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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Selen und Selenoproteine
111 Das essentielle Spurenelement Selen

Das Element Selen wurde bereits 1817 von dem schwedischen Chemiker Jons Jakob von
Berzelius entdeckt und nach der griechischen Mondgottin Seléne benannt. Zunachst galt
Selen ausschlielich als toxische Substanz, bis Schwarz und Foltz 1957 seine Bedeutung
als essentielles Spurenelement nachwiesen [1]. In den 70er Jahren wurden die ersten Sele-
noproteine sowohl in Bakterien [2] als auch in Sdugerzellen entdeckt [3, 4]. Im Gegensatz zu
anderen Metallen, die als Kofaktoren mit Proteinen interagieren, wird Selen kotranslational
als Bestandteil der Aminosaure Selenocystein (Sec) in Proteine eingebaut. Diese Selenopro-
teine sind flr den grofdten Teil der biologischen Wirkung von Selen verantwortlich [5]. Im
Vergleich zur Thiolgruppe im Cystein besitzt die Selenolgruppe des Selenocysteins einen
niedrigeren pK-Wert, was dazu fiihrt, dass bei physiologischem pH-Wert Selenocystein na-
hezu vollstandig dissoziiert vorliegt. Deshalb ist das Selenol im Vergleich zum Thiol ein wirk-

sameres Nukleophil mit héherer Reaktivitat [6, 7].

Selen ist ein essentielles Spurenelement, dessen Zufuhrempfehlung zwischen 40 pg/Tag flr
erwachsene Manner bzw. 30 ug/Tag fir erwachsene Frauen (Empfehlung der WHO) und
85 ug/Tag flir Manner bzw. 70 ug/Tag fiur Frauen in Australien liegt [8]. Die DACH-Referenz-
werte fur die Nahrstoffzufuhr geben fir den Bedarf in Deutschland einen Schatzwert von 30-
70 ug/Tag an [9]. Unterhalb von 20 ug/Tag spricht man von einer mangelhaften Versorgung.
Im Falle eines chronischen Selenmangels (< 10 pug/Tag), wie er in bestimmten Regionen
Chinas zu finden ist, kbnnen Falle der Keshan-Krankheit, einer Kardiomyopathie, und der
Kashin-Beck-Krankheit, die mit der Degeneration der Gelenkknorpel einhergeht, auftreten
[10, 11]. Eine zu hohe Zufuhr von Selen kann ab einer Tagesdosis von 800 ug (no adverse
effect level = NOAEL) toxisch werden und geht ab einer taglichen Zufuhr von 2 mg mit
Symptomen wie Haarausfall, Midigkeit und Depression einher [12]. Selen kommt in der Nah-
rung vorrangig als Selenomethionin in pflanzlichen und Selenocystein in tierischen Lebens-
mitteln vor. Die Bioverfugbarkeit dieser organischen Selenverbindungen liegt bei 90 %.
Anorganische Selenverbindungen wie Selenit sind vor allem in Supplementen enthalten und

werden maximal zu 60 % absorbiert [12].

Viele Lander, vor allem in Europa, liegen mit ihrer tatsachlichen Selenzufuhr unter den Em-
pfehlungen [8] und ihre Bevolkerung leidet somit unter einem moderaten Selenmangel, der
moglicherweise Infektionen, aber auch die Entstehung chronischer Krankheiten wie Krebs,

Alzheimer oder Morbus Parkinson begunstigt [13]. Die Zufuhrempfehlungen basieren in der
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Einleitung

Regel auf der optimalen Enzymaktivitat der Glutathionperoxidasen (GPx) im Plasma bzw. in
Erythrozyten [14]. Die Supplementation von Personen in selenarmen Gebieten Chinas er-
gab, dass 37 ug Se/Tag in Form von Selenomethionin bzw. 66 ug Se/Tag in Form von Sele-
nit ausreichen, um die GPx-Aktivitdt im Plasma zu maximieren. Allerdings konnte gezeigt
werden, dass Selenoprotein P, ein weiteres Selenoprotein im Plasma, mehr Selen benétigt,
um seine volle Expression zu erreichen [15]. Da die Funktionen vieler Selenoproteine noch
nicht vollstandig bekannt sind, ist die Frage nach dem besten Biomarker flir eine optimale

Selenzufuhr noch offen.
11.2 Funktionen von Selenoproteinen

Selenoproteine sind sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten zu finden, allerdings nicht in
Hefen und Pflanzen [16]. Analysen des humanen Genoms ergaben 25 Gene [17], die auf-
grund von alternativem Splicing und anderer posttranslationaler Modifikationen bislang fiir 30
verschiedene Selenoproteine kodieren. Dies ergab auch eine Untersuchung mit markiertem
*Se [18]. Selenoproteine kénnen in verschiedene Familien eingeteilt werden: fiinf Gene ge-
héren zur Familie der Glutathionperoxidasen, drei zu den Thioredoxinreduktasen und drei zu
den Dejodinasen (Tab. 1). Diese Selenoproteine sind bislang am besten charakterisiert. Au-
Rerdem kdnnen Selenoproteine aufgrund der Lage des Sec in zwei Gruppen eingeteilt wer-
den [17]. Bei der einen Gruppe, die aus den Thioredoxinreduktasen und den Selenopro-
teinen S, X, O, | und K besteht, ist das Sec C-terminal lokalisiert, wenige Aminosauren vom
Stoppcodon entfernt. Bei allen anderen Selenoproteinen ist es N-terminal zu finden, wobei
bei sechs Selenoproteinen, den so genannten Redoxinen, Sec Teil eines thioredoxinahnli-
chen CXXU-Motivs ist (Tab. 1) [19, 20]. Dies lasst darauf schlieRen, dass diese Selenopro-
teine an Redox-Reaktionen beteiligt sind. Ein Knockout des Gens Trsp (transfer RNA sele-
noprotein), das fiir die spezifische tRNA®"**® zum Einbau von Sec kodiert, fiihrt zu einem
kompletten Verlust der Selenoproteinexpression und ist embryonal letal [21]. Bisher konnte
aullerdem fir die Selenoproteine GPx4 [22], Thioredoxinreduktase 1 und 2 [23] gezeigt wer-

den, dass ihre Gendeletionen mit letalem Verlauf einhergehen.
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Tab. 1. Humane Selenoproteine und ihre Funktionen (Ubersicht in [24])

Selenoprotein Vorkommen Funktion Quelle
Glutathionperoxidasen
GPx 1, cGPx ubiquitar, cytosolisch Reduktion von Hydroperoxiden [3]
GPx 2, GI-GPx Gastrointestinaltrakt, Reduktlon von Hydrope(omden, Bar- [25, 26]
Krebszellen riere gegen Hydroperoxidabsorption
GPx 3, pGPx Plasma Reduktion von Hydroperoxiden [27, 28]
Reduktion von Hydroperoxiden,
GPx 4, PHGPx ubiquitar Spermienreifung, embryonale [29, 30]
Entwicklung
GPx 6 olfaktorisches Epithel antioxidativer Schutz [31]
Thioredoxinreduktasen
ubiquitar, cytosolisch und Reduktion des oxidierten
TrxR 1 im Nukleus Thioredoxins (Trx) [32]
A . : Reduktion des oxidierten
TrxR 2 ubiquitar, mitochondrial Thioredoxins (Trx) [33]
Reduktion des oxidierten
TrxR 3 (TGR) Testis Thioredoxins (Trx), Glutathion- und [34]
Glutaredoxinreduktaseaktivitat
Dejodinasen
Leber, Niere, Schilddrise,
Dio 1 Hypophyse, T3-Synthese, Abbau von T3 und T4 [35]
Plasmamembran
Schilddruse, Hypophyse,
Dio 2 Muskel, ZNS, braunes T3-Synthese [36]
Fettgewebe, ER-Membran
Dio 3 Plazenta, ZNS, Haut Abbau von T3 und T4 [37]
Plasmamembran
Selenoprotein H ubiquitéir Redox_—sen3|t|_v.es DNA-Bindeprotein, 38, 39]
Redoxin-Familie
. N in E.coli spezifische Ethanolamin-
Selenoprotein | ubiquitar Phosphotransferase-Aktivitat [40]
Selenoprotein K ubiquitar antioxidative Funktion im Herz [41]
Selenoprotein M ubiquitar Redo>.<|n-Fam|I|e, Schutz vor Morbus [42, 43]
Alzheimer
Selenoprotein N ubiquitar, ER-Membran embryonale Entwicklung, Schutz vor [44]
Myopathien
Selenoprotein O ubiquitar unbekannt [45]
Selenoprotein P Plasma Selentransport und -homdostase, [46]
. Co reguliert durch Glucose, zellulares
Selenoprotein S ubiquitar, im ER Redox-Gleichgewicht, Immunabwehr [17]
. - Calcium-Homoostase, neuro-
Selenoprotein T ubiquitar endokrine Sekretion, Redoxin-Familie [471
Selenoprotein V. Testis, Gehirn Testisspezifische Form von SelW, [17]
Redoxin-Familie
. I Antioxidanz, Redoxin-Familie,
Selenoprotein W ubiquitar Aufgabe in Muskel und Herz [48]
Selenoprotein X ubiquitar Methionin-R-Sulfoxid-Reduktase [49]
(SelR) q (MsRB2)
Selenoprotein 15 ubiquitér, im ER Proteinfaltung im ER, aktiviert [50]

Apoptose, Redoxin-Familie

Selenophosphat-
synthetase 2

ubiquitar

Selenophosphatsynthese fiir die
Translation von Selenoproteinen

[51]
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113 Biosynthese von Selenoproteinen

Die Selenoproteinbiosynthese ist ein sehr aufwendiger Vorgang, der im Vergleich zur norma-
len Proteinsynthese einige Besonderheiten aufweist. Die Aminosdure Selenocystein wird
durch UGA, ein bislang nur als Stop-Codon bekanntes Basentriplett [52], codiert [53]. Um
zwischen beiden Funktionen von UGA unterscheiden zu kénnen, sind einige wichtige Ele-
mente notwendig (Ubersicht in [5]). Neben einigen spezifischen Proteinen ist zunéchst die
selenocysteine inserting sequence (SECIS), eine Haarnadelstruktur in der 3’-untranslatierten
Region (3’-UTR) der mRNA aller eukaryotischer Selenoproteine, von besonderer Bedeutung.
Diese Struktur verhindert einen vorzeitigen Kettenabbruch, indem sie mit Faktoren konkur-
riert, die zum Zerfall des mRNA-ribosomalen Komplexes fiihren wiirden. Eine weitere wichti-
ge Komponente ist die spezifische tRNAF"**¢ zyr Ubertragung von Sec. Im Gegensatz zu
allen anderen Aminosauren wird Sec direkt an seiner tRNA aus Serin synthetisiert [54], frei
im Cytosol vorliegendes Sec wird also nicht zum spezifischen Einbau in Selenoproteine ver-
wendet. Die Seryl-tRNA-Synthetase beladt die tRNA mit Serin, das nach der Phosphorylie-
rung zu einem Phosphoseryl-Rest in einen Selenocysteylrest umgewandelt wird. Dieser letz-
te Schritt wird durch die Selenocysteinsynthetase katalysiert, die in Eukaryoten als das
soluble liver antigen protein (SLA) identifiziert wurde [55]. Als Selenquelle dient Seleno-
phosphat, das von der Selenophosphatsynthetase (SPS) aus Selenid und ATP gebildet wird.
In Eukaryoten gibt es zwei Isoformen dieses Enzyms, wobei SPS2, das selbst ein Seleno-
protein ist, direkt an der Synthese des Selendonors beteiligt ist [51]. Dies geschieht innerhalb
des Selenocystein-Synthesekomplexes, der neben der tRNAF®Ys*° S| A und SPS2 auch
noch das 43-kDa RNA-bindende Protein Secp43 enthalt.

Serin + tRNAlsersec]
lSeryI-tRNA-Synthetase

Seryl-tRN Alser/sec]
lPhOSPhOSeryI-tRNA-Kinase
Phosphoseryl-tRNAlser/sec]

.

N
Selenophosphat

D -

Selenocystein-
Synthesekomplex

AAA

—_— @ Roizo  Selenocystein-

Einbaukomplex

Sec

UGA Stopp
Ribosom

Selenid + ATP

Abb. 1 Selenoproteinbiosynthese

Secp43 scheint in diesem Komplex die Aktivitdt der SPS, die Umwandlung der Seryl- zur

Selenocysteyl-tRNA und die tRNA-Methylierung zu koordinieren [56]. Der fir die Seleno-
13
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proteinsynthese spezifische Elongationsfaktor Efsec erkennt die beladene tRNASe"**¢ ynd
transportiert sie zu den Ribosomen. Das SECIS binding protein (SBP2) transportiert die
mRNA aus dem Kern ins Cytosol zu den Ribosomen und interagiert dort sowohl mit Rpl30
[57] als auch mit Efsec. Der entstehende Komplex aus SBP2, Rpl30, Efsec, der SECIS und

[ser]/sec

der spezifischen tRNA wird auch als Selenocystein-Einbaukomplex bezeichnet [58].

114 Regulation der Selenoproteinbiosynthese

Die Selenoproteinbiosynthese wird mafigeblich durch die Verfligbarkeit von Selen beeinf-
lusst, was hauptsachlich auf post-transkriptionaler Ebene passiert. Zum einen kann Selen die
mRNA-Stabilitat verandern, indem es im Selenmangel zu einem verstarkten nonsensvermit-
telten Abbau (non-sense mediated decay = NMD) kommt, der innerhalb der Seleno-proteine
unterschiedlich stark auftritt [59, 60]. Diese unterschiedliche Stabilitdt der einzelnen Selenop-
rotein-mRNAs wird unter anderem durch die 3'UTR, insbesondere die SECIS, bestimmt [61].
Des Weiteren kann SBP2, das eine unterschiedlich starke Affinitdt zu den verschiedenen
SECIS-Elementen hat, die mRNA vor ihrem Abbau schitzen [62, 63]. Zum anderen flhrt ein
Selenmangel zu einer verminderten Verfiigbarkeit an Sec-tRNA was limitierend fiir die
Selenoproteinsynthese ist. In diesem Fall wird das fiir Sec codierende UGA als Stopp-Codon
genutzt. Nicht nur die absolute Menge an tRNAF**° wird durch die Selenversorgung beeinf-
lusst, sondern auch das Verhaltnis zweier tRNAF*V***_|soformen. Die tRNAF®Y**® wird post-
transkriptionell modifiziert: Adenin an Position 37 (A37) wird isopentenyliert, wahrend Uridin
an Position 34 (U34) methyliert wird, was in Methyl-Carboxyl-5"-Methyluridin (mcm°U) resul-
tiert. Dieses modifizierte Uridin kann wiederum methyliert werden (als mcm°Um oder Um34
bezeichnet), was vermehrt bei steigendem Selengehalt der Fall ist [64, 65]. Um34 ist insbe-
sondere fir die Expression sogenannter Stress-responsiver Selenoproteine (z.B. GPx1,
GPx3, SelX1, SelT, SelW, SelS) zustandig. Sogenannte house-keeping-Selenoproteine
(GPx4, TrxR1 und 3), die trotz limitierter Selenversorgung exprimiert werden, werden durch
tRNASeYse¢ ohne zusatzliche Methylierung am U34 synthetisiert [66, 67]. Das Phanomen,
dass verschiedene Selenoproteine unterschiedlich auf einen Selenmangel reagieren, wird
auch als Hierarchie der Selenoproteine bezeichnet. So wird z.B. GPx1, die einen niedrigen
Rang in der Hierarchie einnimmt, im Selenmangel kaum noch synthetisiert, und ihre erneute
Synthese erfolgt bei Selenrepletion mit Verzégerung. GPx2, GPx4, Dejodinasen und Thiore-
doxinreduktasen werden hingegen erst durch einen lang andauernden, substantiellen Man-
gel beeinflusst [68, 69]. Diese Hierarchie ist allerdings bisher nur fiir ausgewahlte Selenopro-
teine untersucht worden. Auch Organe werden entsprechend einer Hierarchie mit Selen ver-
sorgt. So sinkt bei mangelhafter Selenversorgung der Selengehalt im Gehirn und in den Tes-

tes deutlich spéater als in der Leber, Niere oder Lunge [68, 70].
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Neben der Regulation durch Selen kann die Selenoproteinbiosynthese auch durch Verande-
rungen des Redox-Status reguliert werden, was logisch erscheint, da viele Selenoproteine
an der Redoxkontrolle und an Detoxifikationsprozessen beteiligt sind. Unerwarteterweise
wurde aber gezeigt, dass bei erhéhtem oxidativem Stress, SBP2 im Kern akkumuliert, was
zu einem reduzierten Transport der Selenoprotein-mRNA zu den Ribosomen und damit zu
einer reduzierten Translation fihrt [71]. Thioredoxin- und Glutaredoxin-Systeme kénnen das

oxidierte SBP2 reduzieren und dadurch die Selenoproteinbiosynthese wieder aktivieren.
1.1.5 Glutathionperoxidasen

Die Familie der Glutathionperoxidasen (GPx) besteht im Menschen aus bisher sieben be-
kannten Mitgliedern, wobei nur fiinf davon Selenoproteine sind (Tab. 1). Alle Glutathionper-
oxidasen haben gemeinsam, dass sie Wasserstoffperoxid und organische Hydroperoxide zu
ihren Alkoholen reduzieren kdnnen. Dabei wird Sec zu Selenensaure oxidiert. Dessen Re-
duktion erfolgt unter Verbrauch zweier Thiole, die in der Regel Glutathion sind, im Fall der
GPx3 aber auch Glutaredoxin bzw. Thioredoxin oder Proteinthiole im Fall der GPx4 sein
kénnen [72]. So kdnnen diese Enzyme Zellen vor oxidativen Schaden schitzen. Die konser-
vierte katalytische Triade besteht bei allen vier Enzymen aus den Aminosauren Selenocys-
tein, Glutamin und Tryptophan [73]. Mit Ausnahme der GPx4, bei der es sich um ein mono-
meres Enzym handelt, liegen Glutathionperoxidasen als homotetramere Proteine vor. Weite-
re Unterschiede zwischen den Familienmitgliedern ergeben sich in Bezug auf ihre Gewebe-
lokalisation (Tab. 1) und Substratspezifitat. Wahrend GPx1 und GPx2 nur l6sliche Hydrope-
roxide umsetzen, kdnnen GPx4 und zu einem geringeren Anteil auch GPx3 Hydroperoxide
degradieren, die Bestandteil komplexer Lipide sind [72]. Auch innerhalb der Familie der Glu-
tathionperoxidasen gibt es eine Hierarchie: GPx2 ist das stabilste Familienmitglied, gefolgt
von GPx4, wahrend GPx1 und GPx3 ahnlich anfallig gegentber Selenmangel sind [26, 68].
Geht man davon aus, dass nur besonders wichtige Selenoproteine auch im Selenmangel

weiter gebildet werden, so ist GPx2 von besonderem Interesse.
1.1.6 Gastrointestinale Glutathionperoxidase (GPx2)

GPx2 wurde als epithelspezifische Glutathionperoxidase im Gastrointestinaltrakt identifiziert,
wobei sie bei Menschen auch in der Leber exprimiert wird [25]. Aufgrund der spezifischen
Expression im Gastrointestinaltrakt wurde ihre Rolle zunachst in einer Barrierefunktion zum
Schutz vor Hydroperoxidabsorption gesehen [25], was im CaCo2-Zellkulturmodell gezeigt
werden konnte [74]. Auffallig ist, dass die GPx2-Expression nicht gleichmafig tber das ge-
samte Darmepithel verteilt ist, sondern vermehrt in undifferenzierten, proliferierenden Zellen
des Kryptengrunds der Lieberkiihnschen Krypten und in Panethzellen des Dinndarms zu

finden ist [75]. AuRerdem wurde gezeigt, dass GPx2 auch in Krebszellen exprimiert wird. Sie
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liegt wahrend der neoplastischen Transformation von Plattenepithelzellen [76], im pramalig-
nen Stadium des Barrett's Osophagus [77] und in humanen colorektalen Adenomen ver-
mehrt vor [75, 78, 79].

Ebenso wie GPx1 Knockout-Mause haben auch GPx2 Knockout-Mause keinen auffalligen
Phanotyp [80]. Ein kombinierter Knockout jedoch resultiert in Wachstumseinbuf3en und in
durch Bakterien induzierter, intestinaler Entziindung, die in die Ausbildung einer Colitis [81]
und anschlielliende Tumorbildung mindet [82]. Die Heterozygotie flir GPx2 bei gleich-
zeitigem GPx1-Knockout konnte diesen Phanotyp aufheben, was fir GPx1 nicht der Fall war
[83]. Dies deutet darauf hin, dass GPx2 eine Rolle bei Proliferations- und Transformations-
prozessen spielt, welche ist allerdings noch ungeklart. Auch die Erkenntnisse zur transkrip-
tionellen Regulation der GPx2 klaren diese Frage nicht. So kann die Transkription von GPx2
zum einen durch Retinsaure aktiviert werden, was in MCF-7-Zellen [84], einer Brustkrebszell-
linie, und in Hepatoma-Zellen [85] gezeigt wurde. Zum anderen wird GPx2 durch das Nrf2-
Keap1-System reguliert, das normalerweise die Expression protektiver Enzyme induziert
[86]. Innerhalb des GPx2-Promotors wurde ein funktionelles antioxidatives responsives Ele-
ment (ARE) identifiziert. AuRerdem ist noch eine Regulation der GPx2 durch ANp63, einen

Transkriptionsfaktor, der vor allem in undifferenzierten Zellen aktiv ist, bekannt [87].

1.2 Der kanonische Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg ist evolutionar stark konserviert und von Nematoden bis zum Saugetier
zu finden [88]. Er ist von grofRer Bedeutung fiir die Ausbildung der dorso-ventralen Achse
und die Organreifung wahrend der embryonalen Entwicklung [89]. Auch im adulten Organis-
mus ist er Uberall dort aktiv, wo Stammzellen proliferieren [90]. Dies ist vor allem im zentra-
len Nervensystem, im Knochen, in den Testes, in der Haut, in Haarfollikeln, im blutbildenden
System und im Gastrointestinaltrakt der Fall. Mit der Bezeichnung ,Wnt* sind sekretierte,
Cystein-reiche Glykoproteine gemeint, die parakrine Zielzellen aktivieren, indem sie extra-
zelluldr an Rezeptoren binden und so intrazellular zur Aktivierung der Signalkaskade beitra-
gen [91]. Im Menschen sind bisher 19 Gene bekannt, die fir Wnt-Proteine kodieren [92].
Diese Wnt-Proteine kdnnen drei Signalwege aktivieren: den kanonischen Wnt-B-Catenin-
Signalweg (im Folgenden als Wnt-Signalweg bezeichnet), den Wnt/Ca**-Signalweg und den
Whnt-Signalweg, der die planare Zellpolaritat und den Aufbau des Zytoskeletts organisiert. In
letzterem Fall stellt -Catenin die Verbindung zwischen E-Cadherin und o-Catenin und dem
Actin-Zytoskelett her [93]. Welcher dieser drei Signalwege aktiviert wird, wird durch das vor-
liegende Wnt-Protein, dessen Bindung an einen der zehn Transmembranrezeptoren der
Frizzled-Familie, die Bindung von Korezeptoren und intrazellulare Protein-Protein-Inter-

aktionen beeinflusst.
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Das Schlusselprotein der Signalkaskade ist p-Catenin, das N-terminal vier konservierte
Phosphorylierungsstellen (Serin 33, Serin 37, Threonin 41 und Serin 45) besitzt, die der
post-translationalen Regulation dienen. Ohne Stimulation ist B-Catenin Teil des sogenannten
Abbaukomplexes, der aus Axin als Gerust, APC (adenomatdse Polyposis Coli), den Serin/
Threonin-Kinasen GSK3[ (Glykogen Synthase Kinase 3 B) und CK1 (Caseinkinase 1) und
B-TrCP (B-transducin repeat containing protein), einem Element der E3 Ubiquitin Ligase,
besteht. Durch die im Komplex enthaltenen Kinasen wird $-Catenin phosphoryliert und so fir
den Abbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System markiert [94], was durch B-TrCP vermit-
telt wird [95]. Sowohl die cytosolische als auch die nukledre Konzentration an B-Catenin
bleibt so auf einem konstant niedrigen Niveau. Im Kern binden Mitglieder der TCF/LEF-
Familie (TCF = T-Zellfaktor, LEF = lymphoid enhancer factor) an die konservierten Binde-
elemente der Zielgene des Wnt-Signalwegs. Ohne B-Catenin-Bindungspartner wirken diese
als Repressoren der Transkription, was durch die Bindung von Ko-Repressoren wie CtBP
(C-terminal binding protein) und TLE/Groucho (transducin-like enhancer of split) in Verbin-
dung mit der Histondeacetylase 1 (HDAC1) verstarkt wird [96].

Abwesenheit des Wnt-Signals Anwesenheit des Wnt-Signals und alternative Aktivierung
WIF oder SFRP
Q PGE, (3) (1 )v Whnt
Frizzled || N pkk OfA LRP EP2| Frizzied | ) N LRP
Plasmamembran ,” ”I | | \ \ ,” ””
rvyv . GProtein TV |V

o
o2 o. o

© Zielgene:

- VEGF
T - Cyclin D1

CtBP Graucho . - COX-2

TCF/LEF, —epresgion - c-Jun
- c-Myc u.a.

HDAC1

Nukleus

Nukleus

== Proliferation und gerichtete Differenzierung

Abb.2. Der kanonische Wnt-Signalweg (modifiziert nach [97])

Der Signalweg wird durch Bindung eines Wnt-Liganden an seinen Frizzled-Rezeptor akti-
viert, der mit einem Korezeptor der LRP-Familie (low density lipoprotein receptor related pro-
tein), in der Regel LRP5 oder 6, dimerisiert [98, 99]. Intrazellular wird dadurch dishevelled
(Dvl) aktiviert [100], das die GSK3B hemmt und so zum Zerfall des Abbaukomplexes flhrt,
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da stabilisierende Phosphorylierungen durch GSK3p an Axin und APC ausbleiben [101].
Dadurch liegt mehr p-Catenin im Cytosol vor und gelangt vermehrt in den Kern, wo es als
Komplex mit TCF/LEF [102] und anderen Aktivatoren wie Bcl9 und Pygopus zur Transakti-
vierung der Zielgene beitragt [103]. Zu den Zielgenen zahlen eine Reihe von Genen, deren
Translationsprodukte eine Vielzahl von Aufgaben in der Zelle (ibernehmen (Ubersicht unter:
http://www.stanford.edu/~rnusse/pathways/targets.html). Dazu gehéren u.a. der Wachstums-
faktor VEGF [104], Cyclin D1 [105] als Aktivator des Zellzyklus, Cyclooxygenase 2 (COX-2)
[106, 107], die Transkriptionsfaktoren c-Jun [108] und c-Myc [109] sowie eine Reihe von Ge-
nen des Signalwegs selbst. c-Myc ist insofern von besonderer Bedeutung, als es als trans-
kriptioneller Regulator mehr als 15 % aller Gene kontrolliert und so einen Einfluss auf eine
Vielzahl von Prozessen in der Zelle hat [110]. Ein Doppelknockout von APC und c-Myc er-
gab, dass viele der Wnt-Zielgene nicht mehr aktiviert wurden, obwohl B-Catenin vermehrt im

Kern lokalisiert war [111].

Neben der Aktivierung des Signalwegs durch Wnt-Liganden gibt es noch weitere Mdglichkei-
ten, durch Hemmung der GSK3p auf den Signalweg einzuwirken. Dies kann zum einen Uber
Prostaglandin E, (PGE;) vermittelt werden, das durch Bindung an den EP,-Rezeptor intra-
zellular eine G-Protein vermittelte Kaskade aktiviert (Abb.2 (3)). Wahrend die a-Untereinheit
des heterotrimeren G-Proteins an Axin bindet, hemmen die B- und y-Untereinheit Uber den
Akt-Signalweg die GSK3B durch Phosphorylierung [112]. COX-2, die den ersten Teil der
PGE,-Synthese bis zur Vorstufe PGH, katalysiert, zahlt ebenfalls zu den Wnt-Zielgenen.
Zum anderen kann der Wnt-Signalweg durch Verschiebung des zellularen Redox-
Gleichgewichts beeinflusst werden. Angriffspunkt ist dabei Nukleoredoxin (Nrx), ein Thio-
redoxin-verwandtes Protein, das Dvl bindet und so die Hemmung der GSK3B verhindert
(Abb.2 (2)). Durch Oxidation (Stimulation mit H,O,) werden Cystein-Reste von Nrx modifi-
ziert, wird Dvl aus der Bindung gel6st und dadurch GSK3 inaktiviert [113]. AuRerdem kon-
nen l6sliche Wnt-Inhibitoren wie WIF (Whnt inhibitory factor) oder SFRP (secreted frizzled
receptor protein) die Bindung der Wnt-Liganden an Frizzled kompetitiv hemmen [114, 115]
oder durch Bindung an LRP wie im Fall von Dickkopf (Dkk) eine Dimerisierung der Rezepto-

ren unterbinden [116].

1.3 Das colorektale Karzinom
1.3.1 Aufbau und Homoostase des Gastrointestinaltrakts

Die Hauptaufgabe des Darms besteht vor allem in der Absorption von Nahrstoffen. Die dafiir
bendtigte Oberflache bildet das absorptive Epithel, in dem es in Form von Einstlilpungen
(Krypten) und im Dinndarm zusatzlich in Form von fingerférmigen Verlangerungen (Villi)

angeordnet ist. Die Epithelzellen haben eine Lebensspanne von 3-4 Tagen [117], so dass
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der Erhalt des Darmepithels von einer kontrollierten, stetigen Proliferation abhangt. Im Kryp-
tengrund befinden sich pluripotente Stammzellen und die daraus entstehenden, proliferie-
renden Vorlauferzellen, die zu Enterozyten, enteroendokrinen Zellen, Becherzellen und
Panethzellen differenzieren [118]. Wahrend dieser Reifung migrieren die Zellen vom Kryp-
tengrund in Richtung Villusspitze, wo sich die sterbenden Zellen ablésen. Nur die Panethzel-
len, die nicht im Colon gebildet werden, verbleiben im Kryptengrund, wo sie eine Lebens-
spanne von etwa 60 Tagen haben [119]. Dieser komplizierte Vorgang wird durch eine Reihe
von Signalwegen beeinflusst, aber maf3geblich von der Aktivitat des Wnt-Signalwegs koordi-
niert [120]. Die Wnt-Liganden werden dazu von den Stammzellen selbst und vom mesen-
chymalen Gewebe sezerniert, das die Krypten umgibt [121]. Dadurch entsteht ein Gradient,
der in Richtung Villusspitze abnimmt. Ephrine und ihre Rezeptoren sind ebenfalls Wnt-
Zielgene und ihre gerichtete Expression fiuhrt entlang der Krypt-Villus-Achse zur Trennung
zwischen Proliferations- und Differenzierungszone [122]. Der Wnt-Signalweg dient also der
Erhaltung der Proliferation in den Stammzellen, flhrt aber gleichzeitig zur Reifung und Aus-
differenzierung der Panethzellen [123]. Die Hemmung des Signalwegs durch Depletion von
TCF-4 resultiert im Verlust des epithelialen Stammzellkompartiments und der Kryptenstruktur
[120], was ebenso durch Uberexpression des Wnt-Inhibitors Dkk1 erreicht wird [124]. Uber-
aktivierung hingegen fuhrt innerhalb von funf Tagen zu einer VergroRerung der Krypten und
im spateren Verlauf zur malignen Transformation durch Fehler in der Differenzierung, zu

Hyperproliferation und atypischer Migration [125].
1.3.2 Pathogenese des colorektalen Karzinoms

Das colorektale Karzinom ist eine der Haupttodesursachen in der westlichen Welt. Laut der
Krebsstatistik des US-amerikanischen Nationalen Zentrums flir Gesundheitsstatistik (NCHS)
ist es die zweithaufigste durch Krebs herbeigeflihrte Todesursache. Jahrlich werden in den
USA rund 150.000 neue Falle diagnostiziert, von denen etwa 50.000 letal verlaufen [126].
Tumore des Colons entwickeln sich aus normalen Epithelzellen, die in einem mehrstufigen
Prozess zu aberranten Kryptenfoci (ACF), benignen Adenomen bis hin zu Karzinomen entar-
ten [127]. Die Ursache dafir liegt im Kontakt mit einer Reihe von Umweltfaktoren sowie einer
angeborenen oder erworbenen genetischen Pradisposition. Dadurch kommt es zu einer
durch Mutationen verursachten Aktivierung von Onkogenen und/oder Inaktivierung von Tu-

morsuppressorgenen.

Fearon und Vogelstein [127] entwickelten das folgende genetische Modell zur colorektalen
Karzinogenese: Zunachst ist der Ubergang vom gesunden zu einem hyperproliferierenden
Colonepithel in 80 % der Falle auf eine Mutation im Gen des Tumorsuppressors APC zu-
rickzufihren [128]. Dadurch entsteht ein verkirztes APC-Protein, dem die Bindungsstellen

fur B-Catenin und Axin fehlen, was in einer konstitutiven Aktivierung des Wnt-Signalwegs
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resultiert. Liegt keine APC-Mutation vor, so wird in der Initiationsphase alternativ B-Catenin
an einer der flr den Abbau wichtigen Phosphorylierungsstellen mutiert [129]. In beiden Fal-
len kommt es durch die Aktivierung des Wnt-Signalwegs zur Aktivierung von c-Myc und zur
COX-2-Uberexpression (siehe 1.2). In daraus erwachsenden, frihen Adenomen wird eine
Mutation im Onkogen K-Ras durch DNA-Hypomethylierungen begtinstigt. Die sich anschlie-
Renden Mutationen der Tumorsuppressorgene fir Smad4, DCC (deleted in colon cancer)
und p53 charakterisieren den Ubergang zum Karzinom. Da die Mutation von APC ein sehr
frihes Ereignis der Tumorentstehung ist, ist die daraus resultierende konstitutive Aktivierung
des Wnt-Signalwegs von grof’em Interesse. Um die Veranderungen in einer entarteten Zelle
besser verstehen zu kénnen, sind deshalb die Identifizierung von Wnt-Zielgenen und Infor-

mationen Uber ihre Funktion von grofer Bedeutung.

1.4 Selen und Darmkrebs

Ein mdglicher inverser Zusammenhang zwischen Selen und Krebs wurde seit den 70er Jah-
ren auf der Basis von epidemiologischen Studien postuliert. Diese zeigten, dass ein niedriger
Serum-Selenspiegel mit einer deutlich erhéhten Krebsinzidenz und —mortalitat korreliert [130,
131]. Aulierdem ist Selen eines der wenigen Mikronahrstoffe, fir das ein antikanzerogener
Effekt in einer doppelblinden, randomisierten, Plazebo-kontrollierten Interventionsstudie
nachgewiesen werden konnte [132]. Dazu wurden 1.312 Probanden fir 4,5 Jahre taglich mit
200 ug Selen in Form von selenangereicherter Hefe behandelt, was in einer Reduktion der
Gesamtkrebsmortalitat um 50 % resultierte. Diese Effekte betrafen vorrangig das Auftreten
von Prostata-, Colon- und Lungenkrebs. Auch in Tiermodellen zeigte Selen antikanzerogene
Effekte (Ubersicht in [133]). So fiihrte z.B. in einem durch Azoxymethan (AOM) induzierten
Darmkrebsmodell in Ratten die Behandlung mit 1 und 2 ppm Selenomethionin zu verminder-
ter Bildung pramaligner Lasionen [134]. Diese Studien deuten darauf hin, dass Selen in be-
grenztem Umfang das Risiko, an einem colorektalen Karzinom zu erkranken, senken kann
[135]. Die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen sind allerdings noch ungeklart,

aber die folgenden Punkte werden in diesem Zusammenhang diskutiert.

Zunachst konnen antikanzerogenen Effekte durch Selenoproteine vermittelt werden. Hier
sind vor allem die Familien der Glutathionperoxidasen und Thioredoxinreduktasen zu nen-
nen, die als Schutzsysteme vor oxidativem Stress und damit vor oxidativen Schaden, z.B. in
der DNA, fungieren. Des Weiteren reduzieren Glutathionperoxidasen Entziindungsprozesse,
die die Tumorpromotion vorantreiben kénnen [136], indem sie die COX-2 durch Herabsetzen
des Hydroperoxidlevels hemmen [13]. Zahlreiche Studien belegen auRerdem einen direkten
Effekt von Selen auf das Immunsystem (Ubersicht in [137]). Auch fiir Selenoprotein 15 wird
vermutet, dass es an der Tumorreduktion beteiligt sein konnte [50]. Allerdings zeigten tier-

experimentelle Supplementationsstudien und die vorgestellte Clark-Studie vor allem dann
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Effekte, wenn die verabreichten Selendosen deutlich Uber der Zufuhrempfehlung lagen. Bei
dieser Dosierung sollte die Selenoproteinexpression bereits abgesattigt sein. Die antikanze-
rogenen Effekte sind also zumindest zum Teil darauf zurlickzufiihren, dass Selenverbin-
dungen, die nicht an Proteine gebunden sind, unabhéngig von Selenoproteinen den Stoff-
wechsel von Zellen beeinflussen. Etwa 5 % des zirkulierenden Selens liegt nicht als Seleno-
protein, sondern in Form von verschiedenen Metaboliten vor [137]. Insbesondere den mono-
methylierten Formen Methylselenol und Selenomethylselenocystein werden zusatzliche anti-
kanzerogene Eigenschaften zugeschrieben [133]. In verschiedenen Zelllinien kénnen Selen-
verbindungen das Zellwachstum hemmen, in dem sie durch Zellzyklusarrest und eine erh6h-
te Apoptoserate die zellulare Proliferation senken. So flhrt beispielsweise die hochdosierte
Behandlung mit 250 nM Selenit oder Selenomethionin in HL-60-Zellen zum Zellzyklusarrest
und zur Induktion von Apoptose [138] durch Aktivierung der Caspase-8 und -9-Signalwege
[139]. Mit Hilfe einer Microarrayanalyse lasst sich die genomweite Genexpression durch An-
derungen in der Selenversorgung erfassen (Ubersicht in [140]). In verschiedenen transfor-
mierten Zelllinien ergab dies, dass eine hochdosierte Behandlung mit Selenomethionin,
Selenit oder anderen Selenverbindungen in allen Fallen zu einer Regulation der Expression
von Genen des Zellzyklus flhrte (Ubersicht in [141]). Microarrayanalysen im Colon von M&u-
sen, die 90 Tage mit 1 mg Selenomethionin/kg Futter supplementiert wurden, ergaben eben-
falls eine durch Selen beeinflusste Expression von Genen, die an der Zellzykluskontrolle
beteiligt sind [142]. Nicht nur die Tumorpromotion, sondern auch die Tumorzellinvasion und
die nachfolgende Metastasierung werden durch Selen beeinflusst. Es konnte gezeigt wer-
den, dass Selenit im mikromolearen Bereich die Invasivitat von HT1080-Zellen hemmt, in-
dem es deren Fahigkeit der Adhasion an eine Kollagenmatrix herabsetzt [143]. Dies wird
durch die verminderte Expression der Matrixmetalloproteinasen 2 und 9 und eine erhdhte
Expression eines Inhibitors der Metalloproteinasen TIMP1 erreicht. Auch die Expression und
Sekretion von VEGF (vascular endothelial growth factor), einem angiogenen Faktor, kann
durch methylierte Selenverbindungen gehemmt werden, was zu einer verminderten Neo-
angiogenese innerhalb des Tumors flihrt [144]. Seo et al. konnten zeigen, dass Selenome-
thionin Zellen vor DNA-Schaden schitzen kann, indem es DNA-Reparatursysteme aktiviert
[145]. Dies wird Uber den Transkriptionsfaktor p53 vermittelt, der durch Selenomethionin ak-
tiviert wird [145]. Nicht zuletzt kann Selen die DNA-Methylierung beeinflussen, die ein wichti-
ger epigenetischer Mechanismus zur Kontrolle der Genexpression ist. Durch vermehrte Me-
thylierung von Selenverbindungen kommt es zu einer Verknappung verfugbarer Methyl-
Donoren und damit zu verminderter DNA-Methylierung, die einer der ersten Schritte der

Kanzerogenese darstellt [146].
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1.5 Ziele

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst, den Einfluss von Selen auf die globale Gen-
expression im murinen Colon mittels Microarray zu untersuchen. Dazu sollte ein Tierexperi-
ment mit selenadaquat bzw. marginal defizient gefutterten Mausen durchgefiihrt werden. Die
Unterschiede in der Selenzufuhr sollten so gewahlt werden, dass sie den Schwankungen der
Selenzufuhr der europaischen Bevélkerung durch normale Variationen in der Ernahrungs-
gewohnheit entsprechen. Zum einen sollte damit die Frage nach einem geeigneten Biomar-
ker fiir eine adaquate Selenversorgung beantwortet werden. Dies sollte mit der Uberpriifung
aller im Colon exprimierten, flir Selenoproteine kodierenden mRNAs mittels gPCR einher-
gehen. Zum anderen sollte der Einfluss einer marginal defizienten Selenversorgung auf die
Genexpression von Nicht-Selenoproteinen untersucht werden. Signalweganalysen sollten
dariber Aufschluss geben, ob Selen einen Einfluss auf Signalwege hat, die an der Entsteh-
ung von Krebs beteiligt sein konnen. Dies ware ein moglicher Erklarungsansatz fir die postu-
lierte praventive Funktion von Selen gegeniuber Darmkrebs bzw. die erhdhte Krebsinzidenz

bei Selenunterversorgung.

In diesem Kontext sollte das Selenoprotein GPx2, die gastrointestinale Glutathionperoxidase,
mit Hilfe verschiedener Zellkultursysteme naher untersucht werden. Da dieses Enzym
physiologisch im Gastrointestinaltrakt, und zwar in den proliferierenden Zellen des Krypteng-
runds, aber auch in Krebszellen exprimiert wird, sollte nach einem Regulationsmechanismus
fur diese spezifische Expression gesucht werden. Von Interesse war der Wnt-Signalweg, da
dieser sowohl im Kryptengrund als auch in Krebszellen aktiviert ist und somit mit der GPx2-
Expression kolokalisiert. AuRerdem zeigten Microarraydaten der Gruppe um van de Wete-
ring et al., dass die Hemmung des Wnt-Signalwegs in einer verminderten GPx2-Expression
resultiert [147]. Eine mdgliche Regulation der GPx2 durch den Wnt-Signalweg sollte deshalb
zunachst mit Hilfe von Reportergenanalysen des GPx2-Promotors und mehrerer Promotor-
deletionskonstrukte untersucht werden. AufRerdem sollte in verschiedenen Zelllinien, in de-
nen der Wnt-Signalweg unterschiedlich aktiv ist, die Regulation der endogenen GPx2-
Expression auf mRNA- und Proteinebene Uberprift werden. Die hierbei erlangten Erkenn-
tnisse sollten zu einem besseren Verstandnis der selenunabhangigen Regulation der GPx2
und ihrer bislang unklaren Funktion sowohl unter physiologischen als auch unter  patho-

physiologischen Bedingungen beitragen.
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2 METHODEN

21 Genexpressionsanalysen im Mausmodell
211 Tierversuch

Mannliche Mause des Stammes C57BL6/J wurden im Alter von 3-4 Wochen bei der Firma
Charles River (Sulzfeld) erworben und einer selenarmen und einer selenadaquaten Futte-
rungsgruppe zugewiesen. Beide Gruppen bestanden aus je 12 Mausen. Die Tiere wurden
unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF) und unter einem 12-stindigen Licht-
Dunkel-Rhythmus gehalten. Sie erhielten freien Zugang zu Wasser und Futter nach Vor-
schrift des Tierschutzgesetzes. Da das Futter in Form von Pulver verabreicht wurde, erhiel-
ten sie auerdem ein Nageholz. Das selenarme Futter (C1045, Altromin, Lage) auf Basis
von Torulahefe, das laut Hersteller einen Selengehalt < 0,03 mg/kg Futter haben sollte, hatte
laut eigener Messung einen Selengehalt von 0,086 mg/kg Futter. Das selenadaquate Futter
wurde durch Zumischung von Selenomethionin (Acros, Geel, Belgien) auf einen Selengehalt
von 0,15 mg/kg Futter eingestellt. Die Selengehalte wurden mittels Fluorimetrie (siehe 2.11)
bestimmt. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von sechs Wochen durch Fitterung auf den
jeweiligen Selenstatus eingestellt, wobei die Gewichtsentwicklung und der Futterverbrauch
wochentlich bestimmt wurden. AnschlieBend wurden sie mit Isofluran (Abbot, Wiesbaden)
narkotisiert und mittels retroorbitaler Punktion mit heparinisierten Kapillaren entblutet. Das
Plasma wurde durch Zentrifugation des Blutes bei 3000 x g und 4°C fir 10 min gewonnen
und bei -80°C gelagert. Die betaubten Tiere wurden durch zervikale Dislokation getétet. Die
entnommenen Organe wurden mit einer in flissigem Stickstoff vorgekiihlten Gefrierzange
schockgefroren und ebenfalls bei -80°C gelagert. Aus der Milz wurden Leukozyten nach fol-
gendem Protokoll isoliert. Nachdem das Milzgewebe zwischen zwei Objekttragern zerstort, in
5 ml des Zellkulturmediums RPMI mit 5 % FCS aufgenommen und mit Hilfe einer 6 ml Sprit-
ze mit 20 G-Nadel weiter zerkleinert wurde, erfolgte die Trennung der Blutzellen vom Binde-
gewebe mit Hilfe eines 100 ym Zellsiebs, das mit 5 ml RPMI gespult wurde. Nach einer 5-
mindtigen Zentrifugation bei 200 x g und einem Waschschritt mit RPMI, wurden die Erythro-
zyten durch 5-mindtige Inkubation in 5 ml Lysepuffer (0,15 M NH,CIl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM
Na,EDTA, pH 7,4) lysiert. Dann wurden 15 ml BSS mit 0,2 % BSA hinzugefigt und die Sus-
pension flr 5 min bei 200 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und
30 pl der Suspension wurde auf Objekttragern ausgestrichen. Die restliche Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert (5 min bei 200 x g) und das Pellet bei -80°C gelagert. Die Max-
Grunwald-Giemsa-Farbung ergab, dass die isolierten Leukozyten aus 79 % Lymphozyten,
18 % Granulozyten und 2 % Monozyten bestanden und dass das Verhaltnis dieser Popula-

tionen nicht durch den Selenstatus der Tiere beeinflusst wurde.
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21.2 Microarrayanalyse

Die Genexpression im Colon selenarm und selenadaquat gefltterter Mause wurde mittels
Whole Mouse Genome Oligo 44K Microarrays (Agilent Technologies, Béblingen) untersucht.
Fir jede der 24 Proben wurde ein individueller Array benutzt. Alle Arrays entstammten der-

selben Charge.

Nachdem das Colon unter fliissigem Stickstoff gemérsert wurde, wurden 20-30 mg des
Organpulvers in 800 pl kaltem Trizol (Invitrogen, Karlsruhe) aufgenommen und flir 2 x 2 min
bei 30 Hz im Tissuelyser homogenisiert. Um RNA aus den Milz-Leukozyten zu gewinnen,
wurde das gesamte Pellet eingesetzt. Die RNA-Isolierung erfolgte nach dem Trizolprotokoll
mit einigen Modifikationen. Nach 10-minutiger Zentrifugation bei 12.000 x g und 4°C wurde
der Uberstand mit 160 pl Chloroform versetzt. Nach erneuter Zentrifugation fiir 15 min bei
12.000 x g und 4°C wurde die obere wassrige Phase abgenommen und mit 400 pl Isopropa-
nol (final 70 %) fir 10 min inkubiert. Das RNA-Pellet wurde durch 10-minutige Zentrifugation
bei 12.000 x g und 4°C sichtbar. Danach wurde die Probe zweimal mit 75%igem Ethanol
gewaschen, um nach dem Trocknen des Pellets in 50 yl DEPC-Wasser (0,05 % v/v DEPC)
aufgenommen zu werden. Anschlieend wurden die Proben, die fur Microarrays verwendet
wurden, zusatzlich Uber RNeasy mini Saulen (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die RNA-
Konzentration wurde mittels des Spektrophotometers Nanodrop 1000 (Peqglab Biotechnolo-
gie GmbH, Erlangen) bestimmt. Aulerdem wurde eine Qualitatskontrolle mittels Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies) durchgefihrt. Alle fur die Microarrays verwendeten Proben hat-

ten eine RIN-Nummer lber 9.0.

Die Mikroarrayanalysen wurden in Kooperation mit Dr. J. Keijer am RIKILT-Institut in Wage-
ningen (Niederlande) durchgeflihrt [148]. 500 ng der RNA-Probe wurden flir die cDNA Syn-
these und anschlieRende cRNA-Amplifikation mittels Low RNA Input Fluorescent Linear
Amplification Kit (Agilent) eingesetzt. Nach der cDNA-Synthese wurde jede Probe in zwei
Aliquots geteilt. Die eine Halfte wurde mit Cyanin 5-CTP (Cy5, PerkinElmer, Bosten, MA,
USA) markiert und diente als Probe. Die andere Halfte wurde mit Cyanin 3-CTP (Cy3, Perkin
Elmer) markiert und wurde als Referenz verwendet. Die markierten cRNAs wurden an-
schlieBend Uber RNeasy mini Saulen (Qiagen) aufgereinigt. Die spezifische Aktivitat der
Fluoreszenzfarbstoffe Cy5 und Cy3 wurde berechnet, nachdem die RNA-Konzentration und
die Menge Fluoreszenzfarbstoff pro pl mit einem Nanodrop 1000 (Peglab Biotechnologie
GmbH) bestimmt worden waren, und in pmol Farbstoff/ug cRNA angegeben. Aquimolare
Mengen jeder Cy3-markierten Probe aller 24 Tiere wurden verwendet, um einen Referenz-
pool zu erstellen, der den Vergleich aller 24 Arrays ermdéglichte. 1 uyg Cy5-markierte cRNA
Probe und 1 ug des Cy3-markierten Referenzpools wurden pro Microarray nach dem Agilent

Hybridisierungsprotokoll hybridisiert und anschlieend gewaschen. Die Vermessung der
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Microarrays erfolgte mit Hilfe des Scanarray Express HT Scanners (PerkinElmer). Die Sig-
nalintensitat der einzelnen Spots wurde mit der ArrayVision Software 8.0 (Imaging Research,
Ontario, Kanada) ermittelt. Spots, deren Signalintensitat weniger als zweifach tber dem Hin-
tergrund lag, wurden in der Auswertung nicht berlcksichtigt und die entsprechenden Gene
galten als nicht exprimiert. Die Qualitat der Rohdaten wurde mit Hilfe der Software ,R* [149]
und Microsoft Excel unter Verwendung von MA-Plots, Scatter-Plots und NP-Plots Uberprift.
Alle 24 Arrays entsprachen den vorgegebenen Qualitatskriterien. Anschlielend wurden die
Rohdaten mit Hilfe der Software GeneMaths XR 1.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgien) normalisiert. Die false discovery rate (FDR) Analyse wurde auf Basis der Benjamini-
Hochberg-Prozedur mit einer Signifikanzgrenze von <5 % durchgefuhrt. Zusatzlich wurden
signifikante Gene mit Hilfe des Student’'s T-Test ermittelt, wobei auch hier das Signifikanz-

niveau bei <5 % lag.
21.3 Signalweganalyse

Die Signalweganalyse wurde in Zusammenarbeit mit Dr. C. Evelo am BigCat-Institut in
Maastricht (Niederlande) durchgefuhrt, um die Daten der Arrayanalyse in den Kontext biolo-
gischer Signalwege einordnen zu koénnen. Dazu wurden die Programme GenMAPP 2.1,
Gene Map Annotator und Pathway Profiler [150] herangezogen. Zunachst mussten die Agi-
lent-IDs der einzelnen Proben in Uniprot- und Ensemble-IDs umgewandelt werden, um kom-
patibel fir GenMAPP zu sein. Dann wurden die interessanten Signalwege mit Hilfe der
MAPPFinder-Funktion von GenMAPP basierend auf der Anzahl regulierter Gene ausgewahlt
[151]. Gene wurden als reguliert betrachtet, wenn sie das folgende Kriterium erflllten: der
Betrag der fachen Anderung war = 1,2 und der p-Wert < 0,05. Fiir jeden Signalweg wurde
ein ,Z-Score” kalkuliert, in dem die erwartete Anzahl der Gene, die per Zufall das Kriterium
erfillen, von der Anzahl Gene, die tatsachlich das Kriterium erflllten, abgezogen wurde. An-
schlieflend wurde dieser Wert durch die Standardabweichung der Gene, die tatsachlich das
Kriterium erflllten, geteilt. Ein positiver Z-Score bedeutet, dass mehr Gene das Kriterium

erfillen, als per Zufall zu erwarten ware.
214 Reverse Transkription

Je 3 yg RNA wurden mit 150 fmol Oligo(dT)15-Oligonukleotiden und 180 U der Moloney’s
murine leukemia virus reversen Transkriptase (Promega, Mannheim) in einem Gesamt-
volumen von 45 ul in cDNA umgeschrieben. Zunachst wurden RNA und Oligo(dT)15-Oligo-
nukleotide in einem T3 Thermocycler (Biometra, Goéttingen) fur 4 min auf 72°C erhitzt, um
Sekundarstrukturen der RNA aufzuschmelzen. AnschlielRend wurde der Reaktionsmix, be-
stehend aus 700 yM dNTPs (Promega), 9 pl 5 x Puffer, 30 U RNAsin (Promega), 180 U re-
verser Transkriptase und 4,5 uyg BSA (NEB-Biolabs, Frankfurt a.M.) pro Ansatz, zugegeben.
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Die 2-stindige Amplifikation der cDNA erfolgte bei 37°C, dem Temperaturoptimum der ver-
wendeten reversen Transkriptase. Eine abschlieliende 10-minttige Erhitzung auf 95°C fiihrte

zur Hitzeinaktivierung des Enzyms.
21.5 Quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion (QPCR)

Die cDNA-Proben zur Verifizierung des Microarrays wurden zunachst 1 : 10 in H,O verdinnt.
Fir die gPCR wurde 1 yl cDNA in einem 25 ul-Ansatz eingesetzt, wobei SYBR Green | (Mo-
lecular Probes, Eugene, USA) als Fluoreszenzfarbstoff diente. Der Reaktionsmix pro Probe
setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen: 2,5 yl 10 x Puffer mit 1,5 mM
MgCl,, 200 yM dNTP-Mischung, je 0,25 uM der entsprechenden Oligonukleotide (Tab. 2),
0,1 x SYBR Green in DMSO und 625 mU Perpetual-Tag-DNA-Polymerase (Roboclon, Ber-
lin). Alle gPCRs wurden an einem Mx3005P™ QPCR System (Stratagene, Amsterdam, Nie-
derlande) durchgeflihrt. Das Standardprotokoll bestand, nach einer einmaligen Erhitzung flr
5 min auf 95°C, aus folgenden Heizschritten, die 40 x wiederholt wurden: 30 sec bei 95°C,
30 sec bei 60°C und 30 sec bei 72°C. Danach schloss sich eine Schmelzkurvenanalyse an,

die der Kontrolle der ProduktgrofRe und Spezifitdt der PCR-Reaktion diente.

Die relative Quantifizierung der Proben erfolgte mit Hilfe einer Standardkurve aus aufgerei-
nigten PCR-Produkten, die einen Konzentrationsbereich von 1 x 10* bis 1 x 10° Kopien/ul
erfasste. Sowohl die Standards als auch die Proben wurden als Triplikat gemessen. Die
Oligonukleotide (Sigma, Taufkirchen) wurden so gestaltet, dass sie spezifisch nur cDNA und
keine genomische DNA amplifizieren kdnnen, indem mindestens ein Oligonukleotid Gber
eine Exon/Intron-Grenze gelegt wurde. Dies geschah mit Hilfe des Programms PerlPrimer
v1.1.14 [152]. Die Oligonukleotidsequenzen sind in Tabelle 2 angegeben. PCRs aus huma-
nen Zellkulturproben wurden auf das Referenzgen 3-Actin normalisiert. Fir die Normalisie-
rung der qPCRs zur Verifizierung der Microarrays wurden die Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
ribosyltransferase 1 (Hprt) und das ribosomale Protein L13a (Rpl13a) auf Basis folgender
Kriterien herangezogen: erstens zeigten sie im Microarray die geringste Variation zwischen
allen Proben, zweitens war das Verhaltnis der Expressionsniveaus zwischen selenarmer und
—adaquater Futterungsgruppe so nah wie moglich bei 1 und drittens lag ihr Expressions-
niveau mehr als 10-fach Uber dem Hintergrund, was eine zuverlassige MRNA-Quanti-
fizierung gewahrleistete. Auch in der gPCR waren beide Referenzgene unbeeinflusst von der
Selenfiitterung und niedrigen Tier-zu-Tier-Schwankungen unterlegen. Um auf beide Refe-
renzgene normalisieren zu konnen, wurde der Mittelwert aus beiden errechnet und alle

untersuchten Gene wurden auf diesen Normalisierungsfaktor bezogen [153].
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Tab. 2. Oligonukleotidsequenzen (5’ — 3’)

Gene Spezies  Acc. Nummer Primersequenz Produkt
APC Mensch NM_000038.4 o0 GRGCeTeATCTGTACTICTG00T 100 bp
o Vs NM_OTOgeo4 b MTECTCTASCTOSTECGATIES 1501
Vaus  NMOOTB0 W CSSTITGNIIGMGSCASCISS 1150
Vaus _ NM_OUTBsss W SSTOCICCTeRoOTOe 150
= Vaus  NNODSie0 W CMACASATICTOMTICCCTON 55 o
P2 AT T
vavs ML 001083920 't SATISSCTISTATICISES 105t
o ews  NWLO01007741 1 EISSRIGCENGRATEER 115
s ews  NW_rogzr 0 NASSTOUGSMCITIET  razig
ovs _ N0r07003 0 CHERSIAEIONSS  1oay
Selenoprotein H Maus NM_001037279 M O e oo ecca 154 bp
Selenoprotein | Maus NM_027652 T SeTSieeTe 145 bp
Selenoprotein K Maus NM_019979 N 100 bp
Selenoprotein M Maus  NM_053267 hvvellisveiicliacEar el 158 bp
Selenoprotein O Maus NM_027905 A A A 138 bp
Selenoprotein P Maus NM_001042613 M oo O A ST 137 bp
Selenoprotein S Maus NM_024439.3 N A eeT 137 bp
Selenoprotein T Maus NM_001040396 Mo Ol e Ao G 140 bp
Selenoprotein W Maus  NM_009156 T L Lo o OCCA 152 bp
Selenoprotein X Maus NM_013759 N T tess 129 bp
Sept5 vaus W LOs3102 0 SIIMSSSEITECE T aonp
Sephe2 aus AW 005z05 ! MSTISCIASSSTNCTT T apop
Txnrd 1 Maus ~ NM_015762.1 M4 TACTOCATCAGCAGTOATOATS 206 bp
Txnrd 2 Maus  NM_O13711.3 0 O e ety a oTe 148 bp
Txnrd 3 Maus  NM_153162.3 (0 B0 oA 111 bp
Wnt3a Maus ~ NM_009522.1  Md SCACCACCOTCASCARS 256 bp
B-Catenin Maus ~ NM_007614.2 M4 AGCTCGCCIOa IOt CTore 130 bp
B-Catenin Mensch  NM_001098209 M G0 ot e O T AT TCC 116 bp
Referenzgene:

B-Actin Mensch NM_001101.2 o OO e ooy 274 bp
Hprt1 Maus  NM_013556 fev GGCCTCGCATCTCCTTCAT 168 bp

L13a
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2.1.6 PCR-Array

Der PCR-Array bietet die Mdglichkeit, in einer Probe parallel 84 Gene eines Signalwegs zu
untersuchen. Mouse Wnt Signaling Pathway RT? Profiler™ PCR Arrays und RT? Real-Time
SyBR Green/ROX Master Mix wurden dazu von der Firma SuperArray Bioscience Corporati-
on (Frederick, MD, USA) bezogen. Nach Angaben des Herstellers wurden 0,66 ug RNA
Aquivalente pro 96-Loch-Platte eingesetzt. Die zwdlf cDNAs der selenarmen und der selen-
adaquaten Gruppe wurden zu gleichen Anteilen vereinigt. Die Rohdaten der 84 Gene wur-
den mit Hilfe des RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis Web Portals normalisiert und auf
Basis der AACt-Methode analysiert. Fir jedes Gen wurde die relative Expressionsanderung

durch die Intervention mit selenarmem Futter berechnet.

2.2  Zellkultur
221 Kultivierung verschiedener Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

Tab. 3. Zelllinien

Bezeichnung Zelltyp Bezugsquelle
HepG2 humane epitheliale Lebercarcinomzelllinie ATCC HB8065
SW480 humane epitheliale Coloncarcinomzelllinie DSMZ ACC 313
BHK-21 fibroblastoide Hamsternierenzellen DSMZ ACC 61
NIH-3T3 murine embryonale Fibroblastenzelllinie DSMZ ACC 59
NIH-3T3 Wnt3a [3T3 mit stabiler Uberexpression des humanen Wnt3a Rolf Kemler
HT-29 humane epitheliale Coloncarcinomzelllinie DSMZ ACC 299
HT-29 APC HT-29 mit stabiler Uberexpression des humanen WT APC Bert Vogelstein

Die NIH-3T3 Wnt3a-Zellen (Kispert, 1998) wurden von Rolf Kemler vom Max-Planck-Institut
in Freiburg und die HT-29 APC Zellen (Morin, 1996) von Bert Vogelstein (Johns Hopkins
Universitat, Baltimore, USA) zur Verfugung gestellt. Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im
Brutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5 % CO.-Partialdruck und gesattigter Wasser-
dampfatmosphare. Alle Arbeiten an den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen durchge-
fuhrt. Die Zellen erhielten Medium, das mit 10 % hitzeinaktiviertem, fotalem Kalberserum
(FCS), 100 U/ml Penicillin sowie 100 ug/ml Streptomycin angereichert wurde. Das verwende-
te FCS entstammte einer Charge, welche nur Gber einen sehr geringen Selengehalt verflgte
(Chargennummer: 40F9314K; Biochrom, Berlin). Zur Repletion der zellularen Selenversor-
gung wurden die Zellen, wenn nicht anderes angegeben, mit 50 nM Natriumselenit (Sigma)

supplementiert.

- HepG2: RPMI 1640 mit 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, pH 7,1
- SW480: DMEM high glucose mit 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin und 1 % nicht-essentielle

Aminosauren, pH 7,1
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- BHK-21: DMEM low glucose mit 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin und 1 % nicht-essentielle
Aminosauren, pH 7,1

- NIH-3T3: DMEM high glucose mit 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, pH 7,1

- HT-29: DMEM high glucose mit 1 % nicht-essentielle Aminosauren, pH 7,1

(alle Zusatze zum Medium wurden von Invitrogen bezogen)

Des Weiteren wurden die Medien zur Selektion der stabil transfizierten Zellen wahrend deren
Erhaltung mit 400 ug/ml Geneticin (NIH-3T3 Wnt3a) bzw. 600 pg/ml Hygromycin B (HT-29
APC) versehen. Alle 3 — 4 Tage erfolgte eine Umsetzung der Zellen kurz vor dem Erreichen
der Konfluenz. Dazu wurden die Zellen mit PBS (140 mM NaCl, 10 mM Na,HPO,, 3 mM
KH,PO4, pH 7,4) gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA-Lésung (0,05 % Trypsin
(Biochrom), 0,02 % EDTA in PBS, pH 7,4) fir ca. 5 min im Brutschrank inkubiert. Die Tryp-
sin-Reaktion wurde durch Zugabe von serumhaltigem Medium gestoppt. Nach einem Zentri-
fugationsschritt (5 min bei 250 x g) wurde das Zellpellet resuspendiert, verdiinnt und in fri-
schem Medium ausgesat. Um definierte Zellzahlen fir Experimente aussden zu kdnnen,
wurden die Zellen mittels Neubauer-Kammer gezahlt. 20 yl Zellsuspension wurden dazu mit
20 pl Trypanblau-Lésung (0,4 % Trypanblau (Sigma), 1 : 3 mit PBS verdinnt) versetzt und
unter dem Lichtmikroskop betrachtet. Nur die ungefarbten Zellen galten als vital und wurden
fur die Zellzahlberechnung herangezogen. Die Zellen befanden sich fir maximal 25 Passa-
gen in Kultur. Die Aufbewahrung der Zellen erfolgte in flussigem Stickstoff. Hierzu wurden
1 x 10° Zellen in Medium mit 20 % FCS und 10 % DMSO aufgenommen. Zum Auftauen der
Zellen wurden diese im Wasserbad kurz angetaut und in vorgewarmtem Medium aufge-
nommen. Zur Entfernung von toten Zellen und DMSO wurden die Zellen anschlieiend kurz
bei 250 x g bei Raumtemperatur abzentrifugiert, in frischem Kulturmedium resuspendiert und
erneut ausgesat. Die Zellen wurden 2 x passagiert, bevor sie fur Experimente verwendet

wurden.
2.2.2 MTT-Test

Die Vitalitat der Zellen wurde mittels MTT-Test Uberprift, bei dem die durch die mitochond-
rialen Dehydrogenasen katalysierte Reduktion des wasserloslichen Tetrazoliumsalzes MTT
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid, Sigma) zu einer unléslichen
Formazanverbindung quantifiziert wird. Die photometrisch ermittelte Menge des gebildeten
Formazans dient als MaB fiir die Menge an vitalen Zellen. 4 x 10* Zellen wurden pro Loch
einer 96-Loch-Platte ausgesat und flr 24 h mit der zu testenden Substanz inkubiert. Vor der
Messung wurde 20 pyl MTT-L6sung (5 mg/ml in PBS) in einer finalen Konzentration von 1,2
mM zu jedem Ansatz gegeben und fir 40 min bei 37°C inkubiert. Dann wurde das Medium

entfernt und die Zellen fir 10 min in 100 pl Lysepuffer (95 % Isopropanol, 5 % Methansaure)
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aufgeschlossen. Die Extinktion wurde bei 550 nm gegen 690 nm in einem Plattenphotometer
(Synergy2, Bio Tek, Bad Friedrichshall) gemessen.

23 Reportergenanalysen
2.31 Transiente Transfektion

Fir Reportergenanalysen wurden 2.111 Basen des GPx2 Promotors (Gl-prom 1) bzw. ver-
kiirzte Promotorteile (Gl-prom 2-5) in den Vektor pGL3 basic (Promega) kloniert (Tab. 4)
[86]. Als Reportergen diente die in pGL3 basic enthaltene Firefly-Luciferase. Der Leervektor
pGL3 basic wurde als Kontrolle mitgefiihrt. Die Expressionsplasmide fir humanes -Catenin
(pCLneo-Cat1-WT), TCF4 (pHR-hTCF4) und APC (pCMVneo-APC1-WT) wurden von
Dr. Bert Vogelstein (Johns Hopkins Universitat, Baltimore, USA), S33Y [(-Catenin (pCLneo-
CatS33Y) und dnTCF4 (pcDNA1-dnTCF4) von Dr. Oliver Muller (MPI, Dortmund) zur Verfu-
gung gestellt. Die jeweiligen Leervektoren, in der Regel pcDNA3, dienten als Kontrolle. PSV-
B-Galaktosidase (Promega) bzw. phRL-TK-Renilla (Promega) wurden bei allen Ansatzen

kotransfiziert und zur Normalisierung der Firefly-Luciferaseaktivitat herangezogen.

Tab. 4. verwendete Plasmide

Plasmid kurze Beschreibung

pGL3 basic leerer Luciferase-Reportergenvektor ohne Promotor
Gl-prom 1 pGL3 basic mit 2111 bp des GPx2-Promotors
Gl-prom 2 pGL3 basic mit 1589 bp des GPx2-Promotors
Gl-prom 3 pGL3 basic mit 1258 bp des GPx2-Promotors
Gl-prom 4 pGL3 basic mit 879 bp des GPx2-Promotors
Gl-prom 5 pGL3 basic mit 302 bp des GPx2-Promotors

Gl-prom 1 mut TBE Gl-prom 1 mit Punktmutation im Bereich des TBE 5
Gl-prom 5 mut TBE Gl-prom 5 mit Punktmutation im Bereich des TBE 5

pcDNA3 leeres Expressionsplasmid

pHR-hTCF4 Expressionsplasmid mit der cDNA des humanen TCF4

pcDNA1-dnTCF4 Expressionsplasmid mit der cDNA des dominant negativen TCF4
pCLneo-Cat1-WT Expressionsplasmid mit der cDNA des humanen B-Catenins
pCLneo-CatS33Y Expressionsplasmid mit der cDNA des mutierten, humanen (-Catenins
pCMVneo-APC1-WT |Expressionsplasmid mit der cDNA des humanen APC

pSV-B-Gal B-Galactosidase-Kontrollplasmid zur Normierung der Transfektionseffizienz
phRL-TK-Renilla Renilla-Kontrollplasmid zur Normierung der Transfektionseffizienz

24 Stunden vor der Transfektion wurden 2,5 x 10° Zellen in 24-Loch-Platten ausgesat. Der
Standardansatz sah die Transfektion von 0,15 ug Reportergenplasmid, verschiedenen Men-
gen (0,075 — 1 ug) an Expressionsplasmiden und 0,4 ug pSV B-Galaktosidase bzw. 15 ng
phRL-TK-Renilla vor. Die DNA-Konzentration wurde bei zu vergleichenden Experimenten
durch Kotransfektion mit dem jeweiligen Leervektor konstant gehalten und lag unter 1,5 pg.
Fir Reportergenanalysen in HepG2-, SW480- und BHK-21-Zellen wurde das Tfx"™20-
Reagenz (Promega) nach Anleitung des Herstellers benutzt und in der 1,5-fachen Menge der
DNA-Konzentration eingesetzt. HT-29- und 3T3-Zellen wurden mit Lipofectamine™ 2000

(Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers transfiziert. Es wurde die 3,75-fache Menge an
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Transfektionsreagenz eingesetzt. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion in je 150 pl
1 x Reporter-Lysepuffer geerntet und bei -80°C gelagert. Vor der Messung der B-Galakto-
sidase- bzw. Renilla- und Firefly-Luciferaseaktivitat wurde das Lysat fur 2 min bei 11.000 x g

und 4°C zentrifugiert.
2.3.2 Luciferase-Messung

Zur Bestimmung der Firefly-Luciferaseaktivitdt wurden 20 pl Lysat in eine blickdichte 96-
Loch-Platte pipettiert und in einem Luminoscan Ascent (Labsystems, Finnland) gemessen.
Als Substrat diente Luciferin, das wie folgt angesetzt wurde: 5 ml 100 mM Tris (pH 7,8),
6,2 mg Coenzym A (Sigma), 4,3 mg Luciferin (P.J.K., Kleinbittersdorf), 8,84 mg ATP (Sig-
ma). Anschliefiend wurde das Luciferingemisch in 500 ul Aliquots lyophilisiert und eines da-
von in 3 ml Reaktionspuffer (20 mM Tricin, 1,07 mM MgCOj;, 0,1 mM EDTA, 2,67 mM
MgSO,, 33,3 mM DTT, pH 7,8 — 8,0) aufgenommen und lichtgeschiitzt bei 37°C inkubiert.
100 ul dieses Luciferin-Mixes wurden mit Hilfe des Luminoscan Ascent zum Lysat gegeben,

um das entstehende Lichtsignal sofort erfassen zu konnen.

Die Renilla-Luciferaseaktivitdt wurde mittels Renilla Luciferase Assay System (Promega)
bestimmt. Zu 20 pl Lysat wurden in einem Luminoscan Ascent 75 pl des Substrats fur Re-
nilla, das nach Angaben des Herstellers im mitgelieferten Puffer verdinnt wurde, gegeben.

Dann wurde sofort die entstehende Chemilumineszenz gemessen.
233 B-Galaktosidase-Messung

Ziel der B-Galaktosidasemessung ist es, die Luciferasewerte um Fehler durch schwankende
Transfektionseffizienz und Vitalitat der Zellen korrigieren zu kdnnen, was mathematisch die
Division der Luciferaseaktivitdt durch die p-Galaktosidaseaktivitat bedeutet. Zur Ermittlung
der B-Galaktosidaseaktivitdat wurde der Umsatz von O-Nitrophenyl-B-D-Galaktopyranosid
(ONPG) zu O-Nitrophenol photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm in einem Plat-
tenphotometer MR 5000 (Dynatech, Denkendorf) gemessen. Je 50 pl Lysat der transfizierten
Zellen wurden in eine 96-Loch-Platte pipettiert. Dazu kamen 70 pl B-Galaktosidasepuffer
(120 mM NayHPQ,, 80 mM NaH,PO,, 20 mM KCI, 2 mM MgCl,, 100 mM B-Mercaptoethanol,
pH 7,3) und 30 yl ONPG-L6sung (4 mg/ml ONPG in 60 mM Na,HPO,, pH 7,5). Die Platte
wurde so lange bei 37°C inkubiert, bis eine Gelbfarbung sichtbar war. Als Blindwert diente

1 x Reporter-Lysepuffer.
234 Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz diente der Nachweis von (3-Galaktosidaseaktivitat
mittels Farbung mit dem Substrat X-Gal (5-Brom-4-Chloro-3-Indolyl-p-D-Galaktosid). 48 h
nach der Transfektion mit 0,5 ug pSV-B-Galaktosidase (siehe 2.3.1) wurde der Zellrasen mit
PBS gewaschen und anschlielend fur 10 min bei RT mit 500 pl Glutaraldehyd (0,05 % v/v in
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PBS) fixiert. Nach erneutem Waschen wurden 500 ul Reaktionspuffer (20 mM Ks;Fe(CN)g,
20 mM K4Fe(CN)g, 1,5 mM MgSOy, pH 8,0 in PBS) zu den Zellen gegeben, die anschlielend
fir 24 h bei 37°C inkubiert wurden. Die Blaufarbung der Zellen durch das freigesetzte X-Gal-
Indolderivat wurde mit einem Mikroskop (Eclipse TE300, Nikon, Disseldorf) und dem Prog-
ramm Lucia Image (Version 4.61, Nikon) erfasst und mit der angeschlossenen Kamera (Mo-
dell DXM1200, Nikon) festgehalten.

24  Klonierung von PCR-Produkten
241 Computer-gestiitzte Analyse des GPx2 Promotors

Die Sequenzen des humanen (AF199441) und des murinen (U62658) GPx2-Promotors wur-
den hinsichtlich der potentiell darin enthaltenen Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht.
Hierfur wurden die Sequenzen mit Hilfe des Computerprogrammes ,Matlnspector [154] ana-
lysiert. Unter vielen anderen wurden potentielle TCF-Bindestellen mit der Konsensus-
Sequenz GCTCAAAGC identifiziert.

24.2 Plasmidisolierung und —sequenzierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli Ubernachtkulturen erfolgte mit Plasmid Mini bzw.
Midi-Kits (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Die Sequenzierung von Plasmid-DNA

wurde extern durch die Firma Seqlab (Géttingen) durchgeflihrt.
243 Zielgerichtete Mutagenese des GPx2 Promotors

Mittels ,overlap-extension-PCR" wurde eine Punktmutation im GPx2-Promotor innerhalb
einer der potentiellen TCF Bindestellen mit der Konsensus-Sequenz GCTCAAAGC einge-
fugt. Hierbei wurde das mittlere A gegen ein C ausgetauscht (fett gedruckt im Schema). Dies
erfolgte mittels zweier ausgewahlter Oligonukleotide, die die Mutation enthielten und diese
wahrend zwei unabhangigen PCR-Reaktionen in den oberen bzw. unteren DNA-Doppel-
strang einfigten (PCR 1 und 2). Als DNA-Matrize fur diese Reaktion diente 1 yl Plasmid-
DNA des pCR-II-Topo-Vektors, der entweder Gl-prom 1 oder Gl-prom 5 enthielt. Der PCR-
Mix wurde analog zum Standardansatz (siehe 2.1.5), allerdings in doppelter Ausfiihrung
(50 ul), hergestellt. Die PCR setzte sich nach einer 5-minttigen Erhitzung auf 95°C aus fol-
genden Heizschritten zusammen, die 30 x wiederholt wurden: 30 sec bei 95°C, 30 sec bei
63°C und 2 min bei 72°C. Da die beiden PCR-Produkte einen kurzen, die Mutation enthal-
tenden Bereich mit identischer Sequenz besalien, konnten sie jeweils als Matrize flreinan-
der fungieren. Diese Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, auf-
gereinigt und dienten als Ausgangsprodukte fiir eine weitere PCR unter den oben genannten
Bedingungen, die zur Synthese des gesamten Promotors (Gl-prom 1) bzw. des verkiirzten

Promotors Gl-prom 5 mit eingebauter Punktmutation flihrte.
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PCR 1: DNA-Matrize (Gl-prom 1 oder Gl-prom 5)
Amplifikations-Oligonukleotid 1 fir Gl-prom 1 (pGLfor1):
CCA CTG AAT TGG AAT CAC TGG AGG
bzw. Amplifikations-Oligonukleotid 1 fur Gl-prom 5 (pGLfor5):
GAC CTT TAG GGTACCGGT TTCCTG T
und Mutagenese-Oligonukleotid 1 (Gl-prom mut TBE rev):
AAT GGA GCT GTG AGC ATC CCC AGG A

PCR 2: DNA-Matrize (Gl-prom 5)
Mutagenese-Oligonukleotid 2 (Gl-prom mut TBE fwd):
GGATGC TCACAG CTC CATTGT TAG A
und Amplifikations-Oligonukleotid 2 (pGLrev):
TTG GCA ATG AAA CGC GTG GTG AAG C

PCR 3: DNA-Matrize (PCR-Produkt 1 je fir Gl-prom 1 und Gl-prom 5 und PCR-Produkt 2)
Oligonukleotide: Amplifikations-Oligonukleotid 1 und Amplifikations-Oligonukleotid 2

24.4 Agarosegelelektrophorese und Aufreinigung von PCR-Produkten

Mittels Agarosegelelektrophorese kénnen PCR-Produkte nach ihrer GroRe aufgetrennt wer-
den. In Abhangigkeit von der ProduktgroRe wurden 1-2%ige (w/v) Agarosegele hergestellt,
indem die Agarose (Sigma) in TBE-Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA
(0,5 M, pH 8,0)) geldst und nach dem Aufkochen in eine Gelkammer (Biometra) gegossen
wurde. Zu jedem 25 pl-PCR-Ansatz wurden 3 pl 10 x Ladepuffer (20 % Ficoll 400 (w/v) in
0,1 M EDTA, pH 8, 1 % SDS (w/v), 0,025 % Bromphenolblau (w/v)) gegeben und 10 pl auf
das Gel aufgetragen. Als Marker fir den GréRRenvergleich wurden 2 ul eines 100 bp DNA-
Langen-Standards aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 80 V und maximaler Strom-
starke (Spannungsquelle: Power Pack 25, Biometra) in TBE-Puffer. Zur Sichtbarmachung
der DNA wurde das Gel anschlieRend mit Ethidiumbromid (5 pg/ml in TBE-Puffer) gefarbt

und an einem Gel Doc™ 2000 System (Biorad, Minchen) ausgewertet.

Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde das Produkt der gewunschten GroRe aus dem

Gel ausgeschnitten und mittels Invisorb Spin DNA Extraction Kit (Invitek, Berlin) extrahiert.
245 TA-Klonierung und Ligation

Bei der PCR mit Tag-Polymerasen entstehen Fragmente mit unspezifischem 3’-desoxy-
Adenosin-Uberhang, die genutzt werden, um diese in einen linearisierten Vektor mit komp-
lementérem 3’-desoxy-Thymidin-Uberhang zu klonieren. Das aufgereinigte PCR-Produkt
wurde entsprechend den Angaben des Herstellers (Invitrogen) unter Verwendung des TOPO
TA-Cloning®-Kits in den pCR-lI-Topo kloniert und in E.coli transformiert. Die sich an-
schlielende Umklonierung in den Vektor pGL3-basic setzte voraus, dass sowohl die mittels

Plasmidisolierung gewonnen pCR-lI-Topo-Plasmide, die das Insert enthalten, als auch der
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leere pGL3-basic mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten werden. Dies geschah
fur 2 h bei 37°C in einem 50 pl-Ansatz, der die Restriktionsenzyme Kpn | und Miu | (NEB)
enthielt. Nach erneuter Aufreinigung der geschnittenen Fragmente erfolgte die Ligation mit
Hilfe einer T4-DNA-Ligase (NEB, Frankfurt) flir 12 h bei 16°C mit anschlieRender Hitzeinakti-
vierung der Ligase in einem 15 pl-Ansatz. Um eine effektive Ligation zu erreichen, wurden

Vektor- und Insert-DNA im Verhaltnis von 1 : 5 eingesetzt.
246 Transformation von E.coli

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden Top 10 E.coli (Invitrogen) verwendet, die
mittels CaCl, kompetent gemacht wurden. 250 ml einer E.coli-Ubernachtkultur mit einer
ODeggo von etwa 0,5 wurden nach dem Abzentrifugieren bei 5.000 x g und 4°C in 30 ml CaCl,
(100 mM) aufgenommen, 30 min auf Eis inkubiert und dann erneut abzentrifugiert. Zum Ein-
frieren der Bakterien wurden diese in 5 ml CaCl, und 15 % (v/v) Glycerin aufgenommen, in
50-100 pl Portionen aliquotiert und bei -80°C gelagert. Fur die Transformation wurden 50 ul
Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und mit 5-10 pl des Plasmid- bzw. Ligationsansatzes
15 min auf Eis inkubiert. Die DNA-Aufnahme wurde durch einen Hitzeschock fir 30 sec bei
42°C gestoppt. Nach Zugabe von 250 pyl SOC-Medium (2 % Trypton (w/v), 0,5 % Hefeextrakt
(w/v), 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQO,, 20 mM Glucose, pH 7,4) und
einer einstindigen Inkubation bei 37°C und horizontaler Rotation (200 rpm) wurden die Bak-
terien auf S1-Agarplatten auf Basis von S1-Nahragar ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Agarplatten enthielten je nach Resistenz Ampicillin (100 ug/ml) oder Kana-
mycin (100 pg/ml). Im Falle einer ,Blau-Weiss-Selektion®, basierend auf der Umsetzung von
X-Gal durch das Enzym (-Galaktosidase, wurden die Agarplatten zuvor noch mit je 70 ul X-
Gal (40 mg/ml in DMF; Roth, Karlsruhe) bestrichen. Die entstandenen Kolonien wurden in
einer erneuten Ubernachtkultur vermehrt, nach der Plasmidisolierung mittels Restriktionsver-
dau uberpruft und anschlieBend in S1-Medium auf Basis von S1-Nahrbouillon mit 5 % DMSO
bei -80°C gelagert.

2.5 RNA-Isolierung aus Zellen

48 h nach der Aussaat von 1 x 10° Zellen in 24-Loch-Platten wurden diese in 266 ul Tri-
zol/Loch geerntet und je drei gleichbehandelte Lécher vereint, um daraus RNA nach der Tri-
zol-Methode (siehe 2.1.2) zu isolieren. Nach dem Aufnehmen des RNA-Pellets in DEPC-
Wasser wurden die Proben mit jeweils 10 U RQ1 DNase (Promega) fir 30 min bei 37°C be-
handelt und einer Phenol-Chloroform-Fallung mit anschlieRender Ethanolfallung unterzogen.
Die RNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop 1000 (Peqglab Biotechnologie GmbH) be-

stimmt. Die Proben wurden standardmafig auf genomische Kontaminationen hin untersucht,
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indem eine PCR mit Oligonukleotiden durchgefiihrt wurde, die entweder innerhalb eines In-

trons oder in der 3’'UTR lagen.

2.6 RNA-Gel

Die Qualitat der isolierten RNA wurde mittels RNA-Gelelektrophorese uberpruft. Fur das
RNA-Mini-Gel (1,2 %) wurden 0,72 g RNase freie Agarose mit 51 ml sterilem reinst Wasser
aufgekocht, auf 70 °C abgekuhlt und mit 6 ml 10 x MOPS-Puffer (400 mM MPS, 100 mM
Natriumacetat, 10 mM Na,-EDTA, pH 7,2) und 3,3 ml Formaldehyd (37 %) versetzt. 3 ug
RNA wurden im Vakuumkonzentrator eingeengt und in 20 pl Ladepuffer (7,2 ml deionisiertes
Formamid, 1,6 ml 10 x MOPS-Puffer, 2,6 ml Formaldehyd (37 %), 1,8 ml DEPC-Wasser
(0,05 % (viv)), 1 ml RNase-freies Glycerin, 0,8 ml Bromphenolblau) resuspendiert, der
10 pg/ml Ethidiumbromid enthielt. Das anschlieRende Erhitzen auf 95 °C fir finf Minuten
diente der Denaturierung der RNA. Es wurden je 10 yl Probe auf das Gel aufgetragen und
bei 80 V ca. zwei Stunden in 10 x MOPS-Laufpuffer laufen gelassen. Die RNA wurde durch
das interkalierte Ethidiumbromid unter UV-Licht bei 302 nm sichtbar gemacht.

2.7 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt der eingesetzten Zelllysate wurde in einer 96-Loch-Platte nach der von
Bradford beschriebenen Methode bei einer Wellenlange von 630 nm im Plattenphotometer
MR5000 bestimmt [155]. Der verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant Blau G 250 ver-
schiebt sein Extinktionsmaximums von 465 nm nach 595 nm, wenn er an saure und basi-
sche Aminosauren in Proteinen bindet. Von den verdinnten Proben wurden 10 ul mit je 200
pl Bradford-Farbeldsung (1 : 5 verdunnt, BioRad) versetzt und 15 min bei RT inkubiert. Zur
Quantifizierung diente eine Standardreihe mit bekannten Konzentrationen von bovinem Se-
rumalbumin (BSA, Protein Assay Standard Il, BioRad) zwischen 20 und 300 ug/ml, die in

H,O geldst vorlagen.

2.8 Messung von Enzymaktivitaten

Um Lysate fur die Messung von Enzymaktivitdten herzustellen, wurde zunachst ein homoge-
nes Organpulver durch Mérsern unter flussigem Stickstoff hergestellt. 20 mg dieses Organ-
pulvers wurden in 500 yl Homogenisationspuffer aufgenommen, der 4 ul Proteaseinhibitor-
cocktail (Calbiochem, Bad Soden) enthielt. Die vollstdndige Lyse wurde durch eine 2 x 2
mindtige Behandlung im Tissuelyser (Qiagen) bei 30 Hz erreicht. Dazwischen wurde die
Probe auf Eis abgekihlt, um eine Erwarmung zu vermeiden. AnschlieRend wurden die Pro-
ben bei 20.000 x g und 4°C fir 15 min zentrifugiert. Fir die Aktivitdtsmessungen wurden die
Colonlysate 1:10, die Leberlysate 1:50 mit Homogenisationspuffer (100 mM Tris/HCI,
300 mM KClI, 0,1% Triton X-100, pH 7,6) verdunnt.
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2.8.1 Glutathionperoxidase-Aktivitat

Die GPx-Aktivitat wurde mittels eines Glutathionreduktase-gekoppelten Tests bestimmt. Die-

sem liegen folgende Reaktionen zugrunde:
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + H,O (Reaktion der Glutathionperoxidasen)
NADPH + H" + GSSG -+ 2 GSH + NADP* (Reaktion der Glutathionreduktase)

890 pl des Reaktionsmixes (100 mM Tris/HCI (pH 7,6), 5 mM EDTA, 1 mM NaNj;, 3 mM
GSH, 0,1 mM NADPH, 0,1 % Triton X-100, 600 mU Glutathionreduktase (Sigma)) wurden
mit 100 pl Probe fir 10 min bei 37°C inkubiert. Anschlieliend wurde die Reaktion durch Zu-
gabe von 10 pl H,O, (finale Konzentration: 50 uM) gestartet, das unspezifisch als Substrat
fur alle Glutathionperoxidasen dient. Der NADPH-Verbrauch wurde fiir 5 min bei 340 nm am
Photometer (DYNATECH MR5000, Denkendorf) gemessen und AE/min fiir die Berechnung
der Enzymaktivitdt in mU/mg Protein nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (gnappH:

6,3 mM'cm™) herangezogen.
28.2 Thioredoxinreduktase-Aktivitat

Unter Verbrauch von NADPH katalysieren Thioredoxinreduktasen die Umwandlung von 5,5°-
Dithiobis(2-nitrobenzoesaure) (DTNB) zu 5°-Thionitrobenzoesaure (TNB), die fur die Aktivi-
tatsbestimmung von Thioredoxinreduktasen genutzt wird [156]. Dazu wurden 100 pl des ver-
dinnten Organlysats mit 820 pl Reaktionspuffer (100 mM Kaliumphosphat, 2 mM EDTA,
pH 7,4) und 30 pl DTNB (100 mM in DMSO) in einer Kuvette gemischt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 50 yl NADPH (4 mM in Reaktionspuffer) gestartet. Um eine TrxR-unab-
hangige, unspezifische Umwandlung von DTNB zu TNB von der spezifischen Reaktion subt-
rahieren zu kénnen, wurden alle Proben auch ohne Zugabe von NADPH gemessen. Die An-
derung der Absorption durch das entstandene TNB wurde bei 412 nm Uber einen Zeitraum
von 2 min ermittelt. Uber die Zunahme der Absorption pro min wurde mit Hilfe des Lambert-
Beerschen Gesetzes (grng: 13,6 mM'1cm'1) die Aktivitat der Thioredoxinreduktase in mU/mg

Protein berechnet.

29 Gewinnung von Kernlysaten

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen abgeschabt und mit 2 x 5 ml PBS in
ein 15 ml-Reaktionsgefal® Uberfuhrt. Nach 5-mindtiger Zentrifugation bei 250 x g und 4°C
wurde das Pellet in 400 ul hypotonischem Homogenisationspuffer (20 mM Hepes, 1 mM
EDTA, 1 ul/ml Protease-Inhibitor Cocktail Set Il (Merck, Darmstadt), 50 yl Na,VaOg;, pH 7,5)
resuspendiert und mittels eines Potter-S-Homogenisators (B. Braun Biotech International,
Melsungen) auf Eis homogenisiert (50 x). Eine erneute Zentrifugation flir 30 min bei 720 x g

und 4°C flhrte zur Trennung des Cytosols von den Kernen, die als Pellet vorlagen. Dieses
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Pellet wurde erneut in 200 pyl Homogenisationspuffer aufgenommen, mit 20 StélRen Ultra-
schall bei einer Amplitude von 80 % und einer Frequenz von 0,5 sec behandelt (Ultraschall-
prozessor UP 50 H, Dr. Hielscher GmbH, Teltow) und 30 min bei 720 x g und 4°C zentrifu-

giert. Der entstandene Uberstand wurde dann als Kernextrakt verwendet.

2.10 SDS-PAGE und Western Blot

Der Western Blot ist eine immunologische Methode, bei der mit Hilfe von spezifischen Anti-
kérpern die Expression einzelner Proteine untersucht werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die GPx2- und B-Catenin-Expression in Gesamtzelllysaten untersucht, die mittels
RIPA-Lysepuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,1 % SDS, 0,5 % Na-
Desoxycholat, 1 % Nonidet-P40, pH 7,8) gewonnen wurden. Dazu wurden zum einen 1 x 10°
Zellen/Loch einer 6-Loch-Platte ausgesat und nach 72 h geerntet. Zum anderen wurden
HepG2-Zellen mit 0,4 pg Expressionsplasmid nach dem Lipofectamine-Protokoll transient
transfiziert. Dazu wurden 24 h vor der Transfektion 1 x 10° Zellen in 24-Loch-Platten ausge-
sat. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen in 40 yl RIPA-Puffer/Loch geerntet und je
drei gleichbehandelte Locher vereint. Die Expression von GPx2 und B-Catenin im Gesamtly-
sat wurde auf B-Actin normalisiert. Des Weiteren wurde die Lokalisation von 3-Catenin im
Kern untersucht, wozu Proben, wie unter 2.8 beschrieben, hergestellt wurden. In diesem Fall

wurden die Banden auf die Gelfarbung mit Coomassie-Brillant-Blue normalisiert.

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Protei-
nen nach ihrer molaren Masse. Dazu wurden gleiche Mengen der zu vergleichenden Proben
nach einer Denaturierung fir 5 min bei 95°C in 1x reduzierendem Lammli-Puffer (62,5 mM
Tris (pH 6,8), 2 % SDS, 2,5 % B-Mercaptoethanol, 10 % Glycerin, 1,25 %o Bromphenolblau)
auf 10%ige SDS-Polyacrylamid-Gele (Tab. 5) in einer Minigelapparatur (Biometra) geladen.

Tab. 5. Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel

Sammelgel (5,5%) Trenngel (10%)
H,O 1,53 ml  [HO 2,82 ml
AA (29:1) 40 % 319 ul AA (29:1) 40 % 1,5 ml
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 625 pl Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,5 ml
SDS 10 % 25yl SDS 10 % 60 pl
APS 10 % 25 pl APS 10 % 60 pl
TEMED 10 % 25 pl TEMED 10 % 60 pl

Die Auftrennung erfolgte bei einer Stromstarke von 15 mA pro Gel in 1 x Elektrophoresepuf-
fer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 3,4 mM SDS, pH 8,5). Um eine scharfere Bandentrennung

zu erreichen, wurden die Proben zunachst mittels eines 5,5%igen Sammelgels fokussiert.
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Zur Grolkenbestimmung wurde ein Marker (BioRad) mit Proteinen bekannter Grofle mitge-
fuhrt.

Die Ubertragung der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Schleicher &
Schiill, Dassel) erfolgte im semi-dry-Verfahren mit einer HoeferRSemiPhor™ Blotapparatur
(Amersham Biosciences, Freiburg). Dazu wurden sowohl das Gel als auch die Membran und
mehrere Filter in Blotpuffer (25 mM Tris, 100 mM Glycin, 15 % Methanol, pH 8,3) getrankt
und anschlieRend fiir 2 h bei 4°C einer Stromstarke von 1,2 mA/cm? ausgesetzt. Die Trans-
fereffizienz konnte durch reversibles Anfarben der Blotmembran mit einer Ponceau-S-
Lésung (0,1 % Ponceau S (Sigma), 5 % Essigsaure) uberpruft werden. Zur Blockierung un-
spezifischer Bindungen wurde die Membran dann fur mindestens 1 h in 5%iger Magermilch-
I6sung in Tris-gepufferter Kochsalzldsung mit Tween 20 (TTBS; 50 mM Tris, 150 mM NacCl,
0,1 % Tween 20, pH 7,5) blockiert und vor der Zugabe des Primarantikorpers, verdinnt in
TTBS, mehrfach in TTBS gewaschen. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte tiber
Nacht bei 4°C unter Einsatz der folgenden Verdinnungen: Kaninchen-anti-Human GPx2
Antiserum (GBF, Braunschweig; Bécher et al., 1997) 1 : 5.000, Maus-anti-Human B-Catenin
Antiserum (BD Biosciences) 1 : 3.000 und Kaninchen-anti-Human B-Actin Antiserum (Biozol,
Eching) 1 : 5.000.

Nach erneutem Waschen wurde die Membran mit einem Peroxidase-konjugierten Sekundar-
antikdrper in TTBS flir 1 h bei RT inkubiert. Dabei handelte es sich um die folgenden Sekun-
darantikérper: Ziege-anti-Kaninchen-lgG-POD (Chemicon, Hofheim) 1 :50.000 und Ziege-
anti-Maus-lgG-POD (Chemicon) 1 : 5.000.

Nach dem gleichmaRigen Uberschichten der Membran mit dem Luminol-haltigen Detektions-
reagenz Supersignal West Dura (Perbio, Bonn) erfolgte die Visualisierung der Immun-
reaktion mittels Chemilumineszenz an einem Fuji LAS3000-CCD-Kamerasystem. Mit Hilfe
der Software Aida/2D Densitometry 4.0 (Raytest, Straubenhardt) wurden die Proteinbanden
ausgewertet. Als Kontrolle wurde die Membran nach der Detektion mit Fast Green (0,1 %
Fast Green (Sigma), 10 % Essigsaure, 30 % Ethanol) angefarbt, um die Proteinbanden sich-
tbar zu machen. Auch das Gel wurde nach dem Blotten mit Coomassie-Brilliant-Blue (1 g
Coomassie-Brilliant-Blue (Serva, Heidelberg), 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Es-
sigsaure (96 %) in 425 ml H,O) angefarbt und anschlieend fixiert (7 % Essigsaure, 10 %
Methanol). Um mehrere Antikérper auf einer Membran einsetzen zu kénnen, wurden diese
fur 30 min mit Stripp-Puffer Restore™ Western Blot (Perbio, Bonn) behandelt, erneut 1 h in
5 % Magermilchlésung blockiert und anschlieRend erneut mit Primar- und Sekundarantikor-

pern inkubiert.

38



Methoden

211 Bestimmung des Selengehalts in organischen Materialien

Um den Selengehalt des Futters und des Plasmas fluorimetrisch messen zu kdénnen [157,
158], musste zunachst das Selen (Se) aus allen anorganischen und organischen Verbindun-
gen geldst werden. Dazu wurden 60-80 mg Futter bzw. 30 pl Plasma mit 100 yl Wasser ver-
dinnt und mit 500 ul Sauremix (HNO3/HCIO,, 4 : 1, v/v) fir 30 min bei 100°C, 30 min bei
120°C und 120 min bei 190°C in einem Thermostat VLM 4.0 Heizblock (VLM GmbH, Leo-
poldshéhe, D) inkubiert. Selen wurde freigesetzt und durch das Salpetersaure/Perchlor-
saure-Gemisch zu Se (VI) oxidiert. Wahrend der ersten beiden Heizschritte wurden die Pro-
bengefalie zweimal gedffnet, um entstandene Gase verdampfen zu lassen. Nachdem die
Proben Uber Nacht auf Raumtemperatur abgekiihlt waren, wurden sie nach Zugabe von
500 pl HCI (37 %) fur 15 min auf 90°C und fur 45 min auf 150°C erhitzt. Dadurch wurde das
freigesetzte Se (VI) zu Se (IV) reduziert. Nach erneutem Abkulhlen auf Raumtemperatur wur-
den 2 ml EDTA (2,5 mM, pH 8,0) und 500 pul 2,3-Diaminonaphthalen (DAN; 6,3 mM in 0,1 M
HCI) zugegeben und fir 30 min bei 55°C inkubiert. Dies ermdglichte die Komplexbildung
zwischen Se und DAN. Abschliel3end wurden die Proben mit Cyclohexan extrahiert und 24 h
spater analysiert. Die Fluorenszenz wurde in einem AB2 Lumineszenzspektrometer (SLM-
AMINCO®) bei 346 nm Anregung und 520 nm Emission gemessen. Zur Quantifizierung
wurde eine Standardgerade ausgehend von einer Atomabsorptionsspektroskopie-Selen-
Standardlésung (Sigma-Aldrich, Steinheim) mit Konzentrationen zwischen 0 und 450 ug

Selen/l mitgeflihrt.

2.12 Statistik

Alle Experimente wurden mindestens dreimal unabhangig voneinander durchgefuhrt. An-
schlielend wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Bei paarweisen Ver-
gleichen wurden die Signifikanzen mittels ungepaartem, zweiseitigem Student’s T-Test ermit-
telt. Wurden mehr als zwei Gruppen mit nur einem Untersuchungsparameter verglichen,
wurde die Statistik mittels einseitigem ANOVA untersucht. Bei mehr als zwei Gruppen und
mehreren Untersuchungsparametern kam der zweiseitige ANOVA-Test mit anschlieRendem
Bonferroni Post-Test zum Einsatz. Alle Tests wurden mit Hilfe des Programms GraphPad

Prism Version 5 (La Jolla, USA) durchgefuihrt, wobei das Signifikanzniveau bei < 5 % lag.
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3 ERGEBNISSE

341 Ergebnisse der Microarray-Analyse
311 Charakterisierung der Mause

Je zwdlf Mause erhielten fur die Versuchsdauer von sechs Wochen entweder eine selenar-
me oder eine selenadaquate Diat, die ihnen in Form von Pulver ad libitum zur Verfugung
stand. Das Alter der Tiere betrug zu Versuchsbeginn 3-4 Wochen, was dem Zeitpunkt des
Absetzens entsprach. Der Gewichtsverlauf zeigt, dass es in der ersten Woche einen signifi-
kanten Unterschied zwischen den beiden Futterungsgruppen gab. Dieser war allerdings be-
reits ab der zweiten Fltterungswoche nicht mehr existent. Wahrend der letzten funf Wochen
der Fitterungsperiode wurde die Gewichtsentwicklung der Mause nicht durch den Selenge-
halt des Futters beeinflusst (Abb. 3). Auch die taglich verzehrte Futtermenge pro Maus blieb
Uber den genannten Zeitraum konstant bei durchschnittlich 4 g pro Tag.

30- Abb. 3. Gewichtsentwicklung der

& +3Se Mause
- - Se
12 Tiere pro Gruppe wurden flir sechs

. Wochen mit einer selenarmen oder se-
lenadaquaten Diat gefuttert. Ihr Gewicht
wurde woéchentlich ermittelt. Dargestellt
sind Mittelwerte + Standard-abweichung.
** p < 0,01 versus selenarm mittels
zweiseitigem ANOVA.

N
e

Korpergewicht [g]
>

Wochen

Das selenarme Futter muss mit einem Selengehalt von 0,086 mg/kg als marginal defizient
und nicht als extrem selenarm eingestuft werden. Der Vergleich mit dem selenadaquaten
Futter, das mit 0,15 mg/kg der RDA flr Mause entspricht [159], zeigt, dass es sich hier nicht
einmal um eine Verdopplung des Selengehalts handelt. Physiologisch scheint dieser Unter-
schied in der Selenzufuhr aber von grof3er Bedeutung zu sein, da die Fltterung einen deutli-
chen Effekt auf den Plasmaselenspiegel hat. Die Intervention durch die selenarme Diat fuhr-
te zu einer Reduktion des Plasmaselenspiegels auf 13 % im Vergleich zur selenadaquaten
Futterung (Abb. 4 A).

Die deutlichen Unterschiede im Plasmaselenspiegel hatten auch Auswirkungen auf die Akti-
vitat der Glutathionperoxidasen und der Thioredoxinreduktasen. Vor allem die GPx-Aktivitat
in der Leber, die in Nagern fast ausschlieRlich aus der Aktivitat der GPx1 besteht, war durch
den marginalen Selenmangel beeintrachtigt und wurde durch die selendefiziente Diat auf

35 % gesenkt (Abb. 4 B). Des Weiteren wurde die Aktivitat der genannten Selenoproteine im
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Colon untersucht, um zu zeigen, dass auch in dem Organ, das flr die Microarray-Analysen
herangezogen wurde, ein Futterungseffekt zu sehen ist. Die GPx-Aktivitat, die im Colon in-
sgesamt deutlich niedriger als in der Leber ausfiel und sich hier aus GPx1- und GPx2-
Aktivitdt zusammensetzt, wurde durch die selenarme Futterung auf 47 % reduziert (Abb. 4
C), wahrend die TrxR-Aktivitat auf 31 % absank (Abb. 4 D).
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Abb. 4. Einfluss der Selenfiitterung auf Plasmaselenspiegel, GPx- und TrxR-
Aktivitaten

(A) Der Selengehalt im Plasma wurde fluorimetrisch bestimmt. In Leberlysaten (B) und Co-
lonlysaten (C) wurden die GPx-Aktivitaten mit H,O, als Substrat gemessen. Fir die TrxR-
Aktivitatsmessung im Colon wurde DTNB als Substrat verwendet. Dargestellt sind Mittelwer-
te £+ Standardabweichung von 12 (im Falle der Selenmessung) bzw. 5 Tieren pro Gruppe.
**p <0,01 und *** p < 0,001 versus selenadaquate Fitterung mittels Student’s T-Test.

3.1.2 Microarray-Analyse

Insgesamt ergab die Hybridisierung der RNA-Proben aus dem Colon der zwéIf selenarmen
und zwolf selenadaquaten Tiere mit je einem Whole Genome Oligo 44K Microarray 21.008
Transkripte, die zweifach tGber dem Hintergrund lagen und somit als exprimiert galten. Auf
der Basis des FDR-Kriteriums < 5 % waren davon 952 Gene durch die Intervention mit der
selenarmen Diat reguliert (722 herunter und 230 herauf). Die Zugrundelegung eines
p-Wertes <5 % ergab hingegen 3.995 regulierte Gene (1.979 herunter und 2.016 herauf).

Unter den ersten 20 auf der Liste der signifikant regulierten Gene war Selenoprotein W das
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einzige Selenoprotein und stand an zweiter Stelle. Alle 24 Microarrays wurden einer Quali-
tatskontrolle unterzogen, konnten die vorgegebenen Kriterien erflillen und so fir die Analyse

herangezogen werden.

313 Beeinflussung der Selenoproteinexpression auf mRNA-Ebene

Es ist bekannt, dass Selen einen Einfluss auf die Translation von Selenoproteinen hat.
AuRerdem kann Selen post-transkriptionell die mRNA-Stabilitat beeinflussen. Selenoprotei-
ne, die schnell auf Schwankungen des zur Verfligung stehenden Selens reagieren, stehen
zwar niedrig in der Hierarchie, kdnnen aber als mdgliche Biomarker flr eine suboptimale
Selenversorgung herangezogen werden. Von den 24 Genen flr Selenoproteine in der Maus
wurden 20 mittels gPCR im Colon untersucht und mit den Daten der Microarrayanalyse ver-
glichen. Deiodinase 2 und 3 sowie Selenoprotein N und V waren sowohl in der selenarmen

als auch in der selenadaquaten Gruppe nicht exprimiert.

Tab. 6. Vergleich der Microarray- und qPCR-Daten zur Selenoproteinexpression

Die Selen-adaquate Fultterungsgruppe wurde auf 1 gesetzt, um die Anderung durch die
Intervention Selenmangel darstellen zu kénnen. Die p-Werte < 5 % gelten als signifikant und
sind fett gedruckt.

Microarray qPCR
Name Agilent-ID Beschreibung p-Wert Anderung| p-Wert Anderung
Sepw1 A _51_P474078 Selenoprotein W 2,9x10° 058 [1,9x10" 042
Gpx1 A_52_P684378 Glutathionperoxidase 1 0,0008 049 |[26x10%* 045
Selh (2700094K13Rik) A _52_P396774 Selenoprotein H 0,0011 068 [29x10™ 032
Selm A 52 P357133 Selenoprotein M 0,027 081 [1,9x10" 044
Gpx2 A 51 _P486810 Glutathionperoxidase 2 0,065 0,67 0,15 0,89
Gpx3 A 51 _P292008 Glutathionperoxidase 3 0,13 0,92 0,0035 0,72
Sep15 A_51_P111143 15 kDa Selenoprotein 0,20 0,89 0,0028 0,85
Sephs2 A _51_P418765 Selenophosphatsynthetase 2 0,21 0,83 0,37 0,91
Selk A 51 _P290170 Selenoprotein K 0,30 1,18 0,027 0,84
Txnrd2 A 52 P394561 Thioredoxinreduktase 2 0,31 0,93 0,013 1,12
Sels (H47) A_51_P323610 Selenoprotein S (VIMP) 0,32 0,90 0,0005 0,55
Sepp A _51_P470328 Selenoprotein P 0,33 0,90 0,75 1,03
Seli (D5Wsu178e) A_52_P228171 Selenoprotein | 0,45 1,05 0,39 0,93
Dio1 A_51_P403477 Dejodinase 1 0,46 0,92 0,12 0,87
Sepx1 A _51_P393634 Selenoprotein X oder R 0,52 0,95 0,52 1,04
Selo (1300018J18Rik) A 51 P340947 Selenoprotein O 0,53 0,96 0,30 1,08
Txnrd1 A_51_P320614 Thioredoxinreduktase 1 0,57 0,94 0,0006 0,65
Gpx4 A_51_P462448 Glutathionperoxidase 4 0,63 1,04 0,71 0,98
Txnrd3 A 51_P450365 Thioredoxinreduktase 3 0,74 1,02 3,6x10° 1,25
Selt (2810407C02Rik) A 52 P445969 Selenoprotein T 0,98 1,00 0,03 0,87
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Basierend auf den Daten der Microarrayanalyse waren Sepw1, Gpx1, Selh und Selm mit
einem p-Wert von <5 % signifikant im Selenmangel vermindert. Dies konnte mittels gPCR
bestatigt werden. Die groRte relative Expressionsanderung in der gPCR zeigte Selh mit einer
Reduktion im Selenmangel auf 32 %. Zusatzlich wurden mittels gPCR noch folgende Seleno-
proteine als im Selenmangel herunterreguliert identifiziert: Gpx3, Selk, Sels, Txnrd1, Selt und
Sep15. Die Expression von Gpx2, Sephs2, Sepp1, Dio1, Seli, Sepx1, Selo und Gpx4 war
nicht durch die hier gewahlte Veranderung im Selenstatus beeinflussbar. Die mRNA der
Txnrd2 und Txnrd3 war laut gPCR-Analyse im Selenmangel signifikant héher als im selen-
adaquaten Status (Tab. 6).

Da Schwankungen in der Selenversorgung unterschiedlich starke Auswirkungen auf ver-
schiedene Organe haben, wurde die Expression von Sepw1, Gpx1, Selh und Selm auch in

Leukozyten, die aus der Milz isoliert wurden, untersucht (Abb. 5).

A Sepw1 B Gpx1
1.5 1.5
g g |
£ 1.0- I £ 1.0-
T *k% e
< < *%
2 2
® 0.51 ® 0.51
® ®
0.0 0.0
selenaddquat selenarm selenaddquat selenarm
C Selh D Selm
1.5 1.5
> =] |
§ - §
g 1.0+ *kk g 1.0 .
c c
<L <L
g g
5 0.5 5 0.5+
e e
0.0 0.0
selenaddquat selenarm selenaddquat selenarm

Abb. 5. Relative mRNA-Expression in Leukozyten von Sepw1, Gpx1, Selh und Selm in
Abhéngigkeit von Selen

Die mRNA aus Milz-Leukozyten selenarm und selenadaquat gefitterter Mause wurde revers
transkribiert und mittels gPCR auf die Expression von (A) Sepw1, (B) Gpx1, (C) Selh und (D)
Selm hin analysiert. Die Rohdaten wurden auf einen Normalisierungsfaktor, bestehend aus
dem Mittelwert der Referenzgene Hprt und Rpl13a, bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardabweichung von 12 Tieren pro Gruppe. ** p < 0,01; *** p < 0,001 versus selenada-
quate Fitterung mittels Student’s T-Test.
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Dies war wichtig, um ihre Eignung als Biomarker fir humane Proben zu bestatigen, da bei
humanen Studien in der Regel nur Blut- und Plasmaproben zur Verfligung stehen. Insge-
samt waren die relativen Anderungen in den Leukozyten kleiner als im Colon. Dennoch rea-
gierten alle vier Selenoproteine mit einer signifikanten Reduktion ihrer Expression auf einen
Selenmangel. Sowohl im Skelett- als auch im Herzmuskel, wo Sepw1 zuerst beschrieben
wurde, fuhrte die Fltterung der marginal defizienten Diat zu einer Verringerung der Sepw1-

Expression um 70 % (Daten nicht gezeigt).

3.14 Expression von Nicht-Selenoproteinen und Analyse der regulierten Signalwe-

ge im Colon

Zunachst wurden die Microarraydaten auf Expressionsanderungen bei Genen untersucht,
die mit Selenoproteinen interagieren oder an ihrer Synthese beteiligt sind. Allerdings waren
Gene der Selenoproteinsynthese durch Selen nahezu unbeeinflusst. Laut Microarray waren

nur Trspap1 (= Secp43) und Eefsec durch Selen signifikant reguliert.
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Abb. 6. Relative mRNA-Expression von Trspap1, Ywhaq, Nqo1 und HO-1 in Abhangig-
keit von Selen

Die mRNA aus dem Colon selenarm und selenadaquat gefutterter Mause wurde revers
transkribiert und mittels gPCR auf die Expression von (A) Trspap1, (B) Ywhaq, (C) Ngo1 und
(D) Hmox1 hin analysiert. Die Rohdaten wurden auf einen Normalisierungsfaktor, bestehend
aus dem Mittelwert der Referenzgene Hprt und Rpl13a, bezogen. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung von 12 Tieren pro Gruppe. *** p < 0,001 versus selenadaquate Futte-
rung mittels Student’s T-Test.
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Trspap1 hatte eine durch Selenmangel hervorgerufene relative Anderung von 0,84 und Eef-
sec von 1,13. Die Expressionsanderung von Trspap1 konnte mittels qPCR bestatigt werden
(Abb. 6 A). Ywhaq, ein Mitglied der 14-3-3-Proteinfamilie, ist ein Bindungspartner flr SelW.
Die Expression einiger Mitglieder dieser Familie war laut Microarray im Selenmangel signifi-
kant reduziert. Dies konnte flir Ywhaq mittels gPCR bestatigt werden (Abb. 6 B). Aullerdem
wurde die Expression der Nrf2-Zielgene NADPH-Quinonoxidoreduktase 1 (Nqo1) und der
Hamoxygenase 1 (Hmox1) untersucht. Es konnte eine signifikante Expressionssteigerung

beider Nrf2-Zielgene im Selenmangel beobachtet werden (Abb. 6 C und D).

Um durch Selen regulierte Signalwege zu identifizieren, wurde das Programm GenMAPP
herangezogen. Das zugrunde liegende Datenset enthielt 41.441 Oligonukleotide, von denen
28.208 durch Uniprot- bzw. Ensembl-IDs annotiert werden konnten, um sie fir das Prog-
ramm verfigbar zu machen. Daraus ergaben sich wiederum 6.536 Gene, die mit mindestens
einem der murinen Signalwege in GenMAPP, basierend auf verschiedenen Datenbanken
(COREG, Reactome, Biocarta und Netpath), vernetzt waren. Auf der Basis einer relativen
Expressionsanderung mit einem Betrag von > 1,2 und einem p-Wert < 5 % wurden 2.294
Gene als reguliert betrachtet. Grundlage fir die Berechnung des ,Z-Scores* bildeten diese
regulierten Gene (siehe 2.1.3). Der ,Z-Score” bedeutet, dass mehr Gene das Kriterium erftil-
len, als per Zufall zu erwarten ware. Deshalb wurde er herangezogen, um zu bestimmen, ob

ein Signalweg signifikant durch Selen beeinflusst war oder nicht.

Unter den ersten 15 Signalwegen waren finf enthalten, die sich mit Proteinbiosynthese as-
soziieren lielen (translation factors, mRNA processing/binding, regulation of elF4e-and-p70-
S6-Kinase, mTOR signalling pathway und ribosomal proteins). Aulierdem waren Entzin-
dungssignalwege (TNFa-NF«xB, IL-2, IL-3) durch Selen beeinflusst. Der Delta-Notch und der
Wnt-Signalweg, der sich nicht unter den ersten 15 Signalwegen befand, aber dennoch signi-
fikant durch Selen beeinflusst war, lielken sich dem Thema Kanzerogenese zuordnen
(Tab. 7). Da der Zusammenhang zwischen Selen und Kanzerogenese fir diese Arbeit von

besonderem Interesse war, wurde der Wnt-Signalweg im Folgenden weiter untersucht.
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Tab. 7. Liste der durch Selen beeinflussten Signalwege
Zugrunde liegende Datenbanken: 'COREG, Reactome, ®Biocarta, “Netpath

MAPP Name herauf herunter Z-Score
Mm_TransIation_Factors1 86 55 8,63
Mm_m RNA_processing_binding2 217 104 8,23
Mm_mTOR-Signaling-Pathway® 55 44 8,23
Mm_TNF-alpha-NF-kB* 165 88 8,06
Mm_ReguIation-of—eIF4e-and-p70-86-Kinase3 56 39 7,95
Mm_Ribosomal_Proteins 6 27 7,15
Mm_Proteasome_Deg radation’ 98 49 7,09
Mm_ADP-Ribosylation-Factor® 53 22 7,09
Mm_Gene-Expression2 78 58 7,02
Mm_Phosphoinositides—and—their—downstream—targets3 51 22 6,47
Mm_IL-2* 68 36 6,36
Mm_IL-3* 80 38 6,26
Mm_lnsulin_SignaIing1 91 34 6,23
Mm_AIphafS-Beta4-Integrin4 61 34 6,22
Mm_Delta-Notch’ 93 23 6,19
Mm_WNT-SignaIing-Pathway3 73 13 4,37
Mm_Wnt* 105 28 4,02

3.1.5 Analyse des Wnt-Signalwegs mittels PCR-Array und gPCR im Colon

Ein Grund flr den etwas niedrigeren Z-Score des Wnt-Signalwegs von 4,37 lag darin, dass
viele Gene, die mit diesem Signalweg assoziiert sind, im Colon der Mause laut Microarray
nicht exprimiert waren. Deshalb wurde ein PCR-Array fir den Wnt-Signalweg durchgeflhrt.
Dazu wurden die cDNAs der 12 Tiere einer Fltterungsgruppe zu gleichen Teilen gepoolt. Mit
Hilfe des verwendeten PCR-Arrays war es moglich, die Expression von 84 Genen eines Sig-
nalwegs gleichzeitig zu untersuchen. Von diesen 84 Genen waren sechs mittels PCR-Array
nicht exprimiert, wobei 28 davon laut Microarray nicht auswertbar waren. 37 Gene wurden
mittels PCR-Array auf der Basis einer relativen Anderung mit einem Betrag > 1,2 als reguliert
identifiziert. In Tabelle 8 sind nur die 25 Gene dargestellt, die in der gPCR einen C+-Wert
< 30 Zyklen aufwiesen, einschliel3lich Lef1 und Tle2 (Abkirzungen siehe Tab. 8), die trotz
niedrigerer Expression weiter berucksichtigt wurden. Die 25 Gene enthalten aullerdem
Gsk3B und Nrx, da sie inhaltlich von Interesse waren, obwohl ihre relative Anderung im PCR-
Array nicht > 1,2 war (Tab. 8).
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Tab. 8. Vergleich zwischen Microarray, PCR-Array und qPCR
Fettgedruckte Anderungen bedeuten, dass diese Gene signifikant (p < 5 %) reguliert waren.

Acc Microarray | PCR Array| qPCR
Name __ Agilent-ID Beschreibung Nummer | Anderung | Anderung | Anderung
Ctnnb1 A_51_P272046 Catenin (cadherin associated protein), beta 1 NM_007614 0,84 1,28 1,54
Dixdc1 A_51_P468876 DIX domain containing 1 NM_178118 1,21 1,38
Dvl1 A_52_P234958 Dishevelled, dsh homolog 1 (Drosophila) NM_010091 1,12 1,32 1,11
Dvi2 A_51_P113106 Dishevelled 2, dsh homolog (Drosophila) NM_007888 n.d. 1,96 1,32
Ep300 A_52_P411601 E1A binding protein p300 NM_177821 0,98 1,30
Fbxw11 A_51_P141860 F-box and WD-40 domain protein 11 NM_134015 1,42 1,33
Fzd1 A_52_P597634 Frizzled homolog 1 (Drosophila) NM_021457 1,03 1,73
Fzd3 A_51_P190863 Frizzled homolog 3 (Drosophila) NM_021458 1,27 1,42
Fzd8 A_51_P312517 Frizzled homolog 8 (Drosophila) NM_008058 n.d. 1,45
Gsk3b  A_52_P641629 Glycogen synthase kinase 3 beta NM_019827 0,75 1,06 0,80
Lef1 A_51_P420400 Lymphoid enhancer binding factor 1 NM_010703 n.d. 5,74 1,70
Lrp6 A_51_P169401 Low density lipoprotein receptor-related protein 6 NM_008514 n.d. 1,35 1,12
Myc A_52_P278549 Myelocytomatosis oncogene NM_010849 1,07 1,20 1,44
Nxn A_52_P57013 Nucleoredoxin NM_008750 1,20 1,14 1,09
Pitx2 A_51_P501897 Paired-like homeodomain transcription factor 2 NM_011098 1,31 1,68
Rhou A_51_P227392 Ras homolog gene family, member U NM_133955 1,12 1,36
Senp2  A_51_P492141 SUMO/sentrin specific peptidase 2 NM_029457 0,87 1,31
Sfrp2 A_51_P520849 Secreted frizzled-related protein 2 NM_009144 1,10 1,32
Sfrp4 A_51_P457196 Secreted frizzled-related protein 4 NM_016687 n.d. 0,59
Tle2 A_51_P175303 Transducin-like enhancer of split 2 NM_019725 1,13 0,30 1,37
Wif1 A_51_P484526 Wnt inhibitory factor 1 NM_011915 1,08 0,76
Wisp1 A_51_P220343 WNT1 inducible signaling pathway protein 1 NM_018865 1,21 1,37
Wnt4 A_51_P130475 Wingless-related MMTYV integration site 4 NM_009523 n.d. 0,65
Wntsb  A_51_P137991 Wingless-related MMTV integration site 5B NM_009525 1,02 0,67
Wnt6 A 52 P415155 Wingless-related MMTYV integration site 6 NM 009526 0,91 0,28

Da die Verwendung von Probenpools fir die PCR-Arrays eine statistische Auswertung un-
moglich macht, wurde fir ausgewahlte Gene eine gPCR mit den 12 Einzeltieren durchge-
fihrt. Die B-Catenin-Expression war im Selenmangel signifikant um den Faktor 1,5 erhéht
(Abb. 7 A). Fir DvI2 und Lef1 wurden mittels gPCR kleinere Anderungen erzielt als mittels
PCR-Array, dennoch waren diese signifikant (Abb. 7 C und D). Die Expression von Gsk3f3
war im Selenmangel auf 80 % reduziert, was in diesem Fall das Ergebnis des Microarrays
bestatigte (Abb. 7 B). Auch die im PCR-Array ermittelte Expression von c-Myc, einem Ziel-
gen des Wnt-Signalwegs, wurde in der qPCR bestétigt (Abb. 7 F). Fur Tle2 wurde in der
gPCR eine Expressionssteigerung um 30 % im Selenmangel ermittelt, die der Tendenz im
Microarray entsprach, der deutlichen Hemmung im PCR-Array aber gegenlaufig war (Abb.
7 E). Des Weiteren wurden die im PCR-Array ermittelten Expressionsanderungen fir Dvl1,
Lrp6 und Nrx in der Tendenz durch die gPCR bestatigt, allerdings wurde das Signifikanz-

niveau nicht erreicht (Tab. 8).
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Abb. 7. Relative mRNA-Expression von Genen des Wnt-Signalwegs in Abhédngigkeit
von Selen

Die mRNA aus dem Colon selenarm und selenadaquat gefutterter Mause wurde revers
transkribiert und mittels qPCR auf die Expression von (A) B-Catenin, (B) Gsk3p, (C) Dvi2, (D)
Lef1, (E) Tle2 und (F) c-Myc hin analysiert. Die Rohdaten wurden auf einen Normalisierungs-
faktor, bestehend aus dem Mittelwert der Referenzgene Hprt und Rpl13a, bezogen. Darges-
tellt sind Mittelwerte + Standardabweichung von 12 Tieren pro Gruppe. * p < 0,05; ** p < 0,01
und *** p < 0,001 versus selenadaquate Fltterung mittels Student’s T-Test.

3.2 Regulation von GPx2 durch den Wnt-Signalweg
3.21 Regulation des GPx2 Promotors durch den Wnt-Signalweg

Grundlage fir die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen GPx2 und dem Wnt-
Signalweg war eine Arbeit der Gruppe um van de Wetering [147], die mittels Microarray zeig-
te, dass eine Hemmung des Signalwegs durch dominant negatives TCF (dnTCF) in einer

verminderten GPx2-Expression resultiert.

Zunachst wurde die basale GPx2-Promotoraktivitat in drei Zelllinien mit unterschiedlich akti-
vem Wnt-Signalweg mittels Reportergen-Assay untersucht. Hierzu wurde ein Plasmid (pGL3
basic) verwendet, in das 2.111 Basen des GPx2-Promotors vor ein Luciferasegen kloniert
wurden (Gl-prom 1) [86]. Bei SW480- und HepG2-Zellen handelt es sich um Krebszelllinien,
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die in Folge einer Mutation des APC- bzw. B-Catenin-Gens einen konstitutiv aktiven Wnt-
Signalweg haben. Bei der Mutation von 3-Catenin in HepG2-Zellen handelt es sich um eine
Deletion der Aminosauren 25-140 in Exon 3 und 4, die zum Verlust der Phosphorylierungs-
stellen fihrt, die flr den geregelten Abbau von B-Catenin notwendig sind [160]. Auch bei der
Mutation von APC handelt es sich vermutlich um eine Deletion, die nukledre Exportsignale
umfasst [161]. BHK-21-Zellen hingegen sind keine Krebszellen, sondern immortalisierte Fib-
roblasten aus der Hamsterniere, in denen der Wnt-Signalweg nicht aktiviert ist. In diesen
Zellen hatte der GPx2-Promotor die niedrigste basale Aktivitat. Im Vergleich dazu war die
Promotoraktivitat in SW480-Zellen um den Faktor 9,5 und in HepG2-Zellen um den Faktor 38
gesteigert (Abb. 8). Der paarweise Vergleich zwischen BHK-21-Zellen und jeweils einer der
beiden Krebszelllinien war mittels Student’s T-Test sowohl fiir SW480- als auch flir HepG2-
Zellen signifikant. Dies lieferte den ersten Hinweis, dass GPx2 in Abhangigkeit von der Akti-

vitat des Wnt-Signalwegs reguliert sein kdnnte.
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Abb. 8. Basale GPx2-Promotoraktivitat in verschiedenen Zelllinien

Die Zellen wurden mit 0,15 ug Gl-prom 1 transfiziert und 48 h nach der Transfektion geern-
tet. Die relative Luciferaseaktivitat in BHK-21-Zellen wurde auf 1 gesetzt und die anderen
Zellen daraufbezogen. Dargestellt sind Mittelwerte = Standardabweichung aus drei unab-
hangigen Experimenten. * p < 0,05; *** p < 0,001 versus Kontrolle (BHK-21-Zellen) mittels
Student’s T-Test.

Um dies weiter zu Uberprifen, wurden als Nachstes Kotransfektionsstudien mit Expressions-
plasmiden fir verschiedene nukleare Effektoren des Signalwegs durchgeflhrt. Trotz der
deutlichen konstitutiven Aktivitdt des Wnt-Signalwegs in HepG2-Zellen liel3 sich die GPx2-
Promotoraktivitat durch Kotransfektion mit Wildtyp (WT) B-Catenin und TCF konzentrations-
abhangig steigern. Mit der hochsten eingesetzten Konzentration von 0,5 ug jedes Expres-
sionsplasmids pro Transfektionsansatz wurde ein Faktor von 2,8 im Vergleich zur Kontrolle
mit leerem pcDNA3 erreicht (Abb. 9 A). Fiur B-Catenin sind verschiedene hotspots bekannt,

deren Mutation zu einem verminderten Abbau des Proteins fihren. Wird z.B. die Aminosaure
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Serin an Position 33 durch ein Tyrosin ersetzt, kann keine Serinphosphorylierung mehr statt-
finden, die fir die anschlieRende Ubiquitinylierung essentiell ist. Dieses mutierte 3-Catenin
wird nicht mehr durch B-TrCP, ein Element der Ubiquitin Ligase E3, erkannt [94, 162]. Die
Kotransfektion mit diesem mutierten -Catenin S33Y, das nicht phosphoryliert und abgebaut
werden kann, in Kombination mit TCF flUhrte sogar noch zu einer starkeren Aktivierung bei
niedrigeren eingesetzten Plasmidkonzentrationen. Schon 0,3 ug jedes Plasmids ergaben
einen Faktor von 3,1 bezogen auf die Kontrolle mit leerem pcDNA3 (Abb. 9 B). Auch in BHK-
21- und SW480-Zellen fuhrte eine Kotransfektion des GPx2-Promotors mit 3-Catenin und

TCF zu einer konzentrationsabhangigen Steigerung der Promotoraktivitat (Daten nicht ge-

zeigt).
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Abb. 9. Aktivierung des GPx2-Promotors in HepG2-Zellen durch Kotransfektion mit 3-
Catenin und TCF

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 pug Gl-prom 1 und einer steigenden Menge Wildtyp p-Catenin
(A) bzw. B-Catenin S33Y (B) und TCF kotransfiziert. Die transfizierte DNA-Menge wurde
durch Zugabe des leeren pcDNA3-Vektors konstant gehalten. Die relative Luciferaseaktivitat
in Kontrollzellen mit pcDNA3 wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standard-
abweichung aus drei unabhangigen Experimenten. * p < 0,05; *** p < 0,001 versus Kontrolle
mittels einseitigem ANOVA.

Um nun im Gegenzug eine Hemmung des Wnt-Signalwegs herbeizufiihren, wurden zu-
nachst SW480-Zellen herangezogen. Diese besitzen ein mutiertes APC, das nicht in der
Lage ist, B-Catenin im Abbaukomplex zu halten, so dass B-Catenin vermehrt in den Kern
translozieren kann. Die Transfektion dieser Zellen mit WT APC fiihrte zu einer verringerten
B-Catenin-abhangigen Transkription der Zielgene. Auch die GPx2-Promotoraktivitat wurde in
SW480-Zellen durch Kotransfektion mit WT APC konzentrationsabhangig gehemmt. 1 ug

Expressionsplasmid fiihrte dabei zu einer Hemmung um 50 % (Abb. 10 A).

Eine weitere Mdglichkeit, den Wnt-Signalweg zu hemmen, besteht in der Verwendung von

dominant negativem TCF (dnTCF). Dieses zeichnet sich dadurch aus, dass ihm N-terminal
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30 Aminosauren fehlen, die fur die Bindung von 3-Catenin notwendig sind. Folglich blockiert
dnTCF die Bindestelle im Promotor, und es kann zu keiner Aktivierung desselben kommen.
In HepG2-Zellen flhrte die Kotransfektion mit dnTCF zu einer konzentrationsabhangigen
Hemmung der GPx2-Promotoraktivitat. Bereits die Transfektion mit 0,3 ug des Expressions-

plasmids resultierte in einer Senkung der Promotoraktivitat auf 30 % (Abb. 10 B).
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Abb. 10. Hemmung der GPx2-Promotoraktivitat durch Wildtyp APC bzw. dnTCF

SW480- (A) bzw. HepG2-Zellen (B) wurden mit 0,15 ug Gl-prom 1 und einer steigenden
Menge APC bzw. dnTCF kotransfiziert. Die transfizierte DNA-Menge wurde durch Zugabe
des leeren pcDNA3-Vektors konstant gehalten. Die relative Luciferaseaktivitat in Kontrollzel-
len mit pcDNA3 wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus
drei unabhangigen Experimenten. ** p < 0,01; *** p < 0,001 versus Kontrolle mittels einseiti-
gem ANOVA.

Der Wnt-Signalweg lasst sich durch seine Liganden, kleine Wnt Glycoproteine, stimulieren,
die extrazellular an ihren Rezeptor binden und damit den Signalweg aktivieren. Um den Ein-
fluss dieser rezeptorvermittelten Aktivierung des Signalwegs auf die GPx2-Promotoraktivitat
zu Uberprifen, wurden murine 3T3-Fibroblastenzellen verwendet, die stabil mit Wnt3a trans-
fiziert wurden (Abb. 11 B). 3T3-Wnt3a-Zellen sezernieren Wnt3a, das autokrin und parakrin
an seine Rezeptoren bindet und so den Signalweg stimuliert. Im Vergleich zu WT-Zellen
ohne Wnt3a-Stimulation war die GPx2-Promotoraktivitat in den Wnt3a-Zellen mehr als ver-
doppelt (Abb. 11 A).
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Abb. 11. Stimulation des GPx2-Promotors in Wnt3a-exprimierenden Zellen

(A) Vergleich der mRNA-Expression von murinem Wnt3a in WT und Wnt3a-exprimierenden
Zellen. Als Referenzgen diente Hprt. AuRerdem wurde zur Kontrolle der PCR ein Ansatz
ohne cDNA untersucht (NTC). (B) Beide Zelllinien wurden mit 0,15 ug Gl-prom 1 transfiziert.
Die relative Luciferaseaktivitat in WT-Zellen wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. (B) * p < 0,05 versus Kontrolle
mittels Student’s T-Test.

3.2.2 Identifizierung und Untersuchung von B-Catenin/TCF responsiven Elementen

im GPx2-Promotor

2.000 Basen des humanen GPx2-Promotors wurden auf potentielle Bindestellen fir TCF
untersucht. Mit Hilfe des Matlnspector Programms wurden vier TCF/LEF-Bindeelemente
(TBE) identifiziert, die der verdffentlichten Konsensussequenz T/A T/A CAA T/A G entspra-
chen. Eine flinfte potentielle Bindestelle wurde 5’ vom Translationsstart manuell identifiziert.
Diese stimmt zwar in der Kernsequenz CAAAG mit der Konsensussequenz Uberein, enthalt

allerdings eine Mutation innerhalb der beiden vorgeschalteten Basen (Abb. 12).

-2111 - 1295 -1231 -585 - 550 -123 +1
Abb. 12. v v v v v vy Skizze des
GPx2- TBE1| |TBE2 TBE 3||TBE 4 TBE5 Promotors
. N .
und Posi- CTTTGTT CTTTGTT CTTTGAT AACAAAG CTCAAAG tionen der
potentiel- len TBEs

Der humane GPx2-Promotor enthalt finf potentielle TCF/LEF-Bindeelemente. Die Zahlen
zeigen deren Positionen ausgehend vom Translationsstart an. Die fett gedruckte Base inner-
halb von TBE 5 stellt eine Abweichung zur Konsensussequenz dar.

Auffallig ist, dass sowohl TBE 1 und 2 als auch TBE 3 und 4 sehr nah beieinander liegen.
TBE 5 hingegen befindet sich 123 Basen 5’ vom Translationsstart und damit nur 10 Basen in
3’-Richtung von der ARE-Sequenz entfernt, die als funktional und flr die GPx2-Expression

notwendig identifiziert wurde. Im Speziesvergleich zwischen Maus und Mensch ergab sich,
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dass sowohl TBE 3 als auch TBE 5 konserviert vorliegen, was fur die Bedeutung der Binde-

stelle spricht.

Um die Effizienz der potentiellen B-Catenin/TCF Bindeelemente zu untersuchen, wurden das
langste Promotorkonstrukt (Gl-prom 1) und vier verklrzte Fragmente (Gl-prom 2-5) auf ihre
Aktivierbarkeit durch 3-Catenin und TCF hin untersucht. Wahrend die Konstrukte 1 und 2 alle
funf potentiellen Bindeelemente umfassten, waren in Gl-prom 3 nur noch vier und in Gl-prom
4 drei enthalten. In Gl-prom 5 lag nur noch das letzte potentielle TBE 5 in der Nahe des
Transkriptionsstarts (Abb. 13). Es war kein Konstrukt vorhanden, das eine Trennung zwi-
schen TBE 3 und 4, die sehr eng beieinander liegen, ermdglicht hatte. Es zeigte sich, dass
neben dem gesamten Promotor das kurzeste Fragment am besten zu aktivieren war
(Abb. 13). Da sich in diesem Fragment nur noch eine potentielle 3-Catenin/TCF Bindestelle
(TBE 5) befand, wurde vermutet, dass es sich hierbei um die funktionelle Bindestelle handeln

musse.

. 3 pcDNA3
UEiE3 17 % 3'3 Sv 3 p-Catenin + TCF
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Abb. 13. Aktivierbarkeit verschiedener verkiirzter Promotorkonstrukte durch -Catenin
und TCF

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 pg eines der Promotorkonstrukte sowie mit je 0,15 ug B-
Catenin und TCF kotransfiziert. Die relative Luciferaseaktivitat in Kontrollzellen mit pcDNA3
wurde fur jedes der Promotorkonstrukte auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte + Stan-
dardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. *** p < 0,001 versus Kontrolle mittels
zweiseitigem ANOVA.

Die Kernsequenz von TBE 5 wurde deshalb im gesamten Promotor und im klrzesten Frag-
ment von CAAAG zu CACAG mutiert. Die Aktivierbarkeit dieses mutierten GPx2-Promotors
war im Vergleich zu den unmutierten Fragmenten deutlich herabgesetzt (Abb. 14). Dies be-
statigt, dass TBE 5 fur die Aktivierbarkeit des GPx2-Promotors durch B-Catenin und TCF

notwendig ist.
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Abb. 14. Reduzierte Aktivierbarkeit des GPx2-Promotors durch p-Catenin und TCF
durch Mutation von TBE 5

HepG2-Zellen wurden mit 0,15 pg des jeweiligen WT bzw. mutierten Promotorkonstrukts
sowie mit je 0,15 pg B-Catenin und TCF kotransfiziert. Die relative Luciferaseaktivitat in Kont-
rolizellen mit pcDNA3 wurde fir jedes der Promotorkonstrukte auf 1 gesetzt. Dargestellt sind
Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. ** p < 0,01 versus
jeweilige Kontrolle mittels zweiseitigem ANOVA.

3.23 Regulation der endogenen GPx2-Expression durch den Wnt-Signalweg

Zur Untersuchung der endogenen GPx2-Expression in Abhangigkeit von p-Catenin wurden
drei verschiedene Ansatze herangezogen. Zunachst wurde der konstitutiv aktivierte Signal-
weg in Krebszelllinien, in diesem Fall HepG2- und HT-29-Zellen, durch Transfektion von
dnTCF bzw. Wildtyp APC gehemmt. Eine weitere Mdglichkeit der Einflussnahme auf den
Signalweg ist die Aktivierung desselben in murinen 3T3-Fibroblasten mit nahezu inaktivem

Wnt-Signalweg.

Die transiente Transfektion von dnTCF in HepG2-Zellen fiihrte, wie bereits gezeigt, zu einer
konzentrationsabhangigen Hemmung der GPx2-Promotoraktivitat (Abb. 10 B). Die Uberpri-
fung der Transfektionseffizienz in HepG2-Zellen nach dem Lipofektamin-Protokoll ergab,
dass etwa 40-50 % der Zellen transfiziert vorlagen (Abb. 15 A), was im Hinblick auf den deut-
lichen Effekt von dnTCF auf die Promotoraktivitdt auszureichen schien, um auch die endo-
gene GPx2-Expression zu untersuchen. Bei den folgenden Ergebnissen ist allerdings zu
bertcksichtigen, dass die Effekte wahrscheinlich deutlicher waren, wenn alle Zellen mit
dnTCF transfiziert waren. Die Untersuchung der transient transfizierten Zellen auf ihre endo-
gene GPx2 mRNA- und Proteinexpression ergab, dass auch hier der hemmende Einfluss
von dnTCF auftrat. Auf mMRNA-Ebene wurde die GPx2-Expression in selenarmen Zellen auf
50 % reduziert (Abb. 15 B). Um GPx2 auf Proteinebene zu untersuchen, wurden die Zellen
fur drei Tage ohne und mit 50 nM Natriumselenit kultiviert. Der Effekt durch das transfizierte

dnTCF ist in den selenarmen Zellen mit einer signifikanten Reduktion der GPx2-Expression
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auf 50 % deutlicher als in den mit Selen versorgten Zellen. Auch hier zeigte sich eine Hem-
mung durch dnTCF auf etwa 70 %, die allerdings nicht signifikant war (Abb. 15 C).
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Abb. 15. Hemmung der endogenen GPx2-Expression auf mRNA und Proteinebene
durch Transfektion von dnTCF in HepG2-Zellen

Zur Uberprifung der Transfektionseffizienz wurden HepG2-Zellen zunéchst mit 0,5 ug PSV
transfiziert und mit X-Gal angefarbt (A). HepG2-Zellen wurden transient mit 0,4 uyg dnTCF
oder leerem pcDNA1 transfiziert und 48h spater geerntet. Die GPx2-Expression wurde auf
mRNA- (B) und Proteinebene (C) untersucht und in beiden Fallen auf B-Actin normalisiert.
Die Behandlung mit Selenit erfolgte fur 72 h ab der Aussaat. Dargestellt ist ein reprasentati-
ver Western Blot (C, rechts). Der densitometrischen Auswertung liegen drei Experimente
zugrunde (C, links). Die Werte flir pcDNA1 wurden auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte
+ Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. * p < 0,05; ** p < 0,01 versus
Kontrolle mittels Student’s T-Test (B) bzw. zweiseitigem ANOVA (C).

Ein weiteres Modell, um den Einfluss eines veranderten Wnt-Signalwegs auf die endogene
GPx2-Expression zu untersuchen, sind die bereits erwahnten Wnt3a-exprimierenden 3T3-
Fibroblasten. Wie schon gezeigt, haben sie eine erhéhte basale GPx2-Promotoraktivitat im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen (Abb. 11 A). Der Vergleich des nuklearen 3-Catenin-Levels er-
gab eine fast viermal so hohe Konzentration in Wnt3a-exprimierenden Zellen (Abb. 16 A).

Folglich war auch die endogene GPx2-mRNA-Expression im Vergleich zu Wildtyp-Zellen
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erhdht, in diesem Fall um den Faktor 3,4 (Abb. 16 B). Dies wurde in selenarmen Zellen ge-
messen. Insgesamt war die GPx2 mRNA-Expression allerdings auf einem sehr niedrigen
Niveau. Auf Proteinebene hingegen war GPx2 weder in den Wildtyp- noch in den Wnt3a-
exprimierenden 3T3-Zellen nach dreitdgiger Selenitgabe detektierbar, weshalb hier auf die

Analyse der Proteinebene verzichtet werden musste.
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Abb. 16. Vergleich der nuklearen Lokalisation von B-Catenin und der GPx2 mRNA-
Expression in Wildtyp und Wnt3a-exprimierenden 3T3-Zellen

(A) 3T3 WT-Zellen und solche, die Wnt3a stabil Gberexprimieren, wurden auf ihren B-
Catenin-Gehalt im Kern untersucht. Dargestellt ist ein represantativer Western Blot (oben)
mit Coomassie-Gelfarbung (unten). (B) Die GPx2-mRNA-Expression wurde auf B-Actin nor-
malisiert und die Expression in WT-Zellen wurde auf 1 gesetzt. Dargestellt sind Mittelwerte +
Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten. * p < 0,05 versus WT mittels
Student’s T-Test.

HT-29-Zellen haben, ebenso wie SW480-Zellen, ein mutiertes APC, was in einem konstitutiv
aktiven Wnt-Signalweg resultiert. HT-29 APC Zellen wurden mit Wildtyp-APC transfiziert, das
unter der Kontrolle eines Zink-abhangigen Promotors steht [163]. Der MTT-Test zeigte, dass
es ab einer 24-stiindigen Stimulation von Wildtyp HT-29-Zellen mit 175 uM ZnCl, zu einem
signifikanten Abfall der Vitalitdt kam, weshalb Konzentrationen bis 150 uM als nicht zytoto-
xisch eingestuft wurden. In HT-29 APC Zellen sank die Vitalitat der Zellen allerdings bereits
ab einer Konzentration von < 125 yM ZnCl,, was auf die Induktion von APC zurlickzufihren
ist, da dieser Effekt in den Wildtyp-Zellen nicht auftrat. Bei einer Konzentration von 150 yM
ZnCl, war der Unterschied zwischen den beiden Zelllinien signifikant und damit der Effekt auf
die APC-Induktion vermutlich am starksten (Abb. 17). Deshalb wurden beide Zelllinien flr

MmRNA-Experimente 8 h und fir Protein-Experimente 24 h mit 150 uM ZnCl, stimuliert.
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Abb. 17. MTT-Test in HT-29 Wildtyp und HT-29 APC Zellen

HT-29 Wildtyp und HT-29 APC Zellen wurden fiir 24 h mit steigenden Konzentrationen an
ZnCl, stimuliert, und anschlielRend wurde die zellulare Vitalitat mittels MTT-Test bestimmt.
Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.
*p <0,05; ** p<0,01; *™* p <0,001 versus unstimulierte Zellen und # p < 0,05 versus HT-29
APC Zellen mittels zweiseitigem ANOVA.

Dies flhrte in HT-29 APC Zellen auf mMRNA-Ebene zu einer 40-fachen Steigerung der Wild-
typ APC-Expression (Abb. 18 A), wahrend die B-Catenin mRNA-Expression um 40 % redu-
ziert wurde (Abb. 18 B). Gleichzeitig wurde die GPx2 mRNA-Expression um 66 % gesenkt
(Abb. 18 C). Auch die Expression der COX-2, bei der es sich um ein bekanntes B-Catenin
Zielgen handelt, wurde auf mMRNA-Ebene um 48 % reduziert (Abb. 18 D). In HT-29 Wildtyp
Zellen hingegen hatte die Stimulation mit ZnCl, keinen Einfluss auf die mRNA-Expression
von APC, B-Catenin oder GPx2. Nur die COX-2-Expression wurde durch ZnCl, in Wildtyp
HT-29-Zellen signifikant um den Faktor 1,5 gesteigert. Um die mRNA- und Proteinexpression
besser vergleichen zu kdnnen, wurden die Zellen bei beiden Versuchsansatzen zunachst
ohne Selen ausgesat. Erst wahrend der Stimulation mit ZnCl,, die fir die RNA-Expression
8 h und flr die Proteinexpression 24 h betrug, wurde den Zellen auch Selenit (50 nM) zur

Verflugung gestellt.
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Abb. 18. mRNA-Expression von APC, 3-Catenin, GPx2 und COX-2 in HT-29 Wildtyp
und APC Zellen

HT-29 Wildtyp und HT-29 APC Zellen wurden fir 8 h mit 150 yM ZnCl, stimuliert, um an-
schlieend mRNA extrahieren und mittels qPCR untersuchen zu koénnen. Die mRNA-
Expression von APC (A), B-Catenin (B), GPx2 (C) und COX-2 (D) wurde auf -Actin normali-
siert. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimen-
ten. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 versus unstimulierte Kontrollen (-Zn) mittels zweisei-
tigem ANOVA.

Auch auf Proteinebene resultierte eine 24-stiindige Stimulation mit 150 yM ZnCl, in einer
Abnahme des zellularen B-Catenin-Levels, wobei die Reduktion um 54 % sogar noch etwas
deutlicher als auf mMRNA-Ebene war (Abb. 19 A). Es zeigte sich, dass HT-29 Wildtyp-Zellen
und HT-29 APC Zellen mit Erhéhung des Selengehalts vermehrt GPx2 Protein synthetisieren
konnten, was in HT-29 APC Zellen, die mit Zink behandelt wurden, nicht moglich war. In die-
sen Zellen lag die GPx2-Expression nur bei 9 % im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 19
B).
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Abb. 19. Protein-Expression von B-Catenin und GPx2 in HT-29 Wildtyp und APC Zellen

HT-29 Wildtyp und HT-29 APC Zellen wurden fir 24 h mit 150 yM ZnCl, stimuliert, um die
Expression von B-Catenin (A) und GPx2 (B) auf Proteinebene untersuchen zu kdnnen. Alle
Zellen wurden ohne Selen ausgesat und die Selengabe (50 nM) erfolgte in allen Anséatzen
parallel zur ZnCl,-Stimulation. Dargestellt ist jeweils ein reprasentativer Western Blot (links).
Fur die densitometrische Auswertung wurde auf B-Actin normalisiert und anschliel3end der
Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten gebildet. *** p <
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0,001 versus unstimulierte Kontrolle mittels zweiseitigem ANOVA.
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4 DISKUSSION

4.1 Genexpressionsanalyse im Colon

In den letzten Jahren hat sich die Auffassung durchgesetzt, dass bestimmte Nahrungs-
inhaltsstoffe einen Einfluss auf die Expression von Genen haben kénnen. Dies konnte z.B.
fir Retinsaure, die mit Hilfe eines Dimers aus Retinsdurerezeptor (RAR) und Retinoid-X-
Rezeptor (RXR) an ihr responsives Element bindet [164], oder fir Fettsauren, die nukleare
Rezeptoren der PPAR-Familie (peroxisome proliferator activated receptor) aktivieren [165],
gezeigt werden. Uber den Einfluss des Spurenelements Selen ist diesbeziiglich noch wenig
bekannt, insbesondere was die Beeinflussung von Nicht-Selenoproteinen betrifft. Da in der
Clark-Studie gezeigt werden konnte, dass eine Selensupplementation das Colonkrebsrisiko
senken kann, wurde dieser Darmabschnitt fur Genexpressionsanalysen ausgewahlt. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es zunachst, den Einfluss eines marginalen Selenmangels auf die
globale Genexpression im Colon zu untersuchen. Im Gegensatz zu vielen anderen Futte-
rungsstudien war die Schwankung des Selengehalts klein und lag in dem Bereich zwischen
der flir Mause empfohlenen Dosis (selenadaquat) und der Halfte dessen (selenarm). Als
Selenquelle diente Selenomethionin, neben Selenocystein die haufigste in der Nahrung vor-
kommende Selenverbindung. Der marginal defizienten Versorgung entspricht die Selenzu-
fuhr vieler Europaer, was mdglicherweise mit einem erhéhten Risiko fiir Erkrankungen wie
Darmkrebs einhergeht [13]. Nach einer sechswdchigen Fltterungsperiode sank durch diese
Intervention der Plasmaselenspiegel der Tiere auf 13 % (Abb. 4 A) und die GPx-Aktivitat in
der Leber auf 35 % (Abb. 4 B). Die Halbierung der selenadaquaten Zufuhr flhrte also zu
einem deutlichen Verlust an verfligbarem Selen, der Auswirkungen auf bekannte Selenopro-
teine hatte. Da diese Schwankungen durch die Ubliche Varianz der Ernahrungsgewohnheiten
auftreten konnen, ist der gewahlte Versuchsansatz dazu geeignet, einen Biomarker flur eine

adaquate Selenversorgung zu finden.
411 Biomarker fur den Selenstatus

Der Selenstatus des Korpers wird in der Regel im Blut bestimmt, wobei auch die Messung in
Haaren oder Fussnageln maoglich ist. Der Selengehalt im Vollblut ist dem im Plasma vorzu-
ziehen, weil durch den Einbau in die Blutzellen ein langerer Zeitraum abgebildet werden
kann, wahrend der Gehalt im Plasma kurzfristigen Schwankungen unterliegt [166]. Der tat-
sachliche Selenstatus ist allerdings nicht einfach der Selengehalt, sondern das fur den Ein-
bau in aktive Selenoproteine zur Verfligung stehende Selen. Ein optimaler Biomarker zur
Erfassung einer zu niedrigen Selenzufuhr ware also ein Selenoprotein, das besonders em-
pfindlich auf eine suboptimale Selenversorgung reagiert und das in zur Verfigung stehen-

dem biologischem Material (z.B. Leukozyten, Plasma) ausreichend vorliegt. Selen beeinf-
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lusst die Selenoproteinexpression nicht nur auf translationaler Ebene, sondern auch durch
Modifikationen der mRNA-Stabilitat. Die Untersuchung der mRNA-Expression von Seleno-
proteinen ist deshalb geeignet, um Rickschlisse auf deren Hierarchie zu ziehen. Die Sele-
noproteine SelW, GPx1, SelM und SelH reagierten sowohl im Microarray als auch in der
gPCR signifikant auf eine Halbierung der Selenzufuhr (Tab. 6), weshalb sie in der Hierarchie
der Selenoproteine niedrig einzustufen sind. Fir GPx1, dessen niedriger Rang in der Hier-
archie der Glutathionperoxidasen bekannt ist, war dieser Effekt zu erwarten [68]. In Ratten
konnte gezeigt werden, dass die SelW-Expression im Muskel erst ab einer Konzentration
von 1 mg/kg Futter ein Plateau erreicht [167]. Im Colon von Ratten war SelW im Selenman-
gel (8 pg/kg Futter) kaum mehr detektierbar, was darauf hindeutet, dass SelW stark auf
Schwankungen im Selengehalt reagiert [168]. Auch die dieser Arbeit zugrunde liegende An-
derung der Selenzufuhr ergab, dass SelW sehr sensitiv auf einen Selenmangel reagiert, ob-
wohl das hier verwendete selenarme Futter zehnmal mehr Selen als das bei Pagmantidis
et al. enthielt. Allerdings kann der angegebene Selengehalt des selenarmen Futters bei
Pagmantidis ef al. auch durch Limitierung der Sensitivitat der Messmethode unterschatzt
worden sein. Die signifikante Reduktion der SelM- und SelH-Expression hingegen ist fir das
Colon bisher nicht beschrieben. In der Leber und in der Niere selenarm gefitterter Ratten
reagierten SelW, GPx1, SelH und GPx3 besonders sensitiv auf den Selenstatus [169]. Alle

vier Proteine erreichten etwa bei 0,1 mg Se/kg Futter ein Expressionsplateau.

SelW, SelH und SelM haben gemeinsam, dass sie zur Familie der Redoxine gehéren und
ebenso wie GPx1 an der Redoxregulation beteiligt sind [19, 20]. SelW, das im Cytosol vor-
liegt, ist ein Bindungspartner fir 14-3-3 Proteine [19, 170], dessen Isoform Ywhaq ebenfalls
im Selenmangel reduziert exprimiert wurde (Abb. 6 B). Die genaue Funktion der 14-3-3 Pro-
teine, die an einer Vielzahl von zellularen Vorgangen beteiligt sind, ist noch ungeklart. Ver-
mutlich dienen sie als multifunktionale, allosterische Zangen, in denen gebundene Proteine
so fixiert werden, dass reaktive Bereiche angreifbar werden [171]. Analysen mittels NMR-
Spektroskopie ergaben, dass SelW die Redoxregulation von 14-3-3 Proteinen vermittelt, in
dem es die inaktive, oxidierte Form von 14-3-3 reduziert [170]. SelH ist im Kern lokalisiert
[39], wo es als DNA-Bindeprotein die Expression von Redox-sensitiven Genen reguliert [38].
SelM ist als Thiol-Disulfidisomerase im endoplasmatischen Retikulum fir die Ausbildung von
Disulfidbriicken innerhalb der dort gefalteten Proteine zustandig [20]. Allein die verminderte
Expression dieser vier Selenoproteine im Selenmangel hat also vielfaltige Auswirkungen auf

essentielle, zellulare Vorgange.

Auler den vier genannten Selenoproteinen reagierten noch Gpx3, Selk, Sels, Txnrd1, Selt
und Sep15 in der gPCR signifikant mit Expressionsverlust auf die Senkung der Selenzufuhr

(Tab. 6). Carlson et al. konnten zeigen, dass so genannte Stress-responsive Selenoproteine
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auf Protein- und mRNA-Ebene starker auf einen Selenmangel reagieren, was durch die re-
duzierte Methylierung von U34 in der tRNAS®YS¢ yermittelt wird [66]. Die Sensitivitat gege-
niber einem Selenmangel konnte fur die in der Leber bzw. Niere identifizierten Stress-
responsiven Selenoproteine GPx1, GPx3, SelT und SelW in dieser Arbeit bestatigt werden.
Ihre Expression und méglicherweise auch die von SelH und SelM scheinen also auch im
Colon durch eine tRNAF®YS mit Um34 vermittelt zu werden. GPx2, GPx4, Sepp1 und
Sep15, deren Expression nur teilweise von Um34 abhangt, waren auch in dieser Studie von
einem moderaten Selenmangel wenig beeinflusst. Die Thioredoxinreduktasen, die als house-
keeping Selenoproteine gelten, waren laut Microarray vom Selenstatus unbeeinflusst, in der
gPCR war allerdings TrxR1 im Selenmangel niedriger exprimiert (Tab. 6). Die Genexpres-
sion von Proteinen der Selenoproteinsynthese war insgesamt durch die Selenflitterung un-
beeinflusst. Nur Trspap1, auch Secp43 genannt, war im Selenmangel reduziert exprimiert
(Abb. 6 A). Dieses Protein ist unter anderem an der Regulation der Methylierung der
tRNAF™e peteiligt. Ein siRNA-vermittelter knockdown von Secp43 in NIH-3T3-Zellen ergab,
dass ohne Secp43 weniger Um34 gebildet wird [172]. Dieser in vitro untersuchte Mechanis-
mus konnte also auch in vivo der verminderten Expression Stress-responsiver Selenopro-

teine im Selenmangel zugrunde liegen.

Da die Expression von SelW, SelH, SelM und GPx1 sehr sensitiv auf kleine Schwankungen
in der Selenzufuhr reagiert, kdnnen diese Selenoproteine als Biomarker zur Uberpriifung des
Selenstatus eingesetzt werden. Insbesondere SelH und SelM, deren Funktionen noch wei-
test gehend ungeklart sind, sollten vermehrt berlcksichtigt werden. Die Expressionsande-
rung der vier genannten Selenoproteine war nicht nur im Colon, sondern auch in Leukozyten
zu sehen (Abb. 5), was ihren Einsatz als humane Biomarker in Blut- und Plasmaproben er-
mdglicht. Microarray-Analysen in humanen Leukozyten ergaben allerdings, dass eine 6-
wochige Supplementation mit 100 ug Natriumselenit keinen Einfluss auf die Expression der
genannten Selenoproteine hatte, obwohl die Supplementation zu einer Steigerung des
Plasmaselengehalts um 19 % fuhrte. Laut Microarray wurden hier die Selenoproteine SelK
und Sep15 durch Selensupplementation um 11 % verstarkt exprimiert [173]. Der Unterschied
der beiden Studien besteht allerdings darin, dass in der vorliegenden Arbeit der Einfluss ei-
nes marginalen Selenmangels im Vergleich zu einer adaquaten Versorgung untersucht wur-
de, wahrend Pagmantides et al. eine Supplementation auf Basis einer adaquaten Versor-
gung analysierten. Eine weitere Studie zur Erfassung des Selenstatus erwachsener Briten
nach Selenrepletion mittels Fruchtsaft (0,7 ug Se/Tag bzw. < 0,1 ug Se/Tag) ergab, dass
weder Schwankungen der klassischen Biomarker Plasmaselenspiegel und GPx3-Aktivitat
noch Veranderungen der mRNA-Expression der Selenoproteine GPx1, SelH, SelW, Sepp1,

GPx3 und GPx4 im Vollblut zu messen waren [169]. Bei einer Plasmaselenkonzentration von

62



Diskussion

1,13 = 0,16 pmol/l hatten die untersuchten Selenoproteine scheinbar bereits ein Plateau er-
reicht. Dies bestatigt, dass die Expression von SelW, SelH, SelM und GPx1 als Biomarker
fur einen marginal defizienten Selenmangel geeignet ist, der dem im Tiermodell erzeugten

entspricht. Dies ist wichtig, um eine beginnende Unterversorgung zu erfassen.
4.1.2 Analyse krebsrelevanter Signalwege

Die Signalweganalyse diente der Identifizierung von Signalwegen, die durch den Selenstatus
beeinflusst werden und die gleichzeitig eine Rolle im Krebsgeschehen spielen. Die Grundla-
ge fir dieses Interesse waren Ergebnisse aus epidemiologischen Erhebungen und einer
klinischen Interventionsstudie, die darauf hindeuten, dass Selen antikanzerogen wirkt. Aller-
dings entsprach die Intervention bei Clark et al. einer Selen-Supplementation. Deshalb war
es von Interesse, zu untersuchen, ob auch schon der Unterschied zwischen einem marginal
defizienten und einem selenadaquaten Status zu Veranderungen innerhalb von Signalwegen
fuhrt, die Erkenntnisse Uber mogliche molekulare Mechanismen, die die antikanzerogenen

Effekte von Selen vermitteln kdnnten, erbringen.

Von den signifikant durch Selen regulierten Signalwegen lie3 sich neben dem mTOR- und
Delta-Notch- vor allem der Wnt-Signalweg dem Krebsgeschehen zuordnen. Obwohl viele
Gene des Wnt-Signalwegs laut Microarray nicht detektierbar waren, war der Signalweg den-
noch mit einem Z-Score von 4,37 signifikant durch Selen reguliert (Tab. 7). Die Tendenz der
Aktivierung des Wnt-Signalwegs im Selenmangel wurde durch die Analyse von 84 Genen
des Wnt-Signalwegs mit Hilfe eines PCR-Arrays unterstitzt (Tab. 8). Da hier gepoolte Pro-
ben zum Einsatz kamen, wurden ausgewahlte Gene in den 12 einzelnen Tieren einer Fitte-
rungsgruppe mittels gPCR erneut untersucht. Die qPCR-Analyse ergab, dass die mRNA-
Expression von Gsk3p, die den Signalweg hemmt, im Selenmangel reduziert war, wahrend
B-Catenin, Lef1, Tle2, c-Myc und DvI2 starker exprimiert wurden (Abb. 7).

In Saugern existieren drei Mitglieder der Dishevelled-Familie, Dvl1, 2 und 3, die eine hohe
Homologie aufweisen. In verschiedenen Zelllinien konnte gezeigt werden, dass der DvI-Pool
der Zelle zu etwa 95 % aus DvI2 besteht, wahrend Dvl1 und 3 zusammen die restlichen 5 %
ausmachen [174]. Im murinen Colon waren allerdings alle drei Isoformen relativ gleichmalig
exprimiert (Microarraydaten). Die drei Isoformen bilden einen heterotrimeren Komplex, der
fur die Vermittlung von Wnt-Signalen notwendig ist, wobei die Regulation vermutlich vorran-
gig uber DvI1 und DvI3 erfolgt [174]. Mittels gPCR wurde neben DviI2 auch Dvl1 untersucht,
dessen Expression im Selenmangel ebenfalls tendenziell gesteigert war, allerdings war dies
nicht signifikant (Tab. 8).

Bei GSK3B handelt es sich um eine multifunktionale Serin/Threonin-Kinase, unter deren

Kontrolle mehr als 40 verschiedene Proteine stehen, die an einer Vielzahl von Prozessen
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beteiligt sind [175]. Neben B-Catenin werden z.B. auch die Transkriptionsfaktorsysteme p53,
AP-1, NF-kB und Nrf2 durch GSK3p reguliert. Eine Hemmung der GSK3p resultiert z.B. in
der nukledren Akkumulation von Nrf2 und vermehrter Transkription des Zielgens NADPH-
Quinonoxidoreduktase (NQO1) [176]. Auch in den hier untersuchten Mausen wurden im Se-
lenmangel die Nrf2-Zielgene NQO1 und Hamoxygenase 1 (HO-1) starker exprimiert (Abb. 6
C und D). Dies passt mit Ergebnissen vorangegangener Studien mit selendefizienten Tieren
zusammen, die ebenfalls zeigen, dass Selenmangel zur kompensatorischen Induktion anti-
oxidativer und fremdstoff-metabolisierender Enzyme beitragt [177]. Die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Nrf2 wurde bisher auf einen erhéhten oxidativen Stress durch den Ver-
lust bestimmter Selenoproteine zurtickgefiihrt [178]. Die Modifikation der GSK3B-Expression
stellt einen weiteren méglichen Regulationsmechanismus dar. GSK3f verbindet aullerdem
den Wnt-Signalweg mit dem mTOR-Signalweg, der vor allem das Zellwachstum reguliert.
Die Bildung eines TSC-Komplexes (fuberous sclerosis tumor-suppressor) wird durch eine
aktivierte GSK3B vermittelt und hemmt den Signalweg. Im Selenmangel ware also unter
physiologischen Bedingungen neben dem Wnt-Signalweg auch der mTOR-Signalweg akti-
ver, was insgesamt in einer gesteigerten Proliferation und einem gesteigerten Zellwachstum
resultieren wirde. Ob GSK3[ als Tumorsuppressor oder Tumorpromotor fungiert, wird ent-
scheidend vom umgebenden Gewebe bestimmt. In colorektalen Adenokarzinomen wird
GSK3p verstarkt exprimiert und gilt hier als Tumorpromotor [179], der fir das Tumorwach-
stum bendtigt wird. Der Knockout von GSK3 ergab, dass dieser Effekt nicht Gber B-Catenin,
dessen nukleare Translokation unverandert blieb, sondern lUber NFkB vermittelt wird [179,
180].

TLE2, das als Mitglied der TLE/Groucho-Familie in Abwesenheit von B-Catenin als Korep-
ressor von TCF fungiert, wurde ebenfalls im Selenmangel verstarkt exprimiert. Im Kontext
einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs im Selenmangel ware hier eine verminderte Expres-
sion zu erwarten gewesen. Allerdings beeinflussen Mitglieder der TLE/Groucho-Familie nicht
nur den Wnt-Signalweg, sondern unter anderem auch den delta-Notch-Signalweg und bilden
so ein Netzwerk von Signalwegen, das wahrend der embryonalen Entwicklung von Bedeu-
tung ist [181]. TLE-Proteine scheinen aulerdem an der Tumorigenese beteiligt zu sein. So
fihrt z.B. die Uberexpression von TLE1 zur Entstehung von Adenokarzinomen in der Lunge
[182]. Auch in Karzinomen des Colons werden Mitglieder der TLE/Groucho-Familie verstarkt
exprimiert [183]. Diese veranderte Expression fuhrt aber weniger zu einer Hemmung des
Whnt-Signalwegs als vielmehr zu einer Deregulation des delta-Notch-Signalwegs, was zur
Entartung der Zellen beitragt [181, 184]. AuRerdem kann TLE auch mit c-Myc interagieren

und so das Bindungsprofil des Transkriptionsfaktors modulieren [185].
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Die gesteigerte Expression von c-Myc, einem Zielgen des Wnt-Signalwegs [109], ist ein Hin-
weis daflr, dass nicht nur die mRNA-Expression der genannten Gene durch Selen verandert
wird, sondern Selenmangel tatsachlich zu einer gesteigerten Aktivitat des Wnt-Signalwegs
fuhrt. Die Expressionssteigerung von c-Myc wiederum, das ebenfalls ein Transkriptionsfaktor
ist, hat Auswirkungen auf eine Reihe weiterer Zielgene. Auch Lef1 wurde als B-Catenin Ziel-
gen identifiziert [186, 187], ebenso wie DvI2 [188]. AuRerdem scheint B-Catenin selbst Uber
eine Rulckkopplungsschleife verstarkt exprimiert zu werden. In Desmoid-Tumoren konnte
gezeigt werden, dass aktivierende Mutationen des Wnt-Signalwegs mit erhdhter mRNA-
Expression von 3-Catenin einhergehen [189]. Auch in dem in dieser Arbeit verwendeten Mo-
dell der HT-29-Zellen mit einem durch Zink induzierbaren Wildtyp-APC fiihrte die Hemmung
des Wnt-Signalwegs durch Zink-Gabe zu reduzierter f-Catenin-mRNA-Expression (Abb. 18).

Die vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass im marginal defizienten Selenmangel
unter physiologischen Bedingungen der Wnt-Signalweg aktiver ist als bei selenadaquater
Versorgung. Kommt es zur Tumorinitiation, so kann moglicherweise im Selenmangel die sich
anschlielende Promotion des Tumors schneller vorangetrieben werden, weil die mRNA in-
sbesondere fur -Catenin, c-Myc und TLE2, die alle verstarkt wahrend der Tumorentwicklung
exprimiert werden, schon vermehrt vorliegt. Selenmangel resultiert also moglicherweise in
einem Wachstumsvorteil fir die Tumorzellen. Dies passt mit der Tatsache zusammen, dass
Selen die Zellproliferation hemmt, indem es zu Zellzyklusarrest und Apoptose fihrt [138,
139, 141].

Im vorliegenden Tierversuch diente Selenomethionin als Selenquelle, da diese Selenverbin-
dungen vorrangig in Torulahefe zu finden ist [8]. Selenomethionin kann entweder anstelle
von Methionin unspezifisch in Proteine eingebaut oder dem Selenpool zur Verfligung gestellt
werden. Es ist unklar, ob der in dieser Arbeit untersuchte Effekt auf die Expression von
Nicht-Selenoproteinen durch Metabolite des Selenomethionins oder durch neu synthetisierte
Selenoproteine hervorgerufen wird. Ein potentieller Kandidat unter den Selenoproteinen ist
SelH, ein DNA-Bindeprotein, das die Expression von Redox-sensitiven Genen reguliert. Im
Selenmangel werden auf3erdem vor allem die Selenoproteine weniger exprimiert, die an
Redoxreaktionen beteiligt sind. Dadurch ist das Redoxgleichgewicht in der Zelle verandert
[177, 190], was nicht nur ein Transkriptionsfaktorsystem betrifft, sondern mehrere redoxsen-
sitive Transkriptionsfaktoren wie Nrf2 und NFxB [191]. Ein mdglicher Angriffspunkt fir die
Redoxregulation des Wnt-Signalwegs stellt Nukleoredoxin dar. Die Expression von Nukleo-
redoxin ist durch Selen zwar nicht verandert (Tab. 8), allerdings kann es posttranslational an
Thiol-Gruppen exponierter Cysteine modifiziert werden. Dvl, das dann aus der Bindung mit

Nrx entlassen wird, kann GSK3 hemmen und so zur Stabilisierung von 3-Catenin flhren.
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4.2 Regulation der GPx2 durch den Wnt-Signalweg

Die Beeinflussung des Wnt-Signalwegs durch den Selenstatus hat weitreichende Konse-
quenzen, da dieser fur die Regulation von Genen zustandig ist, die Proliferationsvorgange
steuern. Der Einfluss von Selen auf die Regulation von B-Catenin-Zielgenen konnte exemp-
larisch fir c-Myc gezeigt werden, das im Selenmangel vermehrt exprimiert wurde. Die meis-
ten Zielgene des Wnt-Signalwegs haben gemeinsam, dass sie Uber eine oder mehrere funk-
tionelle TCF-Bindestellen in ihrem Promotor verfligen. Die Analyse des Promotors des Sele-
noproteins GPx2 ergab das Vorhandensein funf potentieller TCF-Bindestellen. Bisher wur-
den bei keinem anderen Selenoprotein TCF-Bindestellen identifiziert. Aulerdem scheint
GPx2 notwendig zu sein, um die Proliferation in undifferenzierten Stammzellen des Darms
aufrechtzuerhalten. Fir die spezifische Architektur des Darms ist vor allem der Wnt-
Signalweg verantwortlich, indem er im aktiven Zustand fir die Proliferation der undifferen-
zierten Zellen sorgt und im inaktiven Zustand ihre Differenzierung ermdglicht. Der Wnt-
Signalweg ist also im Kryptengrund, wo sich die Stammzellen befinden, am aktivsten und
seine Aktivitat nimmt mit dem Grad der Ausdifferenzierung der Epithelzellen in Richtung Vil-
lusspitze ab. Dies korreliert direkt mit dem Expressionsmuster der GPx2. Aullerdem ist ein
konstitutiv aktiver Wnt-Signalweg charakteristisch fur viele entartete Zellen, in denen haufig
auch vermehrt GPx2 exprimiert wird. Van de Wetering et al. identifizierten GPx2 in einer
Krebszelllinie mittels Microarrayanalyse als eines der durch Hemmung des Wnt-Signalwegs
regulierten Gene [147]. Ziel dieser Arbeit war es nun, diesen mdglichen Zusammenhang

genauer zu untersuchen.

Zunachst wurde die basale Promotoraktivitdt des humanen GPx2-Promotors in drei ver-
schiedenen Zelllinien mit unterschiedlich aktivem Wnt-Signalweg untersucht. Der Vergleich
ergab, dass die basale Aktivitat des GPx2-Promotors mit der Aktivitat des Wnt-Signalwegs
korrelierte (Abb. 8). Die folgenden Kotransfektionsstudien mit Expressionsplasmiden fiir
Wildtyp B-Catenin (Abb. 9 A) und mutiertes B-Catenin (S33YCat) (Abb. 9 B), die mit TCF4
kombiniert wurden, APC (Abb. 10 A) und dnTCF4 (Abb. 10 B) dienten der Modifizierung der
Aktivitat des Wnt-Signalwegs und der Untersuchung ihrer Effekte auf die GPx2-
Promotoraktivitat. Die verwendeten Expressionsplasmide und ihr Einsatz in verschiedenen
Zelllinien sind etablierte Instrumente zur Untersuchung moglicher B-Catenin-Zielgene [120,
192]. Die Promotoranalysen wurden in verschiedenen Zelllinien durchgefiihrt, was fir ihre
Validitat spricht. Aulierdem konnte auch der murine GPx2-Promotor durch Kotransfektion mit
B-Catenin und TCF aktiviert werden (Daten nicht gezeigt). In 3T3-Zellen, murinen immortali-
sierten Fibroblasten, konnte der GPx2-Promotor durch stabile Transfektion eines Expres-
sionsplasmids fur Wnt3a aktiviert werden (Abb. 11). Gebildetes Wnt3a wird von der Zelle ins

Medium sezerniert und kann auto- bzw. parakrin an seine Rezeptoren binden, was den Wnt-
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Signalweg aktiviert. Es ist bekannt, dass die Stimulation mit Wnt3a das Reportergenplasmid
Topflash aktiviert, das drei Kopien des TCF-Bindeelements enthalt [193]. AuRerdem induziert
Wnt3a die Protein-Expression von B-Catenin und CyclinD1, einem weiteren bekannten
B-Catenin-Zielgen [105]. Insgesamt konnte also mit verschiedenen Ansatzen und mehreren
Zelllinien gezeigt werde, dass der GPx2-Promotor durch den Wnt-Signalweg reguliert wird.
Studien mit verklrzten Promotorkonstrukten (Abb. 13) und die Punktmutation eines potentiel-
len TCF-Bindeelements (Abb. 14) ergaben, dass es sich bei TBE 5 um ein funktionelles res-
ponsives Element handelt, das flir die Aktivierbarkeit des Promotors durch B-Catenin und
TCF zustandig ist.

Ob dies auch fiir die endogene GPx2-Expression relevant ist, wurde mit Hilfe der folgenden
Versuchsansatze untersucht. Zunachst erfolgte die Hemmung des aktiven Signalwegs in
HepG2-Zellen durch transiente Transfektion mit dnTCF4. Dies ergab eine reduzierte Expres-
sion der GPx2 auf mRNA- und Proteinebene, die auf Proteinebene im Selenmangel deutli-
cher ausgepragt war (Abb. 15). Dieser Ansatz wurde unter anderem auch zur Identifizierung
von iINOS als B-Catenin-Zielgen herangezogen [194]. Stabil transfizierte HT-29-Zellen mit
Wildtyp-APC unter der Kontrolle eines Zink-induzierbaren Promotors [163] wurden zur Identi-
fizierung von folgenden (-Catenin-Zielgenen eingesetzt: c-Myc [109], ITF-2 [195], PPAR®
[196], Gastrin [197], HDAC2 [198], Axin2 [199] und COX-2 [106, 107]. Da GPx2 auf Protein-
ebene nur bei vorhandenem Selen vermehrt synthetisiert werden kann und einmal gebildetes
Protein sehr stabil ist, wurden die Zellen zunachst ohne Selen ausgesat. Parallel zur Stimula-
tion mit ZnCl, erfolgte die Selengabe, die nur in Zellen mit aktivem Wnt-Signalweg zu einer
erhohten GPx2-Expression fuhrte (Abb. 19). Die Effekte konnten auf mMRNA-Ebene bestatigt
werden (Abb. 18). AulRerdem flihrte die Induktion von Wildtyp-APC zu einer Abnahme der
B-Cateninexpression sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene (Abb. 18 und 19). Dies
wurde in keiner der angegebenen Arbeiten gezeigt und deutet darauf hin, dass B-Catenin
maoglicherweise Uber einen Rickkopplungsmechanismus induziert wird. Drittens konnte
durch Aktivierung des Signalwegs in 3T3-Zellen durch Wnt3a die endogene GPx2-
Expression auf mRNA-Ebene induziert werden (Abb. 16). Die vermehrte Translokation von
B-Catenin in den Zellkern als Reaktion auf den Wnt3a-Stimulus konnte in humanen mesen-
chymalen Stammzellen bereits gezeigt werden [200], diese trat aber auch in 3T3-Zellen auf.
Verschiedene Ansatze in verschiedenen Zelllinien ergaben also einstimmig, dass auch die
endogene GPx2-Expression durch den Wnt-Signalweg reguliert wird. GPx2 ist deshalb der

Reihe der B-Catenin-Zielgene hinzuzufigen.

Die Frage der transkriptionellen Regulation von Selenoproteinen ist in den meisten Fallen
nur unzureichend beantwortet. Da die Mitglieder der Familie der Glutathionperoxidasen deut-

liche Unterschiede in ihrer Funktion und Lokalisation aufweisen [68, 201], ist auch von einer
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unterschiedlichen transkriptionellen Regulation auszugehen. Zur Regulation der GPx2 ist
bereits einiges bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass GPx2 potentielle Retinsaure-
responsive Elemente besitzt und durch all-frans-Retinsaure induziert werden kann [84, 85].
Ob die responsiven Elemente fur diese Induktion notwendig sind, wurde allerdings nicht un-
tersucht. Die Regulation der GPx2 durch das Nrf2-Keap-System, das protektive Enzyme ak-
tiviert, wurde hingegen ausfuhrlicher untersucht. GPx2 wurde sowohl in vitro als auch in vivo
durch den Nrf2-Aktivator Sulforaphan induziert. Die Bindung von Nrf2 an eines der potentiel-
len responsiven Elemente (ARE) im GPx2-Promotor konnte gezeigt werden [86]. Da es sich
bei Nrf2 um einen ubiquitaren Transkriptionsfaktor handelt, lasst sich mit diesem die gewe-
bespezifische Expression von GPx2 nicht erklaren. AuRerdem wird GPx2 durch ANp63 akti-
viert, einen Transkriptionsfaktor, der fur undifferenzierte Zellen charakteristisch ist und in
vielen Krebszellen verstarkt exprimiert wird [87]. Dieser zuletzt genannte Regulationsmecha-
nismus kann einen Erklarungsansatz fir die spezifische Expression der GPx2 in der prolife-
rativen Zone des Darms und in entarteten Zellen liefern. Inwieweit sich die genannten Trans-
kriptionsfaktorsysteme und die Regulation der GPx2 durch den Wnt-Signalweg gegenseitig

beeinflussen, bleibt ndher zu untersuchen.
4.2.1 Konsequenzen der GPx2-Regulation durch B-Catenin im gesunden Gewebe

Welche Konsequenzen ergeben sich nun aus dieser Regulation? Unter physiologischen Be-
dingungen ist der Wnt-Signalweg zunachst unverzichtbar fur die kontinuierliche Erneuerung
und Aufrechterhaltung des intestinalen Epithels [202]. Wird der Signalweg herunterreguliert,
fuhrt dies zu vermehrter zellularer Differenzierung der Epithelzellen. In undifferenzierten
Ca-Co-2-Zellen wurde durch die Hemmung des Wnt-Signalwegs die Promotoraktivitat der
alkalischen Phosphatase und des intestinalen Fettsdure-bindenden Proteins erhdht, die bei-
de etablierte Marker fir die zellulare Differenzierung darstellen [203]. Die einzige Ausnahme
sind die Panethzellen, die einen aktiven Wnt-Signalweg fir ihre Differenzierung benétigen.
Kleine Schwankungen im B-Catenin-Gehalt, die kaum einen Einfluss auf die Kryptenarchitek-
tur haben, ergeben bereits deutliche Stérungen der Panethzelldifferenzierung [204]. Wie die
Differenzierung der Panethzellen genau reguliert wird, ist bisher noch unklar, allerdings
konnte auch hier die vermehrt exprimierte GPx2 eine Rolle spielen. Ebenso wie in differen-
zierten Epithelzellen resultiert auch in colorektalen Krebszelllinien die Hemmung des Wnt-
Signalwegs z.B. durch dnTCF im G1-Zellzyklus-Arrest, der durch verminderte Expression
von an der Proliferation beteiligten Genen herbeigefuhrt wird. Eines dieser Gene ist GPx2
[147]. Der Knockout von TCF4 zeigt, dass die Hemmung des Wnt-Signalwegs im Colon zum
Verlust des Stammzellkompartiments durch vorzeitige Differenzierung der Kryptenzellen
fuhrt, was bereits zwei Wochen nach der Geburt letal ist [120]. Ein Knockout von GPx2 flhrt

zu einem ahnlichen Phanotyp, der mit verkurzten Villi im Didnndarm und veranderter Lokali-
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sation der undifferenzierten Zellen einhergeht [205]. Dieser Phanotyp ist allerdings weniger
stark ausgepragt und im Gegensatz zum TCF4-Knockout nicht letal. Welches allerdings der
zugrunde liegende Mechanismus fur die Beeinflussung der Proliferation durch GPx2 ist,
bleibt ndher zu untersuchen. Eine Mdglichkeit ist die Hemmung der Apoptose durch die Re-
duktion des zellularen Hydroperoxidlevels. MCF-7-Zellen, die GPx2 Uberexprimieren, zeigen
eine reduzierte Sensitivitat gegentber durch H,O, induzierte Apoptose [87]. Erhdhte Apopto-
seraten wurden aufierdem im Kryptengrund des lleums von GPx1/GPx2-Knockout-Mausen
gemessen [82]. Die Hemmung von Apoptose konnte auch fiir andere Glutathionperoxidasen
wie GPx1 und GPx4 gezeigt werden [206-208]. Im gesunden Intestinaltrakt scheint GPx2 an
der gerichteten Proliferation und somit an der Erhaltung des intestinalen Epithels beteiligt zu
sein. lhre abnehmende Expression in Richtung Villusspitze begunstigt moglicherweise einen
erhohten zellularen Hydroperoxidgehalt, der zu gerichteter Apoptose fiihrt. Dies und die Be-
antwortung der Frage, inwieweit GPx2 an der Differenzierung der Panethzellen beteiligt ist,

bendtigt weitere Untersuchungen.
4.2.2 Konsequenzen der GPx2-Regulation durch B-Catenin in entarteten Zellen

Die Entartung einer Zelle geht im Intestinaltrakt in Gber 80 % der Falle mit einer Mutation des
APC-Gens einher. Diese oder andere Mutationen von Proteinen des Wnt-Signalwegs flhren
zu dessen konstitutiver Aktivierung und damit zu einer unkontrollierten Proliferation. Die Re-
gulation von GPx2 durch B-Catenin erklart, weshalb GPx2 in vielen Tumoren verstarkt ex-
primiert wird. Da GPx2 Teil des in einer entarteten Zelle durch 3-Catenin aktivierten Expres-
sionsprofils ist, muss es als prokanzerogenes Enzym eingestuft werden. Bisher wurde GPx2
aufgrund folgender Fakten als antikanzerogen klassifiert: (I) Zunachst entwickeln
GPx1/GPx2-Knockout-Mause intestinale Tumore, die durch chronische lleocolitis hervorge-
rufen werden [82]. Dieser Phanotyp kann durch ein intaktes GPx2-Allel deutlich verbessert
werden. AulRerdem sind GPx2-Knockout-Mause anfalliger gegentiber durch UV-Licht indu-
zierten Hautkrebs als Wildtyp-Tiere [209]. (II) Die Regulation der GPx2 durch Nrf2, das vor-
rangig protektive Enzyme induziert, deutet in dieselbe Richtung. Die Verbindung zwischen
Nrf2-regulierten Enzymen und antikanzerogenen Effekten beruht auf Untersuchungen in
Nrf2-Knockout-Mausen, die nach Behandlung mit Benzo[a]pyren eine héhere Tumorinzidenz
im Magen aufwiesen als Wildtyp-Tiere [210]. (lll) In HT-29-Zellen, in denen die GPx2-
Expression mittels siRNA herunterreguliert wurde, wird vermehrt COX-2 exprimiert, was da-
fur spricht, dass GPx2 in dieser Krebszelllinie die COX-2-Expression unterdriickt. Als Me-
chanismus wird die Reduktion des Hydroperoxidlevels in bestimmten Kompartimenten durch
GPx2 postuliert, die fur die Aktivierung der COX-2 notwendig ist [211, 212]. Dies fuhrt zur
Unterbrechung der autokrinen Schleife, in der das aus PGH, synthetisierte PGE; die Expres-
sion der COX-2 induziert [213]. Auch GPx4 kann so die COX-2-Aktivitdt hemmen [214]. Das
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prokanzerogene Prostaglandin E, kann wie unter 1.2 beschrieben unabhangig von einem
Whnt-Signal die Aktivierung des Wnt-Signalwegs herbeifuhren [112]. Die Hemmung der
PGE,-Produktion durch GPx2 wirde dem in Form eines negativen Rickkopplungsmecha-
nismus entgegenwirken. COX-2 ist in 85 % der colorektalen Tumore exprimiert [215], was
hauptsachlich auf seine Regulation durch B-Catenin zurtickzuflihren ist [106, 107]. Deshalb
ist in Tumorzellen haufig auch die PGE,-Produktion erhéht [216]. Es ist bekannt, dass eine
chronische Entziindung die Entstehung von Krebs beginstigen kann [136]. Eine medikamen-
tése Hemmung der COX-2-Aktivitat ist mit einer verminderten Tumorinzidenz verbunden,
was sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen gezeigt werden konnte [217]. Eine er-
hohte COX-2-Expression und die damit verbundene PGE,-Produktion kann die Transforma-
tion umliegender Epithelzellen herbeiflihren [218]. Eine Hemmung der COX-2 durch GPx2 in
vivo wirde die chronische Entziindung und die sich anschlieRenden prokanzerogenen Effek-
te mindern. (IV) Die weitere Charakterisierung der GPx2-knockdown-Zellen ergab, dass die
Aktivierung der COX-2 ihr Migrations- und Invasionsvermogen erhdhte, was bereits flur ande-
re COX-2 Uberexprimierende Krebszelllinien gezeigt werden konnte [219]. Daraus wird ge-
schlossen, dass GPx2 durch Hemmung der COX-2 die zellulare Migration und Invasion
hemmen kann [211]. Da alle Glutathionperoxidasen prinzipiell die Aktivitat der COX-2 hem-
men kdnnen, haben sie folglich auch antimetastatisches Potential. Fir GPx4 konnte dies mit
Hilfe von GPx4-Uberexprimierenden L929-Zellen gezeigt werden, die in Nacktmausen weni-
ger Lungenmetastasen entwickeln als Wildtyp-Zellen [220]. Die Supplementation mit Selen,
die in der Regel mit Veranderungen der GPx1-Expression einhergeht, reduzierte durch Me-
lanomzellen hervorgerufene Lungenmetastasen in Mausen [221] und die Invasivitdt von
HT1080-Zellen [143].

Neben der Regulation der GPx2-Expression durch B-Catenin gibt es aber auch noch weitere
Hinweise, die fiir eine prokanzerogene Funktion der GPx2 sprechen: (I) Die antiapoptotische
Aktivitat der GPx2, die im gesunden Darm fiir die gerichtete Entwicklung des Epithels uner-
Iasslich ist, bietet einer Krebszelle moéglicherweise einen Wachstumsvorteil. (II) Au3erdem
zeigen GPx2-knockdown-Zellen weniger verankerungsunabhangiges Wachstum im Soft-
Agar und produzieren kleinere Tumore nach Injektion in Nacktmause [211]. Das prolifera-
tionsfordernde Potential der GPx2 in Wildtyp-Zellen kann also durch die erhéhte COX-2-
Expression in den GPx2-knockdown-Zellen nicht vollstandig kompensiert werden. Vergleich-
bare Ergebnisse liegen auch zum Selenoprotein Thioredoxinreduktase 1 vor. Wie GPx2 wird
TrxR1 in vielen Tumoren Uberexprimiert [222] und ihr knockdown resultiert ebenfalls in redu-
ziertem Wachstum im Soft-Agar und in Nacktmausen [223]. Fur beide Selenoproteine
scheint zu gelten, dass sie nicht eindeutig als pro- oder antikanzerogen einzustufen sind. In

der Initiationsphase der Tumorentstehung kann GPx2 die Zelle vor oxidativen Schadigungen
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schitzen und durch Hemmung der COX-2 die Produktion des proinflammatorischen Cytokins
PGE; reduzieren. In transformierten Zellen kann GPx2 durch Hemmung der Invasion und
Migration, die beide Teil der Metastasierung sind, protektiv wirken. Ist der Tumor allerdings
schon entstanden, so wirkt GPx2 als Uberlebensfaktor, in dem es die Proliferation férdert
und moglicherweise die Apoptose der Krebszellen unterbindet [211]. Florian et al. konnten
zeigen, dass die Expression von GPx2 vor allem in friihen Adenomen erhéht ist. Im weiteren
Verlauf der Tumorentwicklung nimmt die GPx2-Expression wieder ab [75], was daflir spricht,
dass GPx2 in verschiedenen Tumorstadien unterschiedliche Aufgaben hat. Schon 1986 wur-
de flir den Einfluss von Selen auf die Kanzerogenese ein ahnlicher Verlauf postuliert. So
konnten verschiedene Selenverbindungen die Tumorinitiation hemmen, wahrend ihr Einfluss

auf bereits existierende Tumore gering oder sogar wachstumsfordernd war [224].

4.3 Selen und Wnt-Signalweg

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Mikrondhrstoff Selen und der Wnt-
Signalweg an mehreren Stellen miteinander interagieren. Dies gilt auch fiir andere Mikro-
nahrstoffe. So reduziert z.B. Retinol in humanen Krebszelllinien den cytosolische B-Catenin-
Gehalt, indem es den Abbau von B-Catenin Uber das Proteasom erhéht. Folglich wird die
Expression der B-Catenin-Zielgene CyclinD1 und c-Myc durch Retinol reduziert [225]. Auch
Vitamin D in Form von 1a,25-Dihydroxy-VitaminD (1,25(0OH),D3;) kann den Wnt-Signalweg
hemmen, in dem es E-Cadherin induziert und die Translokation von p-Catenin aus dem Zell-
kern an die Membran durch Bindung an den Vitamin-D-Rezeptor herbeifihrt [226]. AulRer-
dem kann 1,25(OH),D; Dickkopf1 [227] und Dickkopf4 [228] induzieren. Dickkopfproteine
sind extrazellulare Wnt-Inhibitoren, die die Bildung des Rezeptorkomplexes an der Plasma-
membran durch Bindung an LRP hemmen [116]. Ein kombinierter marginaler Mangel an Fo-
lat, Vitamin B2, B6 und B12 fihrt zu einer Aktivierung des Wnt-Signalwegs im Colon von
Mausen, was ihre Anfalligkeit gegenuber einer neoplastischen Transformation erhoht. In der
Gruppe mit kombiniertem Mangel kommt es am haufigsten zu Strangbrichen im APC-Gen,
was in einer verminderten Expression von APC resultiert. Dadurch wird wiederum die Ex-
pression von B-Catenin und CyclinD1 induziert, was mit einer Hemmung der Apoptoserate
einhergeht [229].

Selen hingegen kann Uber einen bisher ungeklarten Mechanismus die mRNA-Expression
von Komponenten des Wnt-Signalwegs so beeinflussen, dass es im Selenmangel zu dessen
Aktivierung kommen kann. Dass es tatsachlich zu einer Aktivierung kommt, wird aufgrund
der verstarkten Expression des Zielgens c-Myc vermutet. Microarrayanalysen in mit Seleno-
methionin behandelten HCT116-Zellen, einer humanen kolorectalen Krebszelllinie, ergaben
ebenfalls eine erhéhte c-Myc-Expression im Selenmangel [230]. Auch Narayanan et al. un-

tersuchten den Einfluss von Selen auf die Expression von an der Kanzerogenese beteiligten
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Genen in CaCo2-Zellen mit Hilfe der synthetischen Organoselenverbindung 1,4-Phenylen-
Bismethylen-Selenocyanat (p-XSC). Diese Verbindung ist weniger toxisch als andere Selen-
verbindungen und kann deshalb in hdheren Konzentrationen eingesetzt werden. Eine Stimu-
lation mit 5 pM p-XSC fur 48 h fuhrte zu einer Senkung der B-Catenin- und CyclinD1-
Expression [231]. In einem durch DMBA (7,12-Dimethylbenz[a] Anthrazen) induzierten Rat-
tenbrustkrebsmodell wirkten p-XSC und das entsprechende Glutathionkonjugat antikanzero-
gen. Genexpressionsanalysen identifizierten auch hier c-Myc als im Selenmangel induziertes
Gen [232]. Ein moglicher Erklarungsansatz fur die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in den in
dieser Arbeit untersuchten Mausen ist die Veranderung des zellularen Redoxstatus durch
verminderte Expression stress-responsiver Selenoproteine im Selenmangel, die vorrangig an
Redoxreaktionen beteiligt sind. Durch Oxidation von Thiolgruppen von z.B. Nukleoredoxin
kann so unabhangig von einem Wnt-Signal tber Dishevelled der Signalweg aktiviert werden
(Abb. 20). Ob weitere Proteine des Signalwegs auf dhnliche Weise beeinflusst werden kon-

nen, bleibt zu klaren.

im marginal defizienten Selenmangel
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Abb. 20. Modell zum Zusammenhang zwischen Selen, der GPx2-Expression und dem
Wnt-Signalweg

Eindeutig wurde mit GPx2 das erste Selenoprotein als Zielgen des Wnt-Signalwegs identifi-
ziert. Um die GPx2-Proteinexpression zu gewahrleisten, missen allerdings sowohl ein intak-

ter Wnt-Signalweg als auch genugend Selen zur Verfugung stehen. Da der Wnt-Signalweg
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im Selenmangel aktiver ist, wurde dies in einer Erhdhung der GPx2-Transkription resultieren.
Dies muss sich allerdings, bedingt durch den komplexen Mechanismus der Selenoprotein-
synthese, nicht unbedingt auf Ebene der Translation widerspiegeln. Wie bereits unter 1.1.3
beschrieben, ist der Einbau von Selenocystein ein kotranslationaler Prozess, der das Vor-

[ser]/sec

handensein der mit Selenocystein beladenen tRNA erfordert, was mafigeblich von der
Verflgbarkeit des Selens abhangt. Da GPx2 zur Gruppe der housekeeping-Selenoproteine
gehort, kann sie trotz limitierter Selenversorgung, die bei den Tieren der marginal defizienten
Futterungsgruppe herrschte, exprimiert werden. AuRerdem wird im Selenmangel die mRNA
von Selenoproteinen entsprechend ihrer hierarchischen Stellung abgebaut. Da GPx2 hoch in
der Hierarchie der Selenoproteine steht, was mit einer sehr stabilen mRNA einhergeht [26,
233], macht eine Erhéhung der mRNA-Expression im Selenmangel durchaus Sinn. Da die
Hemmung der GSK3[ nicht nur zu einer Aktivierung von -Catenin, sondern auch von Nrf2
fuhrt, kommt es hier vermutlich zu einer additiven Beeinflussung der GPx2 mRNA-
Expression. Die Aktivierung des GPx2-Promotors durch Kotransfektion mit B-Catenin und
TCF und gleichzeitige Stimulation mit Sulforaphan, einem Nrf2-Aktivator, konnte dies besta-
tigen (Daten nicht gezeigt). Bei verfugbarem Selen kann dann sofort die Translation der
GPx2 gestartet werden. Mdglicherweise fihrt GPx2 dann im selenadaquaten Zustand zu
einer negativen Ruckkopplungsschleife, die durch Hemmung der PGE,-Produktion und Be-
einflussung des Redoxgleichgewichts die Aktivitat des Wnt-Signalwegs herunterreguliert. Die
Frage, ob die verstarkte Expression der GPx2 einer pramalignen Entartung zutraglich ist

oder ihr entgegen wirkt, bleibt allerdings weiter offen.

4.4 Ausblick

Die in dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse bieten eine Vielzahl von Méglichkeiten fur weiter-
fuhrende Experimente. Zunachst ergab die Untersuchung der Selenoproteinexpression wah-
rend eines marginalen Selenmangels, dass neben GPx1 vor allem die Selenoproteine W, M
und H vermindert exprimiert wurden. Die weitere Analyse ihrer genauen Funktionen ist von
groBer Bedeutung, um die Konsequenzen einer marginal defizienten Selenversorgung, wie
sie in weiten Teilen der europaischen Bevdlkerung vorliegt, besser zu kennen. Wahrend Uber
den Einfluss von Selen auf die Expression von Selenoproteinen schon relativ viel bekannt ist,
gibt es noch keine mechanistischen Studien zur Regulation von Nicht-Selenoproteinen durch
Selen. Unbestritten ist, dass Selen einen Einfluss auf die Expression vieler Nicht-
Selenoproteine hat. Ob dieser Effekt direkt z.B. liber ein Selenoprotein, das als Transkripti-
onsfaktor fungiert (z.B. SelH), oder indirekt z.B. durch Redoxregulation von Transkriptions-
faktorsystemen geschieht, bleibt zu untersuchen. Dies gilt insbesondere fiir die Regulation
des Wnt-Signalwegs. Hier bietet die Redoxregulation des Nukleoredoxins einen vielverspre-

chenden Ansatzpunkt.
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Bezlglich der Untersuchung der GPx2 als Zielgen des Wnt-Signalwegs ware der nachste
Schritt, den in dieser Arbeit aufgeklarten Zusammenhang auch in vivo zu zeigen. Ein geeig-
netes Modell daflir waren z.B. Mause mit einem induzierbaren Knockout des 3-Catenin-Gens
im Gastrointestinaltrakt oder einer B-Catenin-Uberexpression. Die Regulation der GPx2
durch den Wnt-Signalweg liefert einen Erklarungsansatz fiir die spezifische Expression die-
ses Selenoproteins in den proliferierenden Zellen des Kryptengrunds und in differenzierten
Panethzellen. An beiden Prozessen sind unterschiedliche Wnt-Liganden und Rezeptoren der
Frizzled-Familie beteiligt. Hier ware es von Interesse genauer zu klaren, welches Wnt-Signal
fur die Expression der GPx2 verantwortlich ist. Nicht zuletzt gilt es, die Frage zu beantwor-
ten, welche Rolle GPx2 wahrend der Kanzerogenese spielt. Zur Aufklarung dessen ware die
Charakterisierung eines GPx2-Knockouts in Kombination mit einem induzierbaren Darm-
krebsmodell oder mit einer APC™"-Maus geeignet. Der Zusammenhang zwischen GPx2 und
COX-2, der in einem Zellkulturmodell gefunden wurde, kénnte in den genannten Modellen
ebenfalls ndher untersucht werden, da sowohl GPx2 als auch COX-2 in Tumorzellen ver-
mehrt exprimiert werden. Die mogliche Beeinflussung von Entzindungsvorgdngen durch
GPx2 sollte bei der Wahl des Darmkrebsmodells bertcksichtigt werden und spricht fur ein

durch Entziindung verstarktes Modell.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das seit 1957 als essentiell klassifizierte Spurenelement Selen vermittelt seine Funktion
hauptsachlich durch seinen Einbau in Selenoproteine in Form der 21. proteinogenen Amino-
saure Selenocystein. Insgesamt wurden 25 humane Gene flr Selenoproteine identifiziert,
deren genaue Funktion haufig noch nicht bekannt ist. Selen ist das einzige Mitglied aus der
Gruppe der Mikronahrstoffe, flir das nach wie vor eine antikanzerogene Funktion vor allem in
Bezug auf Darmkrebs postuliert wird. Die Grundlage dafir liefert eine Interventionsstudie, bei
der 1.312 Probanden fir 4,5 Jahre mit 200 ug Selen/Tag supplementiert wurden [132]. Dies
resultierte in einer Senkung der Gesamtkrebsmortalitdt um 50 %. Die Fragen einer optimalen
Selenzufuhr, die nicht nur den Bedarf deckt, sondern auch die Entfaltung der antikanzeroge-
nen Wirkung von Selen gewahrleistet und die zugrunde liegenden molekularen Mechanis-
men sind noch ungeklart. Zudem liegt die Selenzufuhr bei einem Grolteil der europaischen
Bevolkerung unter den Empfehlungen. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit vier Wo-
chen alte Mause fur sechs Wochen marginal defizient (0,086 mg/kg Futter) bzw. selen-
adaquat (0,15 mg/kg Futter) gefittert. Dieser geringe Unterschied im Selengehalt resultierte
in einer Senkung des Plasmaselenspiegels der selenarmen Tiere auf 13 % und der GPx-
Aktivitat in der Leber auf 35 %. Zunachst wurde der Einfluss von Selen auf die globale Gen-
expression im murinen Colon mittels Microarray untersucht. Von den im Colon exprimierten
Selenoproteinen reagierte die mMRNA von SelW, SelH, GPx1 und SelM im Selenmangel be-
sonders deutlich mit Expressionsverlust. Da diese Selenoproteine nicht nur im Colon, son-
dern auch in Leukozyten reguliert waren, sind sie auch als humane Biomarker fir die in die-
ser Studie gewahlte Schwankung des Selengehalts geeignet. Des Weiteren wurde auf Basis
der Microarraydaten eine Signalweganalyse durchgefihrt, die der Identifizierung krebsrele-
vanter Signalwege diente, um mégliche molekularbiologische Erklarungsansatze fir die Rol-
le von Selen im Krebsgeschehen zu finden. Es zeigte sich, dass die mRNA von Schlissel-
genen des Wnt-Signalwegs wie B-Catenin, Gsk3, DvI2, Tle2, Lef1 und c-Myc auf Schwan-
kungen des Selengehalts reagiert. Vor allem die Induktion von c-Myc, einem Zielgen des
Whnt-Signalwegs, deutet darauf hin, dass dieser im Selenmangel tatsachlich aktiver ist als bei

selenadaquater Versorgung.

Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fir die postulierte praventive Funktion von Selen
gegeniuber Darmkrebs ist die gastrointestinale Glutathionperoxidase (GPx2), die physiolo-
gisch in den proliferierenden Zellen des Kryptengrunds exprimiert wird. Die Regulation die-
ses Enzyms durch den Wnt-Signalweg, der ebenfalls in proliferierenden Zellen aktiv ist,
konnte mittels Reportergenanalyse und endogen auf mRNA- und Proteinebene in Zellkultur
gezeigt werden. Die Aktivierung verkurzter Promotorkonstrukte und die Mutation eines po-

tentiellen Bindeelements identifizierten den fur die Bindung von TCF und B-Catenin verant-
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wortlichen Bereich. Als Zielgen des Wnt-Signalwegs scheint GPx2 zu den an Proliferations-
prozessen beteiligten Genen zu gehoéren, was unter physiologischen Bedingungen die Auf-
rechterhaltung des intestinalen Epithels gewahrleistet. Bei der Entstehung intestinaler Tumo-
re, die in der Initiationsphase zu Uber 90 % mit einer konstitutiven Aktivierung des Wnt-
Signalwegs einhergeht, wirkt GPx2 mdglicherweise prokanzerogen. Die genaue Funktion

von GPx2 wahrend der Kanzerogenese bleibt weiter zu untersuchen.
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