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Zusammenfassung

Das essentielle Spurenelement Selen (Se) wird als einziges Spurenelement iiber den genetischen Code als Bestand-
teil der 21. proteinogene Aminosédure Selenocystein (SeCys) in eine kleine Gruppe von Proteinen eingebaut. Als
Bestandteil des aktiven Zentrums dieser Selenoproteine ist Se bzw. SeCys essentiell fiir deren Funktion. Die Bio-
synthese der Selenoproteine ist durch eine Reihe von Besonderheiten gekennzeichnet, so z.B. durch eine hierar-
chisch abgestimmte Versorgung der unterschiedlichen Organe mit dem limitierenden Spurenelement bzw. durch
eine hierarchische Versorgung der einzelnen Selenoproteine wihrend ihrer Biosynthese. Fiir die biologische Ver-
wertung und Verteilung ist das Selenoprotein SePP von zentraler Bedeutung. Transkriptomanalysen haben aufge-
zeigt, dass gerade in Tumoren die Expression von SePP stark erniedrigt ist. In dieser Arbeit wurde untersucht,
inwieweit der Verlust von SePP einen kausalen Einfluss auf die Tumorigenese nimmt. Hierzu wurden zwei trans-
gene Mausmodelle verkreuzt: zum einen Miuse mit einem partiellen bzw. kompletten genetischen Verlust der
SePP-Expression und zum anderen Méause mit einer Mutation im APC-Tumorsuppressorgen, welche multiple in-

testinale Neoplasien (Min) auslost und als Paradigma in der experimentellen Darmkrebsforschung dient.

Der komplette Verlust des SePP-Gens bewirkte eine stark erhohte Tumorrate im Diinndarm der APCmin-M4use.
Hierdurch konnte SePP als neuer wichtiger Modulator der APC-abhéngigen Tumorigenese etabliert werden. Inte-
ressanterweise geniigte bereits der Verlust eines einzelnen SePP-Allels, um mehr, grofere und weniger differen-
zierte Adenome im Diinndarm entstehen zu lassen. Diese Beobachtung deutet auf einen entscheidenden Gen-
Dosis-Effekt von SePP fiir die intestinale Tumorigenese hin und kdnnte damit als weiteres sinnvolles Kriterium zur
Feindiagnostik von Darmkrebs dienen. Die molekularbiologischen Untersuchungen der Tumore lassen eine Akti-
vierung von Zellzyklus-, Angiogenese- und Akutphaseprozessen vermuten. Hierdurch und {iber die erhdhte Pro-
duktion von Wachstumsfaktoren kann die vermehrte Tumorigenese bei SePP-Mangel erklirt werden. Weitergehend
konnte auch der Darm, ungeachtet seiner primiren Rolle bei der Selenaufnahme, als abhingig von einer reguliren
SePP-Expression erkannt werden. Somit stellt sich SePP als zentraler Vermittler des Selenmetabolismus dar, und
konnte auf lange Sicht als funktioneller Biomarker des Selenstatus fiir die individuelle Risikoabschitzung etabliert

werden.



Abstract

Selenium (Se) is the only trace element which is encoded in the genome as the 21st proteinogenic amino acid se-
lenocystein (Sec). Se is essential for the catalytic activity of the small group of Sec-containing selenoproteins. The
biosynthesis of this group of extraordinary proteins is characterized by several specialities, e.g. the distribution of
Se differs between the organs giving rise to a hierarchical biosynthesis of the selenoproteins and there is an intra-
cellular hierarchy of selenoprotein biosynthesis in times of Se depletion. One particular selenoprotein is of central
importance for the organification and trafficking of Se within the organism, i.e., Selenoprotein P (SePP). From
transcriptome analyses it was deduced that this Se transport protein is markedly reduced in tumours of several

origins.

The aim of this thesis was to elucidate whether SePP has a causal impact on the tumourigenesis within the intesti-
nal tract. For this purpose, the SePP-KO mouse model with a genetically impaired SePP expression was crossed
with the well-established APCmin intestinal tumour model. A stop mutation in the APC tumour suppressor gene

causes multiple intestinal neoplasias (Min) in these mice.

The combined deletion of SePP caused a sharp increase in tumour incidence in the small intestines of APCmin
mice. Interestingly, even the inactivation of only one SePP allele was sufficient to induce more and less well differ-
entiated adenomas in the small intestine. These results indicate that SePP acts as an important modulator of APC
dependent tumorigenesis in a gene dose dependent manner. In the long run, SePP might turn out as another valu-

able biomarker to estimate the individual cancer risk.

From a mechanistic point of view, the transcriptome analyses indicate that an impaired SePP expression favors cell
cycle progression, angiogenesis and acute phase response. In addition, an elevated production of growth factors in

response to SePP deficiency might contribute to the phenotype of bigger and more undifferentiated tumours.

Additional analyses of the intestines revealed that the intestinal tract is dependent on a regular SePP expression in
order to synthesise its regular set of selenoproteins even so it represents the prime organ of Se absorption. There-
fore, SePP represents a central Se transport and storage protein also within the intestinal tract, highlighting its es-

sential role to preserve health and regular Se metabolism.
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SBP2 SECIS-bindende Protein 2

SDS Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)
Se Selen

Sec, SeCys Selenocystein

Ser Serin
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1 Einleitung

1.1 Chemische Eigenschaften des Selens

Das Halbmetall Selen (Se; Ordnungszahl: 34; Molekularmasse: 78,96 g/mol) reiht sich im Periodensystem der
Elemente in die Gruppe der Chalkogene (VI. Hauptgruppe, bzw. 16. Gruppe nach IUPAC) ein. Seine chemischen
Eigenschaften bedingen, dass es in der Natur kaum gediegen vorliegt. Aufgrund der chemischen Ahnlichkeit von
Schwefel und Selen ist es zumeist Begleitmineral schwefelhaltiger Erze. So isolierte der schwedische Chemiker
Jons Jakob Freiherr von Berzelius das Element 1817 erstmals aus dem Anodenschlamm einer Schwefelsédurefabrik.
In Anlehnung an den Namen eines weiteren Chalkogens, dem nur wenige Jahre zuvor entdeckten Element Tellur
(Erdgottheit, lat. Tellus), wurde das silbergrau schimmernde Element nach der Mondgéttin (griech. Selene) be-

nannt.

Selen kommt wie Schwefel in mehreren Modifikationen vor und findet sich in unterschiedlichen Oxidationsstufen.
Im Mineral iiberwiegt das Selenid (Oxidationsstufe -1I), nach Verbrennung entsteht an der Luft Selendioxid (SeO2,
Oxidationsstufe +1V), welches sich in Wasser zur selenigen Sdure (H2SeO3) 16st und zur Selensdure (H2SeO4,
Oxidationsstufe +VI) oxidiert werden kann. Generell dhnelt die chemische Reaktivitit von Selen der des benach-
barten Schwefels, allerdings ist die Oxidationsbereitschaft etwas geringer. Interessanterweise dndern einige Modi-
fikationen des Selens ihre elektrische Leitfahigkeit durch externe Belichtung, zeigen also einen photovoltaischen
Effekt, der in der Halbleiterindustrie breite Anwendung gefunden hat. In der Erdkruste z&hlt es mit ca. 1-10 ppm zu
den cher seltenen Mineralien, vergleichbar in etwa dem Iod oder Silber. Jedoch unterscheiden sich verschiedene
Regionen stark im Selengehalt des Bodens, was sich auf die dort angebauten landwirtschaftlichen Produkte aus-
wirkt (Combs, 2001b). So wird der europdische Raum als nur schlecht versorgtes Gebiet angesehen, ein Umstand,
dem bislang nur Finnland durch die Einfithrung einer systematischen Anreicherung von Selen im Mineraldiinger
Rechnung getragen hat (Combs, 2001b; Varo et al., 1988). Als potentielle Ursache werden sowohl der pH-Wert des
Bodens als auch die durch die Eiszeit bedingten glazialen Erosionen diskutiert (Combs, 2001b).

1.2 Biologische Bedeutung des Selens

Das Spurenelement gelangt als anorganisches Selen (Selenat, Selenit, Selenid) {iber die Pflanzen in die Nahrungs-
kette. Abhéngig von der im Boden enthaltenen Selenkonzentration und vom pH-Wert variieren die durch Pflanzen
aufgenommen Mengen erheblich (Combs, 2001b; Rayman, 2000). Neben Europa gelten auch der Osten und Nor-
den Asiens als Selenmangelgebiete, was sich auf die Selengehalte der dortigen pflanzlichen Produkte und folglich
auf die Nutztiere und Menschen auswirkt. Hingegen versorgen grof3e Teile Nordamerikas ihre Bevolkerung mit
suffizienten Selenmengen, da in den agrarintensiven Regionen selenreiche Boden vorherrschen (Combs, 2001b).
Gebiete endemischer Seleniiberversorgung sind in Teilen Chinas bekannt. Hier kann es im Zuge von Selenvergif-
tungen (Selenosen) bei den Bewohnern nach chronisch erhdhter Zufuhr zu Haarausfall und sich auflosenden Na-
geln an Hinden und FiiBen kommen (Combs, 2001b). Ahnliche Symptome wurden bereits im 13. Jahrhundert von
Marco Polo auf seiner Reise durch Asien bei seinen Lasttieren beschrieben. Auch aus der amerikanischen Ge-

schichte sind solche Selenosen bekannt, hier hdufig bei Kavallerie-Pferden, welche in extrem selenreichen Gegen-



den grasten und darauthin Huferweichung, Haarausfall und Gewichtsverlust entwickelten (Ullrey, 1992). Heutzu-
tage wird diesem Umstand weitgehend Rechnung getragen, und Selenosen werden zunehmend seltener. Allerdings
gibt es immer wieder sporadische Félle durch falsch kalkulierte Supplementation, Industrieunfille oder versuchte
Homi- oder Suizide (Hunsaker et al., 2005; Ruta and Haider, 1989; See et al., 2006; Spiller and Pfiefer, 2007). Eine
aktuelle Studie verweist auf den Zusammenhang von jahrelanger Selen-Supplementation und erhéhtem Typ2-

Diabetes-Risiko, allerdings ist dieser Befund noch nicht unabhéngig verifiziert worden (Stranges et al., 2007).

Demgegeniiber werden zu geringe Selenspiegel mit einer Pradisposition filir eine Reihe von Zivilisations- und
Infektionskrankheiten in Verbindung gebracht (Rayman and Rayman, 2002). Fiir die Manifestation der endemisch
auftretenden Krankheiten Kashin-Beck-Disease (eine degenerative Gelenkentziindung) und Keshan-Disease (eine
Kardiomyopathie) wird eine geringe Selenzufuhr als kausale Voraussetzung angesehen (Kohrle et al., 2000). Hier
konnte der Abhéngigkeit des Immunsystems vom Selenstatus die entscheidende Rolle zukommen, aber die genau-

en molekularen Zusammenhénge sind noch nicht hinreichend bekannt.

Heute wissen wir, dass eine ausreichende Versorgung mit diesem Spurenelement fiir die menschliche Gesundheit
von aullerordentlicher Bedeutung ist. Selen stellt einen essentiellen Bestandteil der Erndhrung dar, und es dient als
potentiell hilfreiche Ergéinzung in der Pravention und Therapie bestimmter Krankheiten. Die korperliche und geis-
tige Entwicklung, die Gehirnfunktion, der Schilddriisenhormonmetabolismus, das Herz-Kreislaufsystem, die
ménnliche Fertilitdt und ein effektives Immunsystem sind direkt selenabhéngig und zeigen Funktionsbeeintriachti-
gungen, wenn ein ausgepragter Selenmangel vorliegt (Rayman, 2000). Entsprechend hat Selen eine auBlerordentli-
che Wandlung in der allgemeinen Wertschiatzung vom Gift zum essentiellen Spurenelement mit gesundheitsfor-

dernden Eigenschaften durchgemacht (Abbildung 1.1).

Abbildung 1.1: Cartoon zur sich verdndernden Wertschdtzung von Selen im Wandel der Zeit: Wahrend Selen in
den 30er und 40er Jahren durch seine Nidhe zum Arsen iiberwiegend als potentiell toxisches Element wahrgenom-
men wurde, dnderte sich das Bild mit der Identifizierung seiner Essentialitdt und Bedeutung als Selenoprotein
schlagartig. Heutzutage iiberwiegt die Betrachtung von Selen als antioxidativem Nahrungssupplement und poten-

tiellem Chemopraventivum (Vernie, 1984).

Die nutritive und therapeutische Breite einer optimalen Selenversorgung ist eng gesteckt. Die empfohlene tdgliche
Aufnahme tiber die Nahrung betrégt ca. 70 pg Se/Tag (Se/d) (Kohrl, et al., 2000). Bereits bei der zehnfachen Men-
ge sind deutliche, aber offensichtlich weitgehend reversible, Vergiftungserscheinungen zu verzeichnen. Die LDs,

von l6slichen Selenverbindungen ist in dhnlichen Gréflenordungen anzusetzen wie die seines Nachbarn im Perio-



densystem der Elemente, dem Arsen (Hughes, 2002). Dieses Wissen um das toxische Potenzial wurde erstmals in
den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts beschrieben. Wenig spiter konnten auch karzinogene Eigenschaften bei
Uberdosierung nachgewiesen werden. Dieses negative Bild relativierte sich erst Ende der 50er Jahre. Schwarz und
Foltz konnten durch Gabe verschiedener selenhaltiger Verbindungen (im ppm-Bereich) im Versuchstier eine Vita-
min E-Mangel induzierte Lebernekrose verhindern (Schwarz and Foltz, 1958). Eine biologisch funktionelle Form
des Selens wurde in den 70er Jahren des 20. Jahrhunderts beschrieben. Die Gruppe um L. Flohé konnte zeigen,
dass Selen integraler Bestandteil der Glutathionperoxidase im hoheren Sdugetier ist (Flohe, et al., 1973). Diese
Beschreibung bildete den Grundstein fiir die relativ neu identifizierte Proteinklasse der eukaryontischen Selenopro-

teine.

1.3 Biosynthese von Selenoproteinen

In der Natur sind drei Arten von selenhaltigen Proteinklassen bekannt, wobei zwischen einer spezifischen und

nicht-spezifischen Seleninkorporation bzw. Selenbindung unterschieden wird.

Von ,,Selenoproteinen® spricht man, wenn das Selen-Homolog einer schwefelhaltigen Aminoséure, also Seleno-
methionin (SeMet) bzw. Selenocystein (SeCys), anstelle von Methionin bzw. Cystein in die Proteinkette eingebaut
wird. Im Fall von SeMet ist der Organismus nicht in der Lage zwischen der schwefel- und der selenhaltigen Ami-
nosdure zu diskriminieren. Uber diesen Mechanismus kann, abhingig vom relativen SeMet-Gehalt der Nahrung,
eine theoretisch fast unbegrenzte Selenmenge im Korper akkumuliert werden, da prinzipiell jedes AUG-Kodon der
mRNA zur SeMet-Insertion fithren kann. In der Realitdt hat sich aber gezeigt, dass, z.B. im Falle des humanen
Albumins, in einem gut versorgten US-Amerikaner nur ca. jedes 8000ste Methionin durch das Selen-Analogon

ersetzt ist, und somit nur ca. jedes 1000ste Albumin selenhaltig ist (Burk, et al., 2001).

Eine physiologische Bedeutung konnte diesen unspezifisch SeMet-enthaltenden ,,Selenoproteinen® nicht zugewie-
sen werden. Doch ist es denkbar, dass sie zu einem gewissen Grade der unspezifischen Selenspeicherung oder der
Schwermetall-detoxifizierung dienen. Diese Proteine kdnnten aber auch an der oben beschriebenen Selentoxizitit

beteiligt sein.

Neben diesen Proteinen, in denen die selenhaltige Aminosdure einen konstitutiven Bestandteil der Peptidkette
darstellt, gibt es eine kleine Gruppe von Proteinen, bei denen eine reversible Bindung von Selen beschrieben ist.
Das molekulare Wissen iiber diese selenbindenden Proteine ist aber noch sehr beschrinkt. Bisher sind drei Vertre-
ter dieser Proteinklasse bekannt (Selenbpl [56 kDa] (Bansal, et al., 1990: ; Chang, et al., 1997), Selenbp2 [56 kDa]
(Lanfear, et al., 1993), FABP1 [14 kDa] (Bansal, et al., 1989), wobei liber deren physiologische Funktionen, gerade
im Hinblick auf den Selenmetabolismus und die selenabhingigen Reaktionen zurzeit nur spekuliert werden kann.
Interessanterweise sind aber zumindest die mRNA-Transkripte dieser Proteine in bestimmten Pathologien bzw. in
vitro Stimulationsversuchen stark reguliert, so dass eine spezifische biologische Funktion nicht unwahrscheinlich

ist.



Die eigentliche Gruppe der ,,echten Selenoproteine® ist ebenfalls sehr iiberschaubar und wird im Menschen von
nur 25 Genen kodiert (Kryukov, et al., 2003). Bei diesen Proteinen wird die 21. proteinogene Aminosidure SeCys
gezielt, d.h. an spezifischen Positionen, in die wachsende Peptidkette eingebaut. Dieser Mechanismus stellt eine
Erweiterung des klassischen genetischen Kods und der Translation dar, da das Triplet UGA im Genom gewdhnlich
die Termination der Translation markiert (sog. Opal-Stopp-Kodon). Im Falle der Selenoproteine kodiert dieses
Triplet fiir den SeCys-Einbau und wird somit wahrend der Translation uminterpretiert. Die molekularen Details
dieser ,,Uminterpretation” des UGA-Kodons wurden zunéchst in Prokaryonten durch die Arbeitsgruppe um A.
Bock aufgeklart (Bock, et al., 1991: ; Zinoni, et al., 1990). Spéter zeigte sich, dass Eukaryonten einen analogen
Mechanismus verwenden, der sich aber in wichtigen Details vom bakteriellen Modus unterscheidet. Generell liegt
die Information fiir die Dekodierung des UGA-Kodons zur SeCys-Insertion als mRNA-Strukturmotiv bei Prokary-
onten direkt benachbart zum UGA-Kodon innerhalb des Leserasters und bei Eukaryonten im 3’-untranslatierten
Bereich der mRNA. Hier bildet sich jeweils bei den Transkripten, die fiir Selenoproteine kodieren, eine charakte-
ristische Sekundarstruktur aus, das sog. SECIS-Element (SECIS: SeCys Insertions-Signal) (Krol, 2002: ; Papp, et
al., 2007: ; Thanbichler and Bock, 2002). Wahrend der Translation wird dieses RNA-Motiv von einem RNA-
bindenden Protein erkannt. Im Prokaryonten wird dieses Protein SelB genannt (Thanbichler and Bock, 2002), im
Eukaryonten heifit es SECIS-bindendes Protein 2 (SBP2) (Krol, 2002). Dieser Faktor bindet im Eukaryonten {iber
eine Protein-Protein-Interaktion den SeCys-spezifischen Elongationsfaktor (EFSec), welcher die mit SeCys-
beladene tRNAS"®* ynd ein GTP gebunden hat. Im Prokaryonten sind beide Funktionen im SelB vereinigt, also
sowohl die SBP2-analoge SECIS-Erkennung und -Bindung als auch die Assoziation mit GTP und der beladenen
tRNASS Durch die Bindung dieses Komplexes an das Ribosom kann im Eukaryonten das ribosomale Protein
L30 iiber eine Konformationsdnderung mit dem SECIS-Element interagieren, wobei SBP2 dissoziiert, dic tRNA-
Ser(Sec) freigesetzt wird und SeCys in die wachsende Peptidkette eingebaut werden kann (Chavatte, et al., 2005: ;
Papp, et al., 2007).

Abbildung 1.2: Modell der eukaryontischen UGA-Rekodierung: Eine Haarnadelstruktur im 3’-untranslatierten
Bereich der mRNA (SECIS) bedingt, dass UGA nicht als Termination gelesen wird, sondern als Triplet fiir den
Einbau von SeCys dient. Hierzu bindet im Eukaryonten SBP2 an das SECIS-Element, was die Rekrutierung des
Translationsfaktors EFsec und der SeCys-beladenen tRNASer(Sec) nach sich zieht. Durch Assoziation an das Ri-
bosom kommt es zum Austausch des SECIS-bindenden SBP2 gegen das ribosomale Protein L30. Eine Konforma-
tionsédnderung des SECIS ist die Folge. Die tRNASer(Sec) kann dissoziieren, SeCys wird eingebaut und GTP wird
hydrolisiert (Chavatte et al., 2005).



Durch Recycling kann die freigesetzte tRNAS"* erneut der Selenoprotein-Biosynthese zugefiihrt werden. Hier-
bei wird im Gegensatz zu den anderen 20 Aminosiuren die tRNAS"S® nicht direkt mit SeCys beladen, sondern
zunidchst durch die Seryl-tRNA-Synthetase mit Serin verkniipft (Papp, et al., 2007). In weiteren enzymkatalysier-
ten Schritten wird der Serylrest zu SeCys umgebaut. Das hierzu ndtige Selenophosphat wurde unter ATP-
Verbrauch aus Selenid durch die Selenophosphat-Synthetase 2 (SPS2) generiert (Papp, et al., 2007). Interessanter-
weise stellt dieses zentrale Enzym ebenfalls ein Selenoprotein dar, und konnte somit eine wichtige Rolle im Feed-
back zwischen Selenoprotein-Biosynthese und Selenverfiigbarkeit spielen. In einem anschlieBenden Schritt kann
das Selenol (die SeH-Gruppe) durch die Selenocystein-Synthase (SLA/SecS) auf die tRNA3® jibertragen wer-
den (Papp, et al., 2007). Hiermit schlieft sich der Kreis und die so generierte SeCys-beladene tRNASS steht

erneut zur Biosynthese des néchsten Selenoproteins bereit.

Im Gegensatz zum SeMet, welches analog zu Methionin unverdndert wieder verwendet oder iiber eine Transsulfu-
rierung verstoffwechselt werden kann, folgt SeCys nicht dem Stoffwechsel des Schwefelhomologs Cystein. Dies
bedeutet, dass bei SeCys kein direktes Recycling stattfindet, da es nicht iiber eine Aminoacyl-Transferase auf die
tRNASS geladen wird. Stattdessen wird SeCys durch ein SeCys-spezifisches Enzym (L-Selenocystein B-Lyase)
zu Selenwasserstoff und L-Alanin gespalten und dann wie didtetisch aufgenommenes Selen durch SPS2 und ATP
reaktiviert, ehe es die Hydroxylgruppe einer Seryl-beladenen tRNAS®* durch die charakteristische Selenol-
Gruppierung ersetzen kann (Papp, et al., 2007).

1.4 Selenoproteine und Selenaufnahme

Die Stoffklasse der Selenoproteine erstreckt sich von niederen bis zu den héheren Lebensformen. Generell ist zu
konstatieren, dass das Selenoproteom innerhalb der verschiedenen Spezies relativ klein ist. Die grofite Vielfalt an
Selenoproteinen sind im Fisch anzutreffen (30 Selenoproteine), gefolgt vom Menschen (25 Selenoproteine) und
der Maus (24 Selenoproteine) (Papp, et al., 2007). Die tendenziell geringere Zahl an Selenoproteinen in niederen
Organismen, wie z.B. den Nematoden (Caenorhabitts elegans, 1 Selenoprotein) oder der Fruchtfliege (Drosophila
melanogaster, 3 Selenoproteine), ist vermutlich auf evolutiondr verspatete Entwicklung von SeCys als proteinoge-
ne Aminosdure sowie auf Limitierung des Spurenelements und auf zunehmende Komplexitit der Aufgaben in

hdheren Saugern zuriickzufiihren .

Die Besonderheit und wahrscheinlich die evolutiondre Neuerung der Selenoproteine stellt das Redoxpotential dar.
SeCys liegt unter physiologischen Bedingungen deprotoniert vor und hat folglich auch eine weitaus hohere Reak-
tivitdt als sein Analogon, das Cystein (Axley, et al., 1991: ; Gasdaska, et al., 1999: ; Lee, et al., 2000) (Berry, et al.,
1992: ; Kuiper, et al., 2003: ; Schomburg, et al., 2004: ; Stadtman, 1996).

Die Eigenschaften und die Bedeutung von vielen Selenoproteinen ist derzeit noch nicht ausreichend charakterisiert
(Schomburg, et al., 2004). Einzelne Selenoproteine konnten jedoch bereits funktionell gut beschrieben werden, und

drei selenabhingige Enzymfamilien sind etabliert (Gromer, et al., 2005).



Hierzu gehort die fiinf Mitglieder umfassende Familie der selenabhingigen Glutathionperoxidasen (GPx)
(Kryukov, et al., 2003). Die einzelnen GPx unterscheiden sich durch ihre Substratspezifitit, den Expressionsort
und die Regulation der Expression. Uberdies werden sie bei Selenmangel unterschiedlich gut mit dem essentiellen
Spurenelement versorgt (Gromer, et al., 2005: ; Wingler, et al., 1999). So stellt dic GPx4 das am stabilsten expri-
mierte und versorgte Isoenzym dar, welches Phospholipidhydroperoxide als Substrate bevorzugt und sich im trans-
genen Tier als essenziell erwiesen hat (Brigelius-Flohe, 2006). Die ubiquitér exprimierte GPx1 bevorzugt kleine
hydrophile Peroxide als Substrate und reagiert sehr empfindlich auf den Selenstatus, ist insofern also niedrig in der
Selenhierarchie anzuordnen (Brigelius-Flohe, 1999: ; Chu, et al., 2004). Eine ins Blut sezernierte Form, die GPx3,
entstammt hauptsichlich der Niere und kann als Selenmarker im Serum herangezogen werden (Burk, et al., 2006).
Neben der nur rudimentér beschriebenen GPx6 (Kryukov, et al., 2003) gibt es noch die gastrointestinal exprimierte
GPx2, fiir welche eine Schutzfunktion der Epithelien im Darm gegen die reaktiven Nahrungsbestandteile ange-
nommen wird (Chu, et al., 2004). Thre Bedeutung fiir die Tumorigenese im Darm ist noch nicht herausgearbeitet,
wobei jedoch eine spezifische Induktion der mRNA von GPx2 beschrieben ist (Al-Taie, et al., 2004: ; Mork, et al.,
2000).

Neben den GPx ist die Familie der Thioredoxin-Reduktasen (TxnRd) gut charakterisiert (Nordberg and Arner,
2001: ; Powis and Montfort, 2001: ; Rundlof and Arner, 2004). Hier sind drei Isoenzyme bekannt, von denen sich
TxnRd1 und TxnRd2 ebenfalls als essenziell erwiesen haben (Bondareva, et al., 2007: ; Conrad, et al., 2004: ;
Jakupoglu, et al., 2005). Diese Selenoproteine sind an der Kontrolle des intrazelluliren Redoxstatus beteiligt, regu-
lieren dadurch die Aktivitit redox-kontrollierter Transkriptionsfaktoren und iiben somit einen umfassenden Ein-
fluss auf das Genexpressionsmuster aus. Uberdies ist die Aktivitit der TxnRd von groBer Bedeutung bei der Bio-

synthese der Desoxynukleotide als Bausteine der DNA bei der Replikation.

Die Familie der lod-Thyronin-Deiodasen (Dio) umfasst drei Mitglieder (Kohrle, 2000) (Bianco and Kim, 2006).
Wihrend die 5’-Dio2 eine Aktivierung des von der Schilddriisse sekretierten Prohormons 3,3°,5,5°-
Tetraiodothyronin (Thyroxin, T4) zum biologisch aktiven 3,3’,5-Triiodothyronin (T3) katalysiert, beschleunigt die
5-Dio3 die Inaktivierung von T4 bzw. T3 zu reversT3 (rT3) bzw. T2. Das in Leber und Niere stark exprimierte
Isoenzym 5°-Diol vermag sowohl die 5’-als auch die 5-Deiodierung zu katalysieren und kann damit eine Aktivie-
rung von T4 oder die Inaktivierung von T4 und T3 katalysieren. Die biologische Rolle, die dieses Enzym im
Schilddriisenhormonstoffwechsel spielt, ist somit komplex und noch nicht voll verstanden. Die kiirzlich beschrie-
bene Inaktivierung des 5’-Diol-Gens in der Maus deutet auf einen wichtigen Beitrag fiir die lod-Homoostase und

den Iodothyronin-Abbau hin (Schneider, et al., 2006).

Als Einzelvertreter sind die Selenophosphat-Synthetase 2 (SPS2) und die Methionin-Sulfoxid-Reduktase B (MsrB)
gut charakterisiert. SPS2 katalysiert die bereits beschriebene Aktivierung von Seleniden zu Selenophosphat und
stellt damit einen potentiellen Kontrollpunkt in der Feedback-Regulation der Selenoprotein-Biosynthese dar. MsrB
vermag oxidierte Methionyl-Reste in Proteinen wieder zu reduzieren und wirkt damit der Protein-Alterung entge-

gen bzw. kann bei einem potentiell reversiblen Methionin-Sulfoxid-Signalweg regulierend eingreifen

Uber eine Reihe von Selenoproteinen (15kDa, H, I, K, M, N, O, P, R, S, T, V und W) ist bislang &duflerst wenig
bekannt. Das im Folgenden beschriebene Selenoprotein mit dem hochsten Selengehalt ist hingegen zunehmend

intensiv studiert und analysiert worden.



1.5 Selenoprotein P (SePP)

Unter den Selenoproteinen stellt SePP eine Besonderheit dar. Bei den anderen Selenoproteinen formt die mRNA-
Sequenz nur ein distinktes SECIS-Element zur Dekodierung des singulédren UGA-Kodons aus. Die SePP-mRNA
hingegen weist als einziges Transkript multiple Selenocystein-spezifische UGA-Kodons im Leseraster auf und
zeichnet sich iiberdies durch zwei unterschiedliche SECIS-Elemente aus. Diese Kombination scheint notig, um den
effektiven Einbau von vielen SeCys-Resten in ein einziges Polypeptid (10 Sec-Resten im Falle des humanen SePP)
sicherzustellen. Mit dem Vorhandensein multipler SeCys-Reste setzt sich die Extraordinaritit des SePP unter den
Selenoproteinen fort. Aufgrund dieser hohen Anzahl von SeCys-Resten wurde schon frithzeitig eine Rolle von

SePP als Transportprotein im Plasma postuliert.

Die Primérstruktur unterteilt sich in verschiedene Bereiche: ein N-terminales Signalpeptid, einen einzelstehenden
zentralen SeCys-Rest mit zwei benachbarten histidinreichen Abschnitten und eine C-terminale Doméne, in der sich
die restlichen neun SeCys-Reste befinden. Die Differenz von theoretischen 41,1 kDa zu gemessenen 47-54 kDa ist

in einer umfassenden Glycosylierung des Proteins begriindet.

" I

SignP SeCys1 His-rich SeCys2-10

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Selenoprotein P (SePP): SePP stellt ein sezerniertes Plasmaprotein
(SignP, Signalpeptid) dar, welches 10 Selenatome in Form der 21. Aminosdure SeCys trdgt und insofern als Selen-
transport- und speicherprotein angesehen werden kann. Ein einzelner SeCys-Rest (SeCys1) befindet sich in der N-
terminalen Hilfte in der Néhe zweier histidinreicher Abschnitte (His-rich) und kdnnte bei der Katalyse selenab-
hingiger Reaktionen beteiligt sein. Die restlichen 9 SeCys-Reste sind C-terminal und dienen {iberwiegend bzw.

ausschlieBlich dem Selentransport.

SePP ist ein extrazelluldres Protein, welches in fast allen Geweben gebildet wird. Als Hauptbildungsort von SePP
fiir die Zirkulation konnte die Leber identifiziert werden (Burk and Hill, 2005), von der es in die Blutbahn sezer-
niert wird. Es macht unter normalen Bedingungen ca. 50% des Serumselens aus. Die physiologische Rolle im
Selentransport, in der hepatisch gebildetes SePP eine Art von Selenverteiler fiir alle weiteren Organe ist, wurde
durch Knock-out (KO)-Modelle unterstiitzt (Burk and Hill, 2005: ; Schweizer and Schomburg, 2005: ; Schweizer,
et al., 2005). Weitergehende Studien lassen auch eine Selenspeicherfunktion vermuten (Schomburg, et al., 2004).

Das einzelstehende SeCys an Position AS40 (humanes SePP) kann unter in vitro-Bedingungen dhnlich den GPx-
Isoenzymen Redoxreaktionen katalysieren (Arteel, et al., 1998: ; Takebe, et al., 2002). Eine andere potentielle
Funktion ist in der Bindung von Schwermetallen wie Quecksilber, Cadmium und Zink an die histidinreichen Be-

reiche postuliert worden (Suzuki, et al., 1998: ; Yan and Barrett, 1998).

SePP stellt somit ein Multifunktionsprotein dar, welches sowohl fiir die Selenverteilung/-speicherung im Organis-

mus verantwortlich ist, als auch einen extrazelluldr-antioxidativen Schutz bietet und Schwermetalle binden kann.



SePP-Maus: Durch die Deletion des SePP-Gens in der Maus konnte die physiologische Funktion und eine essen-
tielle Bedeutung von SePP erkannt und biochemisch charakterisiert werden (Hill, et al., 2003: ; Schomburg, et al.,
2003).

Wie bereits erwihnt, ist der Hauptbildungsort von SePP die Leber. Von hier aus gelangt das iiber den Darm aufge-
nommene Selen durch die SePP-Biosynthese und -Sezernierung iiber die Blutbahn zu den anderen SePP-
abhingigen Organen des Korpers. Diese Transport-Hypothese wird durch die Analyse der Selenspiegel verschie-
dener Organe in der SePP”"-Maus untermauert. So fillt der Selengehalt in den der Leber ,,nachgeschalteten Orga-
nen Niere, Hoden oder Gehirn in den SePP”"-Tieren deutlich ab. Hingegen reichert sich parallel das iiber die Nah-
rung aufgenommene Selen durch die fehlende SePP-Biosynthese und -Abgabe in der Leber an. Die Aktivitéten der
GPx1 folgen dieser verinderten Selenverteilung in der SePP”"-Maus und zeigen ein dhnliches Muster (Schomburg,

etal., 2003).
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Abbildung 1.4: Verdnderungen im Selenstatus in SePP-Méausen: Wihrend durch die fehlende SePP-Biosynthese die
Leber zunehmend das iiber die Nahrung aufgenommene Selen akkumuliert, verarmen die auf den SePP-Transport
angewiesenen Organe wie Plasma Niere, Gehirn oder Hoden zunehmend an Selen (Se-Gehalt) und zeigen entspre-
chend reduzierte Aktivititen der selenresponsiven Glutathionperoxidase (GPx-Aktivitit) (in Abwandlung

(Schomburg, et al., 2003)).

Auch der gesundheitliche Phanotyp nach Deletion des murinen SePP-Gens ist dramatisch. Die Méause zeigen eine

gestorte Motorkoordination, leiden an spastischen epileptischen Anfillen als Folge des drastischen Selen-Abfalls



im Gehirn und versterben mitunter unvermittelt im Alter von 30 bis 40 Tagen (Schomburg, et al., 2003). Die ménn-
lichen Tiere sind infertil, was auch nicht durch zusétzliche Selen-Supplementation behoben werden kann (Renko,
et al., 2008). Nach dem Absetzen vom Muttertier wird nicht der sonst iibliche Wachstumsschub vollfiihrt, so dass

die Tiere im Vergleich zu ihren Wurfgenossen lediglich ein 50% geringeres Gewicht erreichen.

Die heterozygoten Méuse sind hingegen phénotypisch weitgehend unauffdllig. Sie wachsen vergleichbar zu den
Wildtyp-Méusen, sind fertil und zeigen keine Anzeichen von eingeschriankter Fitness, Koordinationsverlust oder
verringerter Lebenserwartung. In der Spurenelementanalyse lassen die Tiere jedoch in ihrer Selenverteilung einen
intermedizren Phinotyp zwischen SePP”"- und Wildtyp-Kontrolltieren erkennen, so dass man vereinfacht von drei

+/+

charakteristischen Maus-Gruppen fiir die folgenden Experimente ausgehen kann: Tiere mit gutem (SePP™ "), maBi-

gem (SePP™) und mit schlechtem (SePP”") Selenmetabolismus, die auch entsprechend in den SePP-abhingigen

+H+

Organen einen guten (SePP""), méfBigen (SePP"") und geringen (SePP™) Selenstatus aufweisen.

SePP im Menschen: Patienten mit einem Gendefekt in SePP konnten bislang noch nicht identifiziert werden. Hin-
gegen wurden Polymorphismen im Promotorbereich des humanen SePP-Gens beschrieben, die zu individuell un-
terschiedlich starker Expression von SePP und damit bei vergleichbarer Erndhrungslage zu stark unterschiedlichen
Selenkonzentrationen im Korper fiihren konnen (Al-Taie, et al., 2002: ; Meplan, et al., 2007). In Méausen fiihrt ein
kompletter Verlust der SePP-Expression zu drastischen Phidnotypen mit Wachstumsdefekt, Ataxien und epilepti-
schen Anfillen, so dass man vermuten kann, dass entsprechende Menschen ohne SePP-Expression nicht lebensfa-
hig sind. Heterozygote Méuse sind hingegen gesundheitlich unauffallig und kdnnten als geeignetes Modell dienen,
um die Folgen eines fiir den Menschen relevanten partiellen SePP-Verlusts zu analysieren. Solch ein Defizit kann
durch eine unzureichende Erndhrungslage, durch eine Erkrankung oder durch einen Gendefekt in einem SePP-
Allel oder einer Komponente der Selenoprotein-Biosynthesemaschinerie entstehen. Im Falle des SECIS binding
protein 2 (SBP2) wurde eine Mutation beschrieben, welche in den Patienten zu einer reduzierten SePP-
Konzentration im Blut und einer gestorten Schilddriisenhormonachse fiihrt (Dumitrescu, et al., 2005). Uber die
Auswirkungen auf die Motorkoordination, Fertilitdt oder Krebspréadisposition ist leider noch nichts bekannt. Da es
aber klinische Daten aus Darmbiopsien gibt, die einen Verlust des SePP-Genes in intestinalen Tumoren zeigen (Al-
Taie, et al., 2004: ; Mork, et al., 2000), stellt sich die Frage nach der Bedeutung einer verringerten oder fehlenden

SePP-Expression fiir die Entwicklung intestinaler Tumore.

1.6 Selen und Krebs

Epidemiologische Studien legen eine inverse Korrelation zwischen der Selenversorgung und einer erhdhten Fre-

quenz neoplastischer Verdnderungen in verschiedenen Geweben nahe (Vernie, 1984).

Erste Assoziationen dieser inversen Korrelation entstanden bereits in den 30er und 40er Jahren des 20. Jahrhun-
derts im Zuge von experimentellen Studien, die eigentlich die prokarzinogenen Eigenschaften des Spurenelements
unterstreichen sollten (Vernie, 1984). Shamberger und Frost duflerten die Vermutung eines Zusammenhangs zwi-
schen Erhdhung der allgemeinen Mortalitéit bzw. Krebssterblichkeit und des Selenstatus. Hierzu wurde die Selen-
menge in Agrarprodukten, als auch der Selengehalt von Serumproben in verschiedenen Regionen Nordamerikas

(Shamberger and Frost, 1969) bestimmt. Weitere epidemiologische Studien in verschiedenen Regionen der Welt



konnten diesen Verdacht erhirten (Schrauzer, et al., 1977). Als selenresponsiv zeigten sich vor allem Krebsarten
der Lunge, des Intestinaltrakts, der Prostata, der Brust, des Ovars, sowie Leukdmie (Combs and Gray, 1998: ;

Rayman, 2005: ; Vernie, 1984).

Eine Verringerung der Krebsinzidenz bzw. krebsassoziierten Sterblichkeit von Leber- wie auch Magenkrebs wurde
durch Verabreichung groBerer Selenmengen in drei unabhingigen Interventionsstudien in China beobachtet

(Combs and Gray, 1998).

Als Meilensteil gilt heutzutage die prospektive, doppel-blind, plazebokontrollierte Studie des Nutritional Preventi-
on of Cancer Trial (NPC-Taril), auch als Clark-Studie bezeichnet. Hierbei erhielten 1312 Patienten iiber einen
mittleren Zeitraum von 4,5 Jahren eine tagliche Selen-Supplementation von 200 pg Se/Tag in Form von selenange-
reicherter Hefe. Uberraschenderweise zeigte sich keine positive Auswirkung auf das primire Studienziel, die
Hautkrebsrezidivrate, doch die Inzidenz anderer Tumorarten (Darm-, Prostata- und Lungenkrebs) wie auch die
krebsassoziierte Sterblichkeit war signifikant in den selensupplementierten Probanden reduziert (Combs, 2001).
Der priaventive Einfluss der Selen-Supplementation war besonders deutlich in der Teilgruppe von Patienten, die
initial mit durchschnittlichen bis eher geringeren Plasmaselen-Konzentrationen in die Studie eintraten (siche Ab-

bildung 1.4).

1.21

1.0/ Ototal cancers

0.8 Ntotal carcinomas
RR 0.6 O lung cancer

Fprostate cancer

0.41

0.27] M colorectal cancer

0.0+

<106 106-121 >121

baseline plasma Se level, ng/ml

Abbildung 1.5: Relatives Krebsrisiko (RR) einer prospektiven Selen-Supplementationsstudie (Clark, et al., 1996):
Uber 1.300 Probanden erhielten tiglich eine Selen-Supplementation (200 ug Se) oder ein Placebo. Das Tertil mit
dem initial geringsten Selen-Spiegel profitierte am meisten von einer Supplementation mit einer deutlichen Verrin-

gerung des Risikos fiir Lungen-, Prostata- oder Darmkrebs (Combs, 2001).

Bei der Nachverfolgung dieser Studie bestétigten sich die chemopriventiven Effekte auf die gesamte Krebsinzi-
denz bzw. krebsassoziierte Sterblichkeit, wie auch die Prostatakrebsrate. Die Haufigkeiten fiir Lungen- wie auch
Darm-Tumore zeigten sich tendenziell aber nicht mehr statistisch signifikant erniedrigt (Duffield-Lillico, et al.,

2002). Anzumerken ist, dass hierbei eine Aufteilung der einzelnen Kerbsarten in Tertile nicht aufgefiihrt wurde.

Eine Zusammenfassung mehrerer Studien mittels Metaanalyse zeigte im Falle von Lungenkrebs (Zhuo, et al.,
2004), Prostatakrebs (Etminan, et al., 2005), wie auch intestinaler Tumorbildung (Bjelakovic, et al., 2006: ; Bjela-
kovic, et al., 2004: ; Jacobs, et al., 2004) einen signifikant priaventiven Effekt von Selen. Die Verminderung des

Krebsrisikos lag je nach Tumorart zwischen 25% und 50%. In der Tat erschien Selen, verglichen mit anderen Anti-
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oxidantien, in der Nahrung den konsistentesten krebspraventiven Effekt auszuiiben (Bjelakovic, et al., 2006: ; Bje-

lakovic, et al., 2004).

Generell deutet vieles darauf hin, dass Manner deutlicher von einer Selen-Supplementation profitieren als Frauen
(Riese, et al., 2006: ; Waters, et al., 2004). Der Untersuchung dieser Genderunterschiede wird leider in einer der
groften Supplementationsstudien, die derzeit in den USA durchfiihrt wird, nicht Rechnung getragen. Hierbei erhal-
ten 32.400 Probanden tdglich eine Supplementation mit entweder Selen, Vitamin E, Selen und Vitamin E oder
Placebo iiber einen Zeitraum von fiinf bis zw6lf Jahren (Klein, et al., 2000). Diese prospektive Doppelblindstudie
mit Namen SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trail) hat als priméres Ziel die Pravention des
Prostatakarzinoms, doch werden auch deutliche Effekte auf Krebserkrankungen anderer Organe erwartet. Eine
dhnlich groBe Studie von européischer Seite (PRECISE: Prevention of Cancer by Intervention with Selenium) mit
ca. 33.000 Personen wurde leider abgesagt (Rayman, 2005). Dies ist besonders bedauerlich, da doch die tagliche
Selenzufuhr in Europa gegeniiber den USA deutlich geringer ist, wodurch sich etwaige positive Effekte des Selens

als leichter erkennbar und stirker ausgepréigt erweisen sollten.

Die molekularen Mechanismen der chemopriaventiven Wirkung von Selen bzw. Selen-Supplementationen sind
noch weitgehend ungeklirt. Generell kann man die Diskussion zum einen in eine pharmakologische Wirkung,
vermittelt durch niedermolekulare Selenverbindungen, und zum anderen eine direkte Wirkung von spezifischen

Selenoproteinen unterteilen.

Selenhaltige Stoffwechselprodukte bzw. synthetische Organo-Selenverbindungen, hier vor allem monomethylierte
Selen-Derivate, sollen einerseits inhibierend auf Zellzyklus und -proliferation, andererseits aktivierend auf Apopto-
se und das Immunsystem wirken (Ip, et al., 2002: ; Whanger, 2004). Hierbei kann allerdings die Responsivitét

verschiedener Organe unterschiedlich ausfallen (Irons, et al., 2006).

Einzelne Selenoproteine wurden auch durch SNP-Analysen (Single Nucleotide Polymorphism), sowie durch trans-
gene Mausmodelle und Expressionsstudien mit einer erhdhten Tumorigenesis bzw. Krebswachstum-fordernden
Prozessen korreliert (Al-Taie, et al., 2002: ; Diwadkar-Navsariwala and Diamond, 2004: ; Esworthy, et al., 2001: ;
Irons, et al., 2006). Hierbei hatten nicht alle Selenoproteine eine praventive Wirkung auf die Tumorentwicklung
(Diwadkar-Navsariwala, et al., 2006: ; Yoo, et al., 2007), wodurch die zum Teil recht unterschiedlichen Effekte in
einzelnen Studien erkldrt werden konnten. Ein Konsens iiber die Bedeutung von Selenoproteinen oder kleinen

organischen Selen-Metaboliten fiir die chemopréventive Wirkung ist noch nicht erreicht.

Neben den epidemiologischen und Interventionsstudien wurde auch eine Reihe von tierexperimentellen Studien
durchgefiihrt. Combs schitzte bereits Ende der 90er Jahre des 20. Jahrhunderts die Anzahl auf iiber 100 Studien
(Combs and Gray, 1998). Hierbei untermauerten 2/3 aller Studien einen praventiven Effekt des Spurenelements.

Hingegen wurde nur in drei Fillen ein negativer Effekt von Selen nachgewiesen (Combs and Gray, 1998).

Derzeit sind knapp iiber fiinfzig Studien verdffentlicht, welche sich mit dem Einfluss von Selen auf die intestinale
Neoplasie beschaftigen (eigene Recherche der Datenbank des National Center for Biotechnology Information,
NCBI). Hierbei wurden Synonyme der Begriffe Intestinaltrakt, Tumor-/Modell in verschieden Kombinationen
verwendet. Nur in den seltensten Féllen wurde dabei auf genetisch induzierte Tumormodelle, wie die APCmin-

Maus, zuriickgegriffen.
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1.7 Das Tumormodell APCmin

Die APCM™*_Maus ist ein etabliertes in vivo-Modell zur Analyse von Darmkrebs (Clarke, 2007: ; de Lau, et al.,
2007: ; Moser, et al., 1995: ; Moser, et al., 1990: ; You, et al., 2006). Die Tiere sind das Produkt eines systemati-
schen Mutagenese-Screenings, in welchem den Mausen 1-Ethyl-1-Nitrosoharnstoff verabreicht wurde (Moser, et
al., 1990). Hierbei konnen durch Basenaustausch einzelne Punktmutationen induziert und iiber die Keimzellen an
die Nachkommen weitergegeben werden. Der Phianotyp der multiplen intestinalen Neoplasie (min) kann auf eine
Nonsense-Mutation im APC-Gen zuriickgefiihrt werden. Eine dhnliche Krankheit ist auch im Menschen bekannt.
Hierbei entwickeln Patienten durch den Verlust eines Allels (loss of heterozygosity, LOH) des Tumorsuppressors
APC multiple Adenome im Darm (Levy, et al., 1994), welche sich zum Adenokarzinom weiterentwickeln kénnen.
Hier wird die erbliche Form dieser Erkrankung FAP (Familidre adenomatose Polyposis) genannt (Friedrich and
Kullmann, 2003: ; Galiatsatos and Foulkes, 2006: ; Rustgi, 2007). Patienten mit unbehandelter FAP entwickeln
nahezu ausnahmslos kolorektale Karzinome. Ebenso sind in den APCmin-Miusen bei einhundert Prozent der hete-
rozygoten Tiere (C57/Bl/6 Hintergrund) spontane multiple intestinale neoplastische Verdnderungen zu beobachten,

wobei homozygote Tiere — vermutlich ebenso wie homozygote FAP-Patienten — nicht lebensfahig sind.

Die Tumorigenese ist Folge einer Dysregulation im Wnt/B-Catenin-Signalweg. Dieser steuert u.a. die Zellteilung
adulter Stammzellen im unteren Teil der Darmkrypten und ist somit fiir die stetige Erneuerung der intestinalen
Epithelschicht verantwortlich. Hier spielt die intrazellulédre Konzentration des Cadherin-bindenden B-Catenins eine

zentrale Rolle.

In adultem epithelialem Gewebe wird das stetig von der Zelle gebildete B-Catenin durch einen Multiproteinkom-
plex (B-Catenin destruction complex), bestehend aus APC, Axin, Glycogen synthase kinase 3 (GSK3p) und Ca-
sein kinase Ia (CK1a), zum Abbau vorbereitet (siche Abbildung 1.6). Hiezu bindet f-Catenin an APC und Axin, so
dass es durch die Kinase CK 1o am Serin 45 (S45) phosphoriliert werden kann. GSK3p vermittelt weitere Phospho-
rylierungen an Threonin und Serin n-terminal zu S45, wodurch das phosphorylierte f-Catenin durch B-Transducing
repeat-containing protein (B-TRCP) ubiquitiniert werden kann, um letztlich vom Proteasom abgebaut zu werden
(Gregorieff and Clevers, 2005). Dieser stetige Abbau von -Catenin kann durch Wnt-vermittelte Bindung an den
Fzd/LRP-Rezeptor-Komplex (Frizzled/Low density lipoprotein receptor related protein) verhindert werden. Hier-
bei 16st sich Axin aus dem Multiproteinkomplex, es kommt zur intrazelluldren Akkumulation von B-Catenin, wel-
ches in den Zellkern wandert. Durch Assoziation mit Transkriptionsfaktoren der TCF/Lef-Familie (T Cell factor,
Lymphoid enhancer factor) wird das Expressionsprofil in Richtung Proliferation beeinflussen (de Lau, et al., 2007:

; Muncan, et al., 2006: ; Reya and Clevers, 2005).
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Abbildung 1.6: Wnt/B-Catenin-Signalweg: In Abwesenheit von Wnt (a) bindet p-Catenin an das Adenomatous
polyposis coli-Protein (APC) und Axin, wobei es von Casein kinase Ia (CK1a) und Glycogen synthase kinase 33
(GSK3pB) phosphoriliert wird. Eine anschlieBende Ubiquitinierung des B-Catenin durch B-Transducing repeat-
containing protein (B-TRCP) bereitet den Abbau durch das Proteasom vor. Somit wird die Konzentration an f3-
Catenin im Zytosol aktive auf niedrig Niveau gehalten. Innerhalb des Kerns sorgt eine Assoziation des Co-
Repressors Groucho mit Transkriptionsfaktor-TCF fiir eine Inhibierung TCF-spezifischer Gene. Kommt es zur
Ausschiittung von Wnt-Signal (b), kann dieses an den Rezeptor-Komplex Frizzled/Low density lipoprotein recep-
tor related protein 5 bzw. 6 (Fzd/LRP5/6-Rezeptor) binden. Dies wiederum initiiert die Bindung vom Protein Dis-
hevelled (Dvl) an den Fzd-Rezeptor, wobei es durch Casein kinase Iy (CKly) vermittelter phosphoriliert des
LRP5/6 zur Rekrutierung des Axins kommt. Eine Dissoziation des zuvor beschriebenen B-Catenin destruction
complex ist die Folge und es kommt zur intrazelluldre Akkumulation von B-Catenin, welches in den Kern wandert
und an Transkriptionsfaktoren der TCF/Lef-Familie (T Cell factor, Lymphoid enhancer factor) bindet. Durch Rek-
rutierung multipler Protein (CBP, BCL9, PYG) kommt es zur Transkription TCF/Lef-spezifischer Gene, welche die
Zellproliferation steuern (Barker and Clevers, 2006).
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Kommt es in der APCM™"-Maus zu einem Verlust des funktionalen APC-Allels, kann sich der B-Catenin destructi-
on complex nicht mehr formieren, so dass anhaltend hohe Konzentrationen an -Catenin im Zytosol und im Kern
akkumulieren. Es kommt zur Wnt-unabhingigen konstitutiven Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs und zur
anhaltenden Zellteilung. Der sich formierende Polyp (Adenom) reichert nach der Mehrstufen-Theorie von Kinzler
und Vogelstein weitere Mutationen an (z.B. im Gen von Ras, Smad4, P53), was zum progressiv beschleunigten
Wachstum des Tumors und schlieBlich zur Bildung eines Karzinoms fiihrt (Kinzler and Vogelstein, 1998: ; Morin,

et al., 1996: ; Rajagopalan, et al., 2003).

Das APC-Gen ist somit der ,,gatekeeper in der Tumorigenese im Darm bei Maus und Mensch (Levy, et al., 1994),
(Fodde, et al., 1999: ; Johnson, et al., 2005: ; Nakayama, et al., 2002). Die APCmin Maus erlaubt daher iiber die
Analyse der Quantitidt und Qualitét der sich bildenden Tumore eine zuverlédssige Identifizierung von weiteren Mo-
dulatoren der intestinalen APC-abhingigen Tumorigenese. Dieses biologische Testsystem ist aufgrund seiner ho-
hen Reproduzierbarkeit und der bereits intensiv erfolgten Charakterisierung bestens geeignet, um sowohl didteti-
sche, pharmakologische als auch genetische Interventionen und Prédispositionen herauszuarbeiten und zu

analysieren.
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2 Zielsetzung

In dieser Promotionsarbeit wurde die Bedeutung von Selen und SePP fiir die intestinale Tumorigenese untersucht.
Aus Vorarbeiten war bekannt, dass in humanen Darmtumoren die SePP-Expression auf mRNA-Ebene reduziert ist.
Inwieweit diese Reduktion kausal zur Tumorigenese beitrdgt oder lediglich ein Epiphdnomen darstellt, war nicht

bekannt.

Aus diesem Grund sollte die in der Arbeitsgruppe etablierte SePP-defiziente Mauslinie mit einem intestinalen Tu-
mormodell gekreuzt und analysiert werden. Hauptaugenmerk war hierbei neben der Etablierung dieses neuen dop-
pelt-transgenen Tiermodells und dem direkten Studium der Bedeutung von SePP fiir den Darmkrebs auch die Ent-
wicklung von molekularen und histochemischen Protokollen zur Charakterisierung der Tumorqualitit in Selen-
bzw. SePP-reichen und -armen Organismen. Die Ergebnisse sollten in erster Linie kldren, inwieweit Selenoprotei-
ne kausal die Tumorigenese beeinflussen. Da SePP als Transportprotein den anderen Selenoproteinen {ibergeordnet
ist, diirften die Ergebnisse geeignet sein, um zu entscheiden, ob eine didtetische oder pharmakologische Beeinflus-
sung der Selenoprotein-Expression als chemopriaventive MaBBnahme aussichtsreich ist. Somit ergaben sich zu Be-

ginn der Doktorarbeit die folgenden zentralen Fragestellungen:

- beeinflusst eine Beeintrachtigung des Selenmetabolismus, wie es im SePP-Tiermodell exemplarisch der Fall ist,
die Tumorigenese im Intestinaltrakt?

- zeigt sich im Vergleich von heterozygoten und homozygoten SePP-Mausen eine Gen-Dosis-Abhéngigkeit des
Effektes?

- welcher Aspekt der Tumorigenese, z.B. Initiation, Wachstum oder Differenzierungsgrad, veridndert sich in Ab-

hingigkeit von Selen und SePP?

Von den Ergebnissen wurde ein klarer Beitrag zum Verstindnis der Bedeutung von Selen und SePP fiir das indivi-

duelle Krebsrisiko erwartet und Erkenntnisse zu den zugrunde liegenden molekularen Mechanismen erhofft.
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3 Material

3.1 Gerate

Analysenwaage
Autoklav

CO,-Brutschrank

Elektrophoresekammer

Fluorimeter
Heizblock
Hybridisierungsofen
Kiihlzentrifugen
Magnetriihrer
Microdismembrator
Mikrowellenofen
Netzgerite
pH-Meter
Phosphorimager
Pipetten
Préparierbesteck
PCR-Cycler
qPCR-Cycler

Rontgenfilmkassette

Semidry-Elektroblotting

Stereomikroskop

Speedvac-Konzentrator

Spektrometer
Sterilbank

Tischphotometer

CP 4238, Sartorius, Gottingen

Varioklav, H+P Labortechnik, OberschleiSheim

Heracell, Heraeus Sepatech, Osterode

(vertikal), Bio-Rad Laboratories, Miinchen (horizontal), Roth, Karlsruhe
LS50B, PerkinElmer, Boston, USA

Digi-Block, Labortory Devices Inc, USA

Hybridisierinkubator 7601, GLF, Burgwedel

5417R, Eppendorf, Hamburg

M 32, GLW, Wiirzburg

Modell U, B. Braun Biotech, Melsungen

Micro, Whirlpool, Schorndorf

EPS 601, Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA

inoLab Benchtop, WTW, Weilheim

Cyclon, Perkin-Elmer, Boston, USA

Eppendorf Reference 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl Eppendorf, Hamburg
Aesculap, AG&Co.KG, Tuttlingen FST Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Primus 25 und 96plus, MWG Biotech, Ebersberg

iCycler, Bio-Rad Laboratories, Miinchen

Kodak, Rochester, New York

Trans-Blot SD, Biorad Laboratories, Miinchen

SZ40, Olympus, Hamburg

Savant Speedvac SC110

Spectrophotometer U-2001, Hitachi, Deutschland

HeraSafe, Heraeus Sepatech, Osterode

Biophotometer, Eppendorf, Hamburg
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Transferblotapparatur
Tiefkiihlschrank
UV-Crosslinker
UV-Flachenstrahler
UV-Transilluminator
Vakuumzentrifuge
Vortex

Waagen

Wasserbad

Zellkulturmikroskop

Transblot SD, Bio-Rad Laboratories, Miinchen

HFU 486, Heraeus Sepatech, Osterode

UV Stratalinker 2400, Stratagene, La Jolla, CA, USA
Transilluminator N90, Th. Geyer, Renningen

V-90 M, Benda, Weisloch

Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg

Modell, Eppendorf, Hamburg

CP 2201, Sartorius, Géttingen

Modell 1083, GFL, Burgwedel

Wilovert 30 Standard, Hund Wetzlar, Deutschland

3.2 Software und Datenbanken

Beacon Designer 3.0
Blat Search

Graphpad Prism 4.03
MGI

Microsoft Office 2002
NCBI

Optiquant Version 4.0
Reference Manager 11

REST version 1.9.12

Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA

UCSC Genome Browser Project (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat)
Graphpad Software, San Diego, CA, USA

Mouse Genome Informatics (http://www.informatics.jax.org/)

Microsoft Deutschland, Unterschleifheim

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Packard Instruments Co, Meriden, USA

Adept Scientific GmbH, Frankfurt

erstellt durch M. Herrmann, D. Chiew (Corbett Life Science Sydney, Australia) und
Michael W. Pfaffl (Technische Universitdit Miinchen, http://rest.gene-

quantification.info)
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3.3 Chemikalien

3.3.1 Verbrauchsmaterialien

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die verwendeten Verbrauchsmaterialien von den Firmen Merck Biosciences,
Schwalbach; Carl Roth, Karlsruhe; Eppendorf, Hamburg; Peqlab Biotechnologie, Erlangen und Sigma-Aldrich,
Taufkirchen bezogen. Die Chemikalien wiesen Analysenreinheit auf. Zuchtfutter fiir die Tiernahrung lieferte die
Firma Altromin, Lage, Deutschland. Die Radiochemikalien (alpha32P-dCTP) wurden bei Hartmann Analytic,

Braunschweig bestellt.

Kit- und System-Vertreiber:

RNA-Isolation peqGOLD TriFast, pEQ-Lab, Erlangen

cDNA-Synthese iScript, Bio-Rad Laboratories, Miinchen

gRT-PCR-Mix ABsolute QPCR SYBR Green, ABgene, Epsom, GrofSbritannien

Labeling Kit NEB, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

RNA-Microarray GeneChip Mouse Genome 430 2.0 Array, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA,
(Affymetrix)

Immunoassay Lincoplex Cytokine Immunoassay Kit, Linco Research Inc., St. Charles, MO, USA

3.3.2 Oligonukleotide

In dieser Arbeit verwendete Primer wurden mit Hilfe der Software Beacon Designer 3.0 (Premier Biosoft Interna-
tional, Palo Alto, CA, USA) erstellt und von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) bzw. Invitrogen (Karlsruhe)
bezogen. Die zugrunde liegenden cDNA-Sequenzen wurden anhand der Mouse Genome Informatics Datenbank
(http://www.informatics jax.org/) ermittelt. Mogliche Intron-Exon-Uberginge wurden mittels Blat Search

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat) bestimmt.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane Kolonkarzinoma-Zelllinien aus hausinternen Bestédnden eingesetzt. Ne-
ben HT29 (ATCC Nummer: HTB-38) wurden auch HCT116 (ATCC Nummer: CCL-247)-Zellen verwendet. Bei
beiden Zelllinien handelt es sich um gut charakterisierte in vitro-Modelle fiir humane Darmkrebszellen. Zusétzlich
wurden auch LIM1215-Zellen (Whitehead, et al., 1985) eingesetzt. Alle drei Zelllinien wuchsen als polarisierte

Monolayer.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in unbeschichteten T150-Flaschen (Sarstedt, Niimbrecht) in DMEM-Medium
(F12 (Invitrogen / Gibco) + 1 % Penicillin/Streptomycin (v/v) bei 37 °C, 5% CO, und 95% Luftfeuchte im Inkuba-
tor. Ein Mediumwechsel wurde alle drei Tage durchgefiihrt. Bei Konfluenz wurde der Zellrasen mit PBS gewa-
schen, mit Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% Trypsin; 0,02% EDTA) fiir 3 bis 5 min inkubiert und mit 5 ml Medium
vom Flaschenboden gespiilt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (Raumtemperatur (RT), 5 min, 1000 g) auf-
konzentriert. Das Zellpellet wurde im entsprechenden Volumen des Kulturmediums resuspendiert und auf die Kul-

turflaschen verteilt.

4.2 Mauszucht und Genotypisierung

4.2.1 Zucht und Haltung

Die Ziichtung der Méduse wurde im Tierstall des Instituts fiir Experimentelle Endokrinologie unter Mitwirkung des
fachlich ausgebildeten Personals durchgefiihrt. Die Mause wurden in vollklimatisierten Raumen im zwdlfstiindi-
gen Hell-Dunkel-Zyklus auf Standard-Nager-Diédt (Haltungsfutter 1326, Zuchtfutter1314, Altromin, Lage) gehal-

ten.

Zur Untersuchung des Einflusses von SePP auf die intestinale Tumorentstehung wurde das Min-Allel mittels APC
Min*_Mzusen (bezogen von The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA) in die SePP-Zucht eingekreuzt
(Genehmigungsnummer: LaGetSi Berlin, G0025/03). Da SePP- wie auch die APCM"*-Miuse einen C57Bl/6-
Hintergrund aufwiesen, war eine Auskreuzung des aus der Verpaarung resultierenden doppelt-transgenen APC-

min/SePP-Stammes nicht notwendig.

Die Zucht des APC/SePP-Stammes erfolgte durch jeweils zwei heterozygote SePP-Tiere, wobei das Min-Allel
zumeist durch den Vater iibertragen wurde (APCM™*/SePP™" x SePP™").
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4.2.2 Isolierung genomischer DNA

Fiir die Genotypisierung wurden Hautproben aus Ohrstanzen verwendet, die beim Nummerieren der einzelnen
Tiere anfielen. Nach einem Proteinase K-Verdau wurde die DNA an Glasmilch gebunden und gereinigt. Der so

isolierten genomischen DNA konnte dann mit Hilfe der PCR ein Genotyp eindeutig zugeordnet werden.

Dazu wurde eine Ohrstanze (Durchmesser 2 mm) iiber Nacht bei 37 °C in 100 ul Proteinase K (1x DNA-
Isolationspuffer, 10 pg Proteinase K) verdaut. Die Lyse wurde durch Zentrifugieren (20.000 g, 1 min) von unver-

dauten Resten befreit und im Anschluss wurde die Proteinase K hitzeinaktiviert (96 °C, 5 min).

Zusatz von 1 ml Nal-Bindelosung verringerte die Konzentration an freiem Wasser in dem MafBe, dass die DNA an

die als 3 pl Glasmilch (50 %, v/v) zugefiigte Silicatmatrix binden konnte.

Die Suspension wurde durch Zentrifugieren (4.000 g, 5 min) pipettiert, erneut in 250 pul Nal-Bindeldsung re-
suspendiert und konzentriert (4.000 g, 5 min). Reste an Nal wurden durch zweimaliges Waschen mit ethanolischer

NEET-Losung (je 1 ml) entfernt. Ethanolreste wurden in der Vakuumzentrifuge abgezogen.

Die an der Silicamatrix haftende DNA wurde durch Zugabe von 30 pl ddH,0 und Erhitzen auf 50 °C fiir 10 min
eluiert. Nach Sedimentieren (20.000 g, 5 min) der Glasmilch konnte die im Wasser geloste DNA als Template fiir

die Genotypisierungs-PCR abgenommen und eingesetzt werden.

2x DNA-Isolationspuffer:

Tris, pH 7,4 20 nM
NaCl 10 nM
SDS 2 % (W/v)
EDTA, pH 8,0 50 nM

Glasmilch —Aufschldmmung in ddH,0:

SiO,—Pulver (15 pm) 50 % (v/v)

Nal-Bindelsung:

Nal 6,06 M

NaSO; 0,12 M
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NEET-Losung:

Ethanol 50 %
NaCl 10 nM
EDTA, pH 8,0 1 nM
Tris, pH 7,5 10 nM

4.2.3 Genotypisierung des APC/SePP Stammes

Die Genotypen der einzelnen Tiere wurden mittels PCR bestimmt. Die im Falle des SePP-Allels verwendeten
Primer entstammen dem im Labor etablierten Protokoll (Primersequenzen. siche 3.3.2) (Schomburg, et al., 2003).
Im Falle des Min-Allels wurden die Empfehlungen von Jackson Laboratory befolgt. Die jeweiligen Ansitze wur-

den wie nachfolgend pipettiert und die DNA im Thermocycler mit dem entsprechenden Programm amplifiziert.

PCR-Mix fiir APC-Allel:

Template-DNA (ca. 5 ng/ul) 3ul
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,3 ul
MgCl, (25 mM) 1ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 ul
FmAPCjax (25 uM) 1 pl
FmAPC2jax (25 uM) 1 pl
RmAPCjax (25 uM) 1 ul
Tag-Pol. (5 U/ul, Qiagen) 0,1 pl
mit ddH,O auffiillen auf 23 ul
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Programmierung des Thermocyclers:

Denaturieren
Denaturieren
Annealing
Elongation
Elongation

Abkiihlen

PCR-Mix fiir SePP-Allel:

Template-DNA

10x PCR-Puffer (Qiagen)
MgCl, (25 mM)
dNTP-Mix (je 10 mM)
FKOLZ2 (25 pM)
RKOLZ2 (25 uM)
Rev-mSEPPro2 (25 uM)
Taqg-Pol. (5 U/ul, Qiagen)

mit ddH,O auffillen auf

95 °C, 3 min
95 °C, 20 sec
52 °C, 15 sec
72 °C, 45 sec
72 °C, 5 min

auf 8 °C

3ul
2,3 ul
1l
0,5 ul
1 ul
1l
1l
0,1 pl

23 ul

Programmierung des Thermocyclers:

Denaturieren
Denaturieren
Annealing
Elongation
Elongation

Abkiihlen

95 °C, 3 min
95 °C, 20 sec
52 °C, 15 sec
72 °C, 45 sec
72 °C, 5 min

auf 8 °C
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Die PCR-Produkte wurden im 1,5 % SB-Agarosegel (10 V/ecm) aufgetrennt. Zur Minimierung des Hintergrunds
wurde das Ethidiumbromid (EtBr) dem Probenpuffer zugesetzt. Die aufgetrennten PCR-Produkte wurden unter

dem UV-Licht visualisiert.

SB-Agarosegel:
Agarose 1,5 % (w/v)

In 1x SB-Laufpuffer

DNA-Probenpuffer (5x):

Glycerol 50 % (v/v)
SB-Puffer 5x

EDTA 0,0125 M

1 %ig EtBr-Lsg. (w/v) 1 % (v/v)
Bromphenolblau 0,01 % (w/v)

SB-Laufpuffer (1x):

NaOH 0,01 M
Borséure 0,0365 M
pH 8,5 mit Borsdure
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M 405 bp (SePP-KO)

A WS | 555 bp (SePP-WT) 340 bp (Min)
| 600 bp (APC)
| 1000 bp (Min)

i 3 ++  min/+

Abbildung 4.1: Genotypisierung von SePP- bzw. APCmin-Méusen: Beispiel einer Genotypisierungs-PCR fiir SePP
(Primertriplet: FKOLZ2 / RKOLZ2 / Rev-mSEPPO2) bzw. APCmin (Primertriplet: Fm-APCjax / Fm-APC2jax /
Rm-APCjax). Die jeweiligen PCR-Produte wurden im 1,5 % SB-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. In der
Genotypisierung auf SePP (a) ist exemplarisch ein Wildtyp (+/+) und ein SePP heterozygoter (+/-) Ansatz zu se-
hen. Die APCmin-PCR (b) zeigte eine Wildtyp (+/+) und eine APCmin (min/+) Maus.

4.3 Darm- und Tumorpradparation

4.3.1 Darmpraparation fur histologische Analysen

Die Tiere wurden in einem Alter von 120 Tagen durch Begasung mit CO, getdtet. Der Gastrointestinaltrakt wurde
entnommen, von Fett und pankreatischem Gewebe befreit. Diinn- und Dickdarm wurden auf Whatman-Papier
(getrankt in 1x PBS) gebettet, wobei der Diinndarm in drei gleiche Abschnitte (hier als DiiDa I, DiiDa II, DiiDa I1I,
stehend fiir die proximale, mediale und distale Sektion des Diinndarms) geteilt wurde (siche Abbildung 4.2). Die
Darmabschnitte wurden longitudinal gedffnet, vom Inhalt befreit und in Fixierlosung denaturiert (4 °C, 1-2 d). Zur
Vereinfachung der Auswertung wurden die einzelnen Darmabschnitte mit Farbelosung getrankt (1-2 min), um im

Anschluss mit 1x PBS bis zu einem guten Kontrast entfarbt zu werden.

Fixierl6sung:

Formaldehyd, 37%, Roth 4 % (V/v)
PBS Ix
Férbeldsung:

Methylenblau 0,01 % (w/v)
Formaldehyd, 37% 4 % (v/v)
PBS Ix
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Abbildung 4.2: Darmabschnitte einer APCmin-Maus: Der longitudinal gedéffnete Verdauungs-trakt einer 120 Tage
alten APCM™*-Maus wurde unterteilt. Wobei (DiiDa I) fiir den proximale, (DiiDa II) fiir die mediale und (DiiDa
III) fiir die distale Teil des Diinndarms stehen. Der Dickdarm (Col) wurde nicht portioniert. Zur Verbesserung des
Kontrastes wurde der fixierte (4% Formaldehyd) Darm mit Methylenblau geférbt. Als dunklere Punkte, treten die

einzelnen Tumore deutlich hervor.

Die Auswertung der einzelnen Darmabschnitte erfolgte durch zwei unabhiangige Wissenschaftler (Binokular, 10x
Vergroflerung). Hierbei wurden mittels einer Schablone die Durchmesser der Tumore in Gréflen unterteilt (S <
0,25mm; 1 <0,5mm; 2 <1mm; 3 < 1,5mm; 4 <2mm; 5 <2,5mm; 6 <3 mm; L >3 mm) und die jeweilige

Anzahl und Lage bestimmt.

4.3.2 Tumorpraparation fur Transkriptomanalyse

Fiir die Préparation von RNA bzw. Proteinen waren Formaldehyd-fixierte Darmabschnitte ungeeignet. Fiir diesen

Fall bewéhrte sich die nachstehende Praparationsmethode.

Der Darm wurde wie oben beschrieben entnommen und von Fett und Pankreas befreit. Zur weiteren Préparation
und Entleerung wurden die Eingeweide auf Eis gekiihlt, bevor sie auf Whatman-Papier gebettet und in RNAse-
hemmenden Puffer {iber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt wurden. Die hohe Konzentration an (NH4),SO, in

diesem Puffersystem band das freiec Wasser und sorgte so fiir eine effektive Hemmung RNA-abbauender Enzyme.

RNAse-hemmender Puffer:

(NH4),SO4 6,1 M

EDTA 10 mM
Na;-Citrat (1 M) 25 mM
pH 5,2 mit H,SO,

25



4.4 Histologische Methoden

Einzelne Darmabschnitte wurden histomorphologisch untersucht. Hierzu wurde der Formaldehyd-fixierte Darmab-
schnitt einer ,,Swissroll” (oder Rollmops) dhnlich aufgerollt. Die Einbettung in Paraffin, das Schneiden (2 pm) wie

auch das Féarben (Hédmatoxylin-Eosin) wurden vom Institut fiir Pathologie der Charité durchgefiihrt.

Ausgewertet wurden die einzelnen Schnitte von zwei geschulten Pathologen (PD Dr. Carsten Denkert, Dr. Wilko
Weichert, Institut fiir Pathologie der Charité). Zum einen wurde die Tumoranzahl bestimmt, zum anderen wurden
die Tumore, abhidngig vom Entartungszustand, unterteilt (hoch- und geringgradig differenzierte Tumore). Eine

statistische Aussage wurde anhand des Student’s t-Test getroffen.

4.5 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders beschrieben kamen etablierte Protokolle zur Anwendung, welche im Handbook Molecular
Cloning (Molecular Cloning, Joseph Sambrook, David W. Russell, ISBN 0-87969-577-3) beschrieben sind, oder es

wurde den Anweisungen der Hersteller Folge geleistet.

4.5.1 Probenaufarbeitung und -aufbewahrung

Gewebeproben wurden, wenn nicht anders erwéhnt, nach Entnahme auf Trockeneis eingefroren und bis zur Analy-
se bei -80 °C gelagert. GroBere Gewebe wurden unter Kithlung durch fliissigen Stickstoff im Microdismembrator
zu Gewebepulver verarbeitet. Diese Behandlung erlaubte ein besseres Aliquotieren der Probe und sorgte zugleich

fiir homogenes Probenmaterial.

4.5.2 RNA-Isolierung

Die Isolierung der RNA erfolgte mit der Methode der Guanidinisothiocyanat- (GTC) Extraktion nach Chomc-
zynski und Sacchi (Chomczynski and Sacchi, 1987). Von Peqlab Biotechnologie (Erlangen) wurde die phenolische
GTC-Losung (peqGold RNA-Pure) bezogen, wobei nach den Empfehlungen des Herstellers gearbeitet wurde.

Kurz zusammengefasst wurden ca. 200 mg Gewebepulver mit 1 ml GTC-Losung versetzt, wobei das zdhe Ge-
misch mehrmals durch eine Spritze mit 24G-Kaniile (Microlance 24G, BD, Drogheda, Irland) gezogen wurde. Die
in der Kaniile auftretenden Scherkréfte bewirkten die Entstehung einer leicht viskosen Losung, in der die Gewebe-
zellen komplett aufgeschlossen waren. Der Ansatz wurde mit 200 ul Chloroform ausgeschiittelt (vortexen) und
durch Zentrifugieren (14.000 g, 4 °C, 5 min) die Phasentrennung forciert. Die obere wéssrige Phase wurde ent-
nommen und mit 500 pl 2-Propanol versetzt, wobei die ausgefallene RNA nach 5-10 min sedimentiert (14.000 g,
4 °C, 5 min) wurde. Das RNA-Pellet wurde zweimal mit 1 ml 75 % Ethanol (v/v) gewaschen. Uberschiissiges
Ethanol wurde in der Vakuumzentrifuge entfernt, bevor die isolierte RNA in ddH,O (DEPC-behandelt) gelost wur-
de.
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Die Nukleinsdurelosung wurde im UV/VIS-Spektrophotometer bei 260 nm vermessen. Anhand des Lambert-
Beer’schen Gesetzes konnte die Konzentration, die direkt proportional zur Absorption ist, bestimmt werden (mitt-

lerer Extinktionskoeffizient fiir RNA: €60 ym = 25 1* g'l*cm'l).

Um eine Aussage iiber die Reinheit der Nukleinsduren zu treffen, wurde das Verhiltnis der Absorption bei 260 nm

und 280 nm bestimmt. Dieses sollte im Falle von RNA zwischen 1,6 und 2,0 liegen.

4.5.3 Northern Blot

Zur Quantifizierung von Transkripten stellt der Northern Blot ein robustes Standardverfahren dar. Hierzu wurde
RNA-Lo6sung in denaturierendem Probenpuffer suspendiert. Die RNA wurde durch Erwarmen (55 °C, 5 min) dena-
turiert und im Anschluss in Eiswasser abgeschreckt. Die Auftrennung der RNA erfolgte im horizontalen denaturie-
renden Agarosegel (90 V, 2-3 h, Laufpuffer 1x MOPS). Im Anschluss wurde das Gel fotografiert. Hierbei sollte die
Bande der 28S rRNA mindestens doppelt so hell fluoreszieren wie die der 18S rRNA, da sie mehr als doppelt so
lang ist (5000 nt versus 2000 nt).

Die RNA wurde mittels Kapillarblot (10x SSC, 2-3 Tage) vom Gel auf eine Nylonmembran (Nytran 1.2N, Schlei-
cher & Schuell, Dassel) transferiert und im Anschluss mittels UV-Licht (254 nm, 120 mJ/cm?) kovalent auf die
Membran gebunden. Dies erlaubte es, die Membran nach erfolgter Hybridisierung zu waschen und weitere Male

zu hybridisieren.

Die Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten erfolgte im Hybridisierungsofen in rotierenden
Glasflaschen. Hierzu wurde die Membran zuerst vorhybridisiert (Prahybridisierungslosung, 40 °C, 2-3 h) und im
Anschluss hybridisiert (Hybridisierungslosung, 40 °C, iiber Nacht). Bevor die Hybridisierungslosung auf den Blot
gelangte, wurde sie denaturiert (96 °C, 10 min; Abschrecken auf Eiswasser, 5 min). Ein sukzessives Waschen mit
sinkender Salzkonzentration und Erhohung der Temperatur (2x SSPE / 0,5 % SDS, 50 °C, 15 min; 1x SSPE /
0,5 % SDS, 55 °C, 15 min; 0,5x SSPE / 0,5 % SDS, 60 °C, 30 min) erlaubte ein Entfernen nicht spezifisch gebun-
dener **P-DNA-Fragmente.

Die Visualisierung des Hybridisierungsergebnisses erfolgte mittels Phosphorimager (Cyclon, Perkin-Elmer, Bos-
ton, USA). Falls hierbei das Hintergrundsignal zu stark war, wurde erneut mit 0,2x SSEP / 0,5 % SDS, 60 °C, 15 —

60 min gewaschen.

Zur Auswertung der Signale wurde das Programm OptiQuant v3.0 (Packard Instruments, Meriden, CT, USA) ver-

wendet.
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10x MOPS:
MOPS
NaOAc
EDTA (0,5 M)

pH 7,0

20x SSC:
NacCl
Na-Citrat

pH 7,0 mit

Formaldehyd-Agarosegel:

Agarose
MOPS

Formaldehyd

20x SSPE. pH 7.4:

NacCl

NaH2P04

EDTA

RNA-Probenpuffer (2x):

Formamid
Formaldehyd
Glycerol
MOPS

1 %ig EtBr

02 M
0,05 M

0,01 M

3.,0M
0,3M

HCl

1,5 % (w/v)
Ix

5% (W/v)

3.,0M
02M

0,025 M

50 % (v/v)
30 % (v/v)
10 % (v/v)
2x

1 % (v/v)
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Prihybridisierungsldsung:

Formamid 50 % (v/v)
SSPE 6x SSPE
SDS 0,5 % (wW/v)
ssDNA 100 pg/ml

(denaturierte Heringssperma DNA)

Hybridisierungslosung:

1x Prahybridisierungslosung

+ 32P_makierte DNA Sonde

Waschpuffer:

SSPE 2x, 1x, 0,5x

SDS 0,5 % (W/V)

4.5.4 cDNA-Synthese

Die Reverse-Transkription der RNA in ¢cDNA erfolgte mit einem Mix aus Random-Hexamer- und Oligo-dT-
Primern. Zum Einsatz kam das iScript-System (Bio-Rad Laboratories, Miinchen), wobei dem mitgelieferten Proto-
koll folgend 1 pg Gesamt-RNA mit 2 pl 5x Reaktionspuffer, ddH,O (auffiillen auf 19 pl) sowie Reverser-
Transkriptase (1 pl) gemischt, bei 42 °C fiir 30 min inkubiert und anschlieBend noch auf 85 °C erhitzt (5 min)

wurde.

4.5.5 32pP-Sondenmarkierung

Die fiir die Northern Blot-Hybridisierung eingesetzten Sonden wurden entweder aus hausinternen Plasmiden oder
mit spezifischen Primern aus cDNA amplifiziert. Die PCR-Produkte (ca. 300-500 bp) wurden iiber 1 % Agarosege-
le von nicht eingebauten Nukleotiden gereinigt. Die jeweiligen DNA-Fragmente wurden aus der Agarose analog
der Methode der DNA-Isolierung mittels Glasmilch (siche 4.2.2) separiert. In Abwandlung wurde das Agarosegel
nach Zugabe von Nal-Bindelosung (2-3 ml Nal-Losung pro Gramm Agarosegel) bei 50 °C geschmolzen, um ent-

sprechend weiter prozessiert zu werden.
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Das isolierte DNA-Fragment wurde mittels Labeling Kit von NEB (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
32p_markiert. Hierbei wurden den Herstellerangaben folgend 25 ng DNA mit 32 ul ddH,O versetzt. Der Mix wurde
auf 96 °C (5 min) erhitzt und im Anschluss in Eiswasser abgeschreckt (5 min). Nachfolgend wurden auf Eis 5 pl
Labeling Puffer (10x), 2 ul dATP, 2 ul dTTP, 2 ul dGTP, 1 ul Klenow-Fragment (5 U) und 5 pl **P-dCTP (3000
Ci/mmol) gemischt, bei 37 °C (1 h) inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 5 ul EDTA (0,2 M) gestoppt.

Die iiberschiissigen Nukleotide wurden iiber eine Sephadex G-50-Saule (Microspin G-50 Columns, Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA) abgetrennt. Die **P-markierte Sonde wurde zur Denaturierung in 100 pl Pra-
hybridisierungslosung aufgenommen, auf 95 °C (5 min) erhitzt, um im Anschluss in Eiswasser abgeschreckt zu
werden. Zum Einsatz fiir die Northern Blot-Hybridisierung wurde die Hybridisierungslosung mit weiteren 10 ml

Prahybridisierungslosung versetzt.

4.5.6 Amplifikation durch PCR

Durch die ,,polymerase chain reaction (PCR) lassen sich in vitro gezielt DNA-Fragmente exponentiell synthetisie-

ren. In Analogie zu den Empfehlungen des Herstellers wurde folgender PCR-Mix auf Eis pipettiert:

PCR-Mix:

Template-DNA ca. 50 ng
10x PCR-Puffer (Qiagen) 2,3 ul
MgCl, (25 mM) 1ul
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 ul
»forward Primer (25 pM) 1 ul
,reverse Primer (25 uM) 1wl
Taq-Polymerase (Qiagen) 0,1 ul
mit ddH,O auffiillen auf 23 ul
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Programmierung des Thermocyclers:

Denaturieren 95 °C, 3 min

Denaturieren 95 °C, 15 sec
Annealing 52 °C, 30 sec 45x
Elongation 72 °C, 30 sec
Elongation 72 °C, 2 min

Abkiihlen auf 8 °C

Die Annealing-Temperatur war maflgeblich von der Sequenz und der Linge der Oligonukleotide abhingig. Die
hier erwdhnte Annealing-Temperatur war nur ein Richtwert, welcher fiir das jeweilige Experiment variiert wurde.
Ahnliches galt fiir die Zeit der Elongation. Die DNA-Polymerase verlingert die Primer um ca. 900 bp pro Minute.

Somit richtet sich die Dauer der Elongation nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragmentes.

4.5.7 Real time-PCR

Zur vergleichenden Analyse der Transkriptkonzentrationen wurde auf die Methode der Real time-PCR zuriickge-
griffen. Hierbei war eine vergleichende Analyse auch gering exprimierter mRNA-Mengen in kleinen Probevolumi-
na moglich. Die dabei verwendete Methode der Detektion basierte auf den DNA-interkalierenden Eigenschaften

von SYBR Green.

Die Primer wurden unter Zuhilfenahme der Software Beacon Designer (Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA)
ausgewahlt. Wenn mdglich, sollten die Primer eine Lange von 18-22 bp haben und am 3’-Ende moglichst eine oder
zwei Purinbasen enthalten. Um eine Amplifikation von genomischer DNA auszuschlieBen, wurde versucht, die

Primer Intron-iiberspannend auszuwéhlen.

Vor dem Einsatz der jeweiligen Primerpaare wurden die Amplifikationseigenschaften anhand einer Positivkontrolle
(Mix aller zu messenden cDNAs eines Probensets) und einer Negativkontrolle (ddH,O) getestet. Bei unspezifi-

scher Amplifikation wurden im gegebenen Fall neue Primerpaare ausgewdhlt.

Ebenso wurde auch fiir jeden Syntheseansatz die Effizienz der Amplifikation mittels einer Verdiinnungsreihe ana-
lysiert. Die Analyse der einzelnen Proben erfolgte in Triplikaten. Die Reagenzien wurden auf Eis zusammen pipet-

tiert. Nachstehend ein Beispielansatz:

31



Real time-PCR-Mix:

c¢DNA Template (1/10 verd.) Sul
2x SYBR Green Master Mix 12,5 pl
,forward“ Primer (25 nM) 1 pl
»reverse” Primer (25 nM) 1 ul
mit ddH,O auffiillen 25 ul

Programmierung des Thermocyclers:

Hotstart-Taq Aktivierung 95 °C, 15 min

Denaturieren 95 °C, 10 sec
Annealing 58 °C, 15 sec 50x
Elongation 72 °C, 15 sec
Elongation 72 °C, 3 min

Da die Fluoreszenz des SYBR Green nicht zwischen spezifischer und unspezifischer Amplifikation diskriminiert,
wurde im Anschluss an jede Real time-PCR eine Schmelzkurvenanalyse des Produktes durchgefiihrt. Des Weiteren

wurden die jeweiligen Reaktionsansitze auf einem 1%igen (w/v) Agarosegel (1x SB) analysiert.

Die relative Quantifizierung erfolgte mit der AACt-Methode. Hierbei wurde der durch die Software (Bio-Rad La-
boratories, Miinchen) ermittelte Ct-Wert jeder cDNA Probe auf ein ebenfalls gemitteltes Referenzgen (18S rRNA)
bezogen. Die sich hieraus ergebenden normalisierten Werte (ACt) wurden mit der Software REST (Version 1.9.12,
http://rest.gene-quantification.info/) statistisch ausgewertet (relative Expression bezogen auf die Vergleichsgruppe

und statistische Signifikanz) (Pfaffl, et al., 2002).

4.5.8 Transkriptionsanalyse mittels Microarray

Fiir die vergleichende Transkriptomanalyse bot sich die Methode der Microarrays an. Hierbei kann nahezu das
gesamte mMRNA-Profil aus einer einzigen Priparation bestimmt werden. Die hier verwendeten Genchips (Gene-
Chip Mouse Genome 430 2.0 Array, Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) représentierten ca. 39.000 Gene/EST-
Eintrdge (Affymetrix). Es wurden jeweils Gensequenzen der Datenbanken dbEST (NCBI, Juni 2002), GenBank
(NCBI, Release 129, April 2002), und RefSeq (NCBI, Juni 2002) beriicksichtigt (Affymetrix). Jedes einzelne Gen
war auf dem Chip in 11-facher Ausfiihrung als ca. 25 bp langes Oligomer vertreten (Alberts, et al., 2007). Die
Sequenz der mittels Fotolithographie synthetisierten Oligonukleotide entsprach der cDNA, war also dem

Transkript komplementir und wurde als PM (Perfect Match) bezeichnet. Direkt neben einer PM-Zelle wurde ein
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Oligonukleotid mit einem homomeren Basenaustausch in der Mitte des Oligonukleotids synthetisiert und als MM
(MisMatch) bezeichnet. Somit bestand ein Probenpaar (PP) aus einer PM- und einer MM-Zelle. 11 Probenpaare
mit 11 verschiedenen Sequenzen wurden als Probenset (PS) zusammengefasst und entsprachen einem Gene/EST.
Um Fehler durch lokale Hybridisierungsartefakte zu minimieren, wurden die PP eines PS nicht direkt nebeneinan-
der positioniert, sondern {iber den gesamten Chip verteilt. Dieser Aufbau der Genchips erlaubte es, Hybridisierung-

sexperimente unterschiedlicher cDNA-Proben quantitativ zu vergleichen.

Zur Beurteilung, ob ein Gen exprimiert ist, hat sich die Bezeichnung ,,Present/Absent call* durchgesetzt. Der hier-
bei ermittelte Detektionsvertrauenswert ,,Detection p-Value* gibt Antwort iiber die Giite der Hybridisierungen in
den einzelnen PP. Eine PS gilt als anwesend bzw. exprimiert, wenn der p-Value < 0,05 ist (Affymetrix, ; McClin-

tick and Edenberg, 2006: ; Shedden, et al., 2005).

Verglichen wurden APCM™*/SePP""-Tumore und Tumore aus APC™™"-Tieren. Da jeder Tumor auf ein singulires
Ereignis zuriickgeht, wurde zur Minimierung individueller Eigenheiten nicht mit einzelnen Tumoren gearbeitet,
sondern mit jeweils einem Pool aus mehreren Tumoren (ca. 8 bis 10 Tumore dhnlicher Grofe). Die Tumore stamm-
ten aus Tieren gleichen Wurfs und Geschlechts und wurden aus in RNAse-hemmenden Puffer konservierten Dii-
Da III-Gewebeproben pripariert. Die Extraktion der RNA erfolgte mit der GTC-Methode (siehe 4.6.2). Zusitzlich
wurde die RNA mittels RNeasy-Saulen (RNeasy-Kit, Qiagen, Hilden) den Herstellerangaben folgend gereinigt.

Die reverse Transkription und Biotin-Markierung der RNA und die Hybridisierung wurde vom Servicezentrum der
Charité (Dr. U. Ungethiim, Labor fiir Funktionelle Genomforschung LFGF, Charité, Berlin) vorgenommen. Zur
Normalisierung der Ergebnisse und Ermittlung der p-Values konnte auf die Expertise von Dr. R.J. Kuban (Labor
fiir Funktionelle Genomforschung LFGF, Charité, Berlin) zuriickgegriffen werden. Hierbei kam das Programm
GCOS 1.4 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) zur Anwendung. Eine weitere Prozessierung der normalisierten
Daten wurde in GeneSpring 4.2 (Silicon Genetics, Redwood City, CA, USA) bzw. in MS-Excel (Microsoft Office
2002 Microsoft Deutschland, UnterschleiBheim) vorgenommen. Beriicksichtigt wurden nur Transkripte, die in
mindestens einem der Genchips ,,Present” (p-Value < 0,05) waren. Eine Validierung einzelner Gene wurde nach-

folgend mittels Real time-PCR vorgenommen.

4.5.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970) erlaubt es, Proteine der

Grofe und Ladung nach aufzutrennen.

Die hier verwendeten 10%igen Polyacrylamidgele wurden zwischen zwei vertikalen Glasplatten gegossen und mit

1-Butanol iiberschichtet. Nach dem Polymerisieren wurde das Butanol entfernt und das Trenngel gegossen.

Das Gel wurde mit ca. 20-30 ug Protein beladen, welches zuvor in Probenpuffer aufgenommen, bei 55 °C denatu-
riert und in Eiswasser abgeschreckt wurde. Als Grofenvergleich wurde zusitzlich zu den Proteinen ein Marker
(Prestained Marker, New England BioLabs, Ipswich, USA) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x E-
lektrophoresepuffer bei 80-100 V.
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Trenngelpuffer, pH 8.8:

Tris

SDS

Sammelgelpuffer, pH 6.8:

Tris

SDS

Trenngel (10% AA):

40% Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1)
Trenngelpuffer

ddH,0

10% SDS

TEMED

10% (w/v) APS

Probenpuffer (4x):

Tris (pH 7,5)
Glycerol
SDS

DTT

Bromphenolblau

I,5M

0,4% (w/v)

0,5M

0,4% (w/v)

2ml
2,5ml
5,4 ml
80 ul
4 ul

40 pl

02M
50% (v/v)
4% (W/v)
125 mM

0,04 %
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Sammelgel (4.5% AA):

40% Acrylamid/ Bisacrylamid (29:1) 560 pl
Sammelgelpuffer 1,25 ml
ddH,0 3,1ml
10% SDS 50 pl
TEMED 2,5 ul
10% (w/v) APS 25 ul

Elektrophoresepuffer (1x), pH 8.3:

Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1% (w/v)

4.5.10 Western Blot

Die durch SDS-PAGE nach GroBe aufgetrennten Proteine wurden mittels Semidry-Elektroblotting (1 mA/cm?, ca.
3-4 h) vom Gel auf eine Membran (Optitran BA-S85, Schleicher & Schuell, Dassel) transferiert.

Zur Kontrolle des Protein-Transfers wurde die Membran mittels Ponceau-Féarbung angefarbt. Im Anschluss wurde
die Membran in Trockenmilchldsung blockiert (1x Block-Losung, RT, 1 h), bevor der Priméar-Antikorper (hSePP-
Sc, 1,8 pg/ml; BRAHMS AG, Hennigsdorf; 1:2000 verdiinnt in 1x Block-Losung) iiber Nacht (4 °C) binden konn-
te. Nicht-spezifisch gebundener Antikérper wurde durch dreimaliges Waschen (1x TBST, je 10 min, Schiittelinku-
bator) heruntergeldst, so dass der in Block-Losung geldste Sekundir-Antikdrper (donkey-anti-sheep IgG, DAKO,
Dénemark; 1:10.000 verdiinnt in 1x Block-Losung) auf die Membran gegeben werden konnte (2 h, RT). Die
Membran wurde erneut dreimal gewaschen. Zur Detektion wurde die Membran in ECL-L6sung (Amersham Bios-
ciences, Piscataway, NJ, USA) inkubiert, so dass das darin enthaltene Luminol durch enzymatische Katalyse der
am Sekundér-Antikérper gebundenen Peroxidase (HRP) abgebaut werden konnte. Mit der hierbei frei werdenden

Chemilumineszenz wurden Rontgenfilme (X-Omat 100, Eastman Kodak Company, New York, USA) belichtet.
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Transfer-Puffer (1x), pH 8.3:

Glycin 190 mM
Tris 25 mM
Methanol 10% (v/v)

TBST-Losung (1x), pH 8:

Tris 25 mM
NaCl 125 mM
Tween 20 0,3 % (v/v)

Ponceau-Firbung:

Ponceau S 0,1% (w/v)
Trichloressigsdure 3% (W/v)
Sulfosalicylséure 3% (w/v)

Block-Losung:

Trockenmilch (Fluka, Seelze) 5% (w/v)

TBST Ix

4.5.11 Proteinhomogenat

Die Bestimmung selenabhingiger Enzyme erforderte es, native Proteinhomogenate zu erstellen, welche auch fiir

die Messung des Selengehalts eingesetzt werden konnten.

Es wurde jeweils eine Spatelspitze (ca. 200 pg) Gewebepulver mit 1 ml kaltem Homogenisationspuffer (1x) auf-
genommen. Die Mischung wurde zehnmal durch eine Kaniile (Microlance 24G, 0,55 mM x 25 mM, BD, Droghe-
da, Irland) gezogen, um durch Scherkrafteinwirkung ein Aufbrechen von Zellverbédnden und einzelnen Zellen und
eine Fragmentierung der hochmolekularen genomischen DNA zu einer gering viskosen anndhernd transparenten
Losung zu erreichen. Durch Zentrifugation (20.000 g, 4°C, 10 min) wurde in eine Zytosol-Fraktion (Uberstand)
und eine Membran-Fraktion (Pellet) grob aufgeteilt.

Enzyme wie TxnRd und GPx wurden aus der Zytosol-Fraktion gemessen.
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Zur Normalisierung wurde die Proteinkonzentration der einzelnen Proben mit der colorimetrischen Methode nach
Bradford bestimmt (Bradford, 1976). Dem lag eine Absorptionsverschiebung (465 nm zu 595 nm) im sauren Mi-

lieu von Coomassie Brilliant Blue G-250 bei Bindung von Protein an den Farbstoff zugrunde.

Die Firbelosung Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad Laboratories, Miinchen) wurde mit Wasser (1:5) ver-
diinnt. Jeweils 200 ul der Losung wurden mit 5 pl vorgelegter Probenlosung vermengt und nach 5 min bei 595 nm
vermessen. Die Konzentration der Proteinlosung errechnete sich aus einer bei der Messung mitgefiihrten Standard-

reihe.

Homogenisationspuffer 2x:

Saccharose 0,5M
HEPES 40 mM
EDTA 2 mM
pH 7,0 mit NaOH

4.5.12 Glutathionperoxidase -Aktivitatsbestimmung

Peroxide (R-OOH) konnen von Glutathionperoxidase (GPx) Glutathion-abhéngig (GSH) zu ihren Alkoholen redu-

ziert werden.

2GSH + ROOH —SPX » GssG + H,0 + R-OH

Das entstandene oxidierte Glutathion (GS-SG) kann unter Verbrauch von NADPH durch die Glutathionreduktase
(GR) wieder zu GSH reduziert werden.

GR

GS-SG + NADPH + H' 2GSH + NADP"*

\)

Dieses enzymatische System kann in vitro nachgestellt werden (Flohe and Gunzler, 1984), wobei dem gekoppelten
System auBer dem Analyten (GPx) alle Reaktionspartner im Uberschuss zugegeben werden. Der Verbrauch an

NADPH ist somit proportional zur probeneigenen GPx-Aktivitat.

Zur Messung wurden in eine Kiivette ca. 100 pl Zytosol-Fraktion (ca. 20 ug Protein) vorgelegt, auf 500 pl mit
ddH,0 aufgefiillt und mit 500 ul Reaktionsmix versetzt. Die Losung wurde fiir ca. 5 min raumtemperiert, bevor
durch Zugabe des Peroxid-Substrates (10 ul 0,07%iges tert-Butyl-Hydroperoxid) die Reaktion gestartet wurde. Die
Abnahme des NADPH wurde bei 340 nm gemessen (4 Messpunkte im Abstand von 10 s).
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GPx-Reaktionsmix pH 8.0:

Tris 02M
EDTA 1 mM
NADPH 0,33 mg/ml
GSH 1,42 mg/ml
GR 2 U/ml

Die GPx-Aktivitidt wurde in Anlehnung an das Lambert-Beer’sche-Gesetz unter Verwendung des molaren Extink-

tionskoeffizienten fiir NADPH wie nachstehend berechnet:

GPx - Aktivitdt B AE,,/min * V, 1]
[nmol *min™ *mg ] €,M"*cm™] * dlem] * m,,,[mg]
AE;349 Extinktionsinderung bei 340 nm [min™']
€340 molarer Extinktionskoeffizient fiir NADPH+H" (&340 ym = 6200 M * cm™)
V Ansatz Gesamtansatzvolumen (1 ml)
Mpyotein Protein pro Ansatz [mg]
d Kiivettendurchmesser (1 cm)

Zur Bestimmung des NADPH-Abbaus, unabhéngig von der GPx-Aktivitit in der Probe, wurde parallel ein mit
100 pl Mercaptosuccinat (15 mg/ml) gehemmter Ansatz gemessen. Dieser intrinsische NADPH-Abbau wurde in

der Berechnung der Enzymaktivitit beriicksichtigt.

4.5.13 Thioredoxinreduktase-Aktivitatsbestimmung

Die TxnRd ist eine Disulfidreduktase. Durch Reduktion von Ellman's Reagenz (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoeséure);
DTNB) kann auf die Aktivitdt der TxnRd geschlossen werden (Hill, et al., 1997). Gemessen (412 nm) wird das
Sulfid (5-Thio-2-nitrobenzoesdure; TNB), welches unter NADPH-Verbrauch gebildet wird.
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In einer Kiivette wurden 900 pl Reaktionsmix vorgelegt, mit ddH,O abziiglich des Volumens des Analyten auf
1 ml aufgefiillt und fiir 3 min bei RT temperiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe der zu messenden Zytosol-
Fraktion (ca. 20 pg Protein) gestartet und bei 412 nm vermessen. Die Menge an zugefiihrtem Protein sollte so

bemessen sein, dass der Anstieg (AE/min) der Absorption iiber den Messzeitraum (3 min) relativ konstant bleibt.

Reaktionsmix:

Kaliumphosphat Puffer pH 7,0 100 mM
DTNB 2 mg/ml
EDTA 10 mM
NADPH 0,2 mg/ml
BSA 0,2 mg/ml

Die TxnRd-Aktivitdt wurde unter Verwendung des molaren Extinktionskoeffizienten von TNB mit folgender For-

mel berechnet. Es ist zu beachten, dass beim Abbau von einem DTNB zwei TNB-Molekiile entstehen.

TxnRd - Aktivitit AE,,/mn * V, . I1]
[nmol *min™" *mg™] €,,[M'*cm™] * dlem] * m,,[mg] * 2
AEs4 Extinktionsénderung bei 412 nm, [min™]
€340 molarer Extinktionskoeffizient fiir TNB (g4 ym = 13600 M * cm'l)
V Ansatz Gesamtansatzvolumen (1 ml)
Mpyotein Protein pro Ansatz [mg]
d Kiivettendurchmesser (1 cm)
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4.5.14 Messung proinflammatorischer Zytokine

Die Multiplex/Lincoplex-Methode basiert auf der konventionellen Sandwich-Assay-ELISA-Technologie, bei der
mehrere Zytokine gleichzeitig bestimmt werden konnen. Das Antigen wurde zum einen von einem biotinylierten
Antikdrper gebunden, zum anderen von einem Antikdrper, welcher kovalent an einzelne Kiigelchen gebunden war.
Abhingig vom Antikorper waren die Kiigelchen durch Fluoreszenzfarbstoffe markiert. Bei der Detektion im Dop-

pellaser-System konnte auf Qualitdt wie auch auf Quantitét der einzelnen Zytokine geschlossen werden.

Fiir die Bestimmung von TNFa, IL-6, IL-1B und INFy fand der Lincoplex Cytokine Immunoassay Kit (Linco Re-
search Inc., St. Charles, MO, USA) Verwendung. Den Angaben der Herstellers folgend wurden jeweils 50 pl Se-

rum von APCM™*- bzw. APCM™*/SePP™-Tieren im Luminex 200 (Luminex, Austin, TX, USA) vermessen.

4.6 Selenbestimmung

Die Selenbestimmung basierte auf der fluorimetrischen Eigenschaft von 2,3-Diaminonaphthalin (DAN) im Kom-

plex mit Se™" (Sheehan and Gao, 1990).

Zunichst wurden alle Selenverbindungen durch AufschlieBen in 500 pl einer Sduremischung (4Teile 70 %ige
HNO; und 1 Teil 70 %ige HCIO,) bei 190 °C (2 h) einheitlich in die hchste Oxidationsstufe (Se™") iiberfiihrt.

Nach Abkiihlen auf RT wurden 500 pl 37 %ige HCl zugegeben und sukzessive erhitzt (von 90 °C auf 150 °C).

(+VI) (+1V)

Hierbei wurde Se zu Se reduziert, zusitzlich wurden Nitrosegase entfernt, bis nach ca. 30 min bei 150 °C

keine braunen NOx-Gase mehr aufstiegen. Der Ansatz wurde abgekiihlt und nach Zugabe von 2 ml EDTA
(2,5 mM, pH 8,0), 600 ul DAN (1 mg DAN /ml 0,1 M HCI) sowie Temperieren im Wasserbad (55 °C, 30 min)

konnte Se‘™v)

als Piazselenol komplexiert werden. Bei RT wurde der Komplex mit 1000 pul Cyclohexan ausge-
schiittelt. Es wurden jeweils 600 ul Cylohexanphase im Fluorimeter (LS50B, Perkin-Elmer, Boston, USA) bei
einer Anregungswellenlénge von 364 nm und einer Emission bei 520 nm vermessen. Die Analyse erfolgte im Dup-

likat und wurde von einer Standardreihe bekannter Natriumselenitkonzentration begleitet.

NH, N
,  +2H N Ly
+ SeOj3 0.0 Se
NH, 2 \'\/
DAN Piazselenol

Abbildung 4.3: Bildung von Piazselenol: Selen (+IV) wird im sauren Milieu von 2,3-Diaminonaphthalin (DAN)
gebunden. Das gebildete unpolare Piazselenol kann mit UV-Licht (364 nm) angeregt werden, wobei es bei 520 nm

emittiert. Diese fluorimetrische Eigenheit ist Grundlage der hier zur Anwendung gekommenen Selenbestimmung.
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4.7 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten Werte in Graphiken sind als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (eng.
Standard error of the mean, SEM) aufgefiihrt.

Die Vorgehensweise in der Statistischen Auswertung wurde mit Dr. K. Neumann (Institut fiir Biometrie und Klini-
sche Epidemiologie, Charité, Berlin) beraten. Wenn nicht anders aufgefiihrt, wurde der nicht gepaarte, zweiseitige
Student’s t-Test angewendet (Software, GraphPad Prism 5.). Hierbei wurden die ermittelten p-Werte wie folgt
tituliert: p > n.s. (nicht signifikant), p < 0,17, p < 0,05%, p < 0,01**, p < 0,001 %**%*),
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5 Ergebnisse

5.1. SePP-Expression in Colonkarzinom-Zelllinien

Aus fritheren Untersuchungen war bekannt, dass intestinale Tumore kein oder nur geringe Mengen an Selenopro-
tein P produzieren (Al-Taie, et al., 2004). Dabei stellte sich die Frage, ob die fehlende Expression genomische oder
transkriptionelle Ursachen hat. Weitergehend war von Interesse, ob durch Selen-Substitution die Menge an gebil-
detem SePP erhoht werden kann, was eine Redifferenzierung bzw. ein vermindertes Wachstum der Tumorzelle zur

Folge haben konnte.

Diese initiale Fragestellung sollte in Zellkulturversuchen beantwortet werden. Die hierzu verwendeten Zelllinien
HT29, LIM1215 und HCT116 wurden urspriinglich aus humanen Colonkarzinoma kultiviert (Morin, et al., 1996: ;
Ramsay, et al., 2005: ; Santoro and Groden, 1997: ; Whitehead, et al., 1985). Die Selen-Supplementation erfolgte

mit Selenit.

Die Zellen wurden in DMEM-Medium gehalten und bei Konfluenz als Duplikate in Flaschen mit je 0 nM, 10 nM,
50 nM und 100 nM Na-Selenit im Medium aufgeteilt.

Die verschiedenen Selen-Konzentrationen hatten keine erkennbaren morphologischen Verdnderungen der Zellen

zur Folge. Auch konnte kein Einfluss auf das Wachstum und die Teilungsrate festgestellt werden.

Da es sich bei SePP um ein sezerniertes Protein handelt, wurde zum einen das Zellkulturmedium (aufkonzentriert
durch Acetonfillung), zum anderen das Zelllysat auf SePP-Produktion untersucht. SePP konnte jedoch mittels
SDS-PAGE und anschlieBender Western Blot-Analyse weder im Zelllysat noch im Zellmedium nachgewiesen
werden. Auch die verschiedenen Selen-Konzentrationen im Medium hatten keinen Einfluss auf die Produktion des

Proteins. In den nachfolgenden Analysen lag der Fokus daher auf der genomischen Ebene.

Aus einem Teil der Zellen des Zellkulturversuches wurde durch GTC-Extraktion RNA gewonnen. Diese wurde im
denaturierenden Formaldehydgel aufgetrennt (je 30 pg RNA + Leber-RNA als Positiv-Kontrolle) und im Northern
Blot analysiert. Sukzessive wurde die Membran mit P**-makierter SePP-, GPx2- und GPx1-cDNA hybridisiert
(siche Abbildung 5.1).

Im Vergleich zur Leberkontrolle war kein SePP-Transkript in den Zelllinien nachzuweisen. Hingegen konnte eine
Produktion von GPx2-mRNA gezeigt werden. Die Zelllinie HT29 bildete deutlich mehr GPx2-Transkripte als
HCT116 und LIM1215. Vergleicht man die GPx1-Transkriptmenge, kehrt sich die Reihenfolge um: LIM1215
produzierte deutlich mehr GPx1-mRNA als HCT116, in HT29 war das Transkript kaum noch nachweisbar.

Im Vergleich der verschiedenen Selenit-Konzentrationen war kein deutlicher Trend ersichtlich. Nur HT29 zeigte

eine Verringerung an GPx2-Transkript von 10 zu 100 nM Selenit (siche Abbildung 5.1d).

Die fehlende GPx2-Produktion in der Leber-Kontrolle entsprach den Erwartungen. Verglichen mit der Leberkon-

trolle war in allen Zelllinien deutlich weniger GPx1-Transkript nachweisbar.
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Abbildung 5.1: Selenoprotein-Expression in Colonkarzinom-Zelllinien: Die Zelllinien HT29, HCT116 und
LIM1215 wurden in Serum (DMEM-Medium) mit verschiedenen Selen-Konzentrationen (0 nM, 10 nM, 50 nM
und 100 nM Na-Selenit) fiir 7 Tage kultiviert. Die hieraus isolierte RNA wurde im Northern Blot analysiert, wobei
sukzessive mit SePP- (a), GPx1- (b) und GPx2-Sonden (c) hybridisiert wurde. Als Positiv- (fiir: SePP, GPx1) bzw.
Negativkontrolle (fiir: GPx2) wurde Leber-RNA mitgefiihrt. Die GPx2-mRNA-Anderung in HT29-Zellen bei Be-

handlung mit Selenit wurde in (d) graphisch veranschaulicht (zweiseitig, ungepaarter, t-Test).

Auf genomischer Ebene konnte SePP mittels PCR in den untersuchten Colonkarzinom-Zelllinien HT29, HCT116
und LIM1215 nachgewiesen werden (siche Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: Test auf SePP-DNA in humanen Darmkrebszelllinien: Das Vorhandensein des SePP-Allels wurde
in den Zelllinien HT29, HCT116, und LIM1215 getestet. Hierzu wurde die DNA mittels Glasmilch extrahiert und
Fragmente des SePP-Gens mittels SePP-spezifischen Primern (FKOLZ2, Rev-mSEPPO2, Chrom 15: 3,224,303 -
3,224,858 Bp) amplifiziert.

5.2. SePP- und GPx2-mRNA in Tumoren aus APCmin-

Mausen

Anders als beim Menschen, entstehen Tumore im APCmin-Modell iiberwiegend im Diinndarm. In einem Vorver-
such stand die Frage im Vordergrund, ob sich APCmin-Tumore &hnlich wie humane Colontumore in ihrer Sele-
noprotein-Expression verhalten. Aus der Literatur (Al-Taie, et al., 2004) und aus Vorversuchen (siche Abbildung
5.3) war bekannt, dass SePP-mRNA im Colontumor vermindert exprimiert wird. Ein zweites Selenoprotein, wel-
ches mit intestinalen Tumoren assoziiert wird, ist die GPx2. Dieses Protein ist im Colontumor tendenziell verstarkt

exprimiert (Brigelius-Flohe, 2006: ; Mork, et al., 2000).

Tumor
Normalgewebe

Colon { .w;' -4

Abbildung 5.3: SePP-Expression in humanem Tumorgewebe: Gewebe-Blot mit Tumorproben (jeweils die obere
Reihe) und benachbartem Normalgewebe (jeweils die untere Reihe) verschiedener Organe. Es wurde mit P*-
markierter hSePP-Sonde hybridisiert (freundlicherweise von Dr. Lutz Schomburg zur Verfiigung gestellt). Im Falle

des Colons wird deutlich, dass SePP in Tumoren geringer exprimiert ist als im umliegenden gesunden Gewebe.

Um die SePP und GPx2-Expressionsmuster im APCmin-Tumor zu bestétigen, wurde der Ansatz des Northern Blot

gewihlt. Hierzu wurde RNA aus Tumoren frischen Darmgewebes einer APCM™*-Maus prépariert. Aufgrund der
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geringen Tumorgrofle (Durchmesser 1-2 mm) wurden je Ansatz zwei bis vier Tumore gepoolt. Als vergleichendes

Gewebe wurde umliegendes Darmepithel verwendet.

Es wurden jeweils P*>-markierte Sonden der beiden zu untersuchenden Gene hergestellt und sukzessive auf dem
Northern Blot hybridisiert. Durch ,,Strippen* der Membran (0,5 h, 0,5 % SDS, 80 °C) konnte diese mehrmals
hybridisiert werden. Zur Normalisierung der Proben wurde B-Actin als konstitutiv exprimiertes Gen verwendet.

Statistische Relevanz wurde mit dem Student’s t-Test (zweiseitig, ungepaart) festgestellt.

a
b SePP GPx2
1.54 *% 12+ *
o e)]
c c
z 2
© (]
£ 10- S &
<L <L
< <
Z 05- Z 4
[Sh £
® ?
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Abbildung 5.4: Selenoprotein-Expression in APCmin-Tumoren: Aus 120 Tage alten APCM™*-Mzusen wurden
Tumore (T) wie auch umliegendes nicht neoplastisches Darmepithel (K) isoliert. Die mittels GTC-Methode extra-
hierte RNA wurde im Northern Blot sukzessive mit SePP-, GPx2- und B-Actin-Sonde hybridisiert (a). Zur Norma-
lisierung wurden die Signalstirken von SePP- und GPx2 auf das konstitutive exprimierte 3-Actin normalisiert. Die
Anderung der mRNA-Menge von Tumorgewebe (Tum), verglichen mit Kontrollgewebe (Kont), ist in (b) veran-
schaulicht (zweiseitiger, ungepaarter t-Test). Im Falle von SePP ist eine Reduktion der mRNA-Menge auf 0,23 (**,

p <0,01) im Tumor zu verzeichnen. Hingegen ist GPx2 im Tumor 7,8-fach (*, p < 0,05) exprimiert.

Zusammenfassend zeigte sich, dass im Tumor die mRNA-Expression von SePP gegenldufig zu der von GPx2 war.
Die SePP-mRNA-Expression war um den Faktor 5 niedriger, wihrend die Menge an GPx2-mRNA-Expression um
das 6-fache hoher als im Kontrollgewebe war. So offenbarte sich trotz unterschiedlicher Spezies und Lokalisation
der Tumore ein dhnliches Expressionsmuster und unterstrich damit die geeignete Wahl des murinen Tumormodells,

um den Selenmetabolismus im Darmkrebs des Menschen nachzustellen.
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5.3. Charakterisierung der Tumore aus SePP x APCmin-

Mausen

Der Hauptteil dieser Arbeit befasste sich mit den Auswirkungen der SePP-Inaktivierung auf das Tumorwachstum.
Hierzu wurde ein in vivo-Ansatz gewéhlt, bei dem das etablierte Mausmodell APCmin mit der SePP-Maus ver-

kreuzt wurde.

Bei der APCmin-Maus handelt es sich um ein Tumormodell, welches spontan multiple intestinale Neoplasien
(min) entwickelt. Diese erhdhte Tumorinzidenz wurde bei allen Tieren beobachtet, wenn diese mit einer vorzeiti-
gen Stoppmutation in einem der beiden APC-Allele vorbelastet waren (Moser, et al., 1990: ; Su, et al., 1992) und
(Luongo, et al., 1993).

5.3.1. Versuchsaufbau

APCM™"/SePP""-Tiere zeigten in einem Alter von unter 80-90 Tagen keine unmittelbaren Beeintrichtigungen der

Fruchtbarkeit oder des allgemeinen Gesundheitszustandes. Deswegen wurde der nachstehende Verpaarungsansatz

gewihlt:
4 APCM/Sepp*” © SePP™
(L0 (OB (SOl (O (L
SePP** SePp*" SePP™* ApCMins APCMIny APCM=
SePP* SePP™

Abbildung 5.5: Verpaarungsansatz der SePP x APCmin-Zucht: Das APCmin-Allel wurde aus praktischen Erwa-
gungen paternal vererbt. Dieser Ansatz ermoglichte eine mehrfache Verpaarung wéhrend einer Generation. Die
hieraus resultierenden rotmarkierten Tiere wurden fiir die Untersuchungen des Tumorwachstums verwendet, die
griinmarkierten Méause fanden Eingang in die Aktivitdtsbestimmung der selenabhidngigen Enzyme im Intesti-

naltrakt.

Aus praktischen Erwdgungen wurde das Min-Allel zumeist durch den Vater vererbt. Bei Weitergabe des Min-
Allels iiber die Mutter (Fertilitit ab ca. 2 Monate) kdnnte wegen der Tragzeit von 21 Tagen und der folgenden
Stillzeit nur eine Verpaarung pro Tier erfolgen. Zudem wére die Schwangerschaft und anschlieBende Aufzucht der
Nachkommen eine zusédtzliche Belastung und damit ein weiterer Einflussparameter zu der einsetzenden Tumorige-

nese.

Die hieraus entstehende theoretische Verteilung nach Mendel spiegelte sich in der Zucht wieder. Ein embryonal-

letaler Einfluss einer der genetischen Kombinationen von SePP x APCmin konnte nicht beobachtet werden.
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In einem Alter von 120 Tagen wurden die Tiere durch CO,-Inhalation getdtet. Generell war eine deutliche Ge-
wichtsreduktion der durch Krebs betroffenen Tiere gegeniiber den Tieren ohne Min-Allel zu verzeichnen. Diese
war bei den Miannchen ausgeprigter als bei den Weibchen (Gewichtsreduktion bei Méannchen: 21 %, p=0,00001;
Gewichtsreduktion bei Weibchen: 11%, p = 0,07). Hierbei spielte es keine Rolle, ob die Maus heterozygot fiir SePP
oder Wildtyp war.

Ein weiteres Merkmal der durch Krebs belasteten Tiere war eine Andmie. Im nach der Gerinnung (ca. 30 min, RT)
zentrifugierten Blut war das Verhéltnis deutlich zugunsten des Serumanteils verschoben. Dieser niedrige Hama-
tokrit war gepaart mit einer Splenomegalie. Das Volumen der Milz war augenscheinlich um das Drei- bis Fiinffa-

che vergrofert.

5.3.2. Charakterisierung der Tumore

Anders als beim Menschen hat ein verdndertes APC-Gen in der Maus vor allem Auswirkungen auf das Tumorge-
schehen im Diinndarm. Das Hauptaugenmerk ruhte also auf diesem Teil des intestinalen Verdauungstraktes. Der

Magen wie auch das Caecum zeigten keine Anzeichen neoplastischer Verdnderungen.

Unbehandelt war der Darm zu fragil fiir die Handhabung. Auch war der Kontrast zwischen Tumor und normalem
Gewebe ungeniigend. Zugunsten der besseren Prozessierbarkeit war es notwendig, die Geddrme mit Formaldehyd
zu fixieren. Durch Farbung mit Methylenblau konnte der Kontrast soweit erhoht werden, dass auch kleine Neubil-

dungen von den normalen Darmzotten unterschieden werden konnten.

Der Diinndarm wurde in drei gleichgroBe Stiicke, eine proximale (DiiDa I), eine mittlere (DiiDa II) und eine distale
Sektion (DiiDa III), unterteilt. Der Dickdarm wurde nicht differenziert (siche Abbildung 4.2). Zur Analyse kamen
elf APCM™"_ und (n = 13) APCM™"/SePP""-Tiere (n = 13). Die Tumorzihlung erfolgte durch zwei Wissenschaftler
unter Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (7x - 10x Vergroferung, Olympus SZ40, Hamburg) mit Durchsichtbe-
leuchtung. Abbildung 5.6 zeigt zwei exemplarische Paare von Darmpriparaten, jeweils aus einem APCM™*-und
einem APCM™*/SePP""-Tier des gleichen Wurfs. Die einzelnen Tumore waren deutlich als punktuelle Strukturen
erkennbar. Morphologisch waren Tumore des Diinn- und des Dickdarms deutlich verschieden. Neubildungen im

Diinndarm waren von planarer Struktur, hingegen erschienen Colontumore globulér.
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Abbildung 5.6: Darmpriparate von APCM™*- und APCM"*/SePP""-Miusen: Dargestellt ist jeweils der Verdau-
ungstrakt einer APCM™*- und APCM™*/SePP""-Maus desselben Wurfs. In den beiden exemplarischen Beispielen
wird die Abhéngigkeit der Tumoranzahl vom SePP-Genotyp deutlich. Zusétzlich kann auf eine Zunahme der Tu-

morinzidenz von proximal zu distal innerhalb eines Individuums hingewiesen werden.

Der intestinale Verdauungstrakt von 120 Tage alten Mausen wurde mit Formaldehyd fixiert und mit Methylenblau

gefarbt.

Exemplarisch sind Dirme aus APCM™*- und APCM™"/SePP""-Tiere des jeweils selben Wurfs dargestellt. APC
Min™/SePP*" haben augenscheinlich mehr und gréBere Tumore. Vergleiche verschiedener Wiirfe zeigen unter-

schiedlich starke Tumorresponsivitét innerhalb eines Genotyps.
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Die Tumore im Colon waren, verglichen mit denen des Diinndarms, wesentlich grofer. Auf die Tumorhaufigkeit

im Colon hatte die Deletion eines SePP-Allels keinen Einfluss (im Mittel: APCM™*: 3,2 Tumore; APCM™*/SePP*":
2,8 Tumore; p = 0,7).

p=0,7

Tumoranzahl
)
1

OAPCnHm” APbmmH
SePP™"

Abbildung 5.7: Tumoranzahl im Dickdarm: In APC™""- (n = 12) und APC™"/SePP™"- (n = 13) Miusen

ist kein Genotyp-spezifischer Einfluss auf die Tumorhédufigkeit im Dickdarm festzustellen (zweiseitig,

ungepaarter t-Test).

Uber 90 % aller Tumore entstanden im Diinndarm der Miuse. Hier war ein SePP-Genotyp-spezifischer Einfluss
auf die Tumorhiufigkeit ersichtlich. Eine APC™™*-Maus hatte durchschnittlich 96 Tumore (SEM: £10, n = 13).
Hingegen waren im statistischen Mittel 134 Tumore (SEM: £14, n = 13) in Tieren zu finden, die nur ein funktio-
nelles SePP-Allel hatten. Dies entsprach einem Anstieg von 39 % (p < 0,05).

1504  *
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Abbildung 5.8: Tumoranzahl im Diinndarm: Beim Vergleich von APC™*- (n = 13) und APC™"*/SePP""-Miusen
(n = 13) ist ein deutlicher Einfluss von SePP in Diinndarmpréparaten festzustellen. SePP-heterozygote Tiere er-

krankten im APCmin-Modell 1,4-mal (*, p < 0,05; zweiseitig, ungepaarter t-Test) hdufiger an Diinndarmtumoren.
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Neben dem SePP-spezifischen Einfluss auf die Tumorhéufigkeit im Diinndarm war eine zusétzliche Einflussgrof3e
festzustellen. Durch Differenzierung der Tumoranzahl nach dem Entstehungsort konnte eine deutliche Zunahme

von proximal zu distal, unabhidngig vom Genotyp, ermittelt werden (siehe Abbildung 5.9).

Es ist anzumerken, dass im DiiDa I ein Grofiteil der Tumorlast auf den Bereich des Duodenums (die vorderen 3 -
4 cm vom DiiDa I) beschriankt war. Diese Tumore waren iiberdurchschnittlich gro3 (Durchmesser 3 - 6 mm). Hier-
bei konnte in diesem Bereich keine besondere zahlenméBige Haufung in Abhingigkeit vom SePP-Genotyp festge-

stellt werden.

: : : = APCMIn*
*% ns. [ APC™"*/ SePP*
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Tumoranzahl

Abbildung 5.9: Tumoranzahl in den einzelnen Diinndarmabschnitten: Es wurde die Tumorinzidenz in den einzel-
nen Diinndarmabschnitten (proximal zu distal: DiiDa I, DiiDa II, DiiDa III) in Abhingigkeit des Genotyps (APC
Min® “n = 13; APCM™*/SePP"", n = 13) dargestellt. Eine Interpretation der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (eng. One-way analysis of variance, One-way ANOVA) gefolgt von einem Bonferroni’s multiplen
Vergleichstest (*, p < 0,05; **, p < 0,01; n.s. > 0,05). Innerhalb des Genotyps ist eine tendenzielle Zunahme der
Tumorhiufigkeit von proximal zu distal zu verzeichnen. Dieser Trend ist in allen Genotypen festzustellen und
somit unabhingig vom SePP-Allel. Der SePP-spezifische Einfluss auf die Tumorinzidenz wird besonders im drit-

ten Diinndarmabschnitt (distalen, DiiDa III) deutlich. In den beiden anderen Darmabschnitten ist nur ein Trend zu

mehr Tumoren durch Verlust eines SePP-Allels ersichtlich.

Um den Einfluss von SePP nicht nur auf die Tumorinzidenz zu beschrinken, wurde auch die jeweilige Grofe der
Tumore analysiert. Mittels einer Schablone wurde jeder Tumor anhand des Durchmessers in eine von sieben Gro-
Benkategorien eingeordnet (S < 0,25 mm; 1 <0,5mm; 2 <1 mm; 3 <1,5mm; 4 <2 mm; 5 <2,5 mm; 6 <3 mm; L

>3 mm).
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Abbildung 5.10: TumorgréBenverteilung im Diinndarm: In Abhingigkeit vom Genotyp (APCM™* n = 13; APC
Min™/SePP*" n = 13) sind die Tumore anhand der GroBe differenziert (< 0,25 mm; 1 < 0,5mm; 2 < 1 mm; 3 <
1,5mm; 4 <2 mm; 5 < 2,5 mm; 6 <3 mm; >3 mm). Ab einem Durchmesser von > 2 mm haben APCM™"/SePP """~
Mause signifikant mehr Tumore als APCM™ _Tiere. (*, p <0,05; **, p<0,01; n.s. > 0,05; ; zweiseitig, ungepaarter

t-Test) Die Verdnderung des Tumorspektrums wird durch eine Ausgleichskurve veranschaulicht.

Es wurde eine genotypabhingige Verschiebung des Tumorspektrums deutlich (sieche Abbildung 5.10). APCmin-

Tiere mit nur einem funktionellen SePP-Allel hatten die Tendenz, deutlich gréBere Tumore zu bilden.

Diese Erkenntnis beriicksichtigend, konnte die Tumorfliche als Ma3 der Tumorlast bestimmt werden. Da die Tu-
more im Diinndarm von eher planarer kreisformiger Struktur waren (sieche hierfiir auch einen histologischen Quer-

schnitt eines Tumor in Abbildung 5.13 und 5.14), wurde deren Ausdehnung mittels der Kreisflichenberechnung

(A =7 *r*) ermittel.

So war eine Zunahme der Tumorfldche um das 2,9***-fach im APCmin-Tumormodell zu verzeichnen, bei Vorhan-
densein von nur einem funktionellen SePP-Allel. Differenziert man dieses auf die einzelnen Diinndarmabschnitte,
so waren im ersten (DiiDa I) und zweiten (DiiDa II) Diinndarmabschnitt, abhéngig vom Genotyp, eine Verdoppe-
lung der Tumorlast (DiiDa I: 1,9-fache und DiiDa II: 2,4-fache Induktion) und im letzten Darmteil eine Vervierfa-

chung (DiiDa III: 4,1-fache Induktion) festzustellen (siche Abbildung 5.11).

Beim Vergleich der einzelnen Darmabschnitte innerhalb nur eines Genotyps zeigte sich nur in den Tieren, die hete-
rozygot fiir SePP waren, eine Zunahme der Tumorfldche von proximal nach distal. Interessanterweise ist die Tu-

morbelastung in den ,,reinen* APCmin-Tieren in allen Darmabschnitten gleich.
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Abbildung 5.11: Tumorflache in den einzelnen Diinndarmabschnitten: Als MaB fiir die Tumorlast wurde die tumo-
rose Flache in den einzelnen Diinndarmabschnitte (proximal zu distal: DiiDa I, DiiDa II, DiiDa III) berechnet und
graphisch dargestellt. Zur Berechnung wurden die einzelnen Tumore der Kreisfliche angenéhert. Die statistische
Analyse erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (eng. One-way analysis of variance (One-way ANOVA))
gefolgt von einem Bonferroni’s multiplen Vergleichstest (**, p < 0,01; *** p < 0,001; n.s. > 0,05). Bei den APC
Mt _Tieren (n = 13) zeigte sich keine Verinderung der Tumorfliche in den einzelnen Darmabschnitten. Hingegen
war in SePP-heterozygoten Tieren (APCM™*/SePP"", n = 13) eine deutliche Zunahme der Tumorlast von proximal

nach distal ersichtlich.

Im Laufe der Verkreuzung APCmin x SePP (siehe Verpaarungsschema, Abbildung 5.5) wurden auch APCM™*-
Tiere geboren, bei denen beide funktionalen SePP-Allele fehlten. Diese SePP-KO-Tiere entwickelten leider einen
zunehmend schlechteren Gesundheitszustand und verstarben spontan vor Versuchsende im Zeitraum von ca. 60

Tagen nach der Geburt.

Dies war kein Resultat der verstirkten Tumorbelastung, sondern auf die fehlende Expression von SePP und daher
auf einen gestorten Selenmetabolismus und den daraus resultierenden schwerwiegenden Phénotyp zuriickzufiihren.
SePP-KO-Tiere litten an Wachstumsretardierung, gestdrter Motorkoordination und epileptischen Anfillen, an de-

nen sie auch verstarben (siche hierzu auch die Beschreibung des Phanotyps der SePP-Maus in der Einleitung).

In einem einzelnen Fall iiberlebte ein APCM™*/SePP™"-Tier iiber 60 Tage und konnte zu diesem Zeitpunkt zur Ana-

lyse getdtet werden. Der Vergleich erfolgte mit einem ,,reinen APCM™*-Tier des gleichen Wurfs.

Aufgrund des frithen Zeitpunkts der Darmanalyse waren die Tumore nur von kleinem Ausmal} (< 1 mm), jedoch
zeigte sich ein deutlicher Einfluss durch den kompletten genetischen Verlust des Selen-Transportproteins. Gegen-
iiber den APCM™"_Tieren hatte die APC™""/SePP""-Maus fiinfmal mehr Tumore. Auch in diesem Fall war die

Zunahme der Tumore von proximal nach distal ersichtlich (siche Abbildung 5.12).
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Abbildung 5.12: Tumoranzahl im Diinndarm einer APC™™"- und einer APCM™*/SePP""-Maus. Beispiel von zwei

miénnlichen Tumor-Mausen desselben Wurfs (APCM™* APCM™"/SePP™"), welchen im Alter von 60 Tagen der
Darm entnommen und prépariert wurde. Der komplette SePP-Verlust fiihrt in den APCM™*/SePP”"-Miusen zu 5,1-
CMin/+

fach mehr Tumoren im gesamten Diinndarm, verglichen mit AP -Tieren. Innerhalb des Darms ist eine Zu-

nahme der Tumorinzidenz von proximal zu distal (DiiDa I, DiiDa II, DiiDa III), unabhéngig von SePP, ersichtlich.

5.3.3. Histopathologische Tumordiagnostik

Die vorangegangenen makroskopischen Untersuchungen zeigten eine genotypische Beeinflussung vor allem im
distalen Diinndarm (DiiDa IIT). Dieser Abschnitt wurde den Pathologen PD Dr. Carsten Denkert und PD Dr. Wilko
Weichert (Institut fiir Pathologie der Charité, CCM, Berlin) fiir die histopathologischen Untersuchungen iiberge-
ben. Hierzu wurden die Formaldehyd-fixierten Darmabschnitte zu einer ,,Swissroll“ geformt, in Paraffin gebettet

und als 2 pm-Schnitte Himatoxylin-Eosin gefarbt.

In den einzelnen Schnitten waren Neoplasien deutlich von epithelialem Gewebe zu unterscheiden. Im untersuchten

Gewebe war ein signifikanter Einfluss der SePP-Deletion ersichtlich. APC™™"-Tiere hatten im arithmetischen
Mittel 10,3 und APCM™*/SePP™"-Miuse 21,6 Tumore. Dies entsprach einer Zunahme um den Faktor 2,1** (siche

hierzu auch Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.13: Histopathologische Auswertung der Darmschnitte: Exemplarisches Beispiel einer ,,Swissroll* (a)
eines APCM™"- (oben) und einer APCM™/SePP""-Maus (unten). Beide Tiere entstammten dem gleichen Wurf. Der
Darm (DiiDa IIT) wurde Formaldehyd-fixiert, aufgerollt und in Paraffin gebettet, um 2 um Schnitte anzufertigen,
welche Hamatoxylin-Eosin gefiarbt wurden. (b) zeigt die durchschnittliche Tumoranzahl in den einzelnen Schnitt-
priparaten in Abhingigkeit vom Genotyp ((APCM™*, n = 11; APCM™"/SePP"", n = 11; **, p < 0,01; zweiseitig,
ungepaarter t-Test).

Bei den Tumoren handelte es sich fast ausschlieSlich um Adenome. In einem Fall konnte auch ein Karzinom

(Durchbrechung der Basalmembran) ausgemacht werden. Das betroffene Tier war eine APCM™"/SePP""-Maus.

Insgesamt erschienen die Tumore in APCM™'/SePP""-Mzusen in ihrer Morphologie weniger differenziert und
damit maligner. In Abbildung 5.14a ist jeweils ein exemplarisches Beispiel von Tumoren der beiden Genotypen

dargestellt.

Um diese Erkenntnis zu untermauern, wurden die Adenome in ,,gut-“ und ,,schlecht- differenzierte* Tumore unter-
teilt. Hierbei konnte bei den "gut-differenzierten” Tumoren kein Unterschied in der Haufigkeit zwischen beiden
Genotypen ausgemacht werden; hingegen zeigte sich im Falle der ,,schlecht-differenzierten Adenome eine signi-

fikante Zunahme um den Faktor 4,1** (siche Abbildung 5.14b).
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Abbildung 5.14: Differenzierungsgrad der Tumore: Exemplarisches Beispiel (a) eines ,,gut” (links) und eines
»schlecht® (rechts) differenzierten Tumors. Die in (b) dargestellte Anzahl der ,,gut-differenzierten* Adenome
(links) war in beiden Genotypen gleich. Hingegen zeigten APCM™*/SePP""-Miuse (n = 11) deutlich mehr
»schlecht-differenzierte” Adenome (rechts,) verglichen mit APCM™ _Kontrolltieren (n=11). (n.s. > 0,05; **, p <

0,01; zweiseitig, ungepaarter t-Test).
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass APCmin-Tumore in SePP-heterozygoten Mausen haufiger und groBer
wurden. Zusitzlich ist festzustellen, dass auch die Differenzierung der Tumore weniger ausgeprigt war, was auf

ein aggressiveres Tumorwachstum hindeutete.

5.4. Genexpressionsvergleich von SePP*/ - und SePP*/*-

Tumoren

5.4.1. RNA-Microarray

Es ist anzunehmen, dass den unter 5.3.2 beschriebenen pathologischen Unterschieden sowie dem scheinbar aggres-
siveren Wachstum beider genotypspezifischen Tumore charakteristische molekularbiologische Verschiedenheiten
zugrunde liegen. Diese sollten sich auch auf transkriptioneller Ebene widerspiegeln. Um diese Verdnderungen zu
analysieren, wurden RNA-Microarray-Studien durchgefiihrt, welche Einsicht in nahezu das komplette Transkrip-

tom erlauben.

Jeder intestinale Tumor im APCmin-Modell stellt ein singuldres Ereignis dar. Ausgehend vom dem Kinzler-
Vogelstein-Modell fiihrte die fehlende APC-Expression in einer Darmzelle zur neoplastischen Verdnderung, welche
weitere wachstumsfordernde Mutationen anreichert (somatische Evolution). Um die hierbei auftretenden tumorin-
dividuellen Eigenarten zu minimieren und generelle Unterschiede in der Genexpression eruieren zu kdnnen, wurde
mit einem Pool gleichartiger Tumore gearbeitet. Zur Verringerung weiterer externer Einfliisse wurden die Tumore
aus Tieren des gleichen Wurfs und Geschlechts isoliert. Da die pathologischen Unterschiede im distalen Diinn-

darmabschnitt (DtiDa III) am deutlichsten waren, wurde nur auf Tumore dieses Abschnitts zuriickgegriffen.

Der geringe Kontrast im frischen Darmgewebe zwischen normalem Darmepithel und Tumor erlaubte keine saubere
Praparation. So erwies es sich als hilfreich, den Darm zuerst in RNAse-hemmendem Puffer zu konservieren, um
im Anschluss die Tumore zu isolieren. Bei der Préparation wurde darauf geachtet, nur Tumore gleicher Grofle zu
poolen. Die RNA wurde mittels der GTC-Methode extrahiert und zusétzlich iiber RNA-Saulen (Qiagen, Hilden)
gereinigt. Die Biotinylierung wie auch Hybridisierung auf den Microarray-Chip wurden vom Labor fiir Funktio-
nelle Genomforschung (LFGF) der Charité, Berlin, (Dr. U. Ungethiim) vorgenommen. Pro Genotyp wurde ein
Pool aus 8 bis 10 Tumoren auf jeweils einem RNA-Microarray (GeneChip® Mouse Genome 430 2.0 Array, Affy-
metrix, Santa Clara, CA, USA) hybridisiert. Dieser Chip ermdglichte einen Uberblick iiber 39.000 ESTs, reprisen-
tierte also 45.000 PS.

Die Normalisierung der Signale auf zuerst alle Hybridisierungsereignisse und im Anschluss auf ein Set von ,,Hou-

sekeeping*“-Genen wurde vom Service-Zentrum der Charité (Dr. Kuban, LFGF der Charité) durchgefiihrt.

In einem ersten Schritt konnte von den 45.000 PS anndhernd die Hélfte (genau 17.143 PS) ausgeschlossen werden,
da in keinem der beiden Genarrays signifikante Signalstérken (p > 0,05 in PS) zu verzeichnen waren. Hierbei han-
delte es sich vorwiegend um gewebeunspezifische Gene, die in den Tumoren nicht in ausreichender Menge detek-

tiert werden konnten und somit vermutlich kaum im Darm exprimiert sind.
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Abbildung 5.15 zeigt die Signalintensititen der nicht normalisierten Probesets gegeneinander aufgetragen. Hierbei

wird der groBe dynamische Bereich deutlich, welcher durch die Hybridisierung abgedeckt wurde.

Die Hybridisierung beider Chips erfolgte in dhnlicher Qualitét. Dies lésst sich aus der Steigung von 1,04 der Kor-
relationsgeraden der Rohdaten (nicht normalisiert) herauslesen. Die Scatterplot-Darstellung veranschaulicht zu-

sitzlich die hohe Ahnlichkeit beider Genprofile.
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Abbildung 5.15: Scatterplot der Microarrays: Korrelation der nicht normierten Signale der GeneChip® Mouse
Genome 430 2.0 Arrays (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Fiir jedes Hybridisierungsexperiment wurde die
RNA aus 8 bis 10 Tumoren gepoolt. Die Scatterplot-Darstellung veranschaulicht, dass beide Hybridisierungen von

vergleichbarer Qualitit waren.

Diese Ahnlichkeit wird noch deutlicher, wenn man nur die Genexpressionsverinderung graphisch gegeneinander
stellt. Abbildung 5.16 zeigt die Expressionsinderung der APCM™'/SePP"- gegen die APCM™"-Tumore. Nur ca.
12 % der Probesets sind mindestens um den Faktor 1,5 unterschiedlich reguliert und nur 4 % sind um mehr als das

Doppelte reguliert.
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Abbildung 5.16: Spektrum der Expressionsidnderung der Tumore in Abhéngigkeit von SePP: Die normierten Sig-
nalstirken der Genarray-Hybridisierungen wurden zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Zur graphischen Auswertung
wurden nur die tatsichlich exprimierten Gene verwendet (Detection p-Value < 0,05). Beide Tumorarten (APCM™",
APCM™"/SePP™") zeigten nur geringe Expressionsunterschiede. Von den 28.000 exprimierten Probsets (PS) sind

lediglich 4 % um den Faktor >2 reguliert.

Angesichts dessen, dass beide Tumorpools trotz unterschiedlicher Morphologie ein sehr dhnliches Expressions-
muster zeigten, wurde eine Expressionsdnderung um mindestens den Faktor 1,5 als Auswahlkriterium zur weiteren
Analyse und ggf. Verifikation definiert. So konnten 24.604 Probensets ausgeschlossen werden. Von den verbliebe-
nen 3354 Probesets waren im SePP""-Tumorpool gegeniiber dem Wildtyp-Tumorpool 1769 unter- und 1585 hoch-

regulierte Gene zu finden.

Ausgehend von einer intensiven Literaturrecherche wurden aus den verbleibenden Probensets diejenigen Gene
ausgewahlt, die vermutlich im Hinblick auf Tumorigenese, Wachstum oder das Spurenelement Selen reguliert

waren.

Nachfolgend eine Liste von potentiell in der selenabhidngigen Tumorigenese bedeutsamen Kandidaten-Genen mit

Literaturangaben:
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Tabelle 5.1: Literaturrecherche zu differentiell exprimierten Kandidatengenen aus den Microarray-Analysen: Gene,
welche sich im Microarray als reguliert zeigten (Fold change, FC), wurden mittels Literaturrecherche auf ihre

Relevanz fiir die Tumorigenese oder den Selenstoffwechsel untersucht.

FC Gen Literatur

12,7 A disintegrin and metallopeptidase domain 21 (Adam21) (Gavert, et al., 2005)

7,9 Connective tissue growth factor (Ctgf) (Luo, et al., 2004: ; Paoni, et al., 2003)

6,9 Fibroblast growth factor 17 (Fgf17) (Nezu, et al., 2005)

3,8 Serum amyloid A 1 (Saal) (Gutfeld, et al., 2006)

2,7 Interleukin 6 (116) (Atreya and Neurath, 2005: ; Brozek, et
al., 2005)

2,6 Serum amyloid A 2 (Saa2) (Gutfeld, et al., 2006: ; Paoni, et al., 2003)

2,2 Myeloblastosis oncogene (Myb) (Biroccio, et al.,, 2001: ; Ramsay, et al.,
2005)

1,9 (Paoni, et al., 2003: ; Sulkowski, et al.,

Bcl2-like 1 (Bcl211) 20006)
1,8 Mast cell protease 2 (Mcpt2) (Miller and Pemberton, 2002: ; Norkina, et

al., 2004: ; Paoni, et al., 2003)

1,8 Cyclin C (Cenc) (Bondi, et al., 2005)

1,7 Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha (Paoni, et al., 2003)
subunit-like effector A (Cidea)

1,7 Carboxypeptidase A3, mast cell (Cpa3) (Paoni, et al., 2003)

1,6 Angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 (Angl) (Etoh, et al., 2000)

1,6 Jun proto-oncogene related gene d1 (Jund1) (Behrens, 2000)

1,6 Insulin-like growth factor I receptor (Durai, et al., 2005), (Sachdeyv, et al., 2004)

1,5 Mast cell protease 1 (Mcptl) (Miller and Pemberton, 2002: ; Paoni, et
al., 2003)

1,5 Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) (Dinkova-Kostova, et al., 2002)

1,5 Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg)  (Heikkinen, et al., 2007: ; Paoni, et al.,

2003: ; Voutsadakis, 2007)
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1,5 Serum amyloid A 3 (Saa3) (Gutfeld, et al., 2006: ; Paoni, et al., 2003)

1,4 Metallothionein 2 (Mt2) (Hagq, et al., 2003) (Cherian, et al., 2003)

1,4 Metallothionein 1 (Mt1) (Hag, et al., 2003) (Cherian, et al., 2003)

0,8 Selenoprotein P (SePP) (Al-Taie, et al., 2004: ; Mork, et al., 2000)
(Paoni, et al., 2003)

0,6 Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (Timp2) (Sounni, et al., 2003) (Paoni, et al., 2003)

0,6 Cyclin D binding myb-like transcription factor 1 (Dmtf1) (Inoue, et al., 2007) (Sreeramaneni, et al.,
2005) (Paoni, et al., 2003)

0,6 Claudin 1 (Cldnl) (Paoni, et al., 2003)

0,6 Procollagen, type IV, alpha 5 (Col4a5) (Li, et al., 2005)

0,5 Endothelin receptor type B (Ednrb) (Paoni, et al., 2003)

0,3 Trans-acting transcription factor 4 (Sp4) (Paoni, et al., 2003)

0,2 Growth differentiation factor 10 (Gdf10) (Luo, et al., 2004) (Paoni, et al., 2003)

5.4.2. Validierung der Mircoarray-Daten mittels qRT-PCR

Die Expressionsunterschiede der Kandidatengene aus den Genchip-Experimenten wurden mittels qRT-PCR als
unabhéngige Methode verifiziert. Gegeniiber dem robusten und zeitaufwindigen Verfahren des Northern Blot bot
sich die quantitative Echtzeit-RT-PCR (Real time-RT-PCR, qRT-PCR) zur Analyse an, da mehrere Transkripte
parallel untersucht werden konnten und der Probenbedarf nicht so gro3 war. Zugleich zeichnet sich diese Techno-

logie durch eine hohe Sensitivitit und einen groen dynamischen Messrahmen aus.

Ahnlich der bereits beschriebenen Methode fiir den Genchip (siehe 5.4.1) wurden fiinf weitere Tumorpoole a 8 bis
10 individueller Tumore pro Genotyp erstellt. Um auch Aussagen iiber nicht-neoplastische Gewebe treffen zu kon-
nen, wurde zusétzlich normales Darmepithel isoliert (jeweils zwei Pools pro Genotyp). Die extrahierte RNA wurde
in cDNA (iScript, Bio-Rad) umgeschrieben und im iCycler (Bio-Rad) amplifiziert. Die hierzu verwendeten Primer
(sieche Tabelle 8.1) wurden jeweils fiir die qRT-PCR optimiert. Die Amplifikationseffizienz mit den ausgewéhlten
Primerpaaren lag bei jeweils deutlich {iber 70 % der theoretischen 100 %igen Verdopplungsrate pro Zyklus. Da die
PCR-Messung SYBR Green-basiert erfolgte, mussten die Amplifikate mittels Schmelzkurven-Analyse auf spezifi-
sche Produktbildung analysiert werden. Zusétzlich wurden die PCR-Ansétze mittels Agarose-Gelelektrophorese
untersucht. Hierbei sollte im Falle spezifischer Primer nur eine Produktbande zu sehen und folglich die Intensitét

des SYBR Green nur auf dieses eine Produkt zuriickzufiihren sein.

59



Fiir die Ermittlung der ACt-Werte erwies sich das konstitutiv exprimierte Gen GAPDH als ungeniigende Bezugs-
quelle. Das Tumorgewebe zeigte gegeniiber unverdndertem Darmepithel eine deutliche erhohte Produktion dieses

Transkripts (siche Tabelle 5.2).

Hingegen erschien die 18S rRNA als nicht reguliertes Referenztranskript geeignet. Es wurden daher alle ermittel-
ten Ct-Werte auf diesen internen Standard bezogen. Die sich hieraus ergebenden ACt-Werte wurden unter Beriick-
sichtigung der Syntheseeffizienz nach der Pfaffl-Methode (REST Version 1.9.12, http://rest.gene-

quantification.info/) verglichen.

Die nachfolgende Tabelle listet alle analysierten Gene mit den Signifikanzwerten auf:

Tabelle 5.2: Im Tumor exprimierte Gene in Abhéngigkeit vom SePP-Genotyp: Die Tabelle fasst die Ergebnisse der
qRT-PCR Verifikationsanalysen zusammen. Hierbei wurde jeweils Tumor-Gewebe (n = 8 Pools a 8 bis 10 Tumore)
mit nicht-neoplastischem Darmepithel (n = 4 groBere Darmabschnitte mit entfernten Tumorgewebe) innerhalb
eines Genotyps verglichen (Tum-SePP"* / Cont-SePP™*; Tum-SePP"" / Cont-SePP""). Die rechte Spalte beinhaltet

CM"*_Tieren, und die linke Reihe listet die Gene auf, welche in den APC

die Expressionsidnderung in AP
Mint/SePP*"-Mausen im Tumorgewebe verindert sind. Zur Normalisierung der Gene wurden 18S rRNA als inter-
ner Standard verwendet. Die statistischen Angaben wurden dem Programm REST Version 1.9.12 entnommen und

basieren auf der Analyse nach Taylor. (***, p < 0,001; ** p <0,01; *, p<0,05; ", p<0,1).

Selenoproteine / Selenmetabolismus Tum-SePP"*/ Tum-SePP""/
Cont- SePP™"" Cont- SePP""
Glutathione peroxidase 1 (GPx1) 3,2%%* 2, 5%
Glutathione peroxidase 2 (GPx2) 1,3 1,8%*
Glutathione peroxidase 4 (GPx4) 1,3 1,2
Selenoprotein 15 (Sepl5) 0,2 0,5*
Selenoprotein P (SePP) 0,2%** 0,2%%*
Selenoprotein S (SelS) 0,1* 0,6
Inflammation
Interleukin 6 (116) 2,9 6,5%**
Tumor necrosis factor oo (TNF o) 0,1%* 0,7
Metallothionein 1 (Mt1) 0,9 1,7
Metallothionein 2 (Mt2) 4,6%* 42"
Prostaglandin E synthase 2 (Ptges2) 1,2 1,3
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2, Cox2) 28,9%** 12,3%**

60



Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg) 81,2%* 5,0
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) 1,5 1,2
Serum amyloid A 1 (Saal) 0,1%* 0,04**
Serum amyloid A 2 (Saa2) 1,0 60,1*
Serum amyloid A 3 (Saa3) 0,1%** 0,1%**
Mast cell protease 1 (Mcptl) 0,1* 0,2
Mast cell protease 2 (Mcpt2) 0,06* 0,2
Carboxypeptidase A3, mast cell (Cpa3) 0,04** 0,1
Wachstumsfaktoren

Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 5,0% 2,3
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) 0,1%* 2,1
Insulin-like growth factor binding protein 1 (IGFBP1) 5,5%%* 1,5
Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 4,2%% 1,6*
Insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 63,4%** 30,4%**
Ghrelin (Ghrl) 0,2%%* 0,4%*
Fibroblast growth factor 17 (Fgf17) 3,1° 1,8
Connective tissue growth factor (Ctgf) 0,8 0,9
Growth differentiation factor 10 (Gdf10) 1,0 6,4"
WNT/beta-Catenin Stoffwechselweg

Cyclin D1 (Cendl) 2,7* 1,8*%
Jun proto-oncogene related gene d1 (Jund1) 0,8 0,7
Myelocytomatosis oncogene (Myc) 4,2% 2,6"
Catenin (cadherin associated protein), beta 1 (Ctnnb1) 2,3" 2,2%%
Adenomatosis polyposis coli (APC) 0,2% 0,7
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Onkogene

Transformation related protein 53 (Trp53) 0,1%* 0,3*
Myeloblastosis oncogene (Myb) 1,4 1,0
Cyclin C (Cenc) 3,7 2,8
Cyclin D binding myb-like transcription factor 1 (Dmtf1) 0,5 0,5%
Bcl2-like 1 (Bcl211) 3,1* 2,5%*
Trans-acting transcription factor 4 (Sp4) 10,4%* 6,8%**
Extrazellurdre Matrix / Struktur-Gene

Matrix metallopeptidase 9 (Mmp9) 5,6% 2,9%*
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (Timp2) 9,8%*%* 3,2%%
Claudin 1 (Cldn1) 0,03%* 0,5
Claudin 3 (Cldn3) 0,5 3.1
Procollagen, type IV, alpha 5 (Col4a5) 3,5% 0,8
A disintegrin and metallopeptidase domain 21 (Adam21) 2,3 2,1%*
Andere

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 2,9% 2,5%*
Solute carrier family 13 (sodium/sulphate symporters), Member 1

(Slc13al, NaSil) 0,05%* 0,04 %%
Nucleoredoxin (Nxn) 8,0%** 2,5%%
GTPase-activating protein for SBP 1,0 0,9
Angiogenin (Angl) 0,7 0,6*
Vesicle-associated membrane protein 3 (Vamp3) 0,4 10,5
Endothelin receptor type B (Ednrb) 0,1%** 0,9
Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like

effector A (Cidea) 0,02%** 0,04%*
Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1

(Slc5al) 2,2 3,3*%
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Bei Vergleichen von normalem Darmepithel mit Tumorgewebe in den Kontrolltieren (APCM™*

) konnten die Er-
gebnisse von 5.2 untermauert werden. Wie der Northern Blot bereits zeigte, ergab auch die qRT-PCR-Analyse eine
deutliche Reduktion an gebildetem SePP (mRNA-Erh6hung: 0,2**%) wie auch eine vermehrte Bildung von GPx2-
mRNA (Erh6hung: 1,3). Dieses Bild war auch auf die Situation in SePP-heterozygoten Méusen iibertragbar. Die
Expression von SePP-mRNA (Erhéhung: 0,2**) war deutlich erniedrigt, hingegen die von Gpx2-mRNA (Erho-
hung: 1,8***) erhoht. Die zweite im Darm exprimierte zytosolische Glutathionperoxidase (GPx1) wurde ebenfalls

sowohl im Wildtyp als auch im SePP-heterozygoten APCmin-Tumor verstarkt exprimiert.

Der Sodium/sulphate symporter, member 1 (Slc13al, NaSil), welcher fiir den Transport von Selenat verantwort-
lich sein konnte, war unabhéngig vom Genotyp im Tumor gegeniiber normalem Darmepithel kaum exprimiert

(mRNA-Erh6hung: wt: 0,05%** het: 0,04**%*).

Endokrine Wachstumsfaktoren spielen in der Krebsentwicklung eine wichtige Rolle. Es zeigte sich aber nur im
Falle von IGF1 eine konsistente Erhohung der Expression. Die mRNA-Expression des embryonalen Wachstums-
faktors IGF2 hingegen war im Wildtyp-Tumor signifikant erniedrigt (mRNA-Erhéhung: 0,1*). Im SePP-

heterozygoten Tumor konnte keine statistisch signifikante Verdnderung der Expression beobachtet werden.

Alle Transkripte der gemessenen Bindungsproteine von IGF1 waren im Tumorgewebe erhoht, im Falle des
IGFBP3, welches das Hauptbindungsprotein des IGF1 im Serum ist, war dieser Anstieg besonders ausgeprigt
(mRNA-Erhohung: wt: 63*** het: 30%***).

In beiden Genotypen waren Gene, welche mit Krebswachstum assoziiert werden, deutlich reguliert. Einige dieser
Gene stellen integrale Bestandteile des APC/Wnt-Zellzyklus-Signalwegs dar (z.B. CenD1), andere hingegen sind
als APC-unabhingig beschrieben (z.B. CenC, Myc). Diese deutliche Regulation von proliferationsrelevanten Ge-
nen spricht zum einen fiir die Priiparation der Tumorproben, zum anderen fiir die starke Ahnlichkeit der APCmin-

Tumore zwischen den beiden untersuchten Genotypen.

*_ und SePP""-Tumoren. Hierbei sollten Unter-

Ausgangspunkt der Genanalyse war der Vergleich zwischen SePP
schiede in der mRNA-Expression gefunden werden, welche das schnellere Wachstum bzw. den geringeren Diffe-
renzierungsgrad von SePP""- gegeniiber SePP"""- Tumoren erkliren konnen. In Tabelle 5.3 sind die Daten der qRT-

PCR zusammengefasst.
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Tabelle 5.3: Expressionsunterschiede von APCM™/SePP"- gegen APC™™'-Tumore: Vergleich der mRNA-
Expression von APCM™"/SePP"- gegen APC™™*-Tumore (n = 8 Pools a 8 bis 10 Tumore, je Genotyp) mittels
Real time-PCR. Als interner Standard wurden 18S rRNA verwendet. Die Auswertung der Real time-PCR erfolgte
mit dem Programm REST Version 1.9.12. (*** p <0,001; ** p <0,01; *, p<0,05; ", p<0,1).

Selenoproteine / Selenmetabolismus

Tum-SePP”"/ Tum- SePP™*

Glutathione peroxidase 1 (GPx1) 1,2
Glutathion peroxidase 2 (GPx2) 1,8%%%*
Glutathion peroxidase 4 (GPx4) 1,0
Selenoprotein 15 (Sepl5) 2,0
Selenoprotein P (SePP) 0,6*
Selenoprotein S (SelS) 0,5
Inflammation

Interleukin 6 (116) 2,5%
Tumor necrosis factor (TNF) 0,6
Metallothionein 1 (Mtl) 1,8%*
Metallothionein 2 (Mt2) 1,7
Prostaglandin E synthase 2 (Ptges2) 1,2
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2, Cox2) 1,1
Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg) 0,6
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) 1,5
Serum amyloid A 1 (Saal) 3,9"
Serum amyloid A 2 (Saa2) 1,7
Serum amyloid A 3 (Saa3) 2,0*
Mast cell protease 1 (Mcptl) 0,9
Mast cell protease 2 (Mcpt2) 0,9
Carboxypeptidase A3, mast cell (Cpa3) 1,2
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Wachstumsfaktoren

Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 2,17
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) 2,6
Insulin-like growth factor binding protein 1 (IGFBP1) 1,3
Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 1,5
Insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 0,9
Ghrelin (Ghrl) 1,37
Fibroblast growth factor 17 (Fgf17) 1,0
Connective tissue growth factor (Ctgf) 1,3
Growth differentiation factor 10 (Gdf10) 2,3
WNT/Beta-Catenin Stoffwechselweg

Cyclin D1 (Cendl) 1,2
Jun proto-oncogene related gene d1 (Jundl) 1,3
Myelocytomatosis oncogene (Myc) 1,0
Catenin (cadherin associated protein), beta 1 (Ctnnb1) 1,1
Adenomatosis polyposis coli (APC) 0,8
Onkogene

Transformation related protein 53 (Trp53) 0,6
Myeloblastosis oncogene (Myb) 1,1
Cyclin C (Cenc) 1,3*
Cyclin D binding myb-like transcription factor 1 (Dmtf1) 1,7
Bel2-like 1 (Bcl211) 1,2
Trans-acting transcription factor 4 (Sp4) 0,8
Extrazellurdre Matrix / Struktur-Gene

Matrix metallopeptidase 9 (Mmp9) 1,3
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (Timp2) 1,5
Claudin 1 (Cldn1) 0,3
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Claudin 3 (Cldn3) 1,0

Procollagen, type IV, alpha 5 (Col4a5) 0,9
A disintegrin and metallopeptidase domain 21 (Adam21) 1,1
Andere

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 1,2

Solute carrier family 13 (sodium/sulphate symporters), Member 1 (Slcl3al,

NasSil) 1,1
Nucleoredoxin (Nxn) 1,0
GTPase-activating protein for SBP 1,3
Angiogenin (Angl) 1,5%
Vesicle-associated membrane protein 3 (Vamp3) 0,6
Endothelin receptor type B (Ednrb) 0,8

Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like effector A
(Cidea) 1,3

Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1 (SlcSal) 1,3

Trotz der morphologischen Unterschiede und der Tendenz, schneller und gréfer zu wachsen, differierten beide
Tumor-,,Arten* in ihrem Expressionsmuster nur geringfligig. Diese unerwartete Erkenntnis zeichnete sich bereits
bei der Analyse des Microarrays ab und setzte sich in der Analyse mittels qRT-PCR fort. Von den iiber fiinfzig
analysierten Genen zeigten nur wenige signifikante Verinderungen. Zusitzlich ist bei diesen Genen das Ausmal3
der Verdnderungen sehr gering. So ist das Zellzyklus-regulierende Gen CcnC nur um den Faktor 1,3* induziert.

Auch das fiir die Vaskularisierung notwendige Gen Angl zeigte eine Erhhung von lediglich 1,5%.

Weitere Gene, welche statistisch gesehen erhoht exprimiert waren, hatten eine inflammatorische Komponente. So
waren die Gene Mtl, 116 Saa3 und Saal im SePP""-Tumor annéhernd doppelt so stark exprimiert. Andere mit Ent-
ziindung und Tumorwachstum assoziierte Gene, wie das fiir die Synthese von PGE2-Prostaglandin notwendige
Ptges2 oder auch die fiir die Zyklisierung der Arachidonsdure wichtige Cox2, waren unbeeinflusst vom SePP-Gen-

Status.

Von den Wachstumsfaktoren waren nur IGF1 (mRNA-Erhéhung: 2,17) und sein Bindungsprotein IGFBP2 (Faktor

1,5") leicht in ihrer Expression erhéht.
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Gene wie B-Catenin (Ctnnb1) und Cyclin D1 (Cendl), welche in der APC/Wnt-Signalkaskade stehen, waren nicht
verdndert. Auch das nach dem Kinzler-Vogelstein-Tumormodell regulierte P53 (Trp53) bzw. Ras war auf Ge-

nexpressionsebene nicht betroffen.

Um herauszufinden, inwieweit die Unterschiede in der Expression durch die unterschiedlichen Tumorgroflen be-
einflusst sind, wurden die Ergebnisse aus den einzelnen Tumorpools zusitzlich nach Grofle differenziert (siche
Tabelle 5.4). Hierbei war ersichtlich, dass groBe SePP""- und SePP"*-Tumore sich deutlich stirker in ihrem Ex-
pressionsmuster und den Effekten voneinander unterschieden als dies in der Gruppe der kleinen bis mittleren Tu-
more der Fall war. So war GPx2 in kleinen Tumoren nur um 60 % veréndert, in groBen Tumoren hatte sich der

Unterschied bereits verdoppelt.

Insgesamt war in kleinen Tumoren lediglich ein Gen signifikant unterschiedlich stark exprimiert, und zwar GPx2.
Weitere Unterschiede entwickeln sich offenbar wéhrend des Tumorwachstums, so dass sich in der Gruppe der
groflen Tumore insgesamt 13 der untersuchten Gene signifikant zwischen beiden Tumorarten unterschieden. Hier-
bei sind vor allem Inflammationsvermittelnde Gene wie Ptges2, Mtl, Saa3, 116 hervorzuheben. Doch zeigen sich
auch Gene wie Mmp9, Ccnc, Angl sowie Wachstumsfaktoren der IGF-Reihe reguliert, welche mit vermehrter

Tumorigenese assoziiert werden konnen.

Tabelle 5.4: Expressionunterschiede der Tumore in Abhingigkeit von der TumorgroBe: Die in Tabelle 5.3 erhobe-
nen Daten der Real time-PCR wurden nach TumorgroBe differenziert. Ergebnisse der kleinen Tumore (< 2 mm; n =
4) sind in der mittlerer Spalte zusammengefasst und die der gro3en Tumore (> 2 mm; n = 4) in der rechten Spalte.
(***, p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05; +, p < 0,1). Die Unterschiede im Expressionsmuster von APC

Mint/SePP™- gegen APCM™*-Tumore werden besonders beim Vergleich der groBen Tumore (> 2 mm) deutlich.

nur kleine nur grofle

Tumore Tumore

(<2 mm) (> 2 mm)
Selenoproteine / Selenmetabolismus Tum-SePP™/ Tum-SePP "/

Tum- SePP** Tum- SePP™*

Glutathione peroxidase 1 (GPx1) 1,1 1,4%
Glutathion peroxidase 2 (GPx2) 1,6* 2,0*
Glutathion peroxidase 4 (GPx4) 0,9 1,0
Selenoprotein 15 (Sepl5) 1,5 2,6
Selenoprotein P (SePP) 0,6 0,5*
Selenoprotein S (SelS) 0,4 0,6
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Inflammation

Interleukin 6 (116) 2,0 3,1%*
Tumor necrosis factor (TNF) 0,2 1,5
Metallothionein 1 (Mtl) 1,6 2,0%
Metallothionein 2 (Mt2) 1,6 1,7
Prostaglandin E synthase 2 (Ptges2) 1,1 1,3%
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2, Cox2) 0,9 1,3
Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg) 0,9 0,4
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) 1,1 2,1%*
Serum amyloid A 1 (Saal) 3,5 43
Serum amyloid A 2 (Saa2) 0,4 7,8
Serum amyloid A 3 (Saa3) 1,3 3,1%
Mast cell protease 1 (Mcptl) 0,7 1,1
Mast cell protease 2 (Mcpt2) 0,6 1,3
Carboxypeptidase A3, mast cell (Cpa3) 0,7 2,1
Wachstumsfaktoren

Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 1,6 2,6
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) 1,4 4,7
Insulin-like growth factor binding protein 1 (IGFBP1) 1,1 1,6*
Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 1,2 1,9%
Insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 0,8 0,8
Ghrelin (Ghrl) 1,4
Fibroblast growth factor 17 (Fgfl7) 0,8 1,2
Connective tissue growth factor (Ctgf) 1,0 1,7
Growth differentiation factor 10 (Gdf10) 5,7 1,1
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WNT/Beta-Catenin Stoffwechselweg

Cyclin D1 (Cendl) 1,2 1,2
Jun proto-oncogene related gene d1 (Jundl) 1,1 1,4*
Myelocytomatosis oncogene (Myc) 1,1 1,2
Catenin (cadherin associated protein), beta 1 (Ctnnb1) 1,0 1,3
Adenomatosis polyposis coli (APC) 0,6 1,0
Onkogene

Transformation related protein 53 (Trp53) 0,6 0,7
Myeloblastosis oncogene (Myb) 1,0 1,3
Cyclin C (Cenc) 1,2 1,4
Cyclin D binding myb-like transcription factor 1 (Dmtfl) 2,2 1,2
Bcl2-like 1 (Bcl211) 1,1 1.4
Trans-acting transcription factor 4 (Sp4) 0,8 0,9
Extrazellurdre Matrix / Struktur-Gene

Matrix metallopeptidase 9 (Mmp9) 0,8 2,2%
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (Timp2) 1,1 2,1*
Claudin 1 (Cldn1) 0,1" 1,1
Claudin 3 (Cldn3) 0,5 1,9
Procollagen, type IV, alpha 5 (Col4a5) 0,7 1,2
A disintegrin and metallopeptidase domain 21 (Adam21) 0,9 1,4
Andere

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 1,1 1,47
Solute carrier family 13 (sodium/sulphate symporters), Member 1

(Slc13al, NaSil) 0,9 1,4
Nucleoredoxin (Nxn) 0,9 1,2
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GTPase-activating protein for SBP 1,1 1,5*

Angiogenin (Angl) 1,4 1,6*
Vesicle-associated membrane protein 3 (Vamp3) 0,1 3,1
Endothelin receptor type B (Ednrb) 0,5’ 1,3

Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like ef-
fector A (Cidea) 0,9 1,7

Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1

(Sle5al) 1,5 1,1

Die Vergleichende Analyse der nicht-tumordsen Darmmucosa (siche Tabelle 5.5) macht deutlich, das die mRNA-
Menge an IGF1, IGFBP1 und IGFBP2 im nicht-neoplastischem Gewebe erhoht sind. Zusétzlich werden auch Saal

und Saa2 merklich vermehrt produziert.

Tabelle 5.5: Expressionsunterschiede von APCM™/SePP™"- gegen APCM™"-Darmmucosa: Vergleich der mRNA-
Expression von APCM™*/SePP""- gegen APCM™*-Darmmucosa (n = 3 je Genotyp) mittels Real time-PCR. Als
interner Standard wurden 18S rRNA verwendet. Die Auswertung der Real time-PCR erfolgte mit dem Programm

REST Version 1.9.12. (***, p <0,001; ** p <0,01; *, p <0,05; ,p<0,1).

Selenoproteine / Selenmetabolismus Mucosa-SePP"/ Mu-

cosa- SePP™*

Glutathione peroxidase 1 (GPx1) 1,6
Glutathion peroxidase 2 (GPx2) 1,3
Glutathion peroxidase 4 (GPx4) 1,1
Selenoprotein 15 (Sep15) 4,1
Selenoprotein P (SePP) 0,5*
Selenoprotein S (SelS) 2,8
Inflammation

Interleukin 6 (116) 1,1
Tumor necrosis factor (TNF) 4,1
Metallothionein 1 (Mtl) 1,0
Metallothionein 2 (Mt2) 1,8
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Prostaglandin E synthase 2 (Ptges2) 1,2
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (Ptgs2, Cox2) 2,6
Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Pparg) 9,6
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl) 1,8
Serum amyloid A 1 (Saal) 8,9%
Serum amyloid A 2 (Saa2) 106,4*
Serum amyloid A 3 (Saa3) 3,7
Mast cell protease 1 (Mcptl) 1,5
Mast cell protease 2 (Mcpt2) 2,7
Carboxypeptidase A3, mast cell (Cpa3) 43
Wachstumsfaktoren

Insulin-like growth factor 1 (IGF1) 4.4%
Insulin-like growth factor 2 (IGF2) 0,1
Insulin-like growth factor binding protein 1 (IGFBP1) 4,8%*
Insulin-like growth factor binding protein 2 (IGFBP2) 4,1%*
Insulin-like growth factor binding protein 3 (IGFBP3) 1,8
Ghrelin (Ghrl) 0,6
Fibroblast growth factor 17 (Fgf17) 1,7
Connective tissue growth factor (Ctgf) 1,1
Growth differentiation factor 10 (Gdf10) 15,6
WNT/Beta-Catenin Stoffwechselweg

Cyclin D1 (Cendl) 1,8
Jun proto-oncogene related gene d1 (Jundl) 1,3
Myelocytomatosis oncogene (Myc) 1,7
Catenin (cadherin associated protein), beta 1 (Ctnnb1) 1,1
Adenomatosis polyposis coli (APC) 2,1
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Onkogene

Transformation related protein 53 (Trp53) 2,2
Myeloblastosis oncogene (Myb) 1,6
Cyclin C (Cenc) 1,7
Cyclin D binding myb-like transcription factor 1 (Dmtf1) 1,6
Bel2-like 1 (Bcl211) 1,5
Trans-acting transcription factor 4 (Sp4) 1,3
Extrazellurdre Matrix / Struktur-Gene

Matrix metallopeptidase 9 (Mmp9) 2,6
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (Timp2) 4,6%*
Claudin 1 (Cldnl) 4,3
Claudin 3 (Cldn3) 5,5
Procollagen, type IV, alpha 5 (Col4a5) 3,9%
A disintegrin and metallopeptidase domain 21 (Adam21) 1,2
Andere

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 1,3
Solute carrier family 13 (sodium/sulphate symporters), Member 1 (Slc13al, NaSil) 1,4
Nucleoredoxin (Nxn) 3,4%
GTPase-activating protein for SBP 1,3
Angiogenin (Angl) 1,7
Vesicle-associated membrane protein 3 (Vamp3) 16,8
Endothelin receptor type B (Ednrb) 5,8%
Cell death-inducing DNA fragmentation factor, alpha subunit-like effector A (Cidea) 2,5
Solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 1 (Slc5al) 2,0
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die APCmin-Tumore trotz eines SePP-Allel-Mangels, sich in
der Genexpression nur geringfiigig von SePP"*-Tumoren unterschieden, wihrend sich in der histopathologischen

Tumordiagnostik deutliche Unterschiede zeigten.

Der APC/Wnt-Signalweg und die darauf aufbauenden klassischen Onkogene des Kinzler-Vogelstein-
Tumormodells waren in ihrer Genexpression weitgehend unbeeinflusst. Vielmehr zeigten sich inflammatorische

Gene sowie Wachstumsfaktoren und Zellzyklus-Regulatoren erhdht.

5.5. Immunhistologie der Tumore in Abhangigkeit von SePP

Die Auswertung der Genchips ergab eine erhdhte Expression von Mastzell-spezifischen Genen im SePP™-
Tumorgewebe. Mastzellen sind Teil der korpereigenen Abwehr, welche im Darm eine wichtige Rolle in der Im-
munantwort spielen. Eine Aktivierung kann eine Freisetzung von Entziindungsmediatoren wie Histamin, Heparin,
Eicosanoide und TNFa zur Folge haben, welche das Wachstum und die Angiogenese férdern konnten (Lazar, et al.,

2006: ; Leslie, 2007).

Ein erhohtes Einwandern von Mastzellen wurde anhand von immunhistologischen Férbungen von Tumorschnitten
untersucht. Die hierfiir notwendigen Schnitte waren Serienschnitte der histologischen Untersuchung (5.3.3) und
wurden von Dr. S. Florian in der Arbeitsgruppe Brigelius-Flohé, Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung (DI-

fE), Potsdam-Rehbriicke, geférbt.

Die angefirbten Mastzellen wurden ausgezihlt, wobei sich zeigte, dass in APCM™*/SePP""-Tumoren ca. fiinfmal

CM"*_Mszusen. Dieses beschriinkte sich nicht nur auf

mehr Mastzellen eingewandert waren als in Tumore von AP
das Tumorgewebe, vielmehr waren im umliegenden Darmmuskel dreimal mehr Mastzellen zu finden (siehe Abb.
5.17).
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Abbildung 5.17: Immunhistologische Farbung von Mastzellen: Exemplarisch dargestellt ist eine Mastzell-
spezifische Féarbung eines Tumors (b). Es wurde die Anzahl der Mastzellen im Tumorgewebe (a) und in dem um-
liegenden Darmmuskel (c) gezéhlt. APCmin-Maiuse, heterozygot fiir SePP, zeigen tendenziell mehr Mastzellen im

Tumor und im umliegenden Darmmuskel gegeniiber Tieren mit zwei funktionstiichtigen SePP-Allelen.
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5.6. Expression selenabhidngiger Enzyme im Darm - Einfluss
durch SePP

SePP ist ein Transport- und Speicherprotein. Wie bereits in der Beschreibung des Phanotyps der SePP-Maus deut-
lich gemacht wurde (siehe Einleitung), hat die SePP”- Maus eine gestorte Selenverteilung. Blut und Organe, wie
Hirn, Niere und Hoden, verarmen an Selen, hingegen reichert sich das nicht mehr abtransportierte Selen in der

Leber an.

Es stellte sich die Frage, ob auch der Darm, welcher das Selen aus der Nahrung aufnimmt, von diesem gestorten
Selentransport betroffen ist. Zur Aufklarung dieser Fragestellung wurden 60 Tage alte Tiere verschiedenen Geno-
typs herangezogen, da vorangegangene Untersuchungen bereits in diesem Alter eine einsetzende Tumorentwick-
lung zeigten (sieche Abbildung 5.12). Um tumorinduzierte Inflammation als Ursache fiir eine Verdnderung des Se-
lenstatus auszuschlieBen, wurden fiir die Analyse keine APCmin-Tiere verwendet. Das geringe Alter der Tiere

erlaubte es, auch SePP”"-Tiere in den Versuch mit einzuschlieBen.

Der longitudinal gedffnete native Diinndarm wurde wiederum in drei gleich lange Abschnitte unterteilt (von pro-

ximal zu distal betitelt als DiiDa I, DiiDa II und DiiDa III).

Aus den einzelnen Darmabschnitten wurden Proteinhomogenate erstellt. Die Homogenisation erfolgte in einem
nicht-denaturierenden Puffer, so dass neben dem Selengehalt auch die GPx- und die TxnRd-Aktivititen ermittelt

werden konnten. Alle Messergebnisse wurden auf die Proteinkonzentration bezogen.

5.6.1. 5.6.1 Selenkonzentration im Darmgewebe des Intesti-

naltrakts

Die Bestimmung von Selen kann durch eine Vielzahl von Methoden erfolgen, wobei die Atomabsorptionsspektro-
skopie die gebrduchlichste Methode ist. Die in dieser Arbeit verwendete fluorimetrische Selenbestimmung stellte
eine Methode mit deutlich geringerem apparativen Aufwand dar und rechtfertigte fiir den Nicht-Routine- Betrieb
den hoheren priparativen Anspruch. Auch die Selektivitidten und Nachweisgrenzen (ppb-Bereich) sind mit dem

»Goldstandard der AAS durchaus vergleichbar.

In den gemessenen Darmproben zeigte sich ein deutlicher Dosiseffekt des SePP-Genmangels (siche Abb. 5.18).
Gegeniiber der Wildtyp-Maus waren im Intestinaltrakt der SePP""-Maus nur noch 77 % an totaler Selenkonzentra-
tion nachweisbar. Bei Verlust beider SePP-Allele baute sich dieser Selenmangel auf 50% aus, verglichen mit Kon-

trolltieren.
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Abbildung 5.18: Selengehalt im gesamten Intestinaltrakt: Die Selenanalytik erfolgte mit der Methode der fluori-
metrischen Vermessung als Piazselenol. Der Intestinaltrakt (Diinn- und Dickdarm) von 60 Tage alten SePP""-,
SePP*"- und SePP”-Miusen (n = 12 je Gruppe) zeigt eine deutliche Abhingigkeit von Selen und SePP (One-way

ANOVA; Bonferroni's multiplen Vergleichstest; *, p < 0,05; *** p <0,001.)

Betrachtet man die einzelnen Darmabschnitte differenzierter, so fillt eine Abnahme der Selenkonzentration von

proximal zu distal auf (siehe Abb. 5.19). Dieser Trend konsistierte in allen Genotypen, jedoch auf unterschiedli-

chem Niveau.
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Abbildung 5.19: Selengehalt der einzelnen Darmabschnitte: Mittels der Methode der Fluorimetrie wurde der Se-
lengehalt im proximalen- (DiiDa I), medianen- (DiiDa I) und distalen- (DiiDa I) Diinndarm wie auch im Colon
(Col) vermessen. Bei den Tieren handelte es sich um 60 Tage alte SePP”"-, SePP""- und SePP”-Méusen (n = 12 je
Gruppe). Unabhéngig vom SePP-Genotyp zeigte sich eine tendenzielle Abnahme des Selengehaltes im Darmge-
webe von proximal zu distal. Dieser Effekt war bei SePP”-Miusen besonders stark ausgeprigt. Innerhalb der ein-
zelnen Darmabschnitte ist durch Verlust des Selentransportproteins SePP eine Abnahme in den SePP”- bzw.

+/+

SePP""-Miusen gegen iiber den Kontrolltieren (SePP™") zu verzeichnen. (*, p < 0,05; **, p < 0,01; zweiseitig,

ungepaarter t-Test)
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5.6.2. GPx-Aktivitat im Darmgewebe

Im Intestinaltrakt kommen zwei Formen der GPx vor: sowohl die ubiquitdr exprimierte GPx1 als auch die Verdau-
ungstrakt-spezifische GPx2. Beide Peroxidasen sind zytosolische Enzyme mit dhnlichen Aktivitdten und Substrat-
spektren. Mittels des in dieser Arbeit genutzten GPx-Enzymtests war es nicht moglich, zwischen beiden Isoenzy-
men zu diskriminieren. Die dritte, auch im Darm vorkommende GPx, die membranstindige GPx4, wurde von

dieser Messmethode nicht erfasst.

Integrierte man die GPx-Aktivititen iiber den gesamten gemessenen Darmabschnitt, wurde deutlich, dass bereits
der Verlust nur eines aktiven SePP-Allels einen deutlichen Verlust an GPx-Aktivitit zur Folge hat (66 % ,,Restakti-
vitit). Erstaunlicherweise setzte sich diese Dosisabhingigkeit in SePP”-Miusen nicht fort. SePP-KO-Tiere wie-

sen nur unwesentlich geringere ,,Restaktivititen™ (63 %) als SePP-heterozygote Mause auf (Abb. 5.20).
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Abbildung 5.20: GPx-Aktivitdt im Darm: Mittels Enzymtest wurde die GPx-Aktivitit im Verdauungstrakt von 60
Tage alten SePP™*- (n = 12), SePP""- (n = 13) und SePP”-Miusen (n = 11) gemessen. Die Analyse verdeutlicht,
dass bereits der Verhust eines SePP-Allels einen dhnlich drastischen Verlust an GPx-Aktivitdt nach sich zieht, dhn-
lich wie im Falle des kompletten Verlustes an SePP. (One-way ANOVA; Bonferroni's multipler Vergleichstest; **,
p <0,01; *** p<0,001.)

Betrachtet man die GPx-Aktivitdten in den verschiedenen Segmenten des Darms, so ist auch hier deutlich, dass das

proximale Darmsegment, unabhingig vom Genotyp, die hochste Aktivitit aufweist (siche Abb. 5.21).
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Abbildung 5.21: Glutathionperoxidase-Aktivitit in Darmabschnitten: Mittels NADPH-verbrauchendem Enzymtest
wurde die Aktivitdt der zytosolischen Glutathionperoxidasen (GPx) in einzelnen Abschnitten des murinen proxi-
maler (DiiDa I), medianer (DiiDa I), distaler Diinndarm (DiiDa I) sowie Colon (Col)) bestimmt. Fiir die Messung

+/+

wurden 60 Tage alte SePP""-, SePP"- und SePP"-Mausen (n = 12 je Gruppe) eingesetzt. In Abhingigkeit von

4

SePP zeigte sich ein Gendosiseffekt, wobei in dem Verdauungstrakt von Kontrolltieren (SePP™") deutlich mehr

Aktivitdt des Peroxid-abbauenden GPx war, als in den SePP-heterozygoten bzw. KO-Tieren. (*, p < 0,05; **, p <

0,01; zweiseitig, ungepaarter t-Test)

5.6.3. TxnRd-Aktivitat im Darmgewebe

Im Vergleich zur GPx-Messung zeigte die Bestimmung der TxnRd ein deutlich anderes Bild: gegeniiber den Wild-
typ-Tieren war die Aktivitit der TxnRd in SePP""-Miusen nicht verdndert. Auch in den SePP”-Tieren war die

Aktivitdt nur um 12 % erniedrigt (siche Abb. 5.22).
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Abbildung 5.22: TnxRd-Aktivitit im Darm: die Analyse des Intestinaltrakts 60 Tage alter SePP”"-, SePP""- und
SePP”-Miuse (n = 12 je Gruppe) zeigte nur im Falle eines totalen SePP-Verlustes eine tendenziell erniedrigte

Aktivitdt von TxnRd. (One-way ANOVA; Bonferroni's multiplen Vergleichstest.)
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Auch die TxnRd-Aktivitét fiel im Verlauf des Intestinaltrakts von proximal zu distal ab.
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Abbildung 5.23: Thioredoxinreduktase-Aktivitit in Darmabschnitten: Durch Reduktion von Ellman's Reagenz
konnte die Aktivitdt der Thioredoxinreduktase (TxnRd) in Darmabschnitten proximaler (DiiDa I), medianer (Di-
Da I), distaler Diinndarm (DiiDa I), Colon (Col)) von 60 Tage alten SePP"*-, SePP""- und SePP”-Méusen (n = 12

je Gruppe) gemessen werden. Tendenziell zeigte sich nur in den Tieren mit komplettem SePP-Verlust (SePP”) eine

Verringerung der Aktivitdt der Thioredoxinreduktase.
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6. Diskussion

Die Bewertung von Selen als toxische bzw. karzinogene Substanz hat sich in den letzten Jahren grundlegend ge-
wandelt (Vernie, 1984). Selen gilt heute als essentielles Spurenelement fiir den héheren Séugerorganismus. Eine
ungeniigende Selenversorgung wird mit einer Reihe von Erkrankungen und im Besonderen mit der Pradisposition
fiir bestimmte Pathologien sowie einer schlechteren Prognose und lidnger dauernden Konvaleszenz in Verbindung
gebracht (Rayman and Rayman, 2002). Hierbei sind die molekularen Ursachen und Wirkungen zum Teil meist
noch ungeklirt, aber oft korrelieren die Erkrankungswahrscheinlichkeit und die Schwere der Symptome negativ
mit dem Selenstatus der betrachteten Kollektive in epidemiologischen Analysen. Dies gilt auch und im Besonderen
fiir Krebserkrankungen (Rayman, 2005). Es existieren mehr als hundert epidemiologische und tierexperimentelle
Studien, welche sich mit dem Einfluss von Selen auf Krebserkrankungen bzw. das Erkrankungsrisiko beschéftigen.
In tiber 60% der Studien wurde eine inverse Korrelation zwischen Selenversorgung und Krebs beobachtet (Combs
and Gray, 1998: ; Rayman, 2005). Neben Lungen- und Prostatakrebs zeigten sich vor allem Tumorerkrankungen
des Intestinaltrakts als selenresponsiv (Combs, 2001). Diese Arbeit hatte zum Ziel, einen Beitrag zum besseren
molekularen Verstdndnis des Einflusses von Selen und der Selenoproteine auf das Tumorwachstum im Darm zu

leisten.

6.1. Studien an Colonkarzinom-2Zelllinien

Am Anfang dieser Arbeit wurden Beobachtungen aus der Literatur aufgegriffen, welche zeigten, dass Colontumore
im Vergleich zu gesunder Mukosa wenig oder kein SePP transkribieren (Al-Taie, et al., 2004). Dies spiegelte sich
auch in den drei untersuchten in vitro-Modellen wider, welche urspriinglich aus humanen Colonkarzinomen kulti-
viert wurden. Es handelte sich hierbei um gut charakterisierte und in der Literatur ausgiebig beschriebene Zellli-
nien (Morin, et al., 1996: ; Ramsay, et al., 2005: ; Santoro and Groden, 1997: ; Whitehead, et al., 1985). Trotz des
Vorhandenseins von genomischer SePP-DNA, welche mit SePP-spezifischen Primern nachgewiesen wurde (Ab-
bildung 5.2), konnte in den Zelllinien weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene eine SePP-Expression festgestellt
werden. Die fehlende Expression von SePP konnte auch nicht durch eine geeignete Selen-Supplementation in

Form von Selenit positiv beeinflusst werden.

Ob der Verlust an SePP ein Resultat des Tumorwachstums ist, oder ob die gestorte Synthese von SePP einen kausa-
len Beitrag zur Karzinogenese darstellt, konnte nicht eindeutig geklart werden. Die Expressionsdaten aus der Lite-
ratur, wie auch die hier generierten Daten aus dem Microarray, Northern Blot und den qRT-PCR-Studien, zeigten

jedoch einen deutlichen Zusammenhang zwischen Tumorwachstum und verminderter SePP-Expression.

Im Folgenden sollen mogliche Ursachen diskutiert werden, welche diesem Phénomen zugrunde liegen konnten:
Hierbei kdnnen Verdnderungen in regulatorischen Elementen/Bereichen des SePP-Gens einen moglichen Erkla-
rungsansatz darstellen. So wurden Polymorphismen in der Region des SePP- Promotors beschrieben (Al-Taie, et
al., 2002), welche sich im Luciferase-Reporter-Assay als funktionell erwiesen. Diese genetischen Unterschiede

koénnen zwar eine verstérke SePP-Transkription verschiedener Individuen bedingen, sind aber nicht geeignet, um
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den SePP-Expressionsverlust im Tumor zu erkldren, ist doch die SePP-Verminderung im Tumor in SePP-

heterozygoten-Mausen dhnlich stark wie in Wildtyp-Kontrolltieren

Alternativ konnte als molekulare Ursache auf genomischer Ebene das SePP-Gen auch in einem Bereich lokalisiert
sein, der zum Verlust von genetischen Elementen wéhrend der Proliferation neigt. Ein prominentes Beispiel ist hier
sicher das Gen DCC (deleted in colorectal carcinoma) (Park, et al., 2008). Gegen diese Option spricht, dass in den
Ziellinien die genomische SePP-DNA per PCR nachweisbar war und auch in den in vivo-Tumorproben immer
noch SePP-spezifische cDNA detektiert wurde. Interessanterweise war die SePP-Konzentration in den heterozygo-
ten APCmin-Tumoren zu ca. 50% reduziert, im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltumoren also lediglich im Rah-
men der Erwartung fiir einen SePP-Gendosiseffekt. Dieser Befund argumentiert auch gegen die andere denkbare
Option zur tumorabhdngigen Reduktion der SePP-mRNA-Expression, ndmlich der chronischen Inhibition durch
erhohte lokale Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen (Dreher, et al., 1997: ; Mostert, et al., 1999: ;
Mostert, et al., 2001). Auch hier wire in den heterozygoten SePP-Méusen eine Verstirkung des Effektes aufgrund
des reduzierten Selenspiegels zu erwarten, welcher zu einer erhohten Inhibition der SePP-mRNA-Expression ge-
fiihrt haben miisste. Da dies nicht beobachtet wurde, ist ein genereller Effekt im Tumor denkbar, der mit der GroB3e
des Adenoms korreliert. Hier ergdbe sich als weitere Option eine Abhédngigkeit der SePP-Transkription von der
Sauerstoffversorgung, die im Tumor am geringsten ist. Entsprechend ist vielfach die Bedeutung solch einer krebs-
spezifischen Hypoxie auf das Genexpressionsprofil iiber den sauerstoffsensitiven Transkriptionsfaktor HIF1a be-
schrieben (Cramer, et al., 2003). Inwieweit aber Anderungen der Methylierung des SePP-Gens oder HIF-abhingige
Expressionen bzw., hiervon unabhingige Inaktivierungsmechanismen bei SePP zum Tragen kommen, konnte in
dieser Arbeit nicht weiter untersucht werden, bietet sich aber fiir Folgestudien in vifro und mit dem Tumormaterial

aus den transgenen Méusen an.

Das Auftreten zusétzlicher spezifischer Mutationen, die z.B. einen Aminosdurenaustausch oder einen prdmaturen
Translations-Stopp verursachen, kann in Einzelfdllen die Tumorigenese und den SePP-Verlust weiter beschleuni-
gen. Im Falle der Selenoproteine wire auch eine Verdnderung des SECIS-Elementes, welches sich im untranslatier-
ten Bereich der mRNA befindet, denkbar. Eine schlechtere Bindung des SBP2 wire die Folge, wodurch das SeCys
ebenso wie bei einer pramaturen Stoppmutation nicht eingebaut werden kann. Es kdme durch den Translations-
Kontrollmechanismus des Nonsense-mediated decay (NMD) zur Detektion und Interpretation eines ungewiinsch-
ten Stopp-Triplets inmitten des Leserasters, wodurch der Abbau des Transkriptes eingeleitet wiirde (Squires, et al.,
2007: ; Sun and Maquat, 2002). Resultierend wére eine geringere Menge an Transkript in der Northern Blot- oder
gRT-PCR-Analyse. Fiir GPx1 wurde ein solcher Abbau unter Selendefizienz bereits gezeigt und fiir die Tumorsitu-
ation als Erklarung angedacht (Moriarty, et al., 1998: ; Weiss Sachdev and Sunde, 2001).

Im menschlichen Genom liegen APC (5g21) und SePP (5q31) in enger Nachbarschaft auf dem Chromosom 5.
SePP wurde unzutreffenderweise von Hill und Burk im Menschen auf 5q31 kartiert, es liegt aber eigentlich bei
Spll. Al-Taie duBert daher die Vermutung, dass mit dem partiellen chromosomalen Verlust des Tumorsuppressors
APC auch das SePP-Gen verloren geht (Al-Taie, et al., 2004), so dass es zwischen einsetzender Tumorigenese und

Verlust an SePP-Expression einen kausalen Zusammenhang gibt.

Wie bereits aufgefiihrt war ein dhnlicher Trend im Mausmodell zu verzeichnen. Mittels Northern Blot, qRT-PCR
und Microarray (Paoni, et al., 2003) zeigte sich in der Darmmukosa eine deutlich verringerte SePP-Expression

gegeniiber dem Tumorgewebe. Allerdings ist anzumerken, dass in diesem Modellorganismus beide Gene nicht
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kolokalisiert sind (APC Chromosom 18, 15,0 cM (Luongo, et al., 1993); SePP Chromosom 15, 5,9 cM). Gegen
einen chromosomalen Verlust spricht auch die Tatsache, dass in den hier untersuchten humanen Colonkarzinom-

Zelllinien wie auch in den Tumoren der Maus SePP auf genomischer Ebene nachzuweisen war.

Der Vergleich mit dem Mausmodel weist auf einen weiteren interessanten Effekt hin. So ist das Verhéltnis Tumor-
/ Mukosagewebe in APCM™"- und APCM™"/SePP""-Tieren gleich (0,21; p<0,01 und 0,24; p<0,01; siche Tabelle
5.2). Sollte SePP durch eine Deletion funktionell inaktiviert worden sein, wire die Wahrscheinlichkeit, dass dies in
den APCM™*-Musen geschieht, ungleich geringer gegeniiber APCM™*/SePP""-Tieren, in denen bereits ein SePP-
Allel genetisch inaktiviert wurde. Es ist daher davon auszugehen, dass die verringerte Expression von SePP nicht
Folge von Mutationen oder Loss of Heterozygostiy (LOH) ist. Dieser Vermutung liegt die begriindete Annahme
zugrunde, dass ein Adenom im Darm monoclonal ist und somit einer einzigen entarteten Zelle entspringt (Pinto
and Clevers, 2005: ; Reya and Clevers, 2005: ; Siu, et al., 1999: ; Tatematsu, et al., 2003). Nach dem Tumormodell
von Vogelstein und Kinzler betrifft dies vor allem undifferenzierte Zellen der proliferativen Zone in den Darm-
Krypten (Kinzler and Vogelstein, 1998: ; Morin, et al., 1996: ; Nowak, et al., 2002: ; Rajagopalan, et al., 2003: ;
Reya and Clevers, 2005). Somit ist es unwahrscheinlich, dass die geringere SePP-Expression im Tumor durch
Mutationen verursacht ist. Vielmehr sollte von regulatorischen Ereignissen als Ursache fiir die verminderte Expres-

sion des unzweifelhaft vorhandenen SePP-Gens bei der Planung von Folgeexperimenten ausgegangen werden.

Da die Expression in den Zelllinien durch eine Selenit-Supplementation nicht beeinflussbar war und auch keine
Expressionsverdnderungen von SePP in den drei Colonkarzinom-Zelllinien bekannt sind, ist zu vermuten, dass es
sich hier um ein epigenetisches Phanomen handeln konnte. In der Tat konnte durch in silico Analyse oberhalb des
Transkriptionsstarts des humanen SePP-Genes ein CpG-Dinukleotid-Cluster identifiziert werden (siche Abbildung
6.1). Dieser Cluster entspricht den von Gardiner-Garden und Frommer aufgestellten Suchkriterien (Gardiner-
Garden and Frommer, 1987: ; Takai and Jones, 2002). Die Region erstreckt sich ca. 1700 bp oberhalb des Start-
Kodons und ist ca. 300 bp lang. Eine Hypermethylierung solcher CpG-reichen Regionen, welche vorwiegend im
Promotorbereich von Genen gefunden werden, kann eine Verminderung der Transkription zur Folge haben (Jones
and Baylin, 2002). Generell wird angenommen, dass Tumore eher hypomethyliert sind (Cadieux, et al., 2006: ;
Gaudet, et al., 2003). Doch konnen auch einzelne Gene durch Hypermethylierung verringert exprimiert werden
(Feinberg, 2007: ; Jones and Baylin, 2007). Im Falle von Tumorsuppressorgenen kann eine solche Inaktivierung

das Krebswachstums entscheidend initiieren bzw. fordern.

Im Falle des SePP-Gens konnte eine tumorabhédngige Verdnderung im Methylierungsmuster vorliegen, welche zu

einer verminderten SePP-Expression fiihrt.

Hier sind sicher weitergehende Versuche sinnvoll, in denen durch pharmakologische Ansétze die Aktivitdt der
Methyl-Transferasen beeinflusst wird, oder durch die Verwendung nicht-methylierbarer dC-Analoga (z.B. {iber das

synthetische Nukleotid 5-aza-2'-deoxy-Cytidin) die Methylierung genomweit reduziert wird (Park, et al., 2008).
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Abbildung 6.1: Putative Methylierungsstellen im Promotorbereich des humanen SePP-Gens: Die Analyse wurde
mit dem Programm CpG Island Searcher, Version:10/29/04 (http://www.cpgislands.com) durchgefiihrt. Die Suche
wurde auf einen Bereich von 20 kbp oberhalb des Gens ausgedehnt. Es konnte ein Bereich bei ca. 1700-2000 bp
oberhalb des Transkriptionsstarts als CpG-Island identifiziert werden.Eine Methylierung des SePP-Promotors

Cpis Iskand 1

Select lower limits: %GC=56, ObsCpGENCPG=0.68, Lengih=300, Distance=300
CpG island 1 start=1709, end=2005, %GC=562, ObsCpG/ExpCpG=0.684, Length=297

konnte zu einer verminderten Expression des SePP-Gens fiihren.

Die vorwiegend gastrointestinal exprimierte GPx2 ist das zweite Selenoprotein, welches mit intestinalen Tumoren
immer wieder in Verbindung gebracht wird (Brigelius-Flohe, 2006: ; Chu, et al., 2004). Aber im Gegensatz zu
SePP lasst sich die GPx2-mRNA im Tumor generell eher deutlich verstirkt nachweisen (Brigelius-Flohe, 2006: ;
Mork, et al., 2000). Dieser Befund konnte auch in den hier vorgestellten Versuchen mit Colonkarzinom-Zelllinien

bestitigt werden. In allen drei Zelllinien war GPx2-mRNA nachzuweisen, wobei in HT29 deutlich mehr Transkript

vorhanden war als in HCT116 bzw. LIM1215.
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Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass es sich im Falle von HT29 um eine stark de-differenzierte Colonkarci-
nom-Zelllinie handelt (Sutherland, et al., 1986). Hingegen sind HTC116 und LIM1215 miBig differenziert und
stellen somit weniger stark entartete Tumorzellen dar (Chakrabarty, 1992: ; Kelly and Jones, 2003: ; Zamurs, et al.,
2003). Hieraus eine Korrelation des Differenzierungsgrad mit der Expression ecinzelner Gene abzuleiten, fallt
schwer, da aufgrund ihres unterschiedlichen Ursprungs kein direkter Vergleich der drei Zelllinien méglich ist. Auch
ist unklar, inwieweit die Zelllinien nach jahrelangem Passagieren noch dem Expressionsmuster des priméiren Tu-

mors entsprechen.

Die Arbeitsgruppe um Frau Prof. Brigelius-Flohé geht hier von einer transienten Expression aus, bei der die Menge
an GPx2 zwar im Tumor erhoht ist, aber mit der Progression des Tumors abnehmen kann (Brigelius-Flohe, 2006).
Die GPx2 ist Mitglied der Enzymklasse der GPx-Familie, welche den Abbau von Hydroperoxiden zu den entspre-
chenden Alkoholen katalysiert. Neben der ebenfalls zytosolisch aktiven GPx1, welche ubiquitidr im Verdauungs-
trakt vorkommt, ist die GPx2 hauptsachlich in den Tiefen der Krypten exprimiert (Florian, et al., 2001). Das Vor-
handensein eines Antioxidant-Responsiv-Elements (ARE) im GPx2-Promotor ermdglicht dem Transkriptionsfaktor
Nrf2, die Expression von GPx2 zu regulieren (Banning, et al., 2005). GPx2 ist somit Teil einer Gruppe von Genen,
welche durch elektrophile Xenobiotika aktiviert werden konnen. Inwieweit die Funktion von GPx2 der reinen
Detoxifizierung und dem Abbau von reaktive Sauerstoffderivate (Reactive oxygen species, ROS) dient oder ob das
Aufgabenspektrum des Enzyms weitaus umfassender ist, ist derzeit noch Teil kontroverser Diskussionen. Chu
duflerte die Vermutung, dass eine verstirkte Expression von GPx2 Teil bzw. Folge des erhohten Zellwachstums ist

(Chu, et al., 2004). Hieraus wiirde folgen, dass die GPx2 auch ein prékarzinogenes Potenzial mit sich tragen konnte

(Brigelius-Flohe, 2006).

Ob und in welcher Weise GPx2 eine kausale Rolle in der Karzinogenese spielt, kann derzeit noch nicht eindeutig
geklart werden. Doch ist anzumerken, dass die GPx2-KO-Maus vollkommen vital ist und nicht zur spontanen
Tumorbildung neigt (Esworthy, et al., 2000). Erst nach erfolgter Inaktivierung der zweiten zytosolischen GPx
(GPx1) entwickeln die Tiere eine Ileokolitis (Esworthy, et al., 2001) und Darmkrebs, wobei die Tumorigenese

abhéngig vom Vorhandensein von Darmbakterien ist (Chu, et al., 2004).

Der Grofteil aller Colontumore beruht auf einer Dysregulation im Wnt/B-Catenin- Signalweg, wodurch Gene der
TCF/Lef-Familie konstitutiv exprimiert werden, was ein stetiges Proliferieren mit sich bringt. Eine Studie zeigte
GPx2 als eines der Zielgene des B-Catenin/TCF-Komplexes (Kipp, et al., 2007). Dieses erklart die verstirkte Ex-
pression von GPx2 in Tumoren wie auch in der proliferativen Zone der Krypte. Sobald der Tumor in Folge der
voranschreitenden Karzinogenese die P-Catenin-Abhéngigkeit verliert (Morin, et al., 1996), wird auch dessen
Expression vermindert, was das von Frau Prof. Brigelius-Floh¢ als transiente Expression der GPx2 beschriebene
Phiinomen erkliren kénnte. GPx2 erscheint unter dieser Uberlegung daher nicht essenziell fiir die Proliferation von
Tumoren. Beriicksichtigt man die Beobachtung, dass die GPx-doppel-KO-Maus (GPx1, GPx2) Tumore entwickelt
(Esworthy, et al., 2001), hingegen das Vorhandensein bereits eines GPx2-Allels diese Entwicklung verhindert
(Esworthy, et al., 2005), ist zu vermuten, dass es sich im Falle der GPx2 um eine Art GPx1-Backup-System han-
delt. Die ubiquitdr exprimierte GPx1 ist ein Enzym, welches sehr niedrig in der Hierarchie der Selenoproteine
steht. Die mRNA wird also in Selenmangel-Zeiten nicht vollstidndig translatiert und kann durch NMD degradiert
werden (Moriarty, et al., 1998). GPx2 hingegen steht sehr hoch in der Hierarchie, eine Synthese des Proteins ist

somit auch bei lokalem Selenmangel moglich (Bermano, et al., 1995: ; Brigelius-Flohe, 1999: ; Wingler, et al.,
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1999). Dieser zusitzliche Schutz kommt nur Zellen zugute, welche sich im proliferierenden Stadium befinden.
Diesen Schluss lassen Untersuchungen von Kipp und Yan vermuten. Kipp wies nach, dass GPx2 eines der Zielgene
des B-Catenin ist und folglich auch eine B-Catenin/TCF-Bindungsstelle im Promotor tragt (Kipp, et al., 2007). Yan
hingegen konnte zeigen, dass p63 (vor allem die deltaN p63-Variante) Einfluss auf die Expression von GPx2 hat
(Yan and Chen, 2006). Dieser Faktor wird vor allem in epidermalen Stammzellen gebildet und weist auf den dedif-
ferenzierenden Status oder den Stammzellursprung der GPx2 iiberexprimierenden Tumorzellen im Darm hin (Suh,

et al., 2006: ; Yang, et al., 1999).

Interessanterweise kann im Falle von HT29-Zellen die Menge an GPx2-mRNA verringert werden (10 nM zu 100
nM Selenit; p = 0,08). Hierbei bleibt unklar, ob diese verringerte Expression ein Resultat der verringerten -
Catenin oder der Nrf2-Aktivitét ist. Da beide Prozesse (Proliferation, Inflammation) prokarzinogene Wirkungen
haben, erscheint ein therapeutischer Einsatz von Selen denkbar. Derzeit wird Selen versuchsweise in der adjuvan-
ten Krebstherapie eingesetzt, wobei der molekulare Mechanismus dieser unterstiitzenden Therapie noch nicht ge-

klart ist (Berger and Shenkin, 2007).

Eine Selen-Substitution 60 Tage alter APCmin-Tiere kdnnte diese Theorie verifizieren. In diesem Alter haben sich

in den Méusen bereits einzelne kleine Adenome gebildet (< 2 mm, vergleiche mit Abbildung 5.12).

6.2. Tierexperimentelle Arbeiten

Der Hauptteil dieser Arbeit beschiftigte sich mit dem Einfluss von SePP auf die Tumorentstehung und das Tumor-
wachstum im Intestinaltrakt der Maus. Diese Fragestellung unterschied sich von den bislang in der Literatur be-
schriebenen Selen-Supplementations- und Depletionsstudien durch ihren genetischen Ansatz, welcher es erlaubte,
zwischen der noch immer diskutierten pharmakologischen Wirkung des Selens als niedermolekulare Substanz und
der enzymatischen Wirkung als Selenoprotein zu unterscheiden (Abdulah, et al., 2005: ; Irons, et al., 2006: ; Ray-
man, 2005).

Die Inaktivierung eines SePP-Alleles bewirkt eine negative Beeinflussung des Selenmetabolismus und fiihrt in
vielen Geweben zu einer moderat verringerten Selenkonzentration. Diese suboptimale Selenversorgung hat zur
Folge, dass auch die Enzymaktivititen der Selenoproteine erniedrigt sind (Schomburg, et al., 2003). Diese Rah-
menbedingung eines suboptimalen Selenmetabolismus erscheint ndherungsweise auch auf den Menschen {ibertrag-
bar, da bereits funktionale SNPs im SePP-Gen beschrieben sind, die eine reduzierte SePP-Expression, abhéngig
vom individuellen Genotyp, bedingen (Al-Taie, et al., 2002: ; Meplan, et al., 2007). So auch zeigen Untersuchun-

gen unserer Arbeitsgruppe, dass der Selenstatus gut mit dem SePP-Gehalt im Serum korreliert.

Bei den APCmin-Méusen handelte es sich um ein molekular intensiv charakterisiertes und fiir die Untersuchung
intestinaler Tumore hiufig verwendetes Mausmodell (Clarke, 2007: ; de Lau, et al., 2007: ; Moser, et al., 1995: ;
Moser, et al., 1990: ; You, et al., 2006). Die mit diesem Tumormodell generierten Daten erscheinen auch fiir den
Menschen relevant, da iiber 80 % aller intestinalen Tumore auf eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges

zurlickzufiihren sind (Morin, et al., 1996). Hingegen ist die Lokalisation der Tumore im murinen Modell ein zu-
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weilen erwédhnter Kritikpunkt. Im menschlichen Darm ist vor allem der Colon von Tumoren betroffen. Dies gilt
auch fiir FAP-Patienten, welche - dhnlich der APCmin-Maus - nur noch ein funktionstiichtiges APC-Allel tragen
(Friedrich and Kullmann, 2003: ; Galiatsatos and Foulkes, 2006). Ungleich zum Menschen entwickeln die APC-
min-Tiere ca. 90 % aller ihrer Tumore im Diinndarm, wéhrend im Colon nur vereinzelte Tumore beobachtet wer-

den.

In einem ersten Ansatz galt es daher, APCmin-Tumore des Diinndarms mit humanen Colontumoren im Hinblick
auf ihre Expression und Regulation von Selenoproteinen (Angaben aus der Literatur (Al-Taie, et al., 2004: ; Mork,
et al., 2000)) zu vergleichen. Es zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung im Expressionsmuster der intesti-
nalen Tumore beider Spezies. Mork berichtet von einem SePP-mRNA-Abfall um das ca. 9-fache und von einer
anndhernd um das 5-fache erhohten Expression der GPx2 bei Vergleichen von humanen Adenomen mit Mukosa-
gewebe (Mork, et al., 2000). Folgeuntersuchungen in Tumorproben aus dem Colon konnten diesen Trend bestéti-
gen (Al-Taie, et al., 2004). Unsere Northern Blot-Analysen der murinen APCmin-Adenome des Diinndarms zeig-
ten ein sehr dhnliches Bild. SePP-mRNA war um das 5-fache erniedrigt, hingegen war die mRNA-Expression von
GPx2 6-mal hoher als in der umliegenden Mukosa (Darmepithel). Dies legt nahe, dass das APCmin-Modell ein gut

geeigneter Organismus ist, um eine Selenresponsivitdt intestinaler Tumore zu untersuchen.

Die Verkreuzung beider Mauslinien (APCmin x SePP) verlief erfolgreich, und die nach der Mendelschen Verer-
bungslehre erwartete Anzahl transgener Nachkommen konnte reproduzierbar geziichtet werden. Allerdings konn-
ten die Analysen nicht auf die APCM""/SePP""-Tiere ausgedehnt werden, da aufgrund ihres generell schlechten
Gesundheitszustandes diese Tiere weit vor dem Versuchsende (120 Tagen) verstarben oder gettet werden mussten.
Dies war nicht primér ein Resultat der Tumorentwicklung, sondern vielmehr des gestdrten Selenstoffwechsels,

welcher bereits fiir die SePP”-Maus beschrieben wurde (Schomburg, et al., 2003).

Um dennoch die Auswirkungen eines totalen SePP-Verlustes im APCmin-Modell abzuschétzen, wurde ein APC

Min™/SePP”"-Tier mitsamt einem APCM™*- Geschwistertier zu einem deutlich friihen Zeitpunkt (60 Tage alt) getétet

und analysiert. Hier zeigte sich gegeniiber dem APC™™*-Wurfgenossen eine Verfiinffachung der Tumoranzahl in

dem APCM™*/SePP”"-Tier. Auch wenn aufgrund des jungen Alters die Tumore relativ klein (nicht grofer als 3 mm

CM"*/SePP”"-Maus deutlich gréBere Tumore. Setzte man

im Durchmesser) waren, entwickelten sich doch in der AP
die Anzahl der jeweiligen Tumorgrofen ins Verhiltnis zur Gesamttumorzahl, zeigte sich kein deutlicher Trend von
schneller wachsenden Tumoren. APCM"™*/SePP”"-Miuse scheinen lediglich eine erhdhte Tumorinzidenz zu haben,
nicht aber ein makroskopisch erhohtes oder beschleunigtes Tumorwachstum. Es sei angemerkt, dass diese Interpre-
tation leider nur auf der Analyse zweier Geschwistertiere basiert, und deshalb der Verifikation bedarf. Nichtsdesto-
trotz stellen die einzelnen Tumore singuldre Verluste des APC-Tumorsuppressorgens dar und représentieren des-

wegen eine Vielzahl von Einzelereignissen.

Gegeniiber dem totalen Verlust an SePP erschienen die SePP-heterozygoten-Méuse als das physiologisch interes-
santere Modell, da sie sich gut mit der Stoffwechsellage von Menschen mit einem moderaten Selenmangel bzw.
mit einer weniger vorteilhaften genetischen Ausstattung fiir einen effizienten Selenmetabolismus vergleichen las-

sen.
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Wie bereits erwihnt, hatten SePP""-Mause nur eine leicht gestorte Selenverteilung im Kérper, die sie phénotypisch
nicht von ihren Wildtyp-Artgenossen unterscheiden lie. Sie erfreuten sich eines normalen Wachstums und hatten
keinerlei gesundheitliche Auffilligkeiten (Schomburg, et al., 2003: ; Schweizer, et al., 2004). Auch das Einkreuzen
eines APCmin-Allels in die SePP-Linie hatte bis auf eine leichte Wachstumsretardation, welche SePP unspezifisch

war, keine offensichtlichen Auswirkungen.

Trotz dieser nur milden Beeinflussung des Selenmetabolismus und Selenstatus waren die Auswirkungen auf die
intestinale Tumorigenese stark ausgeprigt. Dieser Befund stellt den ersten deutlichen physiologischen Phénotyp
bei den SePP-heterozygoten Tieren dar, den man auch als "Haploinsuffizienz von SePP im APCmin-abhéngigen
Tumormodell" klassifizieren kann. Dies zeigte sich nicht nur in einer gesteigerten Tumorinzidenz (46 %; p<0,05)
bei den heterozygoten Tieren, vielmehr waren APC™™*/SePP""-Tiere von einer 3-fach-hdheren Tumorlast betrof-
fen. Dieses stirkere Tumorwachstum wird ersichtlich, indem man Tumoranzahl und TumorgréBe ins Verhéltnis
zum jeweiligen Tiermodell setzt. Hierbei konnen Tumorinzidenz und Tumorwachstum von einander ,,entkoppelt®
werden. Abbildung 6.2 veranschaulicht diese Berechnung. Hierzu wurde die Tumorzahl in den einzelnen Tumor-
grofBenkategorien ins Verhiltnis zur gesamten Tumoranzahl im jeweiligen Genotyp aufgetragen (Séulendiagramm
der TumorgroBenkategorien). Diese Darstellung veranschaulicht, dass in den APCM™*/SePP*"-Tieren die groBeren
Tumore aller Wahrscheinlichkeit nach nicht das Resultat einer frither einsetzenden Tumorinzidenz darstellen und
somit die Tumore ldngere Zeit zum Wachsen hatten, sondern eher auf ein besseres Volumenwachstum bei Abwe-
senheit eines SePP-Allels zuriickzufithren sind. Demgegeniiber erscheint bei einem kompletten SePP-Verlust
(APCM™*/SePP™) lediglich die Tumorinzidenz erhoht (sieche Abbildung 6.2). Graphisch lésst sich dies ableiten,
wenn man aus den TumorgroBenkategorien der beiden zu vergleichenden Genotypen den Quotienten bildet (rote
Kreuze, mit roter Trendlinie). Im Vergleich APCM™*/SePP™"~ gegen APCM™*-Kontrolltieren zeigt sich keine Verin-
derung der Quotienten, folglich ist die makroskopische Tumorprogression einzelner Tumore in beiden Genotypen
sehr dhnlich. Stellt man den Vergleich APCM™*/SePP"" gegen APCM™" auf, wird deutlich, dass das Tumorwachs-

tum sichtlich erhoht ist, und zwar unabhéngig von der Tumorinzidenz.

Die histologischen Untersuchungen zeigten, dass diese Eigenschaft nicht nur auf das Wachstum beschrankt ist.
Tumore in APCM™*/SePP"" haben die offensichtliche Tendenz, undifferenzierter und damit auch aggressiver zu
sein. Hiermit diirfte auch eine erhdhte Proliferationsrate verbunden sein, die sich allerdings in der Genchip-

Analyse oder den qRT-PCR-Studien nicht klar nachweisen lieB3.
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Abbildung 6.2: Anteilige Tumorverteilung: Die Anzahl der Tumore der einzelnen GroBenfraktionen wurde, inner-
halb eines Genotyps, auf die gesamte Tumoranzahl bezogen (Balkendiagramm). — Hierbei zeigte sich, dass die
Verteilung der Tumorgréfen, unabhéngig von der gesamten Tumoranzahl, durch Deletion eines SePP-Allels deut-
lich in Richtung gréferer Tumore verschoben war. Dieses Bestreben zu schneller wachsenden Tumoren war bei
den SePP-KO-Tieren nicht festzustellen. Zur Verdeutlichung dieses Trends, wurde die ,,anteilige Tumorverteilung*
auf die jeweiligen Kontrolltiere bezogen (rote Sternchen). Die Trendanalyse der einzelnen Quotienten (rote gestri-
chelte Line) veranschaulicht die Tendenz SePP-heterozygoter Tumore, deutlich schneller zuwachsen. Dieser Trend
ist bei totalem Verlust an SePP nicht ersichtlich. (Fiir die Erhebung der Daten wurden die Werte von Abbildung

5.10 bzw. 5.12 zugrunde gelegt).

Grundlage zur Verkreuzung der APCmin-Maus mit dem Modell der genetisch induzierten Selendefizienz (SePP)
war die Hypothese, dass ein praventiver Effekt von Selen auf den Darmkrebs durch Selenoproteine und den Se-
lenmetabolismus vermittelt wird und nicht durch pharmakologische Effekte hoher Konzentrationen von Selenver-
bindungen. Die Versuchstiere wurden auf normaler Haltungsdiét geziichtet. Das hierin enthaltene Selen war vor
allem pflanzlichen Ursprungs und lag somit hauptsichlich als SeMet vor. Bei dieser Verbindung handelt es sich um
einen Selenether (-C-Se-C-). Selen liegt hierbei in der Oxidationsstufe (-II) vor. Ungleich zum SeCys ist die Mog-
lichkeit einer Deprotonierung unter physiologischen Bedingungen nicht gegeben. Auch ist das Redoxpotential im
Vergleich mit Verbindungen wie Selenit (Se(+IV)05>) ungleich geringer. Um etwaiger pharmakologischer Wir-

kungen von Selenverbindungen im Futter zu minimieren bzw. auszuschlieen ist SeMet bestens geeignet.

Die Resorption von SeMet erfolgt im Diinndarm und die physiologische Verwertung erfolgt abhingig vom Methi-
oninstatus. Der Korper ist nicht in der Lage, zwischen beiden Aminoséduren zu diskriminieren. Beide Aminoséuren
konkurrieren somit um den gleichen Transportweg und die gleichen Kodons bei der Proteinbiosynthese. In der
Zelle kann SeMet als Selenquelle genutzt werden, wodurch Selenid (als H,Se(-1I)) entsteht, welches fiir die spezi-
fische Bildung von Selenophosphat und Selenoproteinen zur Verfiigung steht (siche Einleitung 1.4). Im Gegensatz
zu SeCys, welches nur nach der katabolen Verstoffwechselung und der Resynthese an der Seryl-beladenen tRNA
wieder zur Proteinbiosynthese genutzt werden kann, erscheint der SeMet-Metabolismus weniger stark von echten
Selenoproteinen wie SePP abhingig. Gerade der Transport innerhalb des Korpers kann bei SeMet unabhingig von
SePP erfolgen, da es in alle Proteine je nach Verfiigbarkeit und Methioninstatus eingebaut wird. Somit unterschei-
den sich SePP""- und Wildtyp-Mause hauptsichlich im Selenoproteinstoffwechsel und SePP-abhingigen Selen-
transport, nicht aber so sehr im SeMet-Stoffwechsel. Deshalb diirfte die Beeinflussung der Tumorigenese in der
SePP x APCmin-Verkreuzung maBgeblich, wenn nicht sogar ausschlie8lich, durch die Biosynthese von Selenopro-
teinen zu erkliren sein. Die hier vorgestellte Arbeit stellt somit eines der ersten Modelle dar, in welchem eine di-
rekte Wirkung von Selenoproteinen auf die Tumorigenese gezeigt wird, die vom Selenoprotein-Metabolismus des
Individuums abhéngt, nicht aber auf diétetischen Interventionen beruht. Folglich muss in diesem Fall keine enig-
matische physiologische Funktion von pharmakologischen Konzentrationen niedermolekularer Selenoverbindun-
gen postuliert werden, vielmehr liegen diesen tumorrelevanten Effekten die verdnderte Biosynthese und der Turno-

ver von echten Selenoproteinen als molekularer Mechanismus zugrunde.
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Der Unterschied in der Tumorigenese zwischen den APCM™*/SePP""-Miusen und APC™™*-Tieren war nicht
hauptsdchlich in der Tumorinzidenz begriindet (1,5; p<0,05), sondern die molekulare Qualitit der Tumore unter-
schied sich auch bei gleicher Grofle deutlich. Dies wurde durch die histopathologische Analyse des Grades der
Differenzierung deutlich. Aus diesem Befund ergab sich als néchstes Ziel, diese histopathologischen Unterschiede
auf molekulargenetischer Ebene nachzuvollziehen. Hierfiir wurde die transkriptomweite Analyse mittels Microar-

ray gewdhlt, um ein mdglichst unvoreingenommenes und umfassendes Bild zu gewinnen.

Trotz eines solch globalen Ansatzes war nicht zu erwarten, einzelne Gene als entscheidend verantwortlich fiir die
Auspriagung der Unterschiede in einem solch komplexen Prozess wie der Tumorigenese zu identifizieren. Nach der
Theorie der Somatischen Evolution (Beerenwinkel, et al., 2007: ; Morin, et al., 1996: ; Nowak, et al., 2002) ist
davon auszugehen, dass jeder einzelne Tumor eine individuelle Entwicklung durchliuft, was sich in Morphologie,
Differenzierungsgrad, Wachstum, Invasivitit und verindertem Genexpressionsprofil widerspiegelt. Trotz intensiver
Bemiihungen in der Krebsforschung ist bis heute nur in Ansitzen verstanden, welche molekularen Verdnderungen
fiir das Krebswachstum essenziell sind. Bereits Punktmutationen in verschiedenen Doménen des gleichen Tumor-
suppressorgens konnen zu deutlichen Unterschieden in Tumorinitiation und Differenzierung fiihren, was am Bei-

spiel des APC gezeigt wurde (Ficari, et al., 2000: ; Oshima, et al., 1995: ; Smits, et al., 1997: ; Smits, et al., 1999).

Die Tatsache, dass praktisch alle Tumore in den APCmin-Tieren auf eine Inaktivierung des zweiten Allels des
Tumorsuppressorgens APC zuriickzufithren sind, stellt bereits eine deutliche Vereinfachung dar, die ein relativ
homogenes Spektrum an Adenomen entstehen ldsst. Somit ist dieses genetische Tumormodell den chemisch indu-

zierten Ansétzen aufgrund der besseren Homogenitét vorzuziehen.

Die Analyse der Genprofile machte deutlich, dass beide Tumorarten (APCM™" vs. APCM™"/SePP"") molekular
gesehen sehr dhnlich waren. Von den ca. 28.000 im Tumor exprimierten Genen/ESTs waren lediglich 280 um einen
Faktor >2,0 verdndert. Ein globaler Vergleich der Array-Daten mit Daten einer Adenom-Karzinom-Sequenz im
gleichen Modellorganismus (Paoni, et al., 2003) zeigte keine sinnvollen Ubereinstimmungen. Hieraus ist abzulei-
ten, dass das weniger differenzierte Erscheinungsbild der APCM™*/SePP " -Tumore nicht auf ein deutliches Voran-
schreiten in der Karzinomsequenz zu einer anderen Qualitdt des Tumors zuriickzufiihren ist. Die Analyse einzelner
Ziel-Gene der TCF/Lef-Transkriptionsfaktorfamilie (CcnD1, cMyc, JunD1) zeigte keine konsistente Aktivierung
dieses Wnt/B-Catenin-Signalwegs.

Von den 55 mittels Real time-PCR validierten Genen zeigten sich 7 als konsistent unterschiedlich exprimiert
(p<0,05). Es fillt auf, dass ein iberwiegender Teil der Gene mit Inflammation bzw. Immunantwort assoziiert wer-

den konnte.

Die Korrelation zwischen Inflammation und Tumorwachstum ist in der Literatur durch zahlreiche Studien am
Menschen und am Tier belegt (Itzkowitz and Yio, 2004: ; Perwez Hussain and Harris, 2007: ; Takahashi and Wa-
kabayashi, 2004: ; Tanaka, et al., 2006).

Eine erhohte Aktivitit inflammationsabhingiger Marker in den SePP"-Tieren konnte auch in weiteren Studien

unserer Arbeitsgruppe bestitigt werden. Die einmalige Gabe von Lipopolysaccharid (inter peritoneal) zeigte im
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Darm bei reduzierter SePP-Expression eine deutlich erhdhte Reaktion proinflammatorischer Zytokine gegeniiber

Wildtyptieren. In diesem Versuchsaufbau zeigte sich auch wiederum die GPx2 deutlich verstérkt exprimiert.

Anhand dieser Ubereinstimmung der inversen Regulation von SePP und GPx2-mRNA in den Tumoren und nach
induzierter Inflammation im Darm stellt sich die Frage nach Ursache und Wirkung: Ist aufgrund der erhéhten Nei-
gung zur Inflammation die Bildung von Tumoren begiinstigt, oder sind die Tumore Ausléser einer erhohten lokalen
Inflammation? Denkbar wiren auch parallele Prozesse mit synergistischer Beeinflussung, was erhohte Tumorinzi-

denz bzw. Tumorwachstum zur Folge haben kénnte.

Um einen besseren Einblick in die molekularen Mechanismen der Tumorentstehung zu erlangen, kénnte durch
Gabe von nicht-steroidbasierten Entziindungshemmern (Non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAID) die In-
flammation in den APCM™*/SePP"" minimiert werden. Eine generelle Wirkung von NSAID auf die Tumorigenese
im Darm konnte bereits in zahlreichen Arbeiten dargelegt werden (Eisinger, et al., 2007: ; Wang and DuBois,
2007). Die Wirkung beruht auf einer irreversiblen Hemmung der Cyclooxygenasen, welche fiir die Zyklisierung
von Arachidonsdure und damit fiir die Bildung der Inflammationsvermittelden und tumorwachstumférdernden
Prostaglandine notwendig sind. Hierbei wird vor allem die Bedeutung von PGE2 herausgestellt (Castellone, et al.,
2005). Gene, welche diesem Stoffwechselweg zugeordnet werden konnen, zeigten aber in den hier vorgestellten

Analysen keine signifikanten Anderungen der mRNA-Expression (Ptges2, Cox2, Pparg).

Hingegen waren Gene, welche mit der Akutphasereaktion assoziiert werden, in den APCM™"/SePP""-Tumoren
deutlich erhdht. Zu nennen sind diesbeziiglich 116 (2,5; p<0,05), Saal (3,9; p=0,06), Saa3 (2,0; p<0,05) und Mtl
(1,8; p<0,01). AuBerdem konnte man auch die durch LPS induzierbare GPx2 (1,8; p<0,001) zu diesen Akutphase-
proteinen rechnen. Es ldsst sich also vermuten, dass gewebestindige Immunzellen stirker aktiviert wurden, oder

eine erhohte Zahl solcher Immunzellen in die Tumore eingewandert ist.

Die histologischen Féarbungen von Mastzellen in den Tumorschnitten schienen diese Vermutung zu bestétigen
(siche Abbildung 5.17), bediirfen jedoch der Verifikation in einer grofleren Anzahl an Schnittpréparaten weiterer

unabhéngiger Maustumore.

Vergleicht man aber das nicht-neoplastisch verdnderte Gewebe beider Mauslinien, so zeichnet sich hier bereits ein
deutlicher Trend zur erhdhten Akutphase-Reaktion ab. Die mRNA von Saal (8,9; p<0,05), Saa2 (106; p<0,05),
Saa3 (3,7; p=0,1), TNFa (4,1; p=0,08) und Timp2 (4,6; p<0,01) zeigten im Darm von APCM™"/SePP""-Tieren

deutlich erhohte Konzentrationen.

Die vermehrte Expression von Akutphase-Genen konnte direkt zu einer verstarkten Proliferation fithren, was die
verstirkte Expression des B-Catenin unabhingigen Zellzyklus-Gens Cenc (1,3; p<0,05) wie auch die Erhéhung des
Angiogenesemarkers Angl (1,5; p<0,05) (Etoh, et al., 2000) erkldren kdnnte. Bei groBen Tumoren kann in dieser
Hinsicht auch eine signifikant verstdrkte Bildung von Wachstumsfaktoren der IGF-Achse festgestellt werden (ver-

gleiche hierzu Tabelle 5.4).

Das Ausmal} der Verdnderungen im Expressionsniveau der einzelnen Gene erscheint relativ gering. Bedenkt man
aber, dass diese nur leicht erhohte Expression {iber mehrere Monate, in denen die Tumore wachsen, andauern kann,
so lasst sich das deutlich bessere Tumorwachstum in den APCM™*/SePP*"-Tieren plausibel erkliren. Nichtsdesto-

trotz werden weitere Analysen auf Proteinebene und funktionelle Studien in Zellkultur folgen miissen, um die
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beobachteten Verdnderungen im Hinblick auf ihre Bedeutung fiir die Seleneffekte in der Tumorigenese einordnen

zu kOnnen.

Welche Selenoproteine nun aber einen direkten Einfluss auf die Tumorentwicklung und das Tumorwachstum ha-
ben, konnte in dieser Arbeit nicht endgiiltig geklirt werden. Im Falle des SePP war bereits bekannt, dass das Prote-
in neben der Selentransport-/Speicherfunktion (Hill, et al., 2003: ; Schomburg, et al., 2003: ; Schweizer, et al.,
2005) sowohl schwermetallbindende Eigenschaften (Suzuki, et al., 1998: ; Yan and Barrett, 1998) als auch eine
Peroxidase-Aktivitit (Arteel, et al., 1998: ; Takebe, et al., 2002) hat. Im Falle der Tumorigenese ist die letztere
Eigenschaft besonders interessant. Die schidigende Wirkung freier Radikale ist in der Literatur gut belegt (Droge,
2002: ; Hussain, et al., 2003: ; Valko, et al., 2004: ; Valko, et al., 2007). Im Falle von SePP koénnte, dass das extra-
zelluldre Protein seine antioxidative Wirkung in der Darmschleimhaut entfalten und so den Darm vor schiadigenden

Einfliissen aus dem Nahrungsbrei schiitzen kann.

Dem widersprechend ist festzustellen, dass die Peroxidase-Aktivitdt deutlich geringer ist (Faktor 100) als die der
anderen zytosolischen bzw. extrazelluldren GPx-Enzyme (Takebe, et al., 2002). Gegen eine direkte Wirkung von
SePP spricht auch, dass SePP vermutlich zumeist von adultem Darmgewebe gebildet wird. Dieser Vermutung liegt
zugrunde, dass SePP im Tumorgewebe vermindert exprimiert wird und dass im APCmin-Modell die Tumoriniziie-
rung und das Tumorwachstum von deregulierten Zellen aus der proliferativen Zone in den Krypten des Darms
ausgehen. Es sei auch angemerkt, dass das Expressionsmuster von Adenomen eher den Wnt/pB-Catenin-abhingigen
proliferierenden Zellen dhnelt als dem ausdifferenzierten Darmgewebe. Aufgrund der rdumlichen Trennung zwi-
schen SePP-exprimierendem-adultem Gewebe und proliferierender Zone erscheint ein direkter Einfluss von SePP
als nicht plausibel. Auch die GPx-Aktivitdt von SePP ist — zumindest in vitro - deutlich geringer als im Vergleich
zu den anderen selenabhingigen GPx (GPx3, GPx1, GPx2), was eine ROS-abbauende Funktion im Darm unwahr-
scheinlich macht. Aus Sicht der Selen-Okonomie stellt sich die grundlegende Frage, warum das seltene Spuren-
element tiberhaupt in Form von SePP mit seinem eigenen Recycling-Mechanismus in den Darm sezerniert werden
sollte. Gerade SePP mit der hochsten Selendichte im C-Terminus erscheint fiir eine ausschlieBlich enzymatische

Funktion nicht als geeignete Wahl, wenn zugleich das Spurenelement in nur limitierenden Mengen vorliegt.

Ein Teilaspekt der Arbeit war auch die Bestimmung der Aktivitit von Selenoenzymen in den einzelnen Darmseg-
menten in Abhingigkeit vom SePP-Status. Hier zeigte sich, dass der Darm nur zu einem gewissen Grad in der

Lage ist, sich selbst mit dem aus der Nahrung aufgenommenen Selen zu versorgen.

Generell stellt nach derzeitiger Datenlage die Leber das Hauptverteilungsorgan des Selens im Korper dar. Das
durch den Darm aufgenommene Selen wird in der Leber organifiziert und in Form des in die Blutbahn sezernierten
SePP an die unterschiedlichen Organe geliefert. Dies konnte fiir Organe wie Niere, Hirn und Hoden gezeigt werden
(Schomburg, et al., 2003). Erstaunlicherweise ist auch der Darm ein Organ, welches, in Hinblick auf die Selenver-
teilung, peripher zur Leber steht. Diese Erkenntnis gilt vor allem fiir den distalen Abschnitt des Darms, welcher
auch bei Verlust eines SePP-Allels den grofften Anstieg im Tumorwachstum zeigte. Im Falle des Hodens konnte
gezeigt werden, dass eine leberspezifische transgene Expression von SePP die Funktion des Organs und die Sper-
miogenese wieder herstellt (Renko, et al., 2008). Es stellt sich die Frage, wie stark auch der Darm und die intesti-

nalen Selenoproteine von der hepatischen SePP-Produktion beeinflusst werden konnen. Falls hier eine strenge und
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funktionelle Abhéingigkeit besteht, dann konnte dieser Zusammenhang auch eine Erklarungshilfe fiir die erhohte
Tumoranfilligkeit im Darm bei einer Belastung der Leber durch Alkoholmissbrauch bzw. Transplantation darstel-

len (Mizoue, et al., 2006: ; Vallejo, et al., 2005).

Zur Messung der Selenoenzyme im Darm ist weiterhin anzumerken, dass hierbei der enzymatischer Test der Ana-
lyse mittels Western Blot vorzuziehen ist. Dies ist darin begriindet, dass alle selenabhidngigen Mitglieder der
TxnRd-Familie das SeCys am Ende des Proteins tragen (Kryukov, et al., 2003) und die Aktivitdt von Selenoenzy-
men von der Gegenwart des SeCys abhéngig ist. Da aber auch bei fehlendem SeCys ein Protein von anscheinend
normaler Grofe im Immunoblot detektiert wird, ist es so nicht moglich, zwischen maturen Selenoproteinen und

trunkierten inaktiven Formen zu unterscheiden.

Die Messung der Aktivititen der Selenoenzyme im Darm erfolgte in gesunden SePP-Tieren. Hierdurch konnte
einer krankheitsbedingten Verdnderung des Expressionsmusters der Selenoproteine, ausgelost durch Tumorwachs-

tum und responsive Immunantwort, vorgebeugt werden.

Bei den enzymatischen Messungen fallt auf, dass die Aktivitdt der GPx in den heterozygoten SePP-Méusen gegen-
iiber den Wildtyp-Tieren deutlich erniedrigt ist. Dieses reduzierte Aktivitdtsniveau wird auch durch einen totalen
Verlust von SePP nicht signifikant weiter abgesenkt (siche Abbildung 5.20). Generell muss deshalb festgestellt
werden, dass der verwendete enzymatische Test es nicht erlaubte, direkt zwischen GPx2 und GPx1 zu diskriminie-
ren. Da die GPx2 in der Hierarchie der Selenoproteine sehr weit oben steht, also durch eine leichte Selendefizienz
kaum in ihrer Aktivitit verdndert wird, ist anzunehmen, dass der iiberwiegende Verlust an gemessener GPx-
Aktivitdt der zelluldren GPx1 zuzuordnen ist. Dieses ist eines der Selenoproteine, welches unter selenarmen Be-
dingungen sehr deutlich an Aktivitdt einbiifit. Wie bereits oben erwéhnt, hat ein totaler Verlust von einem der bei-
den im Darm exprimierten GPx-Isoenzyme keine direkten physiologischen Auswirkungen auf den Organismus
(Esworthy, et al., 2001). Wobei anzumerken ist, dass in diesen Studien die Tiere keinem weiteren Tumor-
induzierenden Stress ausgesetzt wurden. Der Verlust von beiden zytosolischen selenabhidngigen Peroxidasen
(GPx1, GPx2) fiihrte hingegen direkt zu neoplastischen Neubildungen (Esworthy, et al., 2001), so dass auch die
nach SePP-Verlust gemessene graduelle Reduktion der Expressionsniveaus beider Isoenzyme als bedenkliche Pa-

rallelentwicklung eingestuft werden muss.

Im Falle der TxnRd-Aktivitit war in der SePP""-Maus keine Verinderung gegeniiber den Wildtyp-Tieren festzu-
stellen. Hier handelte es sich um Selenoenzyme, die auch unter moderaten selenarmen Gegebenheiten noch aktiv
und gut exprimiert waren (vergleiche hierzu Abbildung 5.18). Einzig nach Verlust beider SePP-Allele in der SePP”"
-Maus war die Aktivitét erniedrigt. Stellt man hierzu eine Korrelation zwischen den TxnRd-Enzymaktivitdten und

den Tumorinzidenzen bzw. Tumorprogressionen auf, kann iiber die méglichen Ursachen spekuliert werden.

So lisst sich im Falle der APCM™*/SePP™"-Tiere vermuten, dass neben der verminderten Aktivitit der GPx1 und
TxnRd auch die Aktivitdt der ebenfalls hoch in der Selenoprotein-Hierarchie stehenden GPx2 betroffen ist. Sollte
sich herausstellen, dass es sich bei diesem Enzym tatsdchlich um ein Schutzenzym fiir proliferierende epidermale
Zellen handelt, wie oben bereits ausgefiihrt, konnte dies die erhdhte Tumorinzidenz bei totalem SePP-Verlust er-

kldren, da eine hohere Anzahl mutagener Ereignisse zu postulieren wire.
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In dem physiologisch relevanteren Modell des partiellen SePP-Mangels féllt das Missverhdltnis zwischen TxnRd-
Aktivitdt und GPx-Aktivitdt auf. Es ist zu vermuten, dass diese Diskrepanz zwischen beiden Enzymsystemen mit-
verantwortlich fiir das verstirkte Tumorwachstums in den APCM™"/SePP""-Tieren ist. Im Falle der TxnRd ist be-
kannt, dass eine vermehrte Expression eine tumorwachstumsférdernde Wirkung hat (Arner and Holmgren, 2006: ;
Nordberg and Arner, 2001). Weitergehend, wird eine krebswachstumsfordernde Wirkung freier Radikale und er-
hohter ROS-Konzentrationen immer wieder diskutiert (Pervaiz and Clement, 2007: ; Wu, 2006). Die reduzierte
GPx-Expression konnte in diesem Zusammenhang entscheidend fiir einen solchen Signalweg und die resultierende
wachstumsfordernde Wirkung des geringeren Selenstatus in den APCM™*/SePP""-Miusen beitragen. Tierexperi-
mentelle Arbeiten der Arbeitsgruppe Hatfield bestitigen diese Vermutung. Dort konnte gezeigt werden, dass proli-
ferierendes Lebergewebe gegeniiber nicht-neoplastisch verdndertem Gewebe ein reziprokes Verhdltnis der GPx
versus der TxnRd-Expressionen aufweist (Gladyshev, et al., 1998). Hierbei bleibe die Beobachtung nicht uner-
wihnt, dass der Darm SePP-heterozygoter Méause generell tendenziell groBer und langer erschien. Diese Beobach-
tung wird in der Weise unterstiitzt, dass in nicht-tumords veriandertem Gewebe in den APC™"™/SePP™"-Tieren
deutlich verstarkt IGF1 exprimiert wurde (4,4; p<0,05). Die ldsst sich auch auf die Bindungsproteine des IGF1
iibertragen (IGFBP1: 4,8; p<0,01; IGFBP2: 4,1; p<0,01) (siche Tabelle 5.5). Im Vergleich von APCM™"/SePP""-

gegen APCM™*

-Tumore war kein signifikanter Unterschied, aber doch ein deutlicher Trend zu erkennen (IGF1
2,11, Hier ist also neben der autokrinen Versorgung auch ein parakrines Einwirken auf den Tumor denkbar,
welches zu einem verstiarkten Wachstum fiithren konnte. Die generelle Wirkung des IGF-Systems auf das Tumor-
wachstum ist in der Literatur gut belegt (Durai, et al., 2005) (Davies, et al., 2006: ; Foulstone, et al., 2005: ; Jero-
me, et al., 2003). Leider liegen noch keine Daten vor, welche einen direkten Einfluss von TxnRd auf das IGF-

System zeigen.

Man kann daher vermuten, dass die erhhte Wachstumsrate, ausgeldst durch einen partiellen Verlust der SePP-
Expression und einem damit einhergehenden relativen Selenmangel im Darm, nicht nur durch verminderte Expres-
sion der GPx und der dadurch bedingten hoheren ROS-Konzentrationen, sondern auch durch eine Missverhaltnis

in der TxnRd-Aktivitét begriindet werden kann.

Die présentierten Daten legen iiberdies nahe, dass es zur Kontrolle des Tumorwachstums und der Tumorprogressi-
on nicht ausreichend sein diirfte, einen normalen Selenspiegel zu haben, wie es fiir die Vermeidung der Tumorinzi-
denz sinnvoll erscheint. Vielmehr diirfte zur Verhinderung der Entartung des Tumors eine Selenversorgung wiin-
schenswert sein, die auch die sich in der Hierarchie der Selenoproteine am unteren Rand befindenden

Selenoproteine sittigt und deren volle Expression gewéhrleistet.

Alternativ oder in Kombination zu dieser Theorie muss auch die rdumliche Verteilung des Spurenelementes be-
trachtet werden. SePP kann als sezerniertes und damit mobiles Selen-Transportprotein diffundieren und rezeptor-
abhéngig von den Zielzellen nach Bedarf aufgenommen werden. Ein Verlust der SePP-Expression behindert den
zielgerichteten Transport bzw. die Verteilung von Selen. Somit ist auch denkbar, dass zwar genug Selen aus der
Nahrung aufgenommen wird, es aber bei SePP-Mangel nicht ausreichend, schnell oder effektiv genug an die Ziel-

orte gelangt, um dort die Expression funktioneller Selenoproteine sicherzustellen. So kdnnte es trotz gutem Selen-
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status zu einem lokalen Mangel an Selen und damit an protektiven Selenoenzymen kommen und die Tumorigenese

begiinstigt werden.

Zusammengenommen lassen die hier prasentierten Daten vermuten, dass sowohl eine mengenmaBig insuffiziente,
als auch eine transporttechnisch suboptimale Selenversorgung eine erhohte Tumorigenese im Darm bewirken kann.
Inwieweit diese Daten direkt auf den Menschen iibertragbar sind, ist nicht geklért. Derzeit 1duft in de USA eine der
groften Supplementationsstudien, welche als priméres Ziel die Vermeidung von Prostatakrebs hat. Sekundér wer-
den auch viele weitere Parameter, zu denen auch Tumore des Intestinaltraktes z&hlen, ausgewertet. Die Ergebnisse
werden mit Spannung erwartet, lassen sich aber evtl. nur eingeschrankt auf die hiesige Situation iibertragen, da in
den USA die Selenversorgung generell sehr viel besser als in Europa ist. Bereits im NPC-Taril (Clark, et al.,
1996);(Combs, 2001) zeigte sich, dass die Probanden im unteren Tertil des Selenstatus besonders gut von einer
Selen-Supplementation profitierten. Ob diese Effekte mit einer messbaren Verbesserung der SePP-Expression im
Serum oder lokal in der Prostata oder im Darm einhergehen, ist noch nicht bekannt. Entsprechend ist aber anzu-
nehmen, dass sich ein positiver chemopriventiver Effekt in der geplanten européischen Selen-Interventionsstudie
(PREvention of Cancer by Intervention with Selenium - PRECISE) deutlich ausgeprigter zeigen diirfte und medi-

zinisch sehr sinnvoll erscheint.

Die vorliegende Arbeit ldsst auch vermuten, dass ein Mangel der Expression von Selenoproteinen zwei wahr-
scheinlich unabhingige Auswirkungen haben kann: Einerseits ist eine erhohte Tumorinzidenz zu verzeichnen.
Andererseits und evtl. pathophysiologisch sehr viel relevanter, geht eine reduzierte SePP-Expression neben der
moderaten Erhdhung der Tumoranzahl mit einer deutlich erhéhten Tumorprogression und Tumordifferenzierung

einher.

Als Marker zur Bestimmung der Selenversorgung wird normalerweise das Spurenelement selbst bestimmt, oder
stellvertretend die Aktivitdt der plasmatischen GPx3 aus Serum oder der zytosolischen GPx1 aus Erythrozyten.
Hierbei ist zu bedenken, dass das Maximum der GPx-Expression durch Selensubstitution relativ schnell erreicht ist
und keinen guten Marker in Supplementationsstudien darstellt. Besser und linearer reagiert in solchen klinischen
Studien oder individuellen Supplementationsversuchen sicher SePP selbst (Daten der Arbeitsgruppe). Da es sich in
dieser Arbeit als funktionell bedeutend fiir die Tumorigenese erwiesen hat, erscheint es nicht nur als Marker wich-
tig, sondern als direktes funktionstragendes tumorrelevantes Biomolekiil. Es bleibt zu kldren, ob die Bestimmung
des SePP-Status aus Blutserum/-plasma auch geeignet ist, um den SePP-Status im Darmgewebe abzubilden und

damit eine Aussage zur individuellen Krebssuszeptibilitét zu erlauben.
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Anhang

Auflistung verwendeter Oligonukleotide: Die Tabellen umfassen alle in der Arbeit verwendeten Primer. Neben den

entsprechenden Genen sind die Bindungsstellen der Primer in der entsprechenden mRNA bzw. Genom angegeben.

Primer fiir Genotypisierung

Bezeichnung Sequenz in 5'- NNNNN -3' Gen

Fm-APCjax GCCATCCCTTCACGTTAG Chromosom 18; 15,0 cM
Fm-APC2jax TTCCACTTTGGCATAAGGC Chromosom 18; 15,0 cM
Rm-APCjax TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA Chromosom 18; 15,0 cM
FKOLZ2 GTTCTGTGACTATGCATTACAG Chromosom 15; 5,9 cM
RKOLZ2 TGGTACGTAAGCTTGATTGATC Chromosom 15; 5,9 cM

Rev-mSEPPO2

CACAAGTATCAGCTGGCTTGAAG

Primer fiir Real time-PCR

Chromosom 15; 5,9 cM

Bezeichnung Sequenz in 5'- NNNNN -3' Gen Bindung
Fm-18S TTGACGGAAGGGCACCACCAG NR 003278 1202 bp
Rm-18S GCACCACCACCCACGGAATCG NR_003278 1331 bp
Fm-GAPDH CTGAGGACCAGGTTGTCTCC NM_008084 874 bp
Rm-GAPDH GCCTCTCTTGCTCAGTGCC NM_ 008084 1099 bp
Fm-CenC GAGATGGCAACTATTCTTAGTAAG NM_016746 28 bp
Rm-CcnC GAGGTTAAACCTGAAATGTCTGTG NM 016746 315bp
Fm-cGPx ATCAGTTCGGACACCAGGAG NM_008160 267 bp
Rm-cGPx CATTCCGCAGGAAGGTAAAG NM_008160 425 bp
Fm-GIGPx ACCAGTTCGGACATCAGGAG NM 030677 337 bp
Rm-GIGPx GGTAGGCAAAGACAGGATGC NM 030677 486 bp
Fm-MT1 CTTCTCCTCACTTACTCCGTAG NM 013602 41 bp
Rm-MT1 TTCGTCACATCAGGCACAG NM_013602 280 bp
Fm-MT2 CAACCGCCGCCTCCACTC NM_008630 45 bp
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Rm-MT2
Fm-Ghrn
Rm-Ghrn
Fm-Sepp
Rm-Sepp
Fm-Angl
Rm-Angl
Fm-BclXs
Rm-BclXs
Fm-JunD1
Rm-JunD1
Fm-GAPSBP
Rm-GAPSBP
Fm-NaSil
Rm-NaSil
Fm-CTGF
Rm-CTGF
Fm-Keap1
Rm-Keapl
Fm-Myb
Rm-Myb
Fm-PPARg
Rm-PPARg
Fm-Saal
Rm-Saal
Fm-SP4

Rm-SP4

GCACTTGTCGGAAGCCTCTTTG

GAAGCCACCAGCTAAACTGC

GCCATGCTGCTGATACTGAG

AAGATCGCTTACTGTGAGGAG

TTGTTGTGGTGTTTGTGGTG

CAGAGAAAACTTAAGAATGAGCAAG

CTGCTGACTATAGACTGAAAAATG

CCCATGGCAGCAGTGAAGCAAG

GTCACTTCCGACTGAAGAGTGAG

CAAGACCCTCAAAAGCCAGAAC

GCACCGAGTCTCGAAAGAGTC

GCTGCCTGATGTCATCCGTATCTG

TTACCTCGAGTCTTGGAGTTCCTTG

GTGTTGCTGTGGTGATGCTAG

GAGAAAGAGCAAGCACATAGATG

GCAGCGGTGAGTCCTTCC

AATGTGTCTTCCAGTCGGTAGG

TACGATGGGCAGGACCAGTTGAAC

GATTTGAGTTCTGGTCTTCCACAAG

CTCAAACCACTGGGCAGAGAACAG

CTGCTCTCAACTGTTGTACCACAAC

AACCTGCGGAAGCCCTTTGG

TGGAGCACCTTGGCGAACAG

GAGACACCAGGATGAAGCTACTC

AGCTACTTCAGTGTTCCTAGGTAG

GTCCAGAGTGTTCTAAAAGGTTTATG

CAGGATGTTAAAGGAGGGAAGATTC
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NM_ 008630
NM_021488

NM_021488

NM 001042614

NM 001042614

NM_007447
NM_ 007447
NM_009743
NM 009743
NM 010592
NM_010592
noch fehlend
noch fehlend
NM 019481
NM 019481
NM_010217
NM 010217
NM_ 016679
NM 016679
NM 010848
NM_010848
NM 011146
NM 011146
NM 009117
NM_009117
NM_009239

NM_009239

236 bp
168 bp
327 bp
645 bp
790 bp
343 bp
524 bp
436 bp
895 bp
990 bp

1206 bp

1707 bp
2076 bp
548 bp
779 bp
2682 bp
3189 bp
1880 bp
2309 bp
1186 bp
1433 bp
23 bp
488 bp
2256 bp

2784 bp



Fm-Timp2
Rm-Timp2
Fm-CcnDl1
Rm-CenD1
Fm-COX2
Rm-COX2
Fm-bCatenin
Rm-bCatenin
Fm-Adam21
Rm-Adam21
Fm-Col4a5
Rm-Col4a5
Fm-Fgfl7
Rm-Fgf17
Fm-IGF1
Rm-IGF1
Fm-IGF2
Rm-IGF2
Fm-IGFBP2
Rm-IGFBP2
Fm-IGFBP1
Rm-IGFBP1
Fm-IGFBP3
Rm-IGFBP3
Fm-IL6
Rm-IL6

Fm-MMP9

CTGAACCACAGGTACCAGATG

CAGAGCTAGGGTACCCTTAATG

GCGGCTGCTTCCTCCATCC

CCCGTCCGTGTCCTGAGTAAAC

GCCCAGCACTTCACCCATCAG

GACCAGGCACCAGACCAAAGAC

GCCGTTCGCCTTCATTATGG

CGAGCAAGGATGTGGAGAG

TGCTCAGGCTCTGCCAGGACAC

TGGCCCTGCTGGTCACCTTCAG

GTCCTCCTGGTTCTCCTGGTC

AGTCCTGGTGGTCCTTGATCTC

ACCAGTACCTGAGGGACCAG

TGCTGCCGAATGTATCTGTCTC

GTCGTCTTCACACCTCTTCTAC

TCTCCAGTCTCCTCAGATCAC

CCTGAGTTGGGAGTGGAGTC

CGCCTGATGTAACCTGTCTAC

AGACGCTACGCTGCTATC

TGCTGTTCATTGACCTTCTC

CGTGCGTTGCCAGGAGAG

GGAGACCACAGCAGCCTTTG

CTGAGGGCGCTGCTGAATG

TCTGGGTGTCTGTGCTTTGAG

TTCCATCCAGTTGCCTTCTTG

TCATTTCCACGATTTCCCAGAG

TCTCTGGTGTGCCCTGGAACTC
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NM_011594
NM_011594
NM_007631
NM_007631
NM_011198
NM_011198
NM_007614
NM_007614
NM_020330
NM_ 020330
NM_007736
NM_007736
NM_008004
NM_008004
NM_184052
NM_184052
NM_010514
NM_010514
NM_008342
NM_008342
NM_008341
NM_008341
NM_008343
NM_008343
NM_031168
NM 031168

NM_013599

751 bp
906 bp
914 bp
1083 bp
662 bp
950 bp
1662 bp
1957 bp
399 bp
681 bp
3857 bp
4082 bp
953 bp
1340 bp
1376 bp
1614 bp
3456 bp
3721 bp
360 bp
627 bp
462 bp
599 bp
449 bp
731 bp
56 bp
227 bp

2021 bp



Rm-MMP9
Fm-Myc
Rm-Myc
Fm-Nxn
Rm-Nxn
Fm-PHGPx
Rm-PHGPx
Fm-Ptges2
Rm-Ptges2
Fm-Mcptl
Rm-Mcptl
Fm-Mcpt2
Rm-Mcpt2
Fm-Cpa3
Rm-Cpa3
Fm-Saa3
Rm-Saa3
Fm-Dmtf1
Rm-Dmftl
Fm-Sepl5
Rm-Sepl5
Fm-SepX1
Rm-SepX1
Fm-Ednrb
Rm-Ednrb
Fm-Fgfr4

Rm-Fgfr4

GGTGGTGGTGGTGGTGGTCTC

CCTGACGACGAGACCTTC

GAGCGGGTAGGGAAAGAC

TCTCCCCTTCCTCCCCTCTG

GGTCCTTGCTTGCTCACTCTG

AGGAGCCCCAGGTGATAGAG

GCACGCCAGGTCCTCAGG

TACCGAACACCCGCTGAG

CCTCCAGACCCTCCATCAC

AGGACAGATGTGGTGGGTTTC

CCAGGGTCGATAAAGTCAGAGG

ATCAAGCCTGGGAAGATGTG

GGAGATTCGGGTGAAGACTG

GCATTGGCACTGACCTCAAC

AGCATCTGCGAGTAGGAATGG

TGTGGCGAGCCTACTCTGAC

CAGCAGGTCGGAAGTGGTTG

GCGGCTGCTTCCTCCATCC

CCCGTCCGTGTCCTGAGTAAAC

ATGGTCGCCTAACTAACACTC

CAGACGCCGCTTGAAACG

CCCAGACAGTGTGACCAAGTG

TTGACCAGAGCAGATCATTCGG

TCTACTTCTGCTTGCCGCTAG

GTGTGGATTGCTCTGGTCATAC

CTGGTGACCGAGGATGATG

CGCAGCAGTGAGAAGAGC
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NM_ 013599
NM_010849
NM_008750
NM_008750

NM_008750

NM._001037741

NM_001037741

NM._133783
NM._133783
NM_008570
NM_008570
NM_008571
NM_008571
NM_007753
NM_007753
NM 011315
NM_011315
NM_011806
NM_011806
NM_053102
NM_053102
NM_013759
NM_013759
NM_007904
NM_007904
NM_008011

NM_008011

2264 bp
984 bp
1226 bp
1414 bp
1688 bp
731 bp
907 bp
765 bp
1059 bp
175 bp
454 bp
440 bp
724 bp
740 bp
935 bp
138 bp
383 bp
28 bp
315bp
154 bp
380 bp
219 bp
511 bp
1060 bp
1289 bp
2008 bp

2261 bp



Fm-Cidea
Rm-Cidea
Fm-TNF
Rm-TNF
Fm-Trp53
Rm-Trp53
Fm-APC

Rm-APC

CTTCCTCGGCTGTCTCAATGTC

GGATGGCTGCTCTTCTGTATCG

CGTGGAACTGGCAGAAGAG

GGCTACAGGCTTGTCACTC

TTTGAGGTTCGTGTTTGTG

CATGGGCATCCTTTAACTC

GGCGGAAGCGGAGAGGTCATC

ACTACTGGAGGCTGCGGTGTTG
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NM_007702
NM_007702
NM_013693
NM_013693
NM_011640
NM_011640
NM_007462

NM_007462

633 bp
834 bp
183 bp
435 bp
1335 bp
1590 bp
1022 bp

1133 bp
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