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1 Einleitung

1.1 Selen: Vorkommen und Versorgung

Das Element Selen wurde 1817 von Berzelius entdeckt. Seine Wichtigkeit als essenti-
elles Spurenelement wurde 1957 erkannt [1], seine zentrale Rolle im Enzym Gluta-
thionperoxidase (GPX), dem ersten identifizierten Selenoprotein, 1973 entdeckt [2]. Die
Aufnahme Uber die Nahrungskette ist weltweit groflen Schwankungen unterworfen. So
ist die Versorgung mit Selen in Venezuela, Japan und weiten Teilen Nordamerikas
hoch, in Mittel- und Nordeuropa jedoch aufgrund der Auswaschung der Béden wéhrend
und nach den Eiszeiten niedrig [3]. In vulkanischen Gebieten ist der Selengehalt der
Bdden ebenfalls relativ niedrig. Saurer Boden und Komplexierung verringern zusatzlich
die Aufnahme von Selen in Pflanzen [4]. Die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung
empfiehlt eine tdgliche Selenaufnahme von 30-70 ug [5]. In Deutschland liegt die
durchschnittliche tagliche Selenaufnahme von Mannern bei 47 pg Selen, von Frauen bei
38 ug Selen. Menschen nehmen Selen hauptsachlich in Form von Selenomethionin und
Selenocystein Uber tierisches Eiweil3 (Fleisch, Fisch, Eier) und Getreide auf [3,6]. Selen
wird in verschiedenen Verbindungen im menschlichen Kérper vor allem im ZNS, den
endokrinen Organen und Reproduktionsorganen, besonders in den méannlichen, akku-
muliert [7], wobei die Schilddriise von allen untersuchten Geweben den hdchsten
Gehalt an Selen aufweist [8].

1.2 Selenmetabolismus

Selen wird zum einen fur den Einbau in Selenoproteine, d.h. selenocysteinhaltige
Proteine, zum anderen fur das Generieren niedermolekularer Selenmetaboliten durch
den Selen-Intermediérstoffwechsel verwendet. Durch Tierversuche konnten zahlreiche
Reaktionen des Selenstoffwechsels aufgezeigt werden [9].

Anorganische Selensalze wie Natriumselenit (Na,SeOs3) und -selenat (Na,SeO,) unter-
liegen einer Thiol- oder NADPH-abhéngigen Reduktion zu Selenwasserstoff (H,Se),
einem sehr toxischen Metaboliten. Von diesem aus erfolgt entweder ber die Synthese
von Selenophosphat zum weiteren Aufbau von Selenocystein an der spezifischen

tRNA>® der spezifische Einbau in Selenoproteine oder die Methylierung zu weniger



toxischen Metaboliten. Die Methylierung erfolgt durch S-Adenosylmethionin in drei
Schritten zu Methylselenol (CH3SeH), Dimethylselenid ((CH3),Se) und zum Trimethyl-
selenonium-lon ((CH3)sSe™) durch die Enzyme Thiol-S-Methyltransferase (Schritt 1
und 2) und Thiolether-S-Methyltransferase (Schritt 3). Methylselenol stellt bei normaler
Selenaufnahme den Hauptmetaboliten dar, bei héherer Selenaufnahme treten vermehrt
die zwei- und dreifach methylierten Formen auf und werden abgeatmet (Dimethyl-
selenol) und tiber den Urin ausgeschieden (Trimethylselenonium-lon) [9].
Selenomethionin, Hauptselenform in selenreicher Hefe [10], die in vielen Studien
genutzt wird, kann durch Transselenierung zu Selenocystein umgebaut werden, woraus
durch die Selenocystein-p-Lyase Selenwasserstoff freigesetzt wird. Ein unspezifischer
Einbau in Proteine an Stelle von Cystein oder die direkte Verwertung von Selenocystein
zum Aufbau von Selenoproteinen findet nicht statt. An Stelle dieses komplexen Meta-
bolismus wird Selenomethionin hauptsachlich direkt an Stelle von Methionin unspe-
zifisch in Proteine, vor allem Albumin, eingebaut und in den Methionin-Pool integriert
[9,11,12].

Selen-Methylselenocystein, ein Hauptselenbestandteil bestimmter Pflanzen, wie selen-
angereicherten Knoblauchs und selenangereicherten Broccolis [10,13], kann durch die
Cysteinkonjugat-B-Lyase in einem Schritt unter Umgehung des Selenwasserstoff-Pools

zu Methylselenol und mehrfach methylierten Selenformen metabolisiert werden [9].

1.3 Wirkung von Selen
1.3.1 Uberversorgung

Die Einnahme von mehr als 900 pg Selen pro Tag verursacht reversible toxische
Erscheinungen in Form von Nagel-, Haut- (R6tung, Schwellung, Blasenbildung) und
Haarverdnderungen, ZNS-Storungen (cerebrale Anfalle, Ldhmungen, periphere Anés-
thesie, motorische Unruhe) und nach Knoblauch riechendem Atem. In selenreichen
Regionen wie Venezuela und South Dakota wurden bei einer tdglichen Selenaufnahme
von 300-724 pg keine derartigen Symptome festgestellt. Die toxische Grenze wird

daher bei 800 pg pro Tag vermutet [14-17].



1.3.2 Selenmangel

Eine Selenaufnahme von weniger als 30 pg pro Tag wird als unzureichend angesehen
[5], verschiedene Erkrankungen werden damit in Zusammenhang gebracht. Auf die
besondere Rolle der Selenversorgung bei der Karzinogenese wird im nachsten Kapitel
néher eingegangen.

Unter Selenmangel tritt ein Verlust sowohl der zellvermittelten als auch der humoralen
Immunkompetenz auf. Supplementierung mit Selenit ergab immunstimulierende
Effekte. Es trat eine verstarkte klonale Expansion aktivierter T-Lymphozyten auf, die
Stimulation durch Antigene, die Fahigkeit zytotoxische Lymphozyten zu entwickeln
und Tumorzellen zu zerstéren nahm zu. Ebenso wurden Natirliche Killerzellen (NK-
Zellen) aktiviert [18,19]. Auch das Auftreten und die Schwere der Progression von
Viruserkrankungen werden mit Selenmangel verbunden [20]. Besonders deutlich wird
das bei der Keshan-Krankheit, einer schweren Kardiomyopathie, die in extrem
selenarmen Gebieten in China auftritt [21]. Auf der Basis eines Selenmangels wird das
avirulente Coxsackievirus B3 virulent und fihrt mit weiteren Kofaktoren zur
Erkrankung [22]. Mangel an Selen in Kombination mit Nahrungstoxinen wird fiir das
Kashin-Beck-Syndrom, eine deformierende Osteoarthritis [23,24], und ein kombinierter
schwerer Jod- und Selenmangel fir den Myxddemkretinismus mitverantwortlich
gemacht [25,26].

Eine essentielle Rolle spielt Selen fiir die ménnliche Fruchtbarkeit. Es wird zur Testos-
teron-Biosynthese sowie zur Bildung und Reifung der Spermatozoen benotigt [27].
Seine Wirkung ubt es dabei wahrscheinlich tber die PH-GPX aus, eine Form der GPX
[28]. Eine mdgliche protektive Eigenschaft von Selen bei kardiovaskuldren Erkran-
kungen wird derzeit diskutiert [14,29]. Niedrige Plasmaselenspiegel treten bei schwer-
kranken, intensivmedizinisch versorgten Patienten auf und korrelieren mit verringerter
Aktivitdt von pGPX, einem antioxidativen und antiinflammatorischen Selenoprotein.
Welche Wirkungen Selen dartber hinaus auf inflammatorische Reaktionen hat, ist von
besonderem Interesse, da der Serumselenspiegel invers zur Starke der inflammato-
rischen Reaktion und Mortalitat von intensivmedizinisch betreuten Patienten korreliert
[30-32].



Bisher ist keine schwere neurologische Erkrankung unter selenmangelerndhrten Tieren
bekannt, lediglich eine vermehrte Anfalligkeit fir neuropathologische Auffalligkeiten.
Erst vor kurzem wurde die Entwicklung von Ataxie und cerebralen Krdmpfen unter
schwerstem, durch selendefiziente Erndhrung nicht erreichbarem Selenmangel im
Gehirn  bei  SeP”-Knockout-Mausen  festgestellt [33,34]. Die genaueren
Zusammenhange dieser Erkrankung unter der massiven Unterversorgung des Gehirns
mit Selen sind jedoch noch véllig ungeklart.

Eine Anzahl von Elementen, die in Nahrungsmitteln, Trinkwasser und Umwelt vorkom-
men (z.B. Cadmium, Arsen, Zink, Blei, Quecksilber), haben selenantagonistische
Wirkungen. Sie konkurrieren mit Selen um die Aufnahme, bilden unter physiologischen
Bedingungen unreaktive Selenide oder Proteinkomplexe oder inhibieren selenabhéngige
Enzyme. Viele dieser Elemente stimulieren die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale,
sind mutagen, inhibieren DNA-Reparaturenzyme, zeigen karzinogene Aktivitat und
stimulieren das Wachstum von Tumorzellen. Eine Exposition gegenuber diesen Ele-
menten vergrolRert den Selenbedarf [19].

Eine zentrale Rolle kommt Selen natirlich bei der Biosynthese der Selenoproteine zu.
Unter Selenmangel zeigt sich eine Hierarchie der Expression, in der besonders SeP und
PH-GPX ein hoher Stellenwert zukommt [35-39].

1.3.3 Rolle von Selen in der Karzinogenese

In tierexperimentellen sowie epidemiologischen Fallkontroll- und Kohortenstudien
konnte ein protektiver Effekt von Selen bei der Krebsinzidenz und -sterblichkeit aufge-
zeigt werden. Diese Ergebnisse konnten aber nicht in allen Studien bestétigt werden.
Eine besonders starke protektive Wirkung von Selen zeigte sich bei gastrointestinalen
und kolorektalen Tumoren, wenngleich es auch hierzu inkonsistente Ergebnisse gibt
[19,40-49].

In zwei Querschnittstudien konnte von Clark et al. (1993) [40] und Russo et al. (1997)
[41] gezeigt werden, dass die Pravalenz eines oder mehrerer kolorektaler Adenom-
polypen bei hohen Serumselenspiegeln deutlich vermindert ist. Die Wirksamkeit des
zugefiihrten Selens hangt von der chemischen Verbindung ab, in der es verabreicht

wird. Jacobs et al. (1983) [50] zeigten in Studien mit Ratten, dass eine Selenitanrei-



cherung der Nahrung die chemisch induzierte Tumorentstehung im gesamten Dickdarm
der Ratten inhibieren konnte. In einer Studie von Feng et al. (1999) [42] wurde die
Nahrung der Ratten mit verschiedenen Selenformen angereichert. Die chemisch indu-
zierte Bildung aberranter Krypten, die als spezifische, dosisabhangige Antwort auf
Kolonkarzinogene gelten, wurde nur mit der Selenit- oder Selenatgabe verhindert, nicht
aber mit Selenomethionin. In einer grofRen prospektiven Studie von Clark et al. (1996)
[43] erhielten die Personen entweder 200 pg Selen pro Tag in Form von selenreicher
Hefe oder Placebo. Selen ist in Hefe hauptsachlich als Selenomethionin enthalten [10].
Durch die Selengabe wurde die Gesamtkrebsinzidenz und besonders das relative Risiko
fir Lungen-, Prostata- und kolorektale Karzinome signifikant gesenkt. Finley et al.
(2000) [44] fihrten Ratten Gberdurchschnittliche Selenmengen in Form von Selenat,
Selenit oder selenangereichertem Broccoli mit der Nahrung zu. In selenangereichertem
Broccoli liegt Selen hauptsachlich als Selen-Methylselenocystein vor [13]. Die
chemisch induzierte Bildung aberranter Krypten konnte nur bei Ratten, die Selen in
Form von selenangereichertem Broccoli erhalten hatten, signifikant reduziert werden.
Vergleichbare Ergebnisse erzielten auch Ip und Lisk (1994/95) [51] bei chemisch indu-
ziertem Brustkrebs bei Tieren mit selenangereichertem Knoblauch.

Bei der antikarzinogenen Wirkung scheinen besonders methylierte Selenformen eine
grol3e Rolle zu spielen, deren Funktion aber noch nicht genau bekannt ist und die lange
nur als Ausscheidungsformen von Selen angesehen wurden. VVon den Metaboliten im
Selenstoffwechsel hat Methylselenol den hochsten antikarzinogenen Effekt, mehrfach
methylierte Formen haben eine geringere Effektivitét, ebenso wie Selenit. Den gerings-
ten antikarzinogenen Effekt hat Selenomethionin. Weitere methylierte Selenformen mit
guter antikarzinogener Wirkung sind bekannt, wie Selen-Methylselenocystein oder die
synthetischen Verbindungen Selenobetain und Selenobetainmethylester, die als Vorstu-
fen dienen und von denen monomethylierte Selenmetaboliten abgespaltet werden
kdnnen. Da sie unter Umgehung des anorganischen Selen-Pools, mit Selenwasserstoff
als toxischer Substanz, methylierte Selenformen bereitstellen, haben sie eine wesentlich
geringere Toxizitat als anorganische Selensalze. Auf diesen Mechanismus wird neben
maoglichen eigenen antikarzinogenen Effekten auch die antikarzinogene Wirkung

zahlreicher Selenalkyl- und Selenallylderivate sowie Alkyl- und Arylselenocyanate



zurlickgefuhrt. Die antikarzinogene Wirkung der methylierten Selenmetaboliten beruht
nicht auf einem Metabolismus zu Selenwasserstoff. Somit entfalten sie ihre protektive
Wirkung nicht Gber den Aufbau von Selenoproteinen, sondern unabhéngig von diesen
[9,52].

Ein Zwischenprodukt des thiolabhangigen Selenitabbaus ist Selenodiglutathion. Fur
diese Substanz wurde eine potentiell antikarzinogene Wirkung festgestellt. Dies konnte
bei hohen Selenitgaben zu signifikanten Mengen an Selenodiglutathion fuhren und die
antikarzinogene Wirkung von Selenit begriinden [52,53].

In Krebszellkulturen kénnen hohe Dosen Selenit oder methylierten Selens Apoptose
induzieren. Diese kann auch unabhangig von toxischen Effekten, DNA-Schéden und in
Abwesenheit eines funktionsfahigen p53-Systems induziert werden. Die monomethy-
lierten Selenformen zeigen dabei eine besonders hohe Effektivitat bei bereits sehr
geringen Konzentrationen in vitro [54]. Aullerdem konnte eine Onkogeninaktivierung

durch Selenit nachgewiesen werden [55].

1.4 Molekularbiologie von Selenoprotein P
1.4.1 Genlocus

Der Genlocus des humanen SeP befindet sich auf Chromosom 5 im Abschnitt q31 [56].
Die bekannten Isoformen des SeP [57] haben alle die gleiche N-terminale Sequenz,
weshalb sie als ein Produkt desselben Gens anzusehen sind. Die auf dem Genlocus 5932

gefundene pGPX hat trotz ihrer N&he keine Expressionsverknlpfung [56].

1.4.2 Einflisse auf den SeP-Promotor

Die Charakterisierung des humanen SeP-Promotors ergab zahlreiche mdgliche Bin-
dungsstellen fur verschiedene Transkriptionsfaktoren: TATA-Box, CAAT-Box, ein
CG-reicher Strang flur SP1-abhéngige Transkription, zwei AP1-Bindungsstellen, ein
INF-y-gesteuertes Element (GAS) und mehrere Bindungsstellen fur Mitglieder der
STAT-Familie (Signal Transducer and Activator of Transcription) [58]. Zytokine sind
Signalproteine, die biologische Informationen von ihren Bildungsorten zu

verschiedenen Zielzellen bringen. Sie sind an der Regulation von Akut-Phase-



Reaktionen und Entziindungen beteiligt. Inflammatorische Zytokine wie TNF-a,, INF-y
und besonders IL-1f erniedrigen in HepG2-Zellen die SeP-Promotoraktivitat sowie die
Expression, was die Vermutung einer negativen Akut-Phase-Reaktion nahelegt [58-60].
In den gleichen Zellen wird auch eine verminderte SeP-mRNA- und Proteinsynthese auf
Transkriptionsebene durch das antiinflammatorische Zytokin TGF-B1 beobachtet [61].
TGF-B1 wird von aktivierten Makrophagen sezerniert und spielt eine wichtige Rolle bei
Immunmodulation und Wundheilung, was multifokale Entziindungen bei TGF-B1-
defizienten Mé&usen belegen [62,63]. Das TGF-B1-Signal wird Uber die Familie der
Smad-Proteine nach Aktivierung am TGF-B-Rezeptorkomplex in den Kern bermittelt
[64]. Hier erfolgt die direkte Bindung an Smad-bindende Elemente (SBE) im Promotor
von TGF-B-reaktiven Genen. Die Sequenz der SBE ist CAGACA, auch CAGA-Box
genannt. Im Promotor des humanen SeP-Gens wurden zwei CAGACA-Sequenzen
gefunden. Bei Uberexpressionsversuchen haben nur Smad 3 und 4, nicht aber Smad 2
an die CAGA-Box gebunden und fuhren zu einer stark verminderten SeP-mRNA-
Synthese durch Reduktion der Promotoraktivitéat [60,65,66]. Bisher wurde gezeigt, dass
Smad-Uberexpression zu Promotoraktivierung von TGF-B-reaktiven Genen fihrt [65].
Der humane SeP-Promotor ist der erste, bei dem eine Negativregulation durch TGF-1

nachgewiesen werden konnte [67].

1.4.3 Selenocystein-Insertion

Selen wird in Form von Selenocystein (SeC, 21. Aminosaure), das ein Cystein-Analo-
gon mit Selen an Stelle von Schwefel darstellt, in eine Reihe von Proteinen in stochio-
metrischen Mengen eingebaut. Diese Proteine werden Selenoproteine genannt [11,68].
Zu ihnen gehoren z.B. die Familie der Dejodasen (Typ I-11l), die Familie der
Glutathionperoxidasen (cGPX, pGPX, PHGPX, GI-GPX), SeP, die Thioredoxinreduk-
tasen (TRR, TRR-2), Selenophosphat-Sythetase-2 und mehrere weitere Selenoproteine
[14,69]. Dabei ist SeC im aktiven Zentrum der Selenoproteine mit enzymatischer
Aktivitat lokalisiert und direkt in die katalytischen Reaktionen involviert. Die Stelle der
MRNA, an der SeC in die Selenoproteine eingebaut wird, ist das UGA-Codon, das

urspriinglich als nicht codierend im genetischen Code bestimmt wurde [68]. Unter den



Selenoproteinen nimmt SeP eine besondere Stellung ein, da es tber multiple UGA-
Codons im offenen Leserahmen verfugt, bis zu 17 beim SeP des Zebrafisches [70-72].
Fir den bei der Biosynthese eukaryontischer Selenoproteine erforderlichen kotranslatio-
nalen Einbau dieser auflergewohnlichen Aminoséure sind spezifische Komponenten
erforderlich:

Eine haarnadelférmige Struktur im 3’-untranslatierten Teil der mRNA, die Seleno-
cystein-Insertions-Sequenz (SECIS) [39,73], ein SECIS-bindendes Protein (SBP2) [74-
76], ein Selenocysteyl-tRNA-spezifischer Translations-Elongationsfaktor (eEFsec)
[77,78], eine Selenocysteyl-spezifische tRNA (tRNA>*) [79] und eine Selenophosphat-
Synthetase zur SeC-Biosynthese an der tRNA®® [80]. Eine mdgliche Selenocystein-
Synthase-ahnliche Aktivitét in eukaryontischen Zellen zur Synthese von Selenocysteyl-
tRNA>® aus Seryl-tRNAS* wurde beschrieben [81].

1.4.3.1 Selenocystein-Insertions-Sequenz (SECIS)

In Anwesenheit des haarnadelférmigen SECIS-Elements im 3’-untranslatierten Teil der
MRNA von Selenoproteinen (3’-UTR) wird das UGA-Codon statt normalerweise als
Stopp-Codon, das zum Kettenabbruch flhrt, als Selenocystein translatiert. Dies
geschieht fur jedes UGA-Codon im offenen Leserahmen, unabhéngig von der Position
[39,73,82]. In den Selenoproteinen werden zum Kettenabbruch an der korrekten Posi-
tion statt UGA andere Stopp-Codons verwendet. Als definitives Stopp-Codon fungiert
bei SeP UAA [39,83]. Der Abstand des SECIS-Elements zum decodierten UGA-Codon
betragt in Eukaryonten mindestens 60 Nukleotide und kann ohne FunktionseinbufRe
mehrere Kilobasen betragen [39,84]. In Eukaryonten kann ein SECIS-Element mehrere
UGA-Codons bedienen, wie z.B. in der SeP-mRNA, wo im Gegensatz zu den anderen
Selenoprotein-mRNAs sogar 2 funktionelle SECIS-Elemente bekannt sind, die 10-17
UGA-Codons bedienen [39,72,82]. Dies steht im Gegensatz zum Mechanismus in
Prokaryonten, bei denen das SECIS-Element unmittelbar anschlieend zum UGA-
Codon im codierenden Abschnitt stehen muss, da es sonst zu keiner SeC-Inkorporation
fuhrt [85]. In Prokaryonten kann somit ein SECIS-Element immer nur das unmittelbar

vorangehende UGA-Codon bedienen. Die prokaryontische Haarnadelstruktur unter-



scheidet sich von der eukaryontischen und besitzt deutliche Unterschiede in Sequenz,
Struktur und Lokalisation [73,86].

Ein Vergleich der Sequenzen von 23 eukaryontischen SECIS-Elementen ergab, dass
alle eine dhnliche 2-D-Struktur besitzen, bestehend aus zwei Helices I und Il, die durch
eine innere Schleife getrennt sind, und eine die Helix Il Gberragende apikale Schleife
(Abbildung 1). Die apikale und innere Schleife haben variable GroRen. Helix | hat eine
sehr variable Lange, Helix 1l dagegen eine sehr hochkonservierte L&dnge von 13-15
Basenpaaren. Weitere hochkonservierte Regionen sind ein Adenosin-Doppel an der
Basis der apikalen Schleife, GA an der 3’-Seite und AUGA an der 5’-Seite der Haar-
nadelstiele. Die zwei letzten Sequenzen sind Teil einer Folge von meistens vier non-
Watson-Crick-Basenpaaren mit einem zentralen GA/AG-Tandem, dem sogenannten
SECIS-Kern [87], an der Basis von Helix Il [73,86,88]. Diese hochkonservierten
Sequenzbereiche sind essentiell fir die Funktion des SECIS-Elements [39,87,89]. Non-
Watson-Crick-Basenpaare kénnen Ausbeulungen und innere Schleifen bilden, prasen-
tieren chemische Gruppen an der gro3en oder kleinen Rille der Helix und kénnen somit
funktionelle Bindungsstellen fir spezifische Interaktionen mit Metallen oder Proteinen
bilden. Besondere Beachtung findet das zentrale GA/AG-Tandem, das in allen bisher
untersuchten SECIS-Elementen gefunden wurde, in gekreuzter Anordnung vorliegt und
dadurch erstaunliche Eigenschaften zeigt. Wéhrend das Vorhandensein von nur einem
GA-Basenpaar zur schweren Distorsion und fast alle anderen Tandemkombinationen
zur Helixoffnung fiihren, fahrt die natlrlich vorkommende Anordnung zur Paarungs-
stabilitat und Helixstabilisierung [73,86,89].

Neuere Untersuchungen der Sekundérstruktur der verschiedenen SECIS-Elemente
ergaben, dass diese nach ihrer Form in zwei Gruppen eingeteilt werden kdnnen. Die
bisherigen Untersuchungen wurden vor allem an SECIS-Elementen von humaner und
Ratten-Dejodase Typ I, humaner und Ratten-cGPX und Ratten-SeP durchgefiihrt. Aus
diesen Ergebnissen wurde eine gemeinsame Sekundar- und Tertidrstruktur hergeleitet
[39,86,87,89]. Die neue Einteilung in zwei Gruppen richtet sich nach der Anwesenheit
einer kleinen Haarnadelstruktur an der Spitze des SECIS-Elements oberhalb des konser-
vierten Adenosin-Doppels (Abbildung 2). In der Gruppe 2 mit der genannten und schon

friher vorgeschlagenen Struktur [90] befinden sich das konservierte Adenosin-Doppel



in einer inneren Ausbuchtung. Die Bildung dieser zusétzlichen Haarnadelstruktur héngt
von der postulierten Grolie der apikalen Schleife ab. Schleifen aus 4-12 Nukleotiden
gelten als stabil, wenn sie durch einen stabilen Stiel geschlossen werden, wohingegen
Schleifen mit mehr als 16 Nukleotiden als instabil gelten [91]. SECIS-Elemente mit
groRen apikalen Schleifen aus 15 oder mehr Nukleotiden kénnen durch Bildung zusétz-
licher Basenpaare die Schleife verkleinern und stabilisieren (Gruppe 2). Die SECIS-
Elemente der Gruppe 1 mit apikalen Schleifen aus 14 oder weniger Nukleotiden haben
in der Sequenz kein Potential, zusétzliche Basenpaare zu bilden.

Somit gehdren der Gruppe 1 die Typ I-Dejodase, cGPX, GI-GPX und das zweite SeP-
SECIS-Element an. Alle anderen bisher untersuchten SECIS-Elemente werden der

Gruppe 2 zugeordnet.
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Abbildung 1: Sekundérstruktur des haarnadelférmigen SECIS-Elements [86,89].
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Die zuvor bestimmten Sekundar- und Tertiarstrukturen stimmen damit nur fir SECIS-
Elemente der Gruppe 1, von denen sie auch abgeleitet wurden. Beide Formen des
SECIS-Elements haben aber vergleichbare Aktivitaten, die SeC-Inkorporation zu
steuern, und lassen aufgrund der dhnlichen Positionen von Kern und konservierten
Adenosinen einen gemeinsamen Mechanismus vermuten [86,87,89].

Abgesehen von den hochkonservierten Sequenzen, bei denen ein Basenaustausch zu
starker Aktivitatseinbulle bis zum Funktionsverlust des SECIS-Elements fihren kann,
ist im 0brigen SECIS-Element die exakte Sequenz der gepaarten Nukleotide ver-
gleichsweise unwichtig, wenn die Balance von Lange und thermodynamischer Stabilitat
aufrechterhalten bleibt. Die nicht maximal ausgepragte Stabilitat im SECIS-Element
konnte Hinweis auf die zur Funktion notige Flexibilitat fir den Translationsvorgang
sein. Neben einem postulierten ,,Looping-back“-Mechanismus (Zurlckklappen des
SECIS-Elements im 3’-UTR zum UGA-Codon) [39] konnte auch das Bindungsver-

halten zu spezifischen Proteinfaktoren hierdurch erleichtert werden [92].
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Abbildung 2: Formen 1 und 2 der Spitzenregion des SECIS-Elements [88].
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1.4.3.2 SECIS-bindendes Protein 2 (SBP2)

In Prokaryonten wird die SECIS-vermittelte SeC-Inkorporation von einem bifunktio-
nalen Protein katalysiert: Der Translationfaktor SELB hat eine N-terminale tRNA-
spezifische Elongationsfakor-Doméne und eine C-terminale SECIS-RNA-bindende
Doméne [93]. In Eukaryonten werden diese Aufgaben von zwei getrennten Proteinen
ubernommen, vom SECIS-bindenden Protein 2 (SBP2) [74-76] und von einem
tRNA>*-spezifischen Translations-Elongationsfaktor (eEFse) [77,78].

Die postulierte SBP2-Bindungsstelle des SECIS-Elements besteht aus den vier non-
Watson-Crick-Basenpaaren der Helix 2 mit dem zentralen GA/AG-Tandem, dem
5’-Strang der Helix |1 und dem 5’-Teil der inneren Schleife. Diese Bindungsstelle ist
uber verschiedene Spezies hinweg konserviert [94]. Wenn SBP2 einmal an das SECIS-
Element gebunden hat, dissoziiert es entweder sehr langsam oder gar nicht mehr und
bleibt bis zum Abbau der mRNA oder dem eigenen Abbau gebunden [38]. In zahl-
reichen Versuchen mit Uberexpression von Selenoprotein-mRNAs und der dabei
beobachteten verminderten SeC-Inkorporation und dem vorzeitigen Kettenabbruch am
UGA-Codon stellte sich SBP2 als der hauptséchlich limitierende Faktor der SeC-
Inkorporation heraus. Nur geringen limitierenden EinfluR haben eEFse und tRNAS
[38,77]. Fur SBP2 wurde eine stimulierende Wirkung auf die SeC-Inkorporation
festgestellt [74,75]. Dabei bestimmt SBP2 eine bereits aus friheren Studien bekannte
Hierarchie unter den SECIS-Elementen der verschiedenen Selenoproteine:
cGPX <5’-DI Typ I < TRR << PH-GPX << SeP (1. SECIS-Element) [39,92].
Transfektion von SBP2 oder auch Selensupplementierung bewirkte eine drastische
Aktivitatssteigerung der SECIS-Elemente von PH-GPX und noch deutlicher von SeP (1.
SECIS-Element) [38]. Dass diese Hierarchie ber unterschiedliche Affinitaten von
SBP2 zu verschiedenen SECIS-Elementen gesteuert wird, ist wegen der &hnlichen
Affinitat von SBP2 zu vielen verschiedenen Sauger-SECIS-Elementen unwahrschein-
lich [94]. Das isolierte humane SBP2 (Genlocus: Chromosom 9) zeigt neben zwei
Bereichen sehr hoher Ubereinstimmung mit dem Ratten-SBP2 auch Bereiche erstaun-

lich niedriger Ubereinstimmung fiir zwei Saugetierproteine [76].
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1.4.3.3 Selenocysteyl-tRNA-spezifischer Translations-Elongationsfaktor (eEFsec)

Der Sequenzvergleich der tRNA® -spezifischen Translations-Elongationsfaktoren
(eEFsec) verschiedener Eukaryonten mit den Elongationsfaktoren eEF1A aus Mdusen
und Menschen zeigt eine hohe Homologie in der tRNA-bindenden Doméne, aber auch
einzigartige Regionen der eEFs,-Familie, eine C-terminale SBP2-interagierende
Doméne, sowie Insertionen in der eEF1A-Sequenz, die in eEFse fehlen [77,78]. Die
Bindung von eEFs, an Selenocysteyl-tRNA>® ist sehr spezifisch, eine Bindung an die
serylierte Vorstufe, Seryl-tRNA®, oder an die Standard Seryl-tRNA>" war kaum
festzustellen [78].

Die Translation ist abhangig von der Belieferung der Ribosomen A-Seite mit Amino-
acyl-tRNA-Komplexen durch die Elongationsfaktoren zu deren entsprechenden
Codons. Aminosaure-Codons werden durch die tRNA-EF-Komplexe von Abbruch-
Codons unterschieden, die durch Freisetzungsfaktoren erkannt werden [95]. Die SeC-
Inkorporation ist eine Ausnahme, da hier ein tRNA-EF-Komplex ein Codon beliefert,

das normalerweise als Abbruch gelesen wird [78].

1.4.3.4 Selenocysteyl-spezifische tRNA (tRNA3*)

Die tRNA®® zeigt Charakteristika der Sekundar- und Tertidrstruktur, die sie von
gewohnlicher tRNA unterscheidet. Die Tertidrstruktur ist wegen begrenzter tertidrer
Interaktionen lockerer. Die 2-D-Strukturen einer Vielzahl prokaryontischer tRNAS®
[96] ahneln der postulierten Kleeblattstruktur der eukaryontischen tRNAS® [73,79].
Diese liegt in zwei Isoformen vor, die sich durch eine 2’-O-Ribose-Methylation am U34
unterscheiden [97]. Die Promotorstruktur des eukaryontischen tRNAS*-Gens wurde
sehr genau untersucht und zeigt grof3e Unterschiede zu klassischen eukaryontischen
tRNA-Genen, wo der Promotor aus den zwei intragenen A- und B-Boxen besteht. Der
tRNA>*-Promotor besteht aus einem Aktivator-Element (AE), einem proximalen
Sequenz-Element (PSE) und einer TATA-Box strangaufwarts und der B-Box intragen.
Die Transkriptionsfaktoren zu diesen Promotorelementen wurden bereits identifiziert.
Besondere Aufmerksamkeit wurde dem Selenocystein-tRNA-Transkription aktivie-

renden Faktor (Staf), einem Sieben-Zinkfinger-Protein, geschenkt, der spezifisch die
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Aktivierung vom AE aus vermittelt. Genauere Eigenschaften dieses Faktors werden
noch erforscht [73].

1.4.3.5 Selenophosphat-Synthetase, Selenocystein-Synthase

Die Biosynthese der SeC-beladenen tRNA>® in Eukaryonten ist noch nicht vollstandig
geklart. Es wird ein ahnlicher Weg wie in Prokaryonten angenommen: Die tRNA®®
wird trotz geringer Sequenzhomologie mit der tRNA>* von der Seryl-tRNA-Synthetase
mit Serin zu Seryl-tRNA aminoacyliert. Aus ATP und Selenwasserstoff wird durch
die Selenophosphat-Synthetase Selenophosphat synthetisiert. Mit diesem wird durch die
Selenocystein-Synthetase die Seryl-tRNA* in Selenocysteyl-tRNA® umgewandelt
[69,98]. Von den beteiligten spezifischen Enzymen ist in Eukaryonten die Selenophos-
phat-Synthetase bekannt [80]. Eine mdgliche Selenocystein-Synthase-ahnliche Aktivitét

in Zellen wurde beschrieben [81]. Der genaue Reaktionsweg ist aber noch unklar.

1.4.3.6 Interaktionen zwischen den einzelnen Translationselementen

In Transfektionsversuchen binden SBP2 und eEFs,. unabhangig voneinander an das
SECIS-Element. Dabei zeigt eEFsec eine geringe Spezifitat, da es auch an verénderte
SECIS-Elemente bindet, SBP2 dagegen nicht. Zusammen binden die beiden Faktoren
aber nur an das natlrliche SECIS-Element, d.h. SBP2 verleiht eEFs,. Spezifitat fur das
nattrliche SECIS-Element, wahrscheinlich durch Konformationsdnderung der RNA-
bindenden Domaéne von eEFse. [78]. Die Bindung von SBP2 an das SECIS-Element
wird von eEFs. stimuliert [76]. Da ein Komplex mit SECIS-Element, SBP2 und eEFs.
nur in Anwesenheit eines SECIS-Elements zustandekommt, wird fir das Zusammen-
spiel der Faktoren folgender Mechanismus angenommen: Die SeC-Inkorporation,
gesteuert vom 3’-UTR, erfolgt durch Bindung von SBP2 an das SECIS-Element,
gefolgt vom Einfang eines eEFsq-Selenocysteyl-tRNA*-Komplexes. Der Komplex
wird am SECIS-Element zusammengebaut und liefert den eEFse-Selenocysteyl-
tRNA*-Komplex an ein UGA-Codon, das an der Ribosomen A-Seite liegt. Ein stabiler
SECIS-SBP2-Komplex erlaubt einen raschen und effizienten Wechsel von leerem
eEFsec und beladenem Selenocysteyl-tRNA*-eEFs,, was fiir die Decodierung von
multiplen UGA-Codons im SeP wichtig ist [76,78].
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1.4.3.7 Weitere EinflUsse auf die Translation

Die SeC-Inkorporation hat sich in bisher allen untersuchten Systemen als ineffizient
herausgestellt, auch in Bakterien [75,78,99,100]. Die Kombination von zwei oder drei
UGA-Codons in einem Leserahmen fuhrt dabei zu einer drastischen Reduktion des
vollstandig translatierten Proteins, so dass die vorzeitige Abbruchrate in solchen Prote-
inen sehr hoch sein muss. Trotzdem ist die SeC-Inkorporations-Effizienz am einzelnen
UGA-Codon wohl hoch genug, um ausreichende Mengen an komplettem Selenoprotein
zu erhalten [100]. Bemerkenswert ist, dass die Selenoprotein-mRNA-Beladung mit
Polysomen, bezogen auf die L&nge des offenen Leserahmens, im Vergleich zu Nichtse-
lenoprotein-mRNAs geringer ausfallt. Die Polysomenanzahl entpricht dabei der mMRNA-
Lange bis zum ersten UGA-Codon, wenn dort der Kettenabbruch erfolgen wirde, d.h.
das UGA-Codon ist ein Translationsnachteil der mRNA. Die An- oder Abwesenheit
eines SECIS-Elements spielt dabei keine Rolle [101].

Ursache der bereits angesprochenen Hierarchie der einzelnen Selenoproteine in ver-
schiedenen Geweben und innerhalb eines Gewebes kann auch die unterschiedliche
Empfindlichkeit gegenuber einem als Nonsense-vermittelter Zerfall (Nonsense-
mediated Decay, NMD) bezeichneten Reaktionsweg sein, in dem mRNAs mit unsin-
nigen Codons vor dem Stopp-Codon eliminiert werden. Bei Selenmangel unterliegt die
cGPX-mRNA einem NMD, gegen den die mRNAs von anderen Selenoproteinen, wie
Typ I-Dejodase und besonders SeP und PH-GPX, relativ unempfindlich sind. Das
wirde bedeuten, dass unter Selenmangel die UGA-Codons vermehrt als unsinnig
interpretiert werden und das wenige vorhandene Selen in Selenoproteine hodherer
Rangordnung inkorporiert wird [38].

Die SeC-Inkorporation wird auch von den beiden dem UGA-Codon folgenden Basen
und den zwei Aminoséuren vor der potentiellen SeC-Einbaustelle beeinflult. Pyrimi-
dinbasen nach dem UGA-Codon begunstigen, Purinbasen benachteiligen den SeC-
Einbau in das Protein, auch wenn sie nach einer Pyrimidinbase folgen [102,103].
Vergleicht man die Sequenzen des SeP von Ratte, Mensch und Rind, so fallt die Prava-
lenz von Cytosin als Folgebase nach dem UGA-Codon auf, der schwéchsten Abbruch-
induzierenden Base [90]. Die zwei Aminosauren vor dem mdoglichen SeC-Einbau haben

einen noch starkeren Einflul auf Einbau oder Abbruch als die Folgebase nach dem
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UGA-Codon. Durch Einbau zweier Codons von Abbruch-einleitenden Aminoséuren
(Asparaginsaure und Arginin) vor das UGA-Codon erfolgte eine drastische Verringe-
rung der SeC-Inkorporation. Die Kombination dieser zwei Aminosauren vor einem
UGA-Codon wurde in keinem der bisher untersuchten Selenoproteingene gefunden
[100].

1.4.3.8 Proteineigenschaften

Das humane SeP besteht aus 381 Aminoséduren, davon fungieren 19 Aminoséduren als
Signalpeptid (Abbildung 3). SeP ist das erste identifizierte Selenoprotein, das mehr als
ein Selenocystein in seiner Primérsequenz beinhaltet, ein Selenocystein als 59. Amino-
séure und neun Selenocysteine im C-terminalen Anteil (AS 300-381), vier davon unter
den letzten 15 Aminosduren (AS 367-381) [70,82]. Die selenreichen Regionen im
C-terminalen Teil offenbaren sich u.a. durch Trypsin- und Bromcyanbehandlung von
SeP [104]. Neben dem menschlichen SeP sind auch die von Maus, Ratte (je 10 SeC),
Rind (12 SeC) [105] und Zebrafisch (17 SeC) [72] bekannt.

Bei der Aminosaurenanalyse von SeP ergibt sich ein SeC-Gehalt von sieben bis acht
pro Molekiil, was im Widerspruch zu den zehn erwarteten aus der abgeleiteten Amino-
sédurensequenz steht. Als Ursachen hierflr werden Zerstérung von Selenocystein
wéhrend der Praparation, Modifikation, posttranslationale Spaltung des SeP-Molekiils
und vor allem vorzeitiger Abbruch an einem UGA-Codon diskutiert [70,71,82,83,104].
Die basischen Aminosauren (17,2%) uberwiegen gegenuber den sauren (10,4%) unter
besonderer Beachtung zweier basischer, histidinreicher Abschnitte (AS 204-217 und
AS 244-253 im humanen SeP) [70,82]. Letztere sind charakteristisch fir Heparin-
affinitat, weisen zahlreiche redoxaktive Stellen auf und legen die Vermutung nahe, dass
SeP an Proteoglykane an der Zelloberflache binden kann [70,57,106-109]. Sie sind
wahrscheinlich auch verantwortlich fir die Fahigkeit, Schwermetalle zu binden
[110,111]. Somit kdnnte SeP im interzellularen Raum der Abwehr oxidativer Reagen-
zien zum Schutz der Plasmamembran dienen [7,57,104,112,113]. Die Vermutung, dass
es sich bei SeP um ein sezerniertes extrazelluléres Protein handelt, wird auch durch das
Vorhandensein eines Signalpeptids erhartet [70,71,82]. AulRer in der Leber wurden bei

Ratten besonders in Niere, Lunge und Hoden, beim Menschen vor allem in Herz und
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Lunge SeP-mRNA-Transkripte nachgewiesen [114]. Im Gastrointestinaltrakt des
Menschen wurden im Osophagus, Duodenum, dem proximalen und distalen Kolon und
im Rektum starke, im Magencorpus und Antrum nur schwache SeP-mRNA-Signale
detektiert [115]. Im menschlichen Plasma liegt Selen, je nach untersuchtem Kollektiv,
zu 40% bis knapp 70% in SeP gebunden vor [116], in Rattenplasma zu UGber 60% [104].
Somit hat in beiden Fallen SeP den groRten Anteil am Selengehalt des Plasmas
[104,108,117]. Der SeP-Gehalt im Plasma von Ratten ist mit 25-30 pg/ml finf- bis
zehnmal so hoch wie der beim Menschen (ca. 3 pg/ml) [104,108,118,119]. Die Plasma-
Halbwertszeit von SeP liegt bei drei bis vier Stunden [120].

Das native Ratten-SeP hat in der Gelfiltration eine Molekulmasse von 80-100 kD
[121,122]. Durch Eluation des SeP aus Rattenserum mit einem pH-Gradienten an einer
Heparin-Sepharose-Saule und Auftrennung mittels SDS-PAGE lassen sich mindestens
finf Isoformen mit den Molekilmassen 57 kD und 45 kD bestimmen [57]. Die 57 kD-
Bande ist die prominenteste, gefolgt von einer Doppelbande um 45 kD und mehreren
schwdacheren Banden [57,83]. Dabei scheint das 45 kD-Protein durch Abbruch der
Translation am zweiten UGA-Codon zu entstehen. Dies wird durch tbereinstimmende
Ergebnisse der berechneten und gemessenen Molekilmasse des 45 kD-Proteins sehr
wahrscheinlich [83]. Die Differenz der Molekillmassen in der Gelfiltration und der
SDS-PAGE konnte durch die Existenz einer kleinen Untereinheit, die sich nicht gut
detektieren laRt, erklart werden [117,122]. Am wahrscheinlichsten ist aber die Glyko-
proteinnatur des SeP Ursache fir die voneinender abweichenden Molekilmassen in den
beiden Methoden [104,117]. Nach Behandlung mit N-Glucosidase verschoben sich die
Molekilmassen von 57 bzw. 45 kD nach 48 bzw. 36 kD, woraus ersichtlich ist, dass
SeP ein reich glykosyliertes Protein darstellt [83]. Mit N- oder O-Glykanase ergaben
sich beide Male aus der 57 kD-Bande eine 48 kD- und eine 43 kD-Bande. Da die 43
kD-Bande, verglichen mit der 48 kD-Bande eine noch geringere Glykoproteinfarbung
zeigte, ist anzunehmen, dass es sich um eine heterogene Glykosylierung handelt [104].
Dieses Ergebnis korreliert mit dem an Hand der Aminosduresequenz errechneten
Molekulargewicht ohne Signalpeptid von 41,052 kD [70,71]. Die massenspektro-
metrische Untersuchung von Ratten-SeP ergibt vier Isoformen mit identischen
N-terminalen Anteilen und den Molekiilmassen 36 kD, 38 kD, 48 kD und 50,5 kD. Dies
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entspricht vorzeitigen Kettenabbriichen am UGA-Codon 2, 3, und 7 sowie dem kom-
plett translatierten SeP. Die dabei detektierten breiten Banden sind Ausdruck der
Mikroheterogenitét der Glykosylierung [123].

Analoge Ergebnisse existieren auch fiir das humane SeP. Es ergeben sich bei der SDS-
PAGE zwei Banden bei 61 kD und 55 kD [108,124]. Nach N-Deglycosylierung resul-
tieren mehrere Banden mit 32 kD, 34 kD, 39 kD und 45 kD [99,124]. Die aus der von
der mRNA abgeleiteten SeP-Primarstruktur errechneten Molekularmassen des komplett
translatierten SeP (41,229 kD) [82] und eines SeP mit Kettenabbruch am zweiten UGA-
Codon (31,893 kD) [124] entsprechen gut den Banden mit 39 kD und 32 kD. Das
Auftreten weiterer Banden kann auf die Existenz mehrerer Isoformen mit
Kettenabbruch an anderen UGA-Codons oder eine heterogene Glycosylierung
hinweisen. Eine unterschiedliche Glycosylierungsstufe ein und desselben Proteins als
Ursache des Auftretens zweier SeP-Banden mit 61 kD und 55 kD ist aufgrund dieser
Ergebnisse sehr unwahrscheinlich. Ein vorzeitiger Kettenabbruch analog zu den
Ergebnissen beim Ratten-SeP ist am wahrscheinlichsten [108,124].

Vergleicht man das SeP der Ratte mit dem des Menschen, so fallt auf, dass es sich um
ein hochkonserviertes Protein handelt. So codiert die cDNA bei Ratten (Werte fur
humanes SeP in Klammern) fur 385 (381) Aminoséuren und weist funf (sechs) typische
N-Glycosylierungsstellen auf. Die errechneten Molekulargewichte betragen ohne
Signalpeptid 41,052 kD (41,229 kD). Die Ubereinstimmung betragt 69% auf Nukleo-
tidebene und 72% auf Aminosaurenebene [71,82,70].
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Signalpeptid: AS 1-19 P1: AS 14-28

1 10 20 30 40
NH,-MWRSLGLALALCL|ILPSGGTIESQDQSSLCKKQPPAWSIRDQDP

50 60 70 80
MLNS@VTVVALLQAS*YLCIIEASKLEDLRVKLKKEGYS@YIV

90 100 110 120 30
VNHQGISSRLKYTHLKNKVSEHIPVYQQEEDVWTLL KDD

140 150 160 170
FLIYDRCGRLVYHLGLPFSFLTFPYVEEAIKIAYCEKKCG@LTT

180 190 200 210 220

LKDEDFCKRVSLATVDKTVETPSPHYHHEHHHNHGHQHLGSSEL
P2: AS 252-265

230 240 250 260
SENQQPGAPNAPTHPAPPGLHHHHKHKGQHRQGHPENRDMPA|S

270 280 290 300 310
EDLOQDLQKKLCRKRCINQLLCKLPTDSELAPRS*CCHCRHLIFEKT

320 330 340 350
GSAIT*QCKENLPSLCS*QGLRAEE ESCQ*RLPPAA*QISQQLI

360 370 380
PTEASAS*R*KNQAKK*E*PSN-COO"

Abbildung 3:

Aminosauresequenz des humanen SeP (381 Aminosduren) [82]. Eckige Rahmen: Antigenes N-regionales
Peptid (P1) und antigenes C-regionales Peptid (P2). Eckige Klammer: Signalpeptid (AS 1-19). Kreis:
Madgliche Glykosylierungsstelle. Stern (*): Selenocystein.
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1.5 Bisher bekannte Funktionen von Selenoproteinen
1.5.1 Glutathion-Peroxidase-Familie (GPX)

Die Enzyme der GPX-Familie katalysieren die Reduktion von zell- und gewebsschéadi-
genden Peroxiden zu Alkoholen durch Glutathion mit reduziertem Glutathion als
Kofaktor. Peroxide und andere reaktive Sauerstoff- und Stickstoffspezies kdnnen zur
Radikalbildung beitragen und dadurch DNA, Proteine, Kohlenhydrate und Lipide
beschadigen. Die einzelnen GPX-lsoformen stellen somit eine wichtige Schutzfunktion

in ihren jeweiligen Kompartimenten und Geweben sicher [69].

1.5.1.1 Cytosolische oder klassische GPX (cGPX)

Die cGPX kommt in fast allen Zellen vor. Sie kann Wasserstoffperoxid und freie
organische Hydroperoxide zu Wasser und Alkoholen reduzieren. Die cGPX konnte
einen zellularen Selenspeicher darstellen. Die cGPX-Aktivitat wird auch als Marker fur

den Selenstatus eines Individuums herangezogen [14].

1.5.1.2 Plasma- oder extracellulare GPX (pGPX oder eGPX)

Die pGPX wird hauptséchlich in den proximalen Tubuluszellen der Nieren und in der
Lunge synthetisiert [125,126]. Sie stellt das extrazellulare Isoenzym der GPX-Familie
dar und reduziert Wasserstoffperoxid und Phospholipid-Hydroperoxid im Plasma [127].
Auch die pGPX-Aktivitat wird als Marker fur den Selenstatus herangezogen. Bei
Selenmangel ist ihre Aktivitat verringert, bei addquater Selenversorgung erreicht sie ein
Plateau [128].

1.5.1.3 Phospholipid-Hydroperoxid-GPX (PH-GPX)

Die PH-GPX ist eine intrazellulare und teilweise membrangebundene Isoform, die
Fettsaure-Hydroperoxide, die zu Phospholipiden verestert sind, sowie Hydroperoxide
von Cholesterol und Cholesterolester in Membranen und Low-Density-Lipoproteinen
(LDL) reduziert [129,130]. Die PH-GPX ubt ihre Funktionen im Eicosanoidstoff-
wechsel und beim Schutz vor Lipidperoxidation aus. Die Verhinderung der LDL-

Oxidation ist wichtig zur Vermeidung einer Arteriosklerose. Oxidierte LDL kénnen von
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Endothelzellen und Makrophagen in den Arterienwanden aufgenommen werden und
dort zu Frihstadien der Arteriosklerose fuhren [14,131]. Die PH-GPX ist auch das
Selenoprotein in der Mitochondrienkapsel der Spermien [28]. Die PH-GPX-Aktivitat ist
kein geeigneter Parameter zur Bestimmung des Selenstatus eines Individuums, da diese

bei Selenmangel wesentlich langsamer als die der cGPX sinkt [132].

1.5.1.4 Gastrointestinale GPX (GI-GPX)

Die GI-GPX ist die Haupt-GPX-Isoform im Gastrointestinaltrakt und spielt eine wich-
tige Rolle bei der Kontrolle zelluldrer Redoxmechanismen, beim Schutz vor mit der
Nahrung aufgenommenen Lipidhydroperoxiden und der Resistenz gegen die Karzinom-

entstehung. Sie befindet sich intrazellular in den Mukosazellen [133,134].

1.5.2 Dejodase-Familie (5°-DI Typ I-11, 5-DI Typ 111)

Die Enzyme der Dejodase-Familie regulieren den Schilddriisenhormonstoffwechsel.
Die 5’-DI Typ | und Il katalysieren die Bildung von aktivem Trijodthyronin (T3) aus
dem Prohormon Tetrajodthyronin (T,4), das von der Schilddrise sezerniert wird. Die 5-

DI Typ Il fihrt zur Dejodierung von T3 und T4 zu inaktiven Metaboliten [69].

1.5.3 Thioredoxinreduktase (TRR)

TRR reduziert Nukleotide in der DNA-Synthese und reguliert den intrazellularen
Redoxstatus. TRR kann eine Vielzahl von Verbindungen reduzieren, z.B. Disulfide,
Fettsauren, Vitamin K3 und Dehydroascorbinsdure. Das nattrliche Substrat der TRR ist
das Thioredoxin. Dieses ist ein zentraler Regulator des zelluldren Redoxstatus und
damit wichtig fur die Funktion von Transkriptionsfaktoren und Kernrezeptoren. Des
Weiteren benétigt auch die Ribonukleotidreduktase reduziertes Thioredoxin flr die

Bildung von Desoxyribonukleotiden [14,69].

1.5.4 Selenophosphat-Synthetase

Derzeit sind zwei Formen der Selenophosphat-Synthetase bekannt, von denen nur der

Typ 2 ein Selenoprotein darstellt. Dieses Enzym ist von entscheidender Bedeutung bei
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der Biosynthese von Monoselenphosphat als Selenspender in biologischen Reaktionen,
so auch beim schrittweisen Aufbau von Selenocystein an der Selenocysteyl-tRNAS bei

der Biosynthese von Selenoproteinen [80,135].

1.5.5 Biologische Funktionen von Selenoprotein P

Auch wenn die Funktion von SeP bisher noch nicht vollstandig geklart ist, so geben
doch zahlreiche Untersuchungen Hinweise auf mogliche Funktionen, die SeP austiben
konnte.

Eine Rolle als antioxidatives Agens zum Schutz der Zellen vor reaktiven Sauerstoff-
spezies (ROS) gilt als sehr wahrscheinlich [57,82,105,116,136]. Bei Ratten beobachtete
man unter Selenmangel spontane Leberzellnekrosen und Lipidperoxidation [137]. Den
antioxidativen Schutzeffekt von Selen hat man friiher generell der Glutathionperoxidase
zugeschrieben. In einem Rattenmodell stellte sich aber heraus, dass durch Selenitin-
jektion die durch Diquat und Paraquat induzierten Leberzellnekrosen und Lipidperoxi-
dation deutlich vermindert werden koénnen, bevor die Glutathionperoxidase-Aktivitat
ansteigt. Nachfolgende Forschungen ergaben, dass der schiitzende Effekt der Selenitin-
jektion mit einem signifikanten Anstieg des SeP assoziiert ist [112,113].
Untersuchungen tber die Auswirkungen des SeP-Spiegels im Plasma auf die Benzoat-
Hydroxylierung durch Peroxynitrit ergaben fir verminderte SeP-Spiegel eine
signifikant hohere Hydroxylierungsrate. SeP-angereichertes Plasma kann danach die
Hydroxylierung gegenuber Normalplasma deutlich verringern [136]. Vergleichbare
Ergebnisse sind auch fir pGPX [138] und TRR [139] bekannt. Peroxinitrit ist ein
wichtiger Mediator inflammatorischer Toxizitat und initiiert DNA-Einzelstrangbriche,
Lipidperoxidation und Nitratisierung von Tyrosinresten in Proteinen [105].

SeP bindet an Zellmembranen, besonders in Leber, Niere, Hirn und Hoden
[120,140,141], es wird sogar ein spezifischer Membranrezeptor postuliert [140]. Es
wird vermutet, dass SeP besonders im GefaRsystem antioxidative Eigenschaften
entfaltet, da es eine hohe Affinitdt zum GefaRendothel besitzt [107]. Diese Affinitat
kommt wahrscheinlich durch zwei histidinreiche Doméanen und weitere histidin- und
lysinreiche Regionen sowie durch die Pravalenz basischer Aminosauren zustande, die in

vitro pH- und salzabhangig mit Heparin interagieren. Mdglicher Zweck dieser SeP-
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Bindung an Glycosaminoglycane kdnnte die Akkumulation von SeP an Zelloberflachen
als antioxidatives Schutzschild sein. Durch die pH-Abhéngigkeit dieser Bindung kann
SeP besonders in entziindetem und hypoxischem Gewebe verstarkt an Zellmembranen
binden [57,70,106,108,109].

SeP ist reich an Histidin, Cystein und Selenocystein und bildet mit Metallen wie Queck-
silber, Silber und Cadmium stabile Komplexe [110,111]. Schwermetalle und Ungleich-
gewichte physiologisch im Gehirn vorkommender Metalle haben neurotoxische Eigen-
schaften und werden mit neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer,
Morbus Parkinson und Amyotrophe Lateralsklerose in Verbindung gebracht [142]. Vor
dem Hintergrund, dass Rinder-SeP in vitro ein Uberlebensfaktor fiir Neurone in Zell-
kulturen darstellt [143], konnte der Schutz vor Schwermetallen im Hirn eine weitere
mdogliche Funktion von SeP sein. Es ist aber noch unklar, ob SeP Metalle detoxifizieren
kann.

Fur SeP konnte auch eine leichte Phospholipid-Hydroperoxidase-Aktivitdt nachge-
wiesen werden, wenn auch etwa 100fach geringer als die der PH-GPX und im Gegen-
satz zur PH-GPX, die intrazelluldr lokalisiert ist, im Extrazellularraum. Durch die
unterschiedliche Substratspezifitat der antioxidativen Selenoproteine innerhalb (cGPX,
PH-GPX, GI-GPX, TRR) und auBerhalb der Zellen (SeP, pGPX) ist ein auf das jewei-
lige Kompartiment abgestimmter und im Zusammenspiel suffizienter Schutz vor ROS
gewadhrleistet [129].

Der SeP-Gehalt im Plasma gilt als guter Marker fiir den Selenstatus eines Individuums.
Dabei besteht eine lineare Korrelation zwischen Plasma-SeP-Spiegel, Plasmaselen-
spiegel und der Aktivitit der pGPX, vor allem in selenarmen Gebieten
[118,119,144,145]. In selenreichen Gebieten besteht eine deutlich geringere
Korrelation, wahrscheinlich aufgrund der Plateaubildung von SeP bei hohen
Selenkonzentrationen im Plasma [144,145]. Bei Versuchen, den Plasma-SeP-Spiegel
bei selendefizienten Personen zu erhohen, stellten sich Selen-Hefe, Selen-Weizen und
Selenat, also organische und anorganische Selenverbindungen, als gleichwertig heraus.
Nach zwei Wochen Substitution bildete sich ein Plateau der SeP-Konzentration aus. Bei
Personen mit hohem Selenstatus ergab die zusatzliche Substitution keine signifikante

Erhohung der SeP-Konzentration [118,145]. Im Gegensatz dazu ergab eine weitere
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Substitutionsstudie fur Selenomethionin und Selenat keinen signifikanten Effekt auf die
Plasma-SeP-Konzentration [12]. Es zeigte sich aber, dass organische Selenformen mehr
als anorganische den Plasmaselenspiegel anheben kdnnen, da die organischen einem
unspezifischen Seleneinbau in Proteine unterliegen. Dagegen werden die anorganischen
vor allem Uber den Selenwasserstoff-Pool spezifisch in Selenoproteine eingebaut
[12,145].

Auf immunhistochemische Farbungen von SeP hat Selenmangel keinen nennenswerten
EinfluR bezlglich der Farbintensitat, obwohl die Plasmakonzentration von SeP bei
Selenmangel bei 8% der Kontrolle lag. Daraus kann abgeleitet werden, dass
gewebegebundenes SeP besser zuriickgehalten wird als das SeP im Plasma [146].
Innerhalb der Gruppe der Selenoproteine gibt es offenbar eine Hierarchie, was die Ver-
sorgung mit Selen betrifft [35-39]. Bei Versuchen an Ratten stellte sich heraus, dass
wéhrend einer selendefizienten Diét in der Leber die Verringerung der mRNA von SeP
geringer ist als von cGPX. Auf Proteinebene war die Reduktion der Plasma-SeP-
Konzentration bzw. der Leber-cGPX-Aktivitat noch starker ausgepragt [36]. Der
Selenmangel veranderte aber nicht die Transkriptionsraten der mRNA fir die jeweiligen
Selenoproteine. Daher wird die Verringerung der mRNA aufgrund einer Regulation
durch vermehrten mRNA-Abbau diskutiert [11,70]. Nach Selengabe stieg die Plasma-
SeP-Konzentration deutlich friher und schneller an als die der pGPX und cGPX in der
Leber. Bereits 30 Minuten nach Aufnahme von "Se-Selenit erschien "Se-markiertes
SeP im Plasma [36,117,120]. Der Selenstatus hat keinerlei Einflu auf die Plasma-
Halbwertszeit von SeP. Diese liegt mit drei bis vier Stunden deutlich unter der von
pGPX (zwdlf Stunden) [120].

Eine Selentransport- und -speicherfunktion fur SeP vom Hauptsyntheseort in der Leber
zu anderen Organen und Geweben wurde bereits 1982 von Motsenbocker und Tappel
diskutiert [147], insbesondere zu den Nieren, wo SeP das Selen zur Synthese von pGPX
bereitstellen soll [148], zu den Hoden [149] und zum Hirn [120]. Da hierzu aber SeP
zerstort werden miusste, weil das Selen im Protein kovalent gebunden ist [70,120], und
SeP in den meisten untersuchten Geweben synthetisiert wird [114,116], wurde diese
Funktion lange Zeit fur nachrangig angesehen. In Zellkulturversuchen aber wurde durch

Zugabe verschiedener selenhaltiger Verbindungen zu einem selenfreien Medium SeP
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als der effektivste Selenversorger vor pGPX, Selenit, Selenocystin, Selenomethionin
und Albumin ermittelt [150]. Durch Studien mit SeP-Knockout-M&usen konnte jetzt
gezeigt werden, dass SeP eine Schlusselrolle in der Selenverteilung im Organismus
einnimmt. Mit der Nahrung aufgenommenes Selen wird (ber die Biosynthese von SeP
in der Leber als dessen Hauptsyntheseort und die Sekretion ins Blut im Organismus
verteilt, insbesondere zum Gehirn, den Hoden und den Nieren. Homozygote SeP™-
Méause zeigten eine schwere Verteilungsstorung von Selen im Organismus mit einer
Anhaufung in der Leber und Unterversorgung der anderen Organe und des Plasmas.
Dagegen zeigten bereits die mit einem SeP-Allel ausgestatteten heterozygoten SeP*-
Mause eine weitgehende Normalisierung in der Selenverteilung durch Hochregulation
der SeP-Biosynthese (ber das eine vorhandene Allel [34,151]. Somit ist die

Selentransport- und -speicherfunktion die erste gesicherte Funktion von SeP.

1.5.6 SeP in der Karzinogenese

Uber die Rolle von SeP in der Karzinogenese gibt es unterschiedliche Ergebnisse. Eine
Studie von Persson-Moschos et al. (2000) [152] ergab fur Karzinome des Respirations-
und Gastrointestinaltraktes deutlich niedrigere pramorbide Plasma-SeP-Spiegel als in
der Kontrollgruppe. AuBerdem wurden bei Rauchern signifikant niedrigere Plasma-SeP-
Spiegel als bei Nichtrauchern gefunden, was mit den Ergebnissen anderer Studien mit
Bestimmung des Selengehalts von Plasma, Gesamtblut, Erythrozyten und Zehennégeln
ubereinstimmt. Als Ursache wird eine leichte chronische Entzundungsreaktion bei
Rauchern diskutiert, in deren Folge SeP herunterreguliert wird. Eine andere Erklarung
ware der Verbrauch von SeP bei der Abwehr von Peroxinitrit, das beim Rauchen
entsteht.

Vergleiche von Plasma-SeP-Spiegel, Plasmaselenspiegel und pGPX-Aktivitat bei
Patienten in Nordamerika mit kolorektalen Adenomen und Karzinomen gegenuber
Gesunden ergaben in einer Studie von Early et al. (2002) [153] keine signifikanten
Unterschiede der Konzentrationen bzw. Aktivitaten. Es war lediglich eine leichte,
nichtsignifikante Erniedrigung der Plasma-SeP-Konzentration und Plasmaselenkonzen-
tration und Erhohung der pGPX-Aktivitat bei Karzinompatienten festzustellen. Somit

leiden die Karzinompatienten nach Bestimmung mit derzeit ublichen Parametern nach
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dieser Studie nicht unter Selen- oder SeP-Mangel. In einer dhnlichen Studie von
Al-Taie et al. (2003) [154] in Deutschland konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
positiver Kolonadenomanamnese oder Tréager eines Kolonadenoms erniedrigte Plasma-
selenspiegel und pGPX-Aktivitat gegeniiber der Kontrollgruppe haben. Dieser Mangel
konnte in der Studie durch orale Selenitgaben behoben werden und auch die cGPX-
Aktivitat der Kolonmukosa zeigte einen Anstieg, was darauf schlieBen 1aRt, dass das
supplementierte Selenit in der Kolonmukosa zur Selenoproteinbiosynthese herange-
zogen wird. Eine mogliche Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse dieser Studien
konnte die hohere durchschnittliche Selenzufuhr in Nordamerika im Vergleich zu
Europa sein.

In der kolorektalen Schleimhaut werden die vier Selenoproteine GI-GPX, pGPX, TRR
und SeP exprimiert. Die mRNA-Expression von GI-GPX- und SeP, zwei Seleno-
proteinen, bei denen eine protektive Rolle bei der Entwicklung von kolorektalen Karzi-
nomen diskutiert wird, ist besonders hoch. In kolorektalen Adenomen wurde von Mork
et al. (2000) [133] eine im Vergleich zur gesunden Mukosa veranderte mRNA-Expres-
sion von GI-GPX (erhéht) und SeP (verringert) gefunden, wobei das veranderte Expres-
sionsmuster dabei offenbar nicht vom Selenstatus abhangig war, da TRR- und pGPX-
Expression unverandert blieben. Da es bisher keine Hinweise fur eine signifikante
lokale Freisetzung von SeP-herunterregulierenden Zytokinen in kolorektalen Adenomen
oder stimulierende Effekte dieser Zytokine auf die GI-GPX-Expression gibt, bleibt eine

Regulation ber diesen Weg Spekulation.
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2 Aufgabenstellung

Bestimmungen von SeP-mRNA aus Schleimhautbiopsien wurden bereits durchgefiihrt

[115]. Als konsequente Weiterfiihrung der Analyse der mRNA-Ebene der SeP-Biosyn-

these stand im Mittelpunkt dieser Arbeit die direkte Bestimmung von SeP mit dem

Western Blot. Dabei waren folgende Aspekte von besonderem Interesse:

1. Inwieweit kann das Verfahren des Western Blots zur semiquantitativen Analyse des
SeP-Gehalts in Rektumschleimhautbiopsien Anwendung finden?

2. Sind Unterschiede im SeP-Gehalt zwischen Biopsien von Patienten mit und ohne
Selensubstitution festzustellen? Wird das substituierte Selen in der kolorektalen
Mukosa zur Biosynthese von Selenoproteinen wie SeP genutzt und ist das auch auf
Proteinebene zu detektieren?

3. Sind Unterschiede im SeP-Gehalt zwischen Biopsien aus normaler Rektumschleim-
haut und Rektumpolypen nachzuweisen? Spiegeln sich die in Studien gefundenen
erniedrigten Plasma-SeP-Spiegel von Adenompatienten im SeP-Gehalt der normalen
Rektummukosa und der Rektumadenome wieder?

Die Wahl von Schleimhautbiopsien aus dem Rektum beruht auf der Bedeutung von

Selensubstitution besonders im Bereich der Pravention kolorektaler Adenome und Kar-

zinome und der diskutierten Beteiligung von SeP an diesem préventiven Effekt, das im

kolorektalen Bereich stark exprimiert wird.
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien und Apparaturen

Tabelle 1: Verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller Reagenz Hersteller
Acrylamid Serva Marker P 1677 Sigma
Ammoniumacetat Merck Marker SDS 7 Sigma
Ammoniumpersulfat Sigma Mercaptoessigsaure Sigma
Antikérper: Kaninchen (rpl, rp2) | Eurogentec Methanol Merck
Huhn (cpl, cp2) Davids Bio- NaCl Sigma
technology NaF Merck
Bio-Rad-Protein-Assay-Reagenz | Bio-Rad NaOH-Platzchen Roth
Bisacrylamid Serva Nonidet P-40 Sigma
Bromphenolblau Sigma Peroxidase-gekoppelter Antikdrper:
BSA Sigma Anti-Huhn Dianova
Coomassie-Blau 250 R Merck Anti-Kaninchen Sigma
Desoxycholat Merck Ponceau S Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Merck Probenpuffer Roti-Load Roth
ECL-Ldsungen 1 und 2 Amersham Protease-Inhibitor Cocktail Tablets Boehringer
EDTA Sigma (EDTA-frei)
Eisessig Merck SDS Serva
Essigsaure Roth Silver Stain-Farbeldsung Bio-Rad
Glycerin Sigma Sulfosalicylsaure Sigma
Glycin Serva TEMED Bio-Rad
HCI, rauchend Merck Trichloressigsaure Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck Tris Roth
KCI Roth Tris-HCI Roth
LIDS Serva Triton X-100 Sigma
Tween 20 Sigma
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Tabelle 2: Verwendete Apparaturen

Apparatur Hersteller

Bio-Rad Mini Protean Il Elektrophorese- und Blotkammer | Bio-Rad

Centricon 100 Zentrifugenfiltersystem Millipore/Amicon

Densitometer, EDV-Auswertung Vilber Lourmat, Bio-Profil
Image Analysis Software
BiolD Version 99.01

Elektrophoresis Power Supply PS 3003 Gibco BRL

Filmentwicklungsautomat Curix 60 Agfa

HiTrap-Heparin-Agarose-Saule Pharmacia

Kunststoffkuvetten Sarstedt

Micro-Dismembrator Il Braun

Nitrocellulosemembran Optitran BA-S 85 0,45 um Schleicher und Schuell

pH-Meter WTW

Photometer Uvicord 111 Pharmacia

Pipetten Eppendorf

Potter S Homogenisator Braun

Power Pac 300 Bio-Rad

Réntgenfilme X-OMAT und BIOMAX Kodak

Ultrafree-Zentrifugenréhrchen Millipore/Amicon

Ultraschallsonde Labsonic U Braun

Waagen Mettler

Zentrifugen Heraeus

3.2 Prinzip des Western Blots

Der Western Blot ist ein immunologisches Nachweisverfahren fiir Proteine. Dabei
werden die Proteine einer Probe zuerst elektrophoretisch aufgetrennt (z.B. SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli [155]) und anschlieRend
durch elektrische Diffusion aus dem Polyacrylamidgel auf eine Membran (z.B.
Nitrocellulose) transferiert (d.h. geblottet). Durch die darauffolgende spezifische
Antigen-Antikdrperbindung und Farbreaktion kann das nachzuweisende Protein detek-
tiert werden (Abbildung 4). N&here Einzelheiten zu den einzelnen Abschnitten werden

in den jeweiligen Kapiteln ausgefihrt.
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SDS-PAGE
\2
Elektroblot auf Nitrocellulosemembran
\2
Proteinfarbung mit Ponceau S
\2
Blockieren
\2
Inkubation mit 1. Antikorper
(Immunglobulinpréparationen von Kaninchen oder Huhn)
\2
Waschen mit 1. Waschlésung
\2
Inkubation mit 2. Antikorper
(Anti-Kaninchen oder Anti-Huhn, Peroxidase-gekoppelt)
\2
Waschen mit 2. Waschlésung
\2
ECL-Reaktion

Abbildung 4: Schema des Western Blots [156].

3.3 Probenaufbereitung
3.3.1 Proben

Als Proben wurden Schleimhautbiopsien verwendet, die Patienten im Rahmen von
Koloskopien entnommen worden waren. Die Patienten wurden zuvor tber die Verwen-
dung der Biopsien aufgeklart und willigten ein. Ein Grofteil der Biopsien stammte aus
einer Selensubstitutionsstudie an der Medizinischen Poliklinik der Universitdt Wirz-
burg (Leitung der Studie: PD Dr. F. Jakob). In diese Studie waren Patienten mit spora-
dischem Kolonadenom, d.h. ohne familidre Belastung beziiglich kolorektaler Tumore

(HNPCC, FAP, kolorektales Karzinom), aufgenommen worden. Diese Patienten
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nahmen doppelblind Gber einen Zeitraum von drei Monaten funf mal tdaglich 100 pg

Selen in Form von Natriumselenitpentahydrat gelést in 0,9%iger Kochsalzlésung

(selenase von GN Pharm, Fellbach) oder Placebo ein. Sowohl vor Beginn der Einnahme

als auch bei der koloskopischen Kontrolluntersuchung nach drei Monaten wurden

Biopsien entnommen. Zusatzlich wurden vor Beginn der Seleneinnahme, nach sechs

Wochen und nach drei Monaten Blut enthnommen, das im Rahmen der Studie weiter

analysiert wurde. Dieses Studiendesign, einschlieBlich der Gewebsentnahmen wurde

von der Ethikkommission der Universitdt Wirzburg genehmigt. Die in dieser Arbeit
analysierten Biopsien der Studie waren allesamt Biopsien der Kontrolluntersuchung
nach der dreimonatigen Einnahme von Selen bzw. Placebo.

Von den Patienten der Selensubstitutionsstudie standen folgende Biopsien als Proben

zur Verfugung (Tabelle 3a):

e Biopsien gesunder Rektumschleimhaut von Patienten, die doppelblind ein Placebo
eingenommen hatten (Proben-Nr. 4 R-,5R-, 7 R-, 10 R-, 12 R-, 15 R-, 17 R-, 20 R-,
22 R-, 23 R-).

e Biopsien gesunder Rektumschleimhaut von Patienten, die doppelblind Selen einge-
nommen hatten (Proben-Nr. 1 R+, 3 R+, 6 R+, 8 R+, 9 R+, 13 R+, 16 R+, 18 R+,
19 R+, 21 R+, 23 R+).

¢ Rektumadenombiopsien von Patienten, die doppelblind ein Placebo eingenommen
hatten (Proben-Nr. 12 P-, 15 P-, 20 P-).

¢ Rektumadenombiopsie von einem Patienten, der doppelblind Selen eingenommen
hatte (Proben-Nr. 16 P+).

Folgende Biopsien von Personen, die nicht an der Selensubstitutionsstudie teilnahmen

standen als Proben zur Verfugung (Tabelle 3b):

o Biopsien gesunder Rektumschleimhaut (Proben-Nr. 50 R bis 54 R).

e Biopsie eines Polypen (Proben-Nr. 51 P).

Als SeP-Standardprobe wurde eine Rektummukosapraparation von gesunder Schleim-

haut eines einzelnen Patienten verwendet, die im Rahmen einer Darmresektion ange-

fallen war.
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Tabelle 3a: Liste der verwendeten Biopsien

in Selensubstitutionsstudie:
Patienten-Nr." Gewebeart: Selengabe:
(normales Rektum: R; (Verum: +;
Rektumpolyp: P) Placebo: -)
1 R +
3 R +
4 R -
5 R -
6 R +
7 R -
8 R +
9 R +
10 R -
12 R, P
13 R +
15 R, P -
16 R, P +
17 R -
18 R +
19 R +
20 R, P? -
21 R +
22 R -
23 R -

Tabelle 3b: Liste der verwendeten Biopsien

nicht in Selensubstitutionsstudie:

Patienten-Nr.” Gewebeart:
(normales Rektum: R;
Rektumpolyp: P)

50 R S
51 R, P? 3
52 R %
53 R S
54 R S

U'Bei den Patienten in der Studie mit den Nummern 2, 11 und 14 war nicht genug Biopsiematerial zur
Durchfiihrung der Western Blot Analyse vorhanden (Patienten sind nicht aufgefiihrt).

2 Bei diesen Patienten lagen Biopsien sowohl von normaler Rektumschleimhaut, als auch von Polypen-
gewebe vor.

¥ Diese Patienten haben an der Selensubstitutionsstudie nicht teilgenommen. Sie haben weder Verum,
noch Placebo bekommen.
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3.3.2 Methoden der Probenaufbereitung
3.3.2.1 Grundlagen

Um die Proteine der Biopsien auftrennen zu kénnen, muss zuerst die Zellstruktur zer-
stort werden. Fur die Lyse von Zellen stehen unterschiedliche Verfahren zur Verfiugung.
Im folgenden wird auf die Verfahren mit Potterhomogenisator, Dismembrator und
Ultraschall n&her eingegangen, da diese auch in der vorliegenden Arbeit Anwendung
fanden.

Das Zermahlen von Geweben und Zellen kann mehr oder weniger sanft erfolgen. Es
kann per Hand mit Mdrser und Pistill oder mit einem motorgetriebenen Potterhomo-
genisator durchgefiihrt werden. Fir die verschiedenen Anwendungen kann man
zwischen verschiedenen Materialkombinationen (Glas oder Keramik) bei GefaR und
Kolben waéhlen. Eine Steigerung der Effektivitdit kann durch Zugabe eines
Schleifmittels erzielt werden, wie z.B. fein pulverisiertes Aluminium oder Glasperlen.
Eine weitere Art der Gewebezertrimmerung ist mit einem Dismembrator moglich.
Hierbei erfolgt eine mechanische Gewebs- und Zellzertriimmerung durch eine inerte
Metallkugel in einem Teflonbehélter, der sehr schnell hin und her bewegt wird.

Neben diesen beiden Methoden, die sich auch fiir groRere Gewebeproben eignen, stellt
die Zerkleinerung mittels Ultraschall eine Methode dar, die sich besonders fur kleine
Probenvolumina eignet. Dabei wird Ultraschall mit hoher Intensitat Uber eine Sonde in
die Probenldsung geleitet. Die durch die Ultraschallwellen hervorgerufenen StéRe und
Vibrationen fiihren zur Zerstérung des Gewebes und der Zellen. Auch hier kdnnen
zusétzlich Glasperlen eingesetzt werden.

Das zentrale Problem all dieser Methoden ist die teilweise erhebliche Warmeent-
wicklung, weshalb eine stetige Kiihlung durch Eiswasser oder Trockeneis gewahrleistet
sein muss. Auch ein fraktioniertes Vorgehen mit Pausen zur Abkihlung kann
notwendig sein.

Nach der Zertriimmerung der Zellen muss das Lysat stabilisiert werden. Deshalb wird
der pH-Wert mit Puffern im physiologischen Bereich gehalten und durch Zugabe von
Protease-Inhibitoren der Proteinabbau durch zelleigene Proteasen verhindert. Diese
Proteasen kommen in vivo normalerweise nur unter streng regulierten Bedingungen in

ihrer aktiven Form mit ihrem Substrat in Kontakt, bei der Zerstérung der Zellstrukturen
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und Zellorganellen werden sie aber unkontrolliert freigesetzt. Zur Aufbewahrung
werden die Lysate bei -20 °C bis -80 °C gelagert, wobei es aber flr einzelne Proteine,

besonders Enzyme, besondere Temperaturen groRter Stabilitat gibt [157].

3.3.2.2 Durchfihrung

Aufgrund der geringen Probenmengen und des zu erwartenden geringen Gehalts an SeP
sollte eine Aufbereitungsmethode gewahlt werden, bei der das Material mit moglichst
wenig Flussigkeit verdinnt wird, um hohe Proteinkonzentrationen im Lysat zu erhalten
und dadurch den Nachweis zu erleichtern.

Als Losung fur die Aufbereitung der Biopsien wurde eine phosphatgepufferte Lésung
mit pH 7,4 (PBS) verwendet. In diese wurde eine Mischung aus mehreren Protease-
Inhibitoren fiir Zellextrakte hinzugegeben (Protease-Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-
frei, Auflésung nach Herstellervorschrift; Boehringer, Mannheim), die die Proteine vor

enzymatischem Abbau schitzen.

Tabelle 4: Phosphatgepufferte Lésung mit pH 7,4

Substanz eingesetzte Menge
NaCl 80 ¢

KCI 29
Kaliumdihydrogenphosphat 29
Dinatriumhydrogenphosphat 145¢
Wasser ad 10|

Nach jeder der drei nachfolgend aufgefiihrten Aufbereitungsmoglichkeiten folgte die
Zentrifugation bei 12000 U/min und 4 °C flur 15 Minuten. AnschlieBend wurde der

Uberstand abgenommen und die Proteinbestimmung durchgefihrt.

3.3.2.2.1 Probenaufbereitung mit Potterhomogenisator

Verwendet wurde eine Glas-Glas-Kombination von Kolben und Gefal? (Potter S Homo-
genisator; B. Braun, Melsungen). Die Biopsien wurden in ca. 500 pl PBS/Protease-
Inhibitor im Potterglas mit Eiswasserbad-Kuhlung fur ein bis drei Minuten gepottert.
Dabei wurde die Geschwindigkeit langsam von gering bis mittel (ca. 800 U/min)

gesteigert.
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3.3.2.2.2 Probenaufbereitung mit Dismembrator

Das Teflonei und die Kugel wurden auf -80 °C gekihlt. Die Biopsien wurden eingefullt
und nochmals in flussigem Stickstoff gut durchgekihlt. Anschliefend wurde das
Teflonei in den Dismembrator (Micro Dismembrator II; B. Braun, Melsungen) einge-
spannt und fur eine Minute langsam die Amplitude erhoht (max. 0,5 bis 0,75 der
Gesamtamplitude). Danach muf3te das Teflonei wieder in flissigem Stickstoff gekihit
werden. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Nach dem letzten Durchlauf
wurden 300 pl PBS/Protease-Inhibitor zur Probe im Teflonei dazupipettiert und auf
Raumtemperatur erwarmt, bis die Probe in ein Eppendorfgefall tberfihrt werden
konnte. Um Reste des Biopsiematerials aus dem Teflonei zu entfernen, wurde dieses
mit ca. 200 pl PBS/Protease-Inhibitor noch einmal nachgespult und dieses VVolumen zur

Probe hinzugefiigt.

3.3.2.2.3 Probenaufbereitung mit Ultraschall

Die Biopsien wurden in ca. 300 pl PBS/Protease-Inhibitor auf Eis fur ein bis zwei
Minuten fraktioniert sonifiziert. Um Verunreinigungen zu entfernen, wurde mit der
Ultraschallsonde (Labsonic U; B. Braun, Melsungen) vor und nach Gebrauch 30 Sekun-

den lang in Wasser geschallt.

3.3.3 Weitere Probenaufbereitungen

Um die SeP-Konzentration in der Probe durch Beseitigung von nicht-SeP-haltigen
Proteinfraktionen zu erhéhen, wurden im Anschluf an die Lyseverfahren noch zwei

zusétzliche Aufbereitungsverfahren getestet.

3.3.3.1 Zentrifugenfilter Centricon 100

Ziel dieser Nachbehandlung war es, Teilchen mit einem Molekulargewicht von mehr als
100 kD aus der Probe herauszufiltrieren, da das erwartete Molekulargewicht von SeP
im Bereich unterhalb von 100 kD liegt. Somit wurde bei der Proteinbestimmung und bei
der Elektrophorese “stérendes” und flr den Nachweis von SeP unwichtiges Protein aus

der Probe entfernt.
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Die Probe wurde auf die Filtermembran des Centricon 100 Zentrifugensystems
(Millipore/Amicon, Eschborn) gegeben und solange zentrifugiert, bis das Probenvolu-
men nahezu vollstandig durch die Filtermembran zentrifugiert war. Ein Probenvolumen
von 500 pl muBte bei max. 1000 g 30-40 Minuten bei 4 °C zentrifugiert werden

(Herstellerangabe).

3.3.3.2 Heparin-Agarose-Saule

Bei diesem Verfahren wurde die Affinitat von SeP zu Heparin zum Aufkonzentrieren
des SeP in der Probe ausgenutzt [124].

Verwendet wurde eine 1 ml HiTrap Heparin-Agarose-Saule (Pharmacia, Freiburg), die
zuerst zehnmal mit eiskaltem Waschpuffer gewaschen wurde, bis die Absorption bei
280 nm, gegen Waschpuffer als Leerprobe gemessen, bei Null war. Die Absorptions-
messung zur Bestimmung des Proteingehalts erfolgte in Quarzkivetten mit einer

Deuteriumlampe im Photometer.

Tabelle 5: Waschpuffer mit pH 7,4

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration

der Losung
Ammoniumacetat 0,7708 g 100 mM
Tris-HCI 0,788 ¢g 50 mM
Wasser ad 100 ml

Die weiteren Schritte wurden im Kihlraum bei 4 °C durchgefiihrt.
Zuerst wurden 0,5-1 ml Probe auf die S&ule aufgetragen und dann 1 ml Waschpuffer
hinzugefiigt. AnschlieRend wurden 10-20 ml Eluationspuffer aufgetragen und das Eluat

in 1 ml-Fraktionen in EppendorfgefélRen aufgefangen.

Tabelle 6: Eluationspuffer mit pH 7,4

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration

der Losung
Ammoniumacetat 15,416 g 2M
Tris-HCI 0,788 ¢g 50 mM
Wasser ad 100 ml

Die Absorption der einzelnen Fraktionen wurde nun jeweils in derselben Quarzkiivette

im Vergleich zu reinem Eluationspuffer als Leerprobe gemessen. Im Verlauf der Mes-
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sung erschienen zwei Absorptionspeaks. Der erste Peak entsprach den in der Probe ent-
haltenen Proteinen, deren Affinitdt zur Heparinséule schwacher war als die des SeP
(,,Protein-Peak*). Der zweite Peak enthielt SeP (,,SeP-Peak*). Die Eluate des SeP-Peak
wurden vereinigt und mit Ultrafree-Zentrifugenréhrchen (Filter mit 10 kD Porengrolie;
Millipore, Eschborn) durch Zentrifugation bei 4 °C auf ein VVolumen von 50-100 pl
aufkonzentriert.

Die Heparin-Saule wurde mit Waschpuffer bei Raumtemperatur regeneriert, bis die Ab-
sorption bei 280 nm gegentber der Waschpuffer-Leerprobe wieder Null betrug. Die
regenerierte Sdule wurde mit Waschpuffer beschichtet und bei 4 °C im Kuhlschrank
gelagert.

Im Anschluf an die Nachbehandlung der Proben durch Zentrifugation mit
Centricon 100-Réhrchen oder mit der Heparin-Agarose-Saule wurde eine Proteinbe-
stimmung durchgefiihrt. Wegen hoher Verluste des in geringer Konzentration
vorliegenden SeP bzw. zu grofRer Verdiinnung wurde von Aufbereitungen der Lysate
mit Centricon 100 bzw. Heparin HiTrap-S&ule jedoch im optimierten Versuchsablauf

abgesehen.

3.4 Proteinbestimmung
3.4.1 Grundlagen

Die Proteinbestimmung wurde mit dem Bio-Rad-Protein-Assay-Reagenz (Bio-Rad,
Minchen) durchgefihrt. Hierbei handelt es sich um ein einfaches colorimetrisches Ver-
fahren zur Bestimmung der Gesamtprotein-Konzentration einer Probe. Es basiert auf
dem Férbeverfahren nach Bradford [158], bei dem die Farbanderung von Coomassie
Brillantblau G-250 in Abh&ngigkeit von der Proteinkonzentration der Losung spektral-
photometrisch festgestellt wird. Der Farbstoff Coomassie Brillantblau G-250 ist in
Abwesenheit von Protein rot und hat sein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange
von 465 nm. Bei Zugabe von Protein zur Farblésung erfolgt ein Farbumschlag und das
Absorptionsmaximum wird auf 595 nm verschoben, der Farbstoff erscheint blau. Der
Farbumschlag kommt durch Bindung des Farbstoffes an basische Aminosaren, beson-
ders Arginin, und aromatische Aminosduren zustande [159]. Durch Messung der

Absorption der Coomassie Brillantblau G-250-Farblésung bei 595 nm, versetzt mit
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verschiedenen Standardproteinldsungen bekannter Konzentrationen, z.B. Rinderserum-
albumin oder Rindergammaglobulin, 1aBt sich eine Standardkurve erstellen. Durch
Interpolieren kann man uber die Absorption bei 595 nm die Proteinkonzentration einer
unbekannten Probe ermitteln. Sehr vorteilhaft an dieser Methode ist, dass der Farbstoff-
Protein-Komplex sehr stabil ist. So ist die Farbentwicklung bereits nach zwei Minuten
komplett abgeschlossen und bleibt anschlieBend fir etwa eine Stunde nahezu konstant.
Zu beachten ist lediglich, dass der Farbstoff-Protein-Komplex an quarzhaltige Glaski-

vetten bindet. Daher wurden Plastikkivetten verwendet.

3.4.2 Durchfihrung

Die Proteinbestimmung wurde direkt aus den zentrifugierten Lysaten durchgefuhrt.
Sowohl von der Eichgerade als auch von den Proben wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt, um Pipettierungenauigkeiten auszugleichen.

Das Bio-Rad-Protein-Assay-Reagenz wurde mit Wasser im Verhaltnis 1:5 verdunnt
eingesetzt. Zuerst wurde eine Eichgerade mit einem Standard-1gG (1,62 mg/ml) erstellt.
Dabei wurde zu den Volumina (Proteinmenge in Klammern) 1,0 ul (1,62 pg), 2,5 ul
(4,05 pg), 5,0 ul (8,1 pg), 7,5 ul (12,15 pg), 10,0 pl (16,2 pg), 15,0 pl (24,3 pg) und
20 pl (32,4 pg) Standard-1gG jeweils 1 ml Reagenzlosung in Kunststoffkiivetten dazu-
pipettiert. Von den Proben wurden je nach erwartetem Proteingehalt 0,5-5 pl mit je-
weils 1 ml Reagenzlésung ebenfalls in Kunststoffklivetten zusammenpipettiert. Alle
Kivetten wurden auf dem Vortex gemischt und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Die photometrische Messung erfolgte bei der Wellenlange 595 nm. Die

Daten wurden abschlielend EDV-gestltzt (Excel, Microsoft) ausgewertet.

3.5 Elektrophorese
3.5.1 Grundlagen
3.5.1.1 Wanderung von geladenen Molekulen im elektrischen Feld

Die Elektrophorese ist eine leistungsfdhige Methode, die zur Trennung von Makro-
molekilen, wie Proteinen, DNA oder RNA, in einem elektrischen Feld eingesetzt

werden kann. Beim Western Blot wird sie als Gelelektrophorese, bei der zwei Kammern
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mit Elektroden und Pufferldsung tber das Gel in elektrischer VVerbindung stehen, zur
Trennung von Proteingemischen eingesetzt. Proteine besitzen saure (Glutamin- und
Asparaginsaure) und basische (Lysin und Arginin) Aminosauren in unterschiedlichen
Anteilen in ihrer Aminosduresequenz, woraus fir jedes Protein ein bestimmter
pKs-Wert resultiert. Bei pH 9, dem fur die Elektrophorese tiblichen pH-Wert, sind die
meisten Proteine negativ geladen, so dass diese beim Anlegen eines elektrischen Feldes
auf die Anode zuwandern. Die dabei auf die mit der Ladung q geladenen Molekiile
wirkende Kraft F¢ im elektrischen Feld mit der Potentialdifferenz E zwischen den im
Abstand d angebrachten Elektroden l&it sich mit folgender Formel beschreiben:

E E
Fel.=E q mit q- Feldstarke

In Losungen wirkt dieser Kraft die Reibung Fr nach der Stokeschen Gleichung
entgegen:

Fr=06mrnv
r ist der Radius des sphérischen Molekuls, n die Viskositat der Lésung und v die
Geschwindigkeit des sich bewegenden Molekils. In der Lésung wirken die Kraft des
elektrischen Feldes und die Reibung entgegengesetzt, so dass gilt:

__Eg
“dénrn

E
q q=6nrnv  durch Umwandlung: Vv

Somit wird klar, dass die Geschwindigkeit des Molekuls in Ldsungen proportional der
Feldstarke und der Ladung des Molekdils, aber umgekehrt proportional seiner GroRe
und der Viskositat der Losung ist. Dies beschreibt die VVerhaltnisse einer Elektrophorese
in Zuckerlésung, jedoch nur sehr eingeschrankt fiir Polyacrylamid-Gelelektrophoresen,
da die Gelstruktur nicht beriicksichtigt ist. Rodbard und Chrambach [160] leiteten
mathematische Gleichungen ab, in der die Struktur des Gels mit seiner
Acrylamidkonzentration und somit die PorengroRe berticksichtigt werden:
log(M) =log(Mg) - K- T mit  K,=C(R+r)

Hierbei ist M die elektrophoretische Beweglichkeit (Geschwindigkeit), My die freie
Beweglichkeit in einer Zuckerlosung, T die Acrylamid-Gelkonzentration und K, der
Retardierungskoeffizient. Dieser Retardierungskoeffizient K. ist eine Funktion des
mittleren geometrischen Radius des Makromolekiils R und des Radius der Gelfasern r,

die als viel langer als die Makromolekiile angenommen werden, mit einer Konstante C.
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Hieraus ist ersichtlich, dass die Beweglichkeit der Proteine sowohl von der Ladung, und
somit auch vom pH-Wert, als auch von der Groél3e, d.h. der Molekilmasse, abhéngig ist.
Dieses Ladung-Masse-Verhaltnis von zwei gleich schweren Proteinen kann unter-
schiedlich sein, denn die Gesamtladung jedes Proteins hangt von der jeweiligen Amino-
séuresequenz ab. Dies erschwert die elektrophoretische Auftrennung und macht Acryl-
amidkonzentrationsgradienten oder pH-Gradienten notwendig, wie sie bei nativer
PAGE [161,162] oder isoelektrischer Fokussierung [163] angewendet werden. Die
weitaus am haufigsten eingesetzte Elektrophoresetechnik ist aber die SDS-PAGE [155],
da hierbei durch den Einsatz von SDS diese Probleme nicht auftreten und das Ladung-
Masse-Verhaltnis fur alle Proteine gleich ist. Dies macht eine Molekilmassenbestim-

mung durch die Trennung im elektrischen Feld kontinuierlicher Gele mdglich [157].

3.5.1.2 Besonderheiten der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)
Wichtig fur aussagekréftige Elektrophoreseergebnisse ist, dass die Untersuchung in
einem Medium durchgefiihrt wird, das nicht an die Probe bindet, nicht mit der Probe
reagiert und in dem keine oder nur sehr geringe Diffusion oder Konvektion stattfinden
kann. Zu diesem Zweck werden Gele aus Polyacrylamid verwendet. Die Ausgangs-
substanzen der Gele sind Acrylamid und N,N’-Methylen-bisacrylamid, Tetramethylen-
diamin (TEMED) als Katalysator und Ammoniumpersulfat als Radikalbilder. Die
Radikale werden auf das Acrylamid Gbertragen und setzen somit die Polymerisation zu
einer langen Kette in Gang. Acrylamidpolymere sind lange Ketten, die aneinander
vorbeigleiten kdnnen und keine Poren bilden. Dies geschieht erst durch Zugabe von
N,N’-Methylen-bisacrylamid, einem doppelten Acrylamidmolekil mit zwei reaktiven
Enden. Das Ergebnis ist eine Quervernetzung der Acrylamidketten mit einer durch-
schnittlichen PorengroRe, die vom Vernetzungsgrad und somit vom Verhéltnis Acryl-
amid zu N,N’-Methylen-bisacrylamid abh&ngt. Mit der Porengréfle kann man den
optimalen Trennbereich eines Gels fur bestimmte Molekilmassenbereiche festlegen.
Schwere Molekile trennt man mit niedrig konzentrierten Gelen, leichte Molekile mit
héher konzentrierten, um die gesamte Elektrophoresestrecke fiir den jeweils inter-

essanten Massenbereich optimal auszunutzen [157]. Die Trenngenauigkeit dieser
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Methode liegt bei etwa zwei Prozent Massendifferenz, d.h. eine 40 kD-Bande kann von
einer 41 kD-Bande, deren Protein um etwa zehn Aminosaurereste langer ist, unter-
schieden werden [164].

Um waéhrend der Elektrophorese konstante Bedingungen zu haben, werden zu deren
Durchfiihrung Pufferlésungen verwendet, die die folgenden Eigenschaften haben
sollten:

Die Pufferldsungen dirfen nicht mit den Makromolekulen in Wechselwirkung treten, da
sie sonst die Wanderungseigenschaften beeinflussen kdnnten. Desweiteren sollen sie
den pH-Wert wéhrend der Elektrophorese konstant halten, um Ladungsverschiebungen
und somit Beweglichkeitsveranderungen zu verhindern. Auferdem muss bei der Wahl
des Puffers auf die geeignete lonenstdrke geachtet werden: Bei zu vielen Elektrolyten
im Gel resultiert eine hohe Stromstarke bei einer niedrigen Spannung, wodurch sich
eine geringe Wanderungsgeschwindigkeit, aber eine hohe Wéarmeentwicklung ergibt.
Bei zu wenigen Elektrolyten im Gel leiten die Proteine den Strom, wodurch unscharfe
Banden erzeugt werden.

Die oben angesprochenen Probleme von unterschiedlichen Ladung-Masse-Verhalt-
nissen bei gleich schweren Molekilen werden bei der SDS-PAGE nach Laemmli [155]
elegant geldst. Das stark negativ geladene SDS bindet in einem konstanten Verhaltnis
von 1,4 g SDS/g Protein [165], das entspricht etwa einem Molekul SDS pro zwei
Aminosaureresten [164], an die hydrophoben Regionen von Proteinen und beschichtet
es so mit einer stark negativen Ladung, die viel starker negativ ist als die native Ladung
des Proteins. Dabei ist es unwichtig, ob die native Ladung positiv oder negativ bei den
Elektrophoresebedingungen ware. Eine falsche Wanderungsrichtung eines Proteins
aufgrund seines isoelektrischen Punktes oberhalb des Puffer-pH ist damit ausgeschlos-
sen [165]. Durch die SDS-Beschichtung erhalten alle Proteine ein konstantes Ladung-
Masse-Verhaltnis und die Beweglichkeit der Proteine ergibt eine lineare Funktion der
Logarithmen ihrer Molekiilmassen. Die Porengrofie des Gels wird dabei zum einzigen
Faktor fur die Proteintrennung und eine Molekllmassenbestimmung wird madglich.
Zusétzlich dissoziieren unter diesen Bedingungen die einzelnen nichkovalent gebunde-
nen Untereinheiten von zusammengesetzten Proteinen auseinander, so dass die Mole-

kilmassen der einzelnen Untereinheiten bestimmt werden kénnen [157]. Nur bei sehr

41



weit auseinanderliegenden Molekiilmassen der zu bestimmenden Proteine oder Unter-
einheiten, z.B. von sechs bis Uber 250 kD, werden diskontinuierliche Gele mit Acryl-
amidkonzentrationsgradient nach wie vor eingesetzt [165].

Um das Ende der Elektrophorese rechtzeitig zu erkennen, bevor Proteine aus dem Gel
herauswandern, wird ein Referenzfarbstoff, z.B. Bromphenolblau, den Proben
zugesetzt, der schneller als die Proteine im Gel wandert. Bei Ankunft des Farbstoffes
am unteren Gelrand wird die Elektrophorese gestoppt. Dadurch wird sichergestellt, dass
kein Protein aus dem Gel in die Pufferlésung verlorengeht [157].

Nach der Elektrophorese konnen die Proteinbanden im Gel mit verschiedenen
Methoden sichtbar gemacht werden. Bei radioaktiv markierten Proteinen kann man
durch Auflegen eines Rontgenfilmes die Banden detektieren. Daneben gibt es noch
zahlreiche nichtradioaktive Farbnachweisverfahren der Banden im Gel. Eine der
hé&ufigsten Farbungen ist die mit Coomassie Brillantblau. Dieser Farbstoff hat eine
groRe Empfindlichkeit, besonders in Anwesenheit von SDS [157]. Bereits 0,1 ug eines
Proteins konnen dadurch sichtbar gemacht werden. Mit der Silberfarbung liegt die
Nachweisgrenze sogar bei 0,02 ug [164]. Eine Weiterverarbeitung, z.B. Blotten, ist

dann allerdings nicht mehr mdéglich.

3.5.2 Durchfiihrung

In dieser Arbeit wurde die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) nach Laemmli [155,166] angewendet.

Mit der Elektrophorese werden die einzelnen Proteine, die in den Proben enthalten sind,
nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Wahl der Gelkonzentration hangt davon
ab, in welchem Gewichtsbereich die interessierenden Proteine erwartet werden. Je
hochprozentiger das Trenngel ist, umso engmaschiger ist das Gel, desto langsamer
wandern die Proteine und desto besser lassen sich niedermolekulare Proteine auf-
trennen. Bei hochprozentigen Gelen werden scharfere Banden erzielt, so dass auch sehr

nahe beieinander liegende Molekilmassen getrennt detektiert werden kdnnen.
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3.5.2.1 Gelherstellung

Fur die SDS-PAGE wurden Gele verwendet, die aus einem niedrigprozentigen Sammel-
gel (3%) und einem hochprozentigen (8-12%) Trenngel bestanden. Zur Herstellung

dieser Gele wurden folgende Ldsungen bendtigt:

Tabelle 7: 49:1 Acrylamid (AA)-Ldsung fir Sammelgel:

Substanz eingesetzte Menge | Gewichtsanteil
Acrylamid 22,2 ¢ 49
Bisacrylamid 0,453 ¢ 1
Wasser 28,94 g

ergibt 50 ml 49 Acrylamid : 1 Bisacrylamid-L&sung

Tabelle 8: 150:1 Acrylamid (AA)-Ldsung fir Trenngel:

Substanz eingesetzte Menge | Gewichtsanteil
Acrylamid 88,8 ¢ 150
Bisacrylamid 0,592 g 1
Wasser 116,86 g

ergibt 200 ml 150 Acrylamid : 1 Bisacrylamid-Ldsung

Tabelle 9: Vierfach-Sammelgelpuffer mit pH 6,8:

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration

der Losung
Tris 6,19 500 mM
SDS 0,449 0,4%
Wasser ad 100 ml

pH 6,8 mit 10 M HCI einstellen

Tabelle 10: Vierfach-Trenngelpuffer mit pH 8,8:

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration
der Losung

Tris 90,8 ¢ 3M

SDS 1,09 0,4%

Wasser ad 250 ml

pH 8,8 mit 10 M HCI einstellen

Die Elektrophorese wurde in der Elektrophoresekammer ,,Bio-Rad Mini Protean I1*
(Bio-Rad, Miinchen) durchgefuhrt. Zuerst wurde das Trenngel gegossen und unmittel-
bar nach dem GielRen vorsichtig mit Wasser (berschichtet. Dies gewéhrleistete eine
gleichméRige Polymerisation und ergab eine scharfe Grenze des auspolymerisierten
Gels mit einer glatten Oberflache. Ohne Uberschichtung wiirde es zu einem konkaven
Meniskus kommen und infolgedessen zu verzogenen Proteinbanden [157]. Nach 45-60

Minuten war das Trenngel auspolymerisiert. Nun wurde das Uberschichtete Wasser
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abgegossen und Wasserreste mit Filterpapier vorsichtig abgesaugt. Dann wurde das
Sammelgel auf das Trenngel gegossen und ein Teflonkamm als Platzhalter fur die
Probentaschen luftblasenfrei eingesetzt. Nach ca. 20 Minuten war das Sammelgel

auspolymerisiert und der Kamm konnte entfernt werden.

Tabelle 11: Zusammensetzung der Gele

Bestandteile Trenngel Sammelgel
8% 10% 12% 3%
Wasser 5,6 ml 4,725 ml 3,85 mi 2,25 ml
AA 49:1 0,976 ml
AA 150:1 1,82 ml 2,26 ml 2,7ml
vierfach-Sammelgelpuffer 1,038 ml
vierfach-Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml 2,5ml
TEMED 3,3 ul 3,3ul 3,3 ul 3,3 ul
APS 80 pl 80 ul 80 ul 17,4 ul

APS: 10%ige Ammoniumpersulfatlésung; Lagerung bei -20 °C

Die in Tabelle 11 angegebenen Volumina reichten fir zwei Gele aus. TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) und APS (Ammoniumpersulfat) mussten
schnell zugegeben werden, unmittelbar bevor das Gel gegossen wurde, da mit diesen
beiden Komponenten die Polymerisation gestartet wurde. Bei zu langsamer Verar-

beitung polymerisierte das Gel nicht gleichmaRig.

3.5.2.2 Probenvorbereitung fir die SDS-PAGE
3.5.2.2.1 Grundlagen

Fur die SDS-PAGE werden die Proben vor der Elektrophorese mit SDS und einem
reduzierenden Agens, z.B. Mercaptoethanol oder Mercaptoessigsaure, fur wenige
Minuten gekocht. Dadurch denaturiert das Protein und durch Reduktion von Disulfid-
Brickenbindungen kommt es zur Entfaltung der Polypeptidketten und Aufteilung in
einzelne Untereinheiten bei zusammengesetzten Proteinen [167]. Durch die Zugabe von
SDS werden die Proteine in einem konstanten Verhéltnis von 1,4 g SDS/g Protein mit
einer stark negativen Ladung beschichtet, wodurch alle Proteine ein konstantes Ladung-
Masse-Verhaltnis haben, die Grundlage zur Molekilmassenbestimmung mit
Elektrophorese [157,165]. Mehrere Studien zeigten, dass es durch das routinemaRige

finfminitige Kochen der Proteinprobe in Anwesenheit von SDS und dem
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reduzierenden Agens in bis zu zwei Prozent zu hydrolytischen Spaltungen des
Proteinstrangs kommen kann, weshalb dieser Vorgang so kurz wie moglich gehalten
werden soll [167,168]. Eine Verldngerung des Kochens auf mehr als 20 Minuten
bewirkt eine deutliche Zunahme der Spaltprodukte [167]. Bevorzugte Bruchstellen sind
Aspartyl-Prolyl-Bindungen, die noch vor allen anderen Aminoséaureverbindungen unter
sauren Bedingungen einer starken Hydrolyse unterliegen. Dadurch kann man
reproduzierbare Bruchstiicke erhalten und eine Sequenzanalyse von Proteinen durch-
fihren [168]. Bei den meisten Anwendungen sind derartige Effekte jedoch unerwiinscht
und die Bedingungen werden nach Madglichkeit so gewahlt, dass eine Sdurehydrolyse
von Proteinen nur in vertretbarem Malie stattfindet. Der Tris-Puffer nach Laemmli
[155] hat beim verwendeten pH 6,8 (25 °C) bereits eine reduzierte Kapazitat, da der
pKs (25 °C) bei 8,06 liegt. Der pKs von Tris ist temperaturabhangig und liegt fur 90 °C
bei 6,24. Der experimentell bestimmte pH des nach Laemmli verwendeten Tris-Puffers
bei 90 °C betragt 5,2. Unter diesen Bedingungen ist es offensichtlich, dass
sdureempfindliche Bindungen sehr leicht hydrolysiert werden. Deshalb bietet sich die
Verwendung eines Phosphatpuffers an, dessen pKs nur sehr gering temperaturabhéngig
ist. Mit Phosphatpuffer pH 7,0 trat in den Versuchen von Cannon-Carlson [169] bei
humanem IL-10 keine Spaltung auf, im Gegensatz zur Verwendung des Tris-Puffers pH
6,8. Bei Einsatz von Tris-Puffer pH 8,8 (25 °C) traten ebenfalls keine Spaltprodukte
auf. Der bei 90 °C gemessene pH betrug 7,06. Dies laRt den Schluf3 zu, dass neutrale bis
alkalische pH-Werte wahrend der Prédparation fiir die SDS-PAGE die Proteinstruktur,
insbesondere die saureempfindlichen Aspartyl-Prolyl-Bindungen, stabilisieren und eine

Hydrolyse verhindern.

3.5.2.2.2 Durchfiihrung

Die Proben fur die Elektrophorese wurden so bemessen, dass der Proteingehalt pro Gel-
tasche 40 pg betrug. Zu viel Protein in der Geltasche flhrt aufgrund einer geringeren
Aufkonzentrierung im Sammelgel zu unscharfen und verwaschenen Banden. Auch
Wechselwirkungen mit den benachbarten Banden kénnen vermehrt auftreten. Durch die
geringe SeP-Konzentration in den Proben, musste diese relativ grofe Menge Protein pro

Geltasche eingesetzt werden, da andernfalls die Signale bei der Detektion zu schwach
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gewesen waren. Daftr wurde auch eine gewisse Unscharfe der Banden in Kauf genom-
men. Die Proben wurden mit dem reduzierenden Probenpuffer versetzt und auf
anndhernd gleiche Volumina gebracht. Unterschiedliche Volumina in zwei
benachbarten Geltaschen bewirkten verzerrte und schiefe Banden bei der

Elektrophorese.

Tabelle 12: Vierfach-Probenpuffer mit pH 6,8:

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration
der Losung

Tris 484 400 mM

LIDS 25% 16 ml 4%

Glycerin 30 ml 30%

MAC (98%) 1,453 ml 204 mM

Bromphenolblau 20 mg 0,02%

Wasser ad 100 ml

pH 6,8 mit 1 M HCI einstellen

MAC: Mercaptoessigsaure
LIDS: Lithiumdodecylsulfat
Dieser vierfach-Probenpuffer wurde bei 4 °C gelagert.

Neben dem im Labor hergestellten vierfach-Probenpuffer wurde auch ein fertig kauf-
licher, reduzierender Phosphatprobenpuffer (Roti-Load; Roth, Karlsruhe) eingesetzt.
Dieser wurde den Proben im Verhaltnis 1:2 (Puffer : Probe) zugesetzt. Auch Verhalt-
nisse von 3:4 und 1:1 (Puffer : Probe) wurden ausprobiert, fanden aber im weiteren
Verlauf der Versuche keine Anwendung, da sie keine Verbesserung der Ergebnisse
erbrachten. Zur besseren Durchmischung wurden alle mit Puffer versetzten Proben kurz
auf dem Vortex gemischt.

Als Proteinmarker wurden zwei Marker der Firma Sigma (Deisenhofen) verwendet. Die

Molekilmassen der Markerproteine sind in den beiden folgenden Tabellen aufgelistet.

Tabelle 13: Proteine und Molekiilmassen des Markers P 1677

Proteine Molekiilmassen
in kD

B-Galaktosidase (E. coli) 126,0
Fructose-6-P-Kinase (Kaninchenmuskel) 102,0
Pyruvatkinase (Hihnermuskel) 81,0
Ovalbumin (Huhnerei) 53,5
Lactatdehydrogenase 37,0
Triosephosphat-l1somerase 31,4
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Tabelle 14: Proteine und Molekllmassen des Markers SDS 7

Proteine Molekiilmassen
in kD
Albumin (Rind) 66,0
Albumin (Ei) 45,0
Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase 36,0
Carboanhydrase (Rind) 29,0
Pankreas-Trypsinogen (Rind) 24,0
Trypsin-Inhibitor (Sojabohne) 20,0
a-Lactalbumin (Kuhmilch) 14,2

Die Proteine des Markers P 1677 sind kovalent vorgefarbt und dienten somit auch unter
anderem als Laufweitenkontrolle wahrend der Elektrophorese, die Angaben der Mole-
kilmassen beziehen sich auf die Protein-Farbstoff-Komplexe.

Die Marker und die vorbereiteten Proben wurden fir finf Minuten im siedenden

Wasserbad erhitzt und danach bis zur Verwendung auf Eis aufbewahrt.

3.5.2.3 Elektrophorese

Nach dem Auspolymerisieren des Sammelgels wurde das Gel vom Gielistand genom-
men und in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Fir die Durchfiihrung wurden ein

Anoden- und ein Kathodenpuffer bendtigt.

Tabelle 15: Vierfach-Kathodenpuffer:

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration

der Ldsung
Tris 6,8 g 112 mM
Glycin 28,55¢ 760 mM
SDS 2049 0,4%
Wasser ad 500 ml

Der Kathodenpuffer wurde direkt vor Gebrauch fertiggestellt:

Tabelle 16: Gebrauchsfertiger Kathodenpuffer mit pH 8,4:

Substanz eingesetzte Menge
vierfach Kathodenpuffer 100 ml
Wasser ad 400 ml
MAC 84 ul

Diese Menge ist fiir zwei Kammern ausreichend.
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Der Kathodenpuffer wurde in die Elektrophoresezelle eingefillt und die Zelle auf
Dichtigkeit geprift. Der Kamm wurde nun vorsichtig aus dem Gel gezogen und jede
Geltasche zur Reinigung und zur Entfernung von Gelresten vorsichtig mit Kathoden-
puffer gespilt, so dass keine Gelschlieren mehr auftraten. Anschliefend wurden die
Proben eingefullt (10-20 pl pro Geltasche). Die Randbahnen wurden mit Probenpuffer
oder einem Standard besttickt, damit sich die Randeffekte nicht ins Gelinnere fortsetzen
konnten. Nachdem alle Geltaschen geflllt waren, wurde die Kammer zur Hélfte mit

Anodenpuffer gefilit.

Tabelle 17: Zehnfach-Anodenpuffer (Stockldsung):

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration

der Losung
Tris 15,1¢g 250 mM
Glycin 7149 1.9M
Wasser ad 500 ml

Vor Gebrauch wurde der Anodenpuffer durch Verdinnung der Stocklésung im Ver-
haltnis 1:10 fertiggestellt. 2000 ml gebrauchsfertiger Anodenpuffer war fiir zwei Kam-
mern ausreichend.

Anfangs wurde eine Spannung von 110 V angelegt, bis die Proben nach 10-15 Minuten
die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht hatten. Dann wurde die Spannung
auf 220 V erhéht und solange belassen, bis die Farbbande des Probenpuffers nach etwa
40 Minuten die untere Gelgrenze erreicht hatte. Wenn das Gel nicht am selben Tag
verarbeitet wurde, konnte es in Klarsichtfolie eingewickelt Giber Nacht im Kihlschrank

aufbewahrt werden.

3.6 Elektroblot
3.6.1 Grundlagen

Unter Elektroblot versteht man den quantitativen Transfer und die Immobilisation von
elektrophoretisch getrennten Proteinen vom Polyacrylamidgel auf eine proteinabsor-
bierende Membran in einem elektrischen Feld. Diese Technik, die von Renart [170] und
Towbin [171] erstmals 1979 als Western Blot etabliert wurde, macht eine Detektion und
Auswertung aufgrund der spezifischen Proteineigenschaften mit Antikdrpern und

Substraten moglich. Es konnen dabei sehr geringe Mengen mit hoher Ausbeute bear-
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beitet werden. Das Blotten wird erleichtert, wenn die Proteinkonzentration pro Bande
im Gel moglichst hoch und der Vernetzungsgrad im Gel mdglichst niedrig ist [167].

Es gibt zwei Prinzipien des Blottens: das Tank-Blotten und das Semidry-Blotten. Beim
Tank-Blotten [172] werden Gel und Membran aneinander gelegt und von Filterpapier
umgeben in einer Kassette zusammengepresst, um Verschiebungen zu verhindern, und
vertikal in einen mit Transferpuffer gefullten Behélter mit Platinelektroden an den
Seiten gestellt. Um das blasenfreie Aneinenderliegen von Gel und Membran beim
Packen der Kassette zu gewahrleisten, sollte dies in einer mit reichlich Transferpuffer
geflllten Wanne erfolgen. Auf die korrekte Polung der Elektroden mit Anode auf der
Seite der Membran ist zu achten, da sonst die Proteine aus dem Gel heraus in das
Filterpapier und nicht auf die Membran wandern. Da beim Tank-Blotten mit einer
Spannung von etwa 50 V Stromstdrken von etwa 500 mA auftreten, ist eine effiziente
Kihlung wéhrend des gesamten Blotvorganges erforderlich.

Im Gegensatz dazu erfolgt das Semidry-Blotten [173] in horizontaler Anordnung. Gel
und Membran werden dabei zwischen puffergetrankte Filterpapierlagen gepackt. Um
einen guten Kontakt von Gel und Membran zu gewahrleisten, wird der fertig gepackte
Stapel mit einem Gewicht von etwa 500 g beschwert. Die Semidry-Methode wird meist
mit einer konstanten Stromstarke von 1 mA/cm? durchgefiihrt. Die Spannung wahrend
des Blottens hangt vor allem vom verwendeten Puffersystem, von der absoluten Puffer-
menge, d.h. von der Anzahl der Filterpapierlagen, der Geldicke und dem Elektrodenma-
terial ab. Normalerweise treten Spannungen von 20-50 V auf. Da keine so hohen
Stromstarken wie beim Tank-Blotten auftreten, kann auf die intensive Kihlung ver-
zichtet werden.

Beim Blotten nach SDS-PAGE treten einige Probleme durch die Anwesenheit von SDS
auf. In der Elektrophorese bewirkt die SDS-Zugabe zum Puffer die Beschichtung der
Proteine mit negativen Ladungen und damit die Wanderung im elektrischen Feld mit
konstantem Ladung-Masse-Verhéltnis. Zusatzlich wird die Prazipitation der Proteine im
Gel verhindert. Beim Blotten jedoch verhindern schon geringe Mengen SDS die Prote-
inadsorption an die Membran. Wie bei der Elektrophorese wandert auch beim Blotten
der SDS-Protein-Komplex aufgrund der stark negativen Ladung des SDS. Da im

Transferpuffer beim Blotten kein SDS enthalten ist und das SDS nur noch von der
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Beschichtung der Proteine und den Resten des Elektrophoresepuffers im Gel stammt,
wandert der SDS-Protein-Komplex auf die Anode zu in einem Medium kontinuierlich
abnehmender Konzentration von freiem SDS. Dabei kommt es zu zunehmender Disso-
ziation des Komplexes und Freilegung von hydrophoben Regionen an der Proteinober-
flache, die mit der Membran interagieren. Durch die Dissoziation reduziert sich auch
die Wanderungsgeschwindigkeit der SDS-Protein-Komplexe. Sehr leichte Proteine
wandern aber so schnell, dass es nur zu einer geringen Dissoziation kommen kann und
dadurch die Proteinbindung auf der Membran relativ schlecht ist. Durch Zugabe von
Methanol zum Transferpuffer (bis zu 40%) wird die Dissoziation des Komplexes
beschleunigt. Dies fuhrt zu einer erhéhten Interaktion zwischen Protein und Membran,
aber auch zwischen Protein und Gel, was besonders bei schweren und hydrophoben
Proteinen nachteilig ist. Sehr schwere Proteine wandern so langsam aus dem Gel
heraus, dass die Dissoziation bereits so weit fortgeschritten und die Wande-
rungsgeschwindigkeit dadurch so stark reduziert ist, dass sie im Gel prézipitieren.
Hydrophobe Proteine prézipitieren sehr leicht bei zu geringer SDS-Beschichtung. Daher
sollte bei schweren oder hydrophoben Proteinen keine Methanolzugabe zum Transfer-
puffer erfolgen. Jedoch muss bei ungeladenen, hydrophoben Membranen eine gewisse
Methanolmenge vorhanden sein (10-20%), um Interaktionen zwischen Protein und
Membranoberflache zu ermdglichen. Bei schweren oder hydrophoben Proteinen
empfiehlt sich eine minimale SDS-Zugabe zum Transferpuffer (bis zu 0,01%), um eine
zu frihe Abdissoziation des SDS zu verhindern. Wie oben beschrieben wird dadurch
aber die Proteinbindung an die Membran gestort und die Transferrate fiir hydrophile
und leichte Proteine sinkt. Die jeweilige Starke der Interaktionen eines Proteins mit
SDS, Polyacrylamidgel und Membranoberflache hédngen von seiner Aminosauresequenz
ab [167].

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran kann zur Kontrolle des Blottens vor
der immunchemischen Detektion mittels AntikOrpern eine reversible Farbung der
Banden mit Ponceau S erfolgen. Ein Vergleich mit einem identisch beladenen und nicht
geblotteten, gefarbten Gel gibt Auskunft darlber, ob das Bandenmuster im Gel auch auf

der Membran adé&quat abgebildet ist.
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3.6.2 Durchfihrung

Zur Immobilisation, Farbung und weiteren immunchemischen Detektion wurden die
Proteine mit Hilfe eines elektrischen Feldes auf eine mit Nitrocellulose beschichtete
Kunststoffmembran (Optitran BA-S 85 0,45 pum; Schleicher und Schuell, Dassel)
geblottet (Tank-Blot). Der Puffer muRte vor Gebrauch gut gekihlt werden. Die einzel-
nen Schichten der Blotapparatur wurden in einer Wanne mit Transferpuffer getrénkt
und anschlieBend zusammengelegt. Die Reihenfolge der Schichten war wie folgt:
Kunststoffvlies, Filterpapier, Nitrocellulosemembran, Gel, Filterpapier, Kunststoffvlies.

Zum Blotten wurde folgender Transferpuffer benétigt:

Tabelle 18: Zehnfach-Transferpuffer mit pH 10 (Stocklésung):

Substanz eingesetzte Menge
Tris 309

Glycin 144 g

Wasser ad 1000 ml

pH 10 mit NaOH-Platzchen einstellen

Kurz vor Gebrauch wurde der Transferpuffer fertiggestellt:

Tabelle 19: gebrauchsfertiger Transferpuffer:

Substanz eingesetzte Menge
zehnfach-Transferpuffer 100 ml
Methanol 200 ml
Wasser ad 1000 ml
pH 10 kontrollieren

Diese Menge ist fiir eine Kammer ausreichend.

Geblottet wurde flr zwei Stunden bei 250 mA, wobei sich Spannungen zwischen 20 V
und 30 V ergaben. Bei hoheren Stromstarken bestand die Gefahr, dass die Membran
Schaden durch zu hohe Temperaturen nahm. Um eine ausreichende Warmeableitung zu
gewaéhrleisten wurde ein Eisblock in die Blotkammer eingesetzt und die gesamte

Blotkammer in ein Eisbad gestellt.

3.7 Farbungen

Im AnschluB an den Blotvorgang wurden die Proteine auf der Membran mit Ponceau S
reversibel gefarbt. Zusatzlich konnten im Gel zur Kontrolle, ob die Proteine vollstandig

auf die Nitrocellulosemembran (bergegangen waren, eventuell im Gel verbliebene
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Proteine mit anderen, meist irreversiblen Methoden (z.B. Coomassie-Blau oder Bio-Rad

Silver Stain) geféarbt werden.

3.7.1 Membranfarbung mit Ponceau S

Die Arbeitslosung wurde durch die Verdinnung 1:10 der Stocklésung erhalten. Beide

Lésungen muften lichtgeschitzt aufbewahrt werden.

Tabelle 20: Ponceau S (Stockldsung):

Substanz eingesetzte Menge
Ponceau S 29
Trichloressigsaure 309
Sulfosalicylsdure 309

Wasser ad 100 ml

Die Membran wurde fur funf bis zehn Minuten in die Farbeldsung eingelegt und dabei
leicht geschwenkt. Anschliefend wurde die Farbelésung in ein lichtundurchléssiges
AufbewahrungsgefaR zurlickgegeben, denn sie konnte wiederverwendet werden. Die
Membran wurde anschlieBend mit entsalztem Wasser entfarbt, bis keine roten Schlieren
beim Waschen mehr entstanden. Die Farbung der Banden sollte durch den Entfarbe-
vorgang jedoch nicht verblassen. Zur Dokumentation wurde die gefarbte Membran
photokopiert oder eingescannt. Da diese Farbung reversibel war und die Antikorper-
Antigen-Reaktion nicht storte, konnte mit der Membran ein Western Blot durchgefiihrt

werden.

3.7.2 Gelfarbung mit Coomassie-Blau

Die Coomassie-Farbung ist ein Nachweis fir Proteine im Gel. Sie ist irreversibel. Diese
Farbung kann sowohl vor als auch nach dem Blotten durchgefuhrt werden. Eine
Farbung vor dem Blotten diente dem Sichtbarmachen des Bandenmusters der durch die
Elektrophorese aufgetrennten Proteine der Probe im Gel. Das Gel konnte anschlieRend
aber nicht mehr zum Blotten verwendet werden. Die Farbung nach dem Blotten diente
der Kontrolle, ob im Gel noch Banden sichtbar wurden. Waren nach dem Blotten im

Gel blaue Banden detektiertbar, so wurden die Proteine nicht vollstandig auf die
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Membran transferiert. Auch hier konnte das Gel nicht weiter zur Durchfiihrung eines

Western Blots eingesetzt werden.

Tabelle 21: Zehnfach-Coomassie-Farbeldsung (Stockldsung):

Substanz eingesetzte Menge | Konzentration
der Losung
Coomassie-Blau 250 R 1g 0,1%
Methanol 500 ml 50%
Essigsaure 100 ml 10%
Wasser 400 ml 40%

Die zehnfach-Coomassie-Farbelésung wurde filtriert und lichtgeschiitzt bei Raum-

temperatur gelagert. Auch die Arbeitslésung mufite lichtgeschutzt aufbewahrt werden.

Tabelle 22: Coomassie-Arbeitsldsung:

Substanz eingesetzte Menge
zehnfach-Farbeldsung 50 ml
Eisessig 50 ml
Methanol 250 mi
Wasser ad 500 ml

Das Gel wurde fiir ca. 30 Minuten in die Coomassie-Arbeitslosung gelegt und anschlie-
Rend unter leichter Schiittelbewegung zwei- bis dreimal mit Entfarbeldsung entfarbt, um

die Proteinbanden vor dem Gelhintergrund sichtbar zu machen.

Tabelle 23: Entfarbeldsung 7%:

Substanz eingesetzte Menge
Glycerin 35¢

Eisessig 50 mi
Methanol 59 ml

Wasser ad 500 mi

3.7.3 Gelfarbung mit Bio-Rad Silver Stain

Die Silberfarbung ist ein sehr empfindlicher, irreversibler Nachweis fur Proteine im
Gel. Sie kann vor dem Blotten des Gels erfolgen, um das Verteilungsmuster und die
Intensitat der einzelnen Proteinbanden im Gel sichtbar zu machen.

Die Silberfarbung wurde in der vorliegenden Arbeit gemal dem Protokoll von Bio-Rad

(Minchen) durchgefiihrt, um durch den Vergleich des geféarbten, nicht geblotteten Gels
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mit einem von einem identisch beladenen Gel angefertigten Blot sicher zu sein, dass die

wichtigsten Banden auch nach dem Blotten in der Ponceau S-Farbung sichtbar wurden.

3.8 Immunchemische Detektion mit Antikérpern
3.8.1 Grundlagen

Im Anschluf? an den Transfer auf eine Membran sind die Proteinbanden einer immun-
chemischen Detektion zugénglich. Der groRe Vorteil dieser Methode ist die hohe
Spezifitat und das hohe Auflosungsvermdgen. Es sind Bestimmungen bis in den Piko-
gramm-Bereich mdglich. Dabei werden Antikérper gegen spezifische antigene
Regionen flr Antikorperreaktionen, sogenannte antigene Determinanten, eingesetzt. Ein
Antikorper und sein entsprechendes Antigen bilden einen sehr stabilen Komplex,
dessen maximale Bindungsstarke nur bei perfekter Komplementaritét erzielt wird. Aber
auch ohne wvollstindige Komplementaritdit konnen gute Bindungskomplexe
zustandekommen. Es muss sich beim Antigen nicht um ein vollstdndiges Protein
handeln, es genigt auch ein kinstlich synthetisiertes Peptidstiick der Aminosaure-
sequenz des Vollproteins (antigene Determinante), das an ein Tréagermolekl, wie z.B.
Rinderserumalbumin oder Keyhole Limpet Hdmocyanin, gekoppelt ist [157].

Die Auswahl des Peptids erfolgt nach verschiedenen Kriterien, die fir die Existenz
einer antigenen Determinante innerhalb dieses Peptids sprechen. Der Grundgedanke ist,
dass eine flexible oder oberflachenorientierte Region des Proteins am besten mit einem
Antikorper reagieren kann. Besonders flexibel sind die Carboxyl- und Aminoterminalen
eines Proteins. Bei der Aminoterminalen besteht jedoch das Problem, dass durch
posttranslationale Modifizierung genau das ausgewahlte Peptid abgespaltet wird und
somit der Antikorper nicht mehr bindet. Fir die Suche nach geeigneten proteininternen
Regionen bieten sich zwei Analysemethoden an, die in der Primarstruktur eines Proteins
besonders flexible (B-Schleifen) oder oberflachenorientierte (hydrophile) Regionen
erkennen [174].

Chou und Fasman entwickelten eine Methode, mit der man aus der Primdrstruktur eines
Proteins auf dessen Sekundarstruktur schlieBen kann [175]. Dabei werden jeder Amino-
séure Werte zugewiesen, die in Beziehung stehen zur Haufigkeit der Aminosaure in den

Konformationen a-Helix (P.), B-Faltblatt und B-Schleife (Pg) in 15 untersuchten
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Proteinen, deren Struktur durch Rontgenkristallographie bekannt ist. Bei maximalen
P.-Werten in einer Region wird eine o-Helix gestartet und in beide Richtungen
fortgesetzt bis P, ein Minimum erreicht, wo die Helix endet. Analog wird bei
maximalen Pg-Werten ein p-Faltblatt oder eine B-Schleife begonnen und beim
Minimum beendet. Die Aminoséuren Glutamin, Alanin und Leucin haben die hdchsten
Po,-Werte und werden daher als starke o-Former bezeichnet, sie haben ein hohes
Potential zur Bildung einer a-Helix. Dagegen werden Prolin und Glycin wegen der
niedrigsten P,-Werte als starke a-Brecher bezeichnet, sie beenden eine o-Helix. Fr
B-Faltblatt und B-Schleife gelten analog die Aminosduren Methionin, Valin und
Isoleucin als starke B-Former, Glutamin als starker B-Brecher. Wenn innerhalb von
sechs Aminosauren vier Helixformer oder innerhalb von funf Aminoséuren drei
B-Former vorhanden sind, startet die entsprechende Sekundérstruktur in beide
Richtungen, bis sie von Tetrapeptiden aus o- bzw. B-Brechern beendet wird. Die
Vorhersagegenauigkeit dieser Methode liegt fir die o-Helix bei 80%, fir die
B-Strukturen bei 86% [176].

Hopp und Woods entwickelten ein Computerprogramm, mit dem man antigene Deter-
minanten in der Primarstruktur erkennen kann [177]. Das Programm basiert auf der
Annahme, dass es Regionen lokaler Hydrophilie entlang der Peptidkette gibt. Antigene
Determinanten sind oberflachenorientiert und haben eine Gberdurchschnittlich hohe
Exposition zu wassrigen Flissigkeiten im Korper. Regionen in der Primérstruktur mit
zahlreichen hydrophilen, polaren und geladenen Aminosdureseitenketten sind daher
potentiell antigen. Jeder Aminosdure wird entsprechend ihrer hydrophilen
Eigenschaften ein Wert zugewiesen. Diese Werte werden in der gesamten Peptidkette
fir Abschnitte von je sechs Aminosduren gemittelt, da diese Lange der
durchschnittlichen L&nge einer antigenen Determinante entspricht [178]. Der
Maximalwert dieser Analyse liegt in oder direkt bei einer antigenen Determinante,
wobei zu beachten ist, dass nicht alle weiteren Maxima der Analyse eine antigene
Determinante darstellen, genauso wie nicht jede antigene Determinante einen Hoch-
punkt darstellt. Die mit dieser Methode postulierten antigenen Determinanten kdnnen
eventuell bisher unbekannte Determinanten des Proteins sein oder eine

Antikorperbindungsstelle darstellen, die in der Natur nicht vorkommt. Zur
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Immunisierung werden aber mehr als die sechs Aminosduren synthetisiert, um die
Antigenitat zu erhéhen und eine gute Uberlappung von synthetischem Peptid mit der
natlrlichen antigenen Determinante zu haben, fir den Fall, dass die vorhergesagte am
aussersten Ende der natlrlichen antigenen Determinante liegt. Optimale Ergebnisse
werden mit Peptiden aus 10-15 Aminoséuren erzielt [174,177,178].

Zur Herstellung spezifischer Antikdrper gegen ein bestimmtes Antigen wird dieses in
ein Versuchstier injiziert. Im Tier kommt es zu einer Antikorperbildung gegen das
Antigen durch zu Plasmazellen differenzierte B-Lymphozyten. Dieses Antigen muss
maoglichst in Reinform appliziert werden, da kontaminierende Antigene zur Produktion
unspezifischer Antikdrper fur das eigentlich interessierende Antigen fiihren. Ein signifi-
kanter Anstieg spezifischer Antikorper im Versuchstier-Serum ist funf bis sieben Tage
nach Primérinjektion festzustellen, ein Maximum an Antikorperkonzentration nach
neun bis elf Tagen. Durch Zugabe von Adjuvantien zum Antigen, z.B. Freundsche
Adjuvantien, kann die Immunantwort verstarkt werden. Eine deutliche Steigerung der
Antikorperausbeute wird duch ein sogenanntes Boostern erreicht, eine erneute aber
niedriger dosierte zweite Antigeninjektion nach Abklingen der Primérantwort, der
eventuell noch weitere folgen kdnnen. Durch das Boostern tritt eine erneute Immun-
antwort des Organismus auf, die aber durch die bereits erfolgte Sensibilisierung und
Bildung von Gedachtniszellen schneller, mit hoheren Antikérperkonzentrationen und
langer anhaltend erfolgt. Die applizierte Antigenmenge darf nicht zu grof3 sein, da sonst
auch unspezifischere B-Lymphozyten aktiviert werden und unspezifische Antikorper
gebildet werden. Das durch Aderldsse der Versuchstiere gewonnene Blut wird zentri-
fugiert und das Serum abdekantiert. Das Fibrin wird durch ein Holzstédbchen entfernt,
um das sich beim Drehen die Fibrinfaden wickeln. Das Komplement, das sich an
Antigen-Antikorper-Komplexe bindet, wird durch Erhitzen auf 56 °C fir 10-20
Minuten inaktiviert, wahrend die Immunglobuline nicht beschéadigt werden. Um die
Spezifitat der Antikorper in diesem polyklonalen Antikdrpergemisch zu erhéhen, kann
eine Affinitatschromatographie mit dem urspriinglichen, dem Tier applizierten Antigen
als Liganden durchgefuhrt werden [157].

Um moglichst geringe Hintergrundsignale von unspezifisch auf der Membran gebun-

denen Antikdrpern zu erhalten, ist es notig, die freien Platze auf der Membran mit einer
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inerten Substanz zu belegen, bevor Antikdrper auf die Membran gegeben werden.

In einem weiteren Schritt wird gegen den ersten spezifischen, gegen das interessierende
Protein gerichtete Antikorper ein zweiter radioaktiv markierter oder mit einem Enzym
gekoppelter Antikorper eingesetzt. Mit ihm kann man die Lokalisation des ersten,

spezifischen Antikorpers detektieren.

3.8.2 Durchfiihrung
3.8.2.1 Blockieren der Membran

Um unspezifische Bindungen des Antikdrpers gegen SeP auf der Membran zu verhin-
dern, wurde die Membran fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in ca. 20 ml Blockier-
I6sung eingelegt. Dabei wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran
belegt. Der Antikorper reagierte dann nur noch mit seinem spezifischen Antigen,

wodurch die Hintergrundsignale bei der spateren Filmentwicklung reduziert wurden.

Tabelle 24: Blockierldsung:

Substanz Konzentration
der Ldsung

BSA 2,5%

Magermilchpulver 2,5%

Pferdeserum 2%

Tween 20 0,1%

in PBS

BSA: Rinderserumalbumin

Das Pferdeserum wurde erst am Ende zupipettiert, um Aggregationen zu vermeiden.

3.8.2.2 Inkubation mit Antikérper und Waschen der Membran

3.8.2.2.1 Antikorper- und Waschlésungen

Fur die Herstellung der Waschlésungen wurden folgende Stammlésungen benétigt:

Tabelle 25: Stammlésungen der Waschlésungen

Substanz eingesetzte Menge | in Volumen Konzentration
Wasser der Lésung
NaCl 292,2 g NaCl 1000 ml 5M
Triton X-100 10 g Triton X-100 100 ml 10%
EDTA 9,305 g EDTA 100 ml 0,25 M
TrispH 7,5 12,113 g Tris 100 mi 1M




Die Antikorperlosungen wurden hergestellt, indem der erste und zweite Antikdorper

jeweils in folgende Grundldsung gegeben wurden:

Tabelle 26: Antikérper-Grundlésung:

Substanz Konzentration
der Losung

BSA 1%

Magermilchpulver 1%

Pferdeserum 1%

Tween 20 0,1%

in PBS

Das Pferdeserum wurde erst am Ende zupipettiert, um Aggregationen zu vermeiden.

Fur die Waschvorgange nach der Inkubation mit dem ersten und zweiten Antikdrper
wurden aus den Stammlésungen die Waschlésungen 1 und 2 hergestellt. Diese Losun-
gen wurden bei Raumtemperatur oder besser im Kihlraum bei 4 °C aufbewahrt. Direkt
vor dem Waschen wurde beiden Waschldsungen 1% BSA, 1% Magermilchpulver und

1% Pferdeserum zugesetzt.

Tabelle 27: Waschlésung 1:

Substanz Stammldésung eingesetzte Konzentration der
Menge Waschldsung

TrispH 7,5 1 M Stammlésung 10 ml 10 mM

NaCl 5 M Stammldsung 30mi 150 mM

EDTA 0,25 M Stammlésung 8 ml 2mM

Triton X-100 10%ige Stammldsung 10 ml 0,1%

Wasser ad 1000ml

Tabelle 28: Waschldsung 2:

Substanz Stammldsung eingesetzte Konzentration der
Menge Waschlésung

TrispH 7,5 1 M Stammlésung 10 ml 10 mM

NaCl 5 M Stammldsung 200 ml 1M

EDTA 0,25 M Stammlésung 8 ml 2mM

Triton X-100 10%ige Stammldsung 10 ml 0,1%

Wasser ad 1000ml

3.8.2.2.2 Inkubation mit dem ersten Antikorper, erstes Waschen

Als erster Antikorper wurden polyklonale Antiseren vom Kaninchen oder vom Huhn

gegen synthetische, immunogene Peptide des humanen SeP eingesetzt, die nach den
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Methoden von Chou und Fasman [176] und Hopp und Woods [177,178] bestimmt
worden waren. Diese Antikdrper wurden auch schon in vorangegangenen Experimenten
zu diesem Thema verwendet [133,179,180]. Diese Peptide befinden sich bei den
Aminosauren 14-28 im N-terminalen Bereich von SeP (P1-Antikorper) bzw. 252-265
im C-terminalen Bereich von SeP (P2-Antikorper) (Abbildung 3). Sie wurden an
Keyhole Limpet Hdmocyanin als Trager gekoppelt und den Versuchstieren wiederholt
injiziert (Kaninchen: Eurogentec, Seraing, Belgien; Huhn: Davids Biotechnology,
Regensburg). In der Folgezeit wurde den Versuchstieren in Abstanden Blut entnommen
und daraus durch Prazipitation mit Natriumsulfat nach Kekwick [181], Zentrifugation
und Dialysieren das polyklonale Serum gegen das entsprechende Peptid gewonnen. Die
hieraus gewonnenen Immunglobulin-G (IgG)-Praparationen wurden in Versuchsreihen
auf ihre Detektionsfahigkeit und Sensitivitat bezliglich SeP miteinander verglichen, um
die am besten geeignete 1gG-Préparation herauszufinden. Nach den Vorversuchen mit
Kaninchen- und Huhn- 1gG-Praparationen wurden die Proteinbanden der Biopsieproben
schlieSlich mit den Antikorpern aus dem Serum der funften Blutung des Kaninchens
SA 3039 vom 25.11.1996 mit der Laborbezeichnung ,,anti P 383" detektiert. Es handelt
sich hierbei um P2-Antikorper gegen das synthetische Peptid der C-terminalen Region
(rp2). Die IgG-Préaparationen wurden 1:750 (Kaninchen) bzw. 1:1000 (Huhn) mit der
Antikorper-Grundlosung verdunnt. Daneben wurden auch einzelne Versuche mit
Verdlnnungen der Kaninchen-l1gG-Préparation von 1:500 und 1:1000 durchgefihrt. Die
Membran wurde mit der Antikorperlosung in Folie eingeschweilt und tber Nacht auf
einem Schuttler im Kuihlraum bei 4 °C inkubiert. Durch das Einschweil’en konnte sehr
sparsam mit der Antikorperlésung gearbeitet werden, da wenig Antikérperldsung
benotigt wurde. Zum Waschen wurden pro Membran ca. 100 ml Waschlésung benétigt.
Die Membran wurde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler viermal zehn Minuten mit
der mit BSA, Magermilchpulver und Pferdeserum versetzten Waschlésung 1 gewa-
schen. Die Waschlésung wurde zwischen den Waschgéngen im Kuhlschrank aufbe-

wabhrt.
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3.8.2.2.3 Inkubation mit zweitem Antikdrper, zweites Waschen

Der zweite Antikorper (Peroxidase-gekoppelt) wurde mit der Antikdrperlésung 1:2000

(anti-Kaninchen, Sigma) bzw. 1:5000 (anti-Huhn, Dianova, Hamburg) verdunnt. Die
Membran wurde auf einem Schttler im Kihlraum bei 4 °C fiir eine Stunde in ca. 20 ml
verdunnter Antikorperlésung inkubiert. Der Waschvorgang entsprach dem beim ersten
Waschen mit dem Unterschied, dass die Waschldsung 2 statt Waschlésung 1 verwendet

wurde.

3.8.2.2.4 Amersham-Methode mit RIPA-Puffer

Ein Protokoll der Firma Amersham (Freiburg) zur Reduktion des Hintergrundes wird im
Folgenden beschrieben [182]. Hierzu wurden folgende Blockierlésung und Waschlo-
sung bendtigt:

Tabelle 29: Blockierlésung:

Substanz Konzentration
der Losung

Magermilchpulver 10%

Tween 0,2%

in PBS

Tabelle 30: Waschlésung:

Substanz Konzentration
der Lésung

Magermilchpulver 1%

Tween 0,2%

in PBS

Die Membran wurde bei 4 °C Uber Nacht in die Blockierlésung gelegt. Noch vor der
Inkubation mit dem ersten Antikérper wurde die Membran mit der Waschlésung
zweimal kurz, einmal 15 Minuten und zweimal finf Minuten gewaschen. Der erste
Antikorper wurde in Waschldsung 1:750 (Kaninchen) bzw: 1:1000 (Huhn) verdinnt.
Die Membran wurde darin fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end
wurde die Membran wieder mit der Waschlésung zweimal kurz, einmal 15 Minuten und
zweimal fiinf Minuten gewaschen. Die zweite Waschldsung, mit der auch der zweite
Antikorper verdinnt wurde, ist der RIPA-Puffer (Radio-Immuno-Protection-Assay)
[183].
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Tabelle 31: RIPA-Puffer:

Substanz Konzentration
der Losung
TrispH 7,5 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1mM
Nonidet P-40 1%
Desoxycholat 0,5%
SDS 0,1%
NaF 5mM
in Wasser

Dieser RIPA-Puffer wurde mit der Waschlésung 1:1 verdunnt (ergab 50%igen RIPA-
Puffer). Der zweite Antikorper wurde in 50%igem RIPA Puffer 1:2000 (anti-Kanin-
chen) bzw. 1:5000 (anti-Huhn) verdinnt. Die Membran wurde dann eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum SchluR wurde die Membran dreimal zehn Minuten mit

50%igem RIPA-Puffer gewaschen.

3.9 Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Reaktion
3.9.1 Grundlagen

Im Gegensatz zur Fluoreszenz, bei der eine Lichtreaktion durch einfallende Strahlungs-
energie erzeugt wird, findet bei der Chemilumineszenz eine chemische Lichtproduktion
statt, die ihre Energie fir die Lichtreaktion aus chemischen Bindungen erhalt. Unter
Biolumineszenz versteht man eine spezielle Form der Chemilumineszenz, die in biolo-
gischen Systemen unter Einsatz eines Katalytischen Proteins zur Verstarkung der
Lumineszenzreaktion stattfindet. Dieses Phdnomen ist schon sehr lange bekannt. Schon
Aristoteles (384-322 v.Chr.) beschrieb die Biolumineszenz von Bakterien auf totem
Fisch und Pilzen in seinem Werk ,,De Anima“. Heute setzt man die Chemilumineszenz
als kostenglnstige, sensitive und nichtradioaktive Alternative zu anderen Nachweis-
moglichkeiten ein. Chemilumineszenz von Luminol wurde erstmals 1928 von Albrecht
beschrieben [184]. Seither sind viele Acylhydrazide auf ihre Fahigkeit zur Lumineszenz
getestet worden, aber starke Chemilumineszenz wurde nur bei zyklischen Diacylhydra-
zidverbindungen vom Luminoltyp beobachtet. Elektrophile Substituenten im Benzol-
ring verringern, elektrophobe erhthen die Lumineszenz, wobei eine Substitution in

Position 5 und 8 effektiver ist als in Position 6 und 7. Es wurden annelierte Analoge von
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Luminol hergestellt, die bis zu 300% effektiver als Luminol sein kdénnen. Chemi-
lumineszenz kann in Gasen, Flussigkeiten und Festkdrpern auftreten. Die dabei beob-
achteten Lichtemissionen variieren von Lichtblitzen von unter einer Sekunde Dauer bis
hin zu einem langsamen Glimmen, wodurch auf Roéntgenfilmen eine Schwarzung
hervorgerufen wird, die anschlieBend densitometrisch ausgewertet werden kann. Die
genauen Vorgange der Chemilumineszenz sind noch nicht vollstandig geklart, was eine
exakte Kontrolle der Reaktionen bis jetzt ausschlief3t [185].

Es gibt ausgiebige Studien zur Anwendung von verstarkter Chemilumineszenz (ECL)
mit Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelten Antikorpern (HRP-Fab). Phenol-
derivate, wie z.B. p-lodophenol oder p-Phenylphenol, dienen hierbei als Verstarker. Sie
machen das System durch Beschleunigung der peroxidasekatalysierten Chemilumines-
zenz und Unterdriickung der Lichtproduktion in Abwesenheit von Peroxidase sensitiver.
Dabei fungieren die Verstarker nicht als effizientere Lichtemitter, sondern sind in die
komplexe Reaktion zwischen Peroxidase, Oxidans (meistens Wasserstoffperoxid) und
Lichtemitter eingebunden. Die genauen Vorgdnge sind aber noch unbekannt. Die
Konzentrationsbereiche der einzelnen Reaktanden fur eine optimales Signal-zu-Hinter-
grund-Verhaltnis sind sehr eng. Die optimalen Konzentrationen sind: p-Phenylphenol
20 pmol/l, Wasserstoffperoxid 0,75 mmol/l und Luminol 300 umol/l. Durch Verwen-
dung einer Verstarkersubstanz kann die Nachweisgrenze der HRP-Fab-Konzentration
von 3 pmol/l auf 0,2 pmol/l gesenkt werden. Bei 3 pmol/l ist die Lichtausbeute mit
Verstarkersubstanz 1000fach groRer als ohne. Im Gegensatz zur unverstarkten ist die
verstarkte Chemilumineszenz im Bereich von 0-18 pmol/I nicht linear. Zusatzlich tritt
bei Verstarkung und HRP-Fab-Konzentrationen unter 30 pmol/I eine zeitliche Verzdge-
rung von etwa drei Minuten zwischen Wasserstoffperoxidzugabe und signifikanter
Lichtproduktion auf. Auch hier sind die genauen Zusammenhdnge noch unbekannt
[186].

3.9.2 Durchfihrung

Durch die an den zweiten Antikorper gekoppelte Peroxidase wurde bei der ECL-Reak-
tion (Amersham, Freiburg) Chemilumineszenz hervorgerufen, diese mit Réntgenfilmen

detektiert und dann densitometrisch ausgewertet.
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Tabelle 32: ECL-Reagenzldsung:

Substanz eingesetzte Menge
PBS-Tween 20 0,05% 10 ml
ECL-Losung 1 5ml
ECL-L6sung 2 5ml

Die Membran wurde fur eine Minute mit der ECL-Reagenzldsung bedeckt und an-
schlielend zwischen Kunststofffolie gelegt. Auf diese Folien wurden in einer Filmkas-
sette in Dunkelheit Rontgenfilme (X-OMAT oder BIOMAX von Kodak) aufgelegt.
Nach 24 Stunden Belichtung wurden die Filme entwickelt. Die fluoreszierenden Banden

waren als Schwarzung auf den Filmen zu erkennen.

3.10 Erstellung der densitometrischen Messergebnisse

Nach der Entwicklung wurden die Rontgenfilme mit Hilfe eines Densitometers (Vilber
Lourmat, Marne La Vallee Cedex, Frankreich; Bio-Profil Image Analysis Software
BiolD Version 99.01) eingescannt. Fir die Bestimmung der Molekilmassen der
einzelnen detektierten Banden auf den eingescannten Rdntgenbildern wurde mit dem
Computer die Ponceau S-Farbung des Markers SDS 7 auf der jeweiligen Membran in
das entsprechende Rontgenbild exakt eingepalit. Hierbei wurden die mitdetektierten
Banden des Markers als Orientierung gewéhlt. Somit konnte EDV-gestiitzt von jeder
Bande die Molekiilmassen anhand des Markers SDS 7 bestimmt werden.

Die Ergebnisse der densitometrischen Auswertung der einzelnen Banden stiitzten sich
auf gut sichtbare Banden mit den Molektilmassen 87 kD, 73 kD, 70 kD, 65 kD, 56 kD,
41 kD, 40 kD und 30 kD. Da die Banden bei 41 kD und 40 kD bzw. bei 73 kD und

70 kD nicht bei allen Proben als Doppelbande, sondern auch oft nur als eine Bande
sichtbar waren, wurde in der Molekulargewichts- und densitometrischen Auswertung
die Doppelbande zu einer Bande (41 kD bzw. 72 kD) zusammengefasst.

Das Interesse lag sowohl auf der Intensitatsverteilung dieser Banden innerhalb einer
Probe, als auch auf der Veranderung der Werte bei den Patienten, die mit Selen substi-
tuiert worden waren gegentber nicht substituierten Individuen. Besondere Aufmerk-
samkeit wurde dem Vergleich der Biopsien aus Rektumschleimhaut und Polypen von

finf Patienten geschenkt, von denen jeweils beide Gewebeproben vorlagen. Aufgrund
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der geringen Patientenzahl war eine statistische Auswertung jedoch nicht
aussagekraftig.

Die Methode beinhaltet, dass unterschiedliche Filme eine leicht differente Belichtung
erhalten konnten und einzelne Membranen trotz gleichem Verfahren eine etwas starkere
oder schwachere Schwarzung aller Banden hervorrufen konnten. Aus diesem Grund lief
in jedem Gel ein Standard (Lysat einer Rektummukosa-Préparation) mit gleichblei-
bender Proteinkonzentration (40ug) mit. Da die 56 kD-Bande bei allen Proben gut
erkennbar war und sie die Haupt-SeP-Fraktion darzustellen schien, wurde diese Bande
ausgewahlt, um die Intensitdten samtlicher ausgewerteter Banden in Relation zur
densitometrischen Dichte der 56 kD-Bande des Standards anzugeben. Auf jedem
einzelnen Filmabbild der Membranen wurde die densitometrische Dichte der 56 kD-
Bande des Standards mit 100 festgelegt. Diese Bande miifite theoretisch bei absolut
identischen Bedingungen auf allen Membranen die gleiche Intensitat aufweisen. Somit

konnten alle Banden auf allen Membranen miteinander verglichen werden.

3.11 Optimierter Versuchsablauf

Folgende Methode hat sich als die geeignetste herausgestellt und wurde als Standard-
Methode fur Patientenproben angewendet:

Die Biopsien wurden mit Ultraschall lysiert, zentrifugiert und ohne weitere Zwischen-
schritte zur Bio-Rad-Proteinbestimmung verwendet. VVolumina mit 40 pg Proteingehalt
wurden mit dem Probenpuffer Roti-Load versetzt, im 12%igen Trenngel aufgetrennt
und anschliefend auf Nitrocellulosemembranen geblottet. Die Proteinfarbung erfolgte
mit Ponceau S, bevor die Membran mit den Blockier-, Wasch- und Antikérperlosungen
(rp2; Anti-Kaninchen, Verdunnung 1:750) wie in den Kapiteln 3.8.2.2.1-3.8.2.2.3
beschrieben weiterbehandelt wurde. Nach der ECL-Reaktion wurde der X-OMAT-Film

flir 24 Stunden belichtet und die Schwarzung der Banden densitometrisch ausgewertet.
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4 Resultate

4.1 Herstellung der Proben zur Elektrophorese

Es wird vermutet, dass es sich bei SeP um ein sezerniertes extrazellulares Protein
handelt [70,71,82]. Daher wurde in den Biopsien ein niedriger SeP-Gehalt angenom-
men. Unter den Aufbereitungsverfahren stellte sich die Methode mit der Ultraschall-
aufbereitung als die zweckmaligste heraus, da hierbei am wenigsten Volumen zur
Biopsie zugegeben wurde und somit der Verdinnungseffekt gering war. Sowohl bei der
Probenaufbereitung mit Potter als auch mit Dismembrator verdiinnten die notwendi-
gerweise zugegebenen Volumina die geringe Proteinmenge so stark, dass die SeP-
Banden auf dem Film nur sehr schwach zu erkennen waren.

Bei den Probenaufbereitungen mit Centricon 100 und der Heparin HiTrap-Saule waren
die Verluste bzw. die Verdinnung von SeP so grof3, dass diese Aufbereitungen keinen
Vorteil brachten. Daraus ergab sich die Aufbereitung der Schleimhautbiopsie mit
Ultraschall ohne weitere Aufbereitung als die Standard-Methode der Probenaufbe-

reitung in dieser Arbeit.

4.2 Proteinbestimmung

Mit der Bio-Rad-Methode wurde mittels definierter Proteinmengen (ein Standard-1gG)
eine Eichgerade erstellt. Mit dieser Eichgerade konnte anschlieend auch der Proteinge-
halt der Proben bestimmt werden. In der EDV-gestutzten Auswertung der Proteinbe-
stimmung wurde das VVolumen der jeweiligen Proben berechnet, in dem 40 pg Protein
enthalten sind. Da diese Volumina in einem weiten Bereich lagen (1,8 - 19 ul), wurden
die Proben zur Elektrophorese so zusammengestellt, dass in einem Gel die Volumen-
unterschiede der aufgetragenen Volumina moglichst gering ausfielen, um verzerrte und

schiefe Banden zu vermeiden.

4.3 Elektrophorese

Fir die Auftrennung des Proteingemisches der Proben wurden Trenngele mit 8%, 10%
und 12% Polyacrylamid ausprobiert. Fur die Darstellung der Banden im Bereich von

30 KD bis 65 kD stellte sich die Verwendung des 12%igen Trenngels als am
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zweckmaligsten heraus, da die Proteine im interessierenden Bereich hierbei am besten
aufgetrennt wurden. Bei den niedrigprozentigen Gelen war die Auswertung der Banden
im Bereich zwischen 30 kD und 40 kD nicht oder nur eingeschrankt mdoglich
(Abbildung 5 a, b).

la = 2a 1b 2b
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Abbildung 5 a, b:

Detektion des Markers SDS7 (1a, 1b) und des Mukosastandards (2a, 2b) nach ECL-Reaktion auf dem
Réntgenfilm.

a) Nach Elektrophorese auf einem 10%igen Gel. b) Nach Elektrophorese auf einem 12%igen Gel.
Molekiilmassen in kD (—).

Als Probenpuffer wurde der Roti-Load-Puffer der Firma Roth (Karlsruhe) aufgrund der
scharferen Banden, die bei seiner Verwendung erzielt wurden, eingesetzt. Gegeniiber
dem selbst hergestellten vierfach-Probenpuffer ergaben sich geringfiigige Laufweiten-
unterschiede bei den Banden fiir SeP. Die Bande um 65 kD lief mit dem vierfach-Puffer
in der Elektrophorese etwas weiter als mit Roti-Load-Puffer (Abbildung 6).

Neben der standardmaRig verwendeten Zugabe des Roti-Load-Puffers im Verhéltnis 1:2
(Puffer : Probe) wurden auch Verhaltnisse von 3:4 und 1:1 (Puffer : Probe) ausprobiert.
Diese Variationen erbrachten aber keine Verbesserungen der Ergebnisse und auch die
Unterschiede in der Laufweite der Proteine im Vergleich zum vierfach-Puffer wurden

durch die Anderung des Verhéltnisses Roti-Load-Puffer zu Probe nicht beseitigt.
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Abbildung 6:

Vergleich der Bandenstruktur bei Verwendung des kéuflichen Roti-Load-Puffers (1) und des selbst
hergestellten vierfach-Probenpuffer (2) nach ECL-Reaktion auf dem Rdéntgenfilm. Molekiilmassen in kD
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Abbildung 7 a, b:

a) Ponceau S-Farbung der Marker SDS 7 und P 1677, sowie des Mukosastandards.

la: Marker SDS 7; 2a: Mukosastandard; 3a: Marker P 1677. Molekilmassen in kD (—).
b) Marker SDS 7 und Mukosastandard nach ECL-Reaktion auf dem Rontgenfilm.
1b: Marker SDS 7; 2b: Mukosastandard. Molekiilmassen in kD (—).
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Fur die spatere densitometrische Auswertung wurde der Marker SDS 7 herangezogen,
da seine Molekiilmassen nahe an den ausgewerteten Banden im Bereich von 30-87 kD
liegen. AulRerdem reagierte der Marker SDS 7 bei der ECL-Reaktion mit und war somit
auch auf den Filmen zu sehen. Dies vereinfachte die Auswertung wesentlich (Abbil-
dung 7a, b).

4.4 Elektroblot

Beim Elektroblot war es besonders wichtig, flr eine ausreichende Kihlung der Blotap-
paratur zu sorgen. Bei ungentigender Kiihlung oder zu hohen Stromstérken wéhrend des
Blotvorganges nahm die Nitrocellulosemembran Schaden, was durch eine Gelbver-
farbung der Membran sichtbar wurde. Daher wurde die Stromstérke wéhrend des Blot-
vorganges auf 250 mA begrenzt. Nach zwei Stunden waren die Proteine nahezu voll-
stdndig vom Gel auf die Nitrocellulosemembran Gbertragen. Eine Kontrollfarbung des
Gels mit Coomassie-Blau nach dem Blotten ergab nur noch minimale Proteinspuren im
Gel.

4.5 Farbungen

Die irreversiblen Farbungen mit Coomassie-Blau und Silber wurden bei der Opti-
mierung der Methode eingesetzt. Mit der Coomassie-Blau-Farbung wurde die Vollstan-
digkeit des Blotvorganges kontrolliert. Die Silberfarbung mit Bio-Rad Silver Stain
wurde nur einmal durchgeflhrt, um das Proteinmuster nach der Elektrophorese im Gel
mit einer sehr empfindlichen Methode sichtbar zu machen. Dieses wurde mit einer Pon-
ceau S-geféarbten, mit den identischen Proben bestiickten, geblotteten Membran vergli-
chen. Anhand dieses Vergleiches konnte festgestellt werden, dass das Proteinmuster des
Gels mit dem Proteinmuster nach dem Blotten auf der Membran (bereinstimmte. Da die
Farbung mit Ponceau S bei weitem nicht so intensiv und empfindlich ist wie mit Silber,
beschrénkte sich der Vergleich der Ergebnisse dieser beiden Farbetechniken auf die
prominentesten Banden, die auch in der Ponceau S-Férbung sichtbar waren.

Die Féarbung mit Ponceau S wurde standardmaiig mit jeder Membran nach dem Blotten
durchgefiihrt. Dies diente der Dokumentation des Bandenmusters der Proben und der

Proteinmarker. Somit konnte die spétere Auswertung der Molekilmassen durch Ver-
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gleich mit den bei der ECL-Reaktion auf dem RoOntgenfilm detektierten Banden
erfolgen.

Eine Aussage Uber die Art des Gewebes (normale Rektumschleimhaut oder Polypenge-
webe) war anhand der Bandenintensitdten und Intensitdtenmuster mit Ponceau S nicht
maoglich, da keine regelméRigen Verénderungen festzustellen waren. Auch Gesetz-
maRigkeiten bei den Intensitaten der Banden, die auf eine Placebo- oder Verumgabe bei

der Selensubstitution schlief3en lieBen, waren nicht festzustellen (Abbildungen 8 und 9).
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Abbildung 8:

Ponceau S-Farbung von Proben mit und ohne Selensubstitution. 1: Marker SDS 7; 2: Mukosastandard;

3: Probe 22 R- ; 4: Probe 10 R- ; 5: Probe 5 R- ; 6: Probe 3 R+ ; 7: Probe 1 R+ ; 8: Marker P 1677.
Molekiilmassen in kD (—).
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Abbildung 9:

Ponceau S-Farbung von Adenomproben und Proben normaler Rektumschleimhaut. 1: Marker SDS 7;
2: Mukosastandard; 3: Probe 15 P- ; 4: Probe 15 R- ; 5: Probe 12 P- ; 6: Probe 12 R- ; 7: Probe 8 R+ ;
8: Marker P 1677. Molekilmassen in kD (—).

4.6 Antigen-Antikdrper-Reaktion

Als spezifischer Antikorper, der mit antigenen Regionen des humanen SeP reagiert,
kamen verschiedene 1gG-Praparationen zum Einsatz. Die Vergleiche der 1gG-Prapara-
tionen von Kaninchen und Huhn fir die immunogenen Peptide P1 und P2 ergaben, dass
die besten Ergebnisse mit der Kaninchen-1gG-Praparation rp2 erzielt wurden. Beson-
ders die niedermolekularen Banden (ca. 30-40 kD) unterhalb der beiden Hauptbanden
(65 kD, 56 kD) wurden hiermit am besten detektiert.

Die Variation der standardméRig angewandten Verdinnung der IgG-Préparation (1:750)
mit den Verdinnungen 1:1000 und 1:500 ergab keine intensiveren Signale, weshalb flr
den weiteren Verlauf der Arbeit die Verdiinnung 1:750 angewendet wurde.

Mit der Verwendung der 1gG-Préparationen, Blockier- und Waschldsungen nach der
Amersham-Methode wurde versucht, die Hintergrundsignale auf der Membran zu
verringern. Es konnte aber keine bessere Unterdriickung der Hintergrundsignale erreicht

werden, weshalb diese Methode nicht weiter angewandt wurde.
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4.7 ECL-Reaktion

Die sehr geringen SeP-Mengen in den Proben machte die Belichtung des Filmes
X-OMAT (Kodak) tber 24 Stunden notwendig, obwohl die ECL-Reaktion ihren Hohe-
punkt nach 5-20 Minuten hatte und anschlieRend mit einer Halbwertszeit von ungeféahr
60 Minuten abklang [182]. Auf kirzer belichteten Filmen waren keine deutlichen
Banden zu erkennen. Auch die Verwendung des hochempfindlichen Filmes BIOMAX
(Kodak) ergab keine Verbesserung des Ergebnisses, weshalb die 24-Stunden-
Belichtung des Filmes X-OMAT beibehalten wurde.

4.8 Reduktion der Hintergrundsignale

Nach der Entwicklung der Filme waren auf den Membranen neben den Banden auch
kleine schwarze Punkte zu sehen, die die Auswertung der Banden teilweise unmdglich
machten. Trotz intensiver Ursachenforschung konnten die Punkte nicht génzlich elimi-
niert werden.

Bei den im folgenden beschriebenen Versuchen wurde zur Kontrolle eine Membran im
Standard-Verfahren als Vergleich mitentwickelt. Da die Punkte auch auf nicht geblotte-
ten Membranen in geringer Menge auftraten, wurden vor allem die verschiedenen
Ldsungen variiert.

Ein kompletter Neuansatz aller Zutaten fiir die Gele und der Einsatz unterschiedlicher
Vernetzungsdichten im Trenngel erbrachten keine Verbesserung. Um grobe Partikel in
den Blockier-, Wasch- und Antikorperlosungen als Ursache fir die Punkte auszuschlie-
Ren, wurden diese Losungen vor ihrer Anwendung bei 2300 U/min zehn Minuten
zentrifugiert, der Uberstand abgezogen und weiterverwendet, jedoch ohne nennenswerte
Reduktion der Punkte. Ein weiterer Ansatzpunkt waren die Konzentrationen der Kom-
ponenten der Blockier-, Wasch- und Antikdérperlésungen. Deshalb wurden in einzelnen
Durchgéngen jeweils die Konzentrationen von Protein (Magermilchpulver, BSA und
Pferdeserum), Triton X-100 und Tween 20 erhoht. Durch vermehrtes Blockieren der
Membran sollte die Entstehung der Punkte verhindert werden. Die Ergebnisse zeigten
jedoch keine Vorteile. Bei der erhdhten Konzentration von Tween 20, und besonders
bei Triton X-100, waren die Hintergrundsignale deutlich erhoht, so dass bei der

erhdhten Triton X-100-Konzentration die Abgrenzung der einzelnen Banden gegen den
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Hintergrund nur begrenzt moglich war. Bei Versuchen, die Proteine, das Tween 20 und
das Triton X-100 aus den verschiedenen L&sungen wegzulassen, traten erwar-
tungsgemall zu hohe Hintergrundsignale wegen der ungentgenden Blockierung auf.
Auch bei der ECL-Reaktion wurden Abweichungen vom Standardverfahren durch-
geflihrt. Bei der Anwendung der ECL-Reagenzien ohne die Verdinnung mit PBS-
Tween 20 0,05% ergaben sich viel zu hohe Hintergrundsignale und auch vor bzw. nach
der ECL-Reaktion durchgefiihrtes kurzes Waschen in PBS oder PBS-Tween 20 0,1%
hatte zwar auf den Hintergrund, nicht aber auf die Entstehung der Punkte einen
nennenswerten Einfluss. Die Anzahl und Intensitat der Punkte konnte aber letztendlich
durch Aufbewahrung der Stamml6ésungen im Kihlschrank auf ein vertretbares Mal3
reduziert werden, bei dem auch eine Auswertung der Banden mdglich war (z.B.
Abbildung 10).

4.9 Auswertung der densitometrischen Messergebnisse

Die beiden Banden mit der groBten Intensitat waren die bei 56 kD und 65 kD, welche
zwei Isoformen von SeP entsprechen. Bei den meisten Proben waren auch weitere,
allerdings deutlich schwéchere Signale bei 87 kD, 72 kD, 48 kD, 41 kD und 30 kD
detektierbar. Vereinzelt waren auch noch Banden bei 92 kD, 82 kD, 78 kD und 36 kD
detektierbar, die aber aufgrund des seltenen Auftretens nicht in die Auswertung mit
aufgenommen wurden. Die Signale bei 41 kD stellten sich bei sehr scharfen Bildern als
eine Doppelbande mit den Molekilmassen 41 kD und 40 kD heraus. Dasselbe gilt fur
die Bande bei 72 kD, die sich aus zwei Banden mit den Molekulargewichten 73 kD und
70 kD zusammensetzte. Da aber nicht alle Bilder die notwendige Auflésung dieser
Doppelbande ergaben, wurden fur die Auswertung die Doppelbanden als eine Bande bei
41 kD bzw. 72 kD ausgewertet, um somit auch die unschéarferen Blots mit den Ubrigen
vergleichen zu konnen.

Die densitometrische Auswertung der Banden ergab fur die einzelnen Banden zum Teil
sehr grolRe Schwankungsbreiten der Intensitaten. Die in den Tabellen und Diagrammen
angegebenen Werte stellen die gemittelten Intensitaten dar, um die Tendenzen aufzuzei-
gen. Da nicht bei jeder Probe alle Banden zu detektieren waren, steht in den Tabellen

hinter den densitometrischen Werten in Klammern die Anzahl der Biopsien, bei denen
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die betreffende Bande detektierbar war, in Bezug auf die Gesamtheit der jeweiligen
Gruppe. Eine statistische Auswertung war wegen der geringen Patientenzahlen nicht

aussagekraftig.

4.9.1 Auswertung des Mukosastandards

Bei der Auswertung fiel auf, dass die Mukosapraparation der Rektumschleimhaut, die
als Standard auf allen Membranen aufgetragen und zur Kalibrierung der densitome-
trischen Dichte herangezogen worden war, ein intensiveres Bandenmuster zeigte als die
tbrigen Rektumbiopsien. Dabei waren sowohl der Standard, als auch die Rektumproben
mit einer Gesamtproteinmenge von 40 pg pro Geltasche aufgetragen worden. Auch
Banden, die bei den Ubrigen Rektumproben nur in Einzelfallen auftraten, konnten beim
Standard detektiert werden (92 kD, 82 kD, 78 kD und 36 kD).

1 2

L

SE S

Abbildung 10:
Mukosastandard und normale Rektumschleimhaut nach ECL-Reaktion auf dem Rontgenfilm.
1: Mukosastandard; 2: Probe 53 R. Molekiilmassen in kD (—).
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4.9.2 Auswertung der Proben

4.9.2.1 Auswertung der Proben ,,mit Selensubstitution* versus
,,ohne Selensubstitution*

In diese Auswertung wurden die Biopsien normaler Rektumschleimhaut aller zur Ver-
fligung stehenden Patienten aufgenommen, d.h. sowohl die der Studienteilnehmer als
auch die funf Biopsien der Patienten, die nicht an der Studie teilgenommen hatten. Die
Nichtstudienteilnehmer wurden zusammen mit den Patienten gewertet, die Placebo
eingenommen hatten. Polypenbiopsien fanden in diesem Teil der Auswertung keine
Beachtung.

Bei den gemittelten Werten der Intensitaten der ausgewerteten Banden ergaben sich mit
Ausnahme der Bande bei 87 kD bei den Proben selensubstituierter Patienten niedrigere
Werte im Vergleich zu den nicht substituierten (Tabelle 33, Abbildung 11). Die groRe
Schwankungsbreite der Intensitdten der einzelnen Banden machte aber eine klare

Zuordnung in eine der beiden Gruppen fur die einzelne Probe unmdglich.

120,000

100,000 +

80,000 +

| | © Mittelwert Verum

60,000 . W Mittelwert Placebo

rel. dens. Dichte

40,000 + |
4

|
L 2

on

20,000 ,,.

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
900 800 70,0 600 500 40,0 30,0 20,0

Molekilmassen in kD

Abbildung 11:
Vergleich der relativen densitometrischen Dichte der Banden der Proben normaler Rektumschleimhaut
der Patienten mit Verum bzw. Placebo.
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Tabelle 33: Densitometrische Daten zu Abbildung 11

Molekilmassen | Mittelwerte der Banden der Normal- | Mittelwerte der Banden der Normal-
in kD schleimhautproben mit Selensubsti- | schleimhautproben ohne
tution (rel. dens. Dichte) Selensubstitution (rel. dens. Dichte)

87 19,2 (3 von 9) 15,8 (11 von 15)

72 14,0 (2von 9) 26,2 (10 von 15)

65 53,8 (9 von 9) 67,7 (15 von 15)

56 87,2 (9 von 9) 107,2 (15 von 15)

48 23,0 (7 von 9) 29,2 (12 von 15)

41 33,6 (8 von 9) 49,8 (15 von 15)

30 28,2 (5von 9) 40,1 (12 von 15)

In Klammern jeweils die Anzahl der Biopsien, bei denen die Bande auftrat.

4.9.2.2 Auswertung der Probenpaare von Rektumschleimhaut und Polypen

In diese Auswertung wurden vier der funf Probenpaare von normaler Rektumschleim-
haut und Polypen von jeweils einem Patienten aufgenommen. Diese vier Probenpaare
stammten allesamt von Patienten, die in der doppelblinden, prospektiven Studie keine
Selensubstitution erhalten hatten. Ein Probenpaar wurde nicht in die Auswertung mit
aufgenommen, da dieser Patient Selensubstitution erhalten hatte und diese Werte das
Ergebnis verfalschen kénnten. Die Werte des Polypen des Patienten mit Selensubstitu-
tion wurden gesondert in das Diagramm und die Tabelle eingetragen.

Bei den Polypenproben war 6fters als bei den Proben von normaler Rektumschleimhaut
eine deutliche Bande bei 87 kD erkennbar. Was anhand der Zahlen angedeutet wird
(Tabelle 34), ist bei der Betrachtung der Filme deutlich zu sehen: Eine Verschiebung
der Gewichtung der Banden hin zu den gréReren Proteinen bei den Polypenproben. Bei
normaler Rektumschleimhaut traten neben den zwei intensivsten Banden bei 56 kD und
65 kD vor allem kleinere Proteine zusatzlich auf. Dagegen waren bei Polypen neben
einer deutlichen Abnahme der zwei intensivsten Banden (56 kD und 65 kD) im Ver-
gleich zur normalen Rektumschleimhaut vor allem noch gréliere Proteine detektierbar
(Abbildung 12).

Bei der Probe 16 P+ handelte es sich um die einzige Biopsie eines Polypen eines
selensubstituierten Patienten im Probenmaterial dieser Arbeit. Da die Werte der einzel-
nen Banden Einzelwerte darstellten, besaRen sie nur sehr eingeschrankte Aussagekraft.
Mit Ausnahme der Banden bei 87 kD und 72 kD (niedrigere Werte) und bei 56 kD
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(hoherer Wert) ergaben sich &hnliche Werte wie bei den Polypen nicht selensubstitu-
ierter Patienten.

.
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Abbildung 12:

Vergleich von Adenom mit normaler Rektumschleimhaut bei einem Patienten ohne Selensubstitution
nach ECL-Reaktion auf dem Rontgenfilm. 1: Probe 15 P-; 2: Probe 15R-. Molekiilmassen in kD (—).
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Abbildung 13:
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Vergleich der relativen densitometrischen Dichte der Banden der Polypenproben mit denen der normalen
Rektumschleimhaut. Zuséatzlich die Werte des Polypen eines selensubstituierten Patienten (Probe 16 P+).

Tabelle 34: Densitometrische Daten zu Abbildung 13

Molekiilmassen
in kD

Mittelwerte der Banden der
Polypenproben
(rel. dens. Dichte)

Mittelwerte der Banden der
Normalschleimhautproben
(rel. dens. Dichte)

87 34,3 (3von4) (6,8)* 25,6 (2 von 4)
72 549 (3von4) (20,3)* 32,5 (3von 4)
65 554  (2von4) (57,2)* 93,8 (4 von 4)
56 88,4 (4vond4) (106,6)* 134,0 (4 von 4)
48 26,5 (3von4d) (20,4)* 26,5 (3von 4)
41 53,7 (3von4) (53,6)* 60,3 (4 von 4)
30 21,2  (3von4) 44,4 (4 von 4)

* Werte des Polypen eines selensubstituierten Patienten in Klammern (Probe 16 P+).
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5 Diskussion

Die Etablierung des Western Blots zum Nachweis von SeP in Schleimhautbiopsien war
ein zentraler Punkt der vorliegenden Arbeit. Bisher wurde in den meisten Studien der
SeP-Gehalt im Serum bestimmt. Dies erscheint auch als sinnvoller Ansatz bei der
Bestimmung des SeP-Status eines Individuums, da vermutet wird, dass es sich bei SeP
um ein sezerniertes Protein handelt [70,71,82]. Die antioxidative Potenz von SeP
[57,82,105,112,113,116,136] im Zusammenhang mit der Differenz des Serumselen-
spiegels zwischen Gesunden und an Krebsformen des Gastrointestinaltraktes
Erkrankten (siehe Kapitel 1.3.3) lenkte das Interesse auf die Funktion von SeP im
Gastrointestinaltrakt. Northern Blot-Analysen von normaler Kolonschleimhaut ergaben
starke SeP-mRNA-Signale [115], in kolorektalen Adenomen jedoch deutlich reduzierte
Transkriptspiegel [133], was eine wichtige Funktion von SeP im kolorektalen Bereich
vermuten [&Rt.

Grundsatzlich ist der Western Blot durchaus ein zur SeP-Bestimmung in Schleimhaut-
biopsien geeignetes Verfahren. Es zeigte sich aber, dass der SeP-Gehalt in den Rektum-
schleimhautbiopsien sehr gering war. Dies duRerte sich besonders in der notwendigen
langen Belichtungszeit der Rontgenfilme wéhrend der ECL-Reaktion, die 24 Stunden
im Vergleich zu ein bis zwei Stunden fir Serum-SeP-Analysen betrug.

Der geringe SeP-Gehalt der Biopsien stiitzt die Annahme, dass es sich bei SeP um ein
sezerniertes Protein handelt. Es stellte sich die Frage, ob eine Selensubstitution zu einer
Erhohung des intrazellularen SeP-Gehalts fihren kann. In dieser Arbeit wurde in den
Biopsien selensubstituierter Patienten sogar ein tendenziell geringerer SeP-Gehalt als
bei nicht substituierten festgestellt. Mit Ausnahme der Bande bei 87 kD ergaben alle
ubrigen ausgewerteten Banden im Mittel fur die nicht substituierten Patienten héhere
Werte als die Banden der substituierten Patienten. Die Selensubstitution flhrte somit
nicht zu einer intrazellularen Zunahme des SeP-Gehalts, was durch einen Intensitats-
anstieg der Banden bei 65 kD und 56 kD sichtbar geworden ware. Ob es unter
Selensubstitution zu einer verminderten Speicherung von SeP intrazelluldr bzw. zu
einer friheren Ausschleusung des SeP aus der Zelle kommt, ist nicht bekannt. Der
fehlende SeP-Anstieg intrazelluldr ist verstandlich, wenn man annimmt, dass SeP sehr

schnell nach seiner abgeschlossenen Biosynthese sezerniert wird. Im Rahmen einer
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Selensubstitution kdnnte es somit zu Verdnderungen im SeP-mRNA-Gehalt in den
Zellen der kolorektalen Schleimhaut kommen, ohne dass es zu einem Anstieg des SeP-
Gehalts in der Schleimhaut selbst kommt. Ein weiterer Erklarungsansatz ist die Plateau-
bildung von SeP im Plasma bei suffizient mit Selen versorgten Personen [144,145].
Analog hierzu waére bei einer bereits vor der Selensubstitution bestehenden Sattigung
der Schleimhaut mit Selen kein Effekt auf den SeP-Gehalt bei einer Selengabe zu
erwarten, da sich bereits ein Plateau ausgebildet hat. Wohin das von der Schleimhaut
synthetisierte SeP sezerniert wird, ist bislang unbekannt. Sowohl die Sekretion ins
Plasma analog zum Hauptsyntheseort in der Leber zur Verteilung des mit der Nahrung
aufgenommenen Selens zu anderen Organen, als auch die Sekretion ins Lumen des
Gastrointestinaltraktes oder in den Interzellularraum zur antioxidativen Abwehr mit der
Nahrung aufgenommener reaktiver Sauerstoffspezies erscheint sinnvoll.

Es ist bekannt, dass SeP in mehreren Isoformen vorliegt. Flr das Ratten-SeP wurden die
Molekilmassen fiir das komplett translatierte bzw. am zweiten UGA-Codon trunkierte
SeP mit 57 kD bzw. 45 kD bestimmt [57,83]. Fur das menschliche SeP wurden die
analogen Molekiilmassen von Akesson et al. mit 61 kD und 55 kD [108], von Mostert et
al. mit 61 kD und 51 kD bestimmt [124]. In guter Ubereinstimmung mit diesen Werten
wurden die Molekilmassen der Hauptfraktionen des SeP in dieser Arbeit mit 65 kD und
56 kD bestimmt. Auffallend bei der Auswertung der Bandenmuster waren die zahl-
reichen, vor allem niedermolekularen Banden geringer Intensitét, die zusatzlich zu den
erwarteten SeP-Banden bei 65 kD und 56 kD detektiert wurden. Es gibt mehrere
Vermutungen tber den Ursprung dieser Banden.

Mit Tris-Puffer nach Laemmli [155] kann es wéhrend des mehrmindtigen Kochens der
Proben zur Aufbereitung fur die SDS-PAGE durch die Temperaturabhangigkeit des
Puffers zur Saurehydrolyse von Proteinen kommen [167-169]. Zur Vermeidung dieser
Hydrolyse und Bildung artifizieller SeP-Bruchstiicke wurde in dieser Arbeit ein tempe-
raturstabiler Phosphatpuffer verwendet. Die niedermolekularen Banden stellen daher
wohl keine aufbereitungsbedingten SeP-Bruchstiicke dar.

Maglicherweise sind diese Banden Produkte einer schwachen Kreuzreaktion der aus
polyklonalen Antiseren gewonnenen IgG-Praparation mit anderen Proteinen [179].

Aufgrund der langen Belichtungsdauer kénnten auch diese kreuzreagierenden Proteine
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zur Abbildung gelangt sein. Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe mit Antikdrpern gegen
andere Peptide des SeP als die hier verwendeten ergaben ebenfalls zusatzliche Banden
zu den beiden erwarteten SeP-Banden, wenn auch in geringerem Ausmali. Tujebajeva et
al. (2000) [99] ist erstmals die Expression von rekombinantem Ratten-SeP gelungen.
Analoge Erfolge mit humanem SeP konnte die Entwicklung spezifischerer Antikorper
ermdoglichen und die Herkunft dieser Banden klaren helfen.

In verschiedenen anderen Studien sind ebenfalls niedermolekulare Banden bei der
Charakterisierung von SeP aufgetreten. Nach Deglykosylierung von Ratten-SeP konnte
eine Molekulmassenveranderung von 57 kD bzw. 45 kD zu 48 kD bzw. 36 kD nach-
gewiesen werden [83,99,104]. Dass dies eine heterogene Glykosylierung ist, zeigt das
zusétzliche Auftreten von noch geringer glykosyliertem SeP mit einer Molekiilmasse
von 43 kD [104]. Auch beim humanen SeP sind nach Deglykosylierung anstelle der
Banden bei 61 kD und 55 kD zahlreiche niedermolekulare Banden zwischen 32 kD und
45 kD aufgetreten [99,124]. Da es sich bei dem aktuell untersuchten Material um
Biopsien und nicht um Plasma, in das das fertig synthetisierte SeP sezerniert wird,
handelt, ist es durchaus mdglich, dass die niedermolekularen Proteine noch nicht
vollstandig glykosylierte SeP-Vorstufen darstellen [179].

Nach Trypsinverdauung des Ratten-SeP wurden Peptide mit den Molekilmassen 15 kD,
19 kD, 21 kD, 34 kD und 40 kD nachgewiesen [104]. In einer Arbeit von Tujebajeva et
al. (2000) [99] wurde der gleiche Protease-Inhibitor wie in der vorliegenden Arbeit bei
der Aufbereitung von Zellkulturen verwendet, ohne Effekt auf das SeP-Bandenmuster.
Eine Proteolyse als Ursache der niedermolekularen Banden erscheint somit weniger
wahrscheinlich, da die Biopsien unmittelbar nach Entnahme in flissigen Stickstoff
gegeben und anschlieRend bei -80 °C gelagert worden waren. Da bei der Aufbereitung
von Biopsien intrazellulére Proteasen freigesetzt werden kdnnen, wurden die Biopsien
in der vorliegenden Arbeit trotz der Ergebnisse von Tujebajeva et al. in einer mit
Protease-Inhibitor versetzten Losung aufbereitet, um eine enzymatische Spaltung der
Haupt-SeP-Fraktionen zu kleineren Bruchstiicken zu verhindern.

Wichtige Hinweise uber den Ursprung der niedermolekularen Proteine gibt die massen-
spektrometrische Untersuchung der Isoformen des Ratten-SeP. Ma et al. (2002) [123]

konnten im Rattenplasma vier SeP-Isoformen nachweisen, die durch die komplette
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Translation mit einem UAA-Codon als Stopp-Codon sowie durch Trunkierung, d.h.
vorzeitig abgebrochene SeP-Translation am 2., 3. und 7. UGA-Codon der mRNA,
entstehen. Theoretisch kénnen die kleineren Isoformen auch durch Proteolyse des
kompletten SeP entstehen. Hierzu wére aber eine spezielle, bisher nicht bekannte
Protease zur Spaltung an Selenocysteinresten nétig. Daher erscheint der Translations-
abbruch am doppeldeutigen UGA-Codon am wahrscheinlichsten [123,124,179].

In der vorliegenden Arbeit wurden Biopsien und nicht Plasma oder Serum untersucht,
weshalb es sich moglicherweise bei diesen niedermolekularen Banden auch um intra-
zelluldare Anhdufungen von verschiedenen SeP-Vorstufen vor bestimmten Schritt-
macherenzymen der SeP-Biosynthese handeln kénnte. Da diese niedermolekularen
Banden aber auch im Plasma zu finden sind, musste noch gekléart werden, wann und
uber welche Signale die Zellen veranlasst werden, die VVorstufen zu sezernieren.

Da es bei Biopsien aufgrund geringer Unterschiede in der Tiefe der Gewebsentnahme
zu einer unterschiedlichen Gewichtung der einzelnen Schleimhautschichten (Mukosa
und Submukosa) kommt, kénnen geringe Unterschiede des Bandenmusters auch auf
diesem Umstand beruhen. Bei einer ausreichend grossen Anzahl von Biopsien mittelt
sich dieser Unterschied aber heraus und die Ergebnisse der Biopsien aus verschiedenen
Geweben kdnnen Tendenzen im Bandenmuster aufzeigen.

Auch eine Kontamination mit Blutplasma, das einen deutlich htheren SeP-Gehalt hat
als die Biopsien, laRt sich aufgrund der Durchblutung der Gewebe nicht verhindern.
Eine vermehrte Durchblutung kann besonders bei adenomatds verandertem Gewebe zur
Verfélschung der Ergebnisse fiihren. Der Vergleich der Biopsien aus Rektumadenomen
mit denen aus Normalschleimhaut ergab jedoch einen deutlich geringeren SeP-Gehalt in
den Adenombiopsien, gemessen an der Intensitat der SeP-Banden bei 65 kD und 56 kD.
Eine nennenswerte Verfalschung der Ergebisse durch Blutplasma ist somit nicht gege-
ben, da ansonsten bei vermehrt durchbluteten Adenomen ein gegensétzliches Ergebnis
zu erwarten gewesen ware. Durch diese Uberlegung ist auch eine Verfalschung der
Ergebnisse der 65 kD-Bande durch Serumalbumin unwahrscheinlich. Weiterhin fiel auf,
dass bei den Adenomen vermehrt zwei deutliche Banden bei 72 kD und 87 kD zu
erkennen waren. Die Bande bei 87 kD konnte dem Protein Transferrin entsprechen.

Eine Kreuzreaktion von Transferrin mit dem polyklonalen Antikdrper gegen SeP ist
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nicht bekannt, jedoch wurde eine Komigration des Transferrinsignals mit der 87 kD-
Bande in Serum-Westernanalysen beobachtet. Ob die hohere Vaskularisation der
Adenome mit einem erhohten Gehalt an Plasmaproteinen wie Transferrin
zusammenhangt und das relativ gehdufte Auftreten dieser Bande bei Adenomen erklért,
bleibt vorerst unklar. Eine genauere Charakterisierung der Proteine bei 72 kD und 87
kD steht noch aus.

Da nur sehr wenige Biopsien fur die vergleichende Auswertung von normaler Rektum-
schleimhaut mit Adenomen vorlagen, miissen die erkennbaren Trends erst noch durch
groRer angelegte Studien bestatigt werden. Eine solche Untersuchung von Mork et al.
(2000) [133] an elf Patienten bestétigte die hier aufgezeigten Tendenzen. Dort wurde
eine deutliche Abnahme der SeP-mRNA in Kkolorektalen Adenomen festgestellt,
verbunden mit einer Abnahme der SeP-Signale in Western Blot Analysen im Vergleich
zur normalen angrenzenden Schleimhaut. Das Bandenmuster im Western Blot enspricht
in guter Ubereinstimmung dem hier gefundenen. Auch dort wurde eine unbekannte und
nur bei Adenomen auftretende Bande bei 81 kD beschrieben. Die Differenz in den
Molekilmassenangaben ist wohl auf die Verwendung unterschiedlicher Markerproteine
zur Massenbestimmung zurlckzufihren. Moérk et al. konnten auch eine erhohte
GI-GPX-mRNA-Expression in Kkolorektalen Adenomen feststellen, was auf eine
mogliche komplementére Schutzfunktion von SeP und GI-GPX in der Adenom-
Karzinom-Sequenz hinweist. Unverdnderte mRNA-Expression von TRR und pGPX in
den gleichen Proben lassen jedoch einen von der Selenversorgung unabhéngigen Prozel}
vermuten. Eine verdnderte Selenoproteinzusammensetzung in kolorektalen Adenomen
hat eventuell eine veranderte Funktion der trunktierten SeP-Formen zur Folge. Es bleibt
aber weiterhin unklar, ob die Trunkierung Folge oder Ursache von Adenomen ist.

Die kolorektale Karzinogenese ist ein mehrschrittiges Geschehen. Durch ROS werden
DNA-Schaden, Mutationen, Onkogenaktivierung, Tumorsuppressorgen-Inaktivierung
und somit Tumorinitiation und -progression verursacht. Bei einem vermuteten komple-
mentéren Zusammenwirken von SeP und GI-GPX in der oxidativen Verteidigung
konnte die verminderte SeP Expression ein frihes Ereignis in der Adenom-Karzinom-
Sequenz mit konsekutiv vermehrter Anfélligkeit fur oxidative DNA-Schaden und

Geninstabilitat sein. Die GI-GPX-Expressionssteigerung konnte dann einen Ausgleichs-
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mechanismus darstellen oder eine andere Zusammensetzung der zelluldren Anteile der
Biopsien normaler kolorektaler Schleimhaut versus Adenom widerspiegeln [133].
Potentielle Regulationsfaktoren der SeP-Synthese in adenomatds veranderter Schleim-
haut stellen inflammatorische Zytokine wie Interferon-y, IL-18, TNF-o und TGF-f dar
[58,60,59]. Diese Zytokine bewirken in Kolonkarzinomzellinien eine Herunterregu-
lation der SeP-Promotoraktivitit und der SeP-Expression. Uber die Adenom-Karzinom-
Sequenz kolorektaler Karzinome besteht somit ein méglicher Zusammenhang zwischen
den auf Karzinomzellinien regulatorisch wirksamen Zytokinen und der damit verbun-
denen SeP-Regulation und der Entstehung von Adenomen aus gesunder kolorektaler
Schleimhaut. Bisher fehlt jedoch der Nachweis von lokaler Freisetzung dieser herunter-
regulierenden Zytokine in Adenomen.

Diesem Regulationsmechanismus auf Transkriptionsebene, der SeP als ein negativ-
Akut-Phase-Protein darstellt, steht eine andere Uberlegung entgegen. Die SeP-Heparin-
affinitat steigt mit sinkendem pH-Wert und ermdglicht dadurch eine bessere Bindung an
Membranen in entziindeten Geweben [57,109]. Dadurch kdénnte SeP in entzindeten
Geweben akkumulieren und durch seine antioxidativen Eigenschaften der Entziindung
entgegewirken. AulRerdem konnte SeP als Selentransportprotein dort Selen fir andere
antiinflammatorische Reaktionen oder Proteine bereitstellen. Die exakte Regulation und
Aufgabe von SeP in entziindetem Gewebe muss durch weitere Untersuchungen noch
geklart werden.

Wie in der Einleitung bereits ausgefiihrt, weisen zahlreiche Studien auf eine antikarzi-
nogene Wirkung von Selen hin. Da hierbei hohere Plasmaselenspiegel gemessen
wurden als fur eine gesattigte Selenoprotein-Biosynthese notwendig ware, ist es
unwahrscheinlich, dass diese allein durch Selenoproteine zustandekommt [14].
Vielmehr muss ein multimodales Wirken von Selen in seinen verschiedenen
Erscheinungsformen an wahrscheinlich auch sehr unterschiedlichen Prozessen in der
frihen oder spaten Karzinogenese angenommen werden. Niedermolekulare
Selenformen, die nicht der Biosynthese von Selenoproteinen zugefuhrt werden, weisen
ebenfalls antikarzinogene Eigenschaften auf. Insbesondere methylierte Selenformen
scheinen eine protektive Wirkung zu besitzen [9,52,54]. Der genaue Mechanismus ist

unklar. Da diese niedermolekularen Selenformen nur einen geringen Anteil am
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gesamten Plasmaselengehalt ausmachen, aber bereits in geringen Konzentrationen eine
potente antikarzinogene Wirkung entfalten, muss auch die Definition der
Bioverfugbarkeit fur Selen diskutiert werden. Selen-Bioverfugbarkeit wird mit der
Fahigkeit verbunden, Selenspeicher in Organen aufzufullen, Markerenzymaktivitaten zu
erhdhen (cGPX, pGPX) oder die Plasmakonzentration von Markerproteinen zu erhéhen
(SeP). Es existieren somit Selenformen, wie Selen-Methylselenocystein, die in diesem
Sinne eine sehr schlechte Bioverfugbarkeit aufweisen, jedoch durch ihre starke
antikarzinogene Wirkung eine hohe biologische Wertigkeit besitzen [44]. Dies sollte
man auch bei der Selensupplementierung selendefizienter Personen oder ganzer
Regionen beachten und nicht nur eine Selenform anwenden, sondern neben einer

Salzform auch selenangereicherte Nahrungsmittel einsetzen.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung des Western Blots fir den semiquan-
titativen Nachweis von humanem SeP in Rektumbiopsien. Kernstiick der Arbeit war die
Anpassung der einzelnen Verfahrensschritte des Western Blots an die besonderen
Gegebenheiten bei der Verarbeitung von Schleimhautbiopsien. Bei der Probenaufbe-
reitung, Auftrennung und Detektion des SeP musste besonders der geringe SeP-Gehalt
der Biopsien beachtet werden.

Bei Patienten mit Selensubstitution waren zumeist schwéchere Signale der SeP-Banden
und der meisten anderen Banden im Vergleich zu Patienten ohne Selensubstitution
erkennbar. Die Selensubstitution spiegelte sich also nicht im SeP-Gehalt der Biopsien
wider. Beim Vergleich der Biopsien gesunder Rektumschleimhaut mit den dazugeho-
rigen Adenombiopsien derselben Patienten ergab sich ein deutlich hoherer SeP-Gehalt
in den Biopsien der gesunden Rektumschleimhaut. Auch das Bandenmuster bei den
Adenombiopsien zeigte Unterschiede zur normalen Rektumschleimhaut. So waren bei
den Adenomen vermehrt groflere Proteine, bei der normalen Rektumschleimhaut
vermehrt kleinere Proteine als SeP detektierbar. Auffallend war eine 87 kD-Bande, die
gehduft bei Adenomen auftrat, deren Herkunft bisher nicht bekannt ist. Die niedermole-
kularen Banden konnten deglykosyliertes oder an einem der UGA-Codons trunkiertes
SeP darstellen. Eine genaue Analyse und Identifizierung dieser Banden und ihre Bedeu-
tung steht aber noch aus. In der Zusammenschau der aktuellen Studienlage scheint die
Gewdhrleistung einer ausreichenden taglichen Selenzufuhr, gegebenenfalls auch durch
orale Substitution als Nahrungserganzung, im Hinblick auf die Prévention maligner
Tumore sinnvoll und bei schwerkranken Personen prognoseverbessernd zu sein. Die
genauen Ansatzpunkte der Selenwirkung sind aber nach wie vor noch nicht vollstéandig

geklart.
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