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Einfihrung

. Einfliihrung
Allgemeines

1
1
1.1.1 Definition

A
A
Kolorektale Karzinome entstehen nach dem derzeitigen Kenntnisstand als
sporadische oder erblich bedingte Tumore auf dem Boden von gutartigen
Vorlauferlasionen, den Adenomen, die ihrerseits von gesunder Kolonschleimhaut
ausgehen. Maligne Neoplasien des Dickdarms (Kolon) und des Mastdarms
(Rektum) bilden sich dabei auf ahnliche Weise und werden deshalb unter dem
Begriff des kolorektalen Karzinoms zusammengefasst. Die Abgrenzung erfolgt nach
dem Abstand des Tumors vom Analkanal: Tumore, deren unterer Rand weniger als

16cm vom Analkanal entfernt ist gelten als Rektumkarzinome.
1.1.2 Lokalisation

Mehr als die Halfte aller kolorektalen Karzinome entstehen im Rektum (60%),
gefolgt von Sigma (20%), C. transversum/C. descendens (10%) und Coecum/C.
ascendens (10%). Sporadische Formen der kolorektalen Karzinome entstehen in
der Mehrzahl der Falle distal der linken Kolonflexur, wahrend hereditdre Formen

eher proximal davon gelegen sind.
1.1.3 Histologie

Histologisch handelt es sich beim kolorektalen Karzinom in Uber 90% der Falle um
Adenokarzinome, wahrend andere Typen wie das Siegelringzellkarzinom, das
Plattenepithelkarzinom, sowie das kleinzellige bzw. undifferenzierte Karzinom eher
selten auftreten. Kolorektale Karzinome entwickeln sich aus epithelialen
Dysplasien, die zunachst als benigne Adenome mit histologisch tubularer, tubulo-
villéser oder villoser Differenzierung auftreten. Die Entartungstendenz nimmt dabei

vom tubularen zum villosen Adenom zu.
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1.1.4 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome erfolgt nach der Eindringtiefe in die
Darmwand und dem Befall regionaler Lymphknoten bzw. dem Auftreten von
Fernmetastasen. Das prognostisch und therapeutisch wichtige Tumorstadium wird
nach der TNM-Klassifikation der UICC (Union International Contre le Cancer) bzw.
der Dukes-Klassifikation erfasst, die in englischsprachigen Landern noch verbreitet
ist. Um die adaquate Therapiestrategie ermitteln zu kénnen werden anhand der
TNM-Klassifikation Stadien definiert, die den Schweregrad der Tumorerkrankung

festlegen (Tabelle 1).

TNM Dukes 5JUL

Stadium 0 Tis NO MO

Stadium 1 T NO MO A 90-95%
T2 NO MO

Stadium 2 T3 NO MO B 60-80%
T4 NO MO

Stadium 3 Jedes T N1 MO C 30-50%
Jedes T N2 MO

Stadium 4 Jedes T Jedes N M1 D <10%

Tabelle 1: TNM-Klassifikation beim kolorektalen Karzinom mit Stadieneinteilung, Dukes-Klassifikation
und Angabe der durchschnittlichen 5 Jahres-Uberlebensrate (5JUL).

1.1.5 Metastasierungswege

Je nach Tumortyp und Lokalisation des Primarmalignoms kann es lymphogen,
hamatogen oder per continuitatem zur Metastasierung kommen, wobei die
regionalen Lymphknoten (Lymphknoten entlang den Aa. ileocolica, colica dextra,
colica media, mesenterica inferior, colica sinistra, rectalis superior, iliaca interna),
die Leber, die Lunge, das Skelettsystem, die Nebennieren und das ZNS in
absteigender Reihenfolge die am haufigsten befallenen Metastasierungsstationen
sind. Beim tiefsitzenden Rektumkarzinom kommt es, bedingt durch den vendsen
Abfluss Uber die Beckenvenen und die paravertebralen Venen primar zu einer

Metastasierung in die Lunge.
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1.2 Epidemiologie

Von den in Deutschland jahrlich neu auftretenden ca. 340 000
Malignomerkrankungen machen gastrointestinale Tumore etwa 25% aus. Mit mehr
als 50 000 Neuerkrankungen im Jahr (ca. 24 000 Manner und ca. 28 000 Frauen)
entfallt der Hauptanteil dieser Tumore auf das kolorektale Karzinom.

Hinsichtlich der Inzidenz steht das kolorektale Karzinom bei Mannern nach dem
Bronchial- und dem Prostatakarzinom an dritter und bei Frauen nach dem
Mammakarzinom an zweiter Stelle. Der Altersgipfel liegt bei sporadischen Formen
zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr, bei hereditaren Formen deutlich friher.

Die Inzidenz ist in Industrienationen hoher als in Entwicklungslandern und in
osteuropaischen Landern hoher als in Westeuropa. In aussereuropaischen Landern
wie z.B. Agypten oder Thailand tritt das kolorektale Karzinom nur sehr selten auf
(Angaben: Robert-Koch-Institut; 1996).

Die relative 5-Jahresuberlebensrate betragt nach Schatzungen des Robert-Koch-
Instituts fur Manner ca. 48% und fur Frauen ca. 51%. Das kolorektale Karzinom ist
in Deutschland die zweithaufigste tumorbedingte Todesursache (Statistisches
Bundesamt, Statistisches Jahrbuch 1998 fiir die Bundesrepublik Deutschland).

1.3 Atiologie und Pathogenese
1.3.1 Aligemeines

Die Entstehung kolorektaler Karzinome ist ein Uber Jahre andauerndes,
multifaktorielles Geschehen, bei dem komplexe Wechselwirkungen zwischen
Umweltfaktoren und angeborenen bzw. erworbenen molekulargenetischen

Veranderungen eine entscheidende Rolle spielen.
1.3.2 Umweltfaktoren und Familienanamnese

In zahlreichen epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass fett- und
fleischreiche Ernahrung (v.a. rotes Fleisch), geringe Ballaststoffaufnahme,
Ubergewicht, Bewegungsmangel und chronische Obstipation (Slattery, 1988;
Winther 1997) wichtige Risikofaktoren darstellen. Ausserdem besteht bei positiver
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Familienanamnese (Bonelli, 1988; Fuchs 1994; Guillem, 1992; 1996; Kune, 1989;
Rozen, 1987; Sandergaard, 1991; St. John, 1993), sowie bei langjahrigem Verlauf
von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa (Bocker,
1994; Connell, 1994; Egbom, 1990; Gyde, 1988; Herfarth, 1998; Langhoz, 1992;
Marchesa, 1997; Nuako, 1998; Pinczowski, 1994) und M. Crohn (Atkin, 1992;
Binder, 1985; Ekbom, 1990; Greenstein, 1981; Persson, 1994) ein erhdhtes Risiko

zur Entstehung von kolorektalen Karzinomen.

1.3.3 Molekulargenetische Ursachen

Die meisten kolorektalen Karzinome entwickeln sich sporadisch entlang der sog.
Adenom-Karzinom-Sequenz aus benignen Vorstufen (Fearon, 1990; Vogelstein,
1993). Dabei kommt es durch Akkumulation von zahlreichen genetischen
Alterationen in Tumorsuppressorgenen und Onkogenen der urspriinglich gesunden
Kolonschleimhaut zu Veranderungen der Zellreplikation, -adhasion und -migration.
Die so entstehenden zunachst gutartigen Adenome entwickeln sich im weiteren
Verlauf zu Karzinomen (Fearon, 1990; Vogelstein, 1993).

Im Unterschied zu sporadischen Formen des kolorektalen Karzinoms liegt bei den
weitaus selteneren hereditaren kolorektalen Karzinomen bereits eine
Keimbahnmutation in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen vor. Eine im Laufe
des Lebens eintretende zusatzliche somatische Mutation im zweiten Allel des
jeweiligen Gens (z.B. Deletion, Insertion, LOH = loss of heterozygocity, d.h. Verlust
eines ganzen Genabschnitts durch Deletion) fuhrt zur Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens bzw. Aktivierung des Onkogens und initiert somit die
Tumorentstehung (,two-hit-Modell“ nach Knudson, 1971).

In den letzten Jahren konnten einige der fir die Entstehung von sporadischen und
hereditaren Kolonkarzinomen verantwortlichen molekulargenetischen
Zusammenhange aufgeklart werden. Dies wurde v.a. durch die Identifikation
spezifischer genetischer Veranderungen bei hereditaren Kolonkarzinomsyndromen
moglich, auf deren Boden 5-8% aller Kolonkarzinome entstehen (Groden, 1991;
Hemminki, 1998; Howe, 1998; Jenne, 1998; Kinzler, 1991; Leach, 1993; Marsh,
1998; Miyaki, 1997; Nicolaides, 1994; Nishisho, 1991; Olschwang, 1998;
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Papadopoulos, 1994). Zu diesen, durch vererbte Keimbahnmutationen
verursachten Syndromen gehoren die FAP (familiare adenomatdse Polyposis), das
HNPCC (hereditares non-polypdses Coloncarzinom), das Peutz-Jeghers Syndrom

und die juvenile Polyposis. Die Haufigkeiten der einzelnen Entitaten gibt Tabelle 2

wieder.
Form des kolorektalen Karzinoms Héufigkeit
Sporadisch 50-60%
Hereditar polygen 30-40%
HNPCC 5-8%
FAP; Peutz-Jeghers Syndrom; Juvenile Polyposis <0,1%

Tabelle 2: Angaben Uber die Haufigkeit der einzelnen Kolonkarzinomentitaten.

Kolorektale Karzinome entstehen entlang der Adenom-Karzinom-Sequenz auf zwei
verschiedenen molekulargenetischen Wegen: dem sog. “Tumorsuppressor-
Pathway“ (Fearon u. Vogelstein, 1990; Jackson, 1998) und dem sog. “Mutator-

Pathway“ (Perucho, 1996). Sie werden im folgenden kurz charakterisiert.

1.3.3.1 Tumorsuppressor-Pathway

Uber den Tumorsuppressor-Pathway entstehen bis zu 80% aller kolorektalen
Karzinome. Sie sind meist distal gelegen und bestehen Uberwiegend aus
aneuploiden Zellen.

Entlang des Tumorsuppressor-Pathways kommt es durch Punktmutationen und
LOH in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen zur Storung der Zellproliferation
und -differenzierung. Betroffen sind dabei u.a. die Tumorsuppressorgene APC
(Adenomatous Polyposis Coli; Chromosom 5qg21), DCC (Deleted in Colorectal
Cancer; Chromosom 18g21) und p53 (Chromosom 17p12-13). Bereits die
Inaktivierung bzw. der Verlust eines Allels bedeutet flr die jeweilige Zelle einen
Proliferationsvorteil. Wenn auch das zweite Allel betroffen ist kommt es
entsprechend dem ,two-hit-Modell* nach Knudson zur weiteren Progression vom

Adenom zum invasiven Karzinom.
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Die im Rahmen des Tumorsuppressor-Pathways hauptsachlich betroffenen
Onkogene sind K-ras, myc und src. Diese greifen in die Steuerung des Zellzyklus
ein und bewirken in der entarteten Zelle eine Verlangerung der Uberlebenszeit,
sowie eine Proliferationssteigerung.

Des Weiteren kommt es zum Verlust von multiplen Chromosomenabschnitten oder
Veranderungen der DNA-Methylierung im Sinne eines Verlusts von Methylgruppen
an Dbestimmten DNA-Abschnitten (Hypomethylierung). Nur einige dieser
Alterationen kdnnen bestimmten Stadien der Tumorentwicklung zugeordnet werden
(vgl. Abb. 1).

Der Verlust des APC-Tumorsuppressorgens erfolgt friihzeitig, wahrend Verluste
von Allelen auf den Chromosomen 17p und 18q meist erst in spateren Stadien der
Tumorgenese auftreten. Dabei scheint weniger die Reihenfolge der Veranderungen
ausschlaggebend zu sein als vielmehr die Haufung der Mutationen.

Der frihzeitige APC-Gendefekt mit nachfolgendem Funktionsverlust des Proteins
beim sporadischen Kolonkarzinom (deshalb auch als sog. ,gatekeeper-Gen®
bezeichnet), spricht fur die Bedeutung des APC-Tumorsuppressorgens bei der
Regulation von Zellproliferation und -differenzierung und fir die Initierung der
Kolonkarzinogenese.

Der fruihe APC-Verlust konnte indessen auch als entscheidendes Ereignis bei der

Entstehung der familiaren adenomattdsen Polyposis (FAP) identifiziert werden.

1.3.3.1.1 Familiare adenomatose Polyposis (FAP)

Die autosomal-dominant vererbte FAP tritt mit einer Haufigkeit von ca. 1% aller
hereditaren kolorektalen Karzinome auf und ist eine obligate Prakanzerose. Sie ist
charakterisiert durch das Auftreten von weit Gber 100 Adenomen, bevorzugt im
distalen Kolon und Rektum und fuhrt ohne Intervention (Proktokolektomie) mit
nahezu 100% iger Wahrscheinlichkeit zur Entstehung eines Kolonkarzinoms in der
2. bis 4. Lebensdekade (Luschka, 1861; Skilafoswske, 1881; Hanford, 1890;
Bussey, 1975).

1991 konnten  Keimbahnmutationen im  APC-Tumorsuppressorgen als

molekulargenetische Ursache der FAP nachgewiesen werden. Sie fuhren zur
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Inaktivierung des ersten Allels (Groden, 1991; Kinzler, 1991; Nishisho, 1991).
Durch genetische Alterationen im zweiten Allel (z.B. Deletionen, Instertionen)
kommt es zum vollstandigen Funktionsausfall des APC-Gens (,two-hit-Modell* von
Knudson, 1971).

Das APC-Gen besteht aus 15 Exons und liegt auf Chromosom 5g21. Das
Genprodukt greift entscheidend in die Zelladhasion und -proliferation ein und
interagiert dabei mit zahlreichen Proteinen wie z.B. E-Cadherin oder R-Catenin
(Bodmer, 1987; Nishisho, 1991; Kinzler, 1991; Stella, 1992; Joslyn, 1991; Groden,
1991; 1993; Olschwang, 1993; Varesco, 1993; Morin, 1997; Tomlinson, 1997). Die
Mutationen im APC-Tumorsuppressorgen liegen individuell an verschiedenen
Stellen im Gen. Bisher wurden uber 800 Keimbahnmutationen festgestellt (Jungck,

1999), so dass es fur die molekulargenetische Diagnostik keine "hotspots" gibt.

1.3.3.2 Mutator-Pathway

Der sog. Mutator-Pathway, auf dem ca. 20% aller kolorektalen Karzinome
entstehen, zeichnet sich durch Mutationen in Mismach-repair-Genen (MMR) aus,
die u.a. im Dienst der Reparatur von Replikationsfehlern stehen, die wahrend der
Zellteilung haufig auftreten.

Durch teilweisen oder vollstandigen Verlust des MMR-Systems kommt es zur
Anhaufung von Replikationsfehlern, was sich besonders durch genetische
Instabilitat mit hoher Mutationsrate in repetitiven DNA-Abschnitten, den sog.
"Mikrosatelliten" bemerkbar macht.

Mikrosatelliten konnen mononukleotid (z.B. Adening,), dinukleotid (z.B. Adenin-
Guaninp) oder  komplex-hohergradig sein. Die  Anzahl (n) dieser
Basenwiederholungen ist interindividuell variabel, d.h. polymorph und
intraindividuell charakteristischerweise in jeder Zelle gleich, d.h. somatisch stabil.
Diese DNA-Abschnitte befinden sich sowohl in kodierenden, als auch in nicht-
kodierenden Bereichen des jeweiligen Gens und sind Uber das gesamte Genom
verteilt. Die Art und Anzahl der Basenabfolgen der Mikrosatelliten sind genetisch
determiniert und werden normalerweise bei jeder Replikation unverandert an die

Tochterzellen weitergegeben.
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MMR-Defekte manifestieren sich im Tumorgewebe als "Mikrosatelliteninstabilitat"
(MSI), d.h. dass es in der Anzahl der sich wiederholenden Basen in einem Repeat
zu Veranderungen kommt, weil falsch eingebaute Nukleotide unkorrigiert
weitergegeben werden (lonov, 1993; Thibodeau, 1993; Aaltonen, 1994; Jacoby,
1995).

Wahrend die funktionelle Bedeutung von MSI in nicht-kodierenden Genabschnitten
noch weitgehend unklar ist, fihren MSI in kodierenden Genabschnitten zum
Frameshift und damit verbunden haufig zum Funktionsverlust des betroffenen
Gens. Beispiele fur derartige Gene sind u.a. TGFR2R (transforming growth-factor-
beta 2 receptor), IGF2R (insuline-like growth-factor-beta 2 receptor) und BAX (bcl2-
associated X gene) (Rampino, 1997; Souza, 1996; Markowitz, 1995; Parsons,
1995).

1.3.3.2.1Hereditares non-polyposes kolorektales Karzinom (HNPCC)

Als klassischer hereditarer Vertreter des Mutator-Pathways macht das autosomal-
dominant vererbte HNPCC mit ca. 2-5% aller kolorektalen Karzinome die grosste
Gruppe aus. Genetische Grundlage sind MMR-Gendefekte, die zur MSI fuhren
(Peltomaki, 1993; Fishel, 1993; Bronner, 1994; Papadopolous, 1994; Kullmann,
1996) (vgl. 1.3. 3.2). Es konnten bei HNPCC-Patienten in funf verschiedenen MMR-
Genen (hMSH2; hMLH1; hPMS1; hPMS2; hMSH6), sowie dem ebenfalls am
Mismatch-rapair beteiligten Exo1-Gen Mutationen nachgewiesen werden. Dabei
sind ca. 60% der bisher identifizierten Keimbahnmutationen im hMLH1-Gen und ca.
35% im hMSH2-Gen lokalisiert (Al-Taie, 2001).

Die Erkrankung, die 1913 von Warthin (Warthin, 1913) und 50 Jahre spater von
Lynch beschrieben wurde, zeichnet sich aus durch ein erhohtes Risiko flr
extrakolische Malignome (zusatzlich Malignome des Endometriums, des Magens
und Harntraktes, der Gallenwege, der Haut und der Blutbildung), kurzere Latenz
bis zur Ausbildung eines kolorektalen Karzinoms aus kolorektalen Adenomen
(bereits in der 4. Lebensdekade) und nicht-polypdses Wachstum.

Die Diagnose wird anhand der Familienanamnese (Amsterdam-Kriterien 1 und 2)

gestellt und durch Untersuchungen an Mikrosatelliten erganzt. Ein typischer
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Phanotyp wie er bei der FAP vorliegt fehlt bei der HNPCC. Auch gibt es
therapeutisch noch keine einheitlichen Massregeln, insbesondere hinsichtlich einer

prophylaktischen Kolektomie.

Folgende Schemazeichnung gibt einen Uberblick tiber die beiden Hauptwege der

Kolonkarzinogenese und die dabei hauptsachlich beteiligten Gene:

Tumorsuppressor-Pathway
80% der sporadischen CRC
FAP

APC/ B- K-ras 18gLOH CIN aneuploid
Catenin

etwa 10 Jahre

Normale Mukosa _ frilhes A

etwa 1-3 Jahre ?

MMR Gene APC/ B- TGFBRIIl, BAX, IGF-IIR, ExF4, TCF,4 MSI diploid
Catenin u.a.

Mutator-Pathway
15-20% der sporadischen
CRC

HNPCC

Abb. 1: Tumorsuppressor- und Mutator-Pathway und die beteiligten Gene.
CIN: Chromosomale Instabilitat; MSI: Mikrosatelliteninstabilitat; MMR-Gene: Mismatch-repair-Gene
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1.3.3.3Besonderheiten MSl-positiver kolorektaler Karzinome

Defekte im MMR-Gensystem mit MSI sind bei 70% von HNPCC-Tumoren aber
auch bei 15% der Patienten mit sporadischem kolorektalem Karzinom nachweisbar.
Dabei fuhrt v.a. die Methylierung des Promoters von hMLH1 zum MMR-Defekt
(Gryfe, 2000; Herman, 1998; Aaltonen, 2000; Offit, 2000; Miyakura, 2001;
Samowitz, 2001). Diese Tumore zeichnen sich aus durch ein jlungeres
Manifestationsalter, haufigeres Vorkommen proximal der linken Kolonflexur und
gering-differenzierte, eher muzindse Tumorzellen (Guidoboni, 2001; Alexander,
2001).

Hinsichtlich ihres Verhaltens bei Einsatz von Chemotherapeutika zeigen MSI-
positive Tumore bemerkenswerte Eigenschaften. In zahlreichen retrospektiven
Studien konnte gezeigt werden, dass HNPCC-assoziierte, sowie auch sporadische
kolorektale Karzinome, die MSI-positiv sind, eine bessere Prognose haben als MSI-
negative kolorektale Karzinome (Bubb, 1996; Chen, 1997; Gryfe, 2000; Lothe,
1993; Sankila, 1996; Thibodeau, 1993; Watson, 1998; Wright, 2000). In anderen
Studien konnte dieser Zusammenhang allerdings nicht gefunden werden (Bertario,
1999; Curran, 2000; Feeley, 1999; Lukish, 1998; Percesepe, 1997). Sichere Daten
sind noch abzuwarten.

Ausserdem zeigen MSI-positive kolorektale Karzinome im Vergleich zu
sporadischen, MSI-negativen Karzinomen ein verandertes Ansprechen auf
Chemotherapeutika, wobei die Datenlage allerdings auch hier noch kontrovers
diskutiert wird (Aebi, 1997; Carethers, 1999; Fink, 1996; Friedman, 1997; Elsaleh,
2000; Hemminki, 2000).

14 Reaktive Sauerstoffspezies und antioxidative Schutzmechanismen
141 Aligemeines

Die unter 1.3.3 Dbereits erwahnten Mutationen in Protoonkogenen,
Tumorsuppressor- und MMR-Genen, die zu einer erhdhten Entartungstendenz der
Zelle fuhren, konnen durch unterschiedliche Einflisse verursacht werden. Eine

wichtige Rolle spielen dabei DNA-Schadigungen, die durch freie Radikale, Peroxide
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und reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species: ROS) hervorgerufen
werden (Cerutti, 1985; Malins, 1996; Jackson, 1998).

1.4.2 Reaktive Sauerstoffspezies

In allen Organismen, die Sauerstoff verstoffwechseln entstehen Sauerstoffradikale
bzw. reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Michaelis, 1994). Dazu gehdren u.a.
Superoxidanionenradikale (O+-), Hydroxylradikale (HO-), Wasserstoffperoxid
(H203), Ozon (O3) und Singulettsauerstoff (O-).

Diese reaktiven Stoffwechselprodukte entstehen physiologischerweise bei
endogenen Reaktionen wie z.B. bei der oxidativen Phosphorylierung, dem
"respiratory burst" von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten wahrend der
Phagozytose, bei der Einwirkung oxidativer Enzymsysteme (Xanthinoxidase,
Monoaminoxidase, P450, membranstandige NADPH-Oxidase), sowie bei der
Prostaglandin- und Leukotriensynthese.

Daneben begunstigen auch exogene Einflisse wie UV-Licht, Ultraschall, Rdntgen-
und Gamma-Strahlen, Chemikalien, Ozon, Medikamente und Halogene die
Radikalbildung (Winnefeld, 1997; Halliwell, 1994).

Weitere Radikalspezies sind u.a. das durch die NO-Synthase im Rahmen von
Entziindungsreaktionen aus L-Arginin gebildete Stickstoffmonoxid, sowie Alkoxyl-,
a-Tocopheryl-, Ascorbyl- und Kohlenwasserstoffradikale (Winnefeld, 1997).

Der Gastrointestinaltrakt ist dem Einfluss von ROS in besonderem Masse
ausgesetzt, da es hier zum Kontakt der Darmwand mit ROS aus drei Quellen
kommt: sie werden mit der Nahrung aufgenommen, entstehen bei der Verdauung

und werden von der Darmflora selbst gebildet.

1.4.3 Wirkung von reaktiven Sauerstoffspezies

Freie Radikale Ubernehmen in der Zelle wichtige Aufgaben wie z.B. bei der
Feinabstimmung der zellularen Signalgebung, der Induktion von Wachstum und

Apoptose, sowie bei Abwehrfunktionen immunkompetenter Zellen (Fehrenbach,
2001; Saiganik, 2001).

11



Einfihrung

Zugleich sind ROS allerdings so stark reaktive Verbindungen, dass sie sowohl mit
Nukleinsauren, Proteinen und Lipiden reagieren (Winnefeld. 1997), als auch direkt
mutagen wirken konnen (Imlay, 1988). Vor allem ihre schadigende Wirkung an der
DNA macht sie zu Induktoren von Prakanzerosen und Tumoren u.a. im Kolon
(Jackson, 2001; Dreher, 1996; Weitzman, 1990). So flhrt oxidativer Stress an der
DNA u.a. zu Basenveranderungen, DNA-Strangbriichen, Fragmentation der
Desoxyribose (Peskin, 1997), sowie zur MMR-Defizienz (Jackson, 1998).
Zusatzlich kénnen ROS durch Oxidation der Zellmembranphospholipide zu
Veranderungen der Membranpermeabilitat fuhren und die Enzymaktivitat und das
Bindungsverhalten von Rezeptoren modulieren (Gibson, 1995; Reiter, 1995).
Hydroxylradikale sind die reaktivsten ROS und kdnnen enzymatisch nicht inaktiviert
werden (Winnefeld, 1997). Sie greifen bevorzugt an der Base Guanin an, was
durch die Bildung von 8-Hydroxyguanin Basenfehlpaarungen bei der Replikation
verursacht (Guyten, 1994). Es wurde gezeigt, dass humane ROS von neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen in Bakterien und Saugetierzellen zu Mutationen
fhren konnen (Weitzman, 1981) und dass es unter ihrem Einfluss auch zu
chromosomalen Veranderungen wie Chromatidaustausch und DNA-Strangbriichen
kommen kann (Weitenberg, 1983; Breen, 1995). ROS scheinen somit bei der
Entstehung und dem Wachstum von Tumoren eine bedeutende Rolle zu spielen
(Keshavarian, 1993)

Die Anzahl der durch ROS verursachten Schaden (hits) wird mit Gber 20 000 pro
Zelle und Tag geschatzt (Beckman, 1997; Jackson, 1998).

1.4.4 Antioxidantien

Ohne die Wirkung von Antioxidantien, die die Bildung von ROS verhindern,
entstandene ROS enzymatisch bzw. nicht-enzymatisch ,entsorgen“ bzw. durch
ROS verursachte Schaden reparieren (Pravention — Interzeption — Reparatur),
wilrde es zur Selbstzerstorung des Organismus kommen. Um das Gleichgewicht
zwischen Radikalbildung und -abbau zu wahren und somit dem oxidativen Stress,

der durch das Uberwiegen der Radikalbildung entsteht, entgegenzuwirken, nutzt
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die Zelle enzymatische und nicht-enzymatische Schutzmechanismen (Winnefeld,
1997; Sies, 1991; 1993; 1997; Bohles, 1995; Kohrle, 1995).

Zu den nicht-enzymatischen Moglichkeiten der Zelle gehoren u.a. Vitamin E
(hauptséachlich o-Tocopherol: Reduktion von Lipidperoxidradikalen), Vitamin C, B-
Karotin (Reaktion mit Hydroxylradikalen und Singulettsauerstoff) und Urat
(Radikalfanger) (Sies, 1993; Hathcock, 1997).

Antioxidativ wirkende Enzyme sind v.a. die Katalase (H.O, — H,O + O,), die
Superoxiddismutase (Superoxidanionradikale — H0O;,), sowie verschiedene
Selenoproteine, besonders die Thioredoxinreduktasen (TrxRa, TRxRB), das
Selenoprotein P (SeP), sowie die Isoenzyme der Glutathionperoxidase (GPx),
deren Rolle beim Schutz vor dem physiologischen und pathologischen oxidativen

Stress in den letzten Jahren zunehmend diskutiert wird.

Selen und Selenoproteine

5
5.1 Selen

1
1.
Selen wurde 1817 vom schwedischen Chemiker J. Berzelius entdeckt. Bis 1957
war es nur wegen seiner Toxizitat bekannt und von der amerikanischen Food and
Drug Gesellschaft als Karzinogen gelistet (Beath, 1934; Franke, 1935; Yang, 1989).
Erst durch die Experimente von Schwarz et al. wurde Selen als essentielles
Spurenelement erkannt (Schwarz, 1957).

Selen hat eine weite Verbreitung und kommt spurenweise in praktisch allen
Gewassern, Boden und Gesteinen vor, zeigt dabei allerdings regionale
Unterschiede, was sich - determiniert durch den Selengehalt des jeweiligen Bodens
- auch im Selengehalt von pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln
wiederspiegelt.

Es wird besonders im oberen Dunndarm als organisches Selen (Selenit) oder als
Selenaminosaure (Selenocystein bzw. Selenomethionin) resorbiert. Nach Einbau
ins aktive Zentrum verschiedener Selenoproteine (vgl. 1.5.4) beteiligt es sich an
zahlreichen Redoxprozessen in der Zelle (Wolfram, 1995; Bock, 1991). Die
Ausscheidung erfolgt Uber die Niere, die Lunge, die Haut und Gber den Darm.

Selen kommt im menschlichen Organismus zwar in allen Zellen vor, die

Selenverteilung im Korper ist jedoch ungleichmassig: Die Schilddrise hat vor
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Nieren und Gonaden den grossten Anteil am Selenpool. Auch Muskelgewebe und
Leberzellen gehdren zu den selenreichen Geweben.

Die durchschnittliche Selenaufnahme in Deutschland betragt ca. 30-50ug pro Tag,
wahrend die von der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung empfohlene Aufnahme
bei ca. 70ug/d liegt. Nach wie vor fehlen verbindliche Richtwerte bezlglich der zu

empfehlenden taglichen Selenaufnahme.

1.5.2 Selenmangelerkrankungen

Tierexperimentelle Studien konnten zeigen, dass Selenmangel zu verschiedenen
Krankheitsbildern ~ wie  Lebernekrosen, = Muskeldystrophien, Herz- und
Skelettschadigungen beitragen kann (Schwarz, 1957; Muth, 1971). Auch beim
Menschen sind Selenmangelkrankheiten beschrieben. Die beiden bekanntesten
sind die Keshan-Krankheit und die Kaschin-Beck-Krankheit.

Bei der Keshan-Krankheit handelt es sich um eine seit 1935 bekannte, endemische
Kardiomyopathie, die in Zentralchina beobachtet wird und zu myokardialen
Nekrosen und Fibrosen fuhrt. (Ge, 1983; Schrauzer, 1983). Es konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Keshan-Krankheit und der
Selenmangelversorgung in der Region erkannt werden (Jr, Combs, 1986), wobei
die Inzidenz bei regelmassiger Selensubstitution verringert werden konnte.
Allerdings zeigten neuere Studien, dass wahrscheinlich auch Viren (Coxasackie
B3) bei der Pathogenese der Keshan-Krankheit eine Rolle spielen (Bai, 1982; Beck,
1995).

Auch die Kaschin-Beck-Krankheit ist eine endemische Erkrankung, die u.a. in
Nordchina vorkommt (Schrauzer, 1983). Die Erkrankung wurde erstmals 1849
beschriecben und &ussert sich mit Gelenkentzindungen, die bei
Selenminderversorgung auftreten (Aaseth, 1981). Pathogenetisch flhrt dabei der
Selenmangel durch ungeniigend abgebaute Peroxide zur Gelenkzerstérung.
Daneben werden verschiedene Allgemeinsymptome wie Mudigkeit oder Haar- und

Nagelveranderungen mit einer Selenmangelversorgung in Verbindung gebracht.
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1.5.3 Erkrankungen bei Seleniiberangebot

Bei chronischer Selenuberladung z.B. durch zu hohen Selengehalt des Bodens
(z.B. Hubei-Provinz, China) bzw. der aufgenommenen Lebensmittel konnen
charakteristische  Symptome wie vermehrte Karies mit zusatzlichem
knoblauchartigem Geruch, Mudigkeit, Veranderungen an Haaren (Brichigkeit,
Ausfall) und Nageln (Streifen, weisse Flecken), sowie periphere Neuropathien
beobachtet werden. Durch alimentare Selenlberdosierung in bestimmten Regionen
kam es zum gehauften Auftreten zentralnervoser Erkrankungen wie der
amyotrophen Lateralsklerose (Vinceti, 1996).

Kunftig werden Selenintoxikationen bei der Selenselbstmedikation moglicherweise
eine grossere Rolle spielen, da die therapeutische Breite sehr gering ist. Obere
Grenzwerte fehlen zwar, jedoch wird empfohlen, dass die tagliche Aufnahme 200-
400ug nicht Uberschreiten sollte, da es bei chronischer Zufuhr in Dosen von Uber

800ug toxisch wirkt.

1.5.4 Seleneinbau in Selenoproteine

Selen wird als Selenocystein in das aktive Zentrum von Selenoproteinen eingebaut
(vgl. 1.5.5). Sowohl bei Prokaryonten, als auch bei Eukaryonten wird das
Selenocystein dabei von einem UGA-Codon codiert, was eigentlich ein opales
Stop-Codon ist. Im Fall der Selenoproteine fuhrt es allerdings nicht zum
Kettenabbruch, sondern zum Einbau von Selenocystein ins aktive Zentrum (Zinoni,
1986; Chambers, 1986; Low, 1996).

Die Erkennung dieses spezifischen Codons als Selenocystein wird durch das sog.
SECIS-Element (selenocysteine insertion sequence), das sich als dreidimensionale
Haarnadelstruktur auf der mRNA befindet, gewahrleistet. Bei Prokaryonten liegt das
SECIS—Element im codierenden Abschnitt unmittelbar am UGA-Codon, bei
Eukaryonten hingegen in der 3'-untranslatierten Region (3'-UTR) (Heider, 1992;
Berry, 1991; Martin, 1996; Walczak, 1996). Die Reaktionskette lautet bei

Prokaryonten wie folgt:
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Zunachst wird eine spezifische tRNAS®, das Produkt des SelC-Gens mit Serin
beladen (Lee, 1990; Leinfelder, 1988). Anschliessend wird es durch die Katalase
der Selenocystein-Synthetase, die ihrerseits das Produkt des SelA-Gens ist, zu
Selenocystein modifiziert. Bei diesem Vorgang wird Selenophosphat als
Selendonor verbraucht, was durch die Selenophosphat-Synthetase, dem
Genprodukt des SelD-Gens unter ATP-Verbrauch synthetisiert wird. Das
translatierende Ribosom wird anschliessend durch den speziellen Elongationsfaktor
SelB mit Selenocysteyl-tRNAS® beliefert.

SECIS-Strukturen enthalten in allen bisher bekannten Selenoproteinen
hochkonservierte Bereiche. Deshalb werden sie im Rahmen der experimentellen
Forschung zur ldentifizierung weiterer Selenoproteine herangezogen (Kryukov,
1999; Lescure, 1999).

Beim Menschen konnten indessen neben SelC und SelD-Analoga auch eine zweite
Selenophosphat-Synthetase (SPS2) charakterisiert werden. Da die SPS2 selber
auch Selenocystein enthalt spielt sie moglicherweise eine Rolle bei der zentralen

Regulation der selenstatusabhangigen Selenoproteinsynthese (Guimaraes, 1996).
1.5.5 Selenoproteine

Allen Selenoproteinen ist gemeinsam, dass sie Selen im aktiven Zentrum als
Selenocystein gebunden haben und dass der Seleneinbau flr die Funktion des
jeweiligen Proteins essentiell ist. Von den im menschlichen Organismus vermuteten
uber 30 verschiedenen Selenoproteinen (Behne et al.) sind bisher u.a. die 4
Isoformen der Glutathionperoxidase, das Selenoprotein P, die Familie der
Dejodasen und der Thioredoxinreduktasen im Hinblick auf Funktion und Struktur
untersucht worden. Folgende Tabelle gibt eine Ubersicht (iber einige der bisher

bekannten Selenoproteine:
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Selenoprotein Funktion
Dejodasen Vgl. A
Thioredoxinreduktase Vgl. B
Selenoprotein P Vgl.C
Glutathionperoxidase Vgl.D

Selenoprotein W

Selenophosphatsynthetase

Ein Muskelenzym (Allan, 1999; Sunde, 1997)

Wichtig fur die Synthese von Selenophosphat als

Vorstufe fur Selenocystein und damit fur Selenoproteine
(Allan, 1999)

Unterform der GPx; schitzt reifende Spermazellen vor
oxidativer ~ Schadigung; im  weiteren  Verlauf:
Polymerisation zu Strukturproteinen zur Stabilitdt und
Reifung von Spermazellen (Ursini, 1999)

Mitochondriale Kapselselenoproteine der
Spermien

Wahrscheinlich  Redoxfunktion  mit
Karzinomentstehung (Behne, 1997)

Prostatisches Epithelselenoprotein Schutz  vor

DNAgebundenes spermatoides
Selenoprotein

Schutz fiir reifende Spermatozoen (Behne, 1997)

18kDa Selenoprotein v.a. in Nieren vorkommend; auch bei Selenmangel

exprimiert (Behne, 2000)

Tabelle 3: Zusammenstellung einiger Selenoproteine und ihrer Funktionen (aus Rayman, 2000).

A) Dejodasen

Zur Familie der Dejodasen gehoren die Typ 1 5'-Dejodase, die Typ 2 5 -Dejodase
und die Typ 3 5 -Dejodase. Wahrend die Typ 1 und 2 5'-Dejodase die Dejodierung
von L-Thyroxin (T4) zum 3,5,3"—Triiod-L-Thyronin (T3) katalysieren und damit das
Hormon aktivieren, Uberfuihrt die Typ 3 5-Dejodase das T3 und das T4 in die
jeweils inaktive Form, was durch Dejodierung am Thyrosylring erfolgt. Dadurch
steuern die Dejodasen die Produktion und die Regulation des Aktivitatslevels der

Schilddriisenhormone.

B) Thioredoxinreduktasen TRxR

Die aus mindestens 2 Isoenzymen bestehende Thioredoxinreduktase-Familie
(TrxRa, TRXRRB) wurde 1996 als Selenoprotein identifiziert (Arner, 2000; Mustacich,
2000; Tamura, 1996; Gladyshev, 1996). Zu den Funktionen der TRxR gehoren die
Reduktion von Nukleotiden bei der DNA-Synthese, die Regeneration von

verschiedenen antioxidativen Systemen wie beispielsweise Ascorbat und o-
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Tocopherol, die Erhaltung des intrazellularen Redoxgleichgewichts (Allan, 1999),
sowie die Regulaton der Proteinfaltung, Modulation redoxregulierter
Transkriptionsfaktoren wie NFKB (nuclear factor-kB) oder AP1 (activator protein-1)
und NADPH-abhangige Reduktion von Thioredoxin (Berry, 1993; Jakob, 1997;
Dreher, 1998; Sen, 1996; Holmgren, 1995). Dabei werden einige Reaktionen durch

das Thioredoxin, einige auch durch das Enzym selbst katalysiert.

C) Selenoprotein P (SeP)

Das Glykoprotein SeP, das im Organismus in zwei Varianten vorkommt (SeP 10;
SeP 2) enthalt nahezu 60% des humanen Plasmaselens (Burk, 1994; Harrison,
1996) und ist vor allem beziglich seiner genetischen Lokalisation interessant. Es
befindet sich auf Chromosom 5q31 (Hill, 1996) und liegt somit dem APC-
Tumorsuppressorgen benachbart, das bei der Entstehung von Kkolorektalen
Karzinomen eine Schlusselrolle spielt (vgl. 1.3.3.1). Als Funktion werden
Selentransport und antioxidativer Schutz diskutiert (Motsenbocker, 1982; Burk,
1980; 1995; Saito, 1999; Hill, 1991; 1993; Steinert, 1997; Arteel, 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass SeP Peroxynitrit (Sies, 1998) und Phospholipid-Hydroperoxid
(Saito, 1999) reduziert. Die hohe Korrelation zwischen SeP-Konzentration und
Serum-Selenspiegel macht SeP zum mdglichen Screening-Marker flr den
Selenstatus im Organismus (Hill, J.Nutr. 1996; Marchaluk, 1995; Persson-Moschos,
1995; Huang, 1995).

D) Glutathionperoxidasen (GPx)

Die Familie der Glutathionperoxidasen (GPx) besteht aus Enzymen, die die
Reduktion von Hydroxyperoxiden und Wasserstoffperoxid katalysieren, wobei sie
reduziertes Glutathion als Kofaktor verwenden.

Bisher konnten vier verschiedene Isoformen selenabhangiger GPx charakterisiert
werden (Ursini, 1995), die alle von verschiedenen Genen kodiert werden und sich
auch in ihrer Verteilung in den einzelnen Korpergeweben unterscheiden: die
plasmatische = GPx (pGPx), die cytosolische GPx (cGPx), die
Phospholipidhydroperoxid GPx (PHGPx) sowie die gastrointestinale GPx (GI-GPx).
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Der Gastrointestinaltrakt ist dabei das einzige Organsystem, in dem alle vier
Isoformen zugleich exprimiert werden. Diesen verschiedenen Isoformen der GPx
(vgl. Tabelle 3) wird als Antioxidantien eine wichtige Rolle beim Abbau von
Peroxiden und bei der Bekampfung des intrazelluldren und extrazellularen
oxidativen Stress zugeschrieben (Brigelius-Flohé, 1994; Chu, 1993; Ursini, 1995).
cGPx, pGPx und GI-GPx sind im Zytosol lokalisiert und liegen als tetramere
Proteine vor. PGPx wird sezerniert. Die PHGPx, die zusatzlich auch als
membranstandiges Molekul vorkommt, hat eine monomere Struktur.

Das aktive Zentrum jeder Untereinheit dieser GPx enthalt einen Selenocysteinrest,
in dem das Schwefelatom durch ein kovalent gebundenes Selen ersetzt ist. Mit
diesem Rest reduzieren die GPx Peroxide zu Alkohol bzw. Wasser, wobei sie
selber von der Selenolatform (E-Se-) zur Selenylsaure (E-SeOH) oxidiert werden.
Durch Reaktion mit GSH kommt es anschliessend zur Bildung von Selensulfid (E-
Se-S-G) und ein weiteres GSH regeneriert das aktive Zentrum des Enzyms unter

Bildung von oxidiertem Glutathion.

Die cGPx wurde als erstes Sauger-Selenoprotein bereits 1957 entdeckt (Mills,
1957; Flohé, 1973; Rotruck, 1973). Als wichtiges antioxidativ wirkendes Enzym wird
es vor allem in Erythrozyten, Leber und Niere gebildet (Flohé, 1973; Rotruck, 1973;
Sunde, 1994; Mills, 1959). Das humane cGPx-Gen konnte auf Chromosom 3q11-
3912 lokalisiert werden. Unter Selenmangelbedingungen im Rahmen von
Zellkulturuntersuchungen kam es zu einer starken Abnahme der Enzymaktivitat
aufgrund der Instabilitat der mRNA bei eingeschrankter Verfugbarkeit von
Selenocystein. Daher kann cGPx als Marker der Selenversorgung im Organismus
dienen (Wingler, 1999).

Die pGPx wurde 1987 in Blutplasma entdeckt und charakterisiert. Es lasst sich,
trotz einer Uber 50%'igen Ubereinstimmung auf DNA-Ebene durch
unterschiedliches Wanderungsverhalten im SDS-Gel und unterschiedliche
Antikorperspezifitat von cGPx unterscheiden (Takahashi, 1987; Yoshimura, 1994).
Das Gen befindet sich auf Chromosom 5q32. pGPx ist ein extrazellulares

Antioxidans, wobei es allerdings bedingt durch das geringe Thiolangebot nur
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geringe Effektivitat zeigt. Die hdchsten Konzentrationen werden u.a. in der Niere,
Ziliarkorper, Leber, Lunge, Muskulatur, Pankreas, Dickdarm bzw. Plazenta gebildet
und sezerniert (Avissar, 1991; 1996; Kingsley, 1998; Huang, 1997; Yoshimura,
1991). Unter Selenmangelbedingungen reagiert es ahnlich wie cGPx.

Das 22kD schwere PHGPx-Protein ist besonders bei der Reduktion von
Phospholipid-, und Linolsaure-Hydroperoxiden wirksam, wobei zum effektiven
Schutz der Lipide vor Peroxidation Vitamin E notwendig ist (Roveri, 1994). Es ist
somit ein wichtiger antioxidativer Schutzfaktor fur biologische Membranen (Ursini,
1985; Maiorino, 1990). Das codierende Gen konnte auf Chromosom 19
nachgewiesen werden (Chu, 1994). Die hochste Enzymaktivitat wurde in Testes
gefunden (Roveri, A., 1992). Ausserdem wurde PHGPx kurzlich als Strukturprotein
der Mitochondrienmembran von Spermatozoen identifiziert (Ursini, 1999). Dass
PHGPx auch Cholesterin-Hydroperoxide reduzieren, lenkte die Aufmerksamkeit auf
eine mogliche Beteiligung des Enzyms bei der Atherogenese (Sattler, 1994).
PHGPx wirkt ausserdem auch bei der DNA-Reparatur mit (Bao, 1997).

1.5.6 Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GI-GPx)
1.5.6.1 Vorkommen

Die mRNA der im Rahmen der vorliegenden Arbeit naher untersuchten GI-GPx,
einer cytosolischen Isoform der GPx, wird bei der Ratte lediglich in den
Epithelzellen des Gastrointestinaltrakts (GIT) (Osophagus bis distales Kolon)
gefunden, wobei die hdchste Konzentration im lleum und Coecum detektiert wurde.
Das Protein erscheint in den Krypten und Villi des mittleren und unteren GIT (Chu,
1993; 1995; Esworthy, 1998).

Beim Menschen wird die mRNA ausser in Zellen des GIT auch in der Leber
exprimiert (Chu, 1993).

1.5.6.2 Struktur und Bildung
Die Klonierung der cDNA erfolgte aus boviner Leber und anschliessendem

Screening einer cDNA-Bibliothek der humanen HepG2-Zelllinie (Chu, 1992). Das

Gen liegt beim Menschen auf Chromosom 14924 und besteht aus zwei Exons:
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GI-GPx Exon 1 und GI-GPx Exon 2 (Chu, 1997). Exon 1 besteht aus 222
Basenpaaren (bp), Exon 2 aus 330bp. Die Lange des Intronabschnitts zwischen
diesen beiden Genen betragt 2665bp.

Bei Untersuchungen von Chu et al. wurde das GPx-Gen der Maus auf Chromosom
12 - korrelierend zur Lokalisation beim Menschen - in der Nahe des Kolonkarzinom-

Suszeptibilitatsgens Ccs 1 gefunden (Chu, 1997).

Das Genprodukt der GI-GPx ist ein homotetrameres Protein und enthalt pro
Untereinheit einen Selenocysteinrest im katalytischen Zentrum. Dieses wird Uber
das Basentriplett UGA codiert und mit Hilfe eines SECIS-Elements erkannt und
eingebaut (vgl. 1.5.4).

1.5.6.3 Stabilitat unter Selenmangel

Far die Biosynthese der Glutathionperoxidasen (GPx) ist die zellulare Verfugbarkeit
von Selen essentiell. Nur bei optimalem Selenangebot werden alle vier Isoformen
der GPx exprimiert. Wenn der Selengehalt im Serum sinkt, verandert sich die
Syntheserate der einzelnen GPx-Isoformen, da das vorhandene Selen nur noch in
die Synthese von bestimmten GPx-Isoformen kanalisiert wird. Ausserdem fuhrt der
Selenmangel zur vorzeitigen Degeneration der mRNA der einzelnen GPx-
Isoformen (Christensen, 1992; Bermano, 1996). Dabei werden diejenigen
Isoformen, die als letzte auf den Selenmangel reagieren bei Optimierung des

Selenangebots als erste regeneriert (Weitzel, 1990).

Wingler et al. konnten zeigen, dass die GI-GPx in Zelllinien und im GIT von Ratten
auch bei Selenmangel nahezu unverandert exprimiert wird und bei
Selensubstitution am schnellsten wieder seine Maximalkonzentration erreicht
(Wingler, 1999): in selendefizienten HepG2 und CaCo2-Zellen blieben unter
vermindertem Selenangebot geringe Mengen an GI-GPx-Protein detektierbar,
hinsichtlich der GI-GPx-mRNA-Expression konnte sogar eine Steigerung unter
Selenmangelbedingungen  festgestellt  werden  (Wingler, 1999). Bei

Selensubstitution der Zellen wurde als erstes GI-GPx-Protein synthetisiert. Es
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erreichte seine maximale Konzentration bereits nach 18 Stunden, wohingegen
beispielsweise die cGPx dazu fast 3 Tage bendtigte. Im GIT selendefizienter Ratten
blieb die mMRNA-Expression nahezu unverandert hoch (Winger, 2000).

Die hohe Stabilitat der GI-GPx- mRNA bei Selendefizienz, die Geschwindigkeit, mit
der die Maximalwerte bei Optimierung des Selenangebots wieder erlangt werden
und die kaum erreichbare komplette Ausschaltung der GI-GPx-Proteinsynthese bei
Selenmangel zeigen, dass die GI-GPx in der Rangfolge der GPx eine fuhrende
Stellung hat, was sich v.a. in der mRNA-Stabilitdt wiederspiegelt (Brigelius-Flohé,
1999):

GI-GPx > PH-GPx > p-GPx = c-GPx

1.5.6.4 Funktion

Die GI-GPx dient hauptsachlich als Absorptionsbarriere gegen Hydroperoxide.
Diese fallen im Organismus aus verschiedenen Quellen an: sie werden mit der
Nahrung aufgenommen, oder entstehen endogen, z.B. beim Abbau von
Xenobiotika (Chu, 1993; Aw, 1994) bzw. im Rahmen von chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (Parks, 1983).

Die ausgepragte mRNA-Stabilitat der GI-GPx unter Selenmangelbedingungen (vgl.
1.5.6.3), ihre hohe Substratspezifitat flir organische Hydroperoxide wie z.B.
Linolsaurehydroxide, sowie das Verteilungsmuster im GIT der Ratte und zusatzlich
in der Leber beim Menschen unterstiutzen diese Hypothese genauso, wie die

Ergebnisse zahlreicher weiterer Untersuchungen.

Beispielsweise konnten Mohr et al. zeigen, dass es bei Ratten, die mit oxidierten
Lipiden geflttert wurden, zu keiner Absorption von intakten Hydroperoxiden kommt
(Mohr, 1999).

Im Rahmen von Zellkulturuntersuchungen mit CaCo2-Zellen wurde nachgewiesen,
dass Hydroperoxide bei intaktem Monolayer nicht zur basolateralen Seite
transportiert werden (Wingler, 2000). Es konnte gezeigt werden, dass auch bei

Selenmangel geringe Mengen an GI-GPx in CaCo2-Zellen und auch im GIT von
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Selenmangel-Ratten vorkommen, wahrend cGPx unter diesen Bedingungen nicht
mehr detektierbar war. 13-Hydroperoxy-octadecadien-Saure (13-HPODE) erreichte
unabhangig vom Selenstatus die basolaterale Seite eines intakten CaCo2-
Monolayers  nicht.  Lediglich ein  geschadigter = Zellverband  unter
Selenmangelbedingungen lasst die Substanz nach basolateral eindringen. Da unter
Selenmangelbedingungen im Western-blot lediglich GI-GPx detektierbar war wurde
daraus geschlossen, dass bereits geringe GI-GPx-Mengen ausreichen, um die
Aufnahme von Lipid-Hydroperoxiden in die Zellen zu verhindern.
Immunhistochemische Untersuchungen an Dinndarmpraparaten von
selendefizienten und adaquat mit Selen substituierten Ratten zeigten, dass auch in
vivo geringe Mengen an GI-GPx-Protein bei Selenmangel synthetisiert werden.
(Wingler, 2000).

Neuere Untersuchungen weisen auf mdogliche weitere Funktionen der GI-GPx hin.
So konnte in Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinom-Zelllinien und
Tumorgewebe GI-GPx nachgewiesen werden. Moglicherweise wird es dort durch

die therapeutisch eingesetzte Retinsaure induziert (Chu, 1999).

Der Nachweis von mehreren GATA-Bereichen innerhalb des GI-GPx-Promoters
fuhrte zur Annahme, dass GI-GPx in der Proliferation und im Wachstum von

intestinalen Epithelzellen eine Rolle spielen kdnnte (Gao, 1998; Kelner, 2000).

Schliesslich zeigten Chu et al. in ihren Untersuchungen, dass es einen
Zusammenhang zwischen der Menge an GI-GPx-mRNA in der Zelle und der
Induktion von Kolonkarzinomen durch Dimethylhydrazin (DMH) gibt (Chu, 1997).
Das GI-GPx-Gen der Maus wurde auf Chromosom 12, in der Nahe des
Kolonkarzinomsuszeptibilitatsgens Ccs gefunden (Chu, 1996; Jacoby, 1994). Bei
weiteren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass C57BL/6HA-Mause,
die bei DMH-Exposition kein Kolonkarzinom entwickeln, grossere Mengen an GI-
GPx-mRNA  exprimieren  als ICR/HA-Mause, die  bezuglich  der

Kolonkarzinomentwicklung DMH-sensibel sind.
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Kurzlich wurden von der Arbeitsgruppe um Florian et al. immunhistochemische
Untersuchungen an Tumor- und Normalschleimhaut von Kolonkarzinompatienten
durchgefuhrt.

Dabei zeigte sich im gesunden lleumgewebe eine hohe GI-GPx-Expression im
Zytoplasma der Paneth-Zellen. Im Epithel der Vil konnte kaum GI-GPx
nachgewiesen werden.

Bei der Untersuchung von gesunder kolorektaler Schleimhaut wurde eine graduelle
Abnahme der GI-GPx-Expression von den Krypten nach apikal festgestellt. Im
Kryptengrund liegt das Protein diffus im Zytoplasma vor, wohingegen es sich im
apikalen Darmepithel auf der luminalen Seite des Zellkerns innerhalb von Vesikeln
konzentriert.

Im Kolonkarzinomgewebe zeigte sich, dass die GI-GPx-Expression abhangig ist
vom Differenzierungsgrad des Tumors: wahrend die GI-GPx-Expression in friihen
Transformationsstadien sehr hoch ist und das Protein sich v.a. am apikalen Pol des
Zellkerns anreichert, ist die Expression in fortgeschrittenen Tumorstadien
harabgesetzt und das Protein diffus im Zytoplasma verteilt (Florian, 2001).

Aus diesen Beobachtungen wurde geschlossen, dass die GI-GPx neben ihrer
Funktion als starkstes antioxidativ-wirkendes System im GIT (Reddy, 1974;
Brigelius-Flohé, 1999) moglicherweise auch eine Rolle beim Zellwachstum und der

Zelldifferenzierung spielt (Florian, 2001).

1.5.7 Selenmangel und Tumorpathogenese

In zahlreichen epidemiologischen Studien, tierexperimentellen Untersuchungen und
Interventionsstudien konnten Hinweise fir den Zusammenhang zwischen dem

Selenangebot und dem Auftreten gastrointestinaler Tumore gefunden werden.

Tierexperimentelle Studien zeigten beispielsweise, dass bei Ratten, die mit dem
kolonspezifischen Karzinogen Methylazoxymethanol gefuttert wurden und
zusatzlich unter Selenmangelbedingungen lebten, der Karyorhexisindex hoher war
als bei Ratten, die mit Selen suplementiert wurden (Nelson, 1996).

Auch die von Jao et al. (1996) durchgefuhrten Experimente ergaben ein ahnliches

Ergebnis: diese Arbeitsgruppe stellte fest, dass Ratten, denen das ebenfalls
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kolonspezifische  Karzinogen Dimethylhydrazin  zugefuhrt  wurde, unter
Selensupplementation signifikant weniger Kolonkarzinome entwickelten als unter
Selenmangel.

Der protektive Effekt einer Selensubstitution konnte auch in weiteren
tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden (El-Bayoumy, 1995; Reddy,
1994; Reddy, 1997). Desweiteren konnte bei Ratten in einer Studie unter
Selenmangelbedingungen eine gesteigerte Hydrogenperoxidkonzentration im
Gallesekret bei verminderter GPx-Enzymaktivitat festgestellt werden (Ueda, 2000).

In epidemiologischen Studien zur Krebsmortalitat in unterschiedlichen Landern in
Zusammenhang mit der durchschnittlichen alimentaren Selenzufuhr, konnte eine
inverse Korrelation zur Pravalenz des Kkolorektalen Karzinoms gezeigt werden
(Schrauzer, 1977).

Auch andere Arbeitsgruppen wiesen in Regionen mit hoher Selenversorgung eine
niedrigere  Kolonkarzinominzidenz nach, als in Regionen mit geringer
Selenversorgung (Janson, 1985).

Bei z.T. kontrovers diskutierter Datenlage gelang es im Rahmen weiterer
epidemiologischer Studien einen ahnlichen Nachweis mit negativer Korrelation
zwischen dem Selenstatus und dem Auftreten von Kolonkarzinomen zu erbringen
(Yu, 1985; Gupta, 1994). Russo et al. zeigten 1997, dass es eine Assoziation
zwischen dem Auftreten von kolorektalen Adenomen, besonders mit multiplem

Wachstum, und einem geringen Selenangebot gibt.

Im Rahmen einer prospektiven, Placebokontrollierten, doppelblinden klinischen
Interventionsstudie untersuchten Clark et al. 1996 die Wirkung von Selen auf die
Entwicklung von Hautkrebs. Dazu wurden 1.312 Probanden uber 4,5 Jahre mit
taglich 200ug Selen vs. Placebo substituiert (Beobachtungszeitraum: 6,4 Jahre). Es
zeigte sich, dass Selen zwar gegen Hautkrebs keinen protektiven Effekt hatte,
jedoch konnte flr andere maligne Tumore, insbesondere Prostata-, Bronchial- und
kolorektales Karzinom, eine Reduktion der Gesamtinzidenz und -—mortalitat
beobachtet werden. Die Gesamtkrebsmortalitat sank um ca. 50%, die Inzidenz um

ca. 37%. Da diese Tumorentitaten allerdings im Verlauf der Studie erst spater als
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,Sekundare Endpunkte” definiert worden waren, sind zur genaueren Evaluierung

weitere Untersuchungen notwendig.

1.5.8 Selenoproteine und Kolonkarzinogenese

Wie Selen der Entstehung von kolorektalen Karzinomen entgegenwirkt ist noch
nicht geklart. Fest steht, dass es in Form von Selenocystein ein essentieller
Bestandteil im aktiven Zentrum antioxidativ wirkender Selenoproteine ist. Mork et al.
(1998) konnten die selenocysteinhaltigen Proteine GI-GPx, pGPx, SeP und TRxR
in der Mukosa des Gastrointestinaltrakts nachweisen.

Diese Enzyme wurden in einer spateren Studie an Hand von Biopsiematerial von
kolorektalen Adenomen im Hinblick auf ihre Expression auf mRNA-, Protein- und
Funktionsebene untersucht (Mork, 2000). Es zeigte sich zum einen, dass die
MRNA-Expression und Enzymaktivitdt der GI-GPx in allen analysierten Adenomen
im Vergleich zum Normalgewebe um 50-400% gesteigert war. Dagegen fand sich
bei SeP eine Verminderung der mRNA-Expression und der Enzymaktivitat um 70-
90%. Im Gegensatz zu GI-GPx und SeP konnten in kolorektalen Adenomen

keinerlei Veranderungen der pGPx- und TRxR-Expression nachgewiesen werden.
1.6 Fragestellung

Die Ursache fur die Hochregulation der GI-GPx-Expression und Enzymaktivitat in
kolorektalen Adenomen (Mork, 2000) ist bisher nicht geklart. Das Gen fur GI-GPx
liegt auf Chromosom 14924.1 (Chu, 1996;1997), ist damit dem Kolonkarzinom-
Suszeptibilitatsgenlokus CCs1 (Jacoby, 1994) unmittelbar benachbart und befindet
sich ausserdem in der Nahe von Fos und TGFR3. Ausserdem zeigen zahlreiche
tierexperimentelle  Studien, Zellkulturanalysen und immunhistochemische
Untersuchungen, dass die GI-GPx moglicherweise bei der Zellproliferation und -
differenzierung eine entscheidende Rolle spielt (vgl. 1.5.6.4). Mutationen im GI-
GPx-Gen konnten zu einer Veranderung der Expressionrate der GI-GPx fuhren
bzw. auch ein verandertes Expressionsmuster des Proteins in

Kolonkarzinomgeweben bewirken.
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Um diese Frage zu beantworten wurde in der vorliegenden Arbeit der codierende
Abschnitt der GI-GPx in DNA-Proben aus mikrodisseziertem
Kolonkarzionomgewebe, peripheren Blutleukozyten von Patienten mit kolorektalem
Karzinom und von gesunden Probanden, sowie Kolonkarzinomzelllinien vom
Tumorsuppressor- und Mutator-Phanotyp auf genetische Alterationen hin
untersucht.

Zusatzlich wurde durch Northern-blot Analysen an Kolonkarzinomgewebe und
korrespondierender Normalschleimhaut, sowie an Kolonkarzinomzelllinien die
MRNA-Expression der GI-GPx im Rahmen der kolorektalen Karzinogenese

untersucht.
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2 Material und Methoden
21 Untersuchtes Material
211 Kolonkarzinomgewebe mit korrespondierender Normalmukosa

Fur die Durchfuhrung der molekulargenetischen Untersuchungen wurden
Biopsate bzw. Operationsresektate von Patienten mit kolorektalem Karzinom
verwendet. Das sowohl als Paraffin-, wie auch als Kryogewebe gelagerte
Material wurde uns vom Pathologischen Institut der Universitat Wurzburg zur
Verfugung gestellt. Insgesamt wurden 61 Paraffin- sowie 13 Kryogewebeproben

untersucht.

2.1.2 Blutproben

Von den insgesamt 372 untersuchten Blutproben stammten 187 von gesunden
Probanden und 185 von Kolonkarzinompatienten. Dabei wurde ein Teil der
Proben von freiwilligen gesunden Probanden an der Medizinischen Poliklinik
der Universitat Wurzburg gesammelt (121). Diese wurden zusammen mit
weiteren Proben gesunder Probanden (66) und Kolonkarzinompatienten (185)
vom Medizinischen Institut fir Umwelthygiene der Universitat Dusseldorf

bearbeitet.

2.1.3 Zelllinien

Zusatzlich  wurden 5 humane Kolonkarzinom-Zelllinien  (kolorektale
Adenokarzinome) des Tumorsuppressor-Pathways und des Mutator-Pathways
untersucht (vgl. 1.3.3.1; 1.3.3.2). Die Zelllinien wurden von American Type
Culture Collection (ATCC) kommerziell erworben. Folgende Zusammenstellung
gibt die verwendeten Zelllinien mit den in Klammern angegebenen ATCC-

Bezeichnungen wieder:
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Tumorsuppressor-Pathway Mutator-Pathway
Colo 205 (CCL-222) HCT 15 (CCL-225)
Caco 2 (HTB-37) HCT 116 (CCL-247)

LoVo (CCL-229)

Tabelle 4: Untersuchte Kolonkarzinom-Zelllinien. Dabei weisen die Zelllinien Colo 205 und
CaCo2 chromosomale Instabilitdt und die Zelllinien HCT15 wund HCT 116
Mikrosatelliteninstabilitat auf (vgl. 1.3.3.1 und 1.3.3.2). Die Zelllinie LoVo hat Eigenschaften
beider Pathways. In Klammern ist jeweils die ATCC-Bezeichnung angegeben.

ColLo 205 (CCL-222)
Diese Zelllinie wurde aus dem Aszites eines 70jahrigen Mannes mit
metastasiertem kolorektalem Adenokarzinom isoliert. Die Zellen wachsen

locker-adharent und in Suspension und sind hypertriploid.

CaCo-2 (HTB-37)

Diese Zellen wurden aus dem kolorektalen Adenokarzinom eines 72jahrigen
Mannes isoliert und wachsen adharent. Die vorwiegend enterozytisch-
differenzierten Zellen sind hypertetraploid und enthalten durchschnittlich 96

Chromosomen.

HCT 15 (CCL-225)
Hierbei handelt es sich um diploide Zellen eines kolorektalen Adenokarzinoms.
Sie wachsen adharent und weisen Mutationen in beiden Allelen des hMSHG6-
Gens, sowie dem Polymerase 8-Gen (3°-5 proof reading exonuclease domain:
Lettieri, 1999) auf.

HCT 116 (CCL-247)
Diese Zelllinie stammt ebenfalls aus einem kolorektalen Adenokarzinom und
wachst adharent. Die diploiden Zellen weisen sowohl einen hMLH1-Defekt, als

auch eine Mutation im Codon 13 des ras-Protoonkogens auf.
LoVo (CCL-229)

Es handelt sich um Zellen aus der supraklavikularen Metastase eines

kolorektalen Adenokarzinoms bei einem 56jahrigen Mann. Die hyperdiploiden
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Zellen zeigen adharentes Wachstum. Als Besonderheit liegt sowohl
chromosomale Instabilitdt, als auch Mikrosatelliteninstabilitat durch einen
hMSH2-Defekt auf.

2.1.3.1 Zellkultur

Die unter 2.1.3 charakterisierten Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen in
wasserdampfgesattigter 5%-CO»-Atmosphare und 37°C auf der laminar Air-
flow-Arbeitsbank bearbeitet. Die 25cm? Kulturflaschen wurden mit je 5ml DMEM
(Dulbeco’s Modified Eagle Medium: Natriumbikarbonat 1500mg/l; Glukose
4500mg/l; L-Glutamin 4mM) mit Antibiotikazusatz (Penicillin/Streptomycin)
gefullt und die Zellen alle 4 Tage im Verhaltnis von 1:4 bzw. 1:6 wie folgt
gesplittet: nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen
um anschliessend zur Losung der adharenten Zellen vom Flaschenboden mit
Trypsin/EDTA-LOsung inkubiert zu werden. Die Zellen wurden danach in 50ml-
Falkon-Rdéhrchen transferiert und zentrifugiert (<1000rpm x 6-7 Min.). Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in neuem Kulturmedium

resuspendiert.

2.2 Methoden
2.2.1 DNA-Extraktion und Aufreinigung aus Paraffingewebe
2.2.1.1 Gewebegewinnung durch Mikrodissektion

Von den Paraffin- und Kryogewebebldcken wurden zunachst je 10-15 Schnitte
mit einer Dicke von 8-10um angefertigt und auf Objekttrager aufgezogen. Ein
Schnitt jedes Tumorblockes wurde nach HE-Farbung histologisch in
Zusammenarbeit mit einem Pathologen der Universitat Wurzburg begutachtet
und die Tumorausdehnung mit Farbstiftmarkierung festgelegt.

Durch Vergleich der Ubrigen ungefarbten Objekttrager mit dem jeweils
begutachteten HE-Schnitt wurden anschliessend mit sterilen Klingen und unter
Einhaltung eines entsprechenden Sicherheitsabstandes, Tumor- und

Normalgewebe manuell disseziert und in getrennte Reaktionsgefasse uberfuhrt.
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Dieses Vorgehen war durch die Grésse der tumortragenden Gewebeareale
mdglich, die durchschnittlich eine Ausdehnung von >1cm? aufwiesen. Eine
Gewebegewinnung mittels Lasermikrodissektion, wie urspringlich geplant, war

deshalb nach Absprache mit den beteiligten Pathologen nicht erforderlich.
2.2.1.2 DNA-Extraktion aus Paraffingewebe
Das gewonnene Gewebe wurde nach folgendem Protokoll verarbeitet:

e Die Gewebeasservate wurden in 1000ul Xylol aufgenommen, ca. 5 Min. gevortext
und bei 10 000 rpm fur 5 Min. zentrifugiert.

e Der Uberstand wurde abpipettiert und durch Wiederholung der Xylolwaschung das
Gewebe entparaffinisiert.

e Anschliessend wurde das Zelldebris in 1000pl Ethanol (96%) aufgenommen,
gevortext und 5 Min. bei 10 000 rpm zentrifugiert.

¢ Danach wurde das Gewebe bei 55°C im Heizblock getrocknet.

e Es wurden dann 300ul Higuchi-Verdaupuffer (Higuchi, 1989) (vgl. 2.3.2) und 45yl
Proteinase K (20ug/ml) zugegeben und gevortext.

e Der Verdau erfolgte bei 56°C Uber Nacht im Heizblock.

e Die Proben wurden im Anschluss flr 7 Min. auf 95°C erhitzt (Denaturierung der
Proteinase K), das Gewebedebris abzentrifugiert (4000 rpm x 2 Min.) und der
Uberstand durch eine Phenol-Chloroform-Fallung aufgereinigt (vgl. 2.2.1.3).

2.2.1.3 Phenol-Chloroform-Fallung

Die extrahierte DNA wurde nach Entparaffinisierung und Verdau (vgl. 2.2.1.2)
mittels Phenol-Chloroform-Fallung gereinigt und anschliessend mit Natrium-
Acetat gefallt. Dazu wurden jeweils 100yl DNA aus dem Verdauvolumen

folgendermassen aufgearbeitet:

e Vom urspringlichen Verdauvolumen (300ul) wurden jeweils 100ul DNA

entnommen und mit je 100ul TE-Puffer auf 200ul aufgefillt.

31



Material und Methoden

Dann wurden 200ul Phenol-Chloroform dazu pipettiert, gevortext und zentrifugiert
(12 000 rpm x 1 Min.).

Die Oberphase wurde in ein frisches Reaktionsgefass Uberfihrt, mit 200ul
Chloroform versetzt, gevortext und zentrifugiert (12 000 rpm x 1 Min.).

Erneut wurde die Oberphase entnommen und in ein neues Reaktionsgefass

gegeben.

2.2.1.4 Natrium-Acetat-Ethanol-Fallung

Im Anschluss an die unter 2.2.1.3 beschriebene Phenol-Chloroform-Fallung

wurde die DNA wie folgt weiter behandelt:

Es wurden 10ul Natrium-Acetat (3mM) und 250ul Ethanol (100%) zugegeben,
gevortext und die DNA-Proben fir ca. 30 Min. bei Raumtemperatur belassen.
Danach wurden die Proben zentrifugiert (12 000 rpm x 15 Min.).

Der Uberstand wurde verworfen und erneut 250ul Ethanol (70%) zum Pellet
pipettiert.

Nach kurzem Schwenken wurden die Proben zentrifugiert (12 000 rpm x 10 Min.)
Der Uberstand wurde abgenommen und die Reaktionsgefasse mit offenem Deckel
bei Raumtemperatur zur Trocknung aufgestellt (ca. 40 Min.).

Anschliessend wurde das DNA-Pellet in 60yl Ampuva aufgenommen, gevortext
und kurz abzentrifugiert.

Die DNA-Ausbeute wurde photometrisch bestimmt (vgl. 2.2.6).

2.2.2 DNA-Extraktion aus Blut

Die DNA-Extraktion aus Blut erfolgte mit Hilfe des QlAamp DNA Blood Mini Kit.

Dabei handelt es sich um einen Proteinase K-Verdau mit anschliessender

Saulenaufreinigung. QIAGEN Protease, Puffer AL, QlAamp Saulen, 2ml-
Sammelrohrchen, Puffer AW1, Puffer AW2 sowie Puffer AE sind Bestandteile
des Kits:

20ul QIAGEN Protease wurden mit 200ul EDTA-Blut und 200ul  Puffer AL

zusammenpipettiert, gevortext, abzentrifugiert und bei 56°C fur 10 Min. inkubiert.
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e Danach wurden die Proben erneut abzentrifugiert und 200ul Ethanol (100%)
hinzugefugt.

¢ Nach dem Abzentrifugieren erfolgte der Transfer der Lésungen auf QlAamp-Saulen
in Sammelrohrchen.

¢ Die Trennsaulen wurden zentrifugiert (8000 rpm x 2 Min.).

e Das Eluat wurde verworfen und die Saulen mit neuen Auffangcaps kombiniert.

e Nach Zusatz von 500ul Puffer AW1 wurden die Trennsaulen erneut zentrifugiert
(8000 rpm x 2 Min.).

e Das Eluat wurde wieder verworfen und 500ul Puffer AW2 zugesetzt.

e Die Trennsaulen wurden anschliessend wieder zentrifugiert (14 000 rpm x 4 Min.)
und das Eluat verworfen.

e Die QIAmp-Saulen wurden dann in neue Caps gegeben und 200ul Puffer AE
aufpipettiert.

o Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 Min. wonach die DNA durch

Zentrifugieren (8000 rpm x 1 Min.) eluiert werden konnte.

2.2.3 DNA-Extraktion aus Zelllinien

Die DNA-Extraktion aus Zelllinien erfolgte mit Hilfe des TRIzol Reagenz nach
der Methode von Chomczynski (Chomczynski, 1993). Das Extraktionsprotokoll

lautet wie folgt:

Homogenisation
Nach Trypsinisierung wurden die Zellen mit 1ml TRIzol Reagenz versetzt.
Phasentrennung
Die Proben wurden fur 5 Min. bei 15-30°C inkubiert und mit 200ul versetzt.
Anschliessend wurde die Inkubation wiederholt (15-30°C; 2 Min.) und die Proben
zentrifugiert (12 000 g x 15 Min. bei 4-8°C):
Oberphase: RNA (vgl. 2.2.5 fiir Weiterverarbeitung)
Unterphase: DNA
Prazipitation
Zur Unterphase wurden 300ul Ethanol (100%) zugegeben und nach 3 mindtiger
Inkubation bei 15-30°C gevortext. Nach anschliessender Inkubation (2-3 Min., 15-
30°C) erfolgte die Zentrifugation (2000 g x 5 Min. bei 4-8°C).
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Waschung
Nach Abnahme des Uberstandes wurde 1ml Natrium-Citrat-Lésung in Ethanol
(10%) zugegeben und 5 Min. bei 15-30°C inkubiert. Danach wurden die Proben
pelletiert (2000 g x 5 Min. bei 4-8°C).

Der Waschvorgang wurde 2x wiederholt.

Anschliessend wurde die DNA in 2ml Ethanol (75%) inkubiert (15-30°C; 15 Min.)
und zentrifugiert (2000 g x 5 Min. bei 4-8°C).

Auflésung
Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pallet Iuftgetrocknet (5-15 Min.) und
dann in NaOH (8mM) aufgeldst.
Abschliessend wurden die Proben fir 10 Min. mit 12 000 g zentrifugiert und die

Oberphase gewonnen.

2.2.4 DNA-Extraktion aus Kryogewebe

Hierzu wurde der High Pure PCR Template Preparation Kit verwendet. Dabei
wird das Gewebe zunachst mit Proteinase K lysiert und anschliessend Uber
Glasfibersaulen filtriert. Die DNA, die an das Glasfiber bindet wird
anschliessend mit einer Pufferlésung eluiert und gereinigt. Das
Bearbeitungsprotokoll ist nachfolgend aufgefuhrt, wobei Proteinase K,
Trennsaulen, Lyse-, Bindungs-, Inhibitions-, Wasch- und Elutionspuffer

Bestandteile des Kit sind:

Zu 50mg Kryogewebe wurden 40ul Proteinase K und 200pl Lysepuffer zugegeben,

gevortext und 1 Stunde bei 55°C inkubiert.

¢ Danach wurden weitere 200ul Bindungspuffer hinzugefiigt und 10 Min. bei 72°C
inkubiert.

e Zusatzlich wurden 100ul Isopropanol aufpipettiert und gevortext.

e Die Losung wurde dann in Filtersaulen mit Auffanggefassen gegeben und
zentrifugiert (8000 rpm x 1 Min.).

e Die Flussigkeit im Auffanggefass wurde verworfen.

e Dann wurden 500yl Inhibitionspuffer auf eine neue Trennsaule pipettiert und der

Zentrifugationsschritt wiederholt.

¢ Die Flussigkeit im Auffanggefass wurde verworfen.
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e Anschliessend wurden 500ul Waschpuffer auf eine neue Trennsaule pipettiert und
zentrifugiert (8000 rpm x 1 Min.).

o Die Flussigkeit im Auffanggefass wurde verworfen.

e Der letzte Waschvorgang wurde wiederholt, die Trennsaule nach Dekantierung der
Flissigkeit mit demselben Auffanggefass kombiniert und erneut zentrifugiert
(14 000 rpm x 10 Sek.).

¢ Die Trennsaulen wurden danach auf neue Reaktionsgefasse gegeben.

e Schliesslich wurden 200yl des auf 70°C vorgewarmten Elutionspuffers

hinzugegeben und die DNA durch Zentrifugieren (8000 rpm x 1 Min.) gewonnen.
2.2.5 RNA-Extraktion aus Zelllinien und Kryogewebe
Die RNA-Extraktion aus den verwendeten Zelllinien und dem Kryogewebe

erfolgte unter Verwendung des TRIzol-Reagenz in Anlehnung an die Methode

von Chomczynski (Chomczynski, 1993).

Homogenisation
Zelllinien: vgl. 2.2.3
Kryogewebe: 1ml TRIzol-Reagenz wurden zu 50-100mg Gewebe
zugegeben.
Phasentrennung
vgl. 2.2.3
Prazipitation

Die Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefass uberfihrt und 500l
Isopropanol zugegeben.
Die Proben wurden dann 10 Min. bei 15-30°C inkubiert und anschliessend
zentrifugiert (12 000 g x 10 Min; 4-8°C).

Waschung
Der Uberstand wurde verworfen und 1ml Ethanol (75%) zugegeben.
Anschliessend wurden die Proben gevortext und zentrifugiert (7500 g x 5 Min; 4-
8°C).

Auflésung
Der Uberstand wurde verworfen und RNA Luftgetrocknet (5-10 Min.) und das

Pellet in 20ul Ampuva resuspendiert.
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2.2.6 Messung der DNA und RNA-Ausbeute

Die Bestimmung der DNA bzw. RNA-Ausbeute erfolgte mittels photometrischer
Messung. Dazu wurde die zu messende Probe mit Ampuva auf ein Volumen
von 50ul aufgeflllt und anschliessend die optische Dichte der Ldésung bei
260nm und 280nm bestimmt. Die Ratio 260/280 fir jede Probe wurde

automatisch ermittelt.

2.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation der untersuchten Genabschnitte der GI-GPx erfolgte mit der
Polymerasekettenreaktion (Saiki, 1988). Diese ist eine Methode zur in vitro
Vervielfaltigung von Genabschnitten und verlauft in drei Schritten:

Zunachst wird die zu amplifizierende DNA durch Hitzezufuhr (94°C) denaturiert,
d.h. in Einzelstrange uberfuhrt. Den Startpunkt der Neusynthese bilden
maschinell hergestellte Oligonukleotide (Primer), die die zu amplifizierende
Region flankieren. Durch primerspezifische Senkung der Temperatur auf Werte
zwischen 40 und 60°C wird ihnen die Anlagerung, das sog. Annealing an die
Ursprungs-DNA ermoglicht.

Der als Extension bezeichnete dritte Schritt der Amplifikation erfolgt dann bei
72°C, dem Temperaturoptimum der hitzestabilen Tag-Polymerase. Sie nutzt die
entstandenen DNA-Matrizes zur Synthese eines komplementaren Stranges.
Durch Anlagerung der hinzugefugten dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)
kommt es zur exponentiellen Vermehrung der zu amplifizierenden Genregion.
Die drei Phasen der PCR (Denaturierung, Annealing, Extension) werden
zyklisch durchlaufen, wobei die Zyklusanzahl primerspezifisch ermittelt wird, um
optimale Amplifizierungsausbeute zu erlangen. Sie liegt in der Regel zwischen
30 und 40 Zyklen.
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2.2.7.1 PCR-Ansatz

Die PCR’'s wurden mit dem Tag-DNA-Polymerase Kit durchgefuhrt, der
10XPCR-Puffer, MgCl, und dNTP enthalt. Der PCR-Mix wurde nach folgendem
Ansatz pipettiert.

Reagenz Menge
10XPCR-Puffer (mit 15mM MgCl,) 5ul
MgCl, (25mM) Tul
dNTP (2,5mM) 2ul
Sense— bzw. Antisense-Primer je 1yl
(je Spmol/pl)

Ampuva 29l
Summe 39ul

Tabelle 5: Pipettierschema fiir den PCR-Mix.

Zu diesen 39ul PCR-Mix wurden 100-150ng genomische DNA (0,5-10ul), sowie
je 1-5lE Tag-Polymerase pipettiert und der Ansatz mit Wasser auf 50pl

aufgefullt.
Reagenz Menge
PCR-Mix 39ul
DNA-Template 0,5-10ul
Taqg-Polymerase 1-51E
Ampuva 0-9,5ul
Summe 50pl

Tabelle 6: Pipettierschema fiir die einzelnen PCR-Proben.

Zur Durchfihrung der PCR wurden Thermocycler mit beheiztem Deckel
benutzt, (GeneAmp® PCR-System 2400) fur die die in Tabelle 7 gezeigten

Bedingungen galten.
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Bedingungen
Denaturierung 94°C, 5 Min.
Denaturierung 94°C, 45 Sek.
Annealing X°C*, 45 Sek.
Extension 72°C, 45 Sek.
Abschlussextension 72°C, 10 Min.
Zyklusanzahl 40

Tabelle 7: Thermocyclerbedingungen fir die durchgefiihrten PCRs.
* primerspezifisch ermittelte Annealing-Temperatur

2.2.7.2 Primer
2.2.7.21 Allgemeines

Die benutzten Primer wurden nach Chu et. al. (Chu, 1996) ausgewahlt und die
primerspezifischen Annealing-Temperaturen mit Blut-DNA etabliert. Die Sense-
Primer wurden jeweils am 5°-Ende mit der nicht-annealenden M13-
Basensequenz 5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT- 3, die Antisense-Primer
mit der ebenfalls nicht-annealenden M13R-Basensequenz 5-CAG GAA ACA
GCT ATG ACC- 3" verlangert. Dadurch konnten spater die PCR-Produkte eines
jeden amplifizierten Genabschnitts mit universellen M13- bzw. M13R-Primern
sequenziert werden (vgl. 2.2.8).

Bei der Anwendung der mit Blut-DNA etablierten Bedingungen auf DNA aus
Paraffingewebe mussten allerdings aufgrund einer DNA-Degeneration jeweils
zahlreiche  Modifikationen  durchgefuhrt werden, um  ausreichende
Amplifikatmengen zu erhalten. Diese Modifikationen bezogen sich dabei auf die
Durchfuhrung von nested PCRs, Anwendung verschiedener DNA-
Aufreinigungsverfahren (Fallung, Saulenaufreinigung: QIAquickTM PCR
Purification Kit), Anderung der Annealing-Temperatur und Zyklusanzahl, sowie
Veranderung der eingesetzten DNA/MgCl,/Primer-Menge, sowie Tag-Menge
und —Sorte (TaKaRa Ex TaqTM; HerkulaseTM Enhanced DNA-Polymerase;
Ampli Taq Gold) (vgl. 2.3.1).

38



Material und Methoden

2.2.7.2.2 GI-GPx-Primer - ungeteilte Exons

Zunachst wurden die Exon-PCRs fur die beiden, kompletten Exons des Gl-
GPx-Gens etabliert (vgl. 2.2.7.2.3). Die jeweiligen Primersequenzen mit den
zugehdrigen  Primerpositionen, den spezifisch ermittelten  Annealing-
Temperaturen, den Produktlangen und den Primerbezeichnungen sind im
folgenden tabellarisch aufgefuhrt. Die M13-Anhangsequenz ist dabei nicht mit

aufgefuhrt, befindet sich aber jeweils am 5°-Ende aller Oligonukleotide.

Name Sequenz (5-37) Position* Lédnge Temp.
(bp) (°C)
GI-GPx1S CGT-M13-TCTCTGCGGGGCTCACTCT -30 bis -12
Intron
306 60
GI-GPx1 AS CGT-M13-ACCTGAGCTACACCAACCCAACAC +55 bis+32
Intron
GI-GPx2S CGT-M13-CTGTCCACGCACTTTGTCTTTTTC -33 bis -10
Intron
404 60
GI-GPx2 AS CGT-M13-TGTGTTGAGCAGTTCACATC +19 bis +1
Intron

Tabelle 8: Primer fiir jeweils komplettes GI-GPx Exon 1 und Exon 2.
*Positionsangaben beziehen sich auf Chu et al. 1996
S= Sense-Primer; AS= Antisense-Primer; Lange= Produktldnge; Temp.= Annealing-Temperatur

Da die Amplifikation der kompletten Exons trotz der unter 2.2.7.2.1 aufgefluhrten
Modifikationen problematisch blieb, mussten die codierenden Abschnitte der
beiden Exons als kleinere Fragmente in jeweils 2 Uberlappenden Abschnitten
amplifiziert werden (vgl. Abb. 2). Dazu wurden jeweils zwei weitere Primer im

Exon eingesetzt (vgl. 2.2.7.2.3).
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GI-GPx 1.1; 160bp GI-GPx 2.1; 237bp
5 I I 3
[ [
I-GPx 2.2; 22
GI-GPx 1.2; 204bp Gl-GPx 2.2; 226bp

— — — 7
—~— ~—

GI-GPx 1; 306bp GI-GPx 2; 348bp

Abb. 2: Darstellung der tberlappenden Amplifizierung der beiden geteilten GI-GPx Exons 1 und
2 mit Angabe der jeweiligen Produktangen.
I = Intronabschnitt

Auf diese Weise wurde das Exon 1 des GI-GPx-Gens (GI-GPx 1; 306 bp) in 2
Exonfragmenten (GI-GPx 1.1: 160 bp und GI-GPx 1.2: 204 bp) amplifiziert.
Ebenso wurde mit dem Exon 2 (GI-GPx2; 348 bp) verfahren, so dass es Uber
die beiden Fragmente GI-GPx 2.1 (237 bp) und GI-GPx 2.2 (226 bp)
amplifiziert wurde. Die sich daraus ergebenden Primerverhaltnisse sind im

folgenden dargestellt.
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2.2.7.2.3 GI-GPx-Primer - geteilte Exons

GI-GPx Exon 1-Sequenz

GI-GPx 1S
5°ggcctctctgcggagctcactetgegettcaccATGGCTTTCATTGCCAAGTCCTTCTATG

GI-GPx 1.2S
ACCTCAGTGCCATCAGCCTGGATGGGGAGAAGGTAGATTTCAATACGTTC

GI-GPx 1.1AS
CGGGGCAGGGCCGTGCTGATTGAGAATGTGGCTTCGCTCTGAGGCACAA

CCACCCGGGACTTCACCCAGCTCAACGAGCTGCAATGCCGCTTTCCCAGG

CGCCTGGTGTGGTCCTTGGCTTCCCTTGCAACCAATTTGGACATCAGgtgag

GI-GPx 1AS
gggtccctecttgtaatgcaccaaaagtgttgggttggtagt agctcaggtgggataaaag 3°

Name Sequenz (5™~ 37) Position* Linge Temp
(bp)  (°C)
GI-GPx1  CGT-M13-TCTCTGCGGGGCTCACTCT -30 bis -12
S Intron
160 60
GI-GPx1.1 CGT-M13- GTGGTTGTGCCTCAGAGCGAA +74 bis+94
AS Exon

GI-GPx1.2 CGT-M13- CGTTCCGGGGCAGGGCCGTGC +111 bis +131
S Exon
204 60
GI-GPx1 CGT-M13- ACCTGAGCTACACCAACCCAACAC  +55 bis +32
AS Intron

Tabelle 9: Primer zur Amplifizierung des geteilten GI-GPx Exon 1.
*Positionsangaben beziehen sich auf Chu et al. 1996
S= Sense-Primer; AS= Antisense-Primer; Lange= Produktlange; Temp.= Annealingtemperatur
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GI-GPx Exon 2-Sequenz

GI-GPx 2S
5 ccacccactgtccacgcactttgtctttttcctcccctagGAGAACTGTCAGAATGAGGAGATC

CTGAACAGTCTCAAGTATGTCCGTCCTGGGGGTGGATACCAGCCCACCTT

CACCCTTGTCCAAAAATGTGAGGTGAATGGGCAGAACGAGCATCCTGTCT

GI-GPx 2.2S
TCGCCTACCTGAAGGACAAGCTCCCCTACCCTTATGATGACCCATTTTCCC
GI-GPx 2.1AS

TCATGACCCGATCCCAAGCTCATCATTTGGAGCCCTGTGCGCCGCTCAGA

TGTGGCCTGGAACTTTGAGAAGTTCCTCATAGGGCCGGAGGGAGAGCCCT

TCCGACGCTACAGCCGCACCTTCCCAACCATCAACATTGAGCCTGACATC

GI-GPx 2AS
AAGCGCCTCCTTAAAGTTGCCATATAGatgtgaactgctcaacacacagatctcctactccat

ccagtcctgaggagccttaggatgcagcatgccttcaggagacactgctggac 3°

Name Sequenz (5-37) Position* Linge Temp
(bp) _ (°C)
GI-GPx2 CGT-M13-CTGTCCACGCACTTTGTCTTTTTC -33 bis -10
S Intron
237 60
GI-GPx2.1 CGT-M13-CCAAATGATGAGCTTGGGATC +146 bis +166
AS Exon
GI-GPx2.2 CGT-M13- TCCCCTACCCTTATGATGACC +185 bis +205
S Exon
226 60
GI-GPx2 CGT-M13- TGTGTTGAGCAGTTCACATC +19 bis +1
AS Intron

Tabelle 10: Primer zur Amplifizierung des geteilten GI-GPx Exon 2.
*Positionsangaben beziehen sich auf Chu et al. 1996
S= Sense-Primer; AS= Antisense-Primer; Lange= Produktlédnge; Temp.= Annealing-Temperatur
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2.2.7.3 Gelelektrophorese

Das Ergebnis der PCR-Amplifikation wurde mittels Gelelektrophorese in
1% igem Agarosegel kontrolliert. Das Gel wurde aus 50ml TBE-Puffer (0,5%)
und 0,5g Agarose hergestellt und durch Zusatz von 1ul Ethidiumbromid (0,5ug/ml)
gefarbt. Es wurden jeweils 5yl PCR-Produkt mit 1,5ul loading-buffer versetzt und
das Gel beladen. Dabei erleichtert der loading-buffer sowohl durch seine
Eigenfarbe, als auch durch Erhéhung des spezifischen Gewichts der DNA das
Einflllen in die Geltaschen, wahrend das Ethidiumbromid durch Interkalation
mit der DNA diese unter UV-Licht detektierbar macht. Die Gelelektrophorese
wurde mit TBE als Laufpuffer bei Raumtemperatur und 105 Volt fir 25 Minuten
durchgefuhrt, wobei ein 100bp-DNA-Basenleiter zur Bestimmung des
Molekulargewichts eingesetzt wurde. Anschliessend konnten die DNA-Banden
unter UV-Lichtbestrahlung visualisiert und das Gel zur Dokumentation

photographiert werden.

2.2.8 Sequenzierung
2.2.8.1 Allgemeines

Das Prinzip der automatischen Sequenzierung, die sich von der Methode nach
Sanger et al. ableitet (Sanger, 1977) beruht darauf, die zu sequenzierende DNA
nach PCR-Amplifikation und Aufreinigung einer Sequenz-PCR zuzufuhren. Bei
dieser PCR treten wahrend der zyklischen Amplifikation markierter DNA-
Abschnitte durch den Einbau von 2°,3’-Didesoxinukleotiden kontrollierte
Kettenabbriche ein. Dazu werden dem Reaktionsgemisch neben der DNA-
Matrix, einer hitzestabilen Polymerase, Sequenzierprimern und dNTPs
zusatzlich ddNTPs aller vier Basen zugeflhrt, die auch an ihrem 3’-C-Atom
anstelle einer OH-Gruppe, ein H-Atom tragen und somit keine weitere Bindung
eingehen konnen. Wird nun im Rahmen der Sequenz-PCR und der dabei
stattfindenden Konkurrenz der dNTPs und ddNTPs letzteres in die
neusynthetisierte Komplementar-DNA eingebaut, erfolgt ein Kettenabbruch mit
dem jeweiligen ddGTP, ddCTP, ddATP oder ddTTP. Die so entstandenen
Fragmente werden automatisch mit Hilfe eines Polyacrylamidgels der Grosse
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nach aufgetrennt und die eingebauten fluoreszenzmarkierten Endnukleotide mit

Hilfe eines Laserstrahls computergesteuert erkannt.

2.2.8.2 Aufreinigung der PCR-Produkte

Vom 50ul-Ansatz der PCR wurden je 20ul mit 80l H2O verdinnt und mittels
Natrium-Acetat-Fallung (vgl. 2.2.1.4) aufgereinigt. Das gereinigte DNA-Pellet

wurde anschliessend in 20ul Ampuva resuspendiert.

2.2.8.3 Sequenz-PCR

Bei der Sequenz-PCR wird jedem Ansatz nur ein produktspezifischer Primer -
Sense oder Antisense - zugesetzt (Sanger, 1977). Die Sequenzreaktion wurde
mit dem ABI PRISM Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit durchgefuhrt, der folgende Komponenten enthalt: A/G/T/C-Dye-Terminator,
dITP, dATP, dCTP, dTTP, Tris HCI (pH9,0), MgCl, (2mM), hitzestabile Ampli
Taq Polymerase. Die im Kit enthaltenen Didesoxynukleotide sind

unterschiedlich  farbstoffmarkiert, was die spatere Fluoreszenzanalyse

ermoglicht.

Reagenz Menge
Big Dye 6ul
Sense-Primer
bzw. Tul
Antisense-Primer (je 5pmol/pul)
Ampuva 3ul
Summe 10pl

Tabelle 11: Pipettierschema fur den Sequenz-PCR-Mix.

Die zu sequenzierenden Proben wurden anschliessend nach folgendem

Schema vorbereitet.
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Reagenz Menge
Mix 10pl
Gereinigtes PCR-Produkt 5-10ul
Ampuva 0-5ul
Summe 20ul

Tabelle 12: Pipettierschema fur die Sequenz-PCR-Proben.

Die Sequenz-PCR wurde in Thermocyclern unter folgenden Bedingungen
durchgefuhrt:

Bedingungen
Denaturierung 94°C, 5 Min.
Denaturierung 94°C, 1 Min.
Annealing 50°C, 1 Min.
Extension 60°C, 3 Min.
Abschlussextension 60°C, 10 Min.
Zyklusanzahl 40

Tabelle 13: Thermocyclerbedingungen fir die Sequenz-PCR.

2.2.8.4 Aufreinigung der Sequenz-PCR-Produkte

Der 20ul-Sequenz-PCR-Ansatz wurde mittels Natrium-Acetat-Ethanol-Fallung
(vgl. 2.2.1.4) von den unverbrauchten PCR-Reagenzien gereinigt und das DNA-

Pellet fUr die automatische Sequenzanalyse vorbereitet.

2.2.8.5 Automatische Sequenzanalyse

Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 16ul Template Suppression Reagent
(TSR) aufgenommen, bei 94°C fur ca. 3 Minuten denaturiert und sofort fur

weitere 5 Minuten auf Eis gestellt. Die Sequenzanalyse erfolgte mit dem ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer Version 1.0.2.
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Dabei wurden die Proben mittels Kapillarelektrophorese bei 75kV, 75uA und
42°C auf Performed Optimized Polymere 6 (POP6) und 1x310 Genetic Analyzer
Buffer als Laufpuffer analysiert. Das Gerat arbeitet auf der Basis einer
automatischen Kapillarelektrophorese mit anschliessender Laserdetektion der
Fluoreszenzfarbstoff-gelabelten Sequenz-PCR-Produkte und Analyse der

erhaltenen Rohdaten.

2.2.8.6 Auswertung der Sequenzierergebnisse

Die vom Sequencer durchgeflihrte Analyse liefert die Basenabfolge des
untersuchten Genabschnitts und gibt eine graphische Darstellung in Form von
Elektropherogrammen. Der Vergleich dieser Daten mit den verdffentlichten
Sequenzen der jeweiligen Gene erfolgte mit dem Programm DNasis for
Windows. Um vorliegende Polymorphismen und Heterozygotien nicht zu

ubersehen, wurden alle Sequenzen auch manuell analysiert.

2.2.9 SNaPshot-Analyse
2.2.9.1 Allgemeines und Prinzip

Die SNaPshot-Analyse ist ebenfalls eine PCR-gestltzte Methode zur Detektion
von Einzelbasenabweichungen (single nucleotide polymorphisms). Zunachst
wird ein Abschnitt, der die zu untersuchende Lokalisation enthalt mittels PCR
amplifiziert. Mit einem Primer, der genau vor der interessierenden Base endet,
wird eine zweite PCR-Amplifikation durchgeflihrt. Da im PCR-Ansatz lediglich
Dideoxynukleotide eingesetzt werden, erfolgt nach dem ersten Baseneinbau ein
Amplifikationsstop. Somit entstehen Produkte, die die Lange des Primers plus
eine Base aufweisen. Die eingesetzten vier Dideoxynukleotide sind mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, so dass die PCR-Produkte
ahnlich wie bei einer Sequenzierung mit dem ABI-Prism 310 Genetic Analyzer
Version 1.0.2 durch das sequenzspezifische Farbsignal analysiert werden

konnen.
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2.2.9.6 SNaPshot-Primer

GI-GPx-Exon 2-Sequenz

5 ccacccactgtccacgcactttgtctttttcctcccctagGAGAACTGTCAGAATGAGGAGATC

CTGAACAGTCTCAAGTATGTCCGTCCTGGGGGTGGATACCAGCCCACCTT

CACCCTTGTCCAAAAATGTGAGGTGAATGGGCAGAACGAGCATCCTGTCT

SS-Gi-GPx-Ex.2.1S SS-GI-GPx-Ex.2.1AS
TCGCCTACCTGAAGGACAAGCTCCCCTACCCTTATGATGACCCATTTTCCC

TCATGACCCGATCCCAAGCTCATCATTTGGAGCCCTGTGCGCCGCTCAGA

TGTGGCCTGGAACTTTGAGAAGTTCCTCATAGGGCCGGAGGGAGAGCCCT

TCCGACGCTACAGCCGCACCTTCCCAACCATCAACATTGAGCCTGACATC

AAGCGCCTCCTTAAAGTTGCCATATAGatgtgaactgctcaacacacagatctcctactccat

ccagtcctgaggagccttaggatgcagcatgecttcaggagacactgetggac 3°

Name Sequenz (5-37) Position* Linge Temp
(bp)  (°C)
SS-GI-GPx- TACCTGAAGGACAAGCTCCCCTACC +169 bis +194
Ex. 2.1S Exon
26 50
SS-GI-GPx- CATGAGGGAAAATGGGTCATCATAA +196 bis +220
Ex. 2.1AS Exon

Tabelle 14: Primer fir SNaPshot-PCR.
*Positionsangaben beziehen sich auf Chu et al. 1996
S= Sense-Primer; AS= Antisense-Primer; Lange= Produktlédnge; Temp.= Annealing-Temperatur
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2.2.9.3 Reaktionsansatz

Zunachst erfolgte mit einem 50ul-PCR-Ansatz die Amplifizierung der DNA des
gesamten Genabschnitts, in dem ein Basenaustausch vermutet wurde (vgl.
2.2.6.2). Dazu wurde der ABI PRISM SNaPshotTM ddNTP-Primer Extension Kit
verwendet. 20yl des PCR-Amplifikats wurden anschliessend mittels Natrium-
Acetat-Ethanol-Fallung wie unter 2.2.1.4 beschrieben gereinigt und das Pellet in

20ul Wasser aufgeldst. Der Mix wurde nach dem folgenden Schema pipettiert.

Reagenz Menge

SNaPshot-Ready Reaction Premix 4ul

Sense-Primer
bzw. 1ul
Antisense-Primer (je Spmol/pl)

Ampuva 3ul

Summe 8ul

Tabelle 15: Pipettierschema fiir SNaPshot-Mix.

Der SNaPshot-Ready Reaction Premix enthalt fluoreszierende ddNTPs, Ampli
Taq Polymerase und Reaktionspuffer.
Zu den vorgelegten 8ul Mix wurden je 2ul gereinigtes DNA-Template pipettiert

und die Proben im Thermocycler unter folgenden Bedingungen amplifiziert:

Bedingungen
Denaturierung 96°C, 10 Sek.
Annealing 50°C, 5 Sek.
Extension 60°C, 30 Sek.
Kihlung 4°C
Zyklusanzahl 30

Tabelle 16: Thermocyclerbedingungen fir die SNaPshot-PCR.
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2294 Postextensionsverfahren
2.2.9.41 Aufreinigung der SNaPshot-PCR-Produkte

Im Post-Extensionsverfahren wurden die Proben dann von nicht gebundenen

fluoreszensmarkierten ddNTPs gereinigt, was nach diesem Protokoll erfolgte:

Verfahren Reagenz Bedingungen
Inkubation 0,5U Krabben alkalinische Phosphatase 37°C, 1h
Enzymdenaturierung 72°C, 15 Min.
Kihlung 4°C

Tabelle 17: Schema zur Weiterverarbeitung der SNaPshot-PCR-Produkte. Die verwendete
Phosphatase ist Bestandteil des ABlI PRISM SNaPshotTM ddNTP-Primer Extension Kit.

2.29.5 SNaPshot-Analyse

Die Vorbereitung der Proben fur die automatische Analyse erfolgte durch das
Zusammenpipettieren von 12ul TSR und 1,5ul DNA. Nach Denaturierung durch
5 minutiges Erhitzen bei 95°C und anschliessender kurzer Lagerung auf Eis
wurde die Analyse mit dem ABI-Prism 310 Genetic Analyzer Version 1.0.2.

durchgefuhrt. Das erhaltene Elektropherogramm ist unter 3.4.2 wiedergegeben.

2.2.10 Northern-blot
2.2.10.1 Allgemeines und Prinzip

Hierbei handelt es sich um ein Verfahren, mit dem unter Verwendung
radioaktivmarkierter Sonden spezifische RNA-Fragmente detektiert werden
kdénnen.

Dazu wird zunachst die zu untersuchende RNA elektrophoretisch aufgetrennt
und auf eine Nitrocellulosemembran uberfuhrt. Die Fixierung (cross-linkage)
erfolgt durch Bestrahlung mit UV-Licht (UV-Stratalinker). Nach Hybridisierung
der RNA-Strange mit radioaktivmarkierten Sonden kann dasjenige Fragment,
das eine zur Sonde komplementare Sequenz aufweist, autoradiographisch

visualisiert werden.
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2.2.10.2 Vorbereitung der cDONA-Sonden

Die radioaktive Markierung der bei der Northern-blot-Hybridisierung
verwendeten GI-GPx cDNA-Sonden erfolgte mit einem Readyprime random
labelling Kit und deoxy-{a-*P} CTP (110TBg/mmol) entsprechend den
Herstellerangaben. Anschliessend wurde die freie Aktivitat mit Sephadex G-50

Saulen entfernt.

2.2.10.3 Elektrophorese und blot

Die Auftrennung der wie unter 2.2.5 extrahierten RNA erfolgte mittels
Gelelektrophorese in  1%’igem denaturierendem Fomaldehyd-Agarosegel in
einer Flachbettapparatur, mit 1-fach MOPS als Laufpuffer. Das Gel setzte sich

wie folgt zusammen:

Reagenz Menge
Agarose 1,89
Ampuva 132mi
Ethidiumbromid (500pg/ml) 50ul
Formaldehyd (37%) 30ml

Tabelle 18: Zusammensetzung des RNA-Trenngels fir Northern-blot Analyse.

15ug der extrahierten RNA wurden dazu mit 15l Probenpuffer versetzt und flr
10 Min. bei 65°C im Wasserbad denaturiert. Die Zusammensetzung des

Probenpuffers lautet wie folgt:

Reagenz Menge
Formamid Tul
Formaldehyd (37%) 2,8ul
10-fach MOPS 2,1l
Ladepuffer 2yl

Tabelle 19: Zusammensetzung des Northern-blot Probenpuffers.
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Der Ansatz wurde mit Ampuva zum Endvolumen von 30ul aufgeflllt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 20V fir 16h, wonach das Gel fir 30 Min. gewassert
und photographiert wurde. Zur Grossenbestimmung der RNA-Fragmente diente
ein RNA-Basenleiter.

Die Ubertragung auf eine Nylonmembran (Hybond-N-Membran) erfolgte mittels
Kapillarblot entsprechend den Herstellerangaben mit 10-fach SSC als
Transferpuffer. Die RNA-Fixierung auf der Membran erfolgte durch UV-
Bestrahlung (UV-Strataliner 1800, Stratagene; 2 x 1200kJ). Bis zur
Durchfuhrung der Hybridisierung wurden die Blots in Frischhaltefolien bei -20°C

gelagert.

2.2.10.4 Hybridisierung und Waschung

Die Hybridisierung der blots mit den radioaktivmarkierten GI-GPx-cDNA-

Sonden erfolgte bei 65°C Uber Nacht in einer Hybridisierungslosung folgender

Zusammensetzung:

Reagenz Konzentration
5xSSC
Formamid 50%

1X Denhardt’s Reagenz

SDS 1%
Natriumphospat 20mM, pH 6,3
Denaturierte Lachssperma-DNA 100ug/ml
32P-radioaktivmarkierte cDNA 0,3MBg/ml

Tabelle 20: Hybridisierungspuffer fiir Northern-blots.

Anschliessend wurden die blots zur Entfernung Uberschissiger Radioaktivitat
mit SSC gewaschen, wobei der Salzgehalt des Waschpuffers schrittweise
erniedrigt wurde (1-, 0,5-, 0,1-fach SSC mit je 1% SDS). Zugleich wurde die

Temperatur jeweils um 2°C erhoht, bis ein Signal mit dem Handmonitor
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erkennbar wurde. Die Waschung wurde bis zu einer Aktivitat von ca. 20-30
counts fortgesetzt.

Zur Dokumentation wurden die blots in Kunststofffolien eingeschweisst und bei
-80°C in einer Autoradiografiekassette mit Verstarkerfolie auf einen Kodak X-o-
mat-Rontgenfiim flr 1-5 Tage exponiert. Das Hybridisierungssignal wurde

densitometrisch erfasst.
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2.3
2.31

Materialien
Chemikalien

Reagenz

Firma

Pufferbestandteile, Aufreinugungen, PCR, Verdau

Absoluter Ethanol

Agarose ultra PURE™

Aqua ad injectabilem (Ampuva)
Chloroform

dNTPs (2,5mM)

EDTA (0,5M; pH 8,0)
Ethidiumbromid (0,5ug/ml)

Gelatine

Gene Scan™-500-TAMRA™ size standard
Isopropanol

KCI (50mM)

Nonidet p40 (0,45%)
Phenol-Chloroform-Isoamyl (25:24:1)
Primer

Proteinase K

J.T.Baker

GIBCO BRL life technologies
Pharmacia

Merck

TaKaRa Biomedicals
Sigma

Sigma

Merck

PE Applied Biosystems
Roth

Roth

Sigma

Roth

Amersham Pharma Biotech
MWG Biotech AG

Roche Promega

SDS Sigma
Template Suppression Reagent (TSR) PE Applied Biosystems
Tris-HCI (1M) Sigma
Tween 20 Sigma
Xylol Roth
Zellkultur
DMEM= Vitacell Dulbeao’s Modified Eagle’s Medium  ATCC

PBS
Trypsin/EDTA (0,25% Trypsin, 0,05% EDTA)

GIBCO BRL life technologies
Seromed, Biochrom

Northern-blot

{a-"P}dCTP
MOPS
Sephadex G-50 Saulen

(110TBg/mmol) Amersham Pharmacia Biotech
Sigma

Amersham Pharmacia Biotech

Basenleiter

100Bp-DNA-Basenleiter
RNA-ladder (0,24-9,5kb)

GIBCO BRL life technologies
GIBCO BRL life technologies

Kits

ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kit
ABI| PRISM SNaPshot TM ddNTP-Primer extension Kit
Ampli Taq Gold

Herkulase™Enhanced DNA Polymerase

PE Applied Biosystems
PE Applied Biosystems
Perkin Elmer
PE Statagene

High Pure PCR Template Preparation Kit Roche
QIAmp DNA Blood Mini Kit QIAGEN
QIAquick™PCR Purification Kit QIAGEN
Readyprime random labelling Kit Roche

TaKaRa Ex TaqT'vI
Tag-DNA-Polymerase Kit
TRIzol-Reagenz

TaKaRa Biomedicals
Amersham Life Science
GIBCO BRL life technologies
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2.3.2 Puffer und Losungen

Puffer bzw. Lésung Zusammensetzung
Higuchi-Verdaupuffer KCI 50mM
50ml-Ansatz TrisHCI 10mM; pH8,3
(bei -20°C aufbewahrt) MgCl, 2,5mM
Gelatine 0,1mg/mi
Nonidet P40 0,45%

Tween 20 0,45%

10 x loading-buffer

(In 10ml Ampuva aufgenommen)

Glycerol 50%

0,5M EDTA 1mM; pH8,0
Bromphenolblau 0,25%
Xylencyanid 0,25%

Natrium-Acetat

Natrium-Acetat 3M

Ampuva
SSC NaCl 3M

Na-Citrat 0,3M
TAE Tris-Acetat 0,04M

EDTA 1mM; pH8,0
TBE Tris 1M

(Mit RNase freiem Wasser auf 1000ml aufgefillt)

Borsaure 0,9M
EDTA 0,5M; pH 8,0

TE-Puffer Tris-HCI 10mM
EDTA 1mM; pH 8,0

2.3.3 Gerate

Gerat Firma

ABI PRISM ™ 310 Genetic Analyzer Collection (Version

1.0.2)

Air-flow-Arbeitsbank (Hood)
BIO Photometer
DNA-Geldokumentation
Flachbettapparatur

Gelkammer LKB GPS 200/400;GNA 100; TBE-Gel

Gelkammer POWER PAC 300; TAE-Gel

GeneAmp® PCR-System2400
Heizblock

HS300 Saulen

Hybond-N Nylonmembranen

Perkin EImer

Hereus Sepatech GmbH
Eppendorf

Kodak Digital Science™1D
AGS

Pharmacia

BIO RAD

Perkin Elmer

Techne

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
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Hybridisierungsofen Biometra

Kodak X-omat Film Pakard Systems
Szintillator Ultima Gold Packard

UV-Lichttisch Hartenstein
UV-Stratalinker 1800 Stratagene

Vortexer Hartenstein

Waage Hartenstein
Zellkultur-Brutschrank Hereus Sepatech GmbH
Zentrifuge 28RS Hereus Sepatech GmbH

Es wurden Plastikwaren der Firmen Eppendorf, Sarstedt, Noras, Greiner und

Falkon verwendet.
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3
3.1

Ergebnisse
Patientendaten

Insgesamt wurden 74 Karzinome (61 Karzinome aus Paraffinmaterial, 13 aus

Kryogewebe) untersucht. Klinische Angaben zu den untersuchten Karzinomen
sind in Tabelle 21 aufgefuhrt.

Pat. Gewebe Alter Geschlecht Lokalisation Histologie Grad TNM
P1 P 52 F C.transversum Adenokarzinom G2 PT2NO
P2 P 55 F Sigma 2.T. ulzeriertes G2 PT4N3
Adenokarzinom
P3 P 74 M C.ascendens z.T. muzindses G2 PT2NO
Adenokarzinom
P4 P 34 M C.transversum Adenokarzinom G2 PT4NO
P5 P 66 F Sigma z.T.muzinéses G2 PT4N1MX
Adenokarzinom,
P6 P 56 M C.descendens Adenokarzinom G2 PT3NOM1
P7 P 66 M C. ascendens Adenokarzinom G2 PT3NO
P8 P 60 F Rektum Adenokarzinom G3 PT3N2MO
P9 P 73 M C.ascendens Adenokarzinom G2 PT2NO
P10 P 45 F C.descendens Adenokarzinom G2 PT3NOMX
P11 P 65 M C.ascendens ulzeriertes G2 PT3N1MX
Adenokarzinom
P12 P 66 M Sigma muzindses muzinds PT4NO
Adenokarzinom
P13 P 61 M Rektosigmoidaler ulzeriertes G2 PT4NO
Ubergang Adenokarzinom
P14 P 70 M Sigma Adenokarzinom G2 PT4N2
P15 P 22 M C.ascendens muzinos- muzinds PT4N3
siegelringzellhal-
tiges
Adenokarzinom
P16 P 74 M Sigma Adenokarzinom G2 PT3N1
P17 P 53 M C.ascendens Adenokarzinom G2 PT3NO
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P18

P19

P20

P21

P22

P23

P24

P25

P26

P27

P28

P29

P30

P31

P32

P33

P34

P35

P36

P37

P38

P39

41

70

46

81

85

75

74

84

53

88

78

90

65

77

58

68

79

69

64

77

51

76

Coecum

C.descendens
Coecum
Coecum

Coecum

Sigma
Sigma
Rektosigmoidaler
Ubergang
Sigma
C.ascendens
Sigma
Coecum
C.ascendens
Sigma
C.ascendens
Rektum
Sigma
C.descendens
Rektum
C.ascendens
Sigma

C.ascendens

Adenokarzinom

z.T. muzindses
Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

muzings-
siegelringzellhal-
tiges
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

muzinodses
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

muzinodses
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

muzinodses
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom
Adenokarzinom
Adenokarzinom
Adenokarzinom
muzindses

Adenokarzinom

tubultses
Adenokarzinom

G2

G2

G2

G2

G3

G2

G2

G3

G2

G3

G3

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

muzinos

G1

PT3N3M1

PT1NO

PT3bN3MO

PT4N1M1

PT3N2MX

PT2N1MX

PT2NOMX

PT4AN1MX

PT2N1MX

PT3NOMX

PT1NOMX

PT1NOMX

PT3NOMX

PT3N2MX

PT2NOMX

PT3N1MX

PT1INXMX

PT3N1MX

PT3N1MX

PT3NOMX

PT3NOMX

PTINOMX
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P40

P41

P42

P43

P44

P45

P46

P47

P48

P49

P50

P51

P52

P53

P54

P55

P56

P57

P58

P59

P60

P61

79

73

55

69

57

90

7

60

89

58

69

64

68

85

74

75

68

60

38

47

34

51

C.ascendens
C.ascendens
Sigma
Rektum
Rektum
Sigma
Coecum
Coecum
C.ascendens
Sigma

C.descendens

Coecum
Sigma
Sigma

C.ascendens

Rektum

Rektum

Rektum

Coecum

C.descendens
Ubergang Sigma-

C.descendens

C.ascendens

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

partiell
muzinodses
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

z.T. ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom
muzindses

Adenokarzinom

Adenokarzinom

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2-3

G2

G2

G3

G2

G2

G2

PT3NOMX

PT4N2M1

PT1NOMX

PT2NOMX

PT4N2MX

PT1NOMX

PT3NOMX

PT3NOMX

PT3NOM1

PT2NOMX

PT3NOMX

PT3N2MX

PT2NOMX

PT3N2MX

PT3N1MX

PT3NOMX

PT3N1MX

PT2N1MX

PT4N1MX

PT4NOMO

PT4NOMX

PT2NOMX
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P62

P63

P64

P65

P66

P67

P68

P69

P70

P71

P72

P73

P74

79

73

59

59

75

60

87

48

62

74

65

62

52

C. ascendens

Coecum

Sigma

Sigma

Rektum

Rektum

Coecum

Rektum

Rekum

C. descendens

C. traransversum

C. ascendens

C. descendens

Adenokarzinom

ulzeriertes, z.T.
muzinodses
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes, z.T.
muzinoses
Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

ulzeriertes
Adenokarzinom

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G2

G3

G2

G3

G2

G2

G2

PT3N2M1

PT3NOMX

PT3NOMX

PT2NOMX

PT3NOMX

PT3N2MX

PT2NOMX

PT3NOMX

PT2NOMX

PT3N1MX

PT4ANOMX

PT3NOMX

PT3N2MX

Tabelle 21: Klinische und histologische Angaben zu den untersuchten Kolonkarzinomgeweben, sowie

Daten zu den jeweiligen Patienten.

P1-P74: untersuchte Kolonkarzinomproben; Gewebe: Einbettung des untersuchten Materials; P:
Paraffingewebe; K: Kryogewebe; F: weiblich; M: mannlich
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Die Eckdaten zum untersuchten Patientenkollektiv und zur Histologie der

untersuchten Paraffin- und Kryogewebe sind im folgenden zusammengefasst:

Charakteristik alle untersuchten Gewebe  beide Exons komplett
sequenziert
Anzahl der bearbeiteten 74 63
Karzinome
Gewebeeinbettung Paraffin: 61; Kryo: 13 Paraffin: 50; Kryo: 13
Geschlechtsverteilung 28 Frauen, 46 Manner 24 Frauen, 39 Manner
Alter bei 65,3 Jahre (22-90 Jahre) 64,8 Jahre (22-90 Jahre)
Tumormanifestation
Tumorlokalisation Coecum: 11 Coecum: 10
C. ascendens: 18 C. ascendens: 15
C. transversum: 3 C. transversum: 3
C. descendens: 8 C. descendens: 6
Sigma: 19 Sigma: 17
Rektum: 15 Rektum: 12
Histologie G1:1 G1:1
G2: 62 G2: 52
G3:9 G3: 8
muzinos: 3 muzinos: 3

Tabelle 22: Klinische und histologische Daten der untersuchten Kolonkarzinomgewebe, sowie
zum untersuchten Patientenkolletkiv.

Zusatzlich  wurden  weitere 12  Kryogewebeproben mit jeweils
korrespondierender Normalschleimhaut mit Hilfe von Northern blot Analysen
untersucht. Die folgende Tabelle stellt die klinischen Daten zum untersuchten

Patientenkollektiv, sowie zu den Gewebeproben zusammen.
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Pat. Alter Geschlecht Lokalisation Histologie Grad TNM
1 59 M Rektum Adenokarzinom G2 PT2NOMO
2 71 F Coecum muzindses G3 PT3NOMO
Adenokarzinom
3 62 M C. ascendens Adenokarzinom G2 PT3NOMO
4 74 F Coecum muzinos G3 PT2NOMO
Adenokarzinom
5 74 M C. descendens Adenokarzinom G3 PT4NOMO
6 65 M Rektum Adenokarzinom G2 PT3N2MO
7 81 F C. ascendens Adenokarzinom G2 PT3NOMO
8 81 F Rektum z.T. muzindses G2 PT3NOMO
Adenokarzinom
9 86 F Coecum z.T. muzin6ses G2 PT2NOMO
Adenokarzinom
10 79 F C. ascendens Adenokarzinom G2 PT3N2M1
11 56 F Rektum tubulovilloses - -
Adenom
12 68 F Rektum Adenokarzinom G2 PT2N2MO

Tabelle 23: Klinische und histologische Angaben zu den in der Northern-blot Analyse
untersuchten Kolonkarzinomgeweben und einem Adenom (kryokonserviert), sowie Daten zu
den jeweiligen Patienten.
F: weiblich; M: mannlich

3.2 Ergebnisse der Untersuchungen zur Anderung der Expression der
gastrointestinalen Glutathionperoxidase GI-GPx im Rahmen der
kolorektalen Karzinogenese

3.2.1 Ergebnisse der Northern-blot Analyse zur Expression der GI-GPx-
mRNA in Kolonkarzinomzelllinien

Mit Hilfe von Northern-blot Analysen wurde die mRNA-Expression der GI-GPx

und TrxRa in den Kolonkarzinomzelllinien CaCo2, Colo 205, HCT15, HCT116

und LoVo untersucht. Die Hepatomzelllinie HepG2 wurde als GI-GPx-

Positivkontrolle verwendet. Als Referenz wurde die konstituionelle mRNA-

Expression der Glyzerolaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase GAPDH

untersucht.
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TrxR

T

Abb. 3: Northern-blot Analyse an den Kolonkarzinomzelllinien CaCo2, Colo 205, HCT 116,
HCT 15 und LoVo. Dargestellt ist die mRNA-Expression der GI-GPx, TrxR[]
(Thioredoxinreduktase [1), sowie GAPDH (Glyzerolaldehyd 3-Phosphat Dehydrogenase) in
diesen Zelllinien. SeP = SelenoproteinP (vgl. 1.5.5 C).

Es zeigte sich eine gesteigerte MRNA-Expression der GI-GPx in den Zelllinien
LoVo, Colo 205 und CaCo. In den Zelllinien HCT 116 und HCT 15 konnte
keine mMRNA-Expression der GI-GPx nachgewiesen werden. Dagegen konnte
in allen untersuchten Zelllinien eine mMRNA-Expression der TrxRa

nachgewiesen werden. Diese war in HCT 15-Zellen am starksten ausgepragt.

3.2.2 Ergebnisse der Northern-blot Analysen zur Expression der GI-GPx
mRNA in Kolonkarzinomen im Vergleich zu korrespondierender
gesunder Kolonschleimhaut

Kolonkarzinomgewebe mit korrespondierender Normalschleimhaut von 5

Kolonkarzinompatienten (1, 2, 3, 4, 5), die in Tabelle 23 aufgeflhrt sind

wurden ebenfalls mittels Northern-blot Analyse untersucht. Abb. 4 zeigt die

bei diesen Tumoren gefundene MRNA-Expression der GI-GPx und als

Referenz die mRNA-Expression der GADPH.
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1N 1C 2N 2C 3N 3C 4N 4C 5N 5C

S ERLE N
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TrxRa
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Abb. 4: Northern blot Analyse von 5 Kolonkarzinomgeweben mit korrespondierender
Normalschleimhaut (vgl. Tabelle 23). Dargestellt ist die MRNA-Expression der GI-GPx, TrxRa
und der GADPH. SeP = SelenoproteinP (vgl. 1.5.5 C).

N= Normalschleimhaut; C= Tumorschleimhaut

Das Gelbild zeigt exemplarisch bei 5 Patienten die mRNA-Expression der Gl-
GPx in Kolonkarzinomgewebe und korrespondierender Normalschleimhaut.
Die densitometrische Auswertung der Northern-blot Analyse an
Kolonkarzinomgewebe und korrespondierender Normalschleimhaut ergab fur
die mRNA-Expression der GI-GPx bei den einzelnen Geweben
unterschiedliche Tendenzen. Im Mittel kam es zu einer 1,33 +/- 4,75fachen (-
4,9 bis +13,4) Veranderung der mRNA-Expression im Tumorgewebe
verglichen mit der Normalmukosa. Abb. 5 gibt die densitometrisch erhobenen
Daten wieder. Dabei reprasentieren die Saulen die intraindividuelle
Abweichung der mRNA-Expression der GI-GPx im kolorektalen Karzinom im

Vergleich zur Normalschleimhaut desselben Patienten.
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20

x-fold decrease respective increase

-21,4

Abb. 5: Densitometrische Auswertung der mMRNA-Expression der GI-GPx in
Kolorektalkarzinomgewebe im Vergleich zur korrespondierenden Normalschleimhaut. Die
Balken stehen fur die intraindividuelle Abweichung der GI-GPx-mRNA-Expression im
Karzinomgewebe verglichen mit der korrespondierenden Normalschleimhaut desselben
Patienten.

5*: bei diesem Patienten konnte im Tumorgewebe keine GI-GPx-mRNA nachgewiesen
werden.

3.3 Ergebnisse der Immunhistochemie zur Proteinexpression der Gl-
GPx in kolorektalen Karzinomen im  Vergleich zu
korrespondierender gesunder Kolonschleimhaut

Die densitometrisch erhobenen Daten zur mRNA-Expression der GI-GPx im
kolorektalen Karzinom verglichen mit Normalmukosa wurden auch
immunhistochemisch bestatigt. Beispielhaft sich die Ergebnisse bei Patient 3
und 5 (3, 5) in Abb. 6 dargestellt.
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Protein expression in tissues of patient 3
(a) normal colon mucosa
(b) colon cancer tissue

Protein expression in tissues of patient 5
{(c) normal colon mucosa
(d) colon cancer tissue

Abb. 6: Immunhistochemische Untersuchung der GI-GPx-Proteinexpression an kolorektalem
Karzinom und korrespondierender Normalmukosa bei P3 und P5.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Florian et al. wurden
immunhistochemische Untersuchungen an Kolonkarzinomgeweben
hinsichtlich der Verteilung der GI-GPx im Normal- und Tumorgewebe
durchgefuhrt. Es zeigte sich in kolorektalen Adenomen eine
Expressionssteigerung des GI-GPx-Proteins mit einer charakteristischen
perinukledren Anordnung. Intranukledr war kein Signal zu erhalten. Bei
kolorektalen Karzinomen war das GI-GPx-Signal eher diffus Uber das

gesamte Zytoplasma verteilt und massig ausgepragt.
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3.4 Ergebnisse der Untersuchungen zum Auftreten genetischer
Alterationen im GI-GPx Gen wahrend der kolorektalen
Karzinogenese

3.4.1 Ergebnisse der Sequenzierung des GI-GPx Gens

3.4.1.10bersicht iiber die Anzahl der Karzinome, in denen eine
erfolgreiche Amplifikation und Sequenzierung des GI-GPx Gens
gelang.

Die Amplifikation des GI-GPx Gens erfolgte in 4 Uberlappenden Abschnitten
(Abschnitte GI-GPx 1.1; GI-GPx 1.2; GI-GPx 2.1; GI-GPx 2.2: vgl. Abb. 2 ).
Von insgesamt 73 untersuchten Karzinomen gelang die Amplifikation und
Sequenzierung der kompletten kodierenden Sequenz bei 63 Karzinomen (50
Paraffingewebe, 13 Kryogewebe). Von den Ubrigen Karzinomen war die

Amplifikation und Sequenzierung nur einzelner Abschnitte moglich (vgl.

Tabelle 24).
Exonabschnitt GI-GPx 1.1 GI-GPx 1.2 GI-GPx 2.1 GI-GPx 2.2
69 65 65 64
Exon GI-GPx 1 GI-GPx 2
64 63
Gen GI-GPx
63

Tabelle 24: Ubersicht tber die Anzahl der Karzinome, in denen von den insgesamt 74
untersuchten Kolonkarzinomgeweben eine erfolgreiche Sequenzierung der einzelnen
Exonabschinitte, der beiden Exons bzw. des gesamten GI-GPx-Gens gelang.

Exonabschnitt: nur das jeweilige Teilexon konnte erfolgreich sequenziert werden

Exon: nur das GI-GPx Exon 1 bzw. Exon 2 konnte erfolgreich sequenziert werden

Gen: das gesamte GI-GPx Gen konnte erfolgreich sequenziert werden

3.41.2 Im Rahmen der Kolonkarzinogenese treten keine
Mutationen im GI-GPx Gen auf.

Die Sequenzanalyse der untersuchten Kolonkarzinome ergab Kkeine

Mutationen im GI-GPx Gen. Somit erscheinen die beobachteten

Expressionveranderungen der GI-GPx in Kolonkarzinomen bzw. in Adenomen

im Vergleich zu korrespondierender normaler Kolonschleimhaut nicht durch

Mutationen bedingt.
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Bei den durchgefuhrten molekulargenetischen Untersuchungen wurden
jedoch drei Polymorphismen gefunden, die bisher nicht beschrieben waren.
Diese Polymorphismen wurden sowohl im Tumorgewebe, als auch in der
korrespondierenden Normalschleimhaut nachgewiesen. Sie sind im folgenden

charakterisiert.
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3.41.3 Polymorphismus im Exon 1 des GI-GPx Gens

Im Exon 1 des GI-GPx Gens wurde ein Polymorphismus im Codon 51
(AAC—AAT) nachgewiesen. Dieser Polymorphismus flihrt jedoch nicht zu

einem Aminosaurenaustausch (Asparaginsaure).

DNA CAG CTC AAC GAG CTG bekannte Sequenz
Protein Gln Leu Asn GIn Leu
DNA CAG CTC AAT GAG CTG Polymorphismus
Protein GIn Leu Asn GIn Leu
CCC2GC TCAANGAGC TGCAAT ATT GCAGC TCATT GAGCTGGGTGA.

0T N

Karzinomgewebe Normalgewebe

(Reverse-Sequenz)

68



Ergebnisse

3414 Polymorphismus im Intron 1 des GI-GPx-Gens

Im Intron 1 des GI-GPx Gens wurde ein weiterer Polymorphismus identifiziert.
Hierbei handelt es sich um einen TAA—AAA Polymorphismus 19 bp 3’ zum
Exon 1. Interessanterweise wurde die Position dieses Polymorphismus bereits
beschrieben, die Art des Basenaustausches jedoch nicht naher charakterisiert
(Chu et al., Genomics 1996).

DNA: TCC TTG TAA TGC ACC bekannte Sequenz

DNA: TCC TTG AAA TGC ACC  bekannter Polymorphismus

Tt Tﬁ - rop ﬂ %70

Karzinomgewebe Normalgewebe
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3415 Polymorphismus im Exon 2 des GI-GPx Gens

Im Codon 103 des GI-GPx Gens fand sich ein weiterer, bislang unbekannter
Polymorphismus. Hierbei handelt es sich um einen CCT—CTT
Basenaustausch, der zum Austausch der hydrophilen Aminosaure Prolin

gegen die aliphatische Aminosaure Leucin fuhrt.

DNA: CCC TAC CCT TAT GAT bekannte Sequenz
Protein:. Pro Tyr Pro Tyr Asp

DNA: CCC TAC CTT TAT GAT Polymorphismus

Protein: pro  Tyr  Leu Tyr Asp

TCOCCT ACCINT TATCATEACC ANGCCTCOCCT ACCTT T ATGATGRC
180 1920 170 180 190

Karzinomgewebe Normalgewebe
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Die gefundenen Polymorphismen, ihre Lokalisation und ihre Auswirkung bzgl.

eines Aminosaurenaustausches stellt Tabelle ... zusammen.

GI-GPx Exon 1 GI-GPx Intron 1 GI-GPx Exon 2
Position Codon 51 19 bp 3" von Exon 1 Codon 103
Polymorphismus AAC > AAT TAA —» AAA CCT > CTT
Aminosadureaustausch stumm - Prolin - Leucin

Tabelle 25: Darstellung der bei der Untersuchung von 74 Kolonkarzinomgeweben
gefundenen Polymorphismen hinsichtlich ihrer Position, Art und Auswirkung auf die codierte
Aminosaure.

3.4.2 Haufigkeit der identifizierten Polymorphismen in den untersuchten
Kolonkarzinomgeweben

Der Polymorphismus im GI-GPx Exon 1 konnte bei der Sequenzierung des
Exonteilabschnitts GI-GPx 1.2 identifiziert werden. Die Sequenzierung dieses
Exonteilbereichs gelang bei insgesamt 65 Proben (vgl. Tabelle 21). Der
Basenaustausch AAC—AAT des Codon 51 wurde dabei in nur einer
Karzinomprobe gefunden (P59, Tabelle 21). Er konnte auch in der
korrespondierenden Normalschleimhaut des Patienten nachgewiesen werden.
Da dieser Basenaustausch zu keinem Aminosdurenaustausch im Protein
fuhrt, wurde die Frequenz des Polymorphismus in den Blutproben von

gesunden Probanden und Kolonkarzinompatienten nicht weiter untersucht.

Der im Intron 1 des GI-GPx Gens identifizierte Polymorphismus wurde
ebenfalls bei der Sequenzierung des Exonteilabschnitts GI-GPx 1.2 gefunden.
Hierbei handelt es sich um einen TAA—AAA Polymorphismus 19 bp 3’ zum
Exon 1. Von den 65 Karzinomen, in denen sich dieser Genabschnitt
erfolgreich sequenzieren lief3, fand sich der Polymorphismus lediglich in einer
Probe (P1, Tabelle 21). Der Basenaustausch konnte auch in der
korrespondierenden Normalschleimhaut nachgewiesen werden. Die Frequenz
dieses Basenaustausches wurde ebenfalls nicht weiter in Blutproben von
gesunden Probanden und Kolonkarzinompatienten untersucht, da es sich um

einen Austausch im Intron handelt.
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Der dritte gefundene Polymorphismus im Codon 103 des GI-GPx Exon 2
konnte durch Sequenzierung des Exonteilabschnitts GI-GPx 2.1 identifiziert
werden. Die erfolgreiche Sequenzierung dieses Abschnitts gelang bei 65
Proben (vgl. Tabelle 21). Der Basenaustauch CCT—CTT fuhrt zum Austauch
der hydrophilen Aminosaure Prolin gegen die aliphatische Aminosaure
Leucin. Dieser Polymorphismus konnte in zwei Karzinomproben und der
jeweils korrespondierenden Normalmukosa nachgewiesen werden (P2 und
P12, Tabelle 21). Der in den beiden Paraffingeweben nachgewiesene
Polymorphismus lie® sich mit der SNaPshot-PCR-Methode bestatigen. Abb. 7

zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung.

L

Homozygote Probe

(Tumorgewebe)
I

] GT

L

Heterozygote Probe
(Polymorphismus)

Abb. 7: SNaPshot-Analyse der Proben P2. Der im Karzinomgewebe gefundene heterozygote
Polymorphismus (untere Abb.) CCT — CTT (vgl. 3.4.1.5) konnte auch in der
korrespondierenden Normalschleimhaut nachgewiesen werden. Die obere Abb. zeigt den
homozygoten Genlokus bei einem Tumorgewebe

Die Frequenz dieses Polymorphismus wurde durch die SNaPshot-PCR in
insgesamt 372 Blutproben von 187 gesunden Probanden und 185
Kolonkarzinompatienten weiter untersucht (vgl. 3.4.3).

Die Haufigkeit der gefundenen Polymorphismen in den jeweils untersuchten

Kolonkarzinomgewebeproben sind in Tabelle 25 zusammengestellt.
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GI-GPx Exon 1 GI-GPx Intron 1 GI-GPx Exon 2

Codon 51 19Bp 3" von Exon 1 Codon 103
Exonteilabschnitt GI-GPx 1.2 GI-GPx 1.2 GI-GPx 2.1
Gesamtanzahl n=65 n=65 n=65
W/W 64 (98,4%) 64 (98,4%) 63 (96,8%)
W/P 1(1,6%) 1(1,6%) 2 (3,2%)
P/P - - -
Tabelle 26: Haufigkeit der gefundenen Polymorphismen in den untersuchten

Kolonkarzinomgeweben.

Exonteilabschnitt: Bei der Sequenzierung dieses Exonabschnitts (vgl. jeweils Tabelle 24)
wurde der Basenaustausch identifiziert.

Gesamtanzahl: Die Anzahl der fiur das jeweilige Exonteilabschnitt erfolgreich sequenzierten
Proben.

W/W: homozygoter Wildtyp; P/P: homozygoter Polymorphismus; W/P: heterozygotes Allel

3.4.3 SNaPshot-Analyse an Blut-DNA zur Haufigkeitsverteilung des
gefundenen Pro103Leu Polymorphismus

Insgesamt wurden 372 Blutproben, davon 187 von gesunden Probanden und
185 von Patienten mit einem Kolonkarzinom mittels der sog. SNaPshot

Methode (vgl. 2.2.9) untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 27 dargestellt:

Polymorphismus Kontrolligruppe Kolonkarzinompatienten
Pro103Leu n=187 n=185

WIwW 179 (95,7%) 178 (96,2%)

W/P 8 (4,3%) 7 (3,8%)

P/P - -

Tabelle 27: Haufigkeit des im GI-GPx Exon 2 gefundenen Polymorphismus (Pro103Leu) bei
insgesamt 372 Blutproben (187 von gesunden Probanden, 185 von Kolonkarzinompatienten)
mittels der SNaPshot-Methode.

W/W:  homozygoter Wildtyp; P/P: homozygoter Polymorphismus; W/P: heterozytoter
Polymorphismus

3.4.4 Untersuchungen an Zelllinien

Nach der molekulargenetischen Sequenzanalyse der beiden Exons GI-GPx 1
und 2 an mikrodisseziertem Kolonkarzinomgewebe aus Paraffin- und
Kryogewebe, wurden auch Kolonkarzinom-Zelllinien auf das Vorliegen von

Mutationen bzw. Polymorphismen untersucht. Hierbei wurden entsprechend
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den beiden Tumorentstehungstheorien (vgl. 1.3.3.1; 1.3.3.2) Zelllinien
ausgewahilt, die den Tumorsuppressor- bzw. Mutator-Pathway
reprasentieren. Bei der Untersuchung dieser Zelllinien ergaben sich ebenfalls
keinerlei Mutationen. Es waren im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der
Sequenzierung von Kolonkarzinomproben aus Paraffin- und Kryogewebe

auch keine Polymorphismen auffindbar.

Zelllinie GI-GPx
CaCo2 W/w
Colo 205 W/wW
HCT 116 W/wW
HCT 15 W/wW
LoVo W/W

Tabelle 28: Pro103Leu-Polymorphismus im GI-GPx Exon 2 in den Kolonkarzinomzelllinien
CaCo2, Colo 205, HCT 116, HCT 12 und LoVo. Alle untersuchten Zelllinien zeigten an
diesem Lokus homozygot das Wildtypallel.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren haben zahlreiche epidemiologische (Clark, 1993; Dworkin,
1988; Ghadirian, 2000; Jansson, 1985; Russo, 1997; Schrauzer, 1977),
tierexperimentelle (ElI-Bayoumy, 1995; Feng, 1999; Jao, 1996; Nelson, 1996;
Soullier, 1981; Yan, 1999) und interventionelle Studien (Clark, 1996) darauf
hingewiesen, dass Selen moglicherweise eine protektive Rolle bei der

Entstehung von kolorektalen Karzinomen spielt (vgl. 1.5.3).

In diesem Zusammenhang konnte in der kolorektalen Mukosa gesunder
Probanden eine hohe Expressionsrate der Selenoproteine SeP und GI-GPx
festgestellt werden (Mork, 1998). Es wurde angenommen, dass diese beiden
Selenoproteine durch die Reduktion des oxidativen Stress im Gewebe der

Entstehung von Karzinomen entgegenwirken kdnnen.

Untersuchungen hinsichtlich der Expression dieser beiden Selenoproteine in
kolorektalen Adenomen verglichen mit der korrespondierenden Normalmukosa
zeigten, dass es im Adenom fir das SeP zu einer Abnahme und fir die GI-GPx

zu einer Zunahme der Expression kommt (Mork, 2001).

Auch immunhistochemische Untersuchungen an kolorektalen Adenomen und
Karzinomen beziuglich des Expressionsmusters der GI-GPx ergaben
bemerkenswerte Ergebnisse. So konnten Florian et al. kirzlich zeigen, dass es
in kolorektalen Adenomen sowohl zu einer Steigerung der mRNA-Expression
kommt, als auch zu einer Umverteilung des GI-GPx-Proteins in der Zelle:
charakteristischerweise ist das Protein perinuklear lokalisiert ohne intranukleare
Signale. In kolorektalen Karzinomen ist das immunhisochemische Signal diffus
und weniger intensiv, was fur die Verteilung des Proteins Uber das gesamte

Zytoplasma spricht (Florian, 2001).

Der Mechanismus fur die gefundenen Veranderungen der mRNA- und

Proteinexpression der GI-GPx in kolorektalen Adenomen und Karzinomen ist

75



Diskussion

bisher nicht bekannt. Genetische Alterationen oder Veranderungen der

Transkription konnten beispielsweise ursachlich beteiligt sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die GI-GPx-mRNA-Expression in 11
kolorektalen Karzinomen und einem kolorektalen Adenom untersucht. Es zeigte
sich eine variable Expression, anders als die gefundene deutliche Abnahme in
kolorekalen Adenomen (Mork, 2001). Die mRNA-Expression ging dabei
konform mit der Proteinexpression in der Zelle. Mdglicherweise kommt es bei
weiterer Progression des Tumors entlang der Adenom-Karzinom-Sequenz zu

einer Reduktion der Gentranskription.

Es konnten bei der Sequenzierung des gesamten codierenden Abschnitts des
GI-GPx-Gens mit den jeweils angrenzenden Intronarealen keine Mutationen in
kolorektalen Karzinomen nachgewiesen werden. Die veranderte Expression der
GI-GPx scheint somit nicht auf genetischen Alterationen zu basieren. Ob etwa
Mutationen im Promoter, im 3’untranslatierten Bereich des GI-GPx-Gens mit
dem fur den Seleneinbau essentiellen SECIS-Element oder etwa
Veranderungen der Regulationsmechanismen durch  Zytokine und
Transkriptionsfaktoren fur die gefundenen Expressionsmuster der GI-GPx in
kolorektalen Adenomen und Karzinomen verantwortlich sind bleibt weiter zu

untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass es entlang der kolorektalen Karzinogenese in
kolorektalen Adenomen und Karzinomen zu keiner generellen Reduktion der
Selenoproteinexpression und zu keinem kompletten Funktionsverlust kommt.
Dies legt eine individuelle Regulation der einzelnen Selenoproteine im

Organismus nahe.

Im Rahmen der durchgefuhrten Untersuchungen an Geweben von kolorektalen
Karzinomen mit korrespondierender Normalmukosa, sowie an Blutproben von
Kolonkarzinompatienten und gesunden Probanden als Kontrollgruppe konnten

keine Mutationen im codierenden Abschnitt und den angrenzenden
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Intronarealen des GI-GPx-Gens nachgewiesen werden. Es fanden sich aber

neue, bisher noch nicht charakterisierte Polymorphismen.

Der Pro103Leu-Polymorphismus im Exon 1 des GI-GPx-Gens erwies sich zwar
als selten, fihrt aber zum Austausch einer hydrophilen Aminosaure gegen eine
aliphatische. Die Ladung und dreidimensionale Struktur der neu eingebauten
Aminosaure sind somit ebenfalls verschieden, so dass es zu einer Veranderung
der Funktion des GI-GPx-Proteins fluhren konnte. Allerdings zeigten sich
hinsichtlich der Haufigkeit des gefundenen Polymorphismus im Karzinom- und
Normalgewebe keine Unterschiede, so dass es moglicherweise nicht mit der

kolorektalen Karzinogenese in Verbindung steht.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die mRNA-Expression der GI-GPx in
kolorektalen Karzinomen ein variables Muster aufzeigt und dass im GI-GPx-
Gen keine Mutationen nachgewiesen werden konnten, die die veranderten
Expressionsmuster erklaren konnten. Dies legt nahe, dass es wahrend der
kolorektalen Karzinogenese zu keiner generellen down-Regulation aller
Selenoproteine kommt, sondern dass es wohl individuelle
Regulationsmechanismen fur die einzelnen Selenoproteine gibt.

Es wurde ein Polymorphismus gefunden, der zum Aminosaureaustausch im
Protein fuhrt. Allerdings ist seine Inzidenz bei Patienten mit kolorektalem
Karzinom verglichen mit gesunden Probanden der Kontrollgruppe nicht
signifikant erhoht. Somit scheint dieser Polymorphismus keine wesentliche
Rolle bei der kolorektalen Karzinogese zu spielen. Wie Selen bei der
Entstehung von kolorektalen Karzinomen seine eingangs erwahnte protektive

Wirkung entfaltet bleibt weiterhin unklar.
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