Aus der Medizinischen Poliklinik
der Universitdt Wiirzburg
Direktor: Professor Dr. med. K.Wilms

Differenzierte molekulare Expression von Selenoproteinen im menschlichen

Gastrointestinaltrakt und in gastrointestinalen Tumorzelllinien

Inaugural — Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultit

der
Bayerischen Julius-Maximilians-Universitit zu Wiirzburg

vorgelegt von
Benno Franziskus Johannes Lex

aus Miinchen

Wiirzburg, November 2003






Referent: Prof. Dr. med. Michael Scheurlen
Koreferent: Priv.-Doz. Dr. med. Marco Sailer

Dekan: Prof. Dr. med. Stefan Silbernagl

Tag der miindlichen Priifung: 19.10.2004

Der Promovend ist Arzt






Inhaltsverzeichnis

1.1

1.2
1.3
1.4
1.5
1.5.1
1.5.1.1
1.5.1.2
1.5.1.3
1.5.1.4
1.5.2
1.5.3
1.5.4
1.54.1
1.5.4.2
1.5.4.3
1.5.5
1.5.6
1.6
1.7
1.8
1.9

1.10

1.11

1.12
1.13

Abkiirzungsverzeichnis

Einleitumn@.........cocoooiiiiiiii et 1
SCICTL. ...ttt 1
Biochemie der Selenoproteine..........c.eeecveeeeieeeriieeniieeniie e e 1
Selen und Erndhrung.........c..ooocvvieiiiieiiieeieeeeeee e 3
Selenmangelkrankheiten............cocueeieniiiiniiiniiiienceeeeeee e 4
Eukaryontische Selenoproteine...........c.cceeevverieeiierieeiiienieeieesie e 5
GlutathionPeroXidasen.........cccvveriieiiieriieiierie ettt eve e eve e 5
Cytosolische Glutathionperoxidase (CGPX).......ccccceevviieviieeniieeiieciieene 6
Plasma-Glutathionperoxidase (PGPX).......cccceveevirriiniineniinicneeienicnene 6
Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GPx-GI)........cccccoovvieviienieenennne. 6
Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPx).................... 7
Thioredoxin-Reduktase (TrXR).......cccceeviiiiriiiieniieeieeeieeeeeeee e 7
Selenoprotein P (SEP).......ooiiiiiiiiiieeee e 8
DICI0AASEN. ...ttt 10
Typl 57-Deiodase (5 =DI)..ccceiiiiiiiiiiieieeee e 10
Typll 5'-Dei1odase (5 -DII).....ccccuiieiiieeieeeieeeeiee et e 10
TypHI 5-Deiodase (5-D)...cceeeiuieiiieniiiiieiieeieeee ettt 11
Selenoprotein W (SEW).....oouiiiiieie ettt 11
Selenoproteine unbekannter Funktion............cccceeevevieeiieniencieenieeeeenen. 11
Oxidative ZellsChAdigung.........ceeeeuiieiiiieiiie et 12
ANTOXTAANTICN. ...ttt et 13
Antioxidativer Schutz durch Selenoproteine..........cccccoceeverceniineniicneenne. 14

Die Bedeutung von Selen und Selenoproteinen fiir Entziindungs-
reaktionen am Beispiel der Gastritis.........cccveeveeeieenieeniienieeieenieeieeieens 15

Die Bedeutung von Selen und Selenoproteinen in der

gastrointestinalen Tumorpathogenese............ccoecveevieeriiienienieenienieeeene 16
Ostrogene und gastrointestinalen Tumorpathogenese.................c..c.......... 18
Das kolorektale Adenom als gastrointestinale Prakanzerose................... 19

Fragestellung.........ccveieieieececeeeeeece e 20



2.1
2.2
23
2.3.1
232
24
2.5
2.6

2.6.1
2.6.1.1
2.6.1.2
2.7

2.8

2.9
2.9.1
29.2
2.10
2.10.1
2.10.1.1
2.10.1.2
2.10.2
2.10.3
2.10.3.1
2.103.2
2.10.4
2.10.5
2.10.6
2.10.6.1
2.10.6.2
2.10.7
2.10.8

Material und Methoden...................oooiiiiiiiiniiiieecee 22
Losungen und Puffer..........cooviieiiiiiiiiceeeee e 22
EDV ettt et ns 26
Verwendete Zellen und Gewebe..........cocoeveviiniiiiiiiniiniiccce 26
ST 23132 e ettt et enean 26
CACO 2.ttt 26
Quergestreifte Muskulatur der Ratte...........cccceevieiiiiiiiiiiiiniceee, 26
ZRIKUITUL ...ttt 26

Metabolische Markierung der Zellen mit ”°Se unter Pulse

Chase-Bedingungen und Proteinanlyse im SDS-PAGE.......................... 27
Markierung von Caco 2- und ST 23132-Zellen mit "*Se...........cco.coo....... 27
Pulse Chase........cooiieiiieiieee e 27
24 h-INKUbAtion Mit ">Se.......vuveiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
Ex vivo Metabolisierung von Natrium-">Se-Selenit in Schleim-

hautbiopsien aus dem Gastrointestinaltrakt...............cccoecereviveniiiiiennnnne. 28
Quantifizierung des "Se-Eilbaus...........veveweeveeeeeeeeeeeeeeereeeeeseeereeenn. 28
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)........ccccocenieiennces 29
Theoretischer HINtergrund.............cooveviieiieiiiieniecieeiecie e 29
Praktische Durchfihrung...........ccoooveeviieiiiiiiiiecececceeeee e 29
Northern Blot... ..o 30
RNA-EXIAKEION. ...coiiiiiiiiiieiiee e 30
ZRIKUITUL ..ottt st 30
BiopSIie-GEWEDE.....c.evieiiiiiieiieieeeee et 31
Konzentrationsbestimmung von RNA..........ccccciviiiiiiiiiiieceeeeee 31
Gelelektrophorese der RNA........cocoiiiiiiiiiiiciecseeeee 32
PrODEEEL.... et 32
BIOtGEL...eeeieeee e e e 32
Diffusionsblot.....cc.eiiiiiie e 32
Northern-Hybridisierung mit cDNA..........ccooiiiiiiiiieeeeeee, 33
Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden.........ccccoceevervineenenen. 33
Labeling mit ,,Rediprime Kit* (Amersham)..........ccccoeceeverienieninniennnne. 33
Reinigung der radioaktiven DNA-Sonde...........ccceeevveeieiieecieeeiieeeiieene 34
Verwendete CDNA-SONA@N........cccueiriiiiiiiieiieie e 34
Restriktion der cDNA aus Plasmiden..........ccccoceveevinieniineniencenienene. 35



3.2
33

34

3.5

3.6

3.6.1

3.6.2

3.6.3

3.6.4

3.6.5

3.7

3.7.1

3.7.2

4.1.1
4.1.2

ErgebmiSse..........oooiiiiiiiiiiiecece e e e
Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in Caco 2- und

ST 23132-Z 11Nt e
Pulse Chase-Versuch bei Caco 2-Zellen..........ccccoevevieveniienienienieneenen.
Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in Caco 2-Zellen nach

24 h INKUDAION. ... e
Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in ST 23132- Zellen nach
24 h INKUDAION. .....eiiiiiieieeieee et e
Ex vivo Metabolisierung von Natrium-'>Se-Selenit in
Schleimhautbiopsien aus dem Gastrointestinaltrakt................c.ccceuveenneee.
Expression von Selenoproteinen in Zelllinien und Geweben..................
Selenoproteine in Caco 2- und ST 23132-Zellen........ccceveevivrieneenecnnnnn.
Selenoproteinen in der quergestreiften Muskulatur der Ratte..................
Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch
Ostradiol und Ostrogenantagonisten in Caco 2-Zellen................cc.........
Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch
Ethanol in Caco 2 Zellen........ccooveviiiiiiiinieienieniieeceeseee e
Einfluss von CO; und FCS auf die Expression von

Selenoproteinen in ST 23132-Zellen.........ccccveeevieeeiiieeeiieeeiie e
mRNA-Expression von Selenoproteinen im menschlichen
Gastrointstinaltrakt...........coceviiiiiiiniiie e
mRNA-Expressionsmuster der Selenoproteine in den verschiedenen
Abschnitten des gesunden menschlichen Gastrointstinaltrakts..............
Verdnderungen des mRNA-Expressionsmusters der Selenoproteine

in Magenmukosa bei veschiedenen gastralen Erkrankungen................

DIESKUSSION.......ooiiiiiiiiiiiii et
Metabolisierung von Natrium-">Se-Selenit in Caco 2- und
ST 23132-ZEI1EN......eeiiriieieiiecieeeeeeee e
Pulse Chase-Versuch bei Caco 2-Zellen...........ccceveeienieninneneencenen.
Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in Caco 2- und

ST 23132-Zellen nach 24 h Inkubation...........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn.

51

54

54
54

54



4.2

4.2.1
422
4.3

43.1
4.3.2

4.4

44.1
442
443
443.1
4.43.2
4433
4.5

4.6

Ex vivo Metabolisierung von Natrium-'>Se-Selenit in

Schleimhautbiopsien aus dem Gastrointestinaltrakt................ccccceueeene. 56
IMAZEIN. .ttt et et et 56
Kolon und Kolonadenom..............ccceeieviiiiniiniiienienieieeesceeeee 57
Expression von Selenoproteinen in Zelllinien............cccevveeverriencenenne. 58
Selenoproteinen in Caco 2- und ST 23132-Zellen..........ccccoveeeevveennnnnns 58

Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch
Ostradiol, Ostrogenantagonisten und Ethanol in Caco 2-Zellen........... 59

Expressionsmuster verschiedener Selenoproteine im

humanen Gastrointestinaltrakt.............ccccoeeieeriiieeniiieerieeeieecee e 61
SeP im humanen Gastrointestinaltrakt................cccceeeiiiiiiiieeniieeeieeeee, 63
TrxR1 im humanen Gastrointestinaltrakt.............c..cccceeevvieeeieeenieeenneen. 67
Glutathionperoxidasen im humanen Gastrointestinaltrakt...................... 69
GPx-GI im humanen Gastrointestinaltrakt.............cccccceeeeveerienieeniennenns 69
pGPx im humanen Gastrointestinaltrakt..............ccccceeviiiiniieeniirerieeens 70
c¢GPx im humanen Gastrointestinaltrakt..............cccceeevviieiiiieniiiecieeee. 71

Verianderungen Expressionsmusters der Selenoproteine in der

Magenmukosa bei veschiedenen gastralen Erkrankungen..................... 72

AUSDIICK. ...ttt e e 73
Zusammenfassung.............cociiiiiiiiiiiiiiieie e 75
Literaturverzeichnis...............ccccoooiiiiiiiiiiiicceeen 76
Danksagung

Lebenslauf



Abktrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

Ag Silber

AP1 Activator Protein-1

APS Ammoniumpersulfat

ASS Acetylsalicylséure

ATG Aurothioglucose (ein selencysteinspezifischer Inhibitor der 5°-DlI)
bp Basenpaare

Cd Cadmium

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsdure
cGPx cytosolische Glutathionperoxidase
CHO Chinese hamster ovary

cpm “counts per minute

d Tag(e)

ddPCR “differential display PCR"

5-D Typlll 5-Deiodase

5°-DlI Typl 5"-Deiodase

5-Dll Typll 5 -Deiodase

DMBA Dimethylbenzantrazen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMH Dimethylhydrazin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTPs Desoxynucleosid-5"-triphosphat
dATP Desoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP Desoxycytosin-5"-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5"-triphosphat

dTTP Desoxythymidin-5"-triphosphat

ed. “editor”

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER “estradiol-receptor



ERT

FAD

FCS
GAPDH
GPx-Gl
GPx

GSH
GSH-Red.
GSSG
GTC

h

HFOB

Hg

Hp

ICI 164,384

kDa
LPS
MAC
MALT
MAM
MAP
min.
MOPS
mMRNA
Na
NF-xB
NADPH/H"

“estrogen replacement therapy”
Flavinadenindinucleotid

fetales Kélberserum

glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
gastrointestinale Glutathionperoxidase
Glutathionperoxidase

Glutathion

Glutathion-Reduktase
Glutathiondisulfid
Guanidin-Thiocyanat

Stunde(n)

“human fetal osteoblast’
Quecksilber

Helicobacter pylori
N-n-butyl-11-(3,17 B-dihydroxy6stra-1,3,5(10)-trien-7 a-yl)-N-
Methylundecanamide

Interleukin

Interferon

Insulin/Transferrin

Kilobasen

Kilodalton

Lipopolysaccharid
Mercaptoessigsaure

mucosa assossiated lymphatic tissue
Methylazooxymethanol
mitogen-activated protein

Minuten
Morpholinopropansulfonséure
messenger Ribonukleinsaure
Natrium

“nuclear factor-xB"

Nicotinadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form)



NADP*
Ni
NK-Zelle
NSAIDs
ORE
PAGE
pBSSKII+
PBS
PCR
pGPx
PHGPx
PTU

R

RA
RACE
Ref-1
RIA
RNA
ROI

rpm
RT-PCR
Se

758e
SDS
SDH
SECIS
SeP
SIRS
SSC

T2

T3

rT3

Nicotinadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)
Nickel

natlrliche Killer-Zelle

“nonsteroidal antiinflammatory drugs’
Sauerstoff-responsives Element
Polyacrylamidgelelektrophorese

pBluescript SKI1I+

Phosphat-gepufferte Saline
Polymerase-Ketten-Reaktion
Plasma-Glutathionperoxidase
Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase
2-n-Propyl-6-thiouracil

Rezeptor

rheumatoide Arthritis

“rapid amplification of cDNA ends’
“redox-factor 1°

Radioimmunassay

Ribonukleinsdure

reaktive Sauerstoffintermediate

Umdrehungen pro Minute

Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
Selen

(radioaktiv markiertes) Selen
Natriumdodecylsulfat

Schilddriisenhormon

“selenocysteine insertion sequence
Selenoprotein P

“severe systemic inflammatory response syndrome’
Sodium-Sodium-Citrat

3,3 -Diiod-L-Thyronin

3,5,3"-Triiod-L-Thyronin
3,3",5"-Triiod-L-Thyronin



T4 L-Thyroxin

TBE Tris-Bor-EDTA

TBG Thyroxin-bindendes Globulin
TE Tris-EDTA

TEMED N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
TGF “transforming growth factor’
TNF Tumor Necrosis Faktor
tRNA Transfer-Ribonukleinséure
Trx Thioredoxin

TrxR Thioredoxin-Reduktase

TSH Thyrotropin

u. a. unter anderem

UTR untranslatierte Region

Vol. Volumen

WHO ‘world health organization
Zn Zink

ZNS zentrales Nervensystem



1. Einleitung

1.1 Selen

Selen ist das dritte Element der VI. Hauptgruppe (Ordnungszahl 34; Atomgewicht 78,96
g/mol; Isotope **Se-"'Se; *’Se am hiufigsten) und wurde 1817 von Jons Jakob Freiherr von
Berzelius (Professor fiir Medizin und Pharmazie in Stockholm, * 1779, § 1884) entdeckt. Da
Selen in seinen chemisch-physikalischen Eigenschaften dem Element Tellur (lateinisch tellus
= Erde) sehr dhnlich ist, gab ihm Berzelius in Anlehnung an die Griechische Gottin des
Mondes, Selene (altgriechisch 2eAnvn = die Strahlende), den Namen Selen. Mythologische
Zusammenhénge spielten bei der Namensgebung keine Rolle.

Selen ist mit einer Konzentration von 0,09 mg/kg ein eher selteneres Element der Erdkruste.
Es ist hdufig als isomorphe Beimengung in zahlreichen sulfidischen Schwermetallerzen
vorhanden. Lange Zeit wurde dem Selen lediglich eine stark toxische Wirkung angelastet, da
Nahrungsstudien bei Sdugetieren ergaben, dass hohe Selen-Konzentrationen im Tierfutter zu
toxischen Erscheinungen bei Sdugetieren fiihren konnen (Beath O et al. 1934, Franke K und
Potter W 1935). Erst in den 80er Jahren wurde eine direkt toxische Wirkung beim Menschen
aufgezeigt. Eine tdgliche Selenaufnahme von 800 pg verursachte chronische
Vergiftungserscheinungen wie Wachstumsretardierung, Fertilititsstorungen oder auch
Leberzellschiden (Yang G et al. 1989). Als weitere Symptome der chronischen Selenosis

gelten Miidigkeit, Haarausfall und Briichigkeit der Fingernagel.

1.2 Biochemie der Selenoproteine

1957 fiihrte die Beobachtung, dass Ratten unter selenarmen Erndhrungsbedingungen
Lebernekrosen entwickelten, jedoch bei Selenit-Zugabe zur Nahrung keine Leberschidigung
eintrat, zur Einstufung des Selens als essentielles Spurenelement (Schwarz K und Foltz CM
1959). Mit der Identifizierung der -cytosolischen Glutathionperoxidase (cGPx) als
eukaryontisches, enzymatisches Selenoprotein wurde 1973 erstmals nachgewiesen, dass Selen
essentiell in die Struktur bestimmter Proteine integriert ist (Flohé L et al. 1973, Rotruck JTA
et al. 1973). In den Aminosduren Selenomethionin und Selenocystein liegt Selen kovalent
gebunden vor. Der Einbau von Selenomethionin anstelle von Methionin in entsprechende
Proteine unterliegt dem Zufall, da Selen und Schwefel um die Metabolisierung in die
strukturgleiche Aminosdure konkurrieren. Die Selenocysteininsertion hingegen unterliegt

einem besonderen Mechanismus, der fiir Prokaryonten aufgeklart wurde (Bock A et al. 1991),



hingegen fiir Eukaryonten teilweise noch unbekannt ist (Low SC und Berry MJ 1996, Lee BJ
et al. 1996).

Die Kodierung fiir die Translation von Selenocystein erfolgt durch ein UGA-Codon in der
mRNA, das normalerweise als Opal-Stop-Codon fungiert (Zinoni F et al. 1986, Chambers I et
al. 1986). In Kombination mit dem SECIS-Element (‘selenocysteine insertion sequence’),
einer Sekundarstruktur im 3’-Bereich der mRNA, erfolgt die Insertion von Selenocystein,
jedoch nicht der kodierte Kettenabbruch. Wihrend das SECIS-Element bei Prokaryonten dem
UGA-Codon meist direkt nachgekoppelt ist, kann es bei Eukaryonten weit in der 3’-
untranslatierten Region (UTR) liegen (Berry MJ et al. 1991, Heider J et al. 1992, Martin GW
et al. 1996, Walczak R et al. 1996). Bei der Translation in Prokaryonten wird zunédchst Serin
an eine spezielle tRNA®* das Transkript des selC-Gens (Leinfelder W et al. 1988),
gekoppelt. Darauf folgend modifiziert die Selenocystein-Synthase (SelA) Serin zu
Selenocystein. Das Selen wird aus Selenophosphat rekrutiert, dessen Synthese durch ATP-
abhiangige Aktivierung von Selenid durch die Selenophosphat-Synthetase (SelD)
gewihrleistet wird. Die Interaktion der Selenocysteyl-tRNA®‘ mit dem entsprechenden
Ribosom wird von dem Elongationsfaktor SelB gesteuert (Forchhammer K et al. 1989).
Genomische Homologe zu selB und selA konnten bisher in Eukaryonten noch nicht
identifiziert werden, wohingegen das selC-Gen bei Eukaryonten ubiquitdr vorkommt (Lee BJ
et al. 1990). SelC-Knockout-Méduse iiberleben das frithe Embryonalstadium nicht, wodurch
die Bedeutung des Genproduktes belegt wird (Bosl MR et al. 1997). Eukaryontische Proteine,
die mit dem SECIS-Element interagieren, wurden ebenso (Shen Q et al. 1995, Hubert N et al.
1996, Lesson A et al. 1997) wie ein dem SelA gleichendes Enzym (Mitzutani T et al. 1992)
nachgewiesen. Flir SelD wurden zwei homologe eukaryontische Isoformen (SelD1 und 2) des
Proteins identifiziert. Im SelD1-Enzym befindet sich im aktiven Zentrum Threonin anstelle
von Cystein (Low SC et al. 1995). In der Isoform SelD2 hingegen ist das aktive Zentrum mit
Selenocystein, welches eine Selen-abhingige Autoregulation der Selenoproteinsynthese
ermdglicht, ausgestattet (Guimarares MJ et al. 1996). In Selenoproteinen bekannter Funktion
liegt Selenocystein jeweils im aktiven Zentrum vor und ist maB3geblich an der Katalyse von
Redox-Reaktionen beteiligt. Wird dieser Selenocysteinrest in analogen rekombinant
hergestellten Proteinen durch Cystein ersetzt, konnen die entsprechenden Enzymreaktionen
nicht oder lediglich mit stark verminderter Effektivitit ablaufen (K6hrle J 1999).

Neben der Tatsache, dass Selen und damit auch Selenoproteine in zahlreichen humanen
Gewebe- und Zelltypen vorkommen (Dickson RC und Tomlinson RH 1967, Behne D und
Wolters W 1983), ist auch eine hierarchische Verteilung des Selens innerhalb der



verschiedenen Gewebe gezeigt worden. Diese differenzierte Verteilung bedingt eine
iiberproportionale Selen-Versorgung von ZNS und Endokrinium (z. B. Hypophyse,
Schilddriise, Gonaden) bei selenarmer Alimentation (Behne D et al. 1988). Wahrend die
Aktivitat der Typl 5'-Deiodase (5°-DI) in der Schilddriise Selen-defizienter Ratten beinahe
unverdndert blieb, war die Enzymaktivitdt in Niere und Leber deutlich reduziert. Wurde
hingegen die PHGPx-Aktivitit und deren quantitative mRNA-Transkription in Leber und
Herz des selben Tiermodells konstant gehalten, so reduzierten sich mRNA und Aktivitét der
cGPx deutlich (Bermano G et al. 1995). Auch konnte eine intrazelluldre Verteilungshierarchie
von Selen zugunsten bestimmter Selenoproteine (PHGPx, SeP, 5°-DI) nachgewiesen werden
(Behne D und Kyriakopoulos A 1993, Gross M et al. 1995). Ebenso wie in Eu- und
Prokaryonten konnten auch in Viren (Molluscum contagiosum, ein Virus der Pockengruppe,
welches die GPx kodiert und die epidermale Dellwarze verursacht) Selenoproteine-
kodierende Gene identifiziert werden (Shisler JL et al. 1998). Die durch das Virus-Genom
gewihrleistete Zytoprotektion der Wirtszelle mittels cGPx sichert wiederum das Uberleben

des Virus.

1.3 Selen und Erndhrung

Der Organismus vermag neben den Selenoaminosiuren Selenomethionin und Selenocystein
auch anorganisches Selen (Selenit) zu verwerten. Letzteres, z. B. in Form von Natriumselenit,
ist vom substitutiven Aspekt aus den Selenoaminosduren vorzuziehen, da diese als
Aminosduren auch unspezifisch in Proteine eingebaut werden und somit das enthaltene Selen
nicht unmittelbar verfiigbar ist (Kramer K et al. 1996). Schrauzer allerdings sieht bei der
Selensupplementation einen eindeutigen Vorteil von Selenomethionin gegeniiber Selenit
hinsichtlich der effektiven Inkorporation, Verstoffwechselung und Halbwertszeit (Schrauzer
GN 2000 (a)). Die Ausscheidung von Selen erfolgt hauptsichlich renal als
Trimethylselenoniumion. Bei Inkorporierung hoherer Dosen wird Dimethylselenit, ein nach
Knoblauch riechender Selenmetabolit, exspiriert. Aus diesem Grund kann u. a.
knoblauchartiger Atemgeruch Indiz einer Selenintoxikation sein (Krédmer K et al. 1996).

Die Erkenntnisse iiber kanzeroprotektive Wirkungen von Selen und durch ausgeprigten
Selenmangel bedingte Erkrankungen warfen die Frage nach dem quantitativen Selenbedarf
und der optimalen tdglichen Selenzufuhr auf. Basierend auf den Daten aus erfolgreichen
Seleninterventionsstudien, in welchen bei téglicher Selenzufuhr von bis zu 400 pg keine
Nebenwirkungen auftraten, wird eine tdgliche Selensupplementation von bis zu 200 pg

(zusitzlich zu durchschnittlich 70 pg, die durch die Nahrung aufgenommen werden (USA))



gefordert (Combs GF et al. 1999). Bisherige Konsensusempfehlungen gingen von einem
taglichen Bedarf von 40-150 pg Selen bei Erwachsenen aus (Biesalski HK et al. 1997). Die
WHO unterscheidet in ihrer aktuellen Empfehlung zur téglichen Selenversorgung zwischen
einem einem Normativwert (3: 40 pg/d, 9: 30 pg/d), der ausreichende Enzymtitigkeit und
Gewebespiegel gewihrleistet, einem Basalwert (3: 21 pg/d, 9: 16 ug/d), der vor klinischen
Mangelerscheinungen schiitzt und einem sicherem nicht toxischem Wert (400 pg/d). Der
,safe and adequate dietary intake* (sichere und angemessene Aufnahmemenge) umfasst somit
den Mengenbereich zwischen 30 bzw. 40 und 400 pg/d. Rayman betrachtet die WHO-
Empfehlung als nicht mehr ausreichend und fordert unter Einbeziehung der neuesten Daten
eine tigliche Einnahme von mindestens 73 pg/d fiir beide Geschlechter (Rayman MP 2000).
Einige Experten fordern, dass Tumorpatienten anndhernd 400 pg/d Selen erhalten sollten
(Levander OA 1996).

Als Quelle fiir die alimentdre Selenversorgung dienen hauptsédchlich rotes Fleisch, Getreide,
Seefisch und Meeresfriichte, soweit diese entsprechend selenreichen Umweltbedingungen
(selenreiche Boden, maritime Nahrungskette) exponiert waren. Der Selengehalt der Erdboden
— in Deutschland und Mitteleuropa mit 0,1-0,3 ppm Se/kg Trockensubstanz relativ niedrig
(Hartfiel W und Bahners N 1988) — determiniert somit die alimentdre Selenversorgung. In
Deutschland nehmen Méanner durchschnittlich 48 pg/d, Frauen 38 pg/d Selen zu sich. Mit der
gewOhnlichen mitteleuropdischen Erndhrung werden dennoch ausreichende Serum-
Selenspiegel (~100 pg/l) erreicht. Als Messlatte kann der bereits erwéhnte ,,safe and adequate
dietary intake®, dem u. a. die Séttigung der GPx-Aktivitit (Bedingung: Serum-Selenspiegel
>50 png/l) zugrunde liegt (Biesalski HK et al. 1997), herangezogen werden.

1.4  Selenmangelkrankheiten

In bestimmten Gebieten Chinas mit extrem selenarmen Erdbdden (< 0,1 ppm) traten erstmals
Krankheitsbilder zu Tage, die eindeutig auf Selemangel zuriickzufiihren waren. Dazu zihlt u.
a. die Keshan-Krankheit, eine kongestive Kardiomyopathie, die in der chinesischen Provinz
Keshan (durchschnittlicher Serum-Selenspiegel der Einwohner bei ca. 20 pg/l) endemisch
auftrat. Die typischen kardialen Symptome wie akute oder chronische Herzinsuffizienz,
dilatative Kardiomyopathie, Arrhythmien und Galopprhythmus konnen sich bereits im
Kindesalter manifestieren. Prophylaktische und therapeutische Selensubstitution (0,5-1 mg
Na-Selenit/d) vermochten die Erkrankung zu verhindern bzw. die Symptomatik zu bessern
(Foster LH und Sumar S 1997). Ebenso sind die Kashin-Beck-Erkrankung (Osteoarthritis

deformans endemica), die endemisch in Tibet, Sibirien, Nordchina und -korea auftritt, und
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die symptomverwandte, im nordlichen KwaZulu-Natal auftretende Mseleni-Krankheit
(Gibson RS 1989) den Selen-responsiven endemischen Erkrankungen zuzurechnen. Die
Kashin-Beck-Erkrankung manifestiert sich bereits im Kindesalter und weist als pathologische
Merkmale multiple fokale Chondronekrosen, Muskelatrophien sowie rheumatoide
Beschwerden auf. Sie fiihrt unbehandelt innerhalb von 30 Jahren iiber eine multifokale
Osteoarthritis zu Gelenksversteifung. Derzeit wird die Selendefizienz als alleinige Ursache fiir
diese Krankheitsbilder jedoch stark angezweifelt, da diese Erkrankungen nicht in allen
selenarmen Regionen auftreten. Pathogene Kofaktoren Jodmangel und Hypothyreodismus
(Moreno-Reyes R et al. 1998), Infektionen mit primdr apathogenen Coxsackie B3-Viren, die
in  selendefizienten = Wirtsorganismen durch multiple virale Genom-Mutationen
kardiopathogen werden (Beck MA et al. 1994), oder auch eine chronische Toxinbelastung
durch, mit Mykotoxinen, kontaminiertes Getreide (Chasseur C et al. 1997) werden diskutiert.
Erniedrigte Plasma-Selenspiegel werden auch bei zahlreichen Patienten mit SIRS im Rahmen
einer Sepsis, alkoholinduzierter Leberzirrhose, zystischer Fibrose und inflammatorischen
Darmerkrankungen beobachtet (Gértner R et al. 2001). Bei Patienten mit Morbus Crohn
konnte durch Selen-Substitution eine Besserung der Krankheitssymptome erreicht werden

(Ringstad J et al. 1993).

1.5  Eukaryontische Selenoproteine

In den vergangenen Jahren wurde eine Reihe eukaryontischer Selenoproteine identifiziert.
Markierungsversuche mit Se zeigten, dass im Organismus von Ratten, die Selenmangel
ausgesetzt waren, ca. 30 verschiedene Selenoproteine vorkommen, deren Sequenz und

Funktion teilweise noch nicht bekannt ist (Behne D et al. 1995).

1.5.1 Glutathionperoxidasen (GPx)

Die GPx-Enzymfamilie umfasst mindestens vier genetisch verschiedene Isoenzyme mit
antioxidativer Schutzfunktion. H,O, und andere Hydroperoxide werden durch GPx mit Hilfe
von reduziertem GSH zu H,O oder zu Alkohol umgewandelt. Anders als die PHGPx, die ein
22 kDa Monomer mit eigenem Substratspektrum darstellt, sind die Isoenzyme cGPx, pGPx
und GPx-GI strukturell Homotetramere mit leicht unterschiedlichem Molekulargewicht
(cGPx: 23 kDa; pGPx: 25 kDa; GPx-GI: 22 kDa). Sie katalysieren H,O,, Lipid- und andere

niedermolekulare Hydroperoxide.



1.5.1.1 Cytosolische Glutathionperoxidase (cGPXx)

Die ¢cGPx wird in zahlreichen Geweben — quantitativ am starksten in Erythrozyten, Niere und
Leber (Floh¢é L et al. 1973; Rotruck JTA et al. 1973; Sunde RA 1997) — gebildet. Das humane
Gen liegt auf Chromosom 3 (Region 3q11-3q12). Der Promotor enthédlt Sauerstoff-responsive
Elemente (OREs), welche die cGPx-Genexpression responsiv auf den Sauerstoffpartialdruck
in der Zelle regulieren (Cowan DB et al. 1993). Weder die cGPx-Uberexpression durch
Hyperoxie (Jornot L und Junod AF 1997) noch der Knockout der cGPx beeintrichtigten die
Entwicklung und Vitalitét der entsprechenden Méuse (Ho YS et al. 1997). Auch bleibt die
Transkription anderer Glutathionperoxidasen bei einer ¢GPx-Uberexpression unbeeinflusst

(Cheng WH et al. 1997).

1.5.1.2 Plasma-Glutathionperoxidase (pGPx)

Eine ins Plasma sezernierte, glykosylierte Isoform der cGPx, die pGPx, reduziert H,O, oder
reaktiven Sauerstoffintermediaten (ROI), die durch phagozytierende Zellen oder
Endothelzellen abgesondert werden. Die pGPx weist auf DNA-Ebene 57% Identitit zur cGPx
auf und ist auf Chromosom 5q32 lokalisiert (Yoshimura S et al. 1994). Die genetischen
Differenzen zwischen p- und cGPx manifestieren sich in unterschiedlicher mRNA-Lénge und
auf Proteinebene im Molekulargewicht. Beide binden keine identischen Antikorper
(Takahashi K et al. 1987). Als bedeutendste Quelle von sezernierter pGPx wurden die
proximale Nieren-Tubuli und die Parietalzellen der Bowman-Kapsel identifiziert (Avissar N
et al. 1994). Zwischenzeitlich konnte pGPx-mRNA auch in Herz, Plazenta, Nebenhoden,
Leber, Pankreas, Kolonepithel, Skelettmuskulatur, Epithel des Ziliarkorpers, Gehirn,
laktierender Mamma und Lunge von Mensch und Nager nachgewiesen werden. Die
sezernierte pGPx wurde in Milch, Fruchtwasser, Darmlumen und okuldrem Kammerwasser
detektiert (Chu FF et al. 1992, Brigelius-Floh¢ R 1999). Neben GSH vermag pGPx auch Trx
und Glutaredoxin (als reduzierte Thiol-Substrate) in der Funktion von Reduktionspartnern zu

oxidieren (Bjornstedt M et al. 1994).

1.5.1.3 Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GPx-GI)

Als eine weitere cytosolische Isoform wurde die im Gastrointestinaltrakt exprimierte GPx-GI
identifiziert. Thre Funktion liegt in der Reduktion von Peroxiden, die mit der Nahrung

zugefithrt oder durch residierende Mikroorganismen im Gastrointestinaltrakt produziert



werden. Auf DNA-Ebene weist die GPx-GI 61% Sequenzidentitit zur cGPx auf. Die
spezifische Enzym-Aktivitit der GPx-GI ist im Vergleich zur cGPx um den Faktor 3 niedriger
(Chu FF et al. 1997), der Genlokus ist auf Chromosom 14q21 (Chu FF et al. 1996). Die
mRNA war bisher im humanen Gastrointestinaltrakt (Kolon, ,,Diinndarm®, Magen), Leber
und unkonstant in Mammagewebe nachgewiesen worden. Eine Artenspezifitit wird durch die
Tatsache, dass der Expressions-Nachweis bei der Ratte nur im Gastrointestinaltrakt gelang,
angedeutet (Chu FF et al. 1992). In einem Mausmodell korrelierte die Resistenz gegen
Dimethylhydrazin-induzierte =~ Kolonkarzinome positiv. mit der GPx-GI-Expression.
Interessanterweise wurde dabei eine gegenldufige Aktivierung von c¢GPx und GPx-GI
beobachtet, was die These iiber den besonderen Stellenwert des GPx-GI-Gens fiir die Tumor-

Protektion untermauert (Chu FF et al. 1997).

1.5.1.4 Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPX)

Die meistens membrangebundene PHGPx reduziert insbesondere Phospholipid-, Cholesterin-
Hydroperoxide und andere hohermolekulare Lipidperoxide. Thre Funktion ist somit vor allem
in der Protektion von Biomembranen gegeniiber Peroxidation zu sehen (Ursini F et al. 1995).
Moglicherweise besitzt die PHGPx zusitzlich eine Reparaturfunktion bei oxidativer DNA-
Schéadigung (Bao Y und Williamson G 1997). Das Gen liegt auf Chromosom 19 (Chu FF
1994) und enthélt in seiner Sequenz putative Hormon-responsive Elemente (Brigelius-Floh¢ R
et al. 1994). PHGPx kann die Schutzfunktion vor Lipidperoxidation nur in Kombination mit
Vitamin E effektiv erfiillen, was einen synergistischen, antioxidativen Mechanismus beider
Systeme wahrscheinlich macht. Primédr reduziert Vitamin E Lipidperoxid-Radikale zu Lipid-
Hydroperoxiden, die anschlieBend von der PHGPx reduziert werden (Roveri A et al. 1994).
Die mRNA ist in den meisten Geweben vorhanden. Die hochste Enzymaktivitdt wurde in den
Testes gefunden - die PHGPx-Expression beginnt jedoch erst nach der Pubertdt und ist
hormonell reguliert (Ursini F et al. 1985). Die geringen mRNA-Mengen in den humanen
Geweben sind in der Northern-Hybridisierung meist nicht detektierbar (Dreher I 1997).

1.5.2 Thioredoxin-Reduktase (TrxR)

Das 12 kDa-Protein Thioredoxin (Trx) fungiert mit zwei freiliegenden, eng benachbarten
Cysteinresten als Protein-Disulfid-Reduktase. Besonders als Wasserstoffdonor fiir die
Ribonucleotidreduktase hat Trx eine grofle Bedeutung. Das 57 kDa FAD-haltige Flavoenzym
Thioredoxin-Reduktase (TrxR) reduziert NADPH-abhéngig Trx und andere Substrate wie
Vitamine und Pharmaka (Holmgren N und Bjornstedt M 1995). Mit der Identifizierung von



TrxR als eukaryontisches Selenoprotein (Tamura T et al. 1995 und 1996) gelang auch die
Klonierung der humanen TrxR aus einer Lungen-Adenokarzinomzelllinie (Gasdaska PY et al.
1995). Bisher konnten drei Isoenzyme der TrxR (TrxR1 bzw. TrxRa, TrxR2, TrxR3 bzw.
TrxRp) identifiziert werden (Zimmermann MB und Kohrle J 2002). In der vorliegenden
Arbeit wurde ausschlieBlich die TrxR1 untersucht. Die humane mitochondriale TrxR2 hat ein
Molekulargewicht von 56 kDa, die TrxR3 von 66 kDa.

Die Funktion der TrxR2 wird in der Protektion vor Mitochondrien-induzierten ROI vermutet,
die TrxR3-funktion ist unbekannt (Behne D und Kyriakopoulos A 2001). Analog zu anderen
Selenoproteinen war die TrxR-Aktivitidt unter Selenmangel in Leber und Niere von Selen-
depletierten Ratten vermindert (Hill KE et al. 1997). Einer schwachen Regulation der TrxR-
mRNA durch Selen steht eine stark regulierte TrxR-Enymaktivitdt entgegen. Die Stimulation
der TrxR-Enymaktivitét variierte in verschiedenen Zelllinien stark (Gallegos A et al. 1997,
Schiitze N et al. 1998 (a)). Als regulative Elemente fiir die TrxR1-mRNA konnten bislang
Vitamin D (1,25(0OH),-D3), FCS, verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine identifiziert
werden (Schiitze N et al. 1998 (b)). Aufgaben von Trx und TrxR liegen in der Proteinfaltung
(durch Spaltung von Disulfidbriicken), der Modulation des zelluliren Redoxsystems und der
Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP1. TrxR steuert damit Prozesse bei
Zellwachstum,-differenzierung und -protektion (Schiitze N et al. 1998 (b)). Eine TrxR-
Sezernierung ist zwischenzeitlich nachgewiesen worden (Soderberg A et al. 2000). Beim
antioxidativen Schutz von Endothelzellen soll TrxR von allen Selenoproteinen die
bedeutendste Funktion besitzen (Anema SM et al. 1999). Ob es dadurch ein Target-Protein
bei der Pathogenese der Arteriosklerose ist, bleibt noch zu kldren. Im Mausmodell zieht
Thioredoxin-,,Knockout* eine absolute Letalitdt im friilhen Embryonalstadium nach sich, was
die integrative Bedeutung dieses Protein-Systems belegt (Matsui M et al. 1996).

Erhohte TrxR-Enymaktivitét in zahlreichen Tumorzelllinien/-geweben deuten auf eine TrxR-
Dysregulation im Rahmen der Karzinogenese hin (Gallegos A et al. 1997), was die TrxR zu
einem potentiellen Angriffspunkt in der Tumortherapie macht (Kirkpatrick DL et al. 1997).
Die Kolonschleimhaut war bisher die einzig beschriebene Lokalisation fiir TrxR-mRNA im

Gastrointestinaltrakt des Menschen (Berggren M et al. 1996).

1.5.3 Selenoprotein P (SeP)

SeP wurde primér als 57 kDa-Protein aus Rattenplasma und schlielich auch aus humanem
Plasma isoliert (Motschnik PA und Tappel AL 1989, Eberle B und Haas HJ 1993). Die Leber
bildet die Hauptquelle fiir die Produktion des stark glykosylierten, Histidin- und Cystein-
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reichen Plasmaproteins SeP. Die SeP-mRNA enthdlt 10 UGA-Codons, die in Kombination
mit 2 SECIS-Elementen in der 3"-UTR den Einbau von 10 Selencysteinresten kodieren (Hill
KE et al. 1991 und 1993). Eine Erkliarung fiir die Existenz von zahlreichen SeP-Isoformen mit
unterschiedlichen Glykosylierungsgraden ist ein postulierter Terminationsmechanismus an
den UGA-Codons 7-10, denen sich jeweils die Purinbase Adenin anschlie3t und somit ,,starke
Terminatoren darstellen (Himeno S et al. 1996). Einige der UGA-Codons kénnten damit
wihrend der Translation in bestimmten Situationen als Stop-Kodons gelesen werden. Neben
SeP wurde im bovinen Gehirn auch ein Selenoprotein mit 12 Selenocysteinresten kloniert und
charakterisiert (Saijoh K et al. 1995). Das humane SeP wurde auf Chromosom 5q31
lokalisiert (Hill KE et al. 1996). Die Zellmembrananbindung von SeP wird vermutlich {iber
spezifische Rezeptoren gewéhrleistet (Wilson DS und Tappel AL 1993).

Der hohe SeP-Anteil (60-70%) bei Plasmaselen (Burk RF und Hill KE 1994) fiihrte anfangs
zur Annahme, SeP erfiille eine Selentransport oder -speicherfunktion aus (Motsenbocker MA
und Tappel AL 1982). In verschiedenen Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass SeP unter
Selenmangelbedingungen gegeniiber der cGPx bevorzugt mit Selen versorgt wird. Damit
diirfte der cGPx die vermutete Selen-Speicherfunktion zukommen (Hill KE et al. 1992; Gross
M et al. 1995).

Im Rattenmodell bewirkte SeP eine Protektion gegeniiber Paraquat- oder Diquat-induzierter
Lebernekrose, weshalb fiir SeP eine extrazelluldre antioxidative Schutzfunktion postuliert
wird (Burk RF et al. 1995). Dariiber hinaus wurden Interaktionen von Hg-Se-Komplexen
(Yoneda S und Suzuki KT 1997) sowie anderen Schwermetallen wie Ag, Cd, Ni und Zn
(Mostert V 2000) mit SeP nachgewiesen, was Spekulationen liber die Rolle von SeP in der
Schwermetall-Detoxifikation eréffnet. Die neben den 10 Selencysteinresten in einem SeP-
Protein integrierten 17 Cysteinreste untermauern die Vermutung, SeP sei am antioxidativen
Defense-System beteiligt. Die mittels RIA bestimmbaren SeP-Konzentrationen korrelieren
stark mit den entsprechenden Serum-Selenspiegeln (Persson-Moschos M et al. 1995),
wodurch SeP als potentieller Marker fiir den individuellen Selenstatus einsetzbar wire. Die
SeP-mRNA ist in zahlreichen Geweben vorhanden. Die Expression von SeP wird durch
proinflammatorische Cytokine II-13, TNFo und INF-y (Dreher I et al. 1997 (a)) sowie TGF-
B; (Mostert V et al. 2001) als Vertreter einer Akut-Phase-Reaktion {iber responsive Promotor-
Elemente herunterreguliert, was eine Erklidrung fiir die hdufig bei akuten oder chronischen

Erkrankungen beobachteten, niedrigen Serum-Selenspiegel sein konnte.



1.5.4 Deiodasen

Die Familie der Deiodasen umfasst die bisher identifizierten Proteine 5°-DI, 5'-DII und 5-D.
Die genannten Deiodasen sind elementarer Bestandteil des Jodstoffwechsels der Schilddriise.
Ihre Bedeutung wird durch die priaferentielle Selenversorgung unter Selenmangelbedingungen
unterstrichen (Gross M et al. 1995). Die verschiedenen Isoenzyme unterscheiden sich
hinsichtlich ~ ihrer = Substratpriferenz, = Reaktionsmechanismen,  Gewebeverteilung,
Inhibierbarkeit und Regulation. Da die Deiodasen in dieser Arbeit nicht untersucht wurden,

soll lediglich ein kurzer Uberblick vermittelt werden.

1.5.4.1 Typl 5 -Deiodase (5-DI)

Die 5°-DI ist ein Homodimer aus 2 identischen 27 kDa-Untereinheiten, in deren aktivem
Zentrum ein Selencystein vorliegt. Es agiert nach einem Zwei-Substrat Ping-Pong
Mechanismus mit einer Bevorzugung von rT3 gegeniiber T4 als Substrat. Die hauptsédchliche
Funktion der 5°-DI liegt in der reduktiven Deiodierung von T4 zu T3 und im Abbau von rT3
zu T2. Als Inhibitoren sind u. a. Flavonoide, Iopansdure (jodiertes Rontgenkontrastmittel),
ATG und PTU wirksam. Die 5'-DI wird hauptsédchlich in Schilddriise, Hypophyse, Leber
(Hauptproduktionsort des zirkulierenden T3) und Niere exprimiert. Das Gen wurde auf
Chromosom 1p32-33 lokalisiert (Jakobs TC et al. 1997). Die 5°-DI wird durch
Schilddriisenhormone selbst reguliert, bei Hyperthyreose (und Selendefizienz) ist eine
erhohte, bei Hypothyreose dagegen eine reduzierte Aktivitét festzustellen (Zimmermann MB

und Kéhrle J 2002).

1.5.4.2 Typll 5 -Deiodase (5°-DIl)

Die 5'-DII ist ein multimeres Enzym, das sich aus einer oder mehreren 29 kDa-,
substratbindenden Untereinheiten (Safran M und Leonard J 1991), einem ca. 60 kDa-cAMP
induzierten Aktivierungsprotein (Safran M et al. 1996) und einer oder mehreren katalytischen
Untereinheiten zusammensetzt. Auch die 5°-DII katalysiert die reduktive Deiodierung
(T4—T3), unterscheidet sich aber von der 5°-DI durch préferentielle T4-Substratbindung,
Nicht-Inhibierbarkeit durch PTU, kontrares Aktivititsmuster bei Hypo- und Hyperthyreose
sowie eigenem Verteilungsmuster in den Geweben. Bei Nagern liegt die stirkste Expression
in ZNS, Hypophyse und braunem Fettgewebe vor (Visser TJ et al. 1983), wihrend beim
Menschen Aktivitdt auch in Schilddriise, Skelettmuskel, Herz und Plazenta fiir die auf
Chromosom 14q24.3 lokalisierte 5°-DII nachgewiesen wurde (Celi FS et al. 1998). Die

Bedeutung der 5°-DII liegt in der lokalen, gewebsspezifischen T3-Homdostase. Damit ist eine
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Unabhingigkeit vom zirkulierenden T3 gewihrleistet, was auch beim Nieder-T3-Syndrom
zum Ausdruck kommt. Die Diskussion, ob die 5'-DII tatsdchlich ein Selenoprotein ist, halt

aufgrund kontrarer Befunde gegenwiértig noch an (Kdhrle J 2000).

1.5.4.3 Typlll 5-Deiodase (5-D)

Die 5-D fungiert als Inaktivierungsenzym fiir SDH durch Deiodierung am Tyrosylring von T3
und T4. Wihrend der Vertebratenentwicklung wird 5-D in fast allen untersuchten Geweben
exprimiert, beim adulten Erwachsenen ist die Expression offensichtlich auf Plazenta, Haut
und ZNS beschrinkt (Croteau W et al. 1995). Wéhrend im Nieder-T3-Syndrom keine
Anderung der Enzymaktivitit beobachtet wurde, gleicht die Regulation in Hyper- und
Hypothyreose der 5°-DI. In den letzten Jahren konnte die Identifizierung von 5-D als
Selenoprotein eindeutig belegt werden (Salvatore D et al. 1995, Kohrle J 2000).

1.5.5 Selenoprotein W (SeW)

SeW ist ein 9,5 kDa-Muskelprotein, das Selen-abhéngig exprimiert wird (Vendeland SC et al.
1993; Yeh JY et al. 1995). SeW wurde in Skelett- und Herzmuskulatur, Milz, ZNS, Hoden
und zahlreichen anderen Geweben gefunden (Behne D und Kyriakopoulos A 2001). Wegen
der nachgewiesenen Bindung von GSH an SeW (Beilstein MA et al. 1996) und der erhohten
Resistenz SeW-iiberexprimierender Glia-Zellen gegeniiber oxidativem Stress (Behne D und
Kyriakopoulos A 2001) wird eine Redox-Funktion im Sinne der antioxidativen Zellprotektion
postuliert. Ein Zusammenhang der SeW-Expression mit der ,,white muscle disease*, einer bei
Schafen vorkommender Selenmangelkrankheit, wird diskutiert, ist aber noch nicht eindeutig

geklart (Whanger PD et al. 1977).

1.5.6 Selenoproteine unbekannter Funktion

Neben den aufgefiihrten Selenoproteinen wurden weitere beschrieben, deren Funktion noch
unklar ist. Diese Selenoproteine fanden sich beispielsweise in Hoden, Spermatozoen, Prostata,
Pankreas und anderen Geweben (Kyriakopoulos A et al. 1993; Behne D et al. 1995;
Kalcklosch M et al.1995). Kiirzlich wurde aus humanen T-Zellen ein neues 15 kDa-
Selenoprotein (Sell5) kloniert. Das Gen ist auf Chromosom 1p31 lokalisiert und wird als
mRNA in zahlreichen humanen und Ratten-Geweben, insbesondere aber in Schild- und
Nebenschilddriise sowie Prostata exprimiert. Die Funktion von Sell5 ist noch unklar
(Gladyshev VN et al. 1998 (a), Behne D und Kyriakopoulos A 2001). Da der Genlokus von

Chromosom 1p31 auch hidufig beim Prostata-Karzinom mutiert ist, die Proteinmenge von
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Sell5 in Zelllinien von Prostata- und Leberzellkarzinom signifikant verringert ist und die
Proteinexpression von Nukleotid-Polymorphismen abhédngt, koénnte Sell5 in der
Karzinogenese der Prostata eine wichtige Rolle einnehmen (Kumaraswany E et al. 2000).
Zusiétzlich wurde ein 18 kDa-Selenoprotein (Sell8) beschrieben, welches an den
mitochondrialen Membranen zahlreicher Organe bei Ratten zu finden ist. Es wird in der
Hierarchie der Selenoproteine bevorzugt vorsorgt, seine Funktion ist jedoch noch unbekannt.
Weitere  beschriebene, unbekannte  Selenoproteine = werden mit  zugehdrigem

Molekulargewicht tabellarisch aufgefiihrt (Behne D und Kyriakopoulos A 2001):

Selenoprotein (Kiirzel) kDa
SelR 12,6
SelT 18,8

SelN 58

SelX 16

SelZf1 48

SelzZf2 48

1.6 Oxidative Zellschadigung

Protektion vor Zellschddigung durch reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) ist eine postulierte
Funktion fiir zahlreiche Selenoproteine. Die Entstehung von ROI steht normalerweise in
einem FlieBgleichgewicht mit ihrer Neutralisierung durch Antioxidanzien. Bei vielen
Krankheitsprozessen entsteht im Zuge eines gestorten Gleichgewichts ein Uberschuss an
zytopathogenen ROI.

Bei der Reduktion von molekularem Sauerstoff im anaeroben Stoffwechsel konnen
unterschiedliche hochreaktive ROI entstehen. Diese sind Superoxidanion-Radikale (O,"),
Wasserstoffperoxid (H,O,), Hydroxylradikale (HO®) oder Oxidradikale (O°%). Ebenso bilden
sich Radikale durch Verbindung mit anderen Atomen: Alkoyl- (RO®), Peroxyl- (ROO®) oder
Stickstoffmonoxid- (NO®) Radikale. Als Quellen fiir die ROI-Bildung koénnen die
mitochondriale Atmungskette (als ,,Kurzschlussreaktion® bei der O,-Reduktion), oxidierende
Enzymsysteme (z. B. Monoamino-und Xanthinoxidase, P450, peroxismale Enzyme,
membranstdndige NADPH-Oxidasen), immunologische Reaktionen (phagozytierende
Makrophagen und Monozyten), endogene PKC-Aktivierung durch Zytokine und exogene
Stimulation durch Zigarettenrauch und ionisierende Strahlen angefiihrt werden.
Zellmembranen mit den an mehrfach ungesittigten Fettsduren reichen Phospholipiden sind

besonders durch ROI gefdhrdet, da Lipidperoxidationsprodukte (z. B. Malondialdehyd und 4-
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Hydroxynoneal) stark zytotoxisch und genotoxisch wirken. Zusétzlich kann Lipidperoxidation
die Permeabilitit der Zellmembran sowie die Aktivitit bzw. Bindungskapazitit von
membranstindigen Enzymen und Rezeptoren modifizieren. Dadurch bedingter Calcium-
Influx kann einerseits die Zelle aktivieren, andererseits die Apoptose induzieren (Krdmer K et
al. 1996). Endpunkte der zytopathogenen Effekte von ROI in Zellkulturmodellen sind DNA-
Strangbriiche (Shacter E et al. 1988; Breen AP und Murphy JA 1995) oder Genommutationen
(Weitzman SA und Stossel TP 1981). Organische Koprodukte der ROI wie Chloramine,
Aldehyde oder Peroxyl-Radikale haben eine eigene, zusitzlich mutagene Wirkung (Imlay JA
et al. 1988). Durch ROI induzierte, maligne Transformationen wurden in kultivierten
Mausefibroblasten nachgewiesen (Weitzman SA et al. 1985 (a); Nassi-Calo L et al. 1989).
ROI-induzierte, chromosomale Schiaden wie Chromosomenbriiche oder Chromatidentausch
treten bei Mangel an intrazelluliren GSH verstéarkt auf (Weitberg AB et al. 1983; Weitzman
SA et al. 1985 (b); Kozumbo WIJ et al. 1987). Bevorzugter genomischer Angriffspunkt von
Hydroxylradikalen ist die Base Guanin unter der Bildung von 8-Hydroyguanin, was zu
Basenfehlpaarungen bei der Replikation fiihrt. Im Harn nachgewiesenes 8-Hydroyguanin gilt
als Marker fiir genotoxischen Stress, z. B. im Rahmen von sportlicher Dauerbelastung. ROI
haben andererseits auch proliferative Effekte, wie z. B. die NF-kB-Aktivierung. Dieser
redoxsensitive Transkriptionsfaktor reguliert u. a. die Genaktivierung proinflammatorischer
Zytokine (IL-1, IL-6, TNF-a) und ist bei Selenmangel hochreguliert. Fiir ROI sind auch die
Aktivierung der Protoonkogene c-fos und c-junc sowie des Tumorsupressorgens p53

nachgewiesen (Krdmer K et al. 1996).

1.7  Antioxidantien

Neben den antioxidativ wirkenden Selenoproteinen verfligen Zellen iiber zahlreiche andere
antioxidative Schutzsysteme. Zu den nicht-enzymatischen Antioxidantien z&hlen
beispielsweise a-Tocopherol, B-Carotin, Ascorbat und Urat. Als Vertreter der enzymatischen
Antioxidantien sind die Katalase und die Superoxiddismutasen zu nennen. O," wird durch die
Superoxiddismutasen im Zytosol (Kupfer/Zink-abhingig) oder in den Mitochondrien
(Mangan-abhdngig) in H,O, umgewandelt. Die Eisen-abhingige Katalase tiberfiihrt (bei hoher

H,0,-Konzentration) Wasserstoffperoxid in Wasser und Sauerstoff.
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1.8  Antioxidativer Schutz durch Selenoproteine

Der Mechanismus der antioxidativen Wirkung von GPx ist inzwischen gut erforscht. GPx
katalysiert die Oxidation von durch H,O, reduziertem GSH bereits bei niedriger H,O,-
Konzentration (Sies H 1997) wie folgt:

2GSH + H,0, GPx » GSSG + 2H,0

GPx-Substrate sind H,O, und Peroxylradikale (ROQO®), die aus, durch oxidativen Abbau
ungesittigter Fettsduren entstehenden Lipidhydroperoxiden bestehen. GPx reduziert keine
Organoperoxide (ROOR) (Flohé L et al. 1973), die wiederum GSH reduzieren und dieses
somit zum direkten GPx-Kosubstrat machen. Die hohe GSH-Konzentration (0,5-12 nM)
vieler Zellen ist vermutlich durch seine Rolle als nicht-toxische Speicherform von Cystein,
das vergleichsweise mehr reaktive Sulfhydroxylgruppen integriert hat, bedingt. Die GSH-
Konzentrationen konnen die Cystein-Konzentrationen in unterschiedlichen Geweben um den
Faktor 10-100 tibersteigen. Die GSH-Wirkung erkldart sich durch die Protektion der
enzymatischen Thiolgruppen durch SH-Gruppen.

Das Reaktionsprodukt GSSG erfdhrt eine Riickreduktion durch die Glutathion-Reduktase
(GSH-Red.) unter NADPH/H -Oxidation durch Elektroneniibertragung iiber FAD" (Thieme R
et al. 1981) wie folgt:

GSSG + NADPH/H StiRed » 2 GSH + NADP'

Biosynthese und Abbau von GSH erfolgen iiber den y-Glutamylzyklus (Meister A und
Anderson ME 1983). Nach S-Konjugat-Bildung durch spezielle Glutathion-S-Transferasen
(GST) wird GSH zu Mercaptursduren metabolisiert und ausgeschieden (Cooper AJL und
Kristal BS 1997). Mehrere GST-Isoenzyme iiben eine GSH-abhéngige Peroxidasefunktion
zur Reduktion von Lipid-Peroxiden aus (Nicholson DW 1993). Neben der Detoxifikation
besitzt GSH noch weitere Funktionen wie z. B. die GSH-abhéngige Reduktion als ersten
Schritt im Metabolismus anorganischer Selen-Verbindungen (z. B. Selenit).

Auch die TrxR stellt im Synergismus mit Trx eine wichtige Sdule des zelluldren Redox-
Systems dar. Oxidiertes Trx (Trx-S,) erhélt iiber TrxR-Katalysierung mit NADPH/H" als

Donor Elektronen.
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Die Hypothese der SeP-Bedeutung fiir das (extra-) zelluldre, antioxidative Defense-System
beruht auf der Beobachtung des SeP-Schutzes gegen Paraquat-/Diquat-induzierte
Leberzellnekrosen im  Rattenmodell (Burk RF et al. 1995) sowie der
Phosphpholipidhydroperoxid-Reduzierung in Gegenwart von GSH (Saito Y et al. 1999). Die
nachgewiesene Neuroprotektion durch SeP im Zellkulturmodell (Yan J und Barrett JN 1998),
der hohe Selenocystein-Anteil im Protein und der hohe Anteil am Plasmaselen stiitzen diese

Annahme.

1.9 Die Bedeutung von Selen und Selenoproteinen flur Entziindungsreaktionen am
Beispiel der Gastritis

Die Entziindungsreaktion nach Gewebsinfektion oder -traumatisierung findet als Akut-Phase-
Reaktion statt. Die aktivierten Abwehrzellen wie Blutmonozyten, Gewebsmakrophagen und
Granulozyten Setzernieren im Zuge der Phagozytose ROI, aber auch Zytokine zur Modulation
und Koordination der Abwehrreaktion. Lokalen Wirkungen wie Endothel-vermittelter
Diapedese-Steigerung und Vasodilatation stehen generalisierte Effekte wie z. B. Fieber durch
Aktivierung hypothalamischer Regulationen oder die hepatische Sekretion von Akut-Phase-
Plasmaproteinen gegeniiber. Die klinischen Beobachtungen, dass Patienten mit schweren
Infektionen, chronischen rheumatischen Erkrankungen (z. B. Kashin-Beck- und Keshan-
Krankheit) oder schlechtem Allgemeinzustand niedrige Selenplasmaspiegel aufweisen, deuten
auf eine Beteiligung von Selen/Selenoproteinen bei Entziindungsreaktionen hin.

Im Zellkultursystem konnte gezeigt werden, dass die DNA-Bindung von AP1, einem Redox-
regulierten Transkriptionsfaktor, vom Selenstatus der Zellen beeinflusst und durch oxidativen
Stress verstarkt wird. Auch konnte eine Verringerung der hepatischen SeP-Transkription
durch INF-y und LPS in Zellkultursystemen und Tierversuchen gezeigt werden (Dreher I et
al. 1997 (a)). Bei Patienten mit schwerer Sepsis/SIRS sind vermindertes Serumselen und
GPx-Aktivitdt beschrieben. Diese Defizienz - ob sie primir oder sekundir entsteht, ist
unbekannt - wiegt pathophysiologisch in mehreren Aspekten schwer. Zum einen erfordert die
vermehrte Radikalenbildung durch neutrophile Granulozyten eine verbesserte Protektion vor
Lipidmembran-Oxidation, zum anderen optimiert Selen die Funktion verschiedenster
Komponenten des Immunsystems (Phagozytose, Aktivitit von NK-Zellen, Proliferation von
T-Lymphozyten und Thymozyten, Reduktion der T-Supressorzellen, Steigerung der
Immunglobulinsynthese, Induktion der IL-2-Rezeptor-Expression) (Krimer K et al. 1996,
Giértner R und Angstwurm M 1999).
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Die Entziindung de Magenschleimhaut (Gastritis) ist ein hiufig diagnostiziertes
Krankheitsbild. Die exakte Diagnose kann nur durch eine histopathologische Beurteilung
erfolgen. Hierbei wird die Gastritis in die seltene, akute und die hdufige, chronische Form
unterteilt. Der chronischen Form liegen unterschiedliche Ursachen zugrunde. Mit
zunehmenden Erkenntnissen {iber die einzelnen, pathophysiologischen Kaskaden mehren sich
die Hinweise fiir multifaktorielle Geschehen, welche die entsprechenden histologischen
Gastritis-Formen bedingen. Da einige pathophysiologische Prozesse, die den drei Gastritis-
Manifestationen (Typ A: Ak gegen gastrale Belegzellen  Autoimmunpathologie; Typ B: HP
assoziiert ~ Infektion; Typ C: chemische Noxe =~ Zytotoxizitit) vorausgehen, bei anderen
chronischen Krankheitsprozessen (z. B. rheumatoide Arthritis, Hashimoto-Thyreoditis) im
Zusammenhang mit Selendefizienz bzw. reduzierter Aktivitit von Selenoproteinen stehen,
sollte untersucht werden, ob Selen/Selenoproteine auch bei der Pathophysiologie der Gastritis
eine Rolle spielen. Bis zu diesem Zeitpunkt gab es zu dieser Fragestellung weder klinische
noch experimentelle Daten. Die mit dem Bakterium Helicobacter pylori (Hp)-assoziierte
Gastritis ist fiir diese Fragestellung wegen ihrer Rolle als postulierte fakultative Prakanzerose

bei der Entstehung des Magenkarzinoms von groflem Interesse.

1.10 Die Bedeutung von Selen und Selenoproteinen in der gastrointestinalen
Tumorpathogenese

Nach den heutigen Erkenntnissen wird die Tumorentstehung in die drei Stadien Initiierung,
Promotion und Progression unterteilt. ROI sind in allen Stadien beteiligt. Unter der Initiierung
wird die primdre DNA-Mutation, z. B. in Form von ROI-induzierten Basenschdden oder
Strangbriichen, verstanden. Die Aktivierung von Signaltransduktionsketten durch ROI und
der damit verbundene Proliferationsreiz kann zur klonalen Expansion initiierter Zellen
(Promotion) fithren. Die Progression stellt schlieBlich die Alteration (z. B. ROI-bedingte
DNA-Mutation) von noch kontrollierter Proliferation in die unkontrollierte Neoplasie dar.

Der Zusammenhang zwischen individueller Selenversorgung und gastrointestinalen Tumoren
wird durch Daten molekularbiologischer, tierexperimenteller, epidemiologischer und
klinischer Untersuchungen gestiitzt. In kultivierten Hepatomzellen vermochte Natrium-Selenit
die c-fos-Expression steigern und die c-myc-Expression reduzieren. Beide nukleédren
Onkogene werden in der sequenziellen, molekularen Karzinogenese entgegengesetzt reguliert,
wobei eine verstdrkte c-myc-Genexpression mit zelluldrer Entartung, eine gesteigerte c-fos-
Genexpression hingegen mit verbesserter Zelldifferenzierung einhergeht (Schnauzer GN

1997). In einer humanen Kolon-Karzinomzelllinie induzierte Natrium-Selenit
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konzentrationsabhingig die Differenzierung und Apoptose der Zellen (Stewart MS et al.
1997).

Im Rattenmodell wurde gezeigt, dass Selen-arm erndhrte Tiere nach Injektion von MAM oder
DMH vermehrt nukledre Schiden in den Zellen der Kolon-Mukosa aufwiesen (erhohter
Karyorhexis-Index) (Nelson RL et al. 1996). Selen-supplementierte Ratten entwickelten nach
Verabreichung von DMH oder DMBA signifikant weniger Kolonkarzinome als Selen-arm
erndhrte Tiere (El-Bayoumy K et al. 1995; Jao SW et al. 1996). Die verbesserte Protektion vor
AOM-induzierten Kolonkarzinomen bei Selen-supplementierten gegeniiber Selen-defizienten
Ratten ging mit gesteigerter mukosaler GPx-Aktivitit einher (Reddy BS et al. 1994). Bei
Maiusen mit einer DMH-Resistenz gegentiber induzierten Kolonkarzinomen fand sich eine
erhohte GPx-GI-mRNA Expression im Vergleich zu DMH-sensiblen Méusen, welche
Neoplasien im Kolon entwickelten. In dieser Studie wurde das GI-GPx-Gen gpx2 in
Nachbarschaft bekannter Tumorsuszeptibilitdtsgene lokalisiert (Chu FF et al. 1997).
Retrospektive epidemiologische Studien (basierend auf Blutselenwerten oder errechneter
alimentdrer Selenaufnahme) zeigten eine inverse Korrelation zwischen Selenstatus und der
Tumormortalitdt unterschiedlichster Tumorentitdten, darunter auch Kolon- und
Rektumkarzinom (Schrauzer G et al. 1977). Diese inverse Korrelation wurde auch in
Gebieten mit ausreichender bzw. defizienter Selenversorgung fiir die Inzidenz kolorektaler
Neoplasien gefunden (Janson B 1985). Bei einer in zahlreichen chinesischen Provinzen,
durchgefiihrten Untersuchung der Selen-Konzentrationen im Plasma fand sich wiederum eine
inverse Korrelation zwischen Selenstatus und der Prdvalenz von Magen- und
Osophaguskarzinom (Yu SY et al. 1985). In einer weiteren Studie fanden sich bei Patienten
mit gastrointestinalen Neoplasien signifikant erniedrigte Selen-Konzentrationen im Plasma
(Gupta S et al. 1994). Aus Magenbiopsien gewonnenes Gewebe wies bei neoplastischer
Alteration geringere Selen-Konzentrationen als unauffillige Magenschleimhaut auf (Burguera
JL et al. 1995). In einer prospektiven epidemiologischen Untersuchung in den Niederlanden
hatten klinisch unauffillige Personen mit Selenmangel (gemessen am Selengehalt in
Nagelproben) ein signifikant erhohtes Risiko zur spdteren Erkrankung an einem
Magenkarzinom (van den Brandt PA et al. 1993). Erniedrigter Selengehalt in Nagelproben
wird auch mit einem erhohtem Risiko zur Erkrankung an Prostata- und Bronchialkarzinomen
assoziiert (Schrauzer GN 2000 (b)).

Eine prospektive Interventionsstudie in China erreichte durch Selensupplementierung eine
signifikante Senkung der Inzidenz des priméren Leberzellkarzinoms (Yu SY et al. 1989). In

einer weiteren chinesischen Interventionsstudie konnte durch die kombinierte Substitution

17



von Selen, B-Karotin und Vitamin E iiber 5 Jahre die Inzidenz an Magen- und
Osophaguskarzinom signifikant reduziert werden (Blot WJ et al. 1993). In einer
multizentrischen, prospektiven, randomisiert-doppelblinden und placebo-kontrollierten
Interventionsstudie in den USA fiihrte die tdgliche Gabe von 200 pg Selen iiber einen
Zeitraum von durchschnittlich 4,5 Jahren zu einer signifikanten Erniedrigung der
Gesamtinzidenz an Tumorerkrankungen und der Tumormortalitdt. Die Rezidivrate an nicht-
Melanom-Hautkrebs als priméres Studienziel blieb hierbei unverdndert, hingegen fand sich
eine signifikante Senkung der Inzidenz an Lungen-, Prostata- Kolon- und Rektumkarzinom in

der Selengruppe gegeniiber der Kontrollgruppe (Clark LC et al. 1996).

1.11  Ostrogene und gastrointestinale Tumorpathogenese

Die bei weitem grofite Zielgruppe fiir den therapeutischen und priaventiven Einsatz von oralen
Ostrogenderivaten stellen pri- und postmenopausale Frauen dar. Als Indikationen fiir den
pramenopausalen Einsatz gelten die orale Kontrazeption, fiir den postmeopausalen
therapeutischen ~ Einsatz  typische  Ostrogen-Mangel assoziierte =~ Symptome  wie
Hitzewallungen, depressive Verstimmungen, genitale Schleimhautatrophie u. a. Der
priventive Einsatz dient der Reduzierung der Inzidenz, Morbiditdt und Mortalitit der
Osteoporose sowie der Reduzierung kardiovaskuldrer Ereignisse. Bei langjdhrigem,
alleinigem FEinsatz von Ostrogenen wurde jedoch eine erhdhte Inzidenz an
Endometriumkarzinomen gefunden. Ob Ostrogene die Inzidenz des Mammakarzinoms leicht
erhohen, ist aufgrund der widerspriichlichen Datenlage noch nicht entgiiltig geklért.
Zahlreiche prospektive Studien konnten ebenso zeigen, dass die langjéhrige orale Ostrogen-
Substitution (ERT) zu einer starken Reduktion der Inzidenz und Mortalitdt kolorektaler
Karziome fiihrt (Calle EE et al. 1995). In Plasmauntersuchungen bei postmenopausalen
Frauen konnte gezeigt werden, dass ERT den antioxidativen Status verbessern sowie die
Lipoperoxid-Konzentration senken kann (Leal M et al. 2000). Auch konnte eine Ostrogen-
bedingte IGF-1-Senkung im Plasma nachgewiesen werden. IGF-1 ist ein mit der kolorektalen
Tumorentstehung assoziiertes Mutagen (Grodstein F et al. 1999). In vitro Versuche mit der
gastrointestinalen Tumorzelllinie MC-26 (Maus) zeigten, dass Ostrogen die ER-
Genexpression direkt hochreguliert (Xu X und Thomas ML 1994). In Caco 2-Zellen konnte
eine direkte proliferative Wirkung von Ostradiol iiber die ER-Komplex-vermittelte
Aktivierung von Genen der MAP-und Tyrosin-Kinasen-Familie nachgewiesen werden (Di
Domenico M et al. 1996). Fiir einige Ostrogen-responsive Tumoren ist eine zugrundeliegende
Mutation der BRCA1/2-Gene beschrieben, welche mit hoher Penetranz zu einer Neoplasie im

betroffenen Gewebe fithren. Das BRCA 1-Genprodukt inhibiert die Transkriptions-
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Aktivierung des ER-a, eine entsprechende Mutation fiihrt zum Kontrollverlust der dstrogen-
vermittelten Proliferation (Fan S et al. 1999). Erste experimentelle Hinweise iiber eine
Interaktion von Selen und dem Steroid-Metabolismus ergaben sich aus der Beobachtung, dass
Selen-arm ernihrte Ratten eine verminderte Transkription der hepatischen Ostrogen-
Sulfotransferase (EST) mRNA zeigten (Yang Q und Christensen MJ 1998).

Als kanzeroprotektive Mechanismen von Ostrogen werden die verminderte Gallensiure-
Produktion in vivo und die in vitro beobachtete Hemmung der Zellproliferation angefiihrt.
Tamoxifen, ein nicht steroidaler Ostrogen-Antagonist, nimmt als die meist verordnete
Substanz in der Therapie des Mammakarzinoms eine zentrale Stellung ein. Die Tamoxifen-
Gabe beim ER-positiven Mammakarzinom ist durch die hiufige Resistenzentwicklung gegen
das Medikament zeitlich limitiert. Neben der Haupteigenschaft als Ostrogen-Antagonist ist
auch eine Ostrogen-agonistische Wirkung bekannt. Letzteres spiegelt sich in der erhohten
Inzidenz des Endometriumskarzinoms unter Tamoxifen-Therapie wieder. In den bisher
wenigen Studien iiber den Zusammenhang von Tamoxifen und kolorektalem Karzinom zeigt
sich eine Erhohung des relativen Risikos fiir die Entwicklung kolorektaler Karzinome
(Grodstein F et al. 1999). ICI 182,780 ist ein Ostradiol-Analogon ohne agonistische Aktivitit.
Das Fehlen der proliferativen Komponente wirft die Frage nach differenzierter Gen-
Aktivierung, in diesem Fall der Selenoproteine, auf. In MCF-7-Zellen - eine
Mammakarzinomzelllinie - iibertraf ICI 182,780 Tamoxifen in der Wachstumsinhibition der

Tumorzellen deutlich (Wakeling AE und Bowler J 1992).

1.12 Das kolorektale Adenom als gastrointestinale Prakanzerose

Das kolorektale Adenom stellt histopathologisch eine durch Zellatypien, zelluldre
Reifungsstorung und eine verdnderte Zellarchitektur bedingte, epitheliale Neoplasie ohne
invasive Komponente dar. Die kolorektalen Adenome werden als fakultative Pridkanzerose
eingestuft. Durch Vogelstein wurde das Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz postuliert
(Fearon ER und Vogelstein B 1990). Dabei ist das Adenom ein Zwischenstadium in der
Entwicklung vom anfianglich hyperproliferativen Epithel zum Karzinom. Exogene und
endogene Faktoren im und am Epithel bedingen die Adenom-Entstehung. Im Zuge
genomischer Schdden bei einer hohen epithelialen Proliferationsquote kommt es zu einer
Aktivierung von Onkogenen sowie Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen. Von diesen
sporadischen Adenomen sind die weitaus selteneren, obligat prikanzerdsen Adenome der
autosomal-dominant vererbten Adenomatosis coli zu unterscheiden. Fiir deren hohes

Malignitéitspotential zeichnet sich eine Mutation im APC-Tumorsuppressorgen verantwortlich
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(Miyoshi Y et al. 1992). Die Priavalenz der sporadischen Adenome ist in den Industrieléndern
mit hohem Lebensstandard am hdchsten und korreliert mit der Karzinominzidenz (Eide TJ
1986). Durch Studien belegte, protektive, exogene Faktoren im Sinne einer Chemoprivention
sind ASS sowie andere nichtsteroidale Antirheumatika (NSAIDs), Folsdure, Calcium und
Ostrogene (Janne PA und Mayer RJ 2000). Exogene Faktoren, welche die Entstehung von
kolorektalen Karzinomen begiinstigen sind u. a. fettreiche und faserarme Erndhrung,
Ubergewicht und langjéhriger Nikotin- und Alkoholabusus. Der Vorgang der direkten und
indirekten (z. B. iiber Lipid-Peroxide) DNA-Schidigung ist nunmehr integraler Bestandteil
allgemeiner Karzinogenese-Modelle (Marnett LJ 2000) wie auch bei der kolorektalen
Karzinogenese (Babbs CF 1990). Enzymatischen und nicht-enzymatischen, antioxidativen
Systemen wird wiederum eine wichtige Funktion in der Kanzeroprotektion — des

Gasrointestinaltrakts zugeschrieben (Beno I et al. 1995).

1.13  Fragestellung

Ein direkter und indirekter Zusammenhang zwischen nutritiver Selenversorgung und der

Inzidenz gastrointestinaler Malignome wurde durch zahlreiche publizierte, epidemiologische,

tierexperimentelle und klinische Daten aufgezeigt. Zum Zeitpunkt der Durchfiihrung der in

dieser Arbeit aufgefiihrten Experimente gab es beziiglich der Lokalisation und der Funktion
gastrointestinaler Selenoproteine nur wenige, zumeist aus Tiermodellen gewonnene Daten.

Ziel dieser Arbeit ist es, durch die erstmalige Ermittlung eines Verteilungsmusters der

Selenoproteine im menschlichen Gastrointestinaltrakt potentielle Reprdsentanten der lokalen

Tumorprotektion zu identifizieren. Weiterhin soll in der voliegenden Arbeit in einer Art von

»Screening-Untersuchung® gepriift werden, ob verschiedene gastrointestinale Erkrankungen

mit Verdnderungen der molekularen Expression von Selenoproteinen einhergehen, welche

gastrointestinale ~ Zelllinie  ein  geeignetes  Modell ~zur  Untersuchung  der

Expressionsregulationen sein kénnte und ob Ostrogen auf molekularer Ebene mit

Selenoproteinen interagiert. Im Einzelnen sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1) Welche Selenoproteine sind auf mRNA-Ebene im menschlichen Gastrointesinaltrakt
nachweisbar? ErschlieBen sich aus dem Verteilungsmuster in den gastrointestinalen
Kompartimenten neue Hinweise iiber mogliche Funktionen der detektierten
Selenoproteine?

2) Stehen entziindliche und pramaligne Lésionen des menschlichen Gastrointestinaltrakts in

direktem oder indirektem Zusammenhang mit verdnderter Expression einzelner
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3)

4)

S)

Selenoproteine? Lassen sich daraus neue pathophysiologische oder pathobiochemische
Erkenntnisse gewinnen?

Eignen sich die humane Kolonkarzinomzelllinie Caco 2 und Magenkarzinomzelllinie ST
23132 als Modell zur Untersuchung der Regulierung der Genexpression verschiedener
Selenoproteine?

Welche transkribierten Selenoproteine werden auch zu Proteinen translatiert? Ist bei der
Translation gastrointestialer Selenoproteine eine Hierarchie erkennbar?

Beeinflussen Ostrogen oder Ostrogen-Antagonisten die Genexpression der Selenoproteine
und konnte sich damit die kanzeroprotektive Ostrogenwirkung zumindest teilweise

erklaren lassen?
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2. Materialien und Methoden

2.1 Ldsungen und Puffer

Acrylamid-Stammldsungen:
44,4 % Acrylamid: Bisacrylamid: 49:1
44,4 % Acrylamid: Bisacrylamid:150:1

Auftragspuffer
Bromphenolblau (w/v), 0,25 %
Xylencyanol (w/v), 0,25 %
Glycerin (w/v), 30 %

1 mM EDTA

Entfarbeldsung

30 ml Methanol

25 ml Glycerin 87 %
200 ml Wasser

Ethidiumbromid Stammldsung
10 mg/ml Ethidiumbromid

Farbestammldsung (10 x)
0,1 % Coomassie Blue 250R
50 % Methanol

10 % Essigsédure

40 % Wasser

Formaldehyd-Gel-Laufpuffer fir RNA
21 % Formaldehyd pH 4

50 % Formamid (deionisiert)

15 % 10 x MOPS

14 % Loadingbuffer



Formaldehyd-Gel- Loadingbuffer
0,22 M MOPS

0,01 M EDTA

0,05 M NaAc, pH 7

Gel fur RNA-Elektrophorese
1,2 % Agarose

1/30 Formaldehyd

1 x MOPS

0,5 png/ml Ethidiumbromid

GTC-Lo6sung

4 M Guanidinthiocyanat

0,5 % Na-Lauryl-Sarcosin

0,25 mM Natriumacetat (pH 7)
0,1 M 2-Mercaptoethanol
Filtration durch Whatman Papier

Homogenisationspuffer
250 mM Saccharose

20 mM HEPES

1 mM EDTA

1 mM Dithiothreitol, pH 7,4

Lowerbuffer
25 mM Tris
190 mM Glycin

10 x Mops

0,2 M Morpholinopropansulfonsédure
0,5M EDTA

50 mM Natriumacetat pH 8,0



PBS

137 mM NacCl

2,7mM KCI

4,3 mM Na,HPO,

1,47 mM KH,POy, pH 7,4

Prahybridisierungsléung

20 % deionisiertes Formamid

1 % SDS

1 M NacCl

10 % Dextransulfat

100 pg/ml Hitze denaturiertes (100 °C) Lachs-Sperma DNA

Probegel

1 % Agorose

1 x TBE

0,5 pg/ml Ethidiumbromid

Protein-GroRenmarker
P-1677 Proteinmarker (26,6-116,0 kDa) (Sigma)
6001 LA Proteinmarker (14,3-200 kDa) (Gibco)

RNA-GroRenmarker
1 kb RNA-Leiter (0,24-9.5 kb) von Gibco

Sammelgelpuffer (4-fach)
500 mM Tris
0,4 % SDS, pH 6,8

20 x SSC

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0
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20 % SDS
20 % (w/v) in DPC-H,0O

SDS-PAGE-Probenpuffer
100 mM Tris

1 % Lithiumdodecylsulfat
0,1 %, Glycerin

0,1 % Mercaptoessigsiure

0,0005 % Bromphenolblau, pH 6,8

TBE
0,09 M Tris-Borat
0,002 M EDTA, pH 8,3

TBS
50 mM TrisHCI
0,15 M NaCl, pH 7,5

TE
10 mM Tris/HC1
1 mM EDTA, pH 8,0

Trenngelpuffer (4-fach)
3 M Tris
0,4 % SDS, pH 8,8

Upperbuffer (4-fach)
112 mM Tris

760 mM Glycin

0,4 % SDS

22 EDV
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Hardware: Acer TravelMate 512T; HP Laser Jet
Software: Word 7,0; Exel 7,0; Bioprofil Kodak

2.3 Verwendete Zellen und Gewebe
2.3.1 ST 23132

Die humane Magenkarzinomzelllinie ST 23132 wurde aus einem gut differenzierten
Adenokarzinom des Magens (Karzinom vom intestinalem Typ (Klassifikation nach
Lauren)) eines 72-jdhrigen ménnlichen deutschen Patienten isoliert (Vollmers HP et al.
1993). Die Zelllinie ST 23132 wurde freundlicherweise von Herrn Dr. A. Greiner
(Pathologisches Institut der Universitit Wiirzburg; Direktor: Prof. Dr. H.-K. Miiller-

Hermelink) zur Verfligung gestellt.

2.3.2 Caco?

Die humane Kolon-Karzinomzelllinie Caco 2 (ATCC Nr. HTB37) wurde aus einem
primédren Kolon-Adenokarzinom eines 72jdhrigen Kaukasiers isoliert (Jumarie C und Malo

C 1991).

2.4 Quergestreifte Muskulatur der Ratte

Das Material wurde freundlicherweise von Fr. Dr. A. Baur zur Verfiigung gestellt. Es

handelte sich um Teile des M. quadriceps femoris der Ratte (Sprague-Dawley, adult, ).

2.5 Zellkultur

Es wurden Brutschrianke und Zellkultureinheiten der Firma Haereus benutzt. Die Caco 2-
Zellen wurden fiir die Stammerhaltung bei 37 °C in feuchter Atmosphére (5 % CO, ,95 %
Luft) in 75 cm*-Gewebekulturflaschen (Falcon) kultiviert.

Die Zellen wurden alle 3 bis 4 Tage mit frischem Medium versorgt. Bei Konfluenz wurde
der Zellrasen mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA Losung fiir 3-5 min. inkubiert und
vom Flaschenboden abgelost.

Die Zellen wurden mit 5 ml Medium vom Boden abgespiilt und in ein 15 ml-Falcon-
Rohrchen {iberfiihrt. Das zellhaltige Medium wurde im entsprechenden Volumen

Zellkulturmedium resuspendiert und auf neue Kulturflaschen verteilt. Caco 2-Zellen
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wurden in DMEM-Medium mit den Zusdtzen 10 % FCS, 1 % nicht-essentielle
Aminoséduren, 0,4 mM HEPES, 1 mg/ml L-Glutamin kultiviert und im Verhéltnis 1:40
gesplittet. Die ST 23132-Zellen wurden fiir die Stammerhaltung bei 37 °C in feuchter
Atmosphire, bestehend aus 7,5 % CO, und 92,5 % Luft in 75 cm’-Gewebekulturflaschen
(Falcon) im RPMI-1640-Medium mit 10 % FCS, 1 % Gentamycin und 1 mg/ml L-
Glutamin, versetzt und kultiviert. Die Zellen wurden nach 3 (1:5 Splitting) bis 4 (1:10

Splitting) Tagen analog zu den Caco 2-Zellen gesplittet oder geerntet.

2.6 Metabolische Markierung der Zellen mit "°Se unter Pulse Chase-Bedingungen

und Proteinanalyse im SDS-Polyacrylamidgel
2.6.1 Markierung von Caco 2- und ST 23132-Zellen mit "°Se

Caco 2- und ST 23132-Zellen wurden in den entsprechenden Medien kultiviert und vor
den Versuchen mehrere Tage bei 2 % FCS (Caco 2) und 5 % FCS (ST 23132) kultiviert
(zur Adaptation an Selen-arme Bedingungen) und letztlich in Selen-freies
(gleichbedeutend FCS-freies) Kulturmedium iiberfiihrt. Nach 16 h (Caco 2) bzw. 12 h (ST
23132) in Selen-Depletion — unter der Annahme, dass in diesem Zeitraum das noch
vorhandene Selen metabolisiert wurde — erfolgte die Zugabe von Natrium-""Se-Selenit
(spezifische Aktivitidt 1,9 Ci/ug; bezogen von Research Reaktor Facility Univ.of Missouri

Columbia, USA), um eine Endkonzentration von 10 nM zu erhalten.

2.6.1.1 Pulse Chase

Radioaktive Molekiile (pulse=Impuls) werden iiber einen kurzen Zeitraum den Zellen zur
Verfiigung gestellt, damit diese die Molekiile verwerten konnen. Anschlieend erfolgt ein
Ersatz der radioaktiven Molekiile durch nicht-radioaktive Molekiile (chase=Jagd). So kann
radiographisch festgestellt werden, in welche Zellstrukturen die Molekiile mit Préiferenz
integriert werden. Im Pulse Chase-Experiment war die Se-Selenit-Zugabe auf 1 h
limitiert. Nach einem Mediumwechsel (mehrmaliges Waschen mit serumfreien Medium
zur Auswaschung freier ”°Se-Molekiile) wurden die Zellen mit 100 nM , kaltem Selenit“(=
nicht radioaktiv) in FCS-freiem Medium iiber 23 h versorgt. Durch SDS-PAGE und
Autoradiographie wurden die radioaktives Selenit enthaltenden Proteine dargestellt und
mit den markierten Proteinen der iiber 24 h mit Natrium-""Se-Selenit inkubierten Zellen
verglichen, um eine mdgliche préferentielle Versorgung bestimmter Proteine mit Selenit zu

beurteilen.
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2.6.1.2 24 h-Inkubation mit "°Se

Bei dieser Methode erfolgte die Ernte der Zellen nach 24 h °Se-Selenit-Inkubation. In
Kontrollversuchen wurden den Kulturmedien beider Zelllinien Insulin (5 mg/l) und
Transferrin (40 mg/l) als FCS-Ersatz zugegeben (=IT-Medium). Zur Inhibierung von
Proteasen wurde den Medien und Zellen nach der Aberntung in weiteren

Kontrollversuchen 5 mM Pefabloc® SC (Merck 124839) zugesetzt.

Das Medium wurde abgesaugt und konserviert, um die sezernierten Selenoproteine
untersuchen zu konnen. Nach mehrmaligem Waschen mit TBS erfolgte die Ernte der
Zellen durch Zugabe von 500 pl 1 x SDS PAGE-Puffer und mechanischer Abtragung mit
Cell-Scraper und Pipettus. Die darauf folgende Inkubation mit 20 U/ml Benzonase™
(Merck) tber 1 h bei 37 °C diente der Hydrolysierung der Nukleinsduren im

Zellhomogenat.

2.7 Exvivo Metabolisierung von Natrium- °Se-Selenit in Schleimhautbiopsien aus
dem Gastrointestinaltrakt

Zur Untersuchung des Einbaus von Selenit in verschiedene Proteine der gastrointestinalen

Schleimhaut wurden Biopsien im Rahmen endoskopischer Eingriffe entnommen, in

Medium iiberfiihrt und darin 6 h, 21 h oder 45 h bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % Luft mit

Natrium-""Se-Selenit inkubiert. Zellen und Uberstinde wurden mit SDS-PAGE nach

Masse aufgetrennt und in anschlieBender Autoradiographie analysiert (s. 2.1.1).

2.8 Quantifizierung des "Se-Einbaus

Zur Uberpriifung des Einbaus von °Se in intra- und extrazellulire Srukturen wurden
einem 5 pl Aliquot des entsprechenden Zellhomogenats bzw. des Mediums 100 pl Aqua
bidest. und 200 pl Ethanol zugegeben. Durch 15 min. Zentrifugation entstanden zwei
Fraktionen (intrazelluldre Proteine und Zytosol bzw. extrazelluldre Proteine und Medium),
die durch Umpipettierung des Uberstandes in ein neues Cap aufgetrennt wurden. Die
Messung der Aktivitit in Pallet und Uberstand erfolgte anschlieBend im y-Counter
(Canberra Packard Riastar). Die Summe der Aktivitit (cpm) in den Pellets aus
Zellhomogenat und Uberstand entsprach prozentual dem "*Se-Einbau in Proteine, die der

Uberstiinde dem nicht metabolisiertem " Se.
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2.9  SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

2.9.1 Theoretischer Hintergrund

SDS ist ein anionisches Detergens, das an hydrophobe Regionen von Polypeptiden bindet
und dadurch eine Dissoziation in Untereinheiten bei vielen multimeren Proteinen bedingt.
Im Rahmen dieser Bindungsprozesse werden negative Ladungen, deren Anzahl mit den
Molekulargewichten korrelieren, fixiert. Mercaptoessigsdure reduziert Disulfidbriicken
unter Erhitzung zu Sulthydrylgruppen und dissoziiert dadurch mit Disulfidbriicken
verbundene Proteinuntereinheiten. Die Proteine konnen so mit der Gelelektrophorese der
GroBe nach aufgetrennt werden. Diese Auftrennung erfolgt in Polyacrylamidgelen in
einem Tris-Glycin—Puffersystem. Das Sammelgel dient der Konzentrierung der Proteine,

um diese im AnschluB auf gleicher Linie im Trenngel laufen zu lassen.

2.9.2 Praktische Durchfiihrung

In dem GieBstand einer Biorad Protean II xi Cell Proteingelkammer wurden sukzessive
Trenn- und Sammelgel gegossen. Zur Herstellung von 2 Gelen (16 %) wurden 12,2 ml
Aqua bidest., 11,7 ml Acrylamid/Bisacrylamid 150:1 und 8 ml 4-fach Trenngelpuffer
vermischt. Zur Polymerisation wurden 10,6 ul TEMED (BioRad) und 150 pl 10 % APS
zugegeben. Nach Polymerisation des Trenngels wurde der durch Kondensation
entstandene Wasseriiberstand abgekippt. AnschlieBend wurde das Sammelgel gegossen
(5,3 ml Aqua bidest.; 2,34 ml Acrylamid/Bisacrylamid 49:1; 2,6 ml 4-fach
Sammelgelpuffer; 15,6 pl TEMED; 42 ul 10 % APS). Das Gel wurde in den mit Lower
Buffer befiillten Puffertank gestellt und mit 1-fach Upper Buffer iiberschichtet (vor
Gebrauch wurde der pH-Wert von 8,4 im 1-fach Upper Buffer mit 3 mM MAC (Sigma)
eingestellt). Die viskdsen Proteingemische wurden 5 min. gekocht, kurz auf Eis abgekiihlt
und in die Geltaschen pipettiert. Pro Geltasche wurden jeweils die gleiche Anzahl an cpm
aufgetragen und mit Aqua bidest. die Volumenunterschiede ausgeglichen. Ergénzend
wurden zwei Proteinstandards (6001 LA, Gibco; P-1677, Sigma) mit Proteingroflen
zwischen 14,3 und 200 kDa. aufgetragen. Es erfolgte eine Elektrophorese bei 80 mA bis
zum Erreichen der Sammelgelfront, im Anschlul 12 h bei 50 mA, um darauthin die
Spannung iiber 4 h auf 130 mA zu erhdhen, bis die Lauffront die untere Begrenzung des
Trenngels erreicht hatte. Das Gel wurde fiir 3 h mit Coomassie Blue gefarbt und

anschlieBend so lange entfirbt, bis die angefdarbten Proteinbanden vom Hintergrund
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unterschieden werden konnten. Es folgte eine zweistiindige Trocknung des Gels 2 h bei 80
°C zwischen zwei Cellophanfolien im Gel-Trockner (BioRad). Zuletzt wurde das Gel auf
einem Kodak X-OMAT-Film in einer mit Verstirkerfolien beschichteten Filmkasette
(Kodak) bei —80 °C exponiert. Durch Vergleich des Autoradiogramms mit dem
Coomassie-gefarbten Gel wurde die Grofle der Selenit-markierten Proteinbanden ermittelt.
Die Rontgenfilme wurden mit Hilfe des Bioprofil-Computer-Programms (Kodak)

densitometrisch ausgewertet.

2.10  Northern Blot

2.10.1 RNA-Extraktion

Die angewandte Methodik zur RNA-Extraktion entspricht der Guanidiniumthiocyanat-
Phenol-Chloroform Extraktion nach Chomcynski (Chomcynski P und Sacchi N 1987).
Eine Modifizierung wurde lediglich auf quantitativer Ebene bei den chemischen Zusétzen

vorgenommen.

2.10.1.1 Zellkultur

Nach dem Absaugen des Néhrmediums erfolgte eine zweimalige Spiilung mit je 10 ml
PBS, anschlieend eine Ablosung der Zellen mit 800 pl GTC-Losung. Das viskose
Gemisch wurde jeweils mit einem Cell scraper (Falcon) zentrisch zusammengekratzt und
in eine sterile 2 ml Spritze (18 G Kaniile) aufgenommen. Die in ein 2 ml Eppendorf-Cap
iiberfiihrte Zellsuspension wurde mehrmals - zum Zwecke der mechanischen Zelllyse -
durch die Kantile in die Spritze aufgezogen. Der Zellsuspension wurden schrittweise 36 ul
2 M Natriumacetat pH 4, 800 pl Phenol (TE-gesdttigt) und 72 pl
Chloroform/Isoamylalkohol zugefiihrt und jeweils gevortext. Nach 15 min. Kiihlung (auf
Eis) erfolgte die Phasentrennung der Suspension mittels Zentrifugation (10.000 g, 20 min.,
4 °C). Die unterste Phase (entspricht der RNA-reichen, wiassrigen Phase) wurde separat in
ein neues 1,5 ml Eppendorf-Cap umpipettiert, mit 1 ml Isopropanol versetzt und mehrere
Stunden bei -20 °C gelagert. Das Prizipitat wurde erneut zentrifugiert (10.000 g, 20 min.,
4 °C), der Uberstand abgegossen. Das verbliebene RNA-Pellet wurde in 0,3 ml GTC-
Losung resuspendiert und erneut mit 1 ml Isopropanol mehrere Stunden bei —20 °C
prazipitiert. AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentifugation (10.000 g, 20 min., 4 °C),
Verwerfen des Uberstandes, Zugabe von 1 ml 75 % Ethanol und erneute Sedimentation.
Nach AbgieBen des alkoholischen Uberstandes wurde das RNA-Pellet in der SpeedVac
(Univapo 150 H, Uniquip, Unijet II, Refrigerated Aspirator) vakuumgetrocknet und in 50
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ul Wassers gelost. Die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde mit dem Uvicord II1
Photometer durchgefiihrt (s. 2.3.2). Das RNA-Konzentrat wurde bei -80 °C gelagert, um

spater weiteren Untersuchungen zugefiihrt zu werden.

2.10.1.2 Biopsie-Gewebe

Die Patienten, deren Gewebeproben in den Untersuchungen verwendet wurden, hatten vor
dem jeweiligen endoskopischen Eingriff ihre schriftliche Einwilligung zum
Verwendungszweck der geplanten Biopsien gegeben. Eine ausfiihrliche miindliche
Aufklarung war erginzend durchgefiihrt worden. Die gewonnen Gewebeproben (5
Biopsien aus einem anatomischen Abschnitt des Gastrointestinaltrakt pro Patient) wurden
primdr in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. Zur Verarbeitung wurden
die Biopsien abgewogen und in ein steriles Glasgefdl3 tiberfiihrt. Es wurde eine dem
Biopsiegewicht entsprechende Menge an GTC-Losung zugegeben und eine
Homogenisierung des Gewebes mit dem Teflon-Potter (200 U/min., 1-2 min.)
durchgefiihrt. Die folgende Extraktion entsprach dem Verfahren, welches fiir die
Zellkulturen Anwendung fand (s. 2.3.1.1).

2.10.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Je 1 pl der gelosten RNA wurden 499 pl Ampuva zugesetzt und in Quarzkiivetten im
Uvicord III-Photometer gemessen. Als standardisierte Nullwertprobe wurden 500 pl
Ampuva verwendet. Mit einem speziellen Messprogramm wurden die RNA-Konzentration
und die Reinheit der RNA (errechnet durch den Quotienten aus den Absorptionswerten bei
260 nm und 280 nm (Sollwert 1,6-2,0)) bestimmt. Die gesamte RNA-Menge konnte durch

Multiplikation mit dem Faktor 50 errechnet werden.

2.10.3 Gelelektrophorese der RNA

2.10.3.1 Probegel

1 pg Gesamt-RNA wurde in einem 1 % Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Laufkammer wurde mit 1 x TBE-Laufpuffer gefiillt. Das Probegel diente der optischen
Beurteilung der RNA-Menge.
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2.10.3.2 Blotgel

Sédmtliche Materialien waren vor Gebrauch mit RNAsen destruierenden Methoden
(Elimination mittels 0,5 Mol/l NaOH-Bad) behandelt worden. Anschlieend wurde das 1
% Formaldehyd-Agarosegel gegossen. 3,6 g Agarose wurden in 180 ml Ampuva
aufgekocht und unter Schwenken aufgeldst. Nach leichter Abkiihlung wurden 60 ml 5x
Formaldehyd / MOPS Laufpuffer, 53,7 ml 37 % Formaldehyd und 7 pl Ethidiumbromid
zugesetzt, um 300 ml in eine 13 x 25 cm Maxi-Gelkammer mit eingesetztem Kamm zu
tiberfithren. Nach Erhédrtung des Gels wurde dieses in die mit 1 x MOPS-Laufpuffer
gefiillte Gelkammer eingesetzt und somit vom Laufpuffer bedeckt. Jeder Probe (10-20 pg
Gesamt-RNA) wurde 14 ul Laufpuffer zugegeben. Durch Konzentrationsunterschiede
entstandene  Volumendifferenzen wurden mit Ampuva ausgeglichen. Die nun
volumenéquivalenten Proben wurden 15 min. im Wasserbad (65 °C) denaturiert und
umgehend auf Eis gestellt. Danach wurde jede Probe in eine Geltasche pippetiert. In die
erste  Geltasche wurden stets 3 ul Weightmarker gegeben. Danach wurde die
Gelelektrophorese iiber 12-14 h bei 30 V gefahren. Hierauf folgte das Baden wurde des
Gels in 10 x SSC und Aqua dest., um das Formaldehyd auszuwaschen. Das Gel wurde

unter UV-Licht fotodokumentiert und dem Diffusionsblotting zugefiihrt.

2.10.4 Diffusionsblot

Uber eine mit ca. 500 ml 10 x SSC gefiillte Glaswanne wurde eine Glasplatte gelegt. Ein in
seiner Breite exakt der Breite des Gels angepasster Streifen Filterpapier wurde mit 10 x
SSC durchtriankt und in Langsrichtung so iiber die Glasplatte gelegt, dass die beiden Enden
des Streifens deutlich im 10 x SSC-Puffer hingen. Das Gel wurde mit seiner Oberseite in
Léangsrichtung auf den Filtersteifen platziert. Eine der Gelfliche exakt angepasste
Nylonmembran (Hybond, Amersham) wurde in 10 x SSC getrinkt und flaichendeckend auf
das Gel gelegt. Auf die Nylonmembran kamen mehrere Lagen (1. Lage in 10 x SSC
getrankt!) Filterpapier (Whatman paper). Die Papierlagen wurden mit einer Glasplatte
beschwert. Wihrend des bis zu 14 h dauernden Diffusionsvorgangs wurden nasse
Filterpapiere mehrmals durch neue, trockene ausgetauscht, um eine rasche Diffusion
aufrecht zu erhalten. Danach wurde die Schichtseite (RNA-haltig) der Nylonmembran
markiert und die Ribonukleinsduren durch UV-Bestrahlung an die Membran fixiert. Unter
der UV-Lampe (Visualisierung der RNA-Banden) wurde der Streifen mit der den Weight-

marker fiihrenden Bahn abgetrennt und an beiden Streifen durch seitliches Einschneiden
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die Lauthohe der ribosomalen Banden (28 S und 18 S) markiert. Der Streifen mit dem

Bandenmarker wurde geférbt und in Folie eingeschweif3t.

2.10.5. Northern-Hybridisierung mit cDNA

Die RNA-enthaltende Nylonmembran wurde in eine Schraubflasche gegeben, welche mit
10-15 ml Prihybridisierungslosung (Rapid hybbuffer, Amersham oder selbst hergestellt (s.
2.1)) gefiillt worden war. Die Flache wurde im Hybridisierungsofen unter gleichméBiger
Rotation tiber mind. 3 h bei 65 °C inkubiert. Anschlieend wurde die jeweilige radioaktiv
(**P) markierte cDNA-Sonde zupipettiert und die Hybridisierung iiber mindestens 6 h
fortgefithrt. Nach Entsorgung der radioaktiven Losung wurden die Membranen mindestens
30 min. bei Raumtemperatur mit 2 x SSC, 1 % SDS gewaschen. Es folgten mehrere
Waschschritte unter steigender Temperatur (bis 75 °C), sinkendem Salzgehalt (bis 0,01 x
SSC, 0,1 % SDS), sowie kiirzeren Zeitintervallen. Die Variablen der Waschbedingungen
(Temperatur, Salzgehalt, Zeit) unterschieden sich abhéngig von der Sonde, der Membran
und der Inkubationsdauer stark. Sobald mit dem B-Counter eine Signalformation, welche
sich deutlich von den Umgebungssignalen der restlichen Membranflache unterschied,
detektiert werden konnte, wurde der Waschvorgang beendet und die feuchte Membran in
Folie geschweisst. SchlieBlich wurde sie bei —80 °C in einer metallenen Filmkassette

einem Kodak X-Omat- Film exponiert.

2.10.6 Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

2.10.6.1 Labeling mit ,,Rediprime Kit*“ (Amersham)

Es wurden fiir jeden Reaktionsansatz 25-50 ng der doppelstrangigen DNA-Sonden zu einer
dem Sondenvolumen angepassten Ampuva-Menge (Gesamtvolumen: 45 ul) pipettiert.

Das die doppelstringige DNA-Sonden enthaltende Gefdll wurde 5 min. im kochenden
Wasserbad platziert, um eine Dissoziierung in Einzelstrang-DNA zu erreichen. Die
umgehende Kiihlung des Gefilles auf Eis stabilisiert die Einzelstringe. Die
Einzelstrangsonde wurde zusammen mit 50 uCi = 5 pul [**P] dCTP-Nukleotid (110
TBg/mmol) in ein ,,Rediprime Kit“-Gefd gegeben und bei 37 °C 15 min. inkubiert.

2.10.6.2 Reinigung der radioaktiven DNA-Sonde
Nach dem Labeling wurden die Sonden durch Gelsdulen-Filtration von den freien,
radioaktiven (dCTP) und nicht radioaktiven (dATP, dTTP, dGTP) Nukleotiden gereinigt.

Die Sdulen wurden in Eigenarbeit zusammengebaut. Hierbei wurde eine Insulinspritze (die
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Nadelspitze war zuvor entfernt worden) mit Sephadex (Pharmacia), welches in TE-Puffer
gelost war, repetetiv aufgefiillt und zentrifugiert. Durch die Zentrifugation (1 min., 1000
rpm) konnte nicht gebundenes TE entfernt und eine funktionelle Sephadex G 25 Séule
aufgebaut werden. Auf diese Sdule wurden das Reaktionsgemisch und 2 x 50 pl TE
(,,Laufpuffer”) gegeben und nach Zentrifugation (1 min., 1000 rpm) das Eluat konserviert.
Von diesem wurden 2 pl entnommen und in 4 ml Szintillatorlésung (UltimaGold, Packard)
pipettiert. Somit konnte in einem B-Counter (TRI-CARB 1600 TR, Canberra, Packard) die
Aktivitdt (in cpm) gemessen werden. Mit diesem Wert wurde die spezifische Aktivitit
(cpm/pg DNA) errechnet. Fiir die Northern-Hybridisierung wurden 1.000.000 cpm fiir 1

ml Hybridisierungsldsung eingesetzt.

2.10.7 Verwendete cDNA-Sonden

Bei der Detektion der mRNA verschiedener Selenoproteine mittels Northern-
Hybridisierung wurden folgende cDNA-Sonden verwendet: cGPx, GPx-GI, pGPx, SeP,
TrxR1, SeW. Die cDNA-Sonde der c¢GPx bestand aus einem 850 bp langen DNA-
Fragment einer Rattenleber (Ho YS et al. 1988). Die Sonde der GPx-GI (bp 1-971) wurde
von Dr. F. F. Chu (Duarte, USA) bereitgestellt (Chu FF et al. 1993). Die TrxR1-Sonden
bestanden aus einem 1,4 kb groen Produkt (iiber ddPCR konstruiert) oder alternativ aus
einem 2,3 kb groBen Produkt, welches iiber 5'-RACE konstruiert worden war. Beide
TrxR1-Sonden wurden von Dr. N. Schiitze zur Verfligung gestellt (Schiitze N et al. 1998
(a)). Die SeW-Sonde (bp 1-758) wurde von Dr. M. Beilstein (Corvallis, USA)
bereitgestellt (Vendeland SC et al. 1995). Die mit RT-PCR aus der mRNA von HepG2-
Zellen klonierte SeP-Sonde stammte aus der Arbeitsgruppe von Prof. Kohrle. Fiir die
reverse Transkription wurden die Primer ID1 (-33 bis -14 der humanen SeP-cDNA (Hill
KE et al. 1991) und ID3 (875 bis 894) (E. Fekete, eigene Arbeitsgruppe) verwendet, die
anschlieBende Amplifikation wurde mit PCR durchgefiihrt. Das RT-PCR-Produkt (927 bp)
wurde in die Smal-Schnittstelle von pPBKSKII+ eingefiigt und das Plasmid in E.coli DH5a
transfiziert. Die cDNA-Sonde wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und BamHI
ausgeschnitten (Dr. I. Dreher, eigene Arbeitsgruppe). Auch die pGPx-Sonde wurde durch
Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe mit RT-PCR aus humaner Nieren-mRNA und HepG2-
mRNA hergestellt. Die reverse Transkription erfolgte mit dem Primer pGPx antisense (536
bis 514) der humanen pGPx-cDNA (70 bis 90) (Yoshimura S et al. 1994), die
Amplifikation mit PCR. Nach der Gelelektrophorese wurde die PCR-Bande aus dem Gel
eluiert und in den TA-Vektor kloniert. Das Ausschneiden der pGPx-cDNA aus dem

34



Plasmid erfolgte wiederum mit dem Restriktionsenzym EcoRI. Zur Kontrolle des
erfolgreich durchgefiihrten RNA-Blottings und der GleichméaBigkeit der aufgetragenen
RNA-Mengen wurden Hybridisierungen mit folgenden cDNA-Sonden durchgefiihrt:
GAPDH, B-Aktin oder 18 rRNA. Diese Gene werden von den verschiedenen Zellen relativ
konstant exprimiert und sind daher als Kontrollgene geeignet. Die GAPDH-cDNA
entstammte einer humanen fetalen Leber (ATCC; Nr. 57091), die B-Aktin cDNA (1200 bp
Insert + 150 bp des pBluescript Vectors (Dr. Mazoub, Boston, USA) aus Rattengewebe.

2.10.8 Restriktion der cDNA aus Plasmiden

Als Restriktionsenzyme fiir das Ausschneiden von cGPx-cDNA und SeW-cDNA aus
Plasmiden wurden Smal (Reaktionstemperatur: 25 °C) und EcoRV (Reaktionstemperatur:
37 °C) (beide von Gibco) gemdll dem Protokoll eingesetzt (3 U Enzym/pug DNA). Nach
mind. 6 h Reaktionsdauer wurde ein 5-fach Stop-Puffer zugesetzt und eine horizontale
Auftrennung im 1 % Agarosegel (mit Ethidiumbromid 500 ng/ml versetzt) durchgefiihrt.
Mit Hilfe des mitgelaufenen Weight-Markers wurde unter der UV-Lampe das
entsprechende Plasmidfragment mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die cDNA wurde aus
dem Gelstiick durch Versetzen mit dem Nucleotrap-Kit (Macherey - Nagel) entsprechend
dem High speed-Protokoll isoliert.
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3. Ergebnisse

3.1  Metabolisierung von Natrium-">Se-Selenit in Caco 2- und ST 23132-Zellen

Zur Untersuchung des Einbaus von Selenit in verschiedene Proteine von Caco 2- und ST
23132-Zellen wurde das Medium der Zellen zundchst auf 2 % FCS reduziert, um eine
Adaptation der Zellen an selenarme Bedingungen zu erzielen. Beide Zelllinien reagierten mit
Wachstumsverzogerung (Abb. 3.1). Nach 3 Tagen erfolgte schliel3lich die FCS-Depletion fir
12 h (ST 23132) oder 16 h (Caco 2), um den Zellen die Verarbeitung des noch vorhandenen

Selens zu erméglichen. AnschlieRend wurden die Zellen mit Natrium-"°Se-Selenit inkubiert.
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Abb. 3.1

Erreichte Zellzahlen in Millionen pro Tage in Zellkultur (Caco 2).
Legende: blau = Zellen kultiviert in 10 % FCS, rosa = Zellen kultiviert in 2 % FCS

3.2  Pulse Chase-Versuch bei Caco 2-Zellen

Nach einstiindiger Inkubation der Caco 2-Zellen mit 10 nM Natrium-""Se-Selenit (pulse).
erfolgte nach einem Mediumwechsel die Zugabe von 100 nM kaltem Selenit (chase) zum
FCS-depletierten Medium. Nach 24 h wurden die Zellen geerntet.

Im Pulse Chase-Experiment konnte keine hierarchische Metabolisierung des radioaktiven
Selenits festgestellt werden. Die beiden prominentesten Banden der zellularen Proteine im
Bereich 50-60 kDa und 20-25 kDa wiesen auch bei 24h "Se-Inkubation die starksten Signale
auf. Lediglich Banden im Bereich 30-45 kDa konnten in der Autoradiographie des Pulse
Chase-Experiments nicht detektiert werden. Alle anderen Banden waren zu jenen der 24 h

>Se-Inkubation beziiglich der Laufhéhe identisch, wenn auch von der Intensitat der Signale
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deutlich schwécher. Bei den extrazelluldren Proteinen wurden zwei Banden mit schwacher
(ca. 60 kDa) und extrem schwacher (Bereich 10-14 kDa) Intensitat detektiert — beide waren
nur in dem Medium der pulse-Phase zu finden, nicht jedoch in der chase-Phase. Die Bande
mit 60 kDa war nach 24 h "Se-Inkubation signalintensiver als nach 1 h, die Bande im
niedermolekularen Bereich (10-14 kDa) war nur bei den extrazelluldren Proteinen
(Ausnahme: chase-Phase) zu sehen. Aufgrund der relativ schwachen Intensitat der Banden

werden nur Autoradiogramme nach 24 h "Se-Inkubation gezeigt (Abb. 3.2 und 3.3).

3.3 Metabolisierung von Natrium-">Se-Selenit in Caco 2-Zellen nach 24 h Inkubation
Im Autoradiogramm der zelluldren Proteine konnten mindestens 10 Banden detektiert werden
(Abb. 3.2). Die Molekulargewichte der Proteinbanden wurden mit Proteinstandards ermittelt
und konnten teilweise bekannten Proteinen zugeordnet. 5 Banden waren im ungefdhren
Bereich 40-70 kDa, die mittlere, signalintensivste zeigte eine Masse von etwa 58 kDa und
kdnnte damit den Selenoproteinen SeP und/oder TrxR1/TrxR2 entsprechen. Eine eindeutige
Feststellung, welches der beiden Proteine vorliegt oder ob beide Proteine in Form einer
Doppelbande vorliegen, kann aufgrund des beinahe gleichen Molekulargewichts nicht
getroffen werden. Im Bereich 20-25 kDa waren mindestens 3 Banden sichtbar, wobei das
intensivste Signal etwa der Masse 22 kDa entsprach und damit der GPx-GI, fur die genau
dieses Molekulargewicht beschrieben wird, zuordenbar ist. Das Signal mit der Masse von 24
kDa entspricht wahrscheinlich der pGPx, die in der Literatur mit einem MG 25 kDa
beschrieben wird (Kéhrle J 1995). Die Bande mit MG 23 kDa durfte die cGPx darstellen.
Moglicherweise stellt die Bande im Bereich MG 14, die in einem Kontrollversuch in 3
Banden differenziert werden konnte, ein Korrelat zu Sell5 (Gladyshev VN et al. 1998 (a))
dar. Die Bande im Bereich 18 kDa konnte dem Protein Sell8 oder SelT (Behne D und
Kyriakopoulos A 2001) entsprechen. Fir die Banden im Bereich 26-45 kDa ist keine
Zuordnung zu bereits bekannten Selenoproteinen maglich.

Im Uberstand wurden insgesamt 4 Banden detektiert, davon 2 im Bereich 50-60 kDa. Die
hoher laufende Bande konnte das sezernierte SeP, die tiefere Bande TrxR1 darstellen. Die
Bande im Bereich 24 kDa konnte der ebenfalls sezernierten pGPx entsprechen. Ob die Bande
im Bereich 14 kDa mit dem intrazellularen Selenoprotein mit MG 14 kDa in Zusammenhang
steht und somit Sell5 reprasentiert, bleibt noch zu klaren.

Durch die Zugabe von Pefabloc® und/oder IT-Medium ergaben sich keine Anderungen im
Bandenmuster. Eine Ubersicht zur Zuordnung der beschriebenen Banden zu bestimmten

Selenoproteinen findet sich in Tab. 3.1.
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3.4  Metabolisierung von Natrium-"Se-Selenit in ST 23132-Zellen nach 24 h
Inkubation

In den ST 23132-Zellen liegt bei den zellularen Selenoproteinen ein identisches

Bandenmuster zu den Caco 2-Zellen vor, bei den extrazellularen Proteinen hingegen konnte

keine Bande MG 24 kDa nachgewiesen werden. Durch die Zugabe von Pefabloc® und/oder

IT-Medium ergab sich eine quantitative Bandenreduktion von 4 auf 1 im Massenbereich 26-

50 kDa.

Abb. 3.2a Abb. 3.2b
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Abb. 3.2

Autoradiogramm des SDS-PAGE intrazellularer Proteine von Caco 2- und ST 23132-Zellen nach "Se-

Inkubation (a = Gesamtgel, b = Ausschnitt des relevanten ProteingroRenbereiches)
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Abb. 3.3

Autoradiogramm des SDS-PAGE extrazellularer Proteine von Caco 2- und ST 23132-Zellen nach "Se-
Inkubation

Aufgrund der Viskositat der einzelnen Proben war eine quantitative Aquivalenz der cpm in
den einzelnen Geltaschen nicht gewéhrleistet. Somit blieb die Aussageféhigkeit der
Signalintensitat auf intrazellulare Unterschiede der einzelnen Proben beschrénkt. Die
massiven interzellularen Differenzen bezlglich der Intensitat einzelner Banden bedingten,
dass nicht alle beschriebenen Banden gezeigt werden. Eine Ubersicht zur Zuordnung der
beschriebenen Banden zu bestimmten Selenoproteinen findet sich in Tab. 3.1.
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Banden mit Caco 2 ST 23132 Zuordnung zu bekannten Selenoproteinen
MG (kDa) | Zz EZ Z EZ
>60 3 1 2-5 1 glykosyliertes SeP?, TrxR3?, Artefakte?
50-60 1+1 | 1 1+1 | 1 |SeP/ TrxR1 (jeweils 57 kDa), Bande<56 kDa unbekannt
26-50 1 %) 1-4 @5 | unbekannt, Artefakte durch Proteasen?, trunkiertes SeP?
24 1 1 1 1 |pGPx (25 kDa)
23 1 1? 1 1 |cGPx (23 kDa)?
22 1 %) 1 @ | GPx-GI (22 kDa)
~20 a1 %] @ @ | unbekannt/SelT?
~18 %) 1 & | unbekannt/Sel18?
~16 1 %) 1 @ | unbekannt/SelX?
~14 1 1 1 | @/1 |Sell5?
Tab. 3.1

Bandenmuster von Selenoproteinen in Caco 2- und ST 23132-Zellen nach Metabolisierung von Natrium-""Se-
Selenit

Legende: & = keine Bande erkennbar, Z = zelluldr, EZ = extrazellular

Die Anzahl der Banden in einem bestimmten Masse-Bereich (angegeben in kDa) wird mit Zahlen angegeben.
Unterschiedliche quantitative Befunde werden jeweils mit kleinster und groRter Anzahl aufgefiihrt. Fett

gedruckte Zahlen stehen fiir definierte Proteine unter mehreren Banden.

35  Ex vivo Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in Schleimhautbiopsien aus
dem Gastrointestinaltrakt

Die Biopsien aus unauffélliger Kolonmukosa, tubolovillésem Kolonadenom und jeweils
unauffélliger Korpus- und Antrumschleimhaut des Magens wurden mit SDS-PAGE und
anschlieRender Autoradiographie analysiert.

In Magenkorpus und -antrum fielen im Bereich 50-66 kDa eine starke und eine schwache
Bande auf, wobei erstere analog zu den Zellkulturen SeP und/oder TrxR zuordenbar war.
Auch hier ist eine Unterscheidung beider Proteine aufgrund ihres &hnlichen
Molekulargewichts von 57 kDa nicht mdglich. Die schwéchere, héher laufende Bande konnte
dem p66-Protein (Dreher 1 1997) oder der TrxR3 (Behne D und Kyriakopoulos A 2001)
entsprechen. Im Bereich 20-25 kDa waren 2 Banden detektierbar, die den Isoenzymen der
GPx-Familie zuordenbar sind. Im Bereich < 20 kDa fanden sich 2 weitere Banden. Die
signalintensivere und bei ca. 15 kDa liegende Bande konnte in Analogie zu den Zellkulturen

Sel15 entsprechen (Gladyshev VN et al. 1998 (a)).
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Die Schleimhautbiopsien des Kolons zeigten bei einer insgesamt schwacheren Badenintensitat
lediglich 3 Kklar abgrenzbare Banden im Bereich 50-60 kDa (SeP und/oder TrxR1/TrxR2), bei
ca. 24 kDa (GPx-Isoenzym) bzw. 15 kDa (Sel15).

Das Bandenmuster und die Signalintensitat der Banden beim Kolonadenom entsprachen dem
der normalen Kolonmukosa. Lediglich die Bande im Bereich 24 kDa zeigte ein
vergleichsweise sehr starkes Signal. Ob das Signal der GPx-GI, deren mRNA in Adenomen
sehr stark exprimiert wird (Mérk H et al. 2000), entspricht, kann mit diesem Versuch nicht
festgestellt werden.

Sowohl in der Mukosa des Magenantrums, als auch in der des Kolonadenoms wurde dartber
hinaus eine 29 kDa-Bande detektiert. Als mogliche Zuordnungen kommen Deiodasen, eine
trunkierte SeP-Isoform (Himeno S et al. 1996) oder ein Proteolyse-Produkt in Frage.

Auch die Uberstande der Gewebebiopsien wiesen ein einheitliches Bandenmuster auf,
welches als Korrelat der sezernierten Selenoproteine anzusehen ist. Eine breite, unscharfe
Bande bei 66 kDa konnte einem glykosylierten SeP entsprechen. Eine Bande bei etwa 57 kDa
kann sezerniertem SeP, eine weitere, bei 20-24 kDa, am wahrscheinlichsten der sezernierten
pGPx und eine dritte, bei ca. 14 kDa, moglicherweise Sell5 zugeordnet werden. Die in Abb.

3.4 sichtbaren Banden sind in Tab. 3.2 abermals zusammengefasst.

Banden | Antrum | Korpus | Kolon | Adenom | Zuordnung zu bekannten Selenoproteinen
mit MG

(kDa) |z Ez|z EZ|Z EZ| Z EZ

>60 [1]1]1?|1 1 |1?| 1 |glykosyliertes SeP?, TrxR3?

50-60 | 1 1|12 |1|1|1] 1 |SePund/oderTrxR1/TrxR2

29 1 o|o|a|a|a| 1| @ |Deiodase?, trunkiertes SeP?

20-:24 1 2112|111 |1]| 1 |GPx-Isoenzyme

16-18 | 2 | @ |22 | @ |2?| 1 |2?| 1 |Sell8?, SelX?, Proteolyse-Produkte?

14/35 |1 |11 |11 |1|1] 1 |Sel15?
Tab. 3.2

Bandenmuster von Selenoproteinen in Gewebebiopsien aus Magenantrum und -korpus, Kolonmukosa und
Kolonadenom nach ex-vivo Metabolisieung von Natrium-""Se-Selenit

Legende: & = keine Bande erkennbar, Z = zellulér, EZ = extrazellular, ? = fragliche Bande/n
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Abb. 34

Autoradiogramm des SDS-PAGE intra- und extrazellul&rer Proteine nach ex vivo Metabolisierung von Natrium-
Se-Selenit in Schleimhautbiopsien unauffilliger Kolonmukosa, eines tubolovilldsem Kolonadenoms sowie
unauffélliger gastraler Korpus- und Antrumschleimhaut
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3.6  Expression von Selenoproteinen in Zelllinien und Geweben

3.6.1 Selenoproteine in Caco 2- und ST 23132-Zellen

Die Zelllinien wurden mit Northern-Hybridisierung auf die Expression von mRNA der
Selenoproteine cGPx, pGPx, GPx-GI, TrxR1, SeW und SeP untersucht. In Caco 2- und ST
23132-Zellen wurde die mRNA der Selenoproteine pGPx, GPx-GI, TrxR1 und SeP detektiert
(Tab. 3.3, Abb. 3.8), fur cGPx und SeW konnten keine Signale nachgewiesen werden.

Caco 2 ST 23132
cGPx %) %)
pGPx ++ *(Mork H et al.1998)
GPx-Gl + +++
TrxR1 +++ +++
SeW & n.u.
SeP ++ BI+*(Mork H 1998)

Tab. 3.3
Detektion von mRNA verschiedener Selenoproteine im Northern-Blotting
Legende: +++ = starkes Signal, ++ = gut sichtbares Signal, + = schwaches Signal, & = kein Signal,

* = in anderen Arbeiten beschriebenes Signal, n.u. = nicht untersucht

3.6.2 Selenoproteine in der quergestreiften Muskulatur der Ratte
Im aufgearbeiteten Muskelstick konnten in der Northern-Hybridisierung keine

Selenoproteine detektiert werden.

3.6.3 Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch Ostradiol und
Ostrogenantagonisten in Caco 2-Zellen

Die Caco 2-Zellen wurden in diesem Experiment bei Zellkonfluenz 24 h unter den
standardisierten Kulturbedingungen mit unterschiedlichen 17-B-Ostradiol-Konzentrationen,
Tamoxifen 107 M, ICI 164,384 107 M oder kombiniert mit 17-p-Ostradiol und Tamoxifen
oder ICI 164,384 (ein synthetisches 7-a-Alkyl-Ostrogen-Analogon) inkubiert.

Als Kontrolle der Transkriptmenge wurde mit 18S-rRNA und GAPDH-cDNA hybridisiert.
Diese zeigten in samtlichen Proben optisch ahnlich starke Banden (Ausnahme Bande 2: E;
10°®%). Die GPx-GI-Transkription blieb durch die verschiedenen Ostradiol-Konzentrationen

im Vergleich zu unbehandelten Zellen unverandert, stieg bei alleiniger Tamoxifengabe und
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kombinierter Applikation von E, 107 M und Tamoxifen 107 M sowie E; 10" M und ICI 10
" M (kombiniert) in ahnlichem MaRe leicht an. Die Zugabe von 50 ul Ethanol induzierte die
grofte Steigerung an GPx-GI-mRNA-Transkription. Die pGPx erreichte lediglich bei Zugabe
von E, 10”7 M, der Kombination E, 107 M und Tamoxifen 107 M oder 50 ul Ethanol das
Transkriptionsniveau der unbehandelten Zellen. Die densitometrische Auswertung bestétigte
diese optische Beurteilung und wies zugleich bei Zugabe von 50 ul Ethanol erneut eine
Transkriptionssteigerung nach. Das densitometrisch festgestellte hohe Transkriptionsniveau
bei Zugabe von E, 10° M war aufgrund der schlechten Filmqualitat in der Bandenumgebung
zurlickhaltend zu interpretieren. Die TrxR1-mRNA-Expression sank mit fallenden E;-
Konzentrationen zunehmend gegeniiber den unbehandelten Zellen ab, lag bei Tamoxifen- und
ICI- bzw. bei kombinierter Gabe mit E; in etwa auf deren Transkriptionsniveau. 50 ul Ethanol

waren auch hier der starkste Transkriptionsstimulus.
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(Tamoxifen, ICI)

Abb. 3.5
Regulation von Selenoproteinen weinrot durch Ostradiol und dessen Antagonisten
Legende: blau = GAPDH, = GPX-Gl, = pGPx, =TrxR1

1 = Kontrolle, 2 = E,10°, 3 = E,107, 4 = E,108 5 = E,10°, 6 = ICI, 7 = Tamoxifen, 8 = E,107 + ICI, 9 = E,10”

+ Tamoxifen, 10 = Ethanol,
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3.6.4 Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch Ethanol in
Caco 2-Zellen

Das in den Stimulationsversuchen verwendete Ostradiol war in Ethanol gelost. Durch Zugabe
von steigenden Ethanolkonzentrationen sollte Uberprift werden, ob Ethanol selbst eine
regulative Wirkung auf die Transkription von Selenoproteine-kodierende-mRNA ausiibt.

Die zur Verfiigung stehende Stammldsung von Ostradiol (E,) war 10 M konzentriert, so dass
20 pl fiir eine Endkonzentration von 10° M (bzw. 2 ul fir 107 M) in 20 ml Nahrmedium
bendtigt wurden. Die damit in den Ostradiol-Stimmulationsversuchen additiven
Ethanolzugaben von 2 bzw. 20 ul (als Lésungsmittel fiir Ostradiol) fanden auch in diesem
separaten Versuch Einzug. Bei einer Gabe von 2 ul Ethanol waren keine auffalligen
Expressionsédnderungen bei den mRNAs von GPx-GI, pGPx, TrxR1 und SeP gegeniiber den
unbehandelten Caco 2-Zellen (Kontrolle) feststellbar. SeW und cGPx waren auch in diesen
Versuchen nicht nachweisbar. Im Kontrollversuch zeigte sich ein deutlicher Signalunterschied
fir GPx-GI innerhalb der unbehandelten Caco 2-Zellen (Abb. 3.4. Kontrolle I und II) und eine

Verminderung der pGPx-Expression bei Gabe von 2 ul Ethanol.
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Abb. 3.6

Regulierung der mRNA-Expression von GPx-GI und pGPx durch Ethanol (C,)

Legende: blau = pGPx, weinrot = GPx-GI

1 = Kontrolle I, 2 = Kontrolle 11, 3 = 0,002 ml Ethanol, 4 = 0,01 ml Ethanol, 5 = 0,02 ml Ethanol,
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6 = 0,05 ml Ethanol, 7 = 0,1 ml Ethanol, 8 = 0,2 ml Ethanol
Differentielle Expression von
Selenoproteinen in Abhiingigkeit von
Estradiol und Antidéstrogenen in
Caco 2 Zellen
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Abb. 3.7
Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch Ethanol, Ostradiol und Ostrogenantagonisten in

Caco 2-Zellen
Legende: Kontrolle = Caco-2 unbehandelt, E;10° = Ostradiol 10°°, E,107 = Ostradiol 107, E,10® = Ostradiol

108, E,10° = Ostradiol 10°, ICI = ICI 107, Tamoxifen = Tamoxifen 107, E,107 + ICI = Ostradiol 107 + ICI
107, E;107 + Tamoxifen = Ostradiol 107 + Tamoxifen 107, Ethanol = 20pl, TRR = TrxR1, gi-GPx = GPx-GlI

Der Zusatz von 20 ul Ethanol fiihrte zu einer Verminderung der mRNA-Expressison aller
detektierten Selenoproteine. Die densitometrisch beobachtete, massive Hochregulierung von
GPx-GI (im Kontrollversuch) erschien bei kritischer Betrachtung der entsprechenden Bande
am Rontgenfilm (Schmierenbildung unter- und oberhalb der Bande) fragwiirdig. Bei

Erhéhung der Ethanolkonzentration (Zugabe von 50-200 ul) zeigte sich ein sehr
uneinheitliches Bild beztiglich vermehrter oder verminderter mRNA-Transkription. Einzig die

GPx-GI vermochte unter diesen zunehmend toxischen Bedingungen ihr Transkriptionsniveau

anndhernd zu halten. Die Bande bei Gabe von 100 ul Ethanol war aufgrund der starken

Schmierenbildung nicht auswertbar.
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3.6.5 Einfluss von CO; und FCS auf die Expression von Selenoproteinen in

ST 23132-Zellen
ST 23132-Zellen wurden standardisiert bei 10 % CO,, 90 % Luft und 10 % FCS kultiviert
(Vollmers HP et al. 1993). In den Brutschranken des Institutes, in welchen alle Versuche
durchgefiihrt wurden, musste der CO,-Gehalt aus logistischen Griinden auf 7,5% gehalten
werden, wodurch die Vitalitdt und Proliferation der Zellen nach subjektiver Einschatzung
nicht negativ beeinflusst wurden. Fiir die Metabolisierungsversuche mit Natrium-""Se-Selenit
war eine mehrtadgige Reduzierung der FCS-Konzentration auf 2 % (Konditionierung) und
anschlieRend ein volliger FCS-Entzug (zur Selen-Depletion) tiber 12 h im Rahmen der "Se-
Metabolisierung notwendig. Zusatzlich musste aus logistischen Grinden eine weitere CO,-
Reduzierung auf 5 % wahrend der 12 stiindigen "°Se-Inkubation vorgenommen werden. Es
galt nun zu klaren, inwieweit diese ,,Stressfaktoren* das intrazelluldre Expressionsmuster der
Selenoproteine auf der Transkriptionsebene verschieben und damit ein falsches Bild tiber das
Proteinmuster vorgeben wirden. Mit diesem Hintergrund wurden die ST 23132-Zellen auf
quantitative Veranderungen bei der mRNA-Expression verschiedener Selenoproteine bei
CO,-Reduzierung und/oder FCS-Depletion untersucht.
Es konnten keine Banden nach Hybridisierung mit cDNA-Sonden fiur SeP, pGPx und cGPx
detektiert werden. Die 18s-Hybridisierung, welcher auch als densitometrischer Referenzwert
diente, zeigte, dass aus allen Proben RNA extrahiert worden war. Aufgrund groler
Schwankungen der eingesetzten RNA-Mengen basierte die Beurteilung der
Signalunterschiede auf den densitometrischen Daten. Die unter standardisierten Bedingungen
kultivierten Caco 2- und ST 23132-Zellen zeigten kaum quantitative Unterschiede bei der
Expression von GPx-GI und TrxR1. Die Stressfaktoren bedingten tendenziell eher eine
Steigerung der GPx-GI-mRNA-Expression sowie eine unbeeinflusste oder, bei vermindertem
CO,-Gehalt, reduzierte TrxR1-mRNA Expression (Abb. 3.5).
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Expression von Selenoproteinen in
St 23132 Zellen unter FCS-Depletion
und CO,-Mangelbedingungen

(
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FCS, 5% (
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Abb. 3.8

Einfluss von CO, und FCS auf die Expression von Selenoproteinen in ST 23132-Zellen

Legende: Kontrolle = Caco 2 und ST 23132 (+ FCS, 7,5 % CO,), -FCS = N&hrmedium ohne FCS, 5 % CO, =
verminderter und damit suboptimaler CO,-Gehalt im Brutschrank, TRR = TrxR1, gi-GPx = GPx-GlI
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Abb. 3.9

Stressinduzierte mMRNA-Expression von GPx-GI und TrxR1 bei ST 23132-Zellen

Legende: blau = GPx-Gl, weinrot = TrxR1, 1 = Caco 2 2 =-FCS 5 % + CO,, 3 =+FCS 5 % + CO,, 4 = -FCS
75% + CO,, 5=+FCS5% + CO,
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3.7  mRNA-Expression von Selenoproteinen im menschlichen Gastrointestinaltrakt

3.7.1 mRNA-Expressionsmuster der Selenoproteine in den verschiedenen Abschnitten
des gesunden menschlichen Gastrointestinaltrakts

In dieser Untersuchung fanden ausschlief3lich Biopsien von Patienten Einzug, deren Routine-

Biopsien histologisch  keine  Pathologie zeigten und deren  makroskopischer

Schleimhautaspekt endoskopisch unaufféllig war. Systemische Erkrankungen (z. B.

Stoffwechselerkrankungen, Malignome) und systemisch bzw. lokal im Gastrointestinaltrakt

wirkende Medikamente stellten Ausschlusskriterien dar.

TR

SeP

pGPx

GPx-Gl

B-actin

Abb. 3.10

MRNA-Expressionsmuster der Selenoproteine in den verschiedenen Abschnitten des gesunden menschlichen
Gastrointestinaltrakts

Legende: 1 = Osophagus, 2 = Magenkorpus, 3 = Magenantrum, 4 = Duodenum, 5 = terminales Ileum, 6 = Kolon

ascendens, 7 = Kolon descendens, 8 = Rektum, TR = TrxR1
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Die Biopsien von 5-10 verschiedenen Patienten (5 Biopsien pro Abschnitt) wurden
entsprechend ihres Entnahmeortes gepoolt. Die Gewebepools aus Osophagus, Magenkorpus,
Magenantrum, Duodenum, terminalem Illeum, Kolon ascendens, Kolon descendens und
Rektum wurden der RNA-Extraktion zugefihrt und nach gelelektrophoretischer Auftrennung
mit spezifischen cDNA-Sonden mittels Northern-Hybridisierung auf die mRNA
verschiedener Selenoproteine untersucht.

Nach Hybridisierung mit cGPx und SeW zeigten sich keine spezifischen Signale, hingegen
fand sich fur TrxR1, SeP, GPx-GI und pGPx eine differentielle mRNA-Expression. TrxR1-
und SeP-mRNA fanden sich in Osophagus, Duodenum, Kolon und Rektum. In Antrum und
terminalem lleum waren keine Signale, im Korpus nur TrxR1 detektierbar. Die SeP Signale in
Osophagus, Duodenum und besonders in Kolon und Rektum waren sehr intensiv (Abb. 3.9).
pGPx wies ein deutliches Signal im Osophagus und etwas schwachere, gleichmaRige Signale
in allen anderen Abschnitten auf. Bei der GPx-GI wurden in Osophagus, Antrum, Kolon und
Rektum starke, in Korpus, Duodenum und terminalem lleum lediglich sehr schwache Signale
gefunden. Die Ergebnisse konnten in weiteren Biopsieanalysen reproduziert werden. Die

Northern-Blots sind in Abb. 3.10 dargestellt, Tab. 3.3 zeigt eine Zusammenfassung der

Ergebnisse.
GPx-GlI pGPx cGPx TrxR1 SeP Sew

Osophagus + + %) + + %)
Antrum + + %) + %) %)
Korpus + + %) + %) %)
Duodenum & + %) + + %)
terminales lleum %) + %) %) %) %)
Kolon ascendens + + %) + + %)
Kolon descendens + + %) + + %)
Rektum + + %) + + %)

Tab. 3.4
Zusammenfassung der mRNA-Expression verschiedener Selenoproteine in unterschiedlichen Abschnitten des
menschlichen Gastrointestinaltrakts

Legende: + = mRNA im Northern-Blot nachweisbar, & = mRNA nicht nachweisbar
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3.7.2 Veranderungen des mRNA-Expressionsmusters der Selenoproteine in
Magenmukosa bei verschiedenen gastralen Erkrankungen

Aus Magenkorpus und Magenantrum wurden bei Patienten mit Erkrankungen des Magens
endoskopisch Biopsien (je 5 Biopsien pro Abschnitt) enthommen, um mittels Northern-
Hybridisierung die Expression verschiedener Selenoproteine zu untersuchen. Auf diesem
Weg sollte Uberpriift werden, ob in pathologisch veréanderter Magenschleimhaut im Vergleich
zu gesunder Mukosa ein verandertes Expressionsmuster verschiedener Selenoproteine
vorliegt. Die untersuchten Biopsien setzten sich zusammen aus Typ B-Gastritis, Typ A-
Gastritis, Magenkarzinom  (Narbenkarzinom im  Antrum) und Magenlymphom
(histopathologische Diagnosen), wobei aus dem Magenmalignom aus dem tumorfreien
benachbarten Gewebe biopsiert wurde. Als Referenzprobe wurde eine histologisch
unaufféllige Mehrfachbiopsie verwendet. Im Ergebnis wurden keine Banden nach
Hybridisierung mit cGPx und SeW gefunden. Aufgrund der schlechten Filmqualitdt mit
schwachen Banden werden nur die densitometrischen Daten gezeigt (Abb. 3.11, 3.12). Die
Hybridisierung mit GAPDH diente als quantitative Referenz der mRNA. Im Magenantrum
und -korpus fanden sich TrxR1, pGPx und GPx-GIl. Die GAPDH-Hybridisierung zeigte, dass
alle Biopsien mRNA (Antrum > Korpus) enthielten. TrxR1 wurde in allen Biopsien des
Antrums exprimiert. Die Hp-negativen Gastritisbiopsien waren aus technischen Griinden
nicht auswertbar. Den densitometrischen Werten zufolge wurde die TrxR1, verglichen mit
gesunder Antrumschleimhaut, in den pathologisch verdnderten Antrumbiopsien vermindert
exprimiert, lediglich bei Typ A-Gastritis fand sich eine gesteigerte TrxR1-Expression. Die
GPx-GI konnte in allen Antrumbiopsien detektiert werden: Sie war optisch (Rontgenfilm),
wie auch densitometrisch in allen (Ausnahme Patient Nr. 2 mit Hp-negativer Gastritis)
krankhaft veranderten Antrumbiopsien gegeniber der gesunden Mukosa vermehrt exprimiert.
Die pGPx-mRNA im Antrum wurde in allen Proben mit relativ schwachen Banden detektiert.
Eine vermehrte mRNA-Bildung fand sich bei den Biopsien mit pathologischen
Verénderungen wie Hp-negativer und Typ A-Gastrits. Bei der Hp-positiven Gastritisbiopsien
des Antrums blieb die pGPx-Expression gegeniiber gesunder Antrumschleimhaut
unveréandert.

TrxR1 und pGPx wurden in sé&mtlichen Korpusbiopsien mit krankhaften
Mukosaverédnderungen gegenuber der gesunden Korpusschleimhaut vermindert exprimiert.
Ein gegenldufiges Bild bot sich bei der Betrachtung der GPx-GI-Expression. Mit Ausnahme

der Korpusbiopsien mit dem histopathologischen Befund einer Hp-negativen Gastritis
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(uneinheitlich gesteigerte, verminderte oder fehlende GPx-GIl-Expression) wiesen alle
anderen pathologisch veranderten Korpusbiopsien eine gesteigerte GPx-GI-Transkription auf.
Die Deskription dieser Befunde basierte maRgeblich auf der densitometrischen Auswertung,
welche aufgrund wvon zahlreichen, individuellen Einstellungsmdglichkeiten hé&ufig
Untersucher-abhangig ist.
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1 2 3 4 5 8
Biopsien verschiedener Patienten
Abb. 3.11
MRNA Expression von TrxR1, GPx-Gl, pGPx in pathologischen Antrumbiopsien,
Legende: blau = TrxR1, weinrot = GPx-Gl, = pGPx, 1 = gesunde Mukosa, 2-4 = Gastritis ohne Hp-

Nachweis, 5-7 = Hp-positive Gastritis, 8 = Typ A-Gastritis

52



800
700
600
500
400
300
200
100

relativer Expressionsunterschied

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Biopsien verschiedener Patienten

Abb. 3.12

MRNA-Expression von TrxR1, GPx-GI und pGPx in pathologischen Korpusbiopsien

Legende: blau = TrxR1, weinrot = pGPx, = GPx-Gl, 1 = gesunde Mukosa, 2-4 = Gastritis ohne
Hp-Nachweis, 5-7 = Hp-positive Gastritis, 8 = Typ A-Gastritis, 9 = Magen-Lymphom, 10 = Magenkarzinom
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4. Diskussion

4.1  Metabolisierung von Natrium-">Se-Selenit in Caco2- und ST 23132-Zellen

4.1.1 Pulse Chase-Versuch bei Caco 2-Zellen

Im Pulse Chase-Experiment war keine hierarchische Metabolisierung des radioaktiven
Selenits feststellbar. Die beiden prominentesten Banden der zelluldren Proteine im Bereich
50-60 kDa als mutmalliche Représentanten von SeP und/oder TrxR1/TrxR2 und bei 20-25
kDa (Glutathionperoxidasen) wiesen auch bei 24 h "Se-Inkubation die starksten Signale auf.
Lediglich Banden im Bereich von 30-45 kDa konnten in der Autoradiographie des Pulse
Chase-Experiments nicht detektiert werden - alle anderen Banden waren zu denen der 24 h
>Se-Inkubation beziiglich der Laufhéhe identisch, wenn auch von der Intensitat der Signale
deutlich schwécher. Bei den extrazelluldren Proteinen wurden zwei Banden mit schwacher
(ca. 60 kDa) und extrem schwacher Intensitidt (Bereich 10-14 kDa) gefunden. Beide sind
lediglich in dem Medium der pulse-Phase zu finden, die chase-Phase zeigt kein markiertes
extrazelluléres Protein.

Die Differenzen der Bandenintensitaten bei Kurzzeitexposition (pulse), fehlender Exposition
(chase) und Langexposition (24 h-Inkubation) mit radioaktivem Selenit als markiertes
Substrat deuten auf eine kontinuierliche Translation der detektierten Selenoproteine ohne
praferenzielle Versorgung bestimmter Proteine hin. Die fehlenden Banden im Bereich 30-45
kDa in der pulse-Phase, fir die es in der Literatur keine passenden publizierten Daten gibt,
durften Proteinfragmenten entsprechen, die im Rahmen der beobachteten, zunehmenden
Wachstumsverzdgerung und der Apoptose durch Proteasen bedingt entstanden sind. Fir diese
Annahme spricht die Reduzierung der intrazellularen Banden von 4 auf 1 im beschriebenen
Bereich nach Zugabe eines Proteasen-Inhibitors (Pefabloc®) in das Nahrmedium bei 24 h-
Inkubationen. Auch Dreher beobachtete bei Se-Inkubation von LLC-PK 1-Zellen
(Nierenzellen) eine zeitabhangige Proteolyse mit dem zeitweise Auftreten einer Bande >30
kDa bei zeitgleichem Intensitatsverlust einer priméren Bande im Bereich 66 kDa (Dreher |
1997). In der Arbeit von Tujebajeva bedingten andere Protease-Inhibitoren kein verandertes

Bandenmuster der Selenoproteine verschiedener Zelllinien (Tujebajeva R et al. 2000).

4.1.2 Metabolisierung von Natrium- "Se-Selenit in Caco 2- und ST 23132-Zellen nach
24 h-Inkubation
Die signalintensivste Bande im Bereich 40-70 kDa der zellularen Proteine hat die Masse von etwa

58 kDa und konnte damit den Selenoproteinen SeP und/oder TrxR1/TrxR2 entsprechen. Eine

54



eindeutige Feststellung, welches der beiden Proteine vorliegt oder ob beide Proteine in Form einer
Doppelbande vorliegen, kann aufgrund des beinahe gleichen Molekulargewichts nicht getroffen
werden. Die eindeutige Festlegung, ob die Bande TrxR1 oder TrxR2 reprasentiert, kann aufgrund
des identischen Molekulargewichts nicht getroffen werden, wenngleich die Datenlage klar fur
TrxR1 spricht (TrxR2 ist die mitochondriale Isoform, TrxR1 mit all seinen Funktionen (Kap.
1.5.2.) wurde als Protein bereits in zahlreichen Geweben intra- und extrazellular nachgewiesen).
In der Literatur wird das Molekulargewicht der TrxR1 mit 57 kDa (Tamura T und Stadtman TC
1996) bzw. 58,1 kDa (Miller S et al. 2002) und das von SeP (abhdngig von der jeweiligen
Zelllinie) mit 57-60 kDa (Tujebajeva R et al. 2000) angegeben. Tujebajeva und Mitarbeiter wiesen
ebenso nach, dass Deglykosylierung von SeP die molekulare Masse um bis zu 19 kDa reduzieren
kann und spekulieren dariber hinaus, dass trunkiertes oder deglykosyliertes SeP
Molekulargewichte zwischen 26 und 61 kDa aufweisen kann (Tujebajeva R et al. 2000). Da auf
MRNA-Ebene lediglich die Caco 2-Zellen SeP und TrxR1, die ST 23132 hingegen nur TrxR1
exprimierten, kénnte es sich bei dem nach extrazelluléar sezernierten Protein durchaus um TrxR1
handeln.

Die 3 Banden im Bereich 20-25 kDa entsprechen der GPx-GI (22 kDa), der cGPx (23 kDa) und
der pGPx (24 kDa), wobei letztere in der Literatur mit einem MG von 25 kDa beschrieben wird
(Kohrle J 1995). Andererseits konnte die cGPx-mRNA im Rahmen dieser Arbeit weder in
Zellkulturversuchen noch im menschlichen Gastrointestinaltrakt nachgewiesen werden. Kontrér
hierzu steht die Arbeit von Tham und Mitarbeitern, in welcher eine cGPx-Expression in humaner
Kolonschleimhaut nachgewiesen wurde (Tham DM et al. 1998). Bei der Zuordnung der 24 kDa-
Bande muss ebenso die PHGPx, deren Molekulargewicht mit 24,4 kDa angegeben wird (Miller S
et al. 2002), in Erwdgung gezogen werden. Da die PHGPx jedoch gegeniiber den anderen
Glutathionperoxidasen in den meisten Geweben (Ausnahme Testes) und Zelllinien vermindert
exprimiert wird, erscheint dies unwahrscheinlich. Moglicherweise stellt die Bande im Bereich MG
14 kDa ein Korrelat zu dem neu beschriebenen Selenoprotein Sell5 mit einem Molekulargewicht
von 15 kDa (Gladyshev VN et al. 1998 (a), Behne D und Kyriakopoulos A 2001) dar. Wie in 3.2.5
gezeigt wurde, wird GPx-GI-mRNA unter FCS-Entzug (gleichbedeutend mit Selenmangel)
vermehrt exprimiert. Dieser Befund wird in der Literatur in vitro (Caco 2- Zellen) bestétigt, im
Gastrointestinaltrakt von Ratten bleibt die GPx-GIl-Genexpression unter Selenmangel jedoch
unverandert (Wingler K et al. 1999).

Fur die Banden im Bereich 26-45 kDa ist keine Zuordnung zu bereits bekannten Selenoproteinen
moglich. Diese sind, wie in 4.1.1 erldutert, als Proteolyseprodukte zu betrachten. In der bereits
zitierten Arbeit von Tujebajeva wurde in mit "Se gelabelten CHO-Zellen ebenfalls eine
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zusétzliche 45 kDa-Bande beschrieben und als trunkierte SeP-Form interpretiert (Tujebajeva R et
al. 2000).

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass beide Zelllinien analog GPx-Gl, cGPx, pGPX,
Sell5 und SeP und/oder TrxR1 exprimieren und kontinuierlich cGPx, pGPx, Sell5 und SeP
und/oder TrxR1 sezernieren. Damit steht neben der bereits etablierten humanen
Kolonkarzinomzelllinie Caco 2 die Magenkarzinomzelllinie ST 23132 als geeignetes in vitro-
Modell zur Untersuchung molekularer Regulationsmechanismen von Genexpression und

funktioneller Aktivitat zur Verfligung.

4.2  Ex vivo Metabolisierung von Natrium-""Se-Selenit in Schleimhautbiopsien aus
dem Gastrointestinaltrakt

4.2.1 Magen

Die in Magenkorpus und -antrum detektierte intra- und extrazellulare Bande im
Massenbereich 50-66 kDa konnte SeP und/oder TrxR1 darstellen, eine Unterscheidung
bezliglich des Molekulargewichtes ist, wie in 4.1.2 ausgefiihrt, wiederum nicht maoglich. In
der eigenen Arbeit konnte die SeP- und TrxR1-mRNA in beiden Magenkompartimenten
(Kap. 3.3.1, 3.3.2), in den gepoolten Mukosabiopsien jedoch die TrxR1-mRNA nur im
Antrum nachgewiesen werden (Kap. 3.3.1, Mork H et al. 1998 ). Damit erscheint eine
Translation von SeP und TrxR1 im humanen Magen als sicher. Bei einer héher laufenden
Bande konnte glykosyliertes SeP vorliegen (J. Kohrle, pers. Mitteilung), TrxR3 (MG 65 kDa)
erscheint aufgrund seiner bevorzugten Expression im Hoden der Maus nicht das
korrespondierende Selenoprotein fiir diese Bande darzustellen. Der Einsatz von Polyhistidin-
spezifischen Antikdrpern zum SeP-Nachweis im Western-Blot (Tujebajeva R et al. 2000)
kdnnte zur genaueren Analyse der 60 kDa-Bande dienlich sein.

Die im Magenantrum detektierte Bande mit 29 kDa ist einerseits bezliglich des
Molekulargewichtes als moglicher Vertreter der Deiodasen, fur deren Untereinheiten die
Molekulargewichte 27 kDa (5°-Dl), 29 kDa (5°-DII) und 32 kDa (5-D) angegeben werden
(Kohrle J 2000), interpretierbar, andererseits wurde bisher noch keine Deiodase im humanen
Magen nachgewiesen. Eine trunkierte SeP-Isoform (Himeno S et al. 1996, Tujebajeva R et al.
2000) oder ein Proteolyseprodukt sind als alternative Erklarung denkbar (J. Kohrle, pers.
Mitteilung). Auf der Grundlage der eigenen Ergebnisse zum Verteilungsmuster der
Selenoproteine im humanen Gastrointestinaltrakt mittels Northern-Hybridisierung (Kap.
3.3.1, Mork H et al. 1998) sind die 2 intrazelluldren Banden im Massenbereich 20-24 kDa als
pGPx und GPx-GI interpretierbar. Eine cGPx-Expression war im humanen Magen nicht
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nachweisbar (Kap. 3.3.1, Mork H et al. 1998), eine PHGPx-Expression wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht, ist allerdings fur den humanen Magen bisher noch nicht beschrieben worden.
Die extrazellulare Bande konnte pGPx sein, da dessen Sekretion in das extrazelluldare
Kompartiment bekannt ist (Takahashi K et al. 1987), wobei der humane Magen als additiver
Produktionsort fiir pGPx neben der Niere erstmals in dieser Arbeit beschrieben wurde (Kap.
3.3.2, Mork H et al. 1998). Die beiden intrazelluldaren Banden im Massenbereich 16-18 kDa
kdnnten proteolytischer Natur sein; vorstellbar ware auch eine Assoziation zu dem von Behne
beschriebenen 18 kDa Selenoprotein (Behne D und Kyriakopoulos A 2001). Ob die intra- und
extrazellular detektierbare Bande im Bereich 14/15 kDa Sel15 (Gladyshev VN et al. 1998 (a),
Behne D und Kyriakopoulos A 2001) entsprechen kdnnte, bleibt noch zu untersuchen.

Zusammenfassend koénnen eine gastrale Transkription und Translation und wohl teilweise
luminale Sekretion von SeP, TrxR1, pGPx und GPx-GI angenommen werden, was angesichts
des hohen oxidativen burst auch sinnvoll erscheint. Allen vier Selenoproteinen werden
antioxidative Funktionen attestiert, womit ihre Présenz in der Magenmukosa essentiell sein
kdnnte. Weiterhin ist ein weitgehend konformes Expressionsmuster von Selenoproteinen des
Magens und der Magenkarzinomzelllinie ST 23132 festzustellen. Eine teilweise

Ubertragbarkeit von in vitro-Daten auf in vivo-Situationen wird hierdurch legitim.

4.2.2 Kolon und Kolonadenom

In der Kolonschleimhaut waren 3 klar abgrenzbare Banden intra- und extrazellular
feststellbar, die im Bereich 50-60 kDa SeP und/oder TrxR, und 15 kDa Sell5 zugeordnet
werden konnten. Ob das Signal im Bereich 20-24 kDa der GPx-GI, deren mRNA in
Adenomen stark exprimiert wird, oder der pGPx, deren mRNA in Adenomen unveréndert
nachweisbar ist (Mork H et al. 2000), entspricht, kann mit diesem Versuch nicht festgestellt
werden. Das intra- und extrazelluldre Bandenmuster beim Kolonadenom entsprach dem der
normalen Kolonmukosa, die Signalintensitat der Banden war im Bereich 50-60 kDa gleich.
Jedoch erscheint die Bande im Bereich 20-24 kDa beim Adenom gegeniber der umgebenden
Mukosa deutlich starker (intra- und extrazelluldr). Das vermutete Sell5 hat ebenso beim
Adenom eine stdrkere Signalintensitat.

Aufgrund der Befunde von Mork ist anzunehmen, dass die 57 kDa-Bande in der
adenomatdsen Schleimhaut schwerpunktmaf3ig der TrxR1 entspricht, da die TrxR1-mRNA in
der Schleimhaut kolorektaler Adenome gegenuber normaler Kolonschleimhaut unverandert
bleibt, die SeP-mRNA jedoch deutlich vermindert exprimiert wird (Mérk H et al. 2000). Die
Daten derselben Arbeit legen auch den Schluss nahe, dass das Signal im Bereich 20-24 kDa
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der GPx-GI entspricht, deren mRNA - wie bereits erwahnt - in Adenomen stark transkribiert
wird. Tham und Mitarbeiter zeigten in Metabolisierungsexperimenten mit **S-Methionin und
anschlieBenden Western-blotting in humanen Kolonbiopsien eine Expression von cGPx und
pGPx, wobei letztere zusétzlich sezerniert wird (Tham D et al. 1998). Unter Bericksichtigung
der zuletzt zitierten Arbeit muss bei der Interpretation der 20-24 kDa Bande Zurtickhaltung
gelbt werden. Eine bessere Unterscheidung ware mittels Western-blotting denkbar.

Der im Rahmen dieser Arbeit erbrachte Nachweis einer breiten Genexpression (SeP, TrxR1,
pGPx und GPx-GI) und Translation von Selenoproteinen in der kolorektalen Mukosa flihrte
zu der Frage, ob in kolorektalen Adenomen ein veréndertes Expressions- oder
Funktionsmuster derselben vorliegt. Ein erstes Indiz fir eine verstirkte Expression von
Selenoproteinen, welche mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht werden, wie
beispielsweise die GPx-GI (Chu FF et al. 1996) oder Sell5 (Kuramaswany E et al. 2000),
ergab sich somit aus diesem Versuch. Mork ging dieser angedeuteten Verknipfung von
verénderter Selenoproteinexpression bei Kolonadenomen nach und konnte spéter eine inverse
Regulierung von SeP-mRNA (| ) und GPx-GI-mRNA ( 1) in der Mukosa von Adenomen
nachweisen (Mdérk H et al. 2000). Die Frage, ob eine Reduzierung der lokalen SeP-Produktion
zugunsten einer vermehrten GPx-GI-Bildung stattfindet oder die SeP-Verringerug eine Art
Erstereignis mit einhergehender erhdhter Anfalligkeit fir oxidative Zellschaden darstellt, wird
in Kap. 4.4.1 nochmals ausfuhrlich diskutiert. Der GPx-GI kame dann eine Art

»Ausputzerrolle” zu.

4.3  Expression von Selenoproteinen in Zelllinien und Geweben

4.3.1 Selenoproteine in Caco 2- und ST 23132-Zellen

In dieser Arbeit konnte in keiner der verwendeten Zelllinien mittels Northern-Hybridisierung
cGPx oder SeW nachgewiesen werden. Caco-2 Zellen zeigten eine deutliche Expression der
pGPx-mRNA, die pGPx konnte auch in den ST 23132 Zellen erstmals nachgewiesen werden.
GPx-GI- und TrxR1-Signale waren in Caco 2- und ST 23132-Zellen, SeP in Caco 2-Zellen, nicht
aber in ST 23132 nachweisbar. Mork konnte zwischenzeitlich auch in ST 23132-Zellen die SeP-
mRNA nachweisen (Moérk H 1998). Die SeP-Expression in HepG2-Zellen (humane
Leberzellkarzinom-Zelllinie) war bereits publiziert worden (Dreher 1 1997). Hiermit wurde
erstmals flir die beiden gastrointestinalen Tumorzelllinien Caco-2 und ST 23132 ein
Expressionsmuster bekannter Selenoproteine erstellt. Aufgrund der breit gefacherten Expression
von Selenoproteinen (mit Ausnahme von SeW und cGPx) eignen sich beide Zelllinien als in vitro-

Modell zu Studien Uber molekulare Regulationsmechanismen von Genexpression und
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funktioneller Enzymaktivitdt gastrointestinaler Selenoproteine. Wie bereits in Kap. 4.1.2
angefihrt, zementiert die in dieser Arbeit nachgewiesene Translation vieler Selenoproteine in den
Zelllinien (insbesondere bei ST 23132) deren Etablierung als reprasentative Zellkultur fur das
entsprechende gastrointestinale Kompartiment. Letzteres kann auch durch die gute
Ubereinstimmung der in vivo- und in vitro-Daten beziiglich der Genexpression untermauert
werden.

Aus technischen Grinden konnte eine interne Kontrolle (Muskelgewebe der Ratte) zum Nachweis
von SeW-mRNA nicht adéquat eingesetzt werden. Da die RNA-Ausbeute minimal war, konnten
keine Northern-Signale detektiert werden.

4.3.2 Regulation der mRNA-Transkription von Selenoproteinen durch Ostradiol und
Ostrogenantagonisten in Caco 2-Zellen
Aufgrund der moglichen kanzeroprotektiven Effekte von Selen (Clark LC et al. 1996) und
Ostrogenen (Calle EE et al. 1995) im unteren Gastrointestinaltrakt, die sich in einer deutlich
geringeren Inzidenz kolorektaler Karzinome widerspiegeln, wurde in dieser Arbeit der
Einfluss von Ostrogenen auf die Genexpression verschiedener Selenoproteine untersucht. In
diesem Zusammenhang sollten auch, schon aufgrund seiner tberragenden Stellung bei der
hormonellen Therapie des Mammakarzinoms, die molekulare Wirkung des partiellen
Ostrogenantagonisten Tamoxifen und des reinen Ostrogenrezeptorantagonisten ICI
hinsichtlich Genexpression verschiedener Selenoproteine untersucht werden. Zudem soll
Tamoxifen zu einer Erhohung des relativen Risikos fiir die Entwicklung kolorektaler
Karzinome flhren (Grodstein F et al. 1999). Da zum Zeitpunkt der Projektplanung und -
durchfuhrung keinerlei publizierte Daten oder eigene Erfahrungen Uber eine Interaktion von
Ostrogen mit Selenoproteinen auf genomischer oder proteinchemischer Ebene existierten,
sollte eine Art Screening durchgefiihrt werden, um erste Ansatzpunkte fir dann folgende,
fundiertere Fragestellungen zu finden.
Ostradiol (E,)
Die Zugabe von steigenden E,-Konzentrationen zum N&hrmedium hatte keinen Effekt auf die
Expression der GPx-GI-mRNA. Sowohl pGPx als auch TrxR1 reagierten mit einer leichten
Verminderung der jeweiligen Genexpression.
Tamoxifen
Wahrend Tamoxifen zu einer beinahe um den Faktor 4 gesteigerten GPx-GI- und einer leicht
erhohten TrxR1-Genexpression fuhrte, wurde bei der pGPx eine Reduzierung der

Transkription induziert
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ICI

Der reine Ostrogenrezeptorantagonist fiinrte, wie Tamoxifen, zu einer gesteigerten GPx-GI-
und TrxR1-Genexpression sowie zu einer verminderten pGPx-Expression. Die GPx-Gl-
Induktion war dabei lediglich um den Faktor 2 erhoht.

Kombinierte Gabe von Ostradiol (E;) mit Tamoxifen oder ICI

Beide Kombinationen fuhrten zu einer starken Induktion der GPx-GI-mRNA (Faktor 4-5),
einer leichten Induktion der TrxR1-mRNA, wohingegen die Transkription der pGPx
unbeeinflusst blieb.

Ethanol

Die eindrucksvolle Erh6hung der Genexpression aller drei Selenoproteine, insbesondere aber
der GPx-GI-mRNA (Faktor 6) lieR sich in den Kontrollversuchen nicht reproduzieren. Es
zeigte sich vielmehr ein uneinheitliches Bild mit teilweise reduzierter GPx-GI-mRNA-
Expression unter Ethanolzugabe. Lediglich die pGPx wurde durch Ethanol vermehrt
transkribiert. Bezlglich der Tatsache, dass regelmaRiger Alkoholkonsum einen Risikofaktor
fir das kolorektale Karzinom darstellt, ist die Frage, ob dies auch im Zusammenhang mit
einer GPx-Gl-Uberexpression stehen kénnte, noch nicht abschlieRend beantwortet.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Regulation der GPx-GI-mRNA auf
Genebene mit den epidemiologischen Daten einhergeht. Tamoxifen (wie auch ICI), ob alleine
oder kombiniert mit Ostradiol verabreicht, filhrte zu einer deutlich gesteigerten GPx-GI-
Genexpression. Da in kolorektalen Adenomen die GPx-GI-Genexpression deutlich erhoht ist
(Mork H et al. 2000) und Tamoxifen die Inzidenz von kolorektalen Karzinomen erhoht
(Grodstein F et al. 1999), konnte diese mdgliche molekulare Genregulierung mit der
epidemiologischen Beobachtung in einem kausalen Zusammenhang stehen. Umgekehrt kann
die Beobachtung, dass Ostradiol die GPx-Gl-Genexpression reduziert, als Hinweis fiir die,
dem Ostradiol zugeschriebenen, kanzeroprotektiven Effekte, gewertet werden. In
prospektiven Studien mit langjahrig durchgefiihrter ERT konnte eine signifikante Reduktion
der Inzidenz und Motalitat kolorektaler Karzinome gezeigt werden (Calle EE et al. 1995).
Ebenso vermag Ostrogen den IGF-1-Spiegel im Plasma zu senken - IGF-1 gilt als ein mit der
kolorektalen Karzinogenese assoziiertes Mutagen (Grodstein F et al. 1999).

Die pGPx konnte durch Ostrogen und Ostrogenantagonisten negativ, durch Ethanol jedoch
konzentrationsunabhéngig positiv reguliert werden. Das erstellte Expressionsmuster von

pGPx erscheint jedoch zu unstimmig, um bei fehlenden Kontrolldaten Schlisse auf eine
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Ostrogen-gesteuerte Regulation zu schlieRen. pGPx-assoziierte epidemiologische Daten,
welche pGPX mit Krankheitsbildern in Verbindung bringen, fehlen.

Analog zu GPx-GI verursachte Tamoxifen (wie auch ICI), ob alleine oder kombiniert mit
Ostradiol verabreicht, bei TrxR1 eine gesteigerte Genexpression. Diese Induktion der TrxR1-
mRNA war weitaus moderater als bei der GPx-GI. Ebenso wurde umgekehrt eine Ostradiol-
induzierte Drosselung der TrxR1-Transkription beobachtet. Fir die TrxR1 wird eine
situationsabhdngige Assoziation mit karzinogenen Prozessen beschrieben. Hier findet sich
eine erhdhte TrxR-Enzymaktivitét in verschiedenen Tumorzelllinien und -geweben (Gallegos
A et al. 1997). Die TrxR1-Hemmung der Selen-induzierten PKC-Inaktivierung kann als
weiteres Indiz fur die zweifelhafte Rolle der TrxR1 in der Tumorpathogenese gewertet
werden. Die durch Selenverbindungen wie z. B. Methylselensdure hemmbare PKC nimmt
eine zentrale Rolle bei der Signaltransduktion der Karzinogenese ein (Gopalakrishna R und
Gundimeda U 2002).

Aufgrund des primdren  Ansatzes, mittels in  Screeningverfahren angelegter
Stimulationsversuche von Ostrogen, partiellen und reinen Ostrogenantagonisten potentielle
regulative Interaktionen mit Selenoproteinen aufzuspiren, wurde primér auf weiterfihrende,
vertiefende Versuche verzichtet. Damit bietet es sich fir ein zukinftiges Projekt an, den
angedeuteten molekularen cross-talk zwischen Ostradiol als Vertreter der Steroidhormone
einerseits, und den Selenoproteinen GPx-Gl und TrxR1 andererseits zu verifizieren und
weiter zu analysieren. Dies konnte durch die Assoziation der E,/GPx-Gl-Interaktion mit
wichtigen enzymatischen Dysregulationen in der Karzinogenese von erheblicher Bedeutung

sein.

4.4  Expressionsmuster verschiedener Selenoproteine im humanen Gastrointestinal-
trakt
Zahlreiche epidemiologische (Schrauzer GN et al. 1977, Jansson B 1985, Yu S et al. 1985)
sowie tierexperimentelle Daten (Reddy BS et al. 1994, El-Bayoumy K et al. 1995, Jao SW et
al. 1996, Nelson RL et al. 1996) zeigen einen Zusammenhang zwischen nutritivem
Selenmangel und der Inzidenz gastrointestinaler Tumoren. Die randomisiert, prospektiv,
doppelblind durchgefihrte plazebo-kontrollierte Interventionsstudie von Clark (Clark LC et
al. 1996) zeigte bei einer tdglichen Supplementation von 200 pg Selen eine signfikante
Reduktion der Tumormortalitat um 52 % und der Inzidenz von kolorektalen (-64 %), Prostata-
(-69 %) und Bronchialkarzinomen (-40 %). Die Clark-Studie demonstrierte erstmals, dass

nicht allein Selenmangel ein erhohtes Krebsrisiko darstellt, sondern die additive Selengabe an
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normal selenversorgte Patienten einen signifikanten kanzeroprotektiven Effekt hat.
Einschlusskriterium flr die Studie war die positive Anamnese eines nicht-melanomartigen
Hautkarzinoms. Zusatzlich weist die Region (Ostkiste, USA), in welcher das Gesamtkollektiv
lebt, Selenmangel in Boden und Getreide sowie eine relativ hohe Inzidenz fiir nicht-
melanomartige Hautkarzinome und hohe Krebsmortalitdit auf. Somit bestand im
Patientenkollektiv per se eine erhdhte Krebsinzidenz, weshalb eine generelle Ubertragbarkeit
der Daten auf andere Kollektive und Populationen nicht korrekt wére. In der Follow-up-
Studie (insgesamt 7,9 a) der 1996 entblindeten Clark-Studie reduziert sich die zuvor fir alle
Probanden  festgestellte  Risikominderung  hinsichtlich  der  Erkrankung  an
Bronchialkarzinomen auf die Patienten mit geringen Basalwerten an Selenkonzentration im
Serum (Reid ME et al. 2002).

Da nach allen bisherigen Erkenntnissen Selen seine molekularen Wirkmechanismen uber
seine Integration in Form von Selenocystein im aktiven Zentrum der bisher charakterisierten
Selenoproteine entfaltet, liegt die Vermutung nahe, dass die zelluldren und extrazellularen
Selenoproteine zumindest partiell fir den kanzeroprotektiven Effekt verantwortlich sind.
Diese Hypothese leitet sich aus der Kenntnis Uber die Funktion einiger Selenoproteine im
antioxidativen Stoffwechsel ab. Hierbei ist der Schutz vor DNA-Schéden durch reaktive
Sauerstoffintermediate (ROI) als entscheidende Funktion beim Zusammenhang zwischen
alimentdrer Selenversorgung und der Karzinogenese im Gastrointestinaltrakt zu sehen.
Systematische Daten Uber die unterschiedliche Expression von Selenoproteinen in den
unterschiedlichen Kompartimenten des Gastrointestinaltrakts waren bisher nur aus
Tiermodellen bekannt (Chu FF et al. 1992). In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals geklart
werden, ob es fur den menschlichen Gastrointestinaltrakt ein spezifisches Expressionsmuster
der bisher charakterisierten Selenoproteine gibt.

In den bereits diskutierten Zellkulturversuchen (5.1, 5.2) deutete sich eine Tamoxifen-
Regulation der GPx-GI an, was bei einer moglichen Beteiligung der GPx-Gl an der
kolorektalen Karzinogenese (Mdérk H et al. 2000) von Bedeutung sein kénnte.

In den Metabolisierungsversuchen mit radioaktivem Natrium-">Se-Selenit (4.1, 4.2) in
Zelllinien und kultivierten Gewebeproben aus Magen und Kolon wurden zahlreiche Banden
intra- und extrazellulér detektiert, welche einigen bekannten Selenoproteinen zugeordnet
werden konnten. Fir die Selenoproteine SeP, TrxR, pGPx und GPx-GI wurden somit neben
der Transkription (MRNA-Signale) auch die korrespondierenden Proteine im menschlichen

Gastrointestinaltrakt nachgewiesen.
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Die mRNA-Expression der Selenoproteine SeP, TrxR1, pGPx und GPx-GI konnte in
verschiedenen Kompartimenten des oberen und unteren menschlichen Gastrointestinaltrakts
nachgewiesen werden. Da bisher keine Daten Uber Individuum-spezifische gastrointestinale
Expression von Selenoproteinen existierten, wurden primér gepoolte Gewebeproben
verschiedener Individuen mittels Northern-Hybridisierung untersucht. Fir die verschiedenen
gastrointestinalen Lokalisationen zeigten sich differenzielle Expressionsmuster (Mork H et al.
1998 (b)). Die Selenoproteine PHGPX, 5°-DI, 5-DII und 5-D wurden in der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht. Die Hybridisierungen mit cGPx und SeW zeigten keine Signale.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Genexpression von pGPx in verschiedenen
gastrointestinalen Abschnitten stellt die Erstbeschreibung fir pGPx im menschlichen
Gastrointestinaltrakt dar. Der Verdauungstrakt ist damit neben dem proximalen Nierentubulus
ein weiterer Produktionsort fir pGPx. Im 0Osophagealen Plattenepithel war die pGPx-
Genexpression deutlich starker als im kubischen Zylinderepithel der verschiedenen
gastrointestinalen Abschnitten. Damit scheint eine epithelspezifische Ausstattung mit
Glutathionperoxidasen vorzuliegen. Wahrend fiir das Kolon eine luminale pGPx-Sekretion
gesichert ist (Tham DM et al. 1998), steht dieser Nachweis fiir den Osophagus noch aus.
Obwohl eine basale Sekretion in das Plasma (analog zum proximalen Tubulus, welcher pGPx
ins Plasma, nicht aber in den Urin sezerniert) denkbar wére, erscheint eine luminale Sekretion
hinsichtlich der physiologisch vorhandenen ROI (z. B. durch physiologischen Reflux)

sinnvoll.

4.4.1 SeP im humanen Gastrointestinaltrakt

SeP-mRNA wurde mit relativ starken Signalen in der Mukosa von Kolon und Rektum, etwas
schwéacheren in der von Osophagus und Duodenum nachgewiesen. In der Mukosa von
Korpus- und Antrum ventriculi waren jeweils nur eine schwache, im terminalen Ileum
hingegen keine Expression nachweisbar. Eine Synthese und Sekretion des Proteins ist
aufgrund der nachgewiesenen Proteinbanden bei den "°Se-Markierungsversuchen fiir die
gastrointestinalen Zelllinien und die Primérkulturen (Kap. 4.1, 4.2) postulierbar.
Zwischenzeitlich wurde der posttranslationale SeP-Nachweis im humanen unteren
Gastrointestinaltrakt mit Western-Blot erbracht (Mérk H et al. 2000). Die Funktion von SeP
generell und speziell in gastrointestinalen Geweben ist weitgehend unbekannt. Die anfanglich
fir SeP diskutierte Funktion als Transport-, Speicher- und Verteilungprotein von Selen
basierte auf dem hohen SeP-Anteil am Plasma-Selen (70 %), wird durch die in vitro-
Beobachtung, dass SeP die GPx-Aktivitat optimiert (Saito Y und Takahashi K 2002) gestitzt.
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Aufgrund der breiten Gewebeverteilung mussen aber zusatzliche Funktionen angenommen
werden. SeP wird in Zellkulturen unter Selenmangelbedingungen gegenlber der cGPx
bevorzugt mit Selen versorgt. Damit konnte ebenso der cGPx die postulierte Selen-
Speicherfunktion zukommen (Hill KE et al. 1992, Gross M et al. 1995). Der Schutzeffekt von
SeP gegenuber Paraquat- oder Diquat- induzierter Lebernekrose fiihrte zum Postulat einer
extrazellularen antioxidativen Schutzfunktion (Burk RF et al. 1995). Die Rolle von SeP als
extrazelluldres Antioxidanz wird auch durch die Reduktion der Oxidations- und
Nitrosylierungsreaktivitat von Peroxinitrit (OONO") durch plasmatisches SeP gestitzt.
Peroxinitrit (OONOQ") ist ein reaktives Intermediat, weches in vivo durch die Reaktion von
Stickstoffmonoxid (NO®) mit dem Superoxid-Anion (O,") entsteht (Arteel GE et al. 1998).
Saito wies erstmals nach, dass SeP in Anwesenheit von Glutathion Lipidperoxide reduzieren
kann (Saito Y et al. 1999). Damit besitzt SeP eine der PHGPx &dhnliche enzymatische
Funktion in extrazellularen Flussigkeiten. Die Beteiligung von SeP am antioxidativen
Defense-System wird durch die, neben den 10 Selencysteinresten in einem SeP-Protein
integrierten, 17 Cysteinreste weiter untermauert (Burk RF und Hill KE 1994). Die Bedeutung
von SeP als Schwermetall-Detoxifikanz bedarf noch weiterer experimenteller Analysen
(Mostert V 2000).

Die Rolle von SeP im Plasma wurde durch den immunhistochemischen Nachweis einer in
vivo-Bindung von SeP an das Endothel neu beleuchtet. Dies kdnnte die Erklarung fir einen
suffizienten Schutz des Geféaliendothels gegenuiber von aktivierten Makrophagen/neutrophilen
Granulozyten gebildeten Radikalen wie beispielsweise Stickstoffmonoxid (NO®) sein (Burk
RF et al. 1997). Kirzlich konnte gezeigt werden , dass Endothelzellen selbst kein SeP
exprimieren (Anema SM et al. 1999), so dass Niere und Leber weiterhin als
Hauptproduktionsorte anzusehen sind. Als, aus dieser Arbeit abgeleitete, neue Erkenntnis ist
der Nachweis von lokaler SeP-Synthese in zahlreichen Kompartimenten des humanen
Gastrointestinaltrakt zu sehen. Dies kann mdglicherweise bei dem derzeitigen Kenntnisstand
Uber die SeP-Funktion als lokaler eigenstandiger Defense-Mechanismus gewertet werden. In
Transfektionsexperimenten mit dem SeP-Promotor zeigte sich eine Verringerung der
Promotoraktiviat durch verschiedene proinflammatorische Zytokine (Il 13, TNF a., IF y, TGF-
R;) im Sinne einer negativen Akut-Phase-Reaktion. Diese Cytokin-induzierte verminderte
SeP-Expression (Dreher | et al. 1997 (a), Mostert V et al. 2001) konnte die Erklarung fiir die
niedrigen Blut-Selenspiegel sein, welche bei zahlreichen akuten oder chronischen, benignen
und malignen Erkankungen beobachtetet wurden (Kohrle J 1996). SeP wird in Nierenzellen

der Ratte durch Dexamethason vermehrt exprimiert, was als weiteres Indiz fir die (noch
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genauer zu definierende) Rolle von SeP bei inflammatorischen Prozessen zu werten ist
(Tujebajeva R et al. 2000).

In weiteren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass SeP im Rahmen der kolorektalen
Karzinogenese vermindert gebildet wird. Da die GPx-GI jedoch hochreguliert, TrxR1 und
pGPx jedoch unveréndert bleiben, scheint diese lokale Regulation unabhangig von der
individuellen Selenversorgung abzulaufen (Mérk H et al. 2000). Spezielle, lokal in den
Adenomen wirkende Cytokine mit negativer Regulation von SeP sind nicht bekannt. Das
komplett gegensatzliche Expressionsmuster von SeP und GI-GPx koénnte einerseits ein
Epiphédnomen im Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz darstellen, andererseits ware auch
eine Mutation im SeP-Gen denkbar, da die Gen-Lokalisation von SeP auf Chromosom 5qg31
(Hill KE et al. 1996) eine direkte Nahe zum APC-Gen hat. Das APC-Gen nimmt eine

Schlusselrolle bei der karzinomattsen Entartung von Adenomen ein.

Auf der Grundlage dieser Befunde kann die Hypothese formuliert werden, dass der Abfall in
der SeP-Expression ein anfangliches Ereignis in der Adenom-Karzinom-Sequenz darstellt und
mit der dadurch bedingten erhdhten Anfélligkeit gegeniiber oxidativen DNA-Schaden einer
weiteren Progression der Entartung von Adenomen den Weg ebnet. Die primare Verringerung
der SeP-Expression im Rahmen der durch oxidativen Stress induzierten, renalen
Karzinogenese wurde auch im Rattenmodell gezeigt. Allerdings wurden neben SeP bei
zahlreichen anderen Genen, welche antioxidative Proteine kodieren, verdnderte
Expressionsmuster gefunden (Tanaka T et al. 2000). Der Befund einer verminderten lokalen
SeP-Expression in kolorektalen Adenomen steht mit einigen Arbeiten im Einklang, welche
eine Korrelation von erniedrigten Plasma- bzw. Blut-Selenspiegeln und kolorektalen
Adenomen fanden (Rumi G et al. 1992, Clark LC et al. 1993, Russo MW et al. 1997,
Fernandez-Banares F et al. 2002). Dieser Zusammenhang ist in dem hohen SeP-Anteil am
Plasma-Selen zu sehen. Die Arbeitsgruppe um Nelson konnte diesen statistischen Trend in
deren Untersuchung jedoch nicht bestatigen (Nelson RL et al. 1995).

In einer neueren, grolR angelegten Fall-Kontroll-Studie wurde erstmals eine direkte
Assoziation niedriger SeP-Plasmaspiegel mit einem erhoéhten Risiko fir Karzinome des
Respirations- und Verdauungstraktes nachgewiesen. Ebenso wurde eine inverse Korrelation
von Tabakkonsum und SeP-Plasmaspiegeln gezeigt, was mit lokalen inflammatorischen
Prozessen im Respirationstrakt erklart werden kann (Persson-Moschos M et al. 2000). Die
bereits weiter oben beleuchtete Rolle von SeP als negatives Akut-Phase-Protein kénnte auch

eine Erkl&rung daflr sein, weshalb im Kolon und Rektum, die aufgrund der physiologischen
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Keimbesiedlung bevorzugte Orte der Radikalenbildung sind, die Expression von SeP im
Gegensatz zum bakteriell nicht besiedelten terminalen lleum ausgepragt ist. Fr eine fundierte
Interpretation des gastrointestinalen Expressionsmusters bedarf es weiterer Erkenntnisse Uber
die Proteinfunktion und die Expressions-Modulation von SeP. Mit den bekannten Daten uber
die Funktion einer ,cell-defense* l4i3t sich die geringe SeP-Expression in der gastralen
Mukosa nicht interpretieren. Auch die Frage, warum das vom oxidativen burst weitgehend
verschonte Osophageale Plattenepithel SeP-mRNA exprimiert, muss bei dem derzeitigen
Wissensstand unbeantwortet bleiben. Mérk konnte auch im praneoplastischen Barrett-Epithel
des Osophagus keine veranderte SeP-Expression feststellen (Mork H et al. 1998(b)). Da der
Barrett-Osophagus eine Zylinderepithelmetaplasie — eine Transformation von differenziertem
Plattenepithel zu kubischem Epithel — ist und eine fakultative Prdkanzerose flr ein
Adenokarzinom darstellt, erscheint ein Vergleich zwischen der SeP-Expression in Platten-und
Barrettepithel schwierig. Vielleicht nimmt damit SeP zumindest im Anfangsstadium der
Karzinogenese des 0sophagealen Schleimhautepithels keine regulative Funktion ein,
andererseits konnte SeP in diesem Stadium durch sein antioxidatives Potential eine weitere

Progression der Karzinogenese stoppen oder protrahieren.

Diese Hypothese steht auch nicht im Widerspruch zur Linxian-Interventionsstudie, in welcher
die kombinierte supplementative Gabe von B-Carotin, Vitamin E und Selen (50 ug/d) zu einer
Senkung der Gesamtmortalitdt und der Mortalitit des Magen-, nicht aber des
Osophaguskarzinoms fiihrte (Blot WJ et al. 1993). Zum einen waren vor Studienbeginn keine
Selenspiegel im Blut zur Verifizierung einer vorbestehenden Selendefizienz bestimmt
worden, zum anderen waren keine speziellen Risikofaktoren wie beispielsweise der Barrett-
Osophagus  bekannt.  Auch  wurden beinahe alle  Osophaguskarzinome als
Plattenepithelkarzinome Klassifiziert. Die Autoren gingen auf der Basis anderer
Untersuchungen von deutlich erniedrigten p-Carotin- und Vit. E-Spiegeln, allenfalls aber
marginal erniedrigten Selenspiegeln im Plasma aus. Demnach dirften die SeP-Spiegel bei
bekannter praferentieller Versorgung gegenuber anderen Selenoproteinen mit Selen bei den
Risikopatienten fur ein Plattenepithelkarziom nicht wesentlich vermindert gewesen sein,
sondern unter Selensupplementierung eher erhoht. Ein kleiner Nachteil der Linxianstudie ist,
dass nicht klar entschieden werden kann, ob die eindrucksvolle Senkung der Mortalitdt am
Magenkarzinom von 21 % auf Selen, B-Carotin oder Vit. E bzw. die Kombination aller drei
Stoffe zuriickzufuhren ist. Der Magen als Ort der SeP-Expression wére ein geeignetes

Zielgewebe der Selensupplementierung bei Postulierung des antioxidativen Potentials von
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SeP. Der Bedarf an lokaler Protektion gegen oxidativen Stress 1aRt das Vorkommen von SeP

im Duodenum als durchaus sinnvoll erscheinen.

Trotz zahlreicher neuerer in vitro-Daten zum antioxidativen Potential von SeP bleiben noch
viele Fragen hinsichtlich seiner biologischen Funktion unbeantwortet; dies gilt insbesondere
fur die in vivo Wirkung. So ist die Datenlage zur Expression und Funktion von SeP im
Gastrointestinaltrakt noch zu dinn, um fir pathophysiologische Modelle Verwendung zu

finden.

4.4.2 Thioredoxin-Reduktase im humanen Gastrointestinaltrakt

Die zytosolische Thioredoxin-Reduktase (TrxR) ist der Gruppe der NADPH/H"-abhangigen
Disulfid-Oxidoreduktasen zugehorig. Zu den Funktionen der TrxR zéhlen die Proteinfaltung
(durch Spaltung von Disulfidbriicken), die Modulation des zelluldren Redoxsystems
(Reduktion von oxidiertem Trx) und der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kxB und
AP1. Die TrxR steuert damit Prozesse bei Zellwachstum, -differenzierung und -protektion. In
eigenen Untersuchungen fand sich eine TrxR1-mRNA-Expression in allen Kompartimenten
des humanen Gastrointestinaltrakts mit Ausnahme des terminalen Illeums. Eine TrxR1-
Expression im Antrum ventriculi war nicht konstant nachweisbar, die Ursachen hierfiir sind
unbekannt. Analog dazu wurde durch unsere Arbeitsgruppe in allen untersuchten
gastrointestinalen Kompartimenten TrxR-Aktivitdt nachgewiesen (Mork H et al. 1998), was
eine Translation der TrxR1-mRNA nahelegt. Dies entspricht der Bande im Bereich 50-60 kDa
der Antrum-, Korpus- und Kolon-Biopsien beim Labeling mit "°Se. Aufgrund des &hnlichen
Proteingewichts ist — wie bereits in Kap. 4.1.2, 4.2.1, 4.2.2 diskutiert — eine sichere
Unterscheidung zwischen TrxR und SeP beim SDS-PAGE nicht mdglich.

Die Tatsache, dass dieselbe Bande auch extrazellular detektierbar ist, sprach beim
Vorhandensein von nur einer Bande beim bisherigen Kenntnisstand eher fiir die Existenz von
SeP. Die neue Entdeckung, dass TrxR auch extrazellular sezerniert wird (Soderberg A et al.
2000), relativiert diese Annahme. Die ubiquitére gastrointestinale TRxR-Aktivitat und die
damit korrelierende TrxR1-mRNA-Expression erlauben die Hypothese, dass die TrxR im
Gastrointestinaltrakt eine zytoprotektive Funktion ausiibt. Bis dahin war eine TrxR1-
Expression nur fur das Kolon beschrieben (Berggren M et al. 1996). Darlber hinaus ist eine
wichtige Funktion von TrxR im Rahmen der Karzinogenese anzunehmen, da gezeigt wurde,
dass TrxR-mRNA in Kolonkarzinom-Zelllinien vermehrt exprimiert wird und TrxR-Aktivitat
ebenso deutlich gesteigert ist. Die TrxR-mRNA-Expression erhohte sich zusétzlich durch

induzierte Hypoxie (Berggren M et al. 1996). In einer weiteren Arbeit wurde nachgewiesen,
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dass TrxR in Tumorzelllinien vermehrt gebildet wird und mit verminderter Apoptoserate und
Sensibilitdt gegenuber verschiedenen Chemotherapeutika einhergeht (Baker A et al. 1997).
Die mit erhohter TrxR-Enymaktivitdt auftretende, gesteigertere Transkription sowie
Translation in zahlreichen Tumorzelllinien kdnnte auf eine TrxR-Dysregulation im Rahmen
der Karzinogenese deuten. Die Proteinaktivierung in diesen Zelllinien war durch Selen
stimulierbar (Gallegos A et al. 1997). Gladyshev fand in Tumorzellen eine gesteigerte TrxR-
und im Kontrast dazu eine verminderte cGPx-Expression sowie eine p53 assozierte inverse
Regulierung beider Proteine. Transfektion von nicht alterierten p53 bedingte eine gesteigerte
Apoptose mit einer vermehrten cGPx-Expression und zugleich verminderter TrxR-
Expression in den Tumorzellen (Gladyshev VN et al. 1998 (b)). Die Daten der
Arbeitsgruppen von Gallegos und Gladyshev dirfen als guter Beleg gelten, dass eine
Simplifizierung der Kanzeroprotektion von Selen Uber die Selenoproteine mit gleichsinniger
alleiniger antioxidativer Wirkung unzuldssig ist. Bei einer solchen Funktion wére eine
gleichsinnige Expression der Enzyme zu erwarten.

So zeigten die Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe eine nur marginal gesteigerte TrxR-
Aktivitdt und unveranderte TrxR1-Expression im praneoplastischen Adenomgewebe
gegenlber normaler Kolonschleimhaut (Mork H et al. 2000). Unsere Arbeitsgruppe konnte
beim praneoplastischen Barrett-Epithel des Osophagus — einer fakultativen Prikanzerose —
eine unveranderte TrxR1-Expression bei jedoch gesteigerter (Faktor 2,7) TrxR-Aktivitét
gegenliber gesundem 6sophagealem Plattenepithel zeigen (Mork H et al. 1998 (b)). Darauf
aufgebaute Experimente ergaben eine inverse Regulierung von pGPx und GPx-GI im Barrett-
Epithel gegentiber dem normalen dsophagealen Plattenepithel (Kap. 4.4.3.1 und 4.4.3.2, Mork
H et al. 2003). Sowohl die eigene Arbeitsgruppe als auch Gallegos und Mitarbeiter konnten
keine klare Korrelation bei der TrxR von mRNA-Level und Enzymaktivitdt feststellen
(Gallegos A et al. 1997). Selen konnte somit lokal die TrxR gewebespezifisch auf dem
Niveau der Enzymspezifitat stimulieren.

Der TrxR konnte somit im beinahe gesamten Gastrointestinaltrakt eine Regulationsfunktion
zukommen, mit welcher Proliferation einerseits, Apoptose andererseits iniziiert werden
konnen. Ab einem bisher noch unbekannten Punkt im Prozess der Karzinogenese scheint die
TrxR (berwiegend unglnstige Funktionen wie Apoptose- und Chemotherapieresistenz
auszuiben. Im Stadium der adenomatdsen Schleimhautveranderung des unteren
Gastrointestinaltrakts und des Barrett-Osophagus sind diese negativen Funktionen offenbar

noch supprimiert.
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4.4.3 Gluthationperoxidasen im humanen Gastrointestinaltrakt

4.4.3.1 Gastrointestinale Gluthationperoxidase im humanen Gastrointestinaltrakt

Die Detektion der GPx-GI-mRNA in der Mukosa von Osophagus, Korpus und Antrum
ventriculi sowie Kolon und Rektum stellen zusammen mit dem fehlenden GPx-GI-mRNA-
Nachweis in Duodenum und terminalem lleum ein bislang nicht bekanntes differenzielles
Expressionsmuster dar. Aus bisherigen Studien waren lediglich die Expression in humaner
Kolonmukosa sowie in Osophagus-, Diinndarm- und Kolonschleimhaut der Ratte bekannt
(Chu FF et al. 1993). Das Expressionsmuster dhnelt dem der TrxR1, so dass auch hier eine
bedarfsorientierte Transkription und Translation des Gens denkbar ist. Offenbar ist der Bedarf
an protektiven Substanzen im terminalen lleum und im Duodenum niedriger als an Orten, an
welchen aufgrund dichter bakterieller Besiedlung und zeitlich gesehen langer Exposition
gegenuber Darminhalt die lokale Toxizitat durch luminale oxidative Noxen erhoht ist.

Die Frage nach dem jeweiligen Beitrag der beiden gastrointestinal exprimierten Isoformen
GPx-GI und pGPx (cGPx-mRNA konnte nicht detektiert werden) zur Neutralisation von ROI
im menschlichen Digestionstrakt muss derzeit noch unbeantwortet bleiben. Im Kolon von
Ratten haben GPx-GI und cGPx etwa den gleichen Anteil an der GPx-Aktivitat (Esworthy RS
et al. 1998). Durch unsere Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass die funktionelle
GPx-Aktivitat, welche eine summative Wirkung der verschiedenen GPx-Isoformen
reprasentiert, nur teilweise mit den mMRNA-Daten korreliert.

Wahrend in Kolon und Rektum eine starke GPx-GI-mRNA mit einer hohen GPx-Aktivitat
einher ging, war im Osophagus bei ausgepragter GPx-GI- und pGPx-Expression nur eine
niedrige GPx-Aktivitat messbar (Mork H et al. 1998). Ebenso wurde im Mausmodell gezeigt,
dass die GPx-GI-mRNA-Expression im Kolon nicht streng mit der lokalen GPx-Aktivitét
korreliert. Die Autoren postulieren eine unterschiedliche Substratspezifitdt von GPx-GI und
cGPx als Ursache fiir diesen Befund (Chu FF et al. 1997). In der selben Arbeit wurde eine
positive Korrelation zwischen den GPx-GI-mRNA-Level und der Resistenz gegenuber
chemisch induzierten Kolonkarzinomen nachgewiesen. Als Erklarung wird eine GPx-GI
bedingte Verminderung der cGPx-Expression und damit gesteigerte Apoptose der genomisch
alterierten Kolonzellen herangezogen. Eine koinzidente Translation beiden Isoenzyme scheint
trotz der angefiihrten Daten zum teils widersprichlichen Verhaltnis GPx-GIl-/pGPx-
Expression zur GPx-Aktivitat plausibel. Durch die pGPx-Sekretion konnten relevante
Mengen im GPx-Aktivitatsassay des Gewebes fehlen und somit (abhdngig vom AusmaR der
Sekretion) die teilweise relativ niedrige GPx-Aktivitat bedingen. Eine weitere Erklarung fir
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eine geminderte Translation von GPx-Gl und pGPx konnte die aus Zellkulturen bekannte
Selenregulation der GPx-Aktivitat sein.

Durch unsere Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass in den Zelllinien Caco 2 und ST
23132 unter Selenmangelbedingungen die GPx-Aktivitat signifikant erniedrigt ist wahrend
additive Selenitzugabe in das Kulturmedium mit einer gesteigerten GPx-Aktivitat einhergeht.
Analog zu anderen Zelllinien (HepG2, hFOB) zeigt Selenit keinen regulatorischen Effekt auf
die Transkription der beiden Isoenzyme (Moérk H 1998). Diese Selenregulation der GPx-
Translation wird tber das SECIS-Element (Kap. 1.2) gesteuert (Weiss SL und Sunde RA
1997). Basierend auf den Daten von Selendepletionsversuchen in Tiermodellen postuliert
Brigelius-Flohé fur GPx-GI die Fihrungsrolle innerhalb der Hierarchie der GPx-Familie
(Brigelius-Flohé R 1999), was deren elementare Bedeutung fir den menschlichen
Gastrointestinaltrakt erahnen lasst.

In, auf den Ergebnissen dieser Arbeit abgeleiteten Experimenten wurde fur GPx-GI eine
gesteigerte Expression in den pradmalignen Geweben von kolorektalen Adenomen (Mork H et
al. 2000 (a) und Barrett-Osophagus (Mork H et al. 2003) gegeniiber dem normalen Gewebe
nachgewiesen. Derzeit wird darin eine Schutzfunktion, welche die Transformation von
Mataplasie zu Dysplasie protrahiert oder verhindert, gesehen. Inwieweit weitere Alterationen
im Expressionsmuster der gastrointestinalen Selenoproteine im Rahmen der folgenden

Transformationsprozesse auftreten, gilt es noch zu untersuchen.

4.4.3.2 Plasmatische Gluthationperoxidase im humanen Gastrointestinaltrakt

Fur die pGPx-mRNA liegt eine Expression in allen untersuchten Kompartimenten des
Gastrointestinaltrakts vor. Bisher lagen keine Daten zur gastrointestinalen Expression von
pGPx beim Menschen vor. Allerdings publizierte Tham zeitgleich den Nachweis der pGPx-
MRNA sowie des Proteins intra- und extrazellular im menschlichen Dickdarm (Tham DM et
al. 1998). Auf spezielle Lokalisationen der entnommenen und untersuchten Proben wurde in
dieser Publikation nicht eingegangen, jedoch wurde mit in-situ-Hybridisierung das apikale
villése Drusengewebe als hauptsachlicher Produktions- und Sekretionsort identifiziert. Die
luminale Sekretion wird als extrazelluldrer antioxidativer Schutz gewertet. Diese Feststellung
ist insofern wichtig, da hiermit ein weiterer Produktionsort neben dem proximalen
Nierentubulus und anderen beschriebenen Geweben (Kap. 1.5.1.2) entdeckt wurde.

Die im Vergleich zu den restlichen gastrointestinalen Abschnitten sehr starke Expression von
pGPx in den 6sophagealen Gewebeproben ist moglicherweise durch das Plattenepithel des
Osophagus bedingt. Da der Osophagus sowohl chemischem (z. B. durch physiologischen
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gastralen S&ure-Reflux) als auch mechanischem Stress ausgesetzt ist, ware eine lumenwarts
gerichtete Protektion des Epithelverbandes durchaus sinnvoll. Die aus den Daten der
vorliegenden Arbeit abgeleiteten Folgeuntersuchungen zeigten eine deutlich verminderte
pGPx-Transkription in der Mukosa des Barrett-Osophagus. Im Gegensatz hierzu wurde die
GPx-GI verstarkt exprimiert (Mork H et al. 2003). Diese mutmaRliche Schwéchung des
extrazellularen ,,defense-system* konnte auf langere Sicht hin ROI-induzierte Schaden
ermdglichen und damit zur malignen Transformation des Barrett-Epithels flihren.

In der Embryonalentwicklung der Maus wird pGPx in verschiedenen embryonalen Geweben
(anfanglich im Trophoblasten, spater auch in Dezidua, Dottersack, fetaler Haut) exprimiert. In
erwachsenen Tieren kommt pGPx neben den bekannten Geweben auch in der Haut, den Villi
des Gastrointestinums und im Fettgewebe vor (Kingsley PD et al. 1998). Damit kdnnte der
pGPx in der Embryonalphase eine Rolle im feto-maternalen crosstalk, im adulten Gewebe
eine Funktion beim Lipidtransport oder -metabolismus zukommen.

Die auffallende Expression und Sekretion von pGPx an Grenzflachen flihrt neuerdings zu der
Spekulation, dass pGPx einen extrazellularen Modulator fir das Mall an extrazellular
wirksamen Lipoxigenasen darstellen konnte (Brigelius-Flohé R 1999). Ein die Lipoxigenasen
dampfendes System konnte die obligatorische Lipoxigenase-induzierte Bildung von
Leukotrienen und Thromboxanen drosseln und damit dem lokalen circulus vitiosus des
Ubermaligen ,,oxidative burst“ vorbeugen. Im Gegensatz zu anderen Selenoproteinen ist flr

pGPx keine alterierte Expression im Rahmen der Karzinogenese bekannt.

4.4.3.3 Cytosolische Gluthationperoxidase im humanen Gastrointestinaltrakt

Die fehlende Nachweisbarkeit von cGPx im gesamten humanen GI-Trakt mit zwei
unabhéngigen Sonden kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass bei der Spezies Mensch die lokale
epitheliale Zytoprotektion durch die anderen Isoenzyme der GPx-Familie (GPx-GI und pGPx)
suffizient gewéhrleistet ist. Tham hingegen fand eine cGPx-Expression und Proteinbildung im
menschlichen Dickdarmepithel (Tham DM et al. 1998). Da Chu die cGPx-mRNA im
Gastrointestinaltrakt von Nagetieren (iberzeugend nachgewiesen hat, kann eine artspezifische
Genexpression zugrunde liegen (Chu et al. 1997). Brigelius-Flohé konnte im
Gastrointestinaltrakt von selendepletierten Ratten GPx-GI, aber keine cGPx nachweisen und
interpretierte dies als exemplarisch fir die Hierarchie der Glutathionperoxidasen im
Gastrointestinaltrakt (Brigelius-Flohé R 1999).

In den eigenen "°Se-labeling Experimenten koénnten die in gastrointestinalen Zell- und
Primérkulturen gefundenen Proteinbanden im Bereich von 22/23 kDa nach den bisherigen
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Erkenntnissen (Behne D und Kyriakopoulos A 2001) neben der GPx-GI auch der cGPx
entsprechen. Hierbei muss wiederum die Tatsache, dass es sich bei den Zelllinien um
Tumorzellen mit folglich veranderten Genom handelt, beachtet werden. Ob die fehlende
Nachweisbarkeit der cGPx-mRNA im Northern-Blot die Realitadt wiederspiegelt oder das
Resultat eines in dieser Fragestellung zu wenig sensitiven Verfahrens ist, konnte mittels PCR-
Analyse wahrscheinlich hinreichender geklart werden. Bei der Betrachtung der cGPx-
Expression im Vergleich zu anderen Selenoproteinen (SeP, PHGPx, 5°-DI) unter
Selendepletion in verschiedenen Tierversuchen scheint cGPx (analog zu PHGPX) fur Gehirn
sowie reproduktive und endokrine Organe, nicht aber fur viszerale Organe von Bedeutung zu
sein (Brigelius-Flohé R 1999). Der Gastrointestinaltrakt war in diesen Versuchen nicht
untersucht worden. Da jedoch bis heute keine relevante Expression im humanen Gl-Trakt
gezeigt werden konnte, dirfte hier die cGPx im Vergleich zu anderen Selenoproteinen und
Organen keine groRere Rolle spielen.

Versuche mit Knockout-Mausen deuten darauf hin, dass cGPx fur eine normale Entwicklung
nicht essentiel ist, aber mit einem erhéhten Mall an oxidativem Stress wichtiger wird.
Bezuglich der Funktion der cGPx wird derzeit eine Bedeutung bei der Initiierung der Zytokin-
induzierten Signaltransduktion einerseits, eine elementare Rolle bei der Apoptose-Steuerung
andererseits diskutiert (Chu FF et al. 1997, Brigelius-Flohé R 1999). Die Absenkung der
Konzentration an Hydroperoxiden durch cGPx nimmt in Zellkulturen den Stimulus fur

Apoptose-Initiierung und Cyklooxigenase-Bildung.

45  Veranderungen des Expressionsmusters der Selenoproteine in der Magen-
Mukosa bei veschiedenen gastralen Erkrankungen
Eine relativ verminderte mRNA-Bildung liegt wahrscheinlich in sdmtlichen Magenbiopsien
mit pathologischen Verénderungen vor, ist aber in den Hp-positiven Biopsien marginal. Eine
den unterschiedlichen Krankheitsentenitdten zuzuordenbare Transkriptions-Verminderung
erscheint aufgrund der Anzahl der Biopsien verfriht. Auffallig ist jedoch die sehr starke
Reduzierung der mRNA-Bildung von TrxR1, pGPx und besonders GPx-Gl bei
Magenlymphom und Typ A Gastritis. Die mRNA-Level dieser Proteine sind bei der Hp
positiven Typ B Gastritis maliig erniedrigt. Diese Erstbefunde sollten Anlass und Grundlage
sein, fur die jeweiligen Krankheitshilder nach pathophysiologischen Regulationsmustern der
Selenoproteine zu suchen, wie dies bereits fur Kolonadenom (Moérk H et al. 2000) und
Barrett-Osophagus (Mérk H et al. 2003) geschehen ist. Einschrankend sollte nochmals betont
werden, dass die Interpretation der Banden maRgeblich auf der densitometrischen
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Auswertung, welche aufgrund von zahlreichen individuellen Einstellungsmdglichkeiten

Untersucher-abhéngig ist, basierte.

4.6  Ausblick

Neben dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Expressionsmuster bereits identifizierter
Selenoproteine im menschlichen Gastrointestinaltrakt wurde der Versuch unternommen, in
gastrointestinalen Zellkulturen Ansatzpunkte flr Regulationsmechanismen dieser Proteine zu
detektieren. Wie auch in anderen Zellkulturen deutete sich dabei eine partielle
Hormonsensitivitit eines Selenoproteins an. Die beobachtete Hochregulation die GPx-GI
durch Tamoxifen im Gastrointestinaltrakt kénnte den molekularen Briickenschlag zwischen
der epidemiologisch beschriebenen positiven Korrelation von Tamoxifen und der Inzidenz an
Kolonkarzinomen sowie der beobachteten GPx-Gl-Uberexpression in kolorektalen Adenomen
darstellen. Mit dieser Hypothese soll auf die Notwendigkeit hingewiesen werden, auf der
Grundlage valider Daten, wie beispielsweise der ,,Clark-Studie®, einerseits weitere klinische
Studien folgen zu lassen, andererseits auf molekularer Ebene die Funktion der zahlreichen
Selenoproteine zu erforschen. Fur die erste Forderung sei die neu angelegte australische
Interventionsstudie zur Prévention des Prostatakarzinoms (APPOSE-trial: australian prostate
cancer prevention trial), in welcher die Patienten des Versuchsarmes (anamnestisch Prostata-
Karzinom in der Familie) 200 pg Selen/d tber 10 Jahre einnehmen (Costello AJ 2001),
angefuhrt.

Die Notwendigkeit, bei sdamtlichen bekannten und noch zu klassifizierenden Selenoproteinen
molekulare und regulative Charakteristika zu identifizieren, kann exemplarisch an SeP
aufgezeigt werden. Obwohl SeP bereits vor ca. 20 Jahren entdeckt wurde, ist die funktionelle
Charakterisierung bei weitem noch nicht abgeschlossen. Unter Berlcksichtigung der noch zu
wenig bekannten molekularen Eigenschaften samtlicher Selenoproteine muss auf die Gefahr,
dass Selen undifferenziert und unkontrolliert als Allheilmittel eingesetzt wird, hingewiesen
werden.

Die positiven Daten der ,,Clark-Studie* bezuglich der prophylaktischen Wirkung von Selen
gegenlber einzelnen Tumorentinitdten, sollte nicht zu vereinfachten Interpretationen des
Wirkungspotentials von Selen und daraus abgeleitetem unselektiven Einsatz bei
verschiedenen Krankheitsbildern flhren. Bei der HIV-Infektion zeigt sich beispielhaft, dass die
Einstufung der Glutathionperoxidase-Familie als reines antioxidatives Schutzsystem zu kurz
gegriffen ist. Einerseits ist die verminderte GSH und GPx-Aktivitat in affektierten CD4+
Lymphozyten und Lymphknoten belegt. Dies fuhrt konsekutiv durch die erhéhten
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Hydroperoxid-Spiegel zur Apoptose-Induktion, was auf den ersten Blick eine sinnvolle
immunulogische Reaktion gegenuber infizierten Zellen darstellt. Andererseits ist dies genau der
Pathomechanismus, welcher zum deletaren Abfall der CD4+-Zellen fuhrt. Klinisch fiihrte dieser
Widerspruch zum Paradigmenwechsel von anfanglich propagierter Gabe antioxidativer
Substanzen zur derzeitigen Favorisierung der Tolerierung eines gewissen Mafes an
oxidativem Stress. Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass den Glutathionperoxidasen ergéanzend
die Aufgabe zukommt, den Spiegel an essentiellen Hydroperoxydoxidasen den jeweiligen
Erfordernissen anzupassen.

So sollten, unter Beriicksichtigung der biologischen Wirkung des Selens auf diverse
Organsysteme und biologische  Funktionen, Empfehlungen zum prophylaktischen,
supplementativen und therapeutischen Einsatz von Selen auf der Grundlage

molekularbiologischer und klinischer Studien erfolgen.
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5. Zusammenfassung

Von den bisher entdeckten Selenoproteinen im Organismus von Eu- und Prokaryonten sind
nur wenige Proteine hinsichtlich ihrer biologischen Funktion weitgehend analysiert. Mit
zunehmenden Erkenntnisgewinn Uber Funktion und Regulation einzelner Selenoproteine
kristallisiert sich eine Gewebsspezifitat heraus. Uber die Genexpression von Selenoproteinen
im Gastrointestinaltrakt des Menschen gibt es nur wenige Daten. Da fur die kontinuierliche
nutritive Selensupplementation ein eindrucksvoller préaventiver Effekt auf die Inzidenz
kolorektaler Karzinome nachgewiesen wurde, erscheint der Gastrointestinaltrakt als wichtiges
Zielorgan fur Selen und Selenoproteine. In der vorliegenden Arbeit wurden
molekularbiologische und proteinbiochemische Untersuchungen zur Genexpression und
Funktion einzelner Selenoproteine im Gastrointestinaltrakt durchgefuhrt. Dabei wurden mit
Selenoprotein P (SeP), Thioredoxinreduktase (TrxR1) und den beiden Isoformen der
Glutathionperoxidase GPx-GI und pGPx erstmals vier verschiedene gastrointestinale
Selenoproteine auf mMRNA-Ebene identifiziert. Hier zeigte sich ein differenzielles
Expressionsmuster in den verschiedenen Kompartimenten des humanen Verdauungstraktes.
Dieser Befund bildete die Grundlage fir weitere Untersuchungen, in welchen veranderte
Expressionsmuster der Selenoproteine in gastrointestinalen Prakanzerosen wie kolorektale
Adenome oder Barrett-Osophagus nachgewiesen werden konnten. Analog hierzu fand sich
eine Expression dieser Selenoproteine in den humanen Kolon- und Magenkarzinomzelllinien
Caco 2 und ST23132, was diese als geeignetes Zellkultursystem zur Untersuchung der
Regulation der Genexpression ausweist. Die Detektion der zu den genannten Proteinen
zugehdrigen Banden in metabolischen Markierungsversuchen mit °Se (in Zellkultur und
gastrointestinalen Schleimhautbiopsien) ist als Nachweis der Translation dieser Gene zu
werten. Von besonderem Interesse ist die Rolle der GPx-GI bei der gastrointestinalen
Karzinogenese. Die aus epidemiologischen Daten als Karzinogene einzustufenden Stoffe
Ethanol und Tamoxifen bewirken in der Zellkultur eine gesteigerte Genexpression der GPx-
Gl. Die vermehrte Bildung von GPx-Gl wurde auch in kolorektalen Adenomen, einer
fakultativen Prékanzerose, gefunden. Der Stellenwert der veranderten Genexpression von
gastrointestinalen Selenoproteinen im Rahmen der Karzinogenese bleibt noch weiter zu
untersuchen. Eine Wirkung von Ostrogen auf die gastrointestinalen Selenoproteine war nicht
nachweisbar. Diese Frage war Gegenstand dieser Arbeit, da fiir Ostrogen (wie auch fiir Selen)
epidemiologisch ein Schutzeffekt gegen kolorektale Karzinome bekannt ist. Zu den zukuiinftig
weiter zu klarenden Fragen gehort insbesondere die weitere Aufklarung der biologischen

Funktionen von Selenoproteinen.
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