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Einleitung 1 

1 Einleitung 

1.1 Kolorektale Karzinogenese 

In den westlichen, industrialisierten Ländern nimmt das kolorektale Karzinom in 

den Krebsstatistiken beider Geschlechter einen der vorderen Plätze ein. Nach 

Schätzungen des Robert-Koch-Institutes erkrankten im Jahre 1998 etwa 27.000 

Männer (~15% der Krebsneuerkrankungen) und etwa 30.000 Frauen (~16%) in 

Deutschland neu an Dickdarm- und Mastdarmkrebs (Internet: www.rki.de). Damit 

stellt das kolorektale Karzinom bei Männern hinter dem Bronchial- und 

Prostatakarzinom die dritthäufigste und bei Frauen nach dem Mammakarzinom die 

zweithäufigste Krebserkrankung dar. Darüberhinaus ist Darmkrebs sowohl im 

weiblichen als auch im männlichen Geschlecht die zweithäufigste Krebstodes-

ursache. 

Die überwiegende Zahl der kolorektalen Karzinome entwickelt sich ausgehend von 

gesunder Kolonschleimhaut über benigne Vorstufen (Adenome) entlang der sog. 

Adenom-Karzinom-Sequenz [Fearon 1990]. Beteiligt an diesem Stufenprozess der 

kolorektalen Karzinogenese sind verschiedene Umweltfaktoren sowie angeborene 

oder erworbene molekulargenetische Veränderungen, die in komplexe 

Wechselwirkungen zueinander treten. So zeigten verschiedene epidemiologische 

Studien, dass neben Übergewicht und Bewegungsmangel bestimmte 

Ernährungsgewohnheiten, wie fett- und fleischreiche (v.a. „rotes“ Fleisch), aber 

ballaststoffarme Kost, eine Krebsentstehung begünstigen [Slattery 2001/ Gerhardsson 

de Verdier 1991].  

Auch ein langjähriger Verlauf chronisch entzündlicher Darmerkrankungen wie 

Colitis ulcerosa und Morbus Crohn wird mit einem erhöhten Krebsrisiko assoziiert 

[Mellemkjaer 1995]. 
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Insbesondere die Aufklärung der genetischen Alterationen hereditärer 

Kolonkarzinom-Syndrome wie der Familiären Adenomatösen Polyposis (FAP) und 

des Hereditären Non-Polyposis Kolorektalen Karzinoms (HNPCC) haben wesentlich 

zum Verständnis der molekulargenetischen Grundlagen der Kolonkarzinogenese 

entlang dieser Adenom-Karzinom-Sequenz beigetragen. Kolorektale Karzinome 

entwickeln sich hauptsächlich auf zwei verschiedenen molekulargenetischen 

Entwicklungspfaden, dem sog. Tumorsuppressor-Pathway und dem sog. Mutator-

Pathway. Die charakteristischen Merkmale dieser Entwicklungspfade sollen im 

Folgenden zusammenfassend skizziert werden.  

1.1.1 Tumorsuppressor-Pathway 

Zirka 80% aller kolorektalen Karzinome entwickeln sich auf dem Boden genetischer 

Alterationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen. Klassische Veränderungen 

dieses Entstehungsweges umfassen Mutationen und LOH (Loss of Heterozygosity) 

in den Tumorsuppressorgenen APC (Adenomatous Poliposis Coli–Gen, Chromosom 

5q21), p53 (Chromosom 17p12-13) und evtl. DCC (Deleted in Colorectal Cancer–Gen, 

Chromosom 18q21). Inaktivierung oder Verlust dieser Gene führt zu un- oder 

fehlregulierter Zellproliferation und Zelldifferenzierung und damit zu veränderter 

Zelladhäsion und Zellmigration. 

Zu den in die kolorektale Karzinogenese involvierten Onkogenen werden neben 

K-ras auch SRC und MYC gerechnet. Onkogene können aufgrund ihrer 

Strukturähnlichkeit zu wachstumsregulierenden Proteinen in die Steuerung des 

Zellzyklus eingreifen und so zu Proliferationssteigerung oder Verlängerung der 

Überlebenszeit führen bzw. eine weitere Progression dieses Zellklones vom Adenom 

zum invasivem Karzinom bis zur Metastasierung ermöglichen [Fearon 1990/ Bishop 

1994]. 

Weitere genomische Alterationen wie Verlust multipler Chromosomenabschnitte 

oder Veränderung der DNA-Methylierung werden angeführt. Nur einzelne 
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Veränderungen können bestimmten Stadien der Tumorgenese zugeordnet werden, 

so erfolgt der Verlust von APC frühzeitig, daher wird dieses Gen auch als sog. 

„gatekeeper“ bezeichnet. Der Verlust von Allelen auf den Chromosomen 17p und 

18p ereignet sich meist erst im fortgeschrittenen Stadium der Tumorgenese. Der 

Häufung der genetischen Alterationen wird von den Autoren [Fearon 1990/ Bishop 

1994] mehr Bedeutung beigemessen als deren zeitliche Abfolge.  

Neben sporadisch entstehenden Formen des kolorektalen Karzinoms treten weitaus 

seltener hereditäre Tumore auf. Diese zeichnen sich durch Keimbahnmutationen in 

Onkogenen und/oder Tumorsuppressorgenen aus. Durch somatische Mutation des 

entsprechenden zweiten Allels (z.B. Deletion, Insertion) oder auch Verlust eines 

Genabschnittes – „Loss of Heterozygosity“ – kommt es zur Initiierung der 

Tumorentstehung [cf. Knudson (1971): „two hit“-Theorie]. 

Ein klassisches Beispiel einer hereditären Form der kolorektalen Karzinogenese des 

Tumorsupressorweges stellt die Familiäre Adenomatöse Poliposis (FAP) dar, die 

etwa 1% der kolorektalen Karzinome zugrunde liegt. Sie gilt als obligate 

Präkanzerose, bei der schon in jungen Jahren multiple Adenome (>100) im gesamten 

Gastrointestinaltrakt mit sehr hohem Entartungsrisiko entstehen. Charakteristisch 

für die FAP ist die Mutation des APC-Tumorsuppressorgenes auf Chromosom 5q21, 

die autosomal dominant an die Nachkommen weitergegeben wird. 

1.1.2 Mutator–Pathway  

Ca. 15-20% aller kolorektalen Karzinome entwickeln sich entlang des sog. Mutator-

Pathways, der auf Mutationen in Genen der DNA-Mismatch-Reparatur (MMR) 

basiert. Hauptfunktion dieses Reparatur-Systems, das aus zahlreichen MMR-Genen 

besteht, ist die Korrektur von im Rahmen der Zellteilung häufig auftretenden 

Replikationsfehlern (Basenfehlpaarung, sog. „Mismatch“). Diese treten v.a. in DNA-

Abschnitten mit sich wiederholenden (repetitiven) Basensequenzen (sog. 

Mikrosatelliten) auf. Hierbei kann es sich um einfache Mononukleotid- (z.B. Poly-
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A(n)) oder Dinukleotid-Wiederholungen (z.B. Poly-CT(n)), aber auch komplex 

höhergradige Repeatstrukturen handeln. Die Anzahl (n) und Art der 

Basenwiederholung innerhalb eines solchen DNA-Abschnitts sind genetisch 

determiniert und zwischen verschiedenen Individuen variabel (polymorph), jedoch 

innerhalb eines Individuums in jeder Zelle gleich (somatisch stabil). Das Vorliegen 

eines MMR-Defektes führt im Tumorgewebe zum Auftreten einer Mikrosatelliten-

instabilität (MSI), d.h. die DNA der Tumorzellen und die normalen Gewebes weisen 

Unterschiede in einzelnen Mikrosatelliten auf. Neben Replikationsfehlern tragen 

auch DNA-Schädigungen (z.B. durch Radikale) zum Auftreten einer MSI bei defekter 

Mismatch-Reparatur bei [Perucho 1996/Jackson 1998/ Loeb 2000/ Alexander 2001].  

Die Bedeutung genetischer Alterationen des MMR-Systems für die kolorektale 

Karzinogenese wurde erstmals durch die Identifikation von Keimbahnmutationen in 

MMR-Genen bei Patienten mit dem erblich bedingten Hereditären Non-Polyposis 

kolorektalen Karzinom (HNPCC) beschrieben. Mittlerweile wurden bei HNPCC-

Patienten Alterationen in den Genen hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2, hMSH6 

nachgewiesen. Der überwiegende Teil der bisher identifizierten Keimbahn-

mutationen wurde in den Genen hMLH1 (ca. 60%) und hMSH2 (ca. 35%) identifiziert 

[Al-Taie 2001].  

Der MMR-Defekt sporadischer MSI-positiver Tumore hingegen beruht in den 

meisten Fällen auf einer Methylierung des Promoters von hMLH1 [Gryfe 2000/ 

Herman 1998/ Aaltonen 2000/ Offit 2000/ Miyakura 2001/ Samowitz 2001]. 

Interessanterweise treten MSI-positive Tumore in jüngerem Lebensalter auf, sind 

bevorzugt proximal der Flexura splenica coli lokalisiert und sind histopathologisch 

häufiger gering differenziert oder muzinös [Guidoboni 2001/ Alexander 2001]. 

Neuere Studien deuten zudem auf eine bessere Prognose und ein verändertes 

Chemotherapieansprechen MSI-positiver Kolonkarzinome im Vergleich zu MSI-

negativen Kolonkarzinomen hin [Guidoboni 2001/ Gryfe 2000/ Watson 1998/ Wright 
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2000]. Allerdings gibt es hierzu auch widersprüchliche Daten [Feeley 1999/ Lukish 

1998]. 

Eine Zusammenschau der beiden Modellvorstellungen zur Tumorgenese des 

kolorektalen Karzinoms mit den hauptsächlich beteiligten Genen gibt nachfolgende 

Abbildung. 

 

 

Abbildung 1: Pathomechanismen der kolorektalen Karzinogenese 

 

 

Tumorsuppressor-Pathway 
80% der sporadischen CRC 
FAP 

Normale Mukosa   _   frühes Adenom   _   spätes Adenom   _   Karzinom 

APC/ β-Catenin  K-ras p53 18qLOH CIN aneuploid 

APC/ β-Catenin MMR Gene TGFβRII, BAX, IGF-IIR, E2F4, TCF4 u.a. MSI diploid 

etwa 1-3 Jahre ? 

15-20% der sporadischen CRC 
HNPCC 
Mutator-Pathway 

etwa 10 Jahre 
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1.2 ROS und Karzinogenese  

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species: ROS) treten in allen O2-

verstoffwechselnden Organismen auf. Sie entstehen sowohl exogen z.B. durch UV-, 

Röntgen oder γ-Strahlung, Chemikalien u.a.m. als auch endogen in den biologischen 

Systemen des oxidativen Zellstoffwechsels bei der oxidativen Phosphorylierung oder 

Aktivität oxidativer Enzyme wie z.B. der Xanthinoxidase oder Monoaminoxidase.  

Freien Radikalen werden wichtige Funktionen in der zellulären Signaltransduktion, 

Induktion von Wachstum und Apoptose sowie als Effektormechanismen 

immunkompetenter Zellen [Fehrenbach 2001/ Salganik 2001] zugeschrieben. Doch 

entscheidend ist, in welcher Menge und an welchem Ort ROS auftreten. In 

angemessener Dosis erfüllen sie physiologische Aufgaben und werden durch 

angepasste antioxidative Schutzsysteme der Zelle antagonisiert. Gerät dieses 

Verhältnis zwischen Radikalentstehung und Neutralisierung der Radikale aus dem 

Gleichgewicht, überwiegen deren schädigende Effekte, es herrscht „oxidativer 

Stress“. 

Von besonderer Bedeutung sind ROS für die Mutagenese und Karzinogenese [Loeb 

2000/ Jackson 1998]. Es wird vermutet, dass pro Zelle und Tag bis zu 20.000 Hits im 

menschlichen Organismus nur allein durch endogene ROS stattfinden [Beckman 

1997]. Zu diesen gehören u.a. Singulett-Sauerstoff, Hydrogen-Peroxid (H2O2), 

Superoxid-Radikal (O�2–), organische Oxy- (RO�), sowie Peroxy- (ROO�) Radikale. 

Weitere hochreaktive Verbindungen stellen Stickstoffmonoxid (NO) sowie durch 

Reaktion mit Sauerstoffradikalen daraus entstehendes Peroxynitrit (ONOO–) dar 

[Winnefeld 1997]. 

Angriffspunkte dieser potentiell toxischen, mutagenen und kanzerogenen Radikale 

sind alle biologischen Makromoleküle, neben Membranlipiden und Proteinen vor 

allem auch die DNA an verschiedenen Stellen. Durch Schädigung an der 

Desoxyribose können Strangbrüche oder auch Quervernetzungen (sog. Cross-links) 
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induziert werden. An den Basen der DNA können Radikale verschiedene 

Veränderungen, von Dimerisierung von Thymin über Exzision einzelner Basen oder 

chemischer Veränderungen der Basen verursachen, was im Weiteren zum Abbruch 

der Replikation oder über Fehlpaarung zu Mutationen führen kann [Peskin 1997] 

und somit zur Induktion von Tumorgenese. 

Doch die Zelle ist den ROS nicht schutzlos ausgeliefert. Es wurden verschiedene 

Mechanismen identifiziert, die die Entstehung von ROS verringern, sie enzymatisch 

oder nicht-enzymatisch „entgiften“ (abbauen) oder, wenn schon Schäden an der 

DNA entstanden sind, diese reparieren können [Arteel 2001]. Nicht-enzymatisch 

wirken z.B. Ascorbinsäure (Vitamin C), α-Tocopherol (Vitamin E), α-Liponsäure 

sowie verschiedene Carotinoide. Zu den antioxidativ wirkenden Enzymen gehören 

neben der Superoxiddismutase (2O�2– + 2H+ g H2O2 + O2) und der Katalase (2H2O2 g 

2H2O + O2) auch verschiedene Formen der Selenoproteine, insbesondere die 

Isoenzyme der Glutathion-Peroxidase (GPx), Thioredoxin-Reduktase (TRxR) und - 

worauf bisherige Untersuchungen hinweisen - auch Selenoprotein P (SePP). 
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1.3 Selen und Selenoproteine 

1.3.1 Selen 

Das Spurenelement Selen wurde erstmals 1817 von J. Berzelius in Stockholm isoliert.  

Es ist ein weit verbreitetes, aber regional in verschiedener Konzentration in den 

Böden vorkommendes Element, das meist in Verbindungen mit anderen Mineralien 

wie Schwefel, Silber u.a. vorliegt. 

Als essentielles Spurenelement für Mensch und Tier kann Selen sowohl als 

organische wie auch als anorganische Verbindung im Gastrointestinaltrakt gut 

resorbiert werden. Die Selenaufnahme variiert in Europa zwischen 28 bis 110µg pro 

Tag [www.DGE.de/ Ogasawara 2001/ Rayman 2000]. Als Selenquellen dienen neben 

Seefisch auch Fleisch, Getreide und Gemüse. Allerdings ist deren Selengehalt stark 

vom Bodenselengehalt des jeweiligen Anbaugebietes abhängig [Rayman 2000]. Die 

Aufnahme von Selen erfolgt v.a. in Form von Natrium-Selenit und Natrium-Selenat 

oder organischen Verbindungen wie Selenomethionin und Selenocystein. Im 

menschlichen Organismus stellt nach bisherigen Vorstellungen Hydrogen-Selenid 

(H2Se) den zentralen Knotenpunkt des Selenstoffwechsels dar. Durch Reduktion von 

aufgenommenem Selenit oder Selenat bzw. Lyse aus organischen Selenverbindungen 

entsteht über instabile Zwischenstufen wie Selenodiglutathion (GSSeSG) H2Se. 

Dieses kann enzymatisch zu Selenophosphat aktiviert werden und dann entweder 

wiederum in Proteine eingebaut werden (s.u.), als monomethylierte Form biologisch 

aktiv oder als Dimethyl-Selen im Urin bzw. als Trimethyl-Selen über die Exspiration 

ausgeschieden werden [Ganther 1999/ Ogasawara 2001]. Aber über weite Bereiche 

des Selenmetabolismus herrscht noch Unklarheit [Ogasawara 2001]. 

Einige Krankheitsbilder sind assoziiert mit Selenmangel, wie die Keshan-

Erkrankung, eine in China endemische Kardiomyopathie, oder die Osteoarthropathie 

Kashin-Beck [Jakob 1997/ Ogasawara 2001]. Ebenso sind allgemeine Symptome 
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infolge Selenmangels, wie Müdigkeit, Haar- und Nagelveränderungen, sowohl im 

Tiermodell als auch beim Menschen bekannt. Als zu empfehlende Aufnahme pro 

Tag werden für Erwachsene 60–75µg Selen, als Tageshöchstdosis 300µg Selen 

angegeben [Ogasawara 2001] [DGE: 30-70µg/d]. 

Daneben treten aber schon bei Selenaufnahme von 900-1000µg pro Tag (~ 3-4fache 

der angegebenen Tageshöchstdosis) toxische Wirkungen auf, wie Dermatitis, Haar- 

und Nagelveränderungen, Neurotoxizität [Ogasawara 2001]. Ebenso liegen 

zumindest im Tiermodell Hinweise auf Kanzerogenität und Teratogenität bei 

exzessiver Selenaufnahme vor [nach: European Commission: Opinion on the 

Tolerable Upper Intake Level of Selenium 2000].  

Im menschlichen Organismus wird Selen Beteiligung an verschiedenen biologischen 

Systemen zugeschrieben, die nur zum Teil den einzelnen chemischen Formen des 

Selens zugeordnet werden können. Einen der wichtigsten Effekte scheint Selen als 

essentieller Strukturbestandteil von zahlreichen Selenoproteinen auszuüben.  

1.3.2 Selenoproteine 

Als so genannte Selenoproteine im engeren Sinne werden Proteine bezeichnet, die 

Selen kovalent gebunden in Form der Aminosäure Selenocystein enthalten. 

Gemeinsam ist diesen Proteinen die Lokalisation des Selenocysteins im aktiven 

Zentrum des Proteins. 

Man vermutet im menschlichen Organismus mehr als 35 selenocysteinhaltige 

Proteine. Als solche konnten bisher u.a. die Isoformen der Glutathion-Peroxidase (C-, 

GI-, P-, PH-GPx), Thioredoxin-Reduktasen, Jodothyronin-Dejodasen, Selenoprotein P 

(SePP) und Selenoprotein W, ein Muskelprotein, und andere identifiziert und z.T. 

funktionell charakterisiert werden.  
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1.3.2.1 Selen-Einbau in Proteine 

Kovalent gebunden kann Selen in Form der Aminosäuren Selenomethionin 

kompetitiv zu Methionin oder über einen spezifischen und komplexen Mechanismus 

als Selenocystein in Proteine eingebaut werden. Codiert wird diese 21. Aminosäure 

Selenocystein durch das Codon UGA der mRNA, welches ebenso als ein Stopsignal 

der Translation agieren kann. Die Vorgänge, die anstelle eines Translationsabbruchs 

einen Einbau des Selenocysteins ermöglichen, konnten an Prokaryonten aufgeklärt 

werden. In Prokaryonten wird nach Beladung einer spezifischen tRNASec (SelC) mit 

Serin dieses enzymatisch zu Selenocystein durch eine Selenocystein-Synthase, dem 

Produkt des SelA-Genes, unter Verbrauch von Selenophosphat als Selendonor 

modifiziert. Selenophosphat entsteht infolge ATP-abhängiger Aktivierung des Selens 

durch eine Selenophosphat-Synthase, dem Genprodukt des SelD. Unter Vermittlung 

eines spezifischen Elongationsfaktors, SelB, [Köhrle 1997] und einer speziellen 

Sekundärstruktur der mRNA wird der Einbau des Selenocysteines ermöglicht. Diese 

Sekundärstruktur wird auch als SelenoCysteine Insertion Sequence (kurz SECIS) 

Motiv bezeichnet und dient, da ihre Struktur in allen bisher bekannten 

Selenoproteinen hochkonservierte Abschnitte enthält, im Rahmen der 

experimentellen Forschung zur Detektion weiterer Selenoproteine [Lescure 1999/ 

Grundner-Culemann 1999]. Entsprechende Parallelen in Eukaryonten sind nur zum 

Teil bekannt [Burk 1999]. 

So unterscheidet sich bei Eukaryonten nicht zuletzt die Lokalisation des SECIS-

Motivs in der mRNA. Während sich dieses bei Prokaryonten innerhalb des 

codierenden Abschnittes in direkter Nähe zum UGA-Codon befindet, liegt es bei 

Eukaryonten im 3’-untranslatierten Bereich (3’utr) der mRNA. Des Weiteren konnten 

beim Menschen Homologe für SelC und SelD, sowie eine zweite Selenophosphat-

Synthase (SPS2) nachgewiesen werden. Dieses Enzym enthält selbst Selenocystein 

und könnte so als zentraler Regulator der Selenoproteinsynthese in Abhängigkeit 

vom Selenstatus dienen [Guimaraes 1996/ Köhrle 1997]. 
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1.3.2.2 Glutathion-Peroxidasen 

Glutathion-Peroxidasen (GPx) katalysieren unter Gebrauch von Glutathion (GSH) als 

Cosubstrat den Abbau von Wasserstoffperoxid und anderen Hydroperoxiden. Nach 

der klassischen zellulären Glutathion-Peroxidase (C-GPx), die 1973 als erstes 

Selenoprotein identifiziert wurde, konnten weitere Isoenzyme der GPx 

charakterisiert werden, die von verschiedenen Genen codiert werden.  

Die klassische zytosolische (C-GPx) wie auch die sezernierte, plasmatische (P-GPx) 

und die überwiegend im Gastrointestinaltrakt und Leber exprimierte, ebenso 

zytoplasmatische Isoform (GI-GPx) bestehen jeweils aus vier identischen 

Untereinheiten. Diese besitzen pro Untereinheit einen Selenocysteinrest im aktiven 

Zentrum und gleichen sich in ihrer Substratspezifität für H2O2 und andere 

niedermolekulare Hydroperoxide. 

Die C-GPx wird als antioxidatives Enzym in zahlreichen Gewebe exprimiert und 

kann als ein Marker der Selenversorgung herangezogen werden, da die Stabilität der 

C-GPx-mRNA und die messbare Enzymaktivität bei Selenmangel stark verringert 

sind [Brigelius-Flohe 1999/ Sachdev Weiss 2001/ Moriarty 1998]. 

In gleicher Weise reagiert P-GPx auf Selenmangel. Diese wird u.a. in der Niere und 

im Ziliarkörper exprimiert und sezerniert. Die extrazelluläre antioxidative Effizienz 

der P-GPx wird allerdings durch geringes Vorkommen an reduzierenden Thiol-

Substraten im Plasma eingeschränkt [Brigelius-Flohe 1999]. 

Die Expression der GI-GPx wurde in Leber- und Epithelzellen des 

Gastrointestinaltraktes aufgezeigt [Chu 1995/ Chu 1993]. In Mäusen (und ebenso 

korrelierend im menschlichen Genom) konnte das für die GI-GPx codierende Gen in 

der Nähe eines Kolonkarzinom-Suszeptibilitäts-Bereichs (Ccs 1) nahe bei Fos und 

TGFβ3 lokalisiert werden [Jacoby 1994]. Der GI-GPx werden v.a. Protektion gegen 

Hydroperoxide aus der Nahrung und durch Metabolisierung von Xenobiotika 

entstandene Radikale zugeschrieben [Brigelius-Flohe 1999]. Die Bedeutung der GI-
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GPx zeigt sich auch in der Rangfolge der GPx-Expression unter Selenmangel-

bedingungen. Während die Expression der GI-GPx weitestgehend stabil ist, sinkt die 

Expression der C- und P-GPx ab. Eine Steuerung unter Selenmangel erfolgt v.a. über 

die Stabilität der mRNA [Brigelius-Flohe 1999]. Die Hierarchie der GPx-Isoenzyme 

unter Selenmangel zeigt eine Präferenz der GI-GPx gegenüber PH-GPx vor C- und P-

GPx. 

Als ein viertes Isoenzym der GPx konnte die Phospholipidhydroperoxid-

Glutathionperoxidase (PH-GPx) mit stärkster Aktivität in Keimepithelien der Testes 

identifiziert werden. Dieses monomere Enzym reagiert v.a. mit Phospholipid-

hydroperoxiden, Cholesterolhydroperoxid u.a. Lipidperoxiden und dient somit als 

z.T. membrangebundene GPx der Protektion von Biomembranen vor Peroxidation 

[Ursini 1999]. Ebenso scheint es als unlösliches, enzymatisch inaktives Protein in 

reifen Spermatozoen als Strukturbestandteil der mitochondrialen Kapsel zu dienen 

[Ursini 1999/ Brigelius-Flohe 1999]. 

1.3.2.3 Thioredoxin-Reduktasen  

Erst 1995 [Tamura 1996] wurden die verschiedenen Formen der Thioredoxin-

Reduktasen (TRxR) als Selenoproteine identifiziert. Sie weisen als NADPH-

abhängige homodimere Oxidoreduktasen mit einem Flavin-Adenin-Dinukleotid 

(FAD) pro Untereinheit als prosthetische Gruppe eine weite Substratspezifität auf. 

Neben der Reduktion des oxidierten Thioredoxin dienen sie der Regeneration 

anderer antioxidativer Systeme wie Ascorbat, α-Tocopherol oder auch der aktiven 

Zentren der GPx. Ebenso reduzieren TRxR direkt Hydrogenperoxide und nehmen 

Einfluss auf den zellulären Redox-Status und damit auf weite Bereiche in der 

Regulation des Zellzyklus, z.B. über redox-sensitive Transkriptionsfaktoren wie 

NuclearFactor-κB oder ActivatorProtein1 [Nordberg 2001]. 
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1.3.2.4 Dejodasen 

Aktivierung von Schilddrüsenhormonen durch enzymatische Dejodierung des 

Prohormon L-Thyroxin (T4) zu 3,5,3’-Trijodo-L-Thyronin (T3)  stellt die biologische 

Funktion der homodimeren TypI- und TypII-5-Jodothyronin-Dejodasen dar. Das 

Isoenzym TypIII-5-Dejodase dient dagegen der Inaktivierung von T4 und T3 durch 

sequentielle Dejodierung am Tyrosylring. Während TypI- und TypIII-Dejodasen 

inzwischen sicher als Selenoproteine identifiziert wurden, bestehen bzgl. der TypII-

Dejodase noch immer Zweifel [Köhrle 1999/ Köhrle 2000]. Ihre biologische 

Bedeutung kommt auch in ihrer präferentiellen Versorgung mit Selen unter 

relativem Selenmangel zu Ausdruck.  

Einige weitere der humanen Selenoproteine konnten identifiziert und teilweise in 

ihrer Funktion und Regulation charakterisiert werden, aber von zahlreichen liegen 

noch keine genauen Erkenntnisse vor. 

Als Gegenstand dieser Arbeit soll im Weiteren auf das Selenoprotein P (SePP) etwas 

ausführlicher eingegangen werden. 
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1.4 Selenoprotein P 

1.4.1 Protein 

SePP ist ein extrazelluläres Glykoprotein. Es unterscheidet sich von den übrigen 

bislang bekannten Selenoproteinen durch seinen hohen Gehalt an Selen. Während 

die in 1.3.2 erläuterten Selenoproteine pro Untereinheit ein Molekül Selen in Form 

der 21. Aminosäure Selenocystein enthalten, wurde für SePP ein Gehalt von 7,5 +/- 1 

Selenocysteinen pro SePP-Molekül aufgezeigt, wobei anhand isolierter cDNA zehn 

für Selenocystein codierende TGA-Tripletts nachgewiesen wurden. Humanes SePP 

enthält mehr als die Hälfte des gesamten Plasmaselens [Burk 1994/ Hill 1997/ Mostert 

1999/ Mostert 2000/ Tujebajeva 2000].  

Bislang konnten verschiedene Isoformen des SePP - mit Hauptanteil v.a. Proteine der 

Molekülmasse von 55 und 61kDa - aus Plasma isoliert und charakterisiert werden 

[Burk 1999]. Die unterschiedlichen Proteine scheinen u.a. durch vorzeitigen Abbruch 

der Translation am zweiten oder siebten bis zehnten UGA-Codon der mRNA 

entstanden zu sein und repräsentieren möglicherweise verschiedene Grade einer N-

Glykosylierung. 

Als nachweislich sezerniertes Protein besitzt SePP eine Prädominanz an basischen 

Aminosäuren (17,2%, im Vergleich zu 10,4% saure Aminosäuren) und enthält zwei 

Abschnitte, die reich an Histidin bzw. einer Abfolge von Lysin und Histidin sind. 

Diese ermöglichen eine vom lokalen pH-Wert beeinflusste Bindung des SePP an die 

extrazelluläre Matrix bzw. an Zellmembranen und sind zwischen den einzelnen 

Spezies hochkonservierte Bereiche, so dass eine funktionelle Bedeutung wie etwa 

Bindung und damit Detoxifikation von Schwermetallionen daraus abgeleitet wird 

[Mostert 2000/ Suzuki 1998/ Sasakura 1998]. Immunhistochemisch konnte SePP an 

Kapillarendothelien in Leber und Gehirn, ebenso auch im Bereich der Glomerula, 

aber nicht der Nieren-Tubuli lokalisiert werden [Tujebajeva 2000 (10)]. 
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1.4.2 Genetische Struktur des SePP 

Der codierende Genomabschnitt für SePP konnte auf Chromosom 5q31 lokalisiert 

werden und die codierende Nukleotidsequenz und abgeleitete Aminosäurenabfolge 

charakterisiert werden [Hill 1993].  

Das Gen des SePP setzt sich aus fünf Exons zusammen, von denen das erste zwar 

transkribiert, aber nicht translatiert wird. Das Startcodon für die Translation wurde 

erst hinter dem ersten Exon lokalisiert. 

 

   203 bp  213 bp  118 bp  612 bp  

           

 Exon 1  Exon 2  Exon 3  Exon 4  Exon 5  

Abbildung 2: Genstruktur des SePP 

 

Außer aus humanem Lebergewebe konnte mRNA für SePP auch aus Gehirn, Niere, 

Herz, Kolonepithel und weiteren Geweben gewonnen werden. Davon abgeleitete 

cDNA enthält zehn TGA-Codons, diese entsprechen den UGA-Codons der mRNA 

und kodieren für den Einbau eines Selenocysteins oder den Abbruch der Translation. 

Neun dieser TGA-Codons sind im C-terminalen Drittel, vier unter den letzten 15 

Basentripletts lokalisiert. Das erste TGA-Codon liegt im zweiten Exon und entspricht 

der 40. Aminosäure im reifen Protein. 

Ebenso konnte aus Ratten- und Mausgewebe, sowie aus Rindern und kürzlich sogar 

aus Zebrafischen cDNA charakterisiert werden, die sich allerdings in der Zahl der 

TGA-Codons unterscheiden (Ratte/Maus zehn, Rind zwölf, Zebrafisch 17 TGA-

Codons) [Tujebajeva 2000/ Kryukov 2000]. Identisch in allen Geweben weist ein N-
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terminal gelegenes Sekretionssignal, das die ersten 19 Aminosäuren umfasst, SePP 

als ein sezerniertes, extrazelluläres Protein aus [Burk 1994]. 

Im Anschluss an die codierende Sequenz, im Bereich der sogenannten 3‘-

untranslatierten Region (3‘utr) nimmt die mRNA eine bestimmte räumliche 

Anordnung ein. Sie bildet zwei sogenannte „stem loops“ („Haarnadelstrukturen“) 

aus, die bei der Translation in Wechselwirkung mit den UGA-Codons und 

Ribosomen den Einbau des Selenocysteins ermöglichen (s.o.). Die Ausbildung zweier 

SECIS-Motive wurde nur bei SePP gefunden. Als funktionelle Bedeutung wird eine 

höhere Effizienz des Selenocystein-Einbaus angenommen [Burk 1994]. 

 

 

Abbildung 3: mRNA des SePP (| Symbol für UGA bzw. TGA-Codon) 

 

1.4.3 Regulation des SePP 

Klonierung des SePP-Promotors und dessen funktionelle Analyse zeigten eine 

Aktivitätsinhibition durch die inflammatorischen Zytokine Interferon γ (IFNγ), 

Tumor Nekrosis Factor α (TNFα) und Interleukin 1β (IL1β) im Sinne einer negativen 

„Akut-Phase-Reaktion“ [Dreher 1997]. Dies wurde mittels Luziferase-Reportergen-

Konstrukt in der humanen Hepatokarzinomzelllinie HepG2 und in der 

Kolonkarzinomzelllinien Caco2 nachgewiesen. 

Ebenso inhibierend auf die Expression von SePP-mRNA und SePP-Protein wirkt das 

anti-inflammatorische Zytokin Transforming Growth Factor β (TGFβ) [Mostert 1999/ 

Mostert 2000/ Mostert 2001]. 

 
 Signalsequenz ‚stem loops’ 
 
 
 < ‘open reading frame’  >< 3’utr 
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Auch die Selenversorgung nimmt Einfluss auf die Expression des SePP. So konnte 

epidemiologisch aufgezeigt werden, dass der Plasmagehalt an SePP gut mit dem 

Selenstatus korreliert und somit als Marker der Selenversorgung dienen kann [Hill 

1996]. 

Jedoch herrscht unter Selenmangel eine gewisse Rangfolge zwischen den 

verschiedenen Selenoproteinen [Mostert 2000]. So steigt unter Selen-

Supplementation die Plasmakonzentration des SePP präferentiell im Vergleich zu C-

GPx und P-GPx.  

Beim Übergang in Selen-Mangelbedingungen fällt der Plasmaspiegel des SePP in 

ähnlichem Maße wie die Aktivität der GPx (bei Aktivitätsmessungen können die 

einzelnen Isoformen der GPx bislang nicht differenziert werden). Allerdings ist die 

mRNA des SePP weniger verringert als die mRNA der C-GPx. Diese Regulation 

scheint nicht auf Ebene der Transkription, sondern durch die Stabilität der mRNA zu 

erfolgen. 

Daneben beeinflussen vermutlich zusätzlich zell- und speziesspezifische Regulatoren 

die SePP-Expression unter Selenmangel [Mostert 2000]. 

1.4.4 Funktion des SePP 

Bedingt durch seine Membranaffinität scheint SePP an Oberflächen von Endothelien 

seine biologische Funktion auszuüben. Verschiedene Experimente deuten auf eine 

antioxidative Wirkung des SePP hin. So konnte eine Verminderung der 

Leberzellnekrose und Lipidperoxidation durch Diquat beobachtet werden, wenn 

selendefizienten Ratten vor der Diquatgabe Selen verabreicht wurde [Burk 1995/ 

Atkinson 2001]. Denn eine Schutzwirkung der Selengabe zeigte sich bei schnellem 

Anstieg des SePP-Enzymgehalts noch bevor ein Aktivitätsanstieg der Glutathion-

peroxidase eintrat, des ebenso als plasmatisch bekannten Selenoproteins, dem 

bislang die Prävention gegen oxidativen Stress zugeschrieben wurde [Burk 1994]. 
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Daneben wird eine Barrierenfunktion gegen Schwermetalle diskutiert. Durch 

äquimolare Komplexbildung mit Quecksilber, Silber oder Cadmium soll SePP eine 

Aufnahme in die Zelle verhindern [Suzuki 1998/ Sasakura 1998]. 

Einen Hinweis auf eine funktionelle Bedeutung an Endothelien gibt auch, dass bei 

Selenmangel gebundenes SePP nicht verringert nachgewiesen wurde, wogegen das 

freie Plasma-SePP auf 8% gesunken war [Hill 1997]. 

Ebenso konnte nach Separation des SePP aus humanem Plasma in Kontrollplasma in 

vitro ein Schutz gegen Peroxynitrit-induzierte Oxidation und Nitration aufgezeigt 

werden, der auf enzymatische Aktivität des SePP zurückgeführt wurde [Arteel 1998]. 

In ähnlicher Weise konnte in vitro gezeigt werden, dass SePP im Plasma die 

Reduktion von Phospholipid-Hydroperoxid, aber nicht von Hydrogenperoxiden 

katalysiert und somit möglicherweise im Extrazellularraum die Funktion der 

cytoplasmatischen PH-GPx übernimmt wenngleich auch mit einer 100-fach 

geringerer Enzymaktivität [Saito 1999]. 

Ursprünglich wurde auch eine Speicher- oder Transportfunktion für Selen 

angenommen. Der Nachweis der Expression und Sekretion von SePP sowohl in 

Leberzellen als auch in verschiedensten Geweben sowie die kovalente Bindung des 

Selens mit Lokalisation der Selenocysteine im aktiven Zentrum des gefalteten 

Proteins sprechen gegen eine hauptsächliche Transportfunktion von SePP [Burk 

1994]. 
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1.5 Selen und Kolonkarzinogenese 

Tierexperimentelle, epidemiologische und klinische Daten konnten eine inverse 

Korrelation zwischen Selenversorgung bzw. Selenstatus und Genese u.a. 

gastrointestinaler Tumore aufzeigen. 

So konnten verschiedene Studien an selendefizienten F344 Ratten [Reddy 1996/ Feng 

1999/ Finley 2000/ Davis 1999/ Davis 2000] nachweisen, dass Supplementation des 

Futters mit verschiedenen Selenverbindungen die Ausbildung von dysplastischem 

Kolonepithel – sog. Aberranten Krypten Foci, ACF – nach Exposition gegenüber 

bekannten Kolonkanzerogenen wie AOM (Azoxymethan), DMABP (2,3-Dimethyl-4-

Aminobiphenyl) oder DMH (Dimethylhydrazin) signifikant verringert.  

Ebenso konnten epidemiologische Beobachtungen aus verschiedenen Ländern einen 

Zusammenhang zwischen niedriger Selenversorgung und Krebsmorbidität sowie 

Krebsmortalität herstellen. So wurden in verschiedenen Fall-Kontroll-Studien u.a. 

aus Polen [Scieszka 1997], Italien [Caroli 1994] und Kanada [Ghadirian 2000] in 

Patienten mit Kolonkarzinomen signifikant niedrigere Plasma-Selen-Konzen-

trationen im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gemessen. Dieses Ergebnis 

wurde von Clark et al. [Clark 1993] und Russo et al. [Russo 1997], die an größeren 

Kollektiven einen Zusammenhang zwischen Selenstatus und Inzidenz und Anzahl 

von Kolonadenomen untersuchten, bestätigt. 

Großes Interesse an kanzeroprotektiven Eigenschaften des Selens weckte das 

Ergebnis einer prospektiven, doppelt-blinden, placebo-kontrollierten klinischen 

Interventionsstudie, die mit primärem Studienziel „Hautkrebsinzidenz“ unter oraler 

Supplementation von täglich 200µg Selen über 4,5 (+/-2,8) Jahre in der 

Nachbeobachtung über 6,4 (+/-2) Jahre eine signifikante Verringerung der 

Gesamtkrebsmortalität um 50% und der Inzidenz von Krebserkrankungen um 37% 

aufzeigte [Clark 1996]. Insbesondere fand man eine Reduktion der Inzidenz von 
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Lungen- (-46%), Prostata- (-63%) und Kolonkrebs (-58%), allerdings erst als später 

definierten „sekundären Endpunkt“, so dass weitere Studien notwendig sind. 

1.6 Selenoproteine und Kolonkarzinogenese 

Das Epithel des Gastrointestinaltraktes steht permanent unter dem Einfluss von ROS 

und Radikalen. Hierzu zählen exogen entstandene Radikale, die mit der Nahrung 

aufgenommen werden oder durch Metabolisierung oder Stoffwechselvorgänge der 

kommensalen bakteriellen Besiedlung des Darmes freigesetzt werden. Ebenso 

entstehen im hochproliferativen und stark stoffwechselaktiven Darmepithel im 

Rahmen des zellulären oxidativen Stoffwechsels zahlreiche Radikale endogen. Es ist 

allgemein akzeptiert, dass ROS einen wesentlichen Pathomechanismus der 

Kolonkarzinogenese darstellen. 

Über welchen Mechanismus Selen tumorprotektiv wirkt, ist bislang unbekannt. 

Aufgrund des Vorkommens von Selen in Form von Selenocystein als Bestandteil in 

katalytisch aktiven Zentren zahlreicher antioxidativ wirkender Enzyme, könnten 

Selenoproteine als antioxidative Schutzmechanismen zur Krebsprävention beitragen. 

So zeigt z.B. eine Untersuchung, die 12500 schwedische Männer umfasste, eine 

direkte Korrelation zwischen geringer SePP-Aktivität im Plasma und 

Krebsmorbidität – ebenso wieder unter Verwendung der gesunden Bevölkerung als 

Kontrollgruppe – insbesondere bei Krebserkrankungen des respiratorischen Systems 

und des Verdauungstraktes [Persson-Moschos 2000]. 

Kürzlich konnte im Gastrointestinaltrakt die Expression der Selenoproteine GI-GPx, 

P-GPx, TRxR und SePP nachgewiesen werden. Die antioxidative Schutzfunktion ist 

für die ersten drei genannten anerkannt, für SePP zumindest vermutet und könnte 

somit eine kausale Verknüpfung zwischen Selenversorgung und gastrointestinaler 

Tumorgenese ermöglichen [Mörk 1998]. Untersucht wurden Biopsien aus 

unauffälliger Schleimhaut entlang des Gastrointestinaltraktes. Hier zeigte sich eine 
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deutliche Expression der GI-GPx im Ösophagus, Magen und Kolon, während im 

Duodenum und terminalen Ileum keine nachgewiesen wurde. Für SePP wurde außer 

in Magenbiopsien eine starke Expression in den übrigen Darmabschnitten gefunden 

[Mörk 1998]. 

In einer weiteren Studie wurde die Expression von Selenoproteinen in 

Kolonadenom-Biopsien versus korrespondierender Normalschleimhaut untersucht. 

Im direkten Vergleich zwischen Adenom und benachbarter unauffälliger Mukosa 

wurden für TrxR und P-GPx keine Unterschiede der Expression gemessen werden. 

Jedoch konnten Unterschiede in der mRNA-Expression von GI-GPx und SePP 

aufgezeigt werden. Während die Expression der GI-GPx in Adenomgewebe, ebenso 

wie die Enzymaktivität der GI-GPx, um 50 bis 400% gesteigert war, fand sich für 

SePP ein fast vollständiger Expressionsverlust (erniedrigte mRNA-Level: -70 bis 

-90%) im Vergleich zu angrenzendem Normalgewebe [Mörk 2000]. 
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1.7 Fragestellung 

Bislang fehlen Erklärungen für die verminderte Expression und Enzymaktivität des 

SePP bei Krebspatienten. Neben einer negativen Regulation der Expression durch 

inflammatorische Zytokine im Rahmen des Tumorgeschehens könnten genomische 

Alterationen (z.B. LOH, Mutationen) im SePP-Gen zum Expressionsverlust und dem 

Ausfall dieses antioxidativen Defensesystems führen. Das Gen für SePP wurde auf 

Chromosom 5q31 lokalisiert nahe bei dem APC-Genlocus, einem in der Initialphase 

der Kolonkarzinogenese und somit evtl. schon in Adenomen alterierten Gen. Daten 

zur SePP-Expression in Kolonkarzinomen liegen bislang jedoch nicht vor. 

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Expression von SePP in Gewebeproben 

von Kolonkarzinomen sowie das Auftreten genetischer Alterationen, insbesondere 

Mutationen und LOH in DNA-Proben aus Kolonkarzinomgewebe, aus peripheren 

Leukozyten von gesunden Probanten sowie Kolonkarzinompatienten und an fünf 

etablierten Kolonkarzinom-Zelllinien untersucht. 
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2 Material und Methoden  

2.1 Untersuchte Materialien 

2.1.1 Kolonkarzinomgewebe und korrespond. gesunde Kolonschleimhaut 

2.1.1.1 Proben zur DNA-Analytik 

Untersucht wurden Operationsresektate von Kolonkarzinomgeweben aus dem 

Pathologischen Institut der Universität Würzburg. Insgesamt wurden zur DNA-

Analytik 74 Gewebe bearbeitet, jeweils Karzinomgewebe und korrespondierende 

unauffällige Kolonschleimhaut. 61 dieser Gewebe lagen als Paraffin-eingebettete 

Blöcke vor, die übrigen 13 Gewebe wurden als Kryogewebeproben zur Verfügung 

gestellt. 

 

Manifestationsalter  65,4 Jahre (22–90) 

Geschlechtsverteilung  28 weiblich / 45 männlich 

Lokalisation Coecum 11 

 Colon ascendens 17 

 Colon transversum 3 

 Colon descendens 10 

 Sigma 19 

 Rektum (sigmoid. Übergang) 14 (2 von 14) 

Histologie/Grading G 1 1 

 G 2 61 

 G 3 9 (davon 1: G2-3) 

 muzinös 3 

Tabelle 1: Klinische Daten der Karzinomgewebe zur DNA-Analytik 
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2.1.1.2 Proben zur RNA-Analytik 

Ebenso korrespondierend wurde RNA von zwölf Kryogewebeproben, elf 

Kolonkarzinomen und einem Kolonadenom, mittels Nothern-Blot-Analyse bzgl. der 

Expression des SePP bearbeitet. Eine Übersicht über die klinischen Daten liefert 

Tabelle 2. 

 

Manifestationsalter  71,3 Jahre (56-86) 

Geschlechtsverteilung  8 weiblich / 4 männlich 

Lokalisation Coecum 3 

 Colon ascendens 3 

 Colon descendens 1 

 Rektum 5 

Histologie/Grading G 2 8 

 G 3 3 

 Adenom 1 

Tabelle 2: Übersicht über klinische Daten der Kryogewebeproben zur mRNA-Analytik 

 

2.1.2 Blutproben 

Weiterhin wurden auch 410 Blutproben untersucht. Davon stammten insgesamt 227 

Proben von gesunden Probanden, weitere 193 Blutproben von Patienten mit einem 

kolorektalen Karzinom.  
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2.1.3 Tumorzelllinien: Humane Kolon-Karzinomzelllinien 

Zusätzlich wurden humane Kolon-Karzinom-Zelllinien untersucht. Diese wurden 

von ATCC (American Type Culture Collection) kommerziell erworben. Dabei 

handelt es sich um Zelllinien, die typische Veränderungen der beiden Modelle der 

kolorektalen Karzinogenese (vergl. Einleitung) besitzen. Die Zelllinien Colo 205 und 

Caco 2 repräsentieren den Tumorsuppressorpathway mit chromosomaler Instabilität. 

Während die Zelllinien HCT 15 und HCT 116 infolge des Ausfalls von Mismatch-

Reparaturgenen als Modell des Mutator-Pathways dienen, zeigt die Zelllinie LoVo 

Eigenschaften beider Entstehungswege. 

 

Chromosomale Instabilität Mikrosatelliten-Instabilität 

Colo 205 HCT 15 

Caco 2 HCT 116 

LoVo 

Tabelle 3: Tumorzelllinien 

 

2.1.3.1 Colo 205 (ATCC: CCL 222) 

Die Zellen wurden aus metastatischem Aszites bei kolorektalem Adenokarzinom 

eines 70jährigen kaukasischen Mannes isoliert. Sie wachsen locker anheftend oder in 

Suspension und weisen einen hypertriploiden Chromosomensatz auf. 

2.1.3.2 Caco 2 (ATCC: HTB 37) 

Diese Zelllinie wurde aus dem primären Kolon-Adenokarzinom eines 72-jährigen 

Kaukasiers etabliert. Die Zellen zeigen adhärentes Wachstum bei charakteristischer 

enterozytischer Differenzierung. Sie besitzen einen hypertetraploiden Chromo-

somensatz bei einer mittleren Chromosomenzahl von 96. 
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2.1.3.3 HCT 15 (ATCC: CCL 225) 

Diese Zellen eines Kolon-Adenokarzinoms zeigen adhärentes Wachstum. 

Mutationen beider Allele des hMSH6, eines Bestandteils des „mismatch repair“ 

Systems, ebenso wie eine Mutation im Polymerase δ-Gen im Bereich der „3’-5’proof-

reading-exonuclease-domain“ wurden beschrieben [Lettieri 1999]. Bezüglich des 

Karyotyps ist diese Zelllinie weitestgehend diploid. 

2.1.3.4 HCT 116 (ATCC: CCL 247) 

Diese Kolonkarzinom-Zelllinie zeigt ebenso epithelialen Charakter und adhärentes 

Wachstum. Mikrosatelliten-Instabilität ist auf einen Defekt des hMLH1 zurück-

zuführen. 

Der Karyotyp ist weitestgehend diploid. Eine Mutation in Codon 13 des ras-

Protoonkogens wird von ATCC beschrieben. 

2.1.3.5 LoVo (ATCC: CCL 229) 

Aus einer supraklavikular lokalisierten Metastase eines kolorektalen Adeno-

karzinoms eines 56jährigen kaukasischen Mannes wurde diese Zelllinie etabliert. Sie 

weist bei hyperdiploidem Karyotyp sowohl chromosomale Instabilität als auch 

Mikrosatelliten-Instabilität durch Defekt des hMSH2 auf. Das Zellwachstum ist 

adhärent. 
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2.2 Zellkultur 

Alle Zelllinien wurden in mit Wasserdampf gesättigter Atmosphäre mit 5% CO2-

Anteil bei 37°C geführt. In den 25cm2-Gewebekulturflaschen betrug das Volumen 

des Kulturmediums 5ml. Alle fünf Zelllinien wurden in Kulturmedium Dulbecco`s 

Modified Eagle Medium mit Zusatz des Antibiotikums Penstrep kultiviert. 

Die Zellen wurden i.d.R. zweimal wöchentlich in einem Verhältnis 1:4 bis 1:6 

gesplittet. Dazu wurden sie nach Absaugen des Mediums zweifach mit PBS 

gewaschen. Durch Inkubation mit Trypsin/EDTA-Lösung wurden die adhärenten 

Zellen vom Flaschenboden gelöst, in ein 50ml-Falcon-Röhrchen überführt und durch 

Zentrifugation (<1000rpm, 6-7 min) pelletiert. Nach Abpipettieren des Überstandes 

wurde das Zellpellet in Kulturmedium resuspensiert und auf neue Kulturflaschen 

verteilt. 

Diese Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Airflow-

Arbeitsbank.  
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2.3 Verwendete Materialien, Chemikalien und Geräte  

2.3.1 Allgemeines 

Aqua ad injectabilia (Ampuva) Pharmacia 

Ethanol 100% J.T. Baker 

Isopropanol Roth 

Xylol Roth 

Chloroform  MERCK 

Phenol-Chloroform-Isoamyl (25:24:1) Roth 

MOPS Sigma 

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Sigma 

Ethidium-Bromid Sigma 

Agarose ultra PURETM  GIBCO BRL life technologiesTM 

100bp DNA-Ladder GIBCO BRL life technologiesTM 

RNA-Ladder (0,24-9,5 kb) GIBCO BRL life technologiesTM 

dNTPs 2,5mM TaKaRa 

MgCl2 25mM Amersham Life Science 

10xPCR reaction buffer Amersham Life Science 

Primer Amersham Pharmacia Biotech, MWG-Biotech AG 

Taq DNA Polymerase Amersham Life Science 

Ampli Taq Gold Perkin Elmer 

Advantage®-GC 2 Polymerase CLONTECH 

TaKaRa Ex TaqTM TaKaRa Biomedicals 

HerculaseTM Enhanced DNA Polymerase STATAGENE 

Restriktionsenzym MwoI New England BioLabs 

Proteinase K Promega 

Trypsin/EDTA Seromed, Biochrom 

Template Suppression reagent (TSR) PE Applied Biosystems 

Gene ScanTM-500 TAMRATM Size Standard PE Applied Biosystems 

FCS (FBS, fetal calf/bovine serum) GIBCO BRL life technologiesTM 

HBSS GIBCO BRL life technologiesTM 

AutoSeqTM G-50 Säulen Amersham Pharmacia Biotech 

QIAquickTM PCR Purification Kit Qiagen 

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen 

High Pure PCR–Template Preparation Kit Roche 
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TRIzol Reagenz GIBCO BRL life technologiesTM 

BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit PE Applied Biosystems 

Rediprime II-random prime labelling system Amersham Pharmacia Biotech 

Filterpapier Whatman Hartenstein 

Hybond-N Membran Amersham Pharmacia Biotech 

α [32P]dCTP Hartmann Analytic 

Autoradiographiekassette X-OMAT-Film Kodak 

SeP-Sonde von KFG zur Verfügung gestellt 

Kunststoffwaren Eppendorf, Falcon, Greiner, Sarstedt, Noras 

 

2.3.2 Lösungen und Puffer 

TAE 0,04M Tris-Acetat, 
 1mM EDTA (pH8,0) 

TBE 0,09M Tris-Borat,  
 2mM EDTA (pH8,0) 

TE 10mM Tris/HCl,  
 1mM EDTA (pH8,0) 

Natrium-Acetat 3M Natrium-Acetat  

SSC (Northern) 3M NaCl,  
 0,3M Na-Citrat 

Ladepuffer 0,25% Bromphenolblau,  
 0,25% Xyleno-Cyanol (FF),  
 50% Gycerol, 
 1mM 0,5M-EDTA (pH8),  
 ad 10ml Ampuva 

Verdaupuffer (Higuchi) 50mM KCl,  
 10mM Tris-HCl (pH8,3),  
 2,5mM MgCl2,  
 0,1mg/ml Gelatine,  
 0,45% Nonidet P40,  
 0,45% Tween 20 

PBS (pH7,4) NaCl  4g,  
(Northern) KCl 0,1g,  
 Na2HPO4 0,575g,  
 KH2PO4 0,1g ad 500ml Ampuva  

Prähybridisierungspuffer 5xSSC,  
(Northern) 50% mittels Mixed Bed Resin (Sigma) deion. Formamid, 
 1xDenhardt’s Reagenz [pro l: 0,2g Ficoll, 0,2g Polyvinylpyrrolidon, 0,2g BSA Frkt.V)], 
 20mM NaH2PO4 (pH 6,3),  
 1% SDS,  
 100µg/ml Hitze-denaturierte Lachs-Sperma-DNA 
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2.3.3 Geräte 

BIO Photometer Eppendorf 

Zentrifugen (Megafuge 1.0, 28RS u.a.) Heraeus Sepatech GmbH  

Heizblock Techne 

Vortexer Hartenstein 

Waage Kern 

GeneAmp PCR-System 2400 (Thermocycler) Perkin Elmer 

Gelkammer LKB GPS 200/400; GNA 100 (TBE) Pharmacia 

Gelkammer POWER PAC 300 (TAE) BIO RAD 

Elektrophoresis Documentation and Analysis System 120 Kodak Digital ScienceTM 1D 

RNA-Geldokumentation PC-Programm Bio-Capt, KFG 

UV-Stratalinker 1800 Statagene, KFG 

Hypridisierungsofen Biometra OV 5, KFG 

Phosphor-Imager KFG 

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Collection 1.0.2 Perkin Elmer 

Zellkultur-Brutschrank Heraeus Sepatech GmbH 

Laminar-Airflow-Arbeitsbank (Hood) Heraeus Sepatech GmbH 
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2.4 DNA-Extraktion 

2.4.1 DNA-Extraktion aus Gewebeproben 

2.4.1.1 Mikrodissektion und DNA-Extraktion aus Paraffingewebe 

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten war vorgesehen, das maligne Zellmaterial 

mittels „Laser MicroBeam Microdissection und Laser Pressure Catapulting“ von 

benignem Normalgewebe zu trennen. Aufgrund der Größe der Tumorzellverbände 

in den untersuchten Geweben war jedoch in Rücksprache mit den beteiligten 

Pathologen eine Mikrodissektion mittels Lasertechnologie nicht erforderlich. Zur 

Mikrodissektion wurden von jedem Gewebeblock acht bis zu fünfzehn 

Paraffinschnitte von einer Dicke von fünf bis acht µm angefertigt. Ein 

Referenzschnitt eines jeden Gewebeblockes wurde nach Hämalaun-Eosin-Färbung 

angefärbt. In Zusammenarbeit mit dem Pathologischen Institut Würzburg erfolgte an 

diesem Schnitt eine Markierung des Tumoranteils mittels Folienstift. Anhand dieses 

Referenzschnittes wurden dann die übrigen ungefärbten Paraffinschnitte mittels 

steriler Skalpelle manuell disseziert, wobei malignes und benignes Zellmaterial in 

verschiedene Probengefäße getrennt wurde.  

Zur DNA-Extraktion wurden die Gewebepartikel zunächst entparaffinisiert und 

anschließend mit Proteinase K verdaut (siehe Protokoll: 2.4.1.3.1). 

Um die Reinheit der gewonnen DNA und damit auch die Effizienz einer spezifischen 

PCR zu verbessern, wurden noch einige verschiedene Aufreinigungsschritte 

angefügt. 

Nach dem Verdau und nach Abzentrifugation des Gewebedebris erfolgte eine 

Phenol-Chloroform-Aufreinigung mit anschließender Natrium-Acetat-Ethanol-

Fällung (siehe 2.4.1.3.2/3). Der DNA-Gehalt der Proben nach Resuspension des 

Pellets in 60µl Ampuva wurde mittels photometrischer Messung bestimmt. 
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 Gewebegröße DNA-Gehalt 

Karzinomgewebe 1,0 cm² (0,3 – 2,0 cm²) 162 µg/ml (14 – 725 µg/ml) 

Normalgewebe 0,9 cm² (0,3 – 2,0 cm²) 74 µg/ml (10 – 318 µg/ml) 

Tabelle 4: Durchschnittliche DNA-Konzentrationen 

 

2.4.1.2 DNA-Extraktion aus Kryogewebe 

Bei den Kryogeweben wurden solche Proben ausgewählt, deren Karzinomgewebe 

möglichst nur aus malignen Zellen bestand, so dass auf eine Dissektion verzichtet 

werden konnte. Die DNA-Isolierung erfolgte mittels „High Pure PCR-Template 

Preparation Kit“ von ROCHE nach Anleitung des Herstellers. 

Diese DNA-Isolierung aus 25-50mg Gewebe folgt dem Prinzip, dass nach der Lyse 

die zellulären Nukleinsäuren an die Glasfasermembranen der „Filter tubes“ binden 

und durch Wasch- und Zentrifugationsschritte gereinigt werden. Nach dem 

Umsetzen des „Filter tube“ auf ein steriles 1,5ml Reaktionsgefäß wurde durch 

Zugabe eines „Elution Buffers“ die DNA von den Filtern gelöst. 
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2.4.1.3 Protokolle zur Aufreinigung der DNA 

2.4.1.3.1 Entparaffinisierung und DNA-Extraktion der Gewebeproben 

• Zugabe von 800-1000µl Xylol zu disseziertem Gewebe, 

Zentrifugation (10000 rpm, 5 min), Überstand verwerfen 

• Zugabe von 800-1000µl Xylol, 

Zentrifugation (10000 rpm, 5 min), Überstand verwerfen 

• Zugabe von 800-1000µl 96%-Ethanol, 

Zentrifugation (10000 rpm, 5 min), Überstand verwerfen 

• Trocknen im Heizblock (55°C, 10 min)  

• Zugabe von 100-300µl Higuchi Verdaupuffer (s. 2.3.2), 

 10 Vol% einer ProteinaseK (20µg/µl)-Stammlösung, 

Inkubation über Nacht bei 56°C 

• Hitzeinaktivierung der ProteinaseK (95°C, 7 min) 

• Zentrifugation (4000 rpm, 2 min) 

• Überführen des Überstandes in neues Cup 

 

2.4.1.3.2 Phenol-Chloroform-Aufreinigung der DNA nach Extraktion aus den 
Geweben  

• Zugabe von TE-Puffer zu 100µl des gewonnen Überstand (Volumen etwa 
300µl) des Gewebeverdaus (s. 2.4.1.3.1) bis zu einem Gesamtvolumen von 
200µl, 

Zugabe von 200µl Phenol-Chloroform (Roth), 

Zentrifugation (12000g, 1 min)  

• Überführen der Oberphase in ein neues Cup 

• Zugabe von 200µl Chloroform, 

Zentrifugation (12000g, 1 min) 

• Überführen der Oberphase in ein neues Cup 

• Natrium-Acetat-Ethanol-Fällung im Anschluss 
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2.4.1.3.3 Natrium-Acetat-Ethanol-Fällung 

• Xx µl DNA-Lösung 

Zugabe von 0,1 Volumen Na-Acetat 3M, 

2,5 Volumen 100%-Ethanol, 

Inkubation für 30 min 

• Zentrifugation (20°C, 12000 rpm, 15 min), Überstand verwerfen 

• Zugabe von 250µl 70%-Ethanol, 

Zentrifugation (20°C, 12000 rpm, 15 min), Überstand entfernen, Trocknen 

• Resuspension des Pellets in 60µl Ampuva 

• Photometrische Bestimmung des DNA-Gehalts (siehe 2.6) 

 

2.4.2 DNA-Extraktion aus Blutzellen 

Diese erfolgte unter Verwendung des QIAamp DNA Mini Kits nach Angaben des 

Herstellers. 

Hierbei handelt es sich um einen ProteinaseK-Verdau mit anschließender 

Säulenaufreinigung der DNA.  

 

2.4.3 DNA-Extraktion aus Zellkulturen 

Für die DNA-Extraktion aus den Zelllinien wurde – wie auch zur RNA-Extraktion 

(siehe 2.5) – TRIzol-Reagenz nach Chomczynski verwendet. 

• Trypsinierung der adhärenten Zelllinien und Zugabe von 1ml Trizol-Reagenz, 

• Zugabe von 200µl Chloroform, 

Zentrifugation (4-8°C, 12000g, 15 min) 

• Abnehmen der wässrigen Oberphase zur RNA-Extraktion (s.u. 2.5) 

• Zugabe von 300µl 100%-Ethanol zur Inter- und Unterphase,  

Inkubation (15-30°C, 3 min), 

• Zentrifugation (4-8°C, 2000g, 5 min), Überstand entfernen 



Material und Methoden 35 

• îê Zugabe von 1ml 0.1M Natriumcitrat-Lösung in 10%-Ethanol, 

Inkubation (15-30°C, 30 min) 

• Zentrifugation (4-8°C, 2000g, 5 min), Überstand entfernen éí 

• Wiederholen von îê bis éí 

• Zugabe von 2ml 75%-Ethanol, Inkubation (15-30°C, 15 min) 

• Zentrifugation (4-8°C, 2000g, 5 min), Überstand verwerfen, Trocknen (10 min) 

• Resuspension in 8mM NaOH 

• Zur Entfernung unlöslichen Materials Zentrifugation (12000g, 10 min), 

Oberphase in ein neues Cup überführen 

 

2.5 RNA-Extraktion  

Sowohl von den o.g. Zelllinien als auch von Kryogewebeproben wurde RNA isoliert. 

Hierzu wurde der TRIzol-Kit nach den Angaben des Herstellers angewandt.  

• Zelllinie: Trypsinierung der adhärenten Zelllinien, Zugabe von 
 1ml Trizol-Reagenz 

• Kryogewebe: Homogenisierung der Kryogewebeproben mittels Potter, 
 Zugabe von 1ml Trizol Reagenz 

• Zugabe von 200µl Chloroform, 

Zentrifugation (4-8°C, 12000g, 15 min) 

• Gewinnen der wässrigen Oberphase, Zugabe von 500µl Isopropanol, 

Inkubation (10 min) 

• Zentrifugation (4-8°C, 12000g, 10min), 

Überstand verwerfen, Zugabe von 1ml 75%-Ethanol 

• Zentrifugation (4°C, 7500g, 5 min), 

Überstand verwerfen, Trocknen 

• Resuspension des Pellets in 20µl Ampuva 

 

Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei –80°C gelagert. 
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2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA 

Zur Konzentrationsbestimmung wurde jeweils die optische Dichte der wässrigen 

Lösungen bei den Wellenlängen 260nm (OD260) und 280nm (OD280) photometrisch 

bestimmt. 

Die Messungen erfolgten in Kunststoffküvetten mittels Eppendorf BIO Photometer. 

Eine OD260 von 1 entspricht einer Konzentration von 50µg/ml doppelsträngiger 

DNA, 40µg/ml einzelsträngiger RNA, oder 20µg/ml einzelsträngige Oligonukleotide 

im Messvolumen der Küvette. Das Messvolumen sollte mindestens 50µl betragen.  

2.7 Polymerase–Ketten–Reaktion (Polymerase Chain Reaction / PCR) 

2.7.1 Allgemeines zur PCR 

Die PCR ermöglicht eine selektive Vervielfältigung eines bestimmten DNA–

Abschnittes. Sie erfolgt nach dem Vorbild der DNA–Replikation im Rahmen der 

Zellteilung. 

Das Verfahren der PCR wurde erstmals 1985 von Mullis beschrieben. 

Für den verwendeten Thermocycler gelten die in Tabelle 5 angeführten 

Bedingungen. 

 

  Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung  94 °C 5 Minuten 

Denaturierung 94 °C 45 Sekunden 

Anlagerung der Primer x1 °C 45 Sekunden 

Für 35-40 Zyklen 

Extension 72 °C 45 Sekunden 

Abschlussextension  72 °C 10 Minuten 

1): spezifische Annealing-Temperatur der jeweiligen Primerkombination 

Tabelle 5: Zyklischer Ablauf der PCR 
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Die Proben wurden nach folgendem Pipettierschema (siehe Tabelle 6) vorbereitet. 

 

Reagenz Menge 

DNA-Template 100-200ng 

10x PCR-Reactionspuffer 5µl 

Primer sense (5pmol/µl) 1µl 

Primer antisense (5pmol/µl) 1µl 

dNTPs 2,5mM 2µl 

MgCl2 25mM 1µl 

Polymerase 1-5U 

Aqua ad 50µl 

Tabelle 6: PCR-Ansatz pro Probe 

 

Die Etablierung der PCR-Bedingungen für die einzelnen Primerkombinationen (cf. 

2.7.4) erfolgte an aus Blutproben gewonnener DNA. Eine ausreichende 

Amplifikation aus den verschiedenen Gewebeproben erforderte Modifikationen. 

Diese beinhalteten neben verschiedenen DNA-Aufreinigungsverfahren (Säulen-

aufreinigung und/oder Fällung) Anheben oder Senken der Annealing-Temperatur, 

Steigerung der Zyklenanzahl, Variation des Verhältnisses DNA-Template – MgCl2 

und Verwendung verschiedener DNA-Polymerasen (cf. 2.3.1) in unterschiedlichen 

Konzentrationen. 

2.7.2 Kontrolle der PCR mittels Agarose-Gelelektrophorese 

Nukleinsäuremoleküle können aufgrund ihrer Größe im elektrischen Feld 

aufgetrennt werden. Zur Herstellung eines Agarosegeles wurde 0,5xTBE-Puffer mit 

1% Agarose aufgekocht, nach etwas Abkühlen Ethidium-Bromid (5mg/ml) zugesetzt 

(bei 50ml Volumen 1µl) und in eine Gelkammer mit eingesetztem Kamm gegossen. 

Zum Auftragen wurden 5µl des spezifischen PCR-Produktes in 1,5µl Ladepuffer (cf. 

2.3.2) gelöst und in die einzelnen Geltaschen pipettiert. Der Ladepuffer verhindert 
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das Ausschwemmen der DNA aus den Geltaschen, die zugesetzten Farbstoffe dienen 

zur Orientierung über die Lauflänge. Bei einer eingestellten Spannung von 100V 

betrug die Laufzeit 25 Minuten. 

Die Größe der aufgetragenen PCR-Produkte kann anhand der als Längenstandard 

parallel mitlaufenden 100bp-DNA-Basenleiter bestimmt werden. 

Der Zusatz des interkalierenden Farbstoffes Ethidium-Bromid bewirkt eine 

Sichtbarmachung des PCR-Produkt unter UV-Licht. Die Dokumentation der 

Gelbilder erfolgte mittels digitaler KODAK-Fotodokumentation. 

2.7.3 PCR-Produkt-Aufreinigung 

Die Aufreinigung erfolgte nach dem Protokoll der Natrium-Acetat-Ethanol-Fällung 

(cf. 2.4.1.3.3). In Einzelfällen wurde eine Säulenaufreinigung mit AutoSeqTM G-50 

(Amersham) nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 

2.7.4 Etablierung der Primer und PCR-Bedingungen zur Amplifikation der Exons 

Zur Amplifikation der Exons 2 mit 5 des SePP-Gens wurden zunächst Primer 

verwendet, die in den jeweils angrenzenden Introns lokalisiert waren. Die PCR-

Produkte hatten eine Größe von 208 bp bis 370 bp. Im Verlauf der Arbeiten zeigte 

sich jedoch, dass sich aus den DNA-Proben der Paraffingewebe – wie auch schon 

häufig von anderen Arbeitsgruppen beschriebenen – PCR-Produkte bis max. 250 bp 

amplifizieren ließen, so dass zur kompletten Sequenzierung der kodierenden 

Sequenz des SePP-Gens die Exons 2 mit 5 in überlappenden Fragmenten amplifiziert 

werden mussten. Die gesamte Liste der letztendlich verwendeten Primerpaare ist in 

Tabelle 7 dargestellt. 

Die Primer wurden mit einem Anhang der Länge von 18 Basen, bezeichnet als M13 

an sense-Primern bzw. M13 reverse an antisense-Primern jeweils am 5´-Ende 

modifiziert.  
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M13: 5´- TGT AAA ACG ACG GCC AGT -3´ 

M13 reverse: 5´- CAG GAA ACA GCT ATG ACC -3´ 

 

Diese Basenabfolge lagert sich nicht an die spezifische Gen-Sequenz an und wurde 

dann bei der Sequenz-PCR eingesetzt mit dem Vorteil, für alle Exonabschnitte einen 

einheitlichen Sequenzierungsprimer benutzen zu können.  

Für jede verwendete Primerkombination wurde in Etablierungsversuchen die 

optimale Temperatur zur sequenzspezifischen Anlagerung ermittelt (cf. Tabelle 7). 

Die sequenzunspezifischen Anhänge sind in der Tabelle 7 nicht aufgeführt. 

  

Bezeichnung  Position Spezifische Sequenz A.-Temp. 

SeP Ex2a Intron 1: -44 bis -25 5´-TGA AGA AGA GTG ACA GGT TT-3´ 

SeP Ex2b Intron 2: +29 bis +48 5´-AAT AGC CTT CCC CTT AAG GT-3´ 
60°C 

SeP Ex2.1b  Exon 2: 98 bis 118 5´-CTT GAT CTC TTA TGC TCC AGG-3´ 58°C 

SeP Ex2.2a  Exon 2: 69 bis 88 5´-CCA AAG CTC CTT ATG TAA GC-3´ 58°C 

SeP Ex3a Intron 2: -79 bis -57 5´-AAT TAA GGA AGA GGG AGA AAA AC-3´ 

SeP Ex3b Intron 3: +53 bis +76 5´-GTG TGA TGG GAA GTA AAT AAA TAG-3´ 
54°C 

SeP Ex3.1b Exon 3: 131 bis 155 5´-GGT TTT CTT CTT GTT GAT AAA CAG G-3´ 56°C 

SeP Ex3.2a Exon 3: 101 bis 125 5´-CAT CTT AAG AAT AAG GTT TCA GAG C-3´ 54°C 

SeP Ex4a Intron 3: -62 bis -46 5´-ATT TGA GTA GGA TCG TA-3´ 

SeP Ex4b Intron 4: +11 bis +28 5´-TCC CCA GAA AAA TAA TTC-3´ 
46°C 

SeP Ex5.1a Intron 4: -22 bis -3 5´-GTG ATT TAT AAA TTT GTT CC-3´ 

SeP Ex5.1b Exon 5: 299 bis 318 5´-TTG ATT TAT ACA TCT CTT TC-3´ 
55°C 

SeP Ex5.2a Exon 5: 264 bis 283 5´-TGA AGA TTT ACA AGA TTT AC-3´ 

SeP Ex5.2b Intron 5: +3 bis +22 5´-GAG TAT GTC CTA TTT TAA AT-3´ 
55°C 

SeP Ex 5.1c Exon 5: 237 bis 256 5´-GCA TAT CTC GGT TCT CTG GG-3´ 58°C 

SeP Ex5b f Exon 5: 211 bis 228 5´-CAC AAG GGT CAG CAT AGG-3´ 

SeP Ex5b r Exon 5: 409 bis 425 5´-CAC TGT CAG GTG ATT GC-3´ 
60°C 

SeP Ex5.3a Exon 5: 368 bis 387 5´-GCT GCC ATT GTC GAC ATC TG-3´ 48°C 

Tabelle 7: Primer für SePP-Exons 2 bis 5 
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Zur Verdeutlichung der Fragmentierung der codierenden Abschnitt und 

Lokalisation der Primer dient nachfolgendes Schema. 

 

Abbildung 4: Schema zur Fragmentierung der Exons und Primerlokalisation 

 

 Primer  

 sense antisense PCR-Produkt 

Exon 2 SeP Ex2a SeP Ex2b 295 bp 

Exon 3 SeP Ex3a SeP Ex3b 368 bp 

Exon 4 SeP Ex4a SeP Ex4b 208 bp 
 

Primer  
2-geteilt 

sense antisense PCR-Produkt 

Exon 2.1 SeP Ex2a SeP Ex2.1b 162 bp 

Exon 2.2 SeP Ex2.2a SeP Ex2b 183 bp 

Exon 3.1 SeP Ex3a SeP Ex3.1b 234 bp 

Exon 3.2 SeP Ex3.2a SeP Ex3b 189 bp 

Exon 5.1 SeP Ex5.1a SeP Ex5.1b 340 bp 

Exon 5.2 SeP Ex5.2a SeP Ex5.2b 370 bp 
 

Primer  
3-geteilt 

sense antisense PCR-Produkt 

Exon 5a SeP Ex5.1a Sep Ex5.1c 278bp 

Exon 5b SeP Ex5bf SeP Ex5br 214 bp 

Exon 5c SeP Ex5.3a SeP Ex5.2b 266 bp 

 

Tabellen 8a bis c: Primerkombinationen – Zuordnung zu einzelnen SePP-Exon-Fragmenten 

 

 
 ; SeP Ex x a SeP Exon x SeP Ex x b: 
 
 
 
 ; SeP Ex x a Exon x.1 SeP Ex x.1 b: 
 
 
 
   9   SeP Ex x.2 a  Exon x.2 SeP Ex x b 8   
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2.7.5 Sequenzierung  

2.7.5.1 Sequenz-PCR  

BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit wurde für die Sequenz-PCR verwendet. 

Nur noch Zugabe des spezifischen Sequenzierungsprimers (sense oder antisense 

Primer) und des PCR-Produktes nach Aufreinigung zur BigDye-Reagenz ist 

notwendig. 

Das Prinzip der Sequenz-PCR beruht darauf, dass im Reaktionsmix neben 2´-

Desoxynukleotiden (dNTPs) auch 2´3´-Didesoxynukleotide (ddNTPs) mit 

Farbmarkierung enthalten sind. Letztgenannte werden nach dem Zufallsprinzip 

kompetitiv gegenüber den dNTPs eingebaut und führen so zu einem kontrollierten 

Abbruch der Polymerisation. 

Für die Sequenz-PCR wurde das Produkt der spezifischen PCR mittels Natrium-

Acetat-Ethanol-Fällung gereinigt (s. 2.4.1.3.3), das Pellet in 20µl Aqua gelöst und wie 

folgt (Tabelle 9) vorbereitet. 

 

Reagenz Menge 

PCR-Produkt  5-10µl 

BigDyeTM 4-6µl 

Primer (5pmol/µl) 1µl 

Aqua ad 20µl 

Tabelle 9: Probenansatz für Sequenz-PCR 

 

Die Bedingungen der Sequenz-PCR zeigt Tabelle 10. 
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  Temperatur Dauer 

Initiale Denaturierung  94°C 5 min 

Denaturierung 94°C 1 min 

Anlagerung 50°C 1 min 

30-40 Zyklen 

Extension 60°C 3 min 

Abschlussextension  60°C 10 min 

Tabelle 10: Bedingungen für Sequenz-PCR 

 

2.7.5.2 Aufreinigung des Sequenz-PCR-Produktes 

Die Produkte der Sequenz-PCR wurden nach dem Protokoll der Natrium-Acetat-

Ethanol-Fällung (s. 2.4.1.3.3) von überschüssigen Sequenz-PCR-Reagentien gereinigt. 

Zur Sequenzierung wurde das getrocknete Pellet direkt in 12-16µl Template 

Suppression Reagent (TSR) gelöst, denaturiert (94°C, 2-3 min) und bis zur weiteren 

Bearbeitung sofort auf Eis (>2 min) gekühlt. 

2.7.5.3 Automatische Sequenzierung 

Die Analyse erfolgte mit ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Version 1.0.2., Perkin 

Elmer, nach dem Prinzip, dass die einzelnen, in der Sequenz-PCR gewonnenen 

DNA-Fragmente nach ihrer unterschiedlichen Länge mittels Kapillarelektrophorese 

aufgetrennt werden. Durch die Farbmarkierung der Dideoxynukleotide kann die 

jeweils letzte Base der Fragmente durch Laserdetektion und Fluoreszenzanalyse und 

damit die Basenabfolge des untersuchten DNA-Abschnittes durch Auswertung der 

Rohdaten unter Verwendung der Software Sequencing Analysis® 3.0, Perkin Elmer, 

bestimmt werden. 

2.7.5.4 Auswertung der Sequenzierung 

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit Hilfe des Computerprogramm DNasis for 

Windows: SeqManII mit der bekannten SePP-Sequenz verglichen. 
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Als Referenz-Sequenz diente die 1993 von Hill et al. veröffentlichte Sequenz [Hill 

1993]. 

Daneben wurden auch direkt die Elektropherogramme, d.h. die graphische 

Auswertung der Gelmatrix zur Auftrennung der DNA-Fragmente, miteinander 

anhand des Programms DNasis for Windows: MegAlign und auch einzeln „von 

Hand“ editiert.  

2.8 PCR-Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus-Analyse 

Im Verlauf der Arbeiten wurde im Exon 5 des SePP-Gens ein bislang unbekannter 

Polymorphismus (Ala215Thr, Base 700 der cDNA: GCT g ACT) identifiziert. 

Die Häufigkeit dieses Polymorphismus wurde mittels Polymerasekettenreaktion-

Restriktionsfragment-Längen-Polymorphismus-Analyse untersucht, da das Auf-

treten des Polymorphismus zum Verlust der Schnittstelle des Restriktionsenzyms 

MwoI führt.  

 

Mwo I Schnittstelle 5‘... GC NNNNN   NN GC...3‘ 

 3‘... CG NN   NNNNN CG...5‘ 

 

SePP Exon 5 ò 

 5´- ...GCACCAAATGCACCAAATGCTCCTA...3´: Normalsequenz 

 5´- ...GCACCAAATGCACCAAATACTCCTA...3´: Polymorphismus (Verlust der Schnittstelle) 

 

Hierzu erfolgte eine PCR mittels der Primer SeP Ex5.1a und. SeP Ex5.1c, die zu einem 

PCR-Produkt mit einer Größe von 284 bp führte. Der anschließende Restriktions-
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ansatz ist in Tabelle 11 dargestellt. Die Restriktion erfolgte gemäß den Angaben des 

Herstellers. 

 

Reagenz Menge 

10xNEBuffer 5µl 

Enzym MwoI 1µl 

PCR-Produkt 20µl 

H20 ad 50µl 

Tabelle 11: Ansatz pro Probe 

 

Die Auswertung der Restriktion erfolgte mittels einer Agarose-Gelelektrophorese. 

Das Ergebnis in Abhängigkeit vom Vorliegen des Polymorphismus oder der Normal-

sequenz ist in der Abbildung 5 dargestellt.  

 

1 2 3 4 
G/G G/A A/A  

 

Abbildung 5: RFLP-Analyse: 
Probe 1: homozygot G: beide Allele weist die MwoI-Schnittstelle auf, 
Probe 2: heterozygot G/A: nur ein Allel weist die MwoI-Schnittstelle auf, 
Probe 3: homozygot A: keine Schnittstelle, 
Bahn 4: Längenstandard 

 

Im Rahmen der Etablierung der MwoI-Restriktion wurde das Ergebnis der RFLP-

Analyse durch Sequenzierung bestätigt.  
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Zur Frage der Häufigkeit des Polymorphismus erfolgte dann die RFLP-Analyse an 

227 Blutproben von gesunden Probanden. Zum Nachweis einer möglichen 

Assoziation des Polymorphismus mit dem Auftreten kolorektaler Karzinome 

wurden zusätzlich 193 Blutproben von Patienten mit kolorektalem Karzinom 

ebenfalls mit der RFLP-Analyse untersucht. 

 

2.9 Mikrosatelliten-Analyse  

Mittels Mikrosatelliteninstabilitätsanalyse können unterschiedliche genetische 

Alterationen untersucht werden. Liegt ein Mikrosatellitenmarker bei einer Person 

heterozygot vor, so wird dieser Marker bei dieser Person als informativ bezeichnet 

und kann zur Frage des Auftretens eines „Loss of Heterozygosity“ (LOH) verwendet 

werden. Die Analyse zeigt dann im Tumorgewebe in einem der beiden Allele einen 

Verlust von mindestens 60%. Zusätzlich kann durch eine Mikrosatellitenanalyse eine 

Mikrosatelliteninstablität nachgewiesen werden. Hier zeigt sich im Tumorgewebe im 

Vergleich zum Normalgewebe das Auftreten von zusätzlichen PCR-Produkten zu 

den im Normalgewebe vorhandenen Allelen. 

Zur Frage eines LOH´s des SePP-Genes erfolgte eine Analyse der Mikrosatelliten-

Marker D5S634 und D5S660, die in der Nähe des SePP-Genes auf Chromosom 5q31 

lokalisiert sind.  

 

Abbildung 6: Lage der untersuchten Mikrosatelliten zu SePP nach www.ncbi.nih.gov/genemap99 

 

Chromosom 5 
 D5S634 SePP1 D5S660 
5’     3’ 
 59,9 cM   61,1 cM 
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Zunächst wurden die Mikrosatelliten mittels sequenzspezifischen Primern (cf. 

Tabelle 12) amplifziert. Die sense-Primer waren am 5´-Ende mit einem Farbstoff 

(ABI-FAM) markiert. 

 

Bezeichnung  Spezifische Sequenz PCR-Produkt A.-Temp. 

D5S634 sense 5´-AGA GGC AGT GAT TAT AGG AGC-3´ 

D5S634 antisense 5´-GAA CCT ATT GTT TAG TGG GCC-3´ 
161 bp 60°C 

D5S660 sense 5´-TGA GAA CAG ACC AAT ATG GG-3´ 

D5S660 antisense 5´-TAG GTA GCC TAT ATA TGT GGG G-3´ 
147 bp 59°C 

Tabelle 12: Primer für Mikrossatellitenanalyse 

 

Die Amplifikate wurden mittels Natrium–Acetat–Ethanol–Fällung (s. 2.4.1.3.3) 

aufgereinigt. Das Pellet wurde in 12µl TSR resuspendiert und 0,5µl eines internen 

Größenstandards (ABI-TAMRA 350) zugemischt. Nach Denaturierung (94°C, 3min) 

und Abkühlen (4°C, 5min) erfolgte eine vollautomatische Analyse mit dem ABI 

PRISM 310 Genetic Analyzer und eine automatische Größenberechnung der 

Mikrosatelliten-Amplifikate mittels Gene Scan Analysis® 2.1. 

 

Abbildung 7: Mikrosatellitenmarker D5S634 heterozygot 

 

Abbildung 8: Mikrosatellitenmarker D5S660 heterozygot 
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2.10 Northern-Blot 

Dieses Verfahren dient dem Nachweis von gewebsspezifischer RNA-Fraktionen 

aufgrund von Sequenzhomologien mittels spezifischer Sonden. 

RNA wird unter denaturierenden Bedingungen, um inter- und intramolekulare 

Basenpaarungen zu lösen, elektrophoretisch nach Größe aufgetrennt. Als 

denaturierendes Reagenz wurde Formaldehyd verwendet.  

 

• Vorwässern der Gelkammer und -kamm in 0,5N NaOH (20 min), abspülen, 

trocknen 

• Gel: nach Tabelle 13 

Reagenz Menge 

Ampuva 132 ml 

Agarose 1,8g 

37%Formaldehyd 30ml 

Ethidium Bromid (500µg/ml) 50µl 

Tabelle 13: Gelrezept für Nothern-Analyse 

 

• Laufpuffer: 1xMOPS 

• Bedingungen: Spannung: 20V, Laufzeit: über Nacht 

• Probenvorbereitung: nach Tabelle 14 

Reagenz Menge 

RNA 20µg 

Formamid dejonisiert 7µl 

37%Formaldehyd 2,8µl 

10xMOPS 2,1µl 

Ladepuffer 2µl 

Ampuva ad 30µl 

Tabelle 14: Probenvorbereitung für Northern-Analytik 
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• Wässern des Gels nach der Gelelektrophorese in Ampuvabad (30 min) 

• Gelphotographie 

• Blotten:Transfer der RNA durch kapillar wandernden 10xSSC-Puffer auf 

Hybond-N Membran (Raumtemperatur, 24h) 

• Trocknen der Membran, Fixierung der RNA mittels UV-Strahlung 

(Stratalinker®) 

• Lagerung der Membran bis zur Hybridisierung in Frischhaltefolie verpackt 

bei –20°C 

 

2.11 Blot-Hybridisierung 

• Prähybridisierung der Hybond-N Membran (65°C, 30 min) zur  

Blockade unspezifischer Bindungsstellen 

• Zugabe der denaturierten radioaktiv markierten SeP-Sonde  

(106cpm/ml Hybridisierungspuffer RapidHyb Buffer) 

• Hybridisierung (65°C, über Nacht) 

Waschen der Membran zur Entfernung überschüssiger Radioaktivität mit SSC 

und 1%SDS (65°C ), dabei stufenweise Absenkung des Salzgehaltes (2xSSC m 

1xSSC m 0,5xSSC) und Temperaturerhöhung der Waschlösung um jeweils 2°C  

• Auswertung mittels Phosphor-Imager oder Exposition auf Autoradiographie-

kassette 
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Gewebeproben  

3.1.1 Daten der zur RNA-Analyse verwendeten Proben 

Von zwölf Personen wurde korrespondierend pathologisch veränderte und normale 

Kolonschleimhaut bzgl. der mRNA-Expression des SePP mittels Northern-Blot-

Analyse untersucht. Eine Übersicht der klinischen und histologischen Daten gibt 

Tabelle 15. 

 

Nr. p/k 1 m/w 2 Lj. 3 Histologie Staging Grading Lokalisation 

K1 k m 59 AdenoCa pT2N0M0 G 2 Rectum 

K2 k w 71 AdenoCa, muzinös pT3N0M0 G 3 Coecum 

K3 k m 62 AdenoCa pT3N0M0 G 2 Colon asc. 

K4 k w 74 AdenoCa, muzinös PT2N0M0 G 3 Coecum 

K5 k m 74 AdenoCa pT4N0M0 G 3 Colon desc. 

K6 k m 65 AdenoCa pT3N2M0 G 2 Rectum 

K7 k w 81 AdenoCa pT3N0M0 G 2 Colon asc. 

K8 k w 81 AdenoCa, tw. muzinös pT3N0M0 G 2 Rectum 

K9 k w 86 AdenoCa, tw. muzinös pT2N0M0 G 2 Coecum 

K10 k w 79 AdenoCa pT3N2M1 G 2 Colon asc. 

K11 k w 56 Adenom, tub.-villös - - Rectum 

K12 k w 68 AdenoCa pT2N2M0 G 2 Rectum 

Tabelle 15:  Klinische Daten der zur RNA-Analytik verwendeten Gewebeproben 
p/k 1: p= Paraffingewebe, k= Kryogewebe 
m/w 2: Geschlecht: m= männlich, w= weiblich 
Lj. 3: Lj.= Manifestationsalter 
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3.1.2 Daten der zur DNA-Analyse verwendeten Proben 

Zur DNA-Analytik wurden insgesamt Gewebeproben von 74 Kolonkarzinom-

patienten verwendet. Davon lagen 61 als Paraffin- und 13 als Kryogewebproben vor. 

Eine Übersicht über die klinischen und histologischen Daten der untersuchten 

Gewebeproben geben nachfolgende Tabellen 16 und 17. 

 

Nr. p/k 1 m/w 2 Lj. 3 Histologie Staging Grading Lokalisation 

p 1  p w 62 AdenoCa pT2N0 G 2 Colon trans. 

p 2  p w 55 AdenoCa, ulzeriert pT4N3 G 2 Sigma 

p 3  p m 74 AdenoCa pT2N0 G 2 Colon asc. 

p 4  p m 34 AdenoCa pT4N0 G 2 Colon trans. 

p 5  p w 66 AdenoCa pT4N1 G 2 Sigma 

p 6  p m 56 AdenoCa pT3N0M1 G 2 Colon desc. 

p 7  p m 66 AdenoCa pT3N0 G 2 Colon asc. 

p 8  p w 60 AdenoCa Rezidiv G 3 Rectum 

p 9  p m 73 AdenoCa pT2N0 G 2 Colon asc. 

p 10  p w 45 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2 Colon desc. 

p 11  p m 65 AdenoCa, ulzeriert pT3N1 G 2 Colon asc. 

p 12  p m 66 AdenoCa, muzinös pT4N0 muzinös Sigma 

p 13  p m 63 AdenoCa, ulzeriert pT4N0 G 2 Rectosigm. Ü. 

p 14  p m 70 AdenoCa pT4N2 G 2 Sigma 

p 15  p m 22 AdenoCa, muzinös pT4N3 muzinös Colon asc. 

p 16  p m 74 AdenoCa pT3N1 G 2 Sigma 

p 17  p m 53 AdenoCa pT3N0 G 2 Colon asc. 

p 18  p w 41 AdenoCa pT3N3M1 G 2 Coecum 

p 19  p m 70 AdenoCa pT1N0 G 2 Colon desc. 

p 20  p w 46 AdenoCa pT3bN3M0 G 2 Coecum 

p 21  p m 71 AdenoCa pT4N1M1 G 2 Coecum 

p 22  p m 64 AdenoCa pT3N3 G 2 Sigma 

p 23  p w 75 AdenoCa, muzinös pT3N2 G 3 Coecum 

p 24  p m 75 AdenoCa pT2N1 G 2 Sigma 

p 25  p m 74 AdenoCa pT2N0 G 2 Sigma 

p 26  p m 86 AdenoCa pT4N1 G 3 Rectosigm. Ü. 

Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt 
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Nr. p/k 1 m/w 2 Lj. 3 Histologie Staging Grading Lokalisation 

p 27  p w 53 AdenoCa, ulzeriert pT2N1 G 2 Sigma 

p 28  p w 88 AdenoCa, muzinös pT3N0 G 3 Colon asc. 

p 29  p m 78 AdenoCa, ulzeriert pT1N0 G 3 Sigma 

p 30  p w 90 AdenoCa pT1N0 G 2 Coecum 

p 31  p m 65 AdenoCa, muzinös pT3N0 G 2 Colon asc. 

p 32  p m 77 AdenoCa, ulzeriert pT3N2 G 2 Sigma 

p 33  p m 58 AdenoCa, muzinös pT2N0 G 2 Colon asc. 

p 34  p m 68 AdenoCa, ulzeriert pT3N1 G 2 Rectum 

p 35  p m 79 AdenoCa pT1Nx G 2 Sigma 

p 36  p m 69 AdenoCa pT3N1 G 2 Colon desc. 

p 37  p m 64 AdenoCa pT3N1 G 2 Rectum 

p 38  p m 77 AdenoCa pT3N0 G 2 Colon asc. 

p 39  p m 51 AdenoCa, muzinös pT3N0 muzinös Sigma 

p 40  p w 76 AdenoCa, tubulös pT1N0 G 1 Colon asc. 

p 41  p w 79 AdenoCa pT3N0 G 2 Colon asc. 

p 42  p m 73 AdenoCa, ulzeriert pT4N2M1 G 2 Colon desc. 

p 43  p w 55 AdenoCa pT1N0 G 2 Sigma 

p 44  p m 69 AdenoCa, ulzeriert pT2N0 G 2 Rectum 

p 45  p m 57 AdenoCa, ulzeriert pT4N2 G 2 Rectum 

p 46  p w 90 AdenoCa pT1N0 G 2 Sigma 

p 47  p w 77 AdenoCa pT3N0 G 2 Coecum 

p 48  p w 60 AdenoCa pT3N0 G 2 Coecum 

p 49  p w 89 AdenoCa pT3N0M1 G 2 Colon asc. 

p 51 p w 69 AdenoCa pT3N0 G 2 Colon desc. 

p 52 p m 64 AdenoCa, ulzeriert pT3N2 G 2 Coecum 

p 53 p w 68 AdenoCa pT2N0 G 2 Sigma 

p 54 p m 85 AdenoCa pT3N2 G 2 Sigma 

p 55 p w 74 AdenoCa, ulzeriert pT3N1 G 2 Colon asc. 

p 56  p m 75 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2-3 Rectum 

p 57  p m 68 AdenoCa, ulzeriert pT3N1 G 2 Rectum 

p 58  p m 60 AdenoCa pT2N1 G 2 Rectum 

p 59  p m 38 AdenoCa pT4N1 G 3 Coecum 

p 60  p m 46 AdenoCa pT4N0 G 2 Colon desc. 

p 61  p m 36 AdenoCa, tw. muzinös pT4N0 G 2 Colon desc. 

p 62  p m 51 AdenoCa pT2N0 G 2 Colon asc. 

Tabelle wird auf der nächsten Seite fortgesetzt 
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Nr. p/k 1 m/w 2 Lj. 3 Histologie Staging Grading Lokalisation 

K2 k w 79 AdenoCa pT3N2M1 G 2 Colon asc. 

K4 k w 73 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2 Coecum 

K6 k w 59 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2 Sigma 

K8 k m 59 AdenoCa pT2N0 G 2 Sigma 

K10 k m 75 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2 Rectum 

K12 k m 60 AdenoCa, ulzeriert pT3N2 G 2 Rectum 

K14 k w 87 AdenoCa, ulzeriert pT2N0 G 2 Coecum 

K16 k w 48 AdenoCa pT3N0 G 3 Rectum 

k1c k m 62 AdenoCa (tub.-vill.) pT2N0 G 2 Rectum 

k2c k w 74 AdenoCa pT3N1 G 3 Colon desc. 

k3c k m 65 AdenoCa, ulzeriert pT4N1 G 2 Colon trans. 

k4c k m 62 AdenoCa, ulzeriert pT3N0 G 2 Colon asc. 

k5c k w 52 AdenoCa, ulzeriert pT3N2 G 2 Colon desc. 

Tabelle 16:  Klinische und histologische Angaben der zur DNA-Analytik verwendeten 
Gewebeproben 
p/k 1: p= Paraffingewebe, k= Kryogewebe 
m/w 2: Geschlecht: m= männlich, w= weiblich 
Lj. 3: Manifestationsalter 

 

Einen zusammenfassenden Überblick über die klinischen Daten der untersuchten 

Gewebe gibt Tabelle 17. 

 

Manifestationsalter  65,4 Jahre (22–90) 

Geschlechtsverteilung  28 weiblich / 45 männlich 

Lokalisation Coecum 11 

 Colon ascendens 17 

 Colon transversum 3 

 Colon descendens 10 

 Sigma 19 

 Rektum (sigmoid. Übergang) 14 (2 von 14) 

Histologie/Grading G 1 1 

 G 2 61 

 G 3 9 (davon 1: G2-3) 

 muzinös 3 

Tabelle 17: Übersicht der zur DNA-Analytik verwendeten Gewebeproben 
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3.2 RNA-Analytik mittels Northern-Blot 

3.2.1 SePP-mRNA-Expression in den untersuchten fünf Kolonkarzinom-
Zelllinien 

Die Expression des SePP wurde mittels Northern-Blot-Analyse untersucht. Als 

Referenz wurde die konstitutionell exprimierte Glycerolaldehyd-3-Phosphat-

Dehydrogenase (GAPDH) verwendet. In den Zelllinien HCT15 und CaCo konnte 

eine starke Expression des SePP aufgezeigt werden, HCT116 zeigte ein nur 

schwaches mRNA-Signal, während in den Zelllinien LoVo und Colo205 kein mRNA-

Signal detektiert werden konnte. 

 

Abbildung 9: Northern-Blot der untersuchten Zelllinien: Expression von SePP-mRNA im 
Vergleich zur konstitutionell exprimierten GAPDH-mRNA 

 

3.2.2 SePP-mRNA-Expression in den untersuchten Tumorgewebeproben 

Im Vergleich zur jeweiligen SePP-mRNA-Expression im Normalgewebe war die 

Expression in allen Tumorgeweben, in den elf Karzinomen wie auch im Adenom, 

deutlich vermindert. Beispielhaft an 5 Proben zeigt dies das nachfolgende Gelbild 

(Abbildung 10). 
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 1N 1C 2N 2C 3N 3C 4N 4C 5N 5C 

 

Abbildung 10: Northern-Blot repräsentativer Gewebeproben: Vergleich SePP-mRNA-Expression 
in Kolonkarzinomgewebe (C) vs. Normalgewebe (N) 

 

In drei der elf Karzinomgewebe lies sich keine SePP-mRNA nachweisen. 

Die densitometrische Auswertung der jeweiligen verminderten Expression im 

Tumorgewebe in Relation zur Expression im Normalgewebe zeigt Abbildung 11. 
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Abbildung 11: Densitometrische Auswertung der SePP-mRNA-Expression in Kolontumorgewebe 
in Relation zur jeweiligen normalen Kolonschleimhaut. Veranschaulicht wird die 
intraindividuale Abweichung durch die Säulen. In Karzinomgewebe 2, 4 und 10 
war eine SePP-mRNA- Expression nicht nachweisbar. 
Die Gewebeprobe 11 ist Adenomgewebe, die übrigen Karzinomgewebe. 
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3.3 Ergebnisse der Sequenzierung der SePP-Exons 

3.3.1 Sequenzanalysen an Kolonkarzinomgeweben 

In 55 von 74 (61 Paraffin- und 13 Kryogewebeproben) Kolonkarzinomen konnten alle 

kodierenden Abschnitte des SePP-Genes amplifiziert und sequenziert werden. In den 

übrigen Tumoren war aufgrund von DNA-Degradation - besonders der 

Paraffingewebeproben - eine Sequenzierung aller Abschnitte des SePP-Genes 

technisch nicht möglich, jedoch konnten auch in diesen Tumoren einzelne Exons 

untersucht werden. Eine Übersicht über die Anzahl der verwertbar sequenzierten 

Abschnitte gibt die nachfolgende Tabelle 18.  

 

Exon 2  Exon 3  Exon 4 Exon 5  

im ganzen 36 im ganzen 17  5 a 64 

2.1 42 3.1 48  5 b 72 

2.2 40 3.2 47  5 c 62 

komplett 68 komplett 57    65 komplett 62 

Komplette SePP – Sequenz bei 55 der untersuchten 74 Gewebeproben 

Tabelle 18:  Anzahl der Kolonkarzinome, in denen die jeweiligen Genabschnitte erfolgreich 
sequenziert werden konnten 

 

3.3.2 Sequenzanalysen an Kolonkarzinom-Zelllinien 

Von allen untersuchten Zelllinien gelangen die Amplifikation aller Exonabschnitte 

des SePP-Genes sowie deren Sequenzierung problemlos. 

3.3.3 In Kolonkarzinomen treten keine Mutationen des SePP-Genes auf. 

Bei den durchgeführten Sequenzanalysen konnten keine Mutationen in den 

codierenden Abschnitten des SePP-Genes und angrenzenden Bereichen festgestellt 

werden.  
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Jedoch fielen im Vergleich zu der von Hill et al. 1993 veröffentlichten SePP-Sequenz 

zwei Veränderungen auf, die sowohl in den Karzinomgeweben wie auch in den 

korrespondierenden Normalgeweben nachgewiesen werden konnten. Diese werden 

im Folgenden charakterisiert. 

3.3.4 Sequenzabweichung in Exon 2 des SePP 

Im Vergleich der erhaltenen Sequenzierungsergebnisse mit der von Hill et al. 1993 

veröffentlichten mRNA (Z11793 H. sapiens mRNA for Selenoprotein P; NM_005410 

1993), die als Referenzsequenz des SePP in der Auswertung der Sequenzierungs-

ergebnisse herangezogen wurde, fiel in allen untersuchten Proben eine Variation im 

Bereich des zweiten SePP-Exons auf. Anstelle der Abfolge ...CATCG... zeigten 

sowohl die Gewebe, Karzinom- wie auch Normalgewebe, als auch die DNA-

Sequenzierungen der Zelllinien die Sequenz ...ACTGC... . Das entspricht der 

Inversion der Basen 189 und190 sowie der Basen 192 und 193 im Exon 2 des SePP. 

 

SeP Exon 2 

Base 176        200 
 5´- ... T G A  T A C  C T G  T G C  A T C  A T C  G A G  G C A  T C T ...3´: Hill et al. 1993 

 40. As 
Protein SeC Tyr Leu Cys Ile Ile  Glu Ala Ser 

 

Base 176        200 
 5´- ... T G A  T A C  C T G  T G C  A T A C T G C A G  G C A  T C T ...3´: eigene Sequenz 

 40. As 
Protein SeC Tyr Leu Cys Ile Leu  Gln Ala Ser 
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Interessanterweise wurde die von uns beobachtete Basenabfolge des SePP kürzlich 

veröffentlicht (XM_011306.4/5/6; BC005244, BC015875 und BC030009 Similar to SeP, 

plasma, 1), jedoch ohne auf diese Variante hinzuweisen. 

 

3.3.5 Identifikation des Polymorphismus Ala215Thr in Exon 5 des SePP 

3.3.5.1 Charakterisierung des Polymorphismus Ala215Thr 

Mittels Sequenzierung wurde ein bislang unbekannter Polymorphismus im Exon 5 in 

Codon 215 des SePP identifiziert.  

 

   
 ñ  ñ  ñ 

homozygot G (wt/wt) heterozygot G/A (wt/p) homozygot A (p/p) 

Abbildung 12: Sequenzierung des Polymorphismus Ala215Thr 

 

Hierbei handelt es sich um einen Austausch von G gegen A in Codon 215 des SePP 

(GCT g ACT), der zu einem Aminosäureaustausch Alanin, einer Aminosäure der 

aliphatischen Gruppe, gegen Threonin, einer Aminosäure mit hydrophiler 

Seitenkette, im translatierten Protein führt.  
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SePP Exon 5 

Base   157      175 
 5´- ... AAT GCA CCA AAT GCT CCT ACT CAT ...3´: Normalsequenz 

Protein Gly Ala Pro Asn Ala Pro Thr His ... 

 

Base   157      175 
 5´- ... AAT GCA CCA AAT ACT CCT ACT CAT ...3´: Polymorphismus  

Protein Gly Ala Pro Asn Thr Pro Thr His ... 

 

3.3.5.2 Häufigkeit des Ala215Thr Polymorphismus der untersuchten 
Gewebeproben  

Im Rahmen der Sequenzierungen der Gewebematerialien wurde der Poly-

morphismus sowohl im Tumorgewebe als auch im Normalgewebe der jeweiligen 

Patienten nachgewiesen. Dabei ließ sich dieser Polymorphismus in 32,8% der 

Gewebeproben heterozygot und 1,5% homozygot nachweisen.  

 

 Paraffingewebe (n=54) Kryogewebe (n=13) Häufigkeit 

homozygot G (wt/wt) 34 (63%) 10 65,7% 

heterozygot A/G (wt/p) 19 (35,2%) 3 32,8% 

homozygot A (p/p) 1 (1,85%) - 1,5% 

Tabelle 19:  Mittels Sequenzierung ermittelte Häufigkeit des Polymorphismus in Exon 5 bei 
Gewebeproben 
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3.3.5.3 Auftreten des Polymorphismus Ala215Thr in den untersuchten Zelllinien  

Zusätzlich wurde das Auftreten dieses Polymorphismus in den Zelllinien HCT 15 

und LoVo heterozygot nachgewiesen, während die übrigen untersuchten Zelllinien 

bzgl. dieses Locus die veröffentlichte Basenabfolge zeigten. 

 

 homozygot G (wt/wt) heterozygot A/G (wt/p) homozygot A (p/p) 

Colo 205 wt/wt   

CaCo 2 wt/wt   

HCT 116 wt/wt   

HCT 15  wt/p  

LoVo  wt/p  

Tabelle 20:  Mittels Sequenzierung nachgewiesenes Auftreten des Polymorphismus Ala215Thr 
in untersuchten Zelllinien 

 

3.3.5.4 Häufigkeit des Polymorphismus Ala215Thr in Blutproben von gesunden 
Probanden und Kolonkarzinompatienten 

Mittels RFLP wurden insgesamt 227 Blutproben von gesunden Probanden und 193 

Blutproben von Kolonkarzinompatienten auf das Vorliegen dieses Polymorphismus 

untersucht. Die ermittelte Verteilung ist in der Tabelle 21 angegeben. Es fand sich 

kein Unterschied in der Häufigkeitsverteilung des Polymorphismus zwischen 

gesunden Probanden und Kolonkarzinompatienten  

 

 Kolonkarzinompatienten (n=193) Gesunde (= Kontrolle, n=227) 

homozygot G (wt/wt) 121 62,7% 143 63% 

heterozygot A/G (wt/p) 64 33,2% 74 32,6% 

homozygot A (p/p) 8 4,1% 10 4,4% 

Tabelle 21: Ergebnis der RFLP-Analyse 
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3.4 LOH-Analysen des SePP-Locus mittels Mikrosatellitenmarker D5S634 und 
D5S660 

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Gewebeproben bzgl. zweier 

Mikrosatelliten-Marker D5S634 und D5S660 untersucht, die in der Nähe des SePP-

Genes auf Chromosom 5 lokalisiert sind (vergl. Abbildungen 7 und 8 in Kapitel 2.9). 

Von den insgesamt 73 untersuchten Karzinomgeweben war in 48 der Proben 

mindestens einer der zwei Marker informativ. Ein LOH des SePP-Genes wurde in 

diesen Karzinomen nicht gefunden.  
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4 Diskussion 

Epidemiologische Daten [Clark 1993/ Russo 1997/ Ghadirian 2000 u.a.], tierexperi-

mentelle Untersuchungen [Davis 1999/ Davis 2000/Feng 1999/ Finley 2000 u.a.] und 

Interventionsstudien [Clark 1996 u.a.] deuten auf eine protektive Rolle des Spuren-

elementes Selen in Bezug auf die Entwicklung kolorektaler Karzinome hin.  

Die Mechanismen einer möglichen tumorprotektiven Wirkung von Selen im 

Gastrointestinaltrakt sind derzeit jedoch nicht bekannt. Selen ist ein 

Strukturbestandteil von Selenoproteinen, einer Gruppe von Selenocystein-haltigen 

Proteinen, deren Funktion nur teilweise bekannt ist. Einige Selenoproteine spielen 

jedoch eine wichtige Rolle im antioxidativen Stoffwechsel und könnten so durch eine 

Schutzfunktion vor ROS-induzierten DNA-Schäden ein Verbindungsglied zwischen 

der Selenversorgung und der Tumorentstehung in der gastrointestinalen Mukosa 

darstellen. 

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde die differentielle Expression von 

Selenoproteinen im Gastrointestinaltrakt gezeigt [Mörk 1998]. Für die 

gastrointestinale Glutathionperoxidase gelang ein Nachweis von mRNA in 

Ösophagus und Magenantrum, sowie Kolon- und Rektumschleimhaut, während in 

Magenkorpus, Duodenum und terminalem Ileum keine nennenswerte Expression 

gefunden wurde. Ebenso wurden für Selenoprotein P deutliche Northern-Signale in 

Kolon und Rektum, sowie Ösophagus und Duodenum detektiert, keine dagegen in 

Magenantrum, -korpus und terminalem Ileum. Im Vergleich dazu konnte in allen 

Abschnitten das Gastrointestinaltraktes gleichmässig mRNA der plasmatischen 

Glutathionperoxidase nachgewiesen werden. 

Weiterhin wurde die Expression von Selenoproteinen in kolorektalen Adenomen im 

Vergleich zu korrespondierender gesunder Kolonschleimhaut untersucht. Hierbei 

zeigte sich in den Kolonadenomen eine Reduktion der Selenoprotein P Expression 
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um –70 bis -90%, während gleichzeitig eine 50 bis 400%ige Überexpression der 

gastrointestinalen Glutathionperoxidase jeweils im intraindividuellen Vergleich zu 

angrenzendem Normalgewebe beobachtet wurde.  

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der Expression von Selenoprotein P in 

kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu korrespondierender gesunder 

Kolonschleimhaut. Im Falle von Expressionsveränderungen sollten potentielle 

zugrundeliegende Mechanismen näher charakterisiert werden.  

So wurde im Rahmen dieser Arbeit die SePP-mRNA-Expression an elf kolorektalen 

Karzinomen sowie einem kolorektalen Adenom jeweils im Vergleich zu 

korrespondierender gesunder Kolonschleimhaut mittels Northern Hybridisierung 

untersucht. In Übereinstimmung mit den bereits bekannten Daten einer Reduktion 

der SePP-Expression in Kolonadenomen fand sich auch in unseren Untersuchungen 

eine deutlich verminderte SePP-Expression im Kolonadenom. Weiterhin wurde in 

allen untersuchten Kolonkarzinomen eine dramatische Abnahme der SePP-

Expression bis hin zum kompletten Expressionsverlust in 3 Karzinomen bei intakter 

unveränderter GAPDH-Expression beobachtet. Somit konnten wir zeigen, dass die 

Entwicklung kolorektaler Karzinome mit dem Verlust einer SePP-Expression 

einhergeht. In Zusammenschau mit den Befunden in Kolonadenomen tritt dieser 

Expressionsverlust schon frühzeitig im noch nicht maligne transformierten 

Kolonepithel auf.  

Die Ursache des Expressionsverlustes von SePP während der Kolonkarzinom-

entstehung ist unklar. Die chromosomale Lokalisation des SePP-Gens liegt auf 

Chromosom 5q31 in der Nähe des APC-Gens (Chromosom 5q21). Genetische 

Alterationen des APC-Gens gehören zu den Schrittmachermutationen der 

Kolonkarzinomgenese und lassen sich in einem Großteil der Kolonadenome und 

ebenso in sogenannten aberranten Krypten Foci, die als das früheste 

histopathologische Korrelat einer Neoplasie angesehen werden, nachweisen 



Diskussion 63 

[Jackson/Loeb 1998]. Daher haben wir das Auftreten von genetischen Alterationen im 

SePP-Gen als mögliche Ursache des Expressionsverlustes von SePP in 

Kolonkarzinomen untersucht. Insgesamt wurde die kodierende Sequenz des SePP-

Gens in 55 Kolonkarzinomen komplett sequenziert. Dabei fanden sich keinerlei 

somatische Mutationen. Zusätzlich wurden das Auftreten eines Loss of 

heterozygosity (LOH’s) in 73 Kolonkarzinomen mittels der Mikrosatelliten-Marker 

D5S634 und D5S660 untersucht. In insgesamt 48 der 73 untersuchten Proben war 

jeweils mindestens ein Marker informativ. In keiner der Proben konnte ein LOH 

nachgewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse scheint der in allen untersuchten 

Kolonkarzinomen auftretende Expressionsverlust von Selenoprotein P nicht durch 

genetische Alterationen innerhalb der kodierenden Sequenz bzw. LOH’s des SePP-

Gens verursacht zu sein.  

Andere Mechanismen wie Promotoralterationen des SePP-Gens oder regulatorische 

Effekte sind zu diskutieren. In unserer Arbeitsgruppe wurde kürzlich das Auftreten 

von Polymorphismen und Instabilitäten innerhalb einer komplexen DNA-Repeat-

Struktur des SePP-Promotors beschrieben. Reportergen-Studien zeigten eine 

Minderung der SePP-Promotoraktivität bei Vorliegen des Polymorphismus, während 

das Vorliegen einer SePP-Promotorinstabilität zu keiner Promotoraktivitätsänderung 

führte. Jedoch fand sich keine Assoziation des SePP-Promoter-Polymorphismus mit 

dem Auftreten eines Kolonkarzinoms [Al-Taie 2002].  

Das Auftreten anderer Alterationen des Promoters wurde bislang nicht untersucht. 

Denkbar wären zum Beispiel epigenetische Veränderungen wie eine Methylierung in 

CpG-Inseln des SePP-Promotors als Ursache des beobachteten Expressionsverlustes 

von SePP während der Kolonkarzinogenese. 

Desweiteren müssen neben genetischen Alterationen als Ursache des SePP-

Expressionsverlustes insbesondere auch regulatorische Mechanismen in Erwägung 

gezogen werden. So ergaben funktionelle Untersuchungen mittels Luziferase-
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Reportergen-Assay an Hepatokarzinomzellen HepG2 eine negative Regulierung der 

Promotoraktivität des SePP durch die inflammatorischen Zytokine Interferon γ (IFN 

γ), Interleukin 1β (IL 1β) und Tumor Nekrose Faktor α (TNFα) in vitro. Im Bereich 

der Nukleotide –742 bis –732 konnte im SePP-Promotor ein Interferon γ -

 responsibles Element lokalisiert werden [Dreher 1997].  

Ebenso fanden Mostert et al. eine Inhibition der SePP-Expression in HepG2-Zellen 

durch Transforming Growth Factor β1 (TGFβ1) auf Ebene der Transkription [Mostert 

2000]. Ein möglicher Signalweg des TGFβ erfolgt über sogenannte Smad-Proteine. 

Diese werden nach Bindung des TGFβ an einen transmembranären Rezeptor durch 

den entstehenden TGFβ-Rezeptor-Komplex via Phosphorylierung aktiviert. Nach 

Translokation als Heterotrimere aus Smad 2, 3 und 4 in den Zellkern steuern sie über 

Bindung an spezielle Promotorabschnitte, sogenannte „Smad Binding Elements“ 

(SBE) die Transkription TGFβ-regulierter Gene [Derynck 2001]. Während initial nur 

eine Aktivierung der Transkription durch Smad-Proteine angenommen wurde, 

konnte ebenso auch eine Beteiligung an TGFβ-gesteuerter Inhibition der 

Transkription gezeigt werden. Kürzlich gelang die Identifikation zweier potentieller 

Smad Bindungs-Elemente im Promotor des SePP anhand ihrer charakteristischen 

Basenabfolge von CAGACA [Mostert 2001]. 

Einen Hinweis auf einen möglichen Zusammenhang zwischen TGFβ und niedrigen 

SePP-Gehalt in kolorektalen Karzinomen geben auch verschiedene Studien, die einen 

erhöhten TGFβ-Spiegel zum einen lokal im Tumorgewebe, zum anderen auch im 

Serum von Karzinompatienten gegenüber gesunder Probanden fanden [Bellone 

2001/ Shim 1999/ Tsushima 1996]. 

So untersuchte Bellone [Bellone 2001] von insgesamt 39 Kolonkarzinompatienten 

und 10 gesunden Personen immunhistochemisch Tumorpräparate bzw. Proben 

unauffälliger Darmschleimhaut bezüglich der Expression der TGFβ-Isoformen. 

Signifikant stärker in Tumorpräparaten als im Normalgewebe waren TGFβ1 und 
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TGFβ2 exprimiert, während die Expression des TGFβ3 in Tumorzellen nur gering 

stärker nachgewiesen wurde. Entsprechend der gesteigerten Expression von TGFβ1- 

und TGFβ2-mRNA und Protein fanden sich auch im Patientenserum erhöhte Spiegel 

dieser beiden TGFβ-Isoformen. Daneben konnte eine Korrelation der Höhe des 

TGFβ-Spiegels mit dem Tumorstadium aufgezeigt werden.  

Entsprechende Ergebnisse zeigten auch die Untersuchungen von Shim [Shim1999] an 

Serumproben von 121 Kolonkarzinompatienten und 31 Gesunden bezüglich des 

Serumspiegels von TGFβ1. Bei fortgeschrittener Invasion, Befall von Lymphknoten 

oder Metastasierung zeigten sich höhere Spiegel als in frühen Stadien oder 

Kontrollproben. Keinen Einfluss auf den TGFβ1-Level zeigten die Lokalisation des 

Tumors, das Geschlecht des Patienten oder dessen Alter bei Manifestation, eine 

geringen Einfluss nur hatten Differenzierungsgrad und Tumorgröße. Das Absinken 

der Plasmakonzentration des TGFβ1 nach kurativer Resektion bis auf das Niveau 

gesunder Kontrollproben wurde als indirekter Hinweis auf eine TGFβ-Freisetzung 

durch die Tumorzellen angenommen. 

TGFβ ist physiologisch an der Steuerung von Wachstum und Zelldifferenzierung 

beteiligt. Es wirkt anti-inflammatorisch durch Modulation des Immunsystems und 

induziert in vitro Zellzyklus-Arrest. So wurde für Kolonadenomzellen eine autokrine 

und parakrine Wachstumskontrolle durch TGFβ1 gezeigt, dagegen aber ein 

inhibierender Effekt des TGFβ1 nur für einzelne Kolonkarzinomzelllinien in vitro, 

was einen Verlust der Wachstumsinhibition des TGFβ1 im Laufe der 

Tumorprogression nahe legt [Ref. in Shim 1999]. 

Möglicherweise verursacht ein hoher Spiegel an TGFβ eine Inhibition der SePP-

Expression und bedingt damit eine signifikante Minderung der Schutzmechanismen 

gegen oxidative Schädigung. Dies könnte neben direkten Effekten wie Förderung der 

Neoangiogenese und Veränderungen der extrazellulären Matrix eine 

Tumorprogression begünstigen. 
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Verschiedene Einflussfaktoren auf die Expression bzw. den Spiegel des SePP 

konnten aufgezeigt werden. Initial wurde eine Verminderung des SePP einem 

generalisierten Selenmangel zugeschrieben. Doch konnte gezeigt werden, dass unter 

den Selenoproteinen eine gewisse Rangfolge bei Selenmangelbedingungen herrscht. 

So wird SePP präferentiell vor den Isoformen der Glutathion-Peroxidasen mit Selen 

versorgt. Zwar ist unter Selenmangel auch der Gehalt an SePP verringert, doch dies 

ist nicht auf Inhibition der Transkription zurückzuführen, sondern auf die 

verminderte Stabilität der mRNA des SePP [Mostert 2000/ Hill 1997]. Somit kann 

Selenmangel nicht als Ursache diese Verminderung der SePP-mRNA angesehen 

werden. 

Im Gegensatz zu dem in allen untersuchten Kolonkarzinomgeweben beobachteten 

Verlustes der SePP-mRNA-Expression fand sich in weiterführenden Untersuchungen 

der gleichen Kolonkarzinomgewebe eine konstante TrxR-mRNA-Expression und 

teils erhöhte, teils verminderte GI-GPx-mRNA-Expression (Daten nicht gezeigt). 

Diese Befunde sprechen ebenfalls für spezifische Regulationsmechanismen der 

individuellen Selenoproteine und nicht für eine globale Störung der gesamten 

Selenoprotein-Synthese oder einen Malignom-assoziierten Selenmangel. 

Bislang nicht untersucht wurden weitere Stellgrößen im Stoffwechsel des Selens und 

in der Synthese der Selenoproteine. So könnten auch Proteine, die an der Synthese 

und Beladung der spezifischen tRNA für Selenocystein, oder verschiedene für 

Selenoproteine spezfische Elongationsfaktoren verändert bzw. inaktiv sein. Auch die 

entsprechenden Gene dieser Proteine, SelA, SelB, SelC, SelD u.a., wurden noch nicht 

im Hinblick auf mögliche Mutationen oder anderen Alterationen geprüft. 

Auch wenn keine Mutationen des SePP-Gens nachgewiesen werden konnten, die 

eine verminderte Expression des SePP erklären, so wurden zwei Variationen 

innerhalb der codierenden Gensequenz des SePP gefunden. 
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Im zweiten Exon des SePP wurde zwischen den Basen 189 und 193 eine im Vergleich 

zu der von Hill et al. veröffentlichten und als Referenz verwendeten Sequenz zwei 

Inversionen gefunden. So zeigten alle von uns untersuchten Proben die Basenabfolge 

ATA CTG CAG, die korrespondierende Sequenz, die von Hill et al. publiziert wurde, 

lautet jedoch ATC ATC GAG. Dies bedingt einen Austausch von Leuzin gegen 

Isoleuzin und Glutamat gegen Glutamin (Ile – Leu – Gln versus Ile – Ile – Glu [Hill 

1993]). Über eine Auswirkung auf den Einbau des „vier- bzw. fünf-Aminosäuren N-

terminal“ gelegene erste Selenocystein, als 40. Aminosäure des funktionellen SePPs, 

oder dessen Funktion kann nur spekuliert werden. Ein Vergleich der 

Aminosäurenabfolge des humanen SePP mit der des SePP aus Maus oder Ratte (Leu 

– Leu – Gln) lässt eine funktionelle Auswirkung eher nicht vermuten. Ebenso könnte 

es sich auch um einen „Lesefehler“ in der ursprünglichen Veröffentlichung [Hill 

1993] handeln, da inzwischen weitere Genomsequenzen mit der gefundenen 

Basenabfolge veröffentlicht wurden (cf. Ergebnisse: 3.3.4). 

Im Anfangsbereich des fünften Exons des SePP-Gens wurde eine weitere Variation 

gefunden. So konnte in einer von 54 der Gewebeproben in homozygoter Form ein 

Basentausch der 700. Base der cDNA von Guanin zu Adenin nachgewiesen werden. 

In weiteren 19 der 54 Proben wurde dieser Locus heterozygot Guanin/Adenin 

gefunden, 34 der 54 Proben zeigten die veröffentlichte Sequenz (Guanin) homozygot. 

Dieser Locus war in den einzelnen Proben jeweils in Normal- und Tumorgewebe 

identisch nachweisbar. 

Dieser Basentausch liegt an erster Position der Codon 215 der cDNA im offenen 

Leseraster (ORF) des SePPs und führt so zu einer Veränderung der zu 

translatierenden Aminosäure. Anstelle der aliphatischen Aminosäure Alanin codiert 

das veränderte Codon für die hydrophile Aminosäure Threonin. 

Über die Auswirkungen können nur einige Vermutungen angestellt werden, 

weiterführende Untersuchungen sind erforderlich. So könnte durch Veränderung 
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der räumlichen Struktur des entstehenden Proteins infolge von 

Ladungsveränderungen der Aminosäure-Seitenketten – Alanin besitzt eine apolare, 

Threonin dagegen eine polare – die Interaktion zwischen SECIS-Motiven, der 

spezifischen tRNA und der mRNA gestört werden und somit der Einbau des 

zweiten Selenocysteins an Codon 281 im ORF blockiert werden, so dass dort am 

zweiten UGA-Codon ein Abbruch der Translation erfolgt. Diese Variation könnte 

somit das Auftreten der kürzeren Isoform des SePP der Molekülmasse von 55kDa 

erklären. 

Funktionelle Beeinträchtigungen aufgrund des Aminosäuren-Austausches sind 

vermutlich wenig wahrscheinlich. Denn ein Vergleich der Aminosäuresequenzen, 

die aus SePP-cDNA verschiedener Spezies abgeleitet wurde, zeigt, dass das SePP der 

Ratte [Burk 1994/ Mostert 2000] an Codon 215 Valin, eine ebenso wie bei humanem 

SePP aliphatische Aminosäure, SePP aus Mäusen [Mostert 2000] dagegen Glutamat, 

eine Aminosäure mit einer Carboxyl-Seitenkette, enthält. Die räumlich mehr Platz 

einnehmenden Aminosäuren scheinen weder die Inkorporation von Selenocystein zu 

behindern, noch einen signifikanten Einfluss auf die biologische Funktion des SePP 

auszuüben. 

Ein direkter Zusammenhang zwischen Kolonkazinomen und dem identifizierten 

Polymorphismus kann nicht hergestellt werden, da die Häufigkeitsverteilung unter 

Kolonkarzinompatienten weitestgehend der in gesunden Probanden gefundenen 

entspricht. Das Auftreten auch in gesunden Personen legt die Schlussfolgerung nahe, 

dass die gefundene Variation einen genetischen Polymorphismus von bislang 

unbestimmter Relevanz darstellt. 
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5 Zusammenfassung 

DNA-Schädigungen durch Sauerstoff-Radikale werden als bedeutende pathogene 

Faktoren der kolorektalen Karzinogenese angesehen. Als ein antioxidativer 

Schutzmechanismus im Gastrointestinaltrakt wird u. a. das Selenoprotein P 

vermutet, dessen mRNA-Expression in Kolonadenomen im Vergleich zu 

angrenzender gesunder Darmmukosa stark vermindert nachgewiesen wurde. 

Interessant ist zudem die Lokalisation des SePP-Gens auf Chromosom 5q31 in der 

Nähe des APC-Gens, eines schon in frühen Stadien der kolorektalen Karzinogenese 

alterierten Gens, auf Chromosom 5q21. 

Daten über SePP-Expression oder genetische Veränderungen des SePP-Gens in 

Kolonkarzinomen liegen bislang nicht vor. 

Die mRNA-Expression wurde an elf Kolonkarzinomen und einem Kolonadenom 

mittels Northern-Blot jeweils im Vergleich zu unauffälliger Darmmukosa untersucht. 

Daneben wurde DNA aus 74 mikrodissezierten Kolonkarzinomgeweben mit 

korrespondierender Normalmukosa, DNA aus Blutproben von 193 Kolonkarzinom-

patienten sowie 227 gesunder Probanten mittels PCR, Sequenzierung und 

Restriktionsanalyse auf genetische Veränderungen untersucht. 

Sowohl SePP-mRNA- als auch SePP-DNA-Untersuchungen erfolgten an fünf 

etablierten Kolonkarzinozelllinien. 

Auch im Kolonkarzinom ist die Expression der SePP-mRNA vermindert, bzw. z.T. 

nicht mehr nachweisbar. 

Auf DNA-Ebene fanden sich keine Alterationen des SePP-Gens, die einen 

Expressionsverlust erklären würden. Ein Polymorphismus mit konsekutivem 

Aminosäuren-Austausch wurde im Exon 5 des SePP detektiert. Es fand sich keine 

signifikante Assoziation zwischen diesem und dem Auftreten eines 
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Kolonkarzinomes, klinischen Parametern oder einer Mikrosatelliten-Instabilität. Ein 

LOH des SePP-Gens wurde nicht gefunden. 

Der auch im Kolonkarzinom nachweisbare Verlust der SePP-Expresssion beruht 

nicht auf genetische Veränderungen im SePP-Gen. 

Eine funktionelle Analyse des SePP-Promotors ergab eine negative Regulierung 

durch TGFβ, welches in Kolonkarzinomen verstärkt nachgewiesen wurde und eine 

mögliche Erklärung für die verminderte Expression sein könnte neben anderen 

regulatorischen Einflüssen. 

Generell könnte die verminderte SePP-Expression eine DNA-Schädigung durch ROS 

und damit die kolorektale Karzinogenese begünstigen. 
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