbildung in der 

hydrophob beschichteten Petri-Perm-Schale und nach der Stimulation mit Kaliumjodid 10 �M 

und 20 �M. Die Messwerte unterschieden sich alle vom Leerwert, es wurde Standard-

kulturmedium verwendet.  

 

 

 fT3 fT4 

Leerwert (Kulturmedium)  0,31 1,94 

basal (unstimuliert) 0,76 14,26 

Se 10 nM (unstimuliert) 0,80 17,37 

basal (Stim. KJ 10 �M) 0,29 2,91 

Se 10 nM (Stim. KJ 10 �M) 0,34 3,58 

basal (Stim. KJ 20 �M) 0,38 2,80 

Se 10 nM (Stim. KJ 20 �M) 0,34 3,07 

 

Tabelle 12. Aktivitätsnachweis der Follikel durch Messung von freiem T3 und T4 aus Überständen der 

Zellkultur vor und nach Stimulation. 
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Abbildung 14. humane Thyreocyten nach Wachstum in hydrophober Petri-Perm-Schale 

 
 

 
 

Abbildung 15. basal kultivierte Thyreocyten nach 50 Minuten Inkubation mit Kaliumjodid 20 �M und 

EGF 5 ng/dl 
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4.  D I S K U S S I O N 

 

 

4.1. Diskussion der Methoden 

 

4.1.1. Zellkultur 

 

Die spezifische Funktion von Schilddrüsenzellen ist im Wesentlichen an die Follikelstruktur 

und den polaren Aufbau der einzelnen Zelle gebunden (Denef et al., 1980). Als kleinste 

funktionelle Einheit der Schilddrüse formen Thyreocyten einen durch tight-junctions 

verschlossenen, einschichtigen Epithelring. Das im Inneren befindliche Lumen dient als 

Speicherort für Thyreoglobulin, die Außenseite des Follikels ist von einer Basalmembran und 

Kapillaren umgeben (Bidey and Tomlinson, 1988). Die Zellen fügen sich  morphologisch 

durch Asymmetrie in Umgebung und Funktionalität ein. Basolateral befinden sich Jodpumpe, 

Rezeptoren für TSH (Chambard et al., 1983) und das raue endoplasmatische Retikulum zur 

Thyreoglobulinsynthese. Apikal liegt der Golgi-Apparat und an der dem Lumen zuge-

wandten Membran finden die Organifizierung von Jod sowie Endo- bzw. Exocytose der von 

der Zellen produzierten Hormone statt (Ericson, 1981). Thyreocyten, die als Monolayer 

wachsen, unterscheiden sich demnach in ihrer Physiologie deutlich von im Verbund 

wachsenden Follikelzellen. Da Einzelzellen mit einer Seite an der Unterlage haften, sind sie 

Medium, Wachstumsfaktoren und anderen Einflüssen nur schwer zugänglich. Aufgrund des 

Zell-Zellkontaktes sind follikelgebundene Zellen hinsichtlich des Wachstums ruhend, wohin-

gegen Einzelzellen vermehrtes Wachstum und Teilung zeigen, bis sie einen geschlossenen 

Zellverband bilden. Ebenso haben sie ihre Jod- und Thyreoglobulinvorräte und damit ihre 

typischen physiologischen Eigenschaften verloren (Toda et al., 1995). 

 

Unter TSH-Deprivation kommt es zur Bildung  so genannter inside-out Follikel mit gestörter 

Zellfunktion (Inoue et al., 1980). Durch Umkehr der Polarität ist die basolaterale Seite dem 

Lumen zugewandt - Jodpumpe und Rezeptoren liegen hier verborgen. Ebenso wird Thyreo-

globulin in das umgebende Medium abgesondert (Herzog, 1983). 
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Versuche an intakten, porcinen Schilddrüsenfollikeln mit erhaltener Zellpolarität zeigten 

TSH-abhängige Jodaufnahme und Hormonsekretion. (Gärtner et al., 1985b) Diese, den 

physiologischen Bedingungen entsprechenden Umstände wurden in unseren Untersuchungen 

an humanen Schilddrüsenfollikeln genützt. In hydrophob beschichteten Petri-Perm Schalen, 

die ein Anwachsen verhinderten und statt dessen die „Wiederfindung“ der Zellen unterein-

ander förderten, konnte mikroskopisch die Bildung von kugeligen Zellaggregaten beobachtet 

werden. Sie unterschieden sich nur in ihrer Größe von intakten, isolierten Follikeln aus frisch 

präparierten Schilddrüsen. Messungen aus dem Kulturmedium zu mehreren Zeitpunkten 

zeigten eine Produktion von freiem T3 und T4 und bewiesen somit den intakten Stoffwechsel 

der Zellen. 

 

Die Möglichkeiten zur Gewinnung von humanem Schilddrüsengewebe sind, im Gegensatz zu 

porcinen Gewebe, eingeschränkt und erlauben nur die Verwendung von pathologisch 

verändertem Material aus Operationen. Die Physiologie der Schilddrüsen weist jedoch 

artspezifische Unterschiede auf (Rapoport et al., 1982; Kraiem et al., 1991). Für unsere 

Untersuchungen bevorzugten wir deshalb die Verwendung von humanem Schilddrüsen-

gewebe. Ein weiteres Problem stellte die Inhomogenität des Materials dar. Das schwankende 

Alter und die unterschiedlichen Erkrankungen der Patienten spiegelten sich in der Qualität des 

Gewebes wider. Durch Ausschluss schlechter Drüsen einerseits und durch Vereinigung und 

gemeinsames Wachstum der Zellen unterschiedlichen Ursprungs andererseits, versuchten wir, 

diese Ungleichheit zu beheben und homogene, qualitativ gleichwertige Proben herzustellen.  

 

 

4.1.2. Nachweis der Apoptose 

 

Wahl der Methode 

 

Die herausragende Bedeutung der Apoptose in physiologischen und pathologischen Prozessen 

aller Bereiche führte zu intensiver Forschung und der Etablierung einer Fülle von Nachweis-

verfahren. Neben dem Goldstandard der aufwendigen Elektronenmikroskopie (Savill, 1994) 

und anderen Verfahren zur Beurteilung morphologischer Kriterien wurden eine Reihe cyto-

chemischer Methoden entwickelt. Nennenswert sind unter anderem in situ end-labelling 

(ISEL), Nachweis von Anexin V und Phosphatidylserin oder, als neuere Methoden, Nachweis 

der Caspasen und Cytochrom c. (Barrett et al., 2001) 
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Für unsere Untersuchungen war eine Methode nötig, die die quantitative Erfassung der 

apoptotischen Zellen ermöglichte und sensitiv genug war, um eine niedrige Apoptoserate zu 

erfassen. Diese liegt bei porcinen Schilddrüsenfollikeln unter 10 % (Bechtner et al., 1999). 

Zudem musste der Nachweis am intakten Follikel geschehen, da durch eine Vorbehandlung 

zur Erzielung von Einzelzellen eine falsch-hohe Apoptoserate zu befürchten war. 

 

 

Nachweis von Strangbrüchen mittels ISNT und Gel-Elektrophorese 

 

Breite Anwendung unter den cytochemischen Methoden findet die Markierung von Strang-

brüchen, die bei der Degradierung der DNA durch Endonukleasen entstehen. Die hierfür am 

gebräuchlichsten Methoden basieren auf ISEL (in situ end-labeling) und werden entweder als 

in situ nick-translation (ISNT) oder mittels terminaler Transferase (TUNEL) durchgeführt. 

TUNEL wurde bislang wegen seiner Neigung zur Artefaktbildung (Ansari et al., 1993) und 

Unspezifität hinsichtlich der Markierung (Allen et al., 1997) kontrovers diskutiert. ISNT 

ergibt zudem bei in Kultur gehaltenen Zellen ein stärkeres Signal (Barrett et al., 2001). Die 

ISNT-markierten Strangbrüche können, wie in der vorliegenden Arbeit bereits beschrieben (s. 

S. 26), durch Elektrophorese aufgetrennt und sichtbar gemacht werden. 

 

Es war mit dieser Methode nicht möglich, messbare Signale zu produzieren. Als Gründe 

hierfür sind anzuführen, dass diese Art von Nachweis eine beträchtliche Menge an DNA 

erfordert. Dafür muss der Prozess der Apoptose relativ synchron ablaufen (Willingham, 

1999). Beide Voraussetzungen waren in unserem Kultursystem nicht zur genüge gegeben. 

Gemäß Voruntersuchungen (Bechtner et al., 1999) war mit einer Apoptoserate von weniger 

als 10 % zu rechnen. Durch zellzyklusabhängige, unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen 

für Apoptoseinduktion sind zudem Unregelmäßigkeiten im zeitlichen Apoptoseablauf zu 

erwarten. Ferner sei erwähnt, dass Degradierung der DNA zwar ein typisches Phänomen der 

Apoptose ist, das jedoch nicht in allen Zellen zu seiner vollen Ausprägung gelangt (Walker et 

al., 1999). 
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Apoptosenachweis mittels ELISA 

 

Weitere, sehr empfindliche Nachweisverfahren beruhen auf der Verwendung von mono-

klonalen, spezifischen Antikörpern. Toné et al. (1988) fanden heraus, dass DNA-Fragmen-

tierung mit der Bildung von Einzelstrangbrüchen einhergeht, und die Nukleosomen, als 

kleinste Einheit von an Histonen gebundene DNA, in das Cytoplasma wandern. Spezifisch 

gegen diese Strangbrüche (Naruse et al., 1994; Frankfurt et al., 1996) gerichtete Antikörper 

dienen der Apoptosemessung. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll verband 

dieses Detektionsverfahren mit ELISA-Technik. Nukleosomale DNA apoptotischer Zellen 

wird auf einer mit entsprechenden Antikörpern beschichteten Platte gebunden. Ein Grund für 

die Wahl dieser Methode war seine hohe Sensitivität. Salgame et al. (1997) erreichten in 

einem ELISA von ähnlichem Aufbau eine 500 x höhere Sensitivität als durch den Nachweis 

der typischen DNA-Leiter mittels Gel-Elektrophorese. Zur Erstellung der Eichkurve 

beinhaltete der hier  verwendete KIT eine Suspension von Nukleosomen aus UV-bestrahlten 

Daudi-Zellen. Nukleosomen aus 444 Daudi-Zellen waren als eine Einheit definiert (U/ml). 

Der Assay war, nach Angaben des Herstellers, imstande 0,15 U/ml von Null zu 

unterscheiden. Dies entspricht einer Anzahl von 30 apoptotische Zellen (oncogene research 

products, 2000).  

 

Trotz dieser Angaben ließ sich kein verwertbares Ergebnis messen. Um methodische Fehler 

bei Zellernte und Durchführung der Versuche auszuschließen, wurden HL-60-Zellen als 

Kontrolle hinzugezogen. Diese zeigten nach entsprechender Inkubation eine deutlich 

messbare Apoptoserate. Sowohl Zugabe von Standard zu den Proben (so genannte Wieder-

findung), als auch Inkubation der beschichteten Wells mit Probenlösung und nachfolgender 

Durchführung des ELISAs mit Standard, führten zu einer Abnahme der zu erwartenden 

Signalintensität. Es blieb zu vermuten, dass eine in der Zellkultur verwendete Substanz oder 

ein von den Follikelzellen produzierter Stoff, der durch die verschiedenen Waschschritte nicht 

zu eliminieren war, mit der Beschichtung interagierte.  
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Die daraufhin vorgenommene Stabilisierung des Belags mit Glutaraldehyd bestätigte die 

Vermutungen zum Teil, da bei den Proben daraufhin insgesamt höhere Werte gemessen 

werden konnten. Im Allgemeinen führte diese Behandlung aber zu großen Schwankungen der 

Doppelwerte sowie zu Ungenauigkeiten in der Eichkurve und musste deshalb verlassen 

werden. 

 

Weder durch Gel-Elektrophorese noch durch einen hoch-sensitiven ELISA war es gelungen 

einen Apoptosenachweis zu erbringen. Ähnliche Probleme zeigten sich auch in einem Kultur-

system adhärent wachsender Astrocyten (Micoud et al., 2001). Nach Apoptoseinduktion 

durch Urin von Patienten, die an Multipler Sklerose erkrankt waren, verglichen die Autoren 

verschiedene Nachweisverfahren untereinander und in Referenz zur Flow Cytometrie Analyse 

nach Färbung mit Propriumjodid. Auch hier ergab sich keine typische DNA-Leiter und kein 

messbares Signal im ELISA, wohingegen verschiedene Färbungen mit Immunfluoreszenz 

(TUNEL, Annexin V, Phosphatidylserin) Apoptose-positiv waren.  

 

 

Messung der Apoptoserate mit einem Mitochondrial Potential Assay 

 

Änderung der Permeabilität und Intaktheit von Zellorganellen oder -membranen werden für 

verschiedene apoptotische Nachweisverfahren genützt. Farbstoffe, die sich aufgrund von 

Größe oder chemischer Eigenschaften nur unter bestimmten Bedingungen anreichern, lassen 

eine relativ gute Unterscheidung von lebenden und apoptotischen Zellen zu. Auch die 

Abgrenzung von Nekrosen ist möglich. Als Substanzen mit diesen Eigenschaften sind vor 

allem Propriumjodid und DAPI weit verbreitet (Willingham, 1999). Eine weitere, gute 

Möglichkeit zur Identifikation apoptotischer Zellen stellen die Mitochondrien dar. 

Dysfunktionen der Mitochondrien sind ein frühes Ereignis im Ablauf der Apoptose. Noch vor 

Veränderungen im Zellkern kommt es zum Zusammenbruch des Membranpotentials, 

Entkoppelung der oxidativen Phosphorylierung von der ATP-Bildung und zur Bildung 

reaktiver Sauerstoffradikale (Webb et al., 1997).  
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Verschiedene Nachweisverfahren von Apoptose orientieren sich an diesen Veränderungen. Es 

besteht die Möglichkeit der Messung freiwerdender mitochondrieller Proteine, wie 

Cytochrom c oder der proapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie. Ebenso kann der 

Anstieg des intramitochondriellen freien Calciums gemessen werden. Eine weitere, etablierte 

Methode bedient sich der Tatsache, dass aufgrund des bestehenden negativen Membran-

potenzials von -180 bis -200 mV verschiedene lipophile Kationen in den Mitochondrien 

angereichert werden. Mithilfe fluoreszierender oder markierter Substanzen kann der 

Zusammenbruch des Potenzials quantifiziert werden. Gebräuchlich sind Rhodamin- und 

Zyaninderivate. Ein Problem dieser Methode ist die teilweise unspezifische Bindung dieser 

Stoffe in anderen Zellkompartimenten und ihre Phototoxizität, durch deren Auswirkung auf 

besonders lichtempfindliche Strukturen in den Mitochondrien sie teilweise selbst zur 

Induktion von Apoptose befähigt sind und sogar zur Therapie von Tumoren herangezogen 

werden (Bernardi et al., 1999).  

 

Wir verwendeten JC-1 (s. S. 32), ein Zyaninderivat, das sich bei intaktem Membranpotenzial 

in den Mitochondrien anreichert und dort reversibel rot-fluoreszierende Aggregate bildet. Im 

Gegensatz zu anderen Substanzen geschieht diese Anreicherung selektiv in den 

Mitochondrien. Nach Zusammenbruch des mitochondriellen Membranpotenzials in unter-

gehenden Zellen verbleibt der Farbstoff als grünes Monomer im Zytoplasma. Die 

Konzentration der Aggregate steht in linearer Abhängigkeit zu Potenzialänderungen, die 

durch Messungen mit TPP+-Elektroden und über Kalkulation des K+-Diffusionspotenzials 

ermittelt werden konnten  (Cossarizza et al., 1996; Reers et al., 1991). Mit dieser Methode 

war die Bestimmung der Apoptoserate am intakten Follikel möglich. Die Zellen erwiesen sich 

als gut färbbar und anhand der festgelegten Kriterien ließen sich lebende von apoptotische 

Zellen deutlich unterscheiden. Die Auswertung wurde von zwei erfahrenen Personen 

vorgenommen, die unabhängig voneinander vorgingen. Die jeweiligen gemittelten 

Zählergebnisse zeigten wenig Abweichung und waren rekonstruierbar. Die Ergebnisse sind 

im Einklang mit den in Voruntersuchungen an porcinen Follikeln erzielten Resultaten. Die 

Apoptoseraten wurden hier jeweils durch TUNEL-Assay und Elektronenmikroskopie 

bestätigt (Bechtner et al., 1999; Langer et al., 2003).  
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Inkubationszeit 

 

Degradierung der DNA ist ein frühes Ereignis im Ablauf der Apoptose (Webb et al., 1997). 

Im weiteren Verlauf des Zelluntergangs kommt es zur Instabilität und Durchlässigkeit der 

Membran, die DNA-Bruchstücke treten aus der Zelle aus und gehen für den Nachweis ver-

loren. Mangelnde Synchronisierung beim Eintritt der Apoptose in den Zellen ist demnach 

hinderlich, und so versuchten wir, einen Zeitpunkt zu wählen, der uns ein Maximum an 

Zellen im Stadium der Messbarkeit lieferte. Aus einer Zeitreihe (30 min, 1 h, 2 h, 3 h) 

wählten wir die Inkubationslänge aus, die das stärkste Signal zeigte. Es ergab sich ein 

Optimum, das zwischen 30 min und 1 h lag. Deshalb wurden 50 min als 

Standardinkubationszeit festgesetzt. 

 

 

4.1.3. Fazit 

 

Die Rekonstruktion von intakten Follikeln in vitro ermöglicht das Studium verschiedener 

Prozesse im Metabolismus der Schilddrüse unter nahezu physiologischen Bedingungen. Im 

Gegensatz zu Einzelzellen erhalten im Verbund wachsende Thyreocyten ihre spezifische 

Funktion und polare Zellanordnung aufrecht. Dieses Modell ist nicht nur besonders aussage-

kräftig hinsichtlich der Regulation von Wachstum und Involution in der Schilddrüse, sondern 

erlaubt eine genaue Beobachtung apoptotischer Vorgänge, da untergehende Zellen in-vivo 

innerhalb kurzer Zeit von Nachbarzellen und Makrophagen beseitigt werden. Durch die 

Verwendung humaner Thyreocyten wurden speziesspezifische Unterschiede ausgeschlossen. 

 

Potenzialstörungen in den Mitochondrien, ein frühes Ereignis im Ablauf der Apoptose, ließen 

sich darstellen, ohne dass die Follikelstruktur zerstört werden musste. Die Methode gewähr-

leistete eine schonende Behandlung der Follikel und durch gute Beurteilbarkeit der Zell-

morphologie eine aussagekräftige Ermittlung der Apoptoserate.  
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 4.2. Diskussion der Ergebnisse 

 

4.2.1. Induktion der Apoptose 

 

Kaliumjodid 

 

Der inhibierende Einfluss von Jod auf das Wachstum von Schilddrüsenzellen und seine Rolle 

bei der Strumainvolution sind oftmals belegt worden. Dieser Effekt zeigte sich sowohl in vivo 

in verschiedenen Tiermodellen (Wollmann et al., 1968; Van den Hove-Vandenbroucke et al., 

1982; Mahmoud et al., 1986), als auch in vitro an FRTL-5 Zellen (Golstein und Dumont, 

1996) und Schilddrüsenzellkulturen in Form von Monolayer (Sherwin et al., 1975; Rapoport 

et al., 1976). In Versuchen an porcinen Follikeln zeigte sich eine wachstumsfördernde 

Wirkung von Jod in geringen Dosen (1 �M), in höheren Dosen (5 �M – 80 �M) überwog 

jedoch der proliferationshemmende Effekt (Dugrillon und Gärtner, 1992; Gärtner et al., 

1985). Durch neuere Untersuchungen konnten anhand von morphologischen Kriterien, Nach-

weis typischer DNA-Bruchstücke und anderen spezifischen Verfahren festgestellt werden, 

dass die jodinduzierte Zellabnahme über den Mechanismus der Apoptose stattfindet (Vitale et 

al., 2000; Burikanov et al., 2000; Tamura et al., 1998). Ebenso konnte gezeigt werden, dass 

als vermittelnde Substanzen der jodinduzierten Apoptose die so genannte Jodlaktone eine 

wichtige Rolle spielen. Hierbei handelt es sich um jodinierte Derivate mehrfach ungesättigter 

Fettsäuren (Langer et al., 2003). 

Während in Einzelzellkulturen hohe Joddosen von 10 mM (Golstein und Dumont, 1996) oder 

auch 50 mM (Vitale et al., 2000) zur Apoptoseinduktion erforderlich sind, zeigten unsere als 

Follikel kultivierten Zellen bereits bei geringen Konzentrationen von 10-20 �M einen 

signifikanten Anstieg der Apoptoserate. Als Grund hierfür lässt sich zum einen der bereits 

erwähnte Unterschied in der Physiologie der polaren, im Follikelverband eingebetteten zur 

allein wachsenden Zelle nennen. Zum anderen wird für Einzelzellen ein anderer Weg der 

Jodaufnahme postuliert. Jod entfaltet hier seine Wirkung erst über die Jodination von 

Oberflächenproteinen. (Rodesch et al., 1968) Die apoptotische Wirkung von Jod scheint 

spezifisch für die Schilddrüse zu sein. Vitale et al. (2000) inkubierten Osteosarkomazellen 

und Fibroblasten mit Jod, ohne eine Wirkung festzustellen. 
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Thyreocytenstimulierendes Hormon 

 

Das thyreocytenstimulierende Hormon (TSH) übt Einfluss auf die strukturelle und vor allem 

funktionelle Differenzierung der Schilddrüse aus. Das Hormon bewirkt durch 

Rezeptorbindung die Stimulierung des membrangebundenen Adenylatcycalse-Komplexes und 

die Bildung des second-messenger cAMP.  Hierdurch werden die spezifischen Funktionen 

wie Jodaufnahme, Hormonproduktion und -abgabe gesteigert (Gärtner, 1997a). Ebenso 

können verschiedene TSH-induzierte Veränderungen in der Zellmorphologie beobachtet 

werden. Die Zellachse vom basolateralen zum apikalen Pol verlängert sich, und luminal 

werden Mikrovilli zur Resorption von Thyreoglobulin ausgebildet (Tash et al., 1981). 

Einerseits wirkt TSH der Apoptose entgegen. Über die Blockade von FAS (Kawakami et al., 

1996) und Verminderung der Konzentration von TGF-�-mRNA (Gärtner et al., 1997b) kann 

TSH Apoptose verhindern, TSH-Entzug hingegen führt in vitro zur Induktion von Apoptose 

(Dremier et al., 1994). Andererseits fördert TSH die Organifizierung von Jod und damit die 

Radikalentstehung, was zu einer vermehrten Apoptoseneigung führt. Zur Steigerung des 

Effekts von Kaliumjodid stimulierten wir deshalb die Zellen zusätzlich mit TSH in folgenden 

Konzentrationen: TSH 1 mU/ml + KJ 5 �M und TSH 10 mU/ml + KJ 10 �M; die daraus 

resultierende Apoptoserate zeigte sich konzentrationsabhängig.  

 
 
Transforming Growth Factor-�-1   

 

Transforming Growth Factor-�-1 (TGF-�-1) ist ein autokriner, inhibierend auf Wachstum 

wirkender Regulationsfaktor in epithelialen Zellen, einschließlich Thyreocyten. Er beeinflusst 

Zellzusammenhalt, Matrixformation und verhindert eine überschießende Proliferation der 

Schilddrüse nach Wachstumsstimulation (Gärtner et al., 1997b; Gärtner et al., 1998). Ebenso 

werden cAMP-induzierte Mechanismen, wie die Jodaufnahme, gehemmt (Gärtner et al., 

1997a). Seine Fähigkeit, Apoptose zu induzieren konnte in vivo und in vitro nachgewiesen 

werden. TGF-� führt durch Minderexpression von antiapoptotischen Substanzen zu einer 

Sensibilisierung der sezernierenden Zelle und veranlasst die umliegenden Zellen zur 

Produktion von proapoptotischen Signalstoffen (Haufel et al., 1999). Dies gilt sowohl für 

Thyreocyten (Bechtner et al., 1999), als auch für Zellen anderer Gewebe (Oberhammer et al., 

1991; Kyprianou et al., 1989). Für unsere Versuche wurde humanes, rekombinantes TGF-�-1 

in einer Kombination von 5 ng/ ml verwendet. Es zeigte sich damit ein signifikanter 
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Unterschied im Vergleich zur basalen Apoptoserate, sowohl bei mit als auch ohne Selen     

(10 nM) kultivierten Zellen.  

 

 

Epidermal Growth Factor-1 

 

Epidermal growth factor (EGF-1) unterstützt das Wachstum in den meisten Zellen epithelialer 

Herkunft. Auch in Thyreocyten stellt er in vitro einen potenten Wachstumsfaktor dar (Gärtner 

et al., 1985; Bourke et al., 1991), jedoch, im Gegensatz zu TSH, mit einer entdifferenzier-

enden, die Jodaufnahme und Hormonproduktion inhibierenden Wirkung (Eggo et al., 1984). 

Beide Substanzen antagonisieren den jeweiligen Einfluss des anderen in der Zielzelle (Gärtner 

et al., 1990), sowie auch ihren eigenen. TSH erhöht die EGF-Rezeptorexpression an der baso-

lateralen Membran (Westermark et al., 1986), und EGF hemmt gleichzeitig seine Wachstums-

induktion durch Vermehrung der TGF-�-mRNA (Gärtner 1997a). In vivo wird EGF bzw.  

sein Rezeptor im gesunden Schilddrüsengewebe nicht exprimiert. Immunhistochemische 

Färbungen zeigen die Beschränkung seiner Ausprägung auf maligne verändertes Gewebe 

(Gorgoulis et al., 1992) und multinodulare Strumen (Sugenoya et al., 1992). In der vor-

liegenden Arbeit wurde die apoptoseunterstützende Wirkung dieses Botenstoffes genutzt.  

In vorangehenden Studien ließ sich die Apoptoserate unter TGF-� durch Vorinkubation der 

Zellen mit EGF in einer Konzentration von 5 ng/ml nochmals signifikant erhöhen (Bechtner 

et al., 1999). 

 

 

Wasserstoffperoxid ( H2O2) 

 

Jodid wird über einen basolateral gelegen Transporter aktiv in der Schilddrüsenzelle an-

gereichert und zur Hormonsynthese durch die thyreoidale Peroxidase oxidiert (Nunez und 

Pommier, 1982). Für diese Reaktion wird Wasserstoffperoxid generiert (Corvilain et al., 

1991; Raspé und Dumont, 1995). Auch Thyreocyten sind hierfür empfindlich, im Besonderen 

bei Mangel an reduzierenden Substanzen, wie der Glutathionperoxidase. Sie reagieren auf 

hohe Konzentrationen mit Nekrose, auf niedrigere mit Apoptose. Riou et al. (1998) 

demonstrierten den Zelluntergang von porcinen Thyreocyten in Monolayerkultur durch 

Apoptose. Nach Inkubation mit H2O2 in Konzentrationen zwischen 50 �M – 300 �M ließen 

sich Zellen mit typischer DNA-Fragmentierung nachweisen und mittels TUNEL-Technik 
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quantifizieren. Höhere Konzentrationen erwiesen sich als toxisch und führten zu rascher 

Ablösung der Zellen. Die Veränderungen waren nicht mehr mit Apoptose assoziierbar. Ein 

Maximum war nach 3-4 Stunden zu beobachten, darauffolgend nahm die Apoptoserate stetig 

ab um nach 24 Stunden den basalen Wert zu erreichen. In weiteren Versuchen konnte eine 

H2O2-abhängige Veränderung des Verhältnisses von Bcl-2, einem der Apoptose 

entgegenwirkenden Protein, zugunsten des proapoptotischen Bax gezeigt werden (Riou et al., 

1999). Auch in unseren Versuchen waren die Schilddrüsenfollikel für dieses Radikal 

empfindlich. Nach dreistündiger Inkubation mit 100 �M H2O2 konnte eine deutliche Zunahme 

der Apoptoserate verzeichnet werden.  

 

 

4.2.2. Inhibition der Hormonsynthese durch Methimazol  

 

Methimazol, ein Thyreostatikum aus der Gruppe der Thionamide, hemmt spezifisch die 

Schilddrüsenperoxidase und somit die Oxidation von Jodid (Forth, 1998). Dementsprechend 

unterbleibt auch die Bildung des bei dieser Reaktion als Elektronenempfänger dienenden 

Radikals H2O2 . Dugrillon und Gärtner (1992) zeigten in Wachstumsexperimenten, dass die 

proliferationshemmende Wirkung von Jodid, die, wie bereits in dieser Arbeit beschrieben, 

über den Mechanismus der Apoptose gesteuert wird, durch MMI aufgehoben werden kann. 

Auch in unseren Untersuchungen war MMI imstande, die Wirkung von Kaliumjodid zu 

unterdrücken und die Apoptoserate auf basalem Niveau zu halten. Diese Tatsache ver-

deutlicht den Zusammenhang von Hormonsynthese und potentieller Zellschädigung und 

unterstreicht nochmals die Wichtigkeit von Selen in seiner enzymgebundenen Form für 

Thyreocyten als schützende Substanz vor oxidativem Stress. 
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4.2.3. Die Auswirkungen von Selen auf die Apoptoserate 

 

Es zeigte sich, dass durch Präinkubation der Thyreocyten mit Natriumselenit in einer Kon-

zentration von 10 nM die basale und die durch Kaliumjodid, TGF-� und H2O2  gesteigerte 

Apoptoserate signifikant vermindert werden konnte. Nach Inkubation mit KJ 10 �M und KJ 

mit TSH in beiden Konzentrationen konnte Selen sogar einen Anstieg verhindern. Die hiermit 

verzeichnete Zunahme apoptotischer Zellen erwies sich als nicht signifikant. 

 

Ähnliche Beobachtungen konnten bereits in verschiedenen in vivo- und in vitro-Modellen 

gemacht werden. Yoon et al. (2002) zeigten, dass sich in HT1080-Zellen die durch H2O2  

(500 �M) induzierte Apoptose mit Selen in einer Konzentration von 2 �M fast vollständig 

blockieren ließ. Dieser Effekt ließ sich selenbedingt zum einen auf eine Stabilisierung des 

mitochondriellen Membranpotentials und zum anderen auf eine verminderte Aktivität der 

Caspasen zurückführen. Auch kam es unter Selen zu vermehrter Bcl-2 Produktion, Glucose-

aufnahme und ATP-Bildung.  

 

Die cytoprotektive Wirkung von Selen wurde ebenso an humanen Endothelzellen unter 

Bestrahlung nachgewiesen (Schleicher et al., 1999). In diesem Experiment wurden die Zellen 

eine Stunde vor Telekobaltbestrahlung (2 Gy und 10 Gy) mit Selenkonzentrationen zwischen 

60 �g/l und 200 �g/l inkubiert. Dem radiogenen Wachstumsstop konnte dadurch entgegen-

gewirkt werden – der Proliferationsindex stieg unter allen Konzentrationen um ein Mehr-

faches an.  

 

Auch in vivo konnte ein Zellschutz durch Selen bereits belegt werden. Huang et al. (2002) 

verglichen elektronenmikroskopisch die Oberfläche der Aorta von Wistar Ratten, die unter 

selenarmer bzw. -adäquater Diät gehalten wurden und zusätzlich verschiedene Cholesterin-

abkömmlinge erhielten. Tiere, die an Selenmangel litten, bildeten deutlich mehr Läsionen, 

entzündlich veränderte Areale und Plaques an der Endothelfläche ihrer Gefäße aus. 
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In den beschriebenen Versuchen wurde Selen in wesentlich höheren Konzentrationen als 10 

nM eingesetzt. Yoon et al. (2002) inkubierten ihre Zellen mit 2 �M, Schleicher et al. ver-

wendeten bis zu 200 �g/ml, was einer Konzentration von ungefähr 2,6 �M entspricht. Eine 

weitere Studie berichtete von einem günstigen Einfluss auf den Zellzyklus von HL-60-Zellen 

bei 250 nM (Zeng, 2002). Toxische Wirkungen stellten sich meist erst zwischen 3 �M - 5 �M 

ein (Biswas et al., 2000; Ip et al., 2000). Im Widerspruch dazu war in unseren Versuchen 

bereits bei 100 nM kein günstiger Einfluss mehr nachzuweisen. Die Apoptoserate in den 

Follikeln konnte hierunter nicht mehr vermindert werden. Als Erklärung könnte zum einen 

dienen, dass in unseren Untersuchungen die Zellen mindestens 60 h mit Selen präinkubiert 

wurden, während es sich in den beschriebenen Veröffentlichungen um wesentlich kürzere 

Einwirkzeiten handelte. Zum anderen handelt es sich bei der Schilddrüse um das Organ mit 

dem höchsten Selengehalt (Dickson und Tomlinson, 1967; Oster et al., 1988). Es ist dem-

entsprechend wahrscheinlich, dass Schilddrüsenzellen, aufgrund der bedeutenden Rolle von 

Selen in ihrem Stoffwechsel, dieses Element stärker anreichern und das GPx-Sättigungs-

niveau früher erreichen. Weiterhin zeigte sich, dass der positive Effekt nur unter den „physio-

logischen“ Regulationsfaktoren, wie Kaliumjodid, TGF-� und TSH nachließ. Der oxidative 

Stress ist unter diesen Substanzen geringer ausgeprägt, erkennbar an der Apoptoserate, die 

maximal 6 % erreichte. Unter dem toxischen H2O2 konnten die Thyreocyten wiederum von 

der hohen Selenkonzentration (100 nM) profitieren. Hier war eine deutliche Apoptose-

reduktion festzustellen. 
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4.2.4. Proapoptotische Wirkung von Selen 

 

Ein überhöhtes Angebot an Selen führt jenseits des Sättigungsniveaus der Selenoproteine zur 

Inkorporation in verschiedene nicht-enzymatische Verbindungen, die zur Induktion von 

Apoptose befähigt sind. Versuche zeigten, dass Selen in diesen Formen über unterschiedliche 

Mechanismen die Vitalität der Zelle beeinträchtigen kann. 

 

In toxischer Verbindung mit Sauerstoff führt SeO2 zur Abnahme von Bcl-2, vermehrter 

Expression von p53 und kann die DNA direkt schädigen (Wei et al., 2001). Als besonders 

potente Induktoren gelten Vertreter der Selen-Methylverbindungen. Die methylseleninische 

Säure (Methylseleninic Acid, MSeA) beeinflusst den Zellzyklus (G1-Arrest) und proapop-

totische Kinasen wie AKT und JNK 1/2 (Jiang et al, 2002). Selen-Methylselenocystein 

(MSC) konnte Apoptose in HL-60-Zellen durch vermehrte Radikalproduktion und nach-

folgender Aktivierung von Caspasen und Cytochrom c-Freisetzung bewirken (Uhee et al, 

2001). Gemäß neuesten Erkenntnissen beeinflusst Selen auch die Permeabilität der 

Mitochondrienmembran. Eine Studie an selensubstituierten Ratten führte zu vermehrter 

mitochondrialer Schwellung, sowie erleichterter Calcium- und Cytochrom c-Freisetzung. Die 

Qualität der Mitochondrien, gemessen an der ATP-Produktion, wurde nicht beeinflusst, es 

kam lediglich zu einer Sensibilisierung und gesteigerten Neigung zur Apoptose (Shilo et al., 

2003). 

 

Diese über die antioxidativen Schutzmechanismen hinausgehende Wirkung der Selen-

verbindungen führen zu dem zweiphasigen Effekt, der vor allem für tumorprotektiven 

Eigenschaften von Selen verantwortlich gemacht wird.  
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4.2.5. Apoptoseinduktion über das Redoxpotenzial der Zelle 

 

Die Entstehung von freien, reaktiven Radikalen als Nebenprodukt verschiedener biologischer 

Prozesse stellt den gesamten Organismus vor ein „Entsorgungsproblem“. Hydroxylradikale 

(OH� ), Superoxide (O2�) und Peroxide wie H2O2 bedrohen die Intaktheit von DNA und 

Zellstoffwechsel. Ungenügende Entgiftung kann in Störung von Signalketten, DNA-

Mutation, maligner Transformation oder Apoptose resultieren (Matès et Sánchez-Jiménez, 

2000). Besonders die Schilddrüse ist durch ständig bei der Hormonproduktion anfallendes 

H2O2 auf ein funktionstüchtiges System von Radikalfängern angewiesen. Selenabhängige 

Enzyme wie die Glutathion- und Thioredoxin-Reduktase erfüllen den größten Teil dieser 

Aufgabe (Köhrle 1999). 

 

Radikalüberschuss in der Zelle, also oxidativer Stress, führt zur Aktivierung und Expri-

mierung charakteristischer Moleküle, deren Interaktionen erst zum Teil verstanden werden. 

Im Folgenden soll auf NF-�B und TNF-�  eingegangen werden. Ihre Aktivität wird vor allem 

auch durch den Redoxstatus der Zelle gesteuert (Flohé et al., 1997). 

 

NF-�B ist ein Transkriptionsfaktor von großer Bedeutung im Immunsystem. Durch DNA-

Bindung stimuliert er die Produktion verschiedener Zytokine, Onkogene, Immunrezeptoren 

und akuter Phase Proteine mit proinflammatorischer oder proapoptotischer Wirkung 

(Baeuerle et Henkel, 1994).  NF-�B befindet sich ubiquitär als Komplex mit seinem inhi-

bierenden Liganden I�B� im Zytosol. Entsprechende Signale führen über eine Kaskade zur 

Phosphorylierung und Degradierung von I�B�  (Naumann et al., 1994). Der Transkriptions-

faktor diffundiert in den Zellkern und bindet dort unter anderem auch an den Promotor, der 

zur Neusynthese seines Inhibitors führt. I�B� gelangt ebenfalls in den Kern, kann dort NF-�B 

binden und zurück ins Zytoplasma transportieren (Rice et al., 1993; Chiao et al., 1994). NF-

�B-Aktivierung erfolgt zum einen über virale und bakterielle Antigene oder lymphozyten-

abhängig (Baldwin et al., 1996; Flohé et al., 1997). Zum anderen konnte gezeigt werden, dass 

auch Änderungen des Redoxpotenzials die Freisetzung des Transkriptionsfaktors bewirken. 

Substanzen, die die Radikalbildung fördern, triggern die NF-�B-Aktivierung, während so 

genannte Antioxidantien inhibitorisch wirken (Hayashi et al., 1993; Schreck et al., 1991; 

Kretz-Remy et Arrigo, 2001).  
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Das Zytokin TNF-� induziert durch seine Wirkung auf Zellen mit immunmodulatorischer 

Funktion, sowie epithelialer und endothelialer Herkunft lokale und systemische Entzündungs-

reaktionen. Zudem gehört er einer Substanzfamilie an, die zur Induktion von Apoptose 

befähigt ist (Flohé et al., 1997; Nagata, 1997). Als molekularer Wirkungsmechanismus wird 

Radikalfreisetzung, vor allem H2O2,  aus den Mitochondrien postuliert (Schulze-Osthoff et al., 

1992; Hennet et al., 1993). TNF-�-bedingte Änderungen des Redoxpotenzials stimulieren 

unter anderem die NF-�B-Freisetzung. Dieser Botenstoff gilt sogar als besonders potenter 

Induktor des Transkriptionsfaktors (Menon et al., 1995; Singh et al., 1995). Zudem wird die 

TNF-� -Bildung auch durch NF-�B veranlasst (Baeuerle et al., 1994). Ein Entzündungs-

prozess kann somit durch Radikalentstehung angeregt oder aufrechterhalten werden. 

 

 

4.2.6. Schlussfolgerung 

 

Die Pathomechanismen der Apoptose und inflammatorischer Prozesse sind über ihre 

auslösenden Umstände und Vermittlersubstanzen eng miteinander verknüpft. Ihre Induktion 

beziehungsweise Aufrechterhaltung über redoxabhängige Botenstoffe wie NF-�B und TNF-�  

bietet Angriffspunkte für antioxidativ wirkende Enzyme, und die Möglichkeit der Inter-

vention durch Optimierung des Angebots an Katalysator-Substanzen. Die Selenoenzyme GPx 

und TRx gehören zu den bedeutendsten Stellvertretern dieser Gruppe und spielen, wie bereits 

beschrieben, vor allem in der Schilddrüse eine wichtige Rolle. In vitro Versuche zeigten, dass 

bei gesteigerter GPx-Aktivität unter entsprechender Selensubstitution die H2O2-induzierte 

NF-�B-Aktivierung geringer ausfiel (Kretz-Remy et al., 1996; Makropoulos et al., 1996). In 

selenarm kultivierten Thyreocyten konnten höhere Spiegel von NF-�B und anderen apoptose-

fördernden Zytokinen festgestellt werden (Dreher et al., 1996). 

 

Dieser Zusammenhang bietet eine Erklärung für gewisse Phänomene beim Auftreten 

autoimmuner und destruktiver Thyreoditiden. Apoptose ist auch in der Schilddrüse als 

physiologischer Vorgang zu betrachten, im Rahmen der Strumainvolution ist sie sogar  

erwünscht.  
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Der programmierte Zelltod ist jedoch auch eng verknüpft mit krankhaften Geschehen, vor 

allem wenn die antioxidativen Fähigkeiten der Schilddrüse eingeschränkt sind. Dafür 

sprechen Selenmangelkrankheiten wie der myxödematöse Kretinismus. Die unter Jod- und 

Selenmangel auftretende Fibrosierung der Schilddrüse ist als Folge der eingeschränkten 

Funktionalität der Glutathionperoxidase zu betrachten.  

 

Auch das Auftreten von Autoimmunthyreoditiden wird durch niedrige Selenspiegel 

begünstigt. In derartig verändertem Schilddrüsengewebe wurde eine Verringerung der GPx-

Aktivität und des Selengehaltes festgestellt (Köhrle et al., 1999). Zudem kann 

Selensubstitution bei Hashimoto-Thyreoditis zu einer signifikanten Verminderung der 

Autoantikörper und zu einer Verbesserung des subjektiven Befindens führen (Duntas et al., 

2003; Gärtner et al., 2002; Schmidt et al., 1998).  

 

Passend in diesen Zusammenhang wurde auch für Jod eine proinflammatorische Wirkung 

festgestellt. In Versuchen an Ratten konnte durch Jodidgabe eine Thyreoditis ausgelöst oder 

eine bereits bestehende Entzündung verschlechtert werden (Rasmussen et al., 1999). Ebenso 

wird diskutiert, dass vor allem in der durch Mangel dauerstimulierten Schilddrüse Jodgaben 

zur Auslösung von Autoimmunkrankheiten führen. Als Grund hierfür wird eine durch 

vermehrte Apoptose veränderte antigene Struktur des Organs angenommen. Unter physio-

logischen Umständen „verborgene“ Antigene werden nach Zelluntergang dem Immunsystem 

präsentiert (Salmaso et al., 2002). 

 

Unter Berücksichtigung der genannten Aspekte lässt sich zusammenfassend sagen, dass Selen 

durch seine antioxidativen Eigenschaften einen protektiven Einfluss auf Thyreocyten ausübt 

und zur Prophylaxe und Therapieunterstützung für Erkrankungen der Schilddrüse heran-

gezogen werden sollte. 
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5.   Z U S A M M E N F A S S U N G 

 

Apoptose spielt eine zentrale Rolle in physiologischen und pathologischen Prozessen. Auch in 

der Schilddrüse dient sie als Mittel zur Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase und wird 

als Mechanismus bei Strumainvolution, Thyreoditiden sowie maligner Entartung diskutiert. 

Es wurde bereits gezeigt, dass Substanzen wie Jodid in hohen Dosen, TGF-� oder EGF 

Apoptose induzieren können. Es wird hierbei vermutet, dass durch Radikalentstehung  

redoxabhängig Apoptose eingeleitet wird. Zum Schutz vor oxidativem Stress ist die 

Schilddrüse mit reduzierenden Enzymen ausgestattet, deren wichtigster Vertreter die 

Glutathionperoxidase ist. Als Selenoprotein ist ihre Aktivität von der Verfügbarkeit des 

Spurenelements Selen im Organismus abhängig.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Kaliumjodid, TGF-�, TSH, EGF und H2O2  

auf das Apoptoseverhalten von Thyreocyten in Abhängigkeit von einer Präinkubation mit 

Natrium-Selenit untersucht. Hierfür wurden die Zellen mit Selen (10 nM, 100 nM) oder ohne 

Selen kultiviert und anschließend mit den genannten Substanzen Apoptose induziert. Um zu 

belegen, dass die H2O2-Entstehung bei der durch TSH und Jodid induzierten Hormon-

synthese für die Apoptose verantwortlich ist, wurde die Apoptoserate von jodstimulierten 

Zellen mit und ohne Zugabe von Methimazol verglichen. Es handelt es sich dabei um einen 

Wirkstoff, der die Aktivität der thyreoidalen Peroxidase hemmt und somit die H2O2-

Entstehung vermindert. Die Zellkultur sollte in vivo Bedingungen möglichst genau 

nachahmen. Deshalb erfolgten alle Versuche an Zellen, die aus humanem Schilddrüsen-

gewebe gewonnen und nach Wachstum als Monolayer zur Rekonstruktion funktionstüchtiger 

Follikel in hydrophobe Schalen überführt wurden. 

 

Der Nachweis der Apoptose wurde mit einem Mitochondrial Potential Assay durchgeführt. 

Die Unterscheidung von lebenden und apoptotischen Zellen wurde durch eine Substanz 

ermöglicht, die in der Membran intakter Mitochondrien aggregiert oder als Monomer im 

Zytoplasma apoptotischer Zellen verbleibt. Der jeweilige Zustand lässt sich durch unter-

schiedliche Farberscheinung im Fluoreszenzlicht abgrenzen. 
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Die Zahl apoptotischer Zellen in basal kultivierten Proben stieg durch Inkubation mit 

Kaliumjodid, TSH, TGF-� und EGF von einer Grundrate von 2-3 % auf 5-6 %, unter H2O2 

auf 12 % an. Mit Selen (10 nM) kultivierte Zellen zeigten nur nach Zugabe von KJ 20 �M 

und TGF-� 5 ng/ml einen signifikanten Anstieg der Apoptoserate, auf Werte um 4 %, bzw. 6 

% unter H2O2. Unter Selen 100 nM ergaben sich durch Stimulation keine signifikanten 

Veränderungen. Der Vergleich der Apoptoseraten untereinander zeigte eine signifikante 

Verminderung in allen mit Selen 10 nM kultivierten Proben. Im Gegensatz dazu erwies sich 

Selen in einer Konzentration von 100 nM  als nicht vorteilhaft. Eine signifikante Änderung 

der Apoptoserate war hierunter nicht erkennbar. Die deutlichsten Veränderungen waren unter 

H2O2  erkennbar. Hier erwiesen sich beide Selenkonzentrationen als antiapoptotisch wirksam, 

es kam zu einem Abfall der Apoptoserate von 12 bzw. 13 % auf 6 %. Die Hemmung der 

Jodination und Hormonsynthese mit Methimazol ließ sich in einem fehlenden signifikanten 

Anstieg der Apoptoserate nach Jodzugabe erkennen. 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass Selen in geringer Dosierung (10 nM) der apoptotischen Wirkung 

von Jodid und TGF-� entgegenwirken kann. Bei höheren Konzentrationen (100 nM) glichen 

sich der pro- und antiapoptotische Effekt von Selen gegenseitig aus. Lediglich nach 

Inkubation mit dem toxischen H2O2 konnte eine Verminderung der Apoptoserate mit beiden 

Konzentrationen erzielt werden. Diese Beobachtungen stützen die Annahme, dass redox-

abhängigen Vorgänge für das Zellsterben verantwortlich sind. Die Tatsache, dass auch 

Methimazol eine Zunahme apoptotischer Zellen verhindern konnte, verdeutlicht den 

Zusammenhang zwischen schilddrüseneigener Hormonsynthese und programmiertem Zelltod. 

Dies tritt besonders deutlich unter ungenügender Selenversorgung und daraus resultierender 

ungenügender GPx-Aktivität hervor. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, die Effektivität von Selen als antioxidative Substanz 

mit protektiver Wirkung für Thyreocyten darzustellen und den in klinischen Studien belegten 

positiven Effekt einer Selensubstitution bei Autoimmunthyreoidits in vitro nachzuvollziehen. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Schilddrüse besonders unter Belastung aus einer zusätzlichen 

Selengabe Nutzen ziehen kann. In allen Zuständen mit gesteigertem Schilddrüsenstoff-

wechsel, sei er durch Überfunktion, Jodsubstitution oder Entzündung bedingt, sollte deshalb 

eine Selensubstitution erfolgen.  
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