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1. EINLEITUNG 
 
1.1. Selenhistorie 
 
Bei der Analyse von Bleikammerschlamm, welcher bei der Schwefelsäureherstellung 

entsteht,  entdeckte Jöns Jakob Berzelius im Jahr 1817 das Element Selen und benannte es 

nach der griechischen Mondgöttin Selene [1]. Selen ist ein seltenes Element in der Erdkruste 

[2]. Dennoch gibt es Gebiete, z.B. in den USA und China mit stark selenhaltigen Böden. In 

die Nahrungskette gelangt Selen, indem es von Pflanzen in anorganischer Form aus dem 

Boden aufgenommen und in organische Verbindungen eingebaut wird [3]. Die Wirkung von 

Selen auf den Organismus wurde von Beginn an kontrovers diskutiert. Zunächst wurde das 

Element als toxisch eingestuft. Die Begründung dafür lag in Berichten über den 

Zusammenhang von verschiedenen Krankheiten, wie z.B. Alkalikrankheit und Blind Stagger 

(Muskelschwäche), welche insbesondere bei der Viehzucht in Verbindung mit stark 

selenhaltigen Pflanzen und Böden in den „Great Plains“ in den USA auftraten [4]. Des 

Weiteren wurde in Versuchen, bei denen Selen erfolgreich als Insektizid Verwendung fand, 

und bei der Verabreichung von Selen an Ratten die toxische Wirkung bestätigt [5, 6]. Die 

Zelltoxizität von Selen wurde seit der Mitte des 18. Jahrhunderts genutzt, indem Selen in 

Form von Selen-Schwefel-Injektionen zur Krebstherapie eingesetzt wurde [7]. Parallel wurde 

Selen als essentielles Spurenelement diskutiert, da gezeigt wurde, dass Selen für Pflanzen 

essentiell ist [8]. Die Hypothese wurde in den 1950er Jahren durch Experimente unterstützt, 

in denen verschiedene Selenkomponenten einen protektiven Effekt gegen nekrotische 

Leberdegeneration aufwiesen und Selen eine antiinflammatorische Wirkung ausübte [9, 10]. 

Ein weiterer Fakt, der eher auf eine positive Funktion von Selen für den Organismus 

hinweist, ist, dass Selenmangel Krankheiten hervorrufen kann. Die Weißmuskelkrankheit bei 

Jungtieren von Wiederkäuern ist eine Muskeldystrophie, deren Auftreten mit selenarmen 

Böden assoziiert wurde [11]. Das Auftreten der Keshan-Krankheit und der Kashin-Beck-

Krankheit ist ebenfalls auf einen Selenmangel im Boden zurückzuführen. Eine Prävention 

der Keshan-Krankheit, deren Symptome einer Kardiomyopathie entsprechen, wird durch 

Natriumselenitsupplementation bewirkt [12]. In neueren Untersuchungen wiesen die 

Betroffenen oftmals eine Coxsackievirusinfektion auf. In in vitro Studien inhibierte Selen die 

Virusreplikation [13]. Inzwischen wurde Selen als essentielles Spurenelement anerkannt und 

die empfohlene Selendosis für den Menschen beträgt zwischen 30 und 70 µg/Tag in 

Deutschland [14].   
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1.2. Selenoproteine 
 
Die genaue Funktion von Selen im Organismus war lange Zeit ungeklärt, bis 1973 entdeckt 

wurde, dass Selen ein Bestandteil der Format-Dehydrogenase im Bakterium Clostridium 

thermoaceticum ist [15]. In den folgenden Jahren wurde die Erforschung weiterer 

Selenoproteine vorangetrieben. Selenoproteine kommen sowohl in Pro- als auch in 

Eukaryonten vor [16]. Während Hefen, Pilze und höheren Pflanzen keine Selenoproteine 

besitzen [17, 18]. Zu den Selenoproteinen gehören fünf der sieben bekannten Glutathion-

peroxidasen (GPx), die Familie der Deiodinasen (Dio) und die Familie der Thioredoxin-

reduktasen (TrxR). Glutathionperoxidasen reduzieren mit Glutathion als Cofaktor Hydro-

peroxide und regulieren die Redoxhomöostase und demzufolge auch von dieser betroffene 

Signalwege. Die drei Deiodinasen sind sowohl an der T3-Synthese als auch am Abbau von 

T3 (Triiodthyronin) und T4 (Thyroxin) beteiligt. Die Thioredoxinreduktasen sind essentiell für 

die DNA-Synthese und demzufolge auch für das Zellwachstum bzw. die Zellteilung, da sie 

unter NADPH-Verbrauch oxidiertes Thioredoxin reduzieren [19]. Ein Knockout von 

Thioredoxinreduktase 1(TrxR1) bzw. 2 (TrxR2) ist letal, da es im Embryo zu einer massiven 

Reduktion der Zellproliferation kommt [20, 21]. In den letzten Jahren wurde die Funktion von 

weiteren Selenoproteinen aufgeklärt. Dennoch ist von einigen Selenoproteinen häufig nicht 

viel mehr als die DNA-Sequenz bekannt [22]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Selenoprotein        Vorkommen                   bekannte/ postulierte Funktion             Quelle 

Glutathionperoxidasen 

GPx1, cGPx ubiquitär, Reduktion von Hydroperoxiden [23] 
GPx2, GIGPx Gastointestinaltrakt, Krebs Barriere gegen Hydroperoxidabsorption  

  Einfluss auf Entzündung/Krebs    [24, 25] 
GPx3, pGPx Plasma Reduktion von Hydroperoxiden [26, 27] 
GPx4, PHGPx  Testis Reduktion von Hydroperoxiden, [28, 29] 
  Spermienreifung, embryonale Entwicklung  
GPx6 olfaktorisches Epithel antioxidativer Schutz [22] 
 

 
Deiodinasen 

Dio1 Schilddrüse, Leber, Niere, T3-Synthese, Abbau von T3 und T4 [30] 
 Hypophyse, Plasmamembran   
Dio2 Schilddrüse, Hypophyse,  T3-Synthese  [31] 
 Muskel, ZNS, ER-Membran   
Dio3 Placenta, ZNS, Haut, Abbau von T3 und T4 [31] 
 Plasmamembran 
  
 

 

Thioredoxinreduktasen 

TrxR1 ubiqitär, Cytosol Reduktion von Thioredoxin [32] 
TrxR2 ubiquitär, Mitochondrien Reduktion von Thioredoxin [33] 
TrxR3 Testis Reduktion von Thioredoxin                       [34, 35] 
  Glutaredoxin-Reduktase 
 
 
       
 
 
 

 

 

Tab.1.1. Humane GPx, Dio und TrxR und ihre Funktion 

EINLEITUNG                                                                                                                                        12 66         



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.1.   Selenoproteinbiosynthese 
 
Mitte der 1980er Jahre wurden die Glutathioperoxidase-1 sequenziert, um im Anschluss den 

offenen Leserasterrahmen mit der daraus resultierenden Aminosäuresequenz vergleichen zu 

können. Es zeigte sich, dass das Codon UGA, das bis dato als eines der drei Stopcodons 

galt, im offenen Leserasterrahmen enthalten war und demzufolge für eine Aminosäure 

kodierte [52]. Die Aminosäure Selenocystein enthält anstatt des Schwefelatoms ein 

Selenatom. Es wird angenommen, dass der Einbau von Selenocystein einen funktionellen 

Vorteil für das Protein darstellt, da die Selenolgruppe, im Gegensatz zur Thiolgruppe, bei 

physiologischem pH in ionisierter Form vorliegt und als Nucleophil agieren kann. [53]. Des 

Weiteren ist Selenocystein um ein vielfaches reaktiver als Cystein [54]. Für den Einbau von 

Selenocystein in Proteine sind sowohl eine spezifische tRNA mit dem Anticodon ACU, als 

auch die cis-agierende SECIS sowie trans-agierende Proteine, wie z.B. das SECIS-Binding 

Protein 2 (SBP2), der Elongationsfaktor EFSec und das ribosomale Protein L30, notwendig  

 
Selenoprotein Vorkommen bekannte / postulierte Funktion Quelle 
 
Selenophosphat- ubiquitär Selenophosphatsynthese bei der          [36, 37] 
synthetase 2  Translation von Selenoproteinen 

Selenoprotein 15 ubiquitär, ER Proteinfaltung im ER, pro-apoptotisch, [38] 

  enthält Redoxmotif 

Selenoprotein H ubiquitär, Nucleus Redox-responsives DNA-Bindeprotein,  [39] 
  Genregulation bei de novo Glutathion- 
  synthese und Phase II-Detoxifikation 

Selenoprotein I ubiquitär, Membranen enthält CDP-Alkoholphosphatidyl- [40] 

  transferase Motif 

Selenoprotein K ubiquitär, ER oxidativer Schutz von Kardiomyozyten, [41] 
  enthält Transmembrandomäne 

Selenoprotein M ubiquitär, ER Gehrin: Schutz vor oxidativem Stress [42] 
  potentielle Funktion bei Calciumregulation 

Selenoprotein N ubiquitär Muskelorganisation: myofibrilliäre An- [43] 

  haftung, Sarkomerorganisation 

Selenoprotein O ubiquitär unbekannt [22] 

Selenoprotein P ubiquitär, Plasma Selentransport und -homöostase [44] 

Selenoprotein S ubiquitär, ER Retranslokation von falsch gefalteten   [45, 46] 
  Proteinen, Immunabwehr 

Selenoprotein T ubiquitär Calcium-Homöostase, neuroendo- [47] 

  krine Sekretion, Zelladhäsion [48] 

Selenoprotein V Testis, Gehirn hohe Homologie zu SelW, Redoxmotif [49] 

Selenoprotein W ubiquitär, Muskel Immunabwehr, Muskel, Herz, Gehirn: [50]  

  Thioredoxin-verwandte Funktion  

Selenoprotein X ubiquitär Methionin-R-Sulfoxid Reduktase [51] 

       (SelR) 
 
 
 

 

 

Tab.1.2. Humane Selenoproteine und ihre Funktion 
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[55, 56, 57, 58]. Von besonderer Bedeutung bei der Selenoproteinbiosynthese ist die 

Selenocystein-Inserting-Sequenz (SECIS). Diese Sequenz befindet sich in der 3’-

untranslatierten Region (3’-UTR) der mRNA aller eukaryontischer Selenoproteine und stellt 

eine Haarnadelstruktur dar, die einen vorzeitigen Kettenabbruch, welcher zum Zerfall des 

mRNA-ribosomalen Komplexes führen würde, verhindert [54]. Selenocystein wird direkt an 

der tRNA[ser]sec synthetisiert [59]. Die Seryl-tRNA Synthetase belädt die tRNA[ser]sec zunächst 

mit Serin, welches im Anschluss mittels der Phosphoseryl-tRNA Kinase durch 

Phosphorylierung modifiziert wird. Der Phosphoserylrest wird mittels der Selenocystein-

synthase zu Selenocystein umgewandelt. Die Selenquelle für diesen Prozess wird durch die 

Selenophosphat-Synthetase 2 bereitgestellt, da diese die Reaktion von Selenit zu 

Monoselenphosphat katalysiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zunächst erkennt das SBP2 Protein das UGA Codon und anschließend interagiert die RNA-

Binde-Domäne (RBD) mit der GA-Tandem-Sequenz innerhalb SECIS [61]. Die Interaktion 

bewirkt eine Konformationsänderung im SBP2, so dass die RBD mit der Sec-Inkorporations-

Domäne (SID) interagieren kann. Diese bindet im weiteren Verlauf den Elongationsfaktor 

Efsec, der wiederum mit der tRNA[ser]sec beladen ist [57]. Durch eine weitere 

Konformationsänderung innerhalb von SID gelangt EFSec an die Elongationsfaktor-

Bindungsposition im Ribosom, so dass Selenocystein in die wachsende Polypeptidkette 

eingebaut werden kann. Bisher ist noch ungeklärt wie SBP2 sich wieder von der SECIS 

ablöst [62]. Es wird vermutet, dass das ribosomale Protein L30, welches ebenso die SECIS 

bindet, für die Freisetzung von SBP2 verantwortlich ist [58]. 

 

 

Abb.1.1. Selenoproteinbiosynthese. Sec = Selenocystein, P = Phosphatrest, 

AMP = Adeninmonophosphat, modifiziert nach Fig.2 in [60] 
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1.2.2.   Regulation der Selenoproteinbiosynthese 
 
Die Proteinbiosynthese der Selenoproteine folgt einer Hierarchie, was bedeutet, dass nicht 

alle Selenoproteine gleichermaßen mit Selen versorgt werden [63]. Die in der Hierarchie 

niedrig stehenden Stress-Selenoproteine werden bei Selenrestriktion nicht mehr exprimiert 

[64]. Im Gegensatz dazu stehen die Haushalts-Selenoproteine, deren Proteinsynthese sogar 

im Selenmangel stattfindet, hoch in der Hierarchie [64]. Selenmangel wirkt sich nicht auf die 

Transkription der mRNA aus, sondern beeinflusst deren Stabilität und Translation [65]. Die 

Interaktion des eukaryontischen Initiationsfaktors 4a3 (eIF4a3) mit der SECIS verhindert die 

Bindung von SBP2, dadurch kommt es zum nonsense-vermittelten Abbau der mRNA von 

Stress-Selenoproteinen im Selenmangel [66]. Die tRNA[ser]sec existiert in zwei Isoformen, die 

sich durch eine einzelne Methylgruppe unterscheiden. Für die Proteinsynthese der 

Haushalts-Selenoproteine wird die Methylcarboxymethyl-5’-Uridin (mcm5U) Isoform der 

tRNA[ser]sec verwendet. Diese Isoform ist das Vorläufermolekül der zweiten Isoform, 

Methylcarboxymethyl-5’-Uridin- 2’-O-Methylribose (mcm5Um), die für die Proteinsynthese 

der Stress-Selenoproteine eingesetzt wird. Im Selenmangel findet keine Addition der 

Methylgruppe statt, so dass die Translation von Stress-Selenoproteinen inhibiert wird  [67, 

68].  

 

1.2.3.   Glutathionperoxidasen 
 
Die Glutathionperoxidasen katalysieren die Reduktion von Wasserstoffperoxid bzw. 

organischen Peroxiden zu den entsprechenden Alkoholen. Zunächst fungiert die 

Glutathionperoxidase als Elektronendonor und liegt nach der Reduktion von Peroxiden in 

oxidierter Form vor. Im weiteren Reaktionsverlauf erfolgt die Elektronenübertragung von 

Glutathion, so dass die Glutathionperoxidase reduziert vorliegt. Pro Reaktion werden zwei 

Moleküle Glutathion oxidiert. Damit der Zyklus erneut ablaufen kann werden den beiden 

Abb.1.2. Model der Selenocysteininkorporation. SECIS = Selenocystein-Insertions-Sequenz, 

SID = Sec Inkorporationsdomäne, RBD = RNA-Bindedomäne, Sec = Selenocysteine, eEFSec = 

Elongationsfaktor EFSec. Modifiziert nach Fig. 4 in [62]. 
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Die Glutathionperoxidase 3 (GPx3) wird hauptsächlich ins Plasma sezerniert und kann 

neben Glutathion als Substrat auch Thioredoxin und Glutaredoxin verwenden [69]. Neben 

der Reduktion von Hydroperoxiden wurden für die Glutathionperoxidase 4 (GPx4) weitere 

Funktionen aufgeklärt. Sie ist als Strukturprotein ein essentieller Bestandteil der 

Mitochondrien im Mittelstück von Spermien [29]. Die GPx4 kommt in mitochondrialer, 

zytosolischer und nukleärer Isoform vor. Der Knockout der mitochondrialen GPx4 bewirkt 

eine Deformation der Geißel und führt zu Infertilität [70]. Im Gegensatz dazu ist der Knockout 

der zytosolischen GPx4 letal [71]. Die Funktion der GPx6, die hauptsächlich im 

olfaktorischen Epithel exprimiert wird, ist noch weitgehend unerforscht [22]. 

 

1.2.3.1. Glutathionperoxidase 1 (GPx1) 
 
Das erste im Säugetier nachgewiesene Selenoprotein war die Glutathionperoxidase 1 [72]. 

Dieses Enzym wird ubiquitär exprimiert und ist im Cytosol vorzufinden.  Im Selenmangel wird 

die GPx1 nicht exprimiert, da sie zu den Stress-Selenoproteinen gehört. Die postulierte 

Funktion von GPx1 ist der Schutz vor oxidativem Stress durch die Reduktion von 

Wasserstoffperoxiden. Der Knockout von GPx1 in Mäusen verursachte sowohl unter 

physiologischen Bedingungen als auch bei Hypoxie keinen Phänotyp [73].  Allerdings war die 

Gabe von Paraquat, einem Superoxidanion produzierenden Redoxzykler, für GPx1-Knockout 

Mäuse letal [74]. Des Weiteren wird zusätzlich eine antikarzinogene Funktion von GPx1 

diskutiert. In humanen Brustkrebszellen führte die Überexpression von GPx1 zu einer 

verminderten Phosphorylierung der Protein-S6-Kinase (p70S6K) und der Serin/Threonin-

Kinase Akt, wodurch das DNA-Reparaturgen Gadd45 vermehrt exprimiert wurde [75]. In vivo 

wurde in der Leber beobachtet, dass die GPx1- Expression im Tumor deutlich niedriger ist, 

als im umliegenden normalen Gewebe.  

Abb.1.3. Redoxzyklus der Glutathionperoxidase 
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Unter physiologischen Bedingungen induziert das Tumorsuppressorgen p53 die Expression 

von GPx1 [76]. Weitere Ergebnisse belegen, dass durch die Reduktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies durch die GPx1, die Induktion von Apoptose inhibiert wird. In 

endothelialen Zellen führte die Überexpression von GPx1 zu einer Verminderung des 

proapoptotischen Proteins Bax und somit zur Inhibierung von Apoptose [77]. Während des 

Alterungsprozesses von endothelialen Zellen nimmt die Expression von GPx1 ab, wodurch 

diese vermehrt in Apoptosen gehen [78]. Die konstitutive Überexpression von GPx1 im 

Mausmodel führte zu Adipositas, Insulinresistenz und zu Diabetes mellitus Typ 2. Die 

Beteiligung von Wasserstoffperoxiden bei der Insulinantwort der Zelle ist vermutlich 

ursächlich dafür. Die Überexpression von GPx1 senkte den Level an reaktiven 

Sauerstoffspezies im Cytosol, dadurch blieb die insulin-vermittelte Phosphorylierung des 

Insulinrezeptors aus und es lag weniger phosphoryliertes Akt in der Zelle vor, wodurch die 

Entwicklung einer Insulinresistenz gefördert wurde [79].  

 
1.2.3.2. Glutathionperoxidase 2 (GPx2) 
 
Im Jahr 1993 wurde eine weitere Glutathionperoxidase, die ca. 70 % Homologie zur GPx1-

Sequenz aufwies, identifiziert [24]. Die auffälligsten Sequenzunterschiede zwischen GPx1 

und GPx2 befinden sich in der 3’UTR der mRNA. Diese sind ursächlich dafür, dass die GPx2 

als Haushalts-Selenoprotein einzuordnen ist und im Selenmangel weiterhin exprimiert wird. 

Somit steht die GPx2 innerhalb der Hierarchie der Glutathionperoxidasen über der GPx1 

[80]. Die GPx2 wird hauptsächlich im Kryptengrund der Epithelzellen entlang des 

Gastrointestinaltraktes exprimiert [25]. Zusätzlich wurde im Menschen in der Leber und im 

Brustgewebe eine GPx2-Expression dokumentiert [24]. Die Vermutung liegt nahe, dass die 

GPx2 im Darm als Barriere gegen Hydroperoxidabsorption fungiert [24]. Um die Funktion 

dieses Enzyms besser verstehen zu können, wurden im Jahr 2000 GPx2-Knockout Mäuse 

generiert. Das Fehlen des Enzyms verursachte allerdings unter physiologischen 

Bedingungen keinen erkennbaren Phänotyp [81]. Jedoch entwickelten die Tiere nach einer 

Behandlung mit Gammastrahlung mehr Hauttumore als Wildtyptiere [82]. Ein doppelter 

Knockout von GPx1 und GPx2 verursachte zunächst Colitis und führte im weiteren Verlauf 

zur Entwicklung von intestinalen Tumoren in diesen Mäusen [83]. Allerdings war ein GPx2-

Allel ausreichend um die Tumorentstehung zu verhindern, deshalb wird vermutet, dass GPx2 

antiinflammatorische und antikarzinogene Eigenschaften besitzt [84]. 

Während der Entwicklung von gastrointestinalen Adenomen wurde die GPx2-Expression 

transient hochreguliert. In frühen Adenomen war die GPx2-Expression im Vergleich zu 

Adenomen im fortgeschrittenen Stadium deutlich erhöht [25]. Des Weiteren wurde eine 

GPx2-Überexpression in Brustkrebs-, Hautkrebs- und im Barrett’s Ösophagusgewebe 

(Speiseröhrenkrebs) dokumentiert [85, 86, 87]. Experimente mit einer humanen 

16 
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Colonkrebszelllinie (HT29) belegten, dass die Expression von GPx2 prokarzinogene 

Eigenschaften vermittelt, indem einerseits das Tumorwachstum in Nacktmäusen sowie die 

eigenständige Koloniebildung in Softagar unterstützt wurden. Allerdings inhibierte GPx2 

sowohl die Migration dieser Zellen, als auch deren Invasion. Diese Eigenschaften sind als 

antikarzinogen zu bewerten. Des Weiteren wird eine antiinflammatorische Wirkung von GPx2 

postuliert, da in vitro gezeigt wurde, dass GPx2 ein Zielgen des Transkriptionsfaktors Nrf2 ist 

[88]. Dieser induziert bei oxidativem Stress, welcher durch z.B. Krebs oder Entzündung 

ausgelöst wird, verschiedene antioxidative Schutzmechanismen. Die Tatsache, dass GPx2 

die Expression der Cyclooxygenase-2 (COX2) inhibierte unterstützt die Hypothese, dass 

GPx2 antiinflammatorisch wirkt, da COX2 ein prominenter Entzündungsmarker ist [89]. In 

einer weiteren Studie mit den GPx2-Knockout Mäusen schützte eine adäquate GPx2-

Expression vor einer durch ein Allergen ausgelösten Luftwegsentzündung [90].   

 
1.3. Morphologie des Colons 
 
Da GPx2 hauptsächlich im Gastrointestinaltrakt exprimiert wird und sich diese Dissertation 

mit der Colonkarzinogenese beschäftigt, wird im Folgenden der morphologische Aufbau des 

Colons beschrieben. Das Colon besitzt im Gegensatz zum Dünndarm keine Panethzellen, 

die durch die Expression von Lysozymen, Laktoferrin, Peptidasen und Defensinen als 

bakterielle Barriere fungieren. Ein weiterer Unterschied ist, dass sich die Mukosa im Colon 

ausschließlich in Krypten faltet und im Vergleich zum Dünndarm keine Villi besitzt. Die im 

Kryptengrund befindlichen Stammzellen teilen sich asymmetrisch, so dass zwei 

Tochterzellen entstehen, wobei eine die parentale Stammzelle ersetzt und die andere eine 

transit-amplifizierende Zelle darstellt [91]. Die transit-amplifizierenden Zellen haben nur noch 

ein begrenztes Teilungsvermögen. Sie migrieren in Richtung Kryptspitze und differenzieren 

zu Enterozyten, Becherzellen und enteroendokrinen Zellen. Die Enterozyten sind der am 

häufigsten auftretende Zelltyp und für die Absorption der Nährstoffe aus der Nahrung 

verantwortlich. Das von den Becherzellen sezernierte Mucin bildet einen Schutz gegen 

chemische und mechanische Einwirkungen der Nahrung. Die enteroendokrinen Zellen 

produzieren verschiedene Hormone (Serotonin, Substanz P).  

An der Kryptspitze gehen die Zellen in Apoptose und werden nach dem Ablösen von der 

Lamina Propria ins Lumen abgeschilfert. Durch diesen Prozess erneuert sich das 

Darmepithel alle fünf Tage. Allerdings kann es auch im Kryptengrund spontan zur Apoptose 

von Zellen kommen. Es wird vermutet, dass dadurch zum einen Zellen mit DNA-Schäden 

eliminiert werden und zum anderen die Zellzahl der Krypte reguliert wird [92, 93]. Neben der 

spontan-induzierten Apoptose, kann auch durch induzierten Stress mittels Gammastrahlung 

oder Chemikalien Apoptose verursacht werden. Es wird vermutet, dass bei der spontan-

induzierten Apoptose und bei der durch stress-induzierten Apoptose unterschiedliche 
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Signalwege aktiviert werden. Die spontan-induzierte Apoptose läuft im Gegensatz zur stress-

induzierten Apoptose unabhängig von p53 und Bax ab [93]. 

Die genaue Lokalisation der Stammzellen im Kryptengrund und die Aufrechterhaltung der 

Omnipotenz innerhalb einer differenzierten Umgebung war lange Zeit ungeklärt und ist 

immer noch Gegenstand intensiver Forschung. Inzwischen belegen mehrere Studien mit 

diversen Stammzellmarkern, wie z.B. SOX4, Lgr5, ß1-Integrin und ß-Catenin, dass es ca. 

vier bis sechs Stammzellen pro Kryptengrund gibt [94, 95, 96].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ein Gradient aus verschiedenen Rezeptor- und Ligandsignalmolekülen bewirkt die 

Aufrechterhaltung des Stammzellcharakters am Kryptengrund [97]. Hierbei ist der Wnt-

Signalweg für die Physiologie des Darmepithels essentiell. Von den Epithel- und 

Mesenchymzellen am Kryptengrund werden verschiedene Wnt-Liganden sezerniert, so dass 

ein Gradient aufgebaut wird, der in Richtung Kryptenspitze wieder absinkt [98]. Das Wnt-

Signal verursacht eine Translokation von ß-Catenin in den Kern [99]. Dadurch erfolgt die 

Transkription verschiedener Zielgene, wie z.B. C-Myc, die für die Proliferation und den 

Zellzyklus wichtig sind. GPx2 ist ein solches Wnt-Zielgen und somit spielt dieses Enzym 

vermutlich eine wichtige Rolle bei der Zellproliferation und der Homöostase des Epithels 

[100]. 

 
1.4. Entzündung und Krebs 
 
Ursächlich für die Entstehung der meisten Krebsarten sind Mutationen oder epigenetische 

Veränderungen von Tumorsuppressor- und Onkogenen. Im weiteren Verlauf der 

Karzinogenese kommt es dadurch zur Modulation von verschiedenen Signalwegen, so dass 

Zellen mit einem Wachstums- und Überlebensvorteil entstehen. In den meisten Fällen ist 

Abb.1.4. Aufbau einer Colonkrypte. Modifiziert nach Fig. 2 in [92] 
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eine Mutation nicht ausreichend, um den karzinogenen Prozess zu initiieren. Es wurde 

postuliert, dass vier bis fünf Mutationen hierfür notwendig sind [101]. Die Tumorinitiation im 

Colon wird in 80% der Fälle durch mindestens zwei Mutationen im APC-Gen verursacht. Die 

daraus resultierende konstitutive Aktivierung des Wnt-Signalwegs führt zur Zellproliferation 

und somit zur Entstehung von aberranten Krypt Foci [102]. Im weiteren karzinogenen Verlauf 

kommt es durch genomische Instabilität zur Bildung von frühen Adenomen. Diese können 

sich durch Mutationen in den Genen K-ras und Smad4, die einerseits zur Inhibierung der 

Apoptose führen und andererseits das Überleben und die Proliferation vorantreiben, zu 

späten Adenomen entwickeln. Durch die Mutation des Tumorsuppressorgens p53 kommt es 

zur Entstehung von colorektalen Karzinomen. Weitere Veränderungen im Aufbau der 

extrazellulären Matrix und bei der Expression von Matrix-Metallopeptidasen führen zur 

Transition von Epithelzellen zu mesenchymalen Zellen, welche die Fähigkeit zur 

Metastasierung haben [101]. 
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Die gängige Hypothese ist, dass Mutationen in Geweben mit einer schnellen Zellerneuerung, 

wie z.B. dem Darmepithel, hauptsächlich in adulten Stammzellen auftreten und daraus 

Krebsstammzellen entstehen können [103]. Differenzierte Zellen besitzen nur eine kurze 

Lebensdauer, so dass davon ausgegangen werden muss, dass dieser Zeitraum zu kurz ist, 

um zu einer Anhäufung verschiedenster Mutationen zu führen [104]. 

Seit der Beobachtung von Rudolf Virchow im Jahr 1863, dass Tumorgewebe mit 

Immunzellen infiltriert ist, wird vermutet, dass chronisch entzündetes Gewebe gefährdet ist, 

Krebs zu entwickeln [105]. Während einer Entzündung versucht sich das Gewebe zu 

regenerieren. Diese Regeneration findet jedoch in einem speziellen Mikroklima statt, 

bestehend aus inflammatorischen Zellen, Wachstumsfaktoren und Cytokinen. Bei der 

Immunantwort werden Mastzellen und Leukozyten zum Entzündungsherd rekrutiert. 

Nachfolgend kommt es, durch die Phagozytose von Granulozyten und Makrophagen zur 

Aktivierung der NADPH-Oxidase und dadurch zur Freisetzung von O2
.- und H2O2. Diese 

Moleküle verursachen DNA-Schäden, so dass Veränderungen in Signalwegen entstehen 

Abb.1.5. Model der Entstehung von Colonkrebs. APC = Adenomatous polyposis coli, K-ras = Kirsten 
rat sarcoma viral oncogene homolog, TGF = transformierender Wachstumsfaktor, ECM = extrazelluäre 

Matrix, EMT = epitheliale-mesenchymale Transition. Modifiziert von Fig.3 in [101] 
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können, die für die Homöostase der Zelle essentiell sind [106]. Die Ursachen für die 

Entstehung einer chronischen Entzündung und einem daraus resultierenden Tumor sind 

noch nicht genau verstanden. Es wird diskutiert, ob der Transkriptionsfaktor NFκB einen 

Einfluss darauf hat, da NFκB in Immunzellen die Produktion von Cytokinen aktiviert. Die 

Cytokine wiederum verursachen die Aktivierung von NFkB in malignen Zellen, wodurch die 

Produktion von Chemokinen induziert wird [107]. Diese locken mehr Immunzellen in den 

Tumor, so dass die Entzündung weiter vorangetrieben wird. Es wird vermutet, dass sich 

Tumore wie Wunden verhalten, die nicht heilen [108]. Jeder Schritt innerhalb der 

fortschreitenden Tumorgenese, von der Initiation über die Progression bis hin zur 

Metastasierung, wird durch Entzündung beeinflusst.  

Es gibt zahlreiche Belege, dass chronische Entzündungen das Risiko einer Krebsentstehung 

erhöhen [109]. Dabei kann die Ursache für eine chronische Entzündung sowohl erblich 

bedingt sein, als auch durch virale, bakterielle oder parasitäre Infektionen ausgelöst werden 

[110]. Morbus Crohn (MC) und Colitis Ulcerosa (UC) sind chronischentzündliche 

Autoimmunerkrankungen des Gastrointestinaltrakts, deren Prävalenz in den letzten Jahren 

stark angestiegen ist [111, 112]. Colitis Ulcerosa tritt, im Gegensatz zu Morbus Crohn, bei 

dem der gesamte Darm betroffen sein kann, ausschließlich im Dickdarm auf. Bei der 

Therapie von chronischentzündlichen Erkrankungen werden u.a. nichtsteroidale-

antiinflammatorische Wirkstoffe, wie z.B. Aspirin oder Celecoxib eingesetzt, da diese die 

Entzündung verringern, wodurch auch das Krebsrisiko gesenkt wird [113]. Die adäquate 

Therapie der Erkrankungen bleibt risikobelastet, da die verwendeten Medikamente auch 

viele Nebenwirkungen, wie z.B. myokardialer Infarkt, Ösophagitis, Magengeschwüre und 

Darmperforation, verursachen [114]. Die genauen Ursachen dieser beiden Erkrankungen 

sind bisher noch ungeklärt. Neben dem Einfluss genetischer Prädispositionen und der 

Darmflora wird diskutiert, welchen Einfluss die Ernährung auf die Inzidenz dieser 

Krankheiten hat [115]. Die Idee ist, dass sich eine spezifische Ernährungsweise präventiv auf 

die Inzidenz dieser Krankheiten auswirken kann und auch das Krebsrisiko senkt.  

 
1.5. Selen und Krebs 
 
Seit den 1960er Jahren wird eine antikarzinogene Funktion von Selen diskutiert [116]. In 

epidemiologischen Studien wurde festgestellt, dass Menschen, die in Gebieten mit stark 

selenmangeligen Böden leben, eine erhöhte Krebsmortalität aufwiesen [117]. Des Weiteren 

korrelierte ein hoher Plasmaselengehalt mit einer niedrigen Krebsmortalität [118]. Ebenso 

korrelierte in einer Populationsstudie in Linxiang (China) ein niedriger Plasmaselenspiegel 

der Probanden mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Speiseröhren- und 

Magenkrebs [119]. Mittels einer Interventionsstudie, der sogenannten Clark-Studie, Anfang 

der 1980er Jahre sollte ermittelt werden, ob Selensupplementation einen Einfluss auf die 
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Reinzidenz von Hautkrebs bzw. auf andere Krebsinzidenzen hat. Die Auswertung der Studie 

ergab, dass die Selensupplementation keinen Effekt auf die Reinzidenz von Hautkrebs hatte. 

Allerdings lag bei Selensupplementation ein signifikant vermindertes Prostata-, Lungen- und 

Colonkrebsrisiko vor [120]. Diese Ergebnisse sollten mit der im Jahr 2000 gestarteten groß 

angelegten SELECT-Studie zur Prävention von Krebs durch Intervention mit Selen und 

Vitamin E bestätigt werden. Die Selensupplementation wurde allerdings im Jahr 2008 

abgebrochen, da bis zu diesem Zeitpunkt kein Einfluss von Selen auf die 

Prostatakrebsinzidenz bzw. andere Tumorinzidenzen nachgewiesen werden konnte [121]. 

Der größte Anteil der Probanden hatte zum Beginn der Selensupplementation einen hohen 

Plasmaselenspiegel. Deshalb wird vermutet, dass diese Probanden nicht von der 

Selensupplementation profitieren konnten. Trotz des Abbruchs der Supplementation ist die 

Idee mittels Selengabe bestimmten Krebsarten vorzubeugen bzw. die Reinzidenz zu 

verhindern, weiterhin Bestandteil verschiedener Interventionsstudien (Tab.1.3.).  

 

Tab.1.3. Interventionsstudien zu Selensupplementation und Krebs 
 
Land Dauer Probanden Supplementation Untersuchung/Ziel   Quelle 
 
NPC - Studie über Ernährungsbedingte Prävention von Krebs (1983-91) 

USA   4,5 Jahre 1312 200 µg Selen/Tag Einfluss von Selen auf   
 Verlaufskontrolle:  Selen-angereicherte Hefe das Wiederauftreten     [120] 
 6,4 Jahre von Hautkrebs 

   Ergebnis kein Einfluss von Selen auf die Reinzidenz von Hautkrebs, aber verringertes Colorektal-, 
Lungen- und Prostatakrebsrisiko 

 

Generelle Populationsstudie in Linxiang, China (1986-91) 

China 5,25 Jahre 1103 50 µg Selen/Tag Einfluss von Selen auf  
(Linxiang) Verlaufskontrolle: Selen-angereicherte Hefe gastritischen Krebs [119] 
 15 Jahre 15 mg ß-Carotin (z.B. Magenkrebs) 
 30 mg α-Tocopherol 

Ergebnis niedrige Plasmaselenlevel korrelierten mit erhöhtem Risiko für die Entstehung von 

Speiseröhren- und Magenkrebs  
 
PRECISE - Prävention von Krebs durch Intervention mit Selen (seit 1999) 

Dänemark, 8 Jahre       500 100, 200, 300 µg Selen/Tag Einfluss von Selen auf  
Schweden, Vorstudien:  Selen-angereicherte Hefe Gesamttumorinzidenz [122] 
UK 1999-2004 in gesunden Probanden 

Ergebnis Auswertung von Biomarkern für Selenaufnahme bestätigte Selensupplementation, 

 kein Auftreten von adversen Effekten 
  
Einfluss von Selen bei Therapie  von Hals- und Kopfkrebs  (1999) 

USA 8 Wochen 33 200 µg Selen/Tag Einfluss von Selen auf  
    Natriumselenit Therapieverlauf bei  [123] 
  Hals- und Kopfkrebs 

Ergebnis Selensupplementation verbesserte zellvermittelte Immunantwort  
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Land Dauer Probanden Supplementation Untersuchung/Ziel Quelle 
 
SELECT - Prävention von Krebs durch Intervention mit Selen und Vitamin E (2000-2008) 
 
USA 3 Jahre 35533 200 µg Selen/Tag Einfluss von Selen auf  
Kanada Verlaufskontrolle:   L-Selenomethionin Prostata-, Colon- und [121] 
 7-12 Jahre 400 IU Vit. E/Tag  Lungenkrebs 
 Abbruch: 2008 all rac-α-Tocopherylacetat 

Ergebnis kein Einfluss von Selen auf die Prostatakrebsinzidenz oder andere Tumorinzidenzen,  

 leicht erhöhtes Risiko für Typ 2
 
Diabetes Mellitus durch Selensupplementation 

 
Selensupplementation bei Behandlung von adenomatösen colorektalen Polypen (seit 2001) 
 
USA 3-5 Jahre 1850  einmal Selen/Tag Einfluss von Selen auf  
 Verlaufskontrolle: das Wiederaufteten   [124] 
 5 Jahre bzw. die Entstehung  
 von colorektalen Polypen 
Ergebnis noch keine Ergebnisse vorhanden 

 

Parallel zu den Studien im Menschen wurde auch im Tiermodel intensiv eine antikarzinogene 

Wirkung von Selen erforscht. Die Anreicherung von Futter mit Selen (5 ppm) resultierte in 

einer verminderten Tumorinzidenz in Ratten [125]. Die Forschergruppe von Maryce M. 

Jacobs untersuchte die Wirkung von Selen auf die durch ein Karzinogen verursachte 

Colontumorgenese in Ratten. In dieser Studie führte die Selensupplementation zu einer 

signifikant verminderten Tumoranzahl [126]. Es bleibt weiterhin ungeklärt, ob die 

antikarzinogenen Effekte von Selen selber oder über Selenoproteine vermittelt werden. 

Vermutlich sind beide in den präventiven Prozess involviert. Die Inkubation sowohl von 

Selenomethionin als auch Methylseleninsäure inhibierte das Wachstum von Krebszellen 

[127, 128, 129]. Bei der genetischen Analyse von gesunden Probanden und Patienten mit 

colorektalem Krebs waren Einzelnukleotidpolymorphismen in den Genen von Selenoprotein 

S, Selenoprotein P und GPx4 mit einem erhöhten colorektalem Krebsrisiko assoziiert [130]. 

Zusätzlich wurden antiinflammatorischen Eigenschaften von Selen und Selenoproteinen in 

vivo durch verminderte proinflammatorische und extrazelluläre matrixverwandte 

Genexpression in Makrophagen demonstriert [131, 132]. 
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1.6. Zielsetzung 
 
Es ist bekannt, dass der Knockout von GPx1 und GPx2 Colitis und Colontumore verursacht 

[83]. Des Weiteren offenbarte sich, dass ein GPx2-Allel ausreichend ist, um sowohl Colitis 

als auch die Tumorentstehung zu verhindern, wodurch die Vermutung nahe liegt, dass GPx2 

antiinflammatorische und antikarzinogene Eigenschaften besitzt [84].  

Das Ziel dieser Arbeit war die nähere Charakterisierung der GPx2-Knockout Maus. Dabei 

sollte näher erforscht werden, welche Funktion GPx2 unter physiologischen Bedingungen 

ausübt.  

Zunächst sollte in Wildtyptieren untersucht werden, ab welchem Zeitpunkt postnatal GPx1 

und GPx2 exprimiert werden und wie sich die Gesamt-GPx-Aktivität von postnatal bis ins 

jungadulte Alter verändert. Der Vergleich zwischen Wildtyp- und GPx2-Knockout-Maus sollte 

Aufschluss darüber geben, ob es unter physiologischen Bedingungen zu morphologischen 

Veränderungen des Colons kommt. Des Weiteren sollten Enzymexpressionanalysen 

durchgeführt werden, um zu analysieren ob der GPx2-Knockout beispielsweise die 

Expression der GPx1 im Colon beeinflusst.  

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ermittelt werden welchen Einfluss GPx2 auf die 

entzündungsvermittelte Colonkarzinogenese hat. Hierfür sollte ein Tierversuch mit Wildtyp- 

und GPx2-Knockout-Mäusen durchführt werden. Das verwendete Futter sollte drei 

verschiedene Selenkonzentrationen aufweisen und wurde als Selen marginal-defizient,              

-adäquat und -supplementiert eingestuft. Die Colonkarzinogenese sollte durch die 

Applikation des Karzinogens Azoxymethan (AOM) initiiert werden. Die Gabe von Natrium-

Dextransulfat (DSS) sollte eine Entzündung im Colon verursachen, wodurch der karzinogene 

Prozess stimuliert werden sollte. Zum einen sollte in der akuten Entzündungsphase eine 

Woche nach der DSS-Applikation der Entzündungsstatus des Colons bewertet werden. 

Diese Daten sollten Antworten über Unterschiede im Entzündungsstatus zwischen Wildtyp-

Tieren, GPx2-Knockout-Tieren und den drei verschiedenen Selendiäten liefern. Zum 

anderen sollte 12 Wochen nach der AOM-Gabe am Ende des Versuchs die Auswertung von 

Tumorvorstufen und Tumoren erfolgen. Hierbei sollte geklärt werden, ob es Unterschiede in 

der Anzahl und Größe von Tumorvorstufen (ACF) bzw. Tumoren gibt. Ebenfalls sollte die 

Verteilung der Tumore entlang des Colons dokumentiert werden. 
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Abb.2.1.  Konstruktion des GPx2-Knockout (KO). Dargestellt ist das GPx2-Gen der Maus (mus 

musculus). Das GPx2-KO Konstrukt wurde erzeugt, indem das Exon 1 durch ein Konstrukt aus dem 
pPNT-Vektor, der das Neomycingen beinhaltet, und einer Herpes-simpex-Virus-Thymidinkinase-
Kassette ersetzt wurde. Der Austausch des GPx2-Gen mit dem mittleren DNA-Konstrukte (pPNT-
Gpx2-KO) erfolgte durch homologe Rekombination. Exon 1 und Exon 2 sind grau markiert. Die 3’- und 
5’-nicht-translatierten Regionen sind blau unterlegt. neo = Neomycin-Kassette, hsv-tk = Herpes-
simpex-Virus-Thymidinkinase. Quelle: abgewandelt von Fig.1A [81] 
 

2. METHODEN 
 
2.1. Tierversuche 
 
Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Tierversuche wurden mit männlichen C57Bl/6J Wildtyp 

(WT) und GPx2-/-C57Bl/6Jx129SV/J (GPx2-Knockout) Mäusen durchgeführt. Die GPx2-

Knockout Maus wurde zur Verfügung gestellt von Dr. Fong-Fong Chu (Beckman Research 

Institute, City of Hope, USA). Das Gpx2-Gen enthält 2 Exons. Die Deletion von Exon 1 

verhindert die vollständige mRNA-Synthese des Gens. Somit ist in der GPx2-Knockout Maus 

weder die GPx2-mRNA noch das GPx2-Protein detektierbar. Zur Charakterisierung des 

Genotyps wurde bei den Mäusen im Alter von 4 Wochen eine Schwanzspitzenbiopsie 

durchgeführt, welche mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (siehe 2.2.) analysiert wurde. 

WT Gpx2

pPNT-Gpx2-KO

Gpx2-KO

Exon 1 Exon 2

neo

neo

hsv-tk

WT Gpx2

pPNT-Gpx2-KO

Gpx2-KO

Exon 1 Exon 2

neo

neo

hsv-tk

 

Die von Dr. Chu erhaltenen GPx2-Knockout Männchen wurden zunächst mit WT Weibchen 

verpaart. Die daraus resultierende heterozygote männliche F1-Generation (HET) wurde 

erneut mit WT Weibchen verpaart. Anschließend wurden die daraus entstandenen 

heterozygoten Weibchen und Männchen der F2-Generation miteinander verpaart. Die 

weitere Zucht zur Erhaltung der GPx2-Knockout-Mauslinie erfolgte mit den daraus 

resultierenden Wildtyp, GPx2-Knockout und HET Tieren.  Für die Tierversuche wurden WT 

Männchen und Weibchen sowie GPx2-Knockout Männchen und Weibchen miteinander 

verpaart, um eine größtmögliche Anzahl an WT und GPx2-Knockout Männchen zu erhalten. 

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen (SPF) 

bei einem 12-stündigen Licht-Dunkel-Rhythmus und freiem Zugang zu Wasser und Futter 

nach Vorschrift des Tierschutzgesetzes. Die Tötung der mit Isofluran (Shop pharma, 

Burgdorf, D) narkotisierten Tiere erfolgte durch zervikale Dislokation. 

 
2.1.1.   Tierversuch in Abhängigkeit vom Alter 
 
30 männliche C57Bl/6J Wildtyp Mäuse wurden in 6 verschiedene Altersgruppen (0, 1, 2, 4, 6 

und 8 Wochen alt) mit jeweils 5 Tieren pro Gruppe eingeteilt und bekamen im Alter von                
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4 Wochen nach dem Absetzen vom Muttertier Haltungsfutter verabreicht (Ssniff, Soest, D), 

welches einen Selengehalt von 0,36 mg/kg Futter aufwies. Im Laufe des Versuchs wurde 

eine Helicobacter-Infektion nachgewiesen, die allerdings zu keinem Krankheitsbild führte. 

Nach der Tötung der Tiere wurden die entnommenen Organe mit einer in flüssigem Stickstoff 

vorgekühlten Gefrierzange schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

 
2.1.2.   Model  für entzündungsassoziierten Dickdarmkrebs 
 
169 männliche Wildtyp C57Bl/6J (WT) und GPx2-/-C57Bl/6Jx129SV/J (GPx2-Knockout) 

Mäuse aus eigener Zucht erhielten ab einem Alter von 4 Wochen Selen marginal-defizientes, 

selenadäquates oder selensupplementiertes Futter. Die Tiere wurden unter spezifisch 

pathogenfreien Bedingungen (SPF) in einzelbelüfteten Käfigen (IVC, Techniplast, Italien) 

gehalten. Die Verabreichung des Futters erfolgte in Form von Pellets. Das selenarme Futter 

(Nr. C1045 mit 50 % Kohlenhydraten, 17 % Protein, 5 % Fett, 4 % Ballaststoffen und einer 

Mixtur aus Mikronährstoffen; Altromin, Lage, D) auf Basis von Torulahefe hatte laut eigener 

Messung einen Selengehalt von 0,08 mg/kg Futter. Das selenadäquate Futter wurde durch 

Zumischung von Selenomethionin (Acros, Geel, Belgien) auf einen Selengehalt von          

0,15 mg/kg Futter eingestellt und das selensupplementierte Futter entsprechend auf         

0,66 mg/kg. Die Selengehalte wurden mittels Fluorimetrie (2.8) bestimmt. Für das 

entzündungsassoziierte Dickdarmkrebsmodel wurden die Tiere in 12 Gruppen mit jeweils  14 

Tieren (bzw. einmalig 15 Tiere) eingeteilt: 
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Lösemittel-

kontrolle

WT

Futter
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WT
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GPx2-KO GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO
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AOM/DSS AOM/DSS
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AOM/DSS

selenadäquat

Lösemittel-

kontrolle

WT

Futter

Selen marginal-defizient

Behandlung

Lösemittel-
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WT

∑ 12 Gruppen à 14 Tiere

GPx2-KO GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO WT GPx2-KO

Lösemittel-

kontrolle
AOM/DSS AOM/DSS

 

 

Im Alter von 9 Wochen erfolgte die intraperitoneale Injektion von Azoxymethan (AOM,         

10 mg/kg Körpergewicht, Sigma-Aldrich, Steinheim, D) bzw. isotonischer Kochsalzlösung 

(0,9 % NaCl, Sigma-Aldrich, Steinheim, D) bei der Kontrollgruppe. Eine Woche später 

erhielten die Behandlungsgruppen 1 %  Natrium-Dextransulfat (DSS, MP biomedicals, 

Eschwege, D) für 7 Tage im Trinkwasser bzw. reines Trinkwasser in den Kontrollgruppen. 

Den Tieren wurde über einen Zeitraum von 4 Wochen (im Alter von 8 bis 12 Wochen) jeden 

zweiten Tag 100 µl Kalium-Phosphat-Puffer (100 mM, pH 7,4) per Schlundsonde verabreicht 

(als Kontrolle für eine Sulforaphan-Behandlung). 

                                  

Tab.2.1. Einteilung der Versuchsgruppen 

METHODEN                                                                                                                                         26         



Reagenzien

H2O ad 50 µl

10 x Gitschier-Puffer

Proteinase K (10 mg/ml)

ß-Mercaptoethanol

Volumen in µl

39,5 

5

5

0,5

Finale Konzentration

1 x

5 µg

1 %

Firma/ Bestandteile

670 mM TRIS-HCl pH 8,8; 0,5 % (v/v) Triton X-100

160 mM (NH4)2SO4; 65 mM MgCl2

AppliChem, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Reagenzien

H2O ad 50 µl

10 x Gitschier-Puffer

Proteinase K (10 mg/ml)

ß-Mercaptoethanol

Volumen in µl

39,5 

5

5

0,5

Finale Konzentration

1 x

5 µg

1 %

Firma/ Bestandteile

670 mM TRIS-HCl pH 8,8; 0,5 % (v/v) Triton X-100

160 mM (NH4)2SO4; 65 mM MgCl2

AppliChem, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Das Gewicht der Tiere wurde im Alter von 8 bis 12 Wochen jeden zweiten Tag und im Alter 

von 12 bis 21 Wochen einmal pro Woche ermittelt. Ab der DSS-Applikation im Alter von      

10 Wochen wurde zusätzlich die Konsistenz bzw. Verfärbungen des Fäzes sowie okkultes 

Blut im Kot dokumentiert. Im Alter von 12 bzw. 21 Wochen wurden die Tiere mittels Isofluran 

narkotisiert und durch zervikale Dislokation getötet. Es erfolgte die Aufteilung des Colons für 

verschiedene Analysen (Abb.2.3.1. und Abb.2.3.2.). Das Ileum wurde wie folgt aufgeteilt: ca. 

4 cm proximal wurden mit einer in flüssigem Stickstoff vorgekühlten Gefrierzange 

schockgefroren und bei -80°C gelagert und 1 cm distal wurde in 4%iger Formaldehydlösung 

(Merck, Darmstadt, D) fixiert. Der rechte Leberlappen wurde in Formaldehydlösung fixiert 

und das restliche Lebergewebe wurde schockgefroren.  

 
2.2. Genotypisierung 
 
Für die Genotypisierung wurde die Schwanzspitzenbiopsie zunächst proteolytisch verdaut 

(Tab. 2.2.). Nach 4 h Inkubation bei 50°C und 1000 U/min im Thermoschüttler (Eppendorf, 

Wesseling-Berzdorf, D) erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Proteinase K für 10 min bei 95°C.   

 

 

 

 

Die anschließende Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) zur Analyse des Genotyps wurde mit 

spezifischen WT- und GPx2-Knockout-Primern (Tab.2.3.) durchgeführt. Die PCR der 

Genotypisierungsansätze (Tab.2.3.) wurde im Thermozykler (T3 Thermozykler, Biometra, 

Göttingen, D) durchgeführt und bestand aus 3 Phasen: Denaturierung der DNA,  

Hybridisierung der Primer und Elongation (Tab. 2.3.).  

Abb.2.2. Experimentelles Design des Tierversuchs für entzündungsassoziierten Dickdarmkrebs. 

AOM = Azoxymethan, DSS = Natrium-Dextransulfat, ACF = aberranter Krypt Foci 
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Reagenzien

H2O ad 25 µl

10 x DreamTaq™ Green Puffer 

MgCl2 (25 mM)

dNTPs (25 mM) 

Primer forward GPx2 (25 µM) 

Primer forward pNTpgK1 (25 µM)

Primer reverse Mpxin09 (25 µM)

Taq-Polymerase (5u/µl)

Template

Volumen in µl

18,875

2,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,5

0,125

1

Finale Konzentration

1 x

0,5 mM

0,5 mM

0,5 µM

0,5 µM

0,5 µM

0,003125 u

Firma / Sequenz der Oligonukleotide

Fermentas, Leon-Rot, D

Fermantas, Leon-Rot, D

Bioline, Luckenwalde, D

5’ GTGCTGATTGAGAATGTGGC 3’ 

5’ CAGTTTCATAGCCTGAAGAACGAGAT 3’

5’ TCCATGCCAACGTAGTGATT 3’ 

DreamTaq™, Fermentas, Leon-Rot, D

Phase

Denaturierung

Denaturierung

Primer-Hybridisierung

Elongation

Finale Elongation

Zeit

2 min

30 sec

45 sec

45 sec

10 min

Temperatur in °C

95

95

58
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72

40 Zyklen
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2.3. Histologie und indirekte Immunhistochemie 
 
2.3.1.   Analyse des Entzündungsstatus im Colon 
 
Eine Woche nach der DSS-Applikation erfolgte die Tötung von 4 Tieren pro Gruppe (Alter: 

12 Wochen) zur Analyse der Entzündung des Colons. Der proximale Teil des Colons diente 

zur biochemischen Analyse (Western Blot, Aktivitätsmessungen, etc.) und wurde 

schockgefroren und bei -80°C gelagert. Der transverse und distale Teil des Colons wurde 

aufgerollt und in 4%iger Formaldehydlösung fixiert (Abb.2.3.). 

 
 

Der Entzündungsstatus des Colons wurde auf der längs geschnittenen und in Paraffin 

(HISTOPLAST, Shandon, USA) eingebetteten Hämatoxilin/Eosin gefärbten Colonrolle 

analysiert. Der Entzündungsscore bestand aus verschiedenen Parametern (Tab.2.4.). Die 

histologische Auswertung des Colons fand am Mikroskop statt (Zeiss Axio Observer D1, 

Jena, D). Für die Beurteilung der Colon-Makroskopie wurden direkt nach der 

Organentnahme morphologische Veränderungen, wie z.B. Schwellung, Verkürzung, Rötung  

dokumentiert.  

Tab.2.3. PCR-Ansatz für die Genotypisierung 

Abb. 2.3.  Aufteilung des Colons für Analyse des Entzündungsstatus und Enzymexpression 

Die PCR-Produkte (Wildtyp-PCR: 450 bp, GPx2-Knockout-PCR: 480 bp) wurden in einem 

1,5%igen Agarosegel (Biozym LE Agarose, Oldendorf, D) aufgetrennt und mittels 

Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) unter UV-Licht visualisiert.  
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2.3.2.   Quantifizierung von Tumoren und aberranten Krypt Foci (ACF)  
 
Bei der Organentnahme 12 Wochen nach der AOM Injektion wurden die verbliebenen        

10 Tiere pro Gruppe (Alter: 21 Wochen) getötet. Das gesamte Colon wurde entnommen. Ein 

definiertes Colonstück wurde zur Quantifizierung von Apoptosen bzw. Mitosen verwendet 

(2.3.3). Das restliche Colon wurde auf Filterpapier aufgespannt und in 4%iger Formaldehyd-

lösung fixiert, um eine maximale Breiten- und Längenausdehnung zu erreichen. Nach der 

Spülung des Colons für 1 min in PBS-Lösung (0,14 M NaCl2, 10 mM Na2HPO4 x 2H2O) 

erfolgte die Färbung in Methylenblaulösung (0,1 % Methylenblau in PBS-Lösung) für          

ca. 2 - 4 min. Die dadurch entstehende selektive Färbung des Gewebes ermöglicht eine 

Analyse der ACF und Tumore. Anschließend wurde das Colon in PBS-Lösung überführt und 

10 min inkubiert, um eine gleichmäßige Verteilung des Farbstoffs in allen Zellen bzw. 

Krypten zu erzielen. Die Zählung von Tumoren und ACF erfolgte am Binokular (Objektiv: DF 

Plan 1,5 x,  Olympus SZH10 research stereo, Hamburg, D). Die Tumorgröße wurde ermittelt 

durch Messung an der größten Ausdehnung des Tumors. Einzelne Tumore wurden nach der 

Zählung für weitere histologische und immunhistochemische Analysen heraus-präpariert und 

in Paraffin eingebettet (siehe 2.3.4.). 

 

 Abb. 2.4.  Aufteilung des Colons zur Analyse von ACF, Tumoren, Mitosen und Apoptosen 

Tab.2.4. Parameter des Entzündungsscores 



Stammzellen
4. Krypt-
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Transit -

amplifizierende
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2.3.3.   Quantifizierung von Apoptosen/Mitosen 

 
Bei der Tötung wurde vor dem Aufspannen des Colons auf Filterpapier in einer Distanz von 

1,5 cm zum Anus ein 0,5 cm großes Stück Colon herauspräpariert und in 4%iger 

Formaldehydlösung fixiert. Das in Paraffin eingebettete Colongewebe wurde quer 

angeschnitten und mit Hämatoxilin gefärbt. Die Quantifizierung der Apoptosen bzw. Mitosen 

erfolgte am Mikroskop (Objektiv 60 x, Zeiss Axio Observer D1, Jena, D). Apoptotische Zellen 

wurden charakterisiert anhand von morphologischen Veränderungen identifiziert (Zell-

schrumpfung, Kernkondensation, perinukleare Klärung, etc.). Mitotische Zellen wurden durch 

die charakteristischen Phasen der Mitose (Pro-, Meta-, Ana- und Telophase) klassifiziert, 

innerhalb derer es zur Chromatinkondensation und Chromosomenformation kommt. Die 

Quantifizierung erfolgte in 200-300 longitudinal angeschnittenen Colonkrypten pro Maus. Für 

die Auswertung wurde die Krypte gedanklich in 4 gleichgroße Abschnitte unterteilt, wobei der 

erste Abschnitt der Kryptenspitze und der vierte Abschnitt dem Kryptengrund entspricht 

(Abb.2.5.). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.4.   Gewebeaufarbeitung für Immunfärbungen 
 
Die Organproben wurden in 4%iger Formaldehydlösung für 24 h fixiert und anschließend für 

24 h unter fließendem Leitungswasser gespült. Die Dehydrierung der Proben im 

Entwässerungsautomaten (HYPERCENTER®XP,  Shandon, USA) erfolgte über eine aufstei-

gende Ethanolreihe, 100 % Toluol und Paraffin (Tab.2.5.). 

 

Abb. 2.5.  Darstellung einer Colonkrypte. Für die 
Quantifizierung von Mitosen und Apoptosen 
gedankliche Unterteilung in 4 gleich große 

Abschnitte. 
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Substanz

Ethanol, 55 %

Ethanol, 70 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Toluol

Toluol

Paraffin

Paraffin

Zeit in min

45

70

90

105

90

150

90

150

120

180

Temperatur in °C

40

40

40

40

40

40

40

40

60

60

Vakuum

ohne

ohne

ohne

ohne

ohne

ohne

mit

mit

mit

mit

Substanz

Ethanol, 55 %

Ethanol, 70 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Toluol

Toluol

Paraffin

Paraffin

Zeit in min

45

70

90

105

90

150

90

150

120

180

Temperatur in °C

40

40

40

40

40

40

40

40

60

60

Vakuum

ohne

ohne

ohne

ohne

ohne

ohne

mit

mit

mit

mit

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abschließend wurden die Proben in Paraffin eingebettet. Das Schneiden der gekühlten 

Paraffinblöcke in 2 µm dicke Schnitte erfolgte am Microtom (MICROM, Walldorf, D). Im 

Anschluss wurden die Schnitte in 37°C warmes Wasser überführt, um eine Streckung des 

Schnittes zu erzielen. Danach wurden die Schnitte auf Objektträger gezogen und getrocknet. 

Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte wurde mittels 100 % Toluol und einer 

absteigenden Ethanolreihe erreicht (Tab.2.6.). 

 

Substanz

Toluol

Toluol

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 70 %

Ethanol, 40 %

Aqua dest.

Zeit in min

2:00

3:00

2:00

3:00

2:00

1:45

2:00

1:30

Substanz

Toluol

Toluol

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 96 %

Ethanol, 70 %

Ethanol, 40 %

Aqua dest.

Zeit in min

2:00

3:00

2:00

3:00

2:00

1:45

2:00

1:30

 

2.3.5. Hämatoxilinfärbung 
 
Hämatoxilin dient zur Färbung von Zell- und Gewebestrukturen, wie z.B. Zellkernen. Dadurch 

wird eine Quantifizierung von Mitosen und Apoptosen (2.7.2.) ermöglicht. Für die Häma-

toxilinfärbung wurden die Schnitte mit Mayers Hämalaun (Merck, Darmstadt, D) für 1 min bei 

RT inkubiert und anschließend für 5,5 min unter fließendem Leitungswasser gespült. Eine 

Spülung mit destilliertem H2O für 30 sec wurde angeschlossen. Die Dehydrierung der 

Gewebeschnitte erfolgte in einer aufsteigenden Ethanolreihe und 100 % Toluol (Tab. 2.7.). 

 

 

 

 

                             Tab.2.4. Dehydrierung der Gewebe 

                             Tab.2.6. Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte 
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                             Tab.2.5. Dehydrierung der Gewebe 



Substanz

Ethanol, 70 % 

Ethanol, 96 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Toluol

Toluol

Zeit in min

1:30

2:00

2:00

2:30

2:30

3:30

Substanz

Ethanol, 70 % 

Ethanol, 96 %

Ethanol, 100 %

Ethanol, 100 %

Toluol

Toluol

Zeit in min

1:30

2:00

2:00

2:30

2:30

3:30

 

 

 

 

 
 

 
 
2.3.6. Immunhistochemie 
 
Die Expression verschiedener Proteine im Colon wurde mittels Immunhistochemie analysiert. 

Bei dieser Methode werden Proteine mit Hilfe von Antikörpern sichtbar gemacht. Das 

Antigen des zu untersuchenden Proteins wird vom Primärantikörper erkannt und gebunden. 

An den Primärantikörper bindet ein spezifischer Sekundärantikörper, der zusätzlich an ein 

Enzym gekoppelt ist, welches das anschließend angebotene Substrat umsetzen kann. Die 

Substratumsetzung resultiert in einer sichtbaren Färbung des zu untersuchenden Proteins. 

Eine starke Färbung stellt somit eine hohe Expression des Proteins dar.  

Zunächst wurden die Schnitte einer Hitzebehandlung (Mikrowelle, 5 min, 850 W) in 10 mM 

Na-Citrat (pH 6.0) unterzogen, um das Antigen des zu untersuchenden Proteins zu 

demaskieren. Anschließend wurden die Schnitte mit destilliertem H2O gespült. Eine 

Inkubation für 10 min mit 3 % H2O2 in deionisiertem Wasser diente zur  Blockierung der 

endogenen Peroxidaseaktivität. Zwischen den nachfolgenden Schritten erfolgte eine Spülung 

mit PBS (pH 7.4). Die Inkubation der Schnitte mit den Primärantikörpern Kaninchen-anti-

Human GPx2 Antiserum (Hersteller siehe Tab.2.9., Verdünnung 1:12000 in Antikörper-

verdünnungsmedium S3022, DAKO, Hamburg, D) oder Kaninchen-anti-Human GPx1 

Antiserum (Hersteller siehe Tab.2.8., Verdünnung 1:6500 in Antikörperverdünnungsmedium 

S3022, DAKO, Hamburg, D) erfolgte für 18 h bei 4°C. Im Anschluss wurden die Schnitte mit 

dem Sekundärantikörper (Simple Stain Mouse MAX PO (R) Universal Immuno-Peroxidase 

Polymer for mouse tissues, Anti rabbit, N-Histofine®, Nichirei BIOSCIENCES, Tokio, Japan) 

inkubiert. Die Visualisierung der Antikörperbindung erfolgte mittels Inkubation mit             

3,3'-Diaminobenzidin (DAB, Chromogen Substrate Kit, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, 

USA) für 1 min bei RT. Anschließend wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden 

Ethanolreihe und Toluol (Tab. 2.7.) dehydriert. Abschließend erfolgte die Einschließung der 

Schnitte unter Deckgläschen mittels Kunstharz (Entellan, Merck, Darmstadt, D). Die Analyse 

der Proteinexpression in den Colonkrypten erfolgte am Mikroskop (Zeiss Axio Observer D1, 

Jena, D). Die Expression wurde wie folgt bewertet: keine Expression = 0 Punkte, schwache 

Expression = 1 Punkt, mäßige Expression = 2 Punkte und für eine starke Expression wurden 

3 Punkte vergeben. 

                             Tab.2.7. Dehydrierung der Gewebeschnitte 
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2.4. Herstellung von Proteinlysaten aus Organen 
 

Für die Analyse von Proteinexpressionen und Enzymaktivitäten wurden aus verschiedenen 

Organen Proteinlysate hergestellt. Die Homogenisation von 20 mg schockgefrorenem 

Gewebe erfolgte mit einem in Stickstoff gekühlten Mörser. Das Homogenat wurde 

anschließend in ein auf Eis gekühltes Safelock-Gefäß mit 500 µl GPx-Homogensitations-

puffer (100 mM TRIS, 300 mM KCl, 0,1 % TritonX-100, pH 7,6) und 4 µl Proteinase Inhibitor 

(Protease-Inhibitor-Cocktail-Set-III, Calbiochem, Darmstadt, D) überführt. Nach der Zugabe 

einer Metallkugel (2,5 mm Durchmesser, KGM, Fulda, D) erfolgte die Gewebezerkleinerung 

in einer Kugelmühle (Qiagen Tissue Lyser, Hilden, D) für 2 x 2 min bei höchster Frequenz 

(30 Hz). Zwischenzeitlich wurden die Proben auf Eis abgekühlt. Nach dem Entfernen der 

Metallkugel wurden die Proben für 15 min bei 4°C und höchster Geschwindigkeit (16400 

rpm) zentrifugiert (Eppendorf Zentrifuge R180D, Wesseling-Berzdorf, D). Abschließend 

wurde der Überstand in ein neues Gefäß überführt, aliquotiert und bei -80°C gelagert. 

 
2.5. Proteinbestimmung nach Bradford 
 
Der Proteingehalt der Organlysate wurde in nach der von Marion M. Bradford beschriebenen 

Methode quantifiziert [133]. Bei einer Komplexbildung des verwendeten Farbstoffs 

Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Bio-Rad, München, D) mit sauren und basischen 

Seitenketten von Proteinen wird der Farbstoff in seiner blauen, unprotonierten, anionischen 

Sulfonatform stabilisiert und das Absorptionsmaximum verschiebt sich von 470 nm auf       

595 nm. Für die Messung der Proteinkonzentration in einer 96-Loch-Platte (Zellkultur 

Testplatten 96 F, Technic Plastic Products, Trasadingen, CH) wurde zu 10 µl Probe 

(Verdünnung Colon und Ileum 1:30, Verdünnung Leber 1:100) 200 µl Bradford-Färbelösung 

(Verdünnung 1:5, Bio-Rad, München, D) zugegeben. Nach einer Inkubation für 15 min bei 

RT erfolgte die Absorptionsmessung bei 630 nm im Plattenphotometer (BioTek Synergy 2, 

Bad Friedrichshall, D). Zur Quantifizierung wurde eine Standardreihe mit bekannten 

Konzentrationen (zwischen 20 und 300 μg/ml) von bovinem Serumalbumin (BSA, Protein 

Assay Standard II, BioRad, München, D) verwendet. 

 
2.6. SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese) und Western Blot 
 
SDS (Natriumdodecylsulfat) ist ein Detergens, welches die Eigenladungen von Proteinen 

überdeckt, sodass die Proteine eine konstante negative Ladung aufweisen. Die denaturierten 

Proteine werden auf ein Gel aus Polyacrylamid geladen, welches in Elektrolyte eingelegt ist. 

Das Gel fungiert als Sieb. Die Anlegung eines elektrischen Feldes bewirkt die Wanderung 

der negativ geladenen Proteine zur Kathode und dadurch die Auftrennung der Proteine der 

Größe nach. Die nach der Auftrennung ihrer Größe nach sortierten Proteine werden beim 

Western Blot durch Bindung spezifischer Antikörper sichtbar gemacht. 
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Substanz

H2O 

AA (29:1) 40 %

TRIS-HCl

SDS 10 %

APS 10 %

TEMED 10 %

Trenngel (12,5 %)

2,44 ml 

1,87 ml

1,5 M; pH 8,8; 1,5 ml

60 µl

60 µl

60 µl

Sammelgel (5,5 %)

3,06 ml

638 µl

0,5 M; pH 6,8; 1,25 ml

50 µl

50 µl

50 µl

Substanz

H2O 

AA (29:1) 40 %

TRIS-HCl

SDS 10 %

APS 10 %

TEMED 10 %

Trenngel (12,5 %)

2,44 ml 

1,87 ml

1,5 M; pH 8,8; 1,5 ml

60 µl

60 µl

60 µl

Sammelgel (5,5 %)

3,06 ml

638 µl

0,5 M; pH 6,8; 1,25 ml

50 µl

50 µl

50 µl

Primärantikörper

Kaninchen-anti-Human GPx2

Kaninchen-anti-Human GPx1

Kaninchen-anti-Human β-Actin

Verdünnung 

in 1xTTBS

1:5000

1:8000

1:5000

1:50000

Hersteller

GBF, Braunschweig; Böcher et al., 1997

abcam, Cambridge, UK 

Biozol, Eching, D

Chemicon, Hofheim , D

Inkubations-

temperatur

4°C

4°C

RT

RT

Inkubationszeit

16 h

16 h

2 h

1 h

Sekundärantikörper

Ziege-anti-Kaninchen-IgG-POD

Primärantikörper

Kaninchen-anti-Human GPx2

Kaninchen-anti-Human GPx1

Kaninchen-anti-Human β-Actin

Verdünnung 

in 1xTTBS

1:5000

1:8000

1:5000

1:50000

Hersteller

GBF, Braunschweig; Böcher et al., 1997

abcam, Cambridge, UK 

Biozol, Eching, D

Chemicon, Hofheim , D

Inkubations-

temperatur

4°C

4°C

RT

RT

Inkubationszeit

16 h

16 h

2 h

1 h

Sekundärantikörper

Ziege-anti-Kaninchen-IgG-POD

Zur Probe (Endkonzentration 50 µg Protein) wurden 4 µl 5 x Lämmli-Puffer (312,5 mM TRIS 

(pH 6,8), 10 % SDS, 12,5 % β-Mercaptoethanol, 50 % Glycerin, 0,625 % Bromphenolblau) 

und ein entsprechendes Volumen H2O zugegeben, sodass jeder Ansatz ein Endvolumen von 

20 µl hatte. Während der Denaturierung der Proteine für 5 min bei 95°C erfolgte die 

Vorbereitung der Gelapparatur (Biometra, Minigel-Twin G42, Göttingen, D). Der gesamte 

Ansatz (20 µl) und ein Proteinmarker (Bio-Rad, München, D) wurden auf ein 

Polyacrylamidgel geladen. 

 

 

 

 

 

Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei einer Stromstärke von 15 mA pro Gel in                 

1 x Elektrophoresepuffer (25 mM TRIS, 192 mM Glycin, 3,4 mM SDS, pH 8,5). Anschließend 

wurde die Blotapparatur (Amersham Pharmacia Biotech, Model TE77, Freiburg, D) 

vorbereitet. Das Gel, die Nitrocellulosemembran (Schleicher & Schüll, Dassel, D) und das 

Filterpapier (Schleicher & Schüll, Dassel, D) wurden vollständig mit Blotpuffer (25 mM TRIS, 

100 mM Glycin, 15 % Methanol, pH 8,3) getränkt. Nach der Übertragung der aufgetrennten 

Proteine auf eine Nitrocellulosemembran mittels semi-dry-Verfahren für 2 h bei 4°C und einer 

Stromstärke von 1,2 mA/cm2 erfolgte die Inkubation der Membran für 1 h  in 5%iger 

Magermilchlösung (in TRIS-gepufferter Kochsalzlösung mit Tween 20  (TTBS; 50 mM TRIS, 

150 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, pH 7,5)) zur Blockierung unspezifischer Bindungen. 

Während der nachfolgenden Schritte wurde die Membran mehrmals in TTBS gewaschen. 

Zuerst wurde die Membran mit dem entsprechenden Primärantikörper und anschließend mit 

einem Sekundärantikörper inkubiert (Tab.2.9.). 

 

 

 

 

 

 

                              Tab.2.9. Verwendete Western Blot Antikörper 
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                             Tab.2.8. Zusammensetzung der Polyacrylamidgele 



Gleichmäßiges Überschichten der Membran mit luminolhaltigem Detektionsreagenz (Super-

Signal West Dura Extended Duration Substrate, Pierce, USA) diente zur Visualisierung der 

Immunreaktion mittels Chemilumineszenz (Kamerasystem Fuji LAS3000-CCD). Die 

Auswertung der Proteinbanden erfolgte mit der Software Aida/2D Densitometry 4.04 

(Raytest, Straubenhardt, D).  

Zur Normalisierung und als Kontrolle für die Auftragung gleicher Proteinkonzentrationen 

wurde das Gel nach dem Blotten mit Coomassie-Brilliant-Blue (1 g Coomassie-Brilliant-Blue 

(Serva, Heidelberg, D), 425 ml Ethanol, 50 ml Methanol, 100 ml Essigsäure (96 %) in 425 ml 

H2O) angefärbt und anschließend fixiert (7 % Essigsäure, 10 % Methanol).  

 

2.7. Glutathion-Peroxidase (GPx) Aktivitätsmessung 

 
Die GPx-Aktivität verschiedener Organlysate wurde mit einem Glutathionreduktase-

gekoppelten Test bestimmt. Folgende Reaktionen finden hierbei statt:  

 
ROOH + 2 GSH       GSSG + ROH + H2O (Reaktion der Glutathionperoxidasen) 

 
NADPH + H+

 + GSSG        2 GSH + NADP+
 (Reaktion der Glutathionreduktase) 

 
Für die Messung der GPx-Aktivität in einer 96-Loch-Platte (Zellkultur Testplatten 96 F, 

Technic Plastic Products, Trasadingen, CH) wurden 2,5 μl Probe (Verdünnung 1:10 bei 

Colon und Ileum, Verdünnung 1:100 bei Leber) vorgelegt und 247,5 μl des Reaktionsmixes       

(100 mM TRIS/HCl pH 7,6; 5 mM EDTA, 1 mM NaN3; 3 mM GSH, 0,1 mM NADPH, 0,1 % 

Triton X-100; 600 mU Glutathionreduktase (Sigma-Aldrich, Steinheim, D)) zugegeben.  Nach 

einer Inkubation für 10 min bei 37°C wurden 10 μl H2O2 (finale Konzentration: 50 μM) zum 

Starten der Reaktion zugegeben. Die Messung des NADPH-Verbrauchs erfolgte über einen 

Zeitraum von 5 min bei 340 nm am Photometer (Biotek Synergy 2, BioTek, Bad Friedrichs-

hall, D). Mittels des Lambert-Beerschen Gesetzes (ε[NADPH]: 6,3 mM-1
 cm-1) wurde mit dem 

ΔE/min aus der Messung die Enzymaktivität in mU/mg Protein berechnet.  

 
2.8. Bestimmung des Selengehalts 
 
Die Bestimmung des Selengehaltes erfolgte mittels fluorimetrischer Messung [134, 135]. 

Zunächst erfolgte die Einwaage von 60-80 mg Futter bzw. die Abmessung von 30 μl Plasma 

und eine anschließende Verdünnung mit 100 μl Wasser. Nach der Zugabe von 500 μl 

Säuremix (HNO3/HClO4, 4:1, v/v) wurden die Proben für 30 min bei 100°C inkubiert. Vor und 

Nach einer erneuten Inkubation für 30 min bei 120°C fand eine Gasentweichung durch 

vorsichtiges Öffnen des Deckels statt. Während der anschließenden Inkubation für 

mindestens 120 min bei 190°C in einem Thermostat VLM 4.0 Heizblock (VLM GmbH, 

Leopoldshöhe), wird das freigesetzte Selen zu Se (VI) oxidiert. Nach der Abkühlung der 

METHODEN                                                                                                                                         35         



Proben über Nacht auf Raumtemperatur wurden  500 μl HCl (37 %) zugegeben und für 15 

min bei 90°C inkubiert. Während der im Anschluss durchgeführten Inkubation für 45 min bei 

150°C, wird das freigesetzte Se (VI) zu Se (IV) reduziert. Nach dem Abkühlen der Proben 

auf Raumtemperatur erfolgte die Zugabe von 2 ml EDTA (2,5 mM, pH 8,0) und 600 μl 2,3-

Diaminonaphthalen (DAN; 1mg/ml in 0,1 M HCl) und eine nachfolgende Inkubation für 30 

min bei 55°C, bei der eine Komplexbildung zwischen Se und DAN stattfindet. Abschließend 

erfolgte die Extraktion der Proben mit 3 ml Cyclohexan.  Nach der Phasentrennung (ca. 24 h) 

wurden die Proben fluorimetrisch im AB2 Lumineszenz-spektrometer (SLMAMINCO ®) bei 

346 nm Anregung und 520 nm Emission vermessen. Eine Atomabsorptionsspektroskopie-

Selen-Standardlösung (Sigma-Aldrich, Steinheim, D) mit Konzentrationen zwischen 0 und 

450 μg Selen/l diente zur Erstellung einer Standard-geraden, welche zur Quantifizierung der 

gemessenen Werte verwendet  wurde. 

 
 
2.9. Statistik  
 
Die Statistikberechnung erfolgte mit dem zweiseitigen Student’s T-Test beim Vergleich von 

Mittelwerten, dem Mann-Whitney-Test (U-Test) beim Vergleich von Medianen und dem ein- 

und zweiseitigem ANOVA-Test beim Vergleich von mehr als zwei Gruppen unter 

Verwendung des Programms GraphPad Prism Version 5 (La Jolla, USA), wobei 

ifikant angesehen wurden. Die Auswertung der 

Korrelation von Entzündungsscore und Tumoranzahl sowie die Auswertung der Tumoranzahl 

bezüglich der Verteilung der Ergebnisse bzw. der Anwendung geeigneter Statistiktests 

wurde unterstützt von Frau Prof. Hannelore Liero und Herrn Prof. Henning Läuter 

(Mathematisches Institut, Universität Potsdam). 
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Abb.3.1. Selenstatus und Enzymexpression von männlichen Wildtyp-Tieren in Abhängigkeit vom 
Alter (n = 5). A Selengehalt der Leber (für den Zeitpunkt 0 Wochen wurde nur ein Tier vermessen). B, 

C GPx2- und GPx1-Proteinexpression im Colon. Analyse mittels Western Blot, Normalisierung auf 
Coomassie-Färbung des Gels. D GPx-Aktivität im Colon in mU/mg Protein. 1way ANOVA 

##
 p<0,01 vs 

Alter 8 Wochen; ** p<0,01, *** p<0,001 vs Alter 0 Wochen; 
§§

 p<0,01; (+) p<0,05 zweiseitiger Student’s 
T-Test zwischen Alter 2 und 4 Wochen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SD. 

3. ERGEBNISSE 

3.1. Physiologische Funktion der GPx2 

3.1.1. Enzymexpression im Colon in Abhängigkeit vom Alter 
 
Jeweils 5 Wildtyp-Tiere im Alter von 0, 1 und 2 Wochen wurden vom Muttertier gesäugt. Die 

Selenaufnahme erfolgte mit der Muttermilch. Die Nahrungsaufnahme von festem Futter 

begann mit dem Absetzen der Jungtiere vom Muttertier im Alter von 4 Wochen. Die Tiere im 

Alter von 4, 6 und 8 Wochen erhielten Haltungsfutter, welches einen Selengehalt von 0,36 

ng/mg Futter aufwies. Zunächst erfolgte die Messung des Selengehalts im Leberlysat, um 

anschließend eine Aussage über den Selenstaus der Tiere treffen zu können. Der 

Selengehalt der Leber betrug im Alter von einer Woche 17,4 ng/ml und stieg zunächst linear 

bis ins jungadulte Alter von 6 Wochen um das Dreifache auf 60,6 ng/ml an. Im Alter von              

8 Wochen betrug der Selengehalt 60,5 ng/ml, somit wurde kein weiterer altersabhängiger 

Anstieg verzeichnet (Abb.3.1.A).  
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Die GPx1- und GPx2-Expression im Colonlysat wurde mittels Western Blot analysiert. Der 

GPx2-Expressionslevel im Zeitraum von postnatal bis zum Absetzen vom Muttertier war sehr 

niedrig. Zum Zeitpunkt des Absetzens der Jungtiere von der Mutter im Alter von 4 Wochen 

stieg die GPx2-Expression signifikant um das ca. Dreifache an (Abb. 3.1.B). Im weiteren 

Altersverlauf blieb der GPx2-Expressionslevel auf relativ gleichem Niveau.  

Der GPx1-Expressionslevel war postnatal im Alter von 0 Wochen am niedrigsten. Ab einem 

Alter von 2 bis 6 Wochen konnte ein signifikanter Anstieg der GPx1-Expression im Colon 

dokumentiert werden (Abb.3.1.C). Das GPx1-Expressionslevel blieb mit steigendem Alter der 

Tiere auf relativ gleichem Niveau.  

Die Messung der GPx-Aktivität erfolgte im Colonlysat. Die postnatale GPx-Aktivität betrug 

42,7 mU/mg Protein und stieg ab dem Alter von einer Woche um das Dreifache auf 123,5 

mU/mg Protein an. Im weiteren Altersverlauf konnte kein weiterer Anstieg der GPx-Aktivität 

verzeichnet werden (Abb.3.1.D). 

 

3.1.2.    Charakterisierung des GPx2-Knockout 

 
3.1.2.1. Gewichtsverlauf 
 
Im Alter zwischen 8 und 21 Wochen erfolgte die Gewichtsdokumentation der Wildtyp- und 

GPx2-Knockout-Tiere. Bei der Auswertung des Gewichtsverlaufs der Tiere, die selenarmes 

Futter erhielten wurde festgestellt, dass die GPx2-Knockout-Tiere innerhalb dieses 

Altersverlaufs tendenziell um ca. 1,5 g schwerer waren als die Wildtypen (Abb.3.2.A). Im 

selenadäquaten Zustand konnte das gleiche Ergebnis dokumentiert werden. Der GPx2-

Knockout wies auch hier ein um ca. 1,5 g höheres Gewicht auf als der Wildtyp (Abb.3.2.B). 

Im selensupplementierten Zustand war der Gewichtsunterschied von 2 g zwischen den 

GPx2-Knockout-Tieren und Wildtyptieren signifikant (Abb.3.2.C). Dieser Gewichts-

unterschied war schon bei der Dokumentation des Gewichts im Alter von 8 Wochen bei allen 

drei Selendiäten zu verzeichnen.  
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3.1.2.2. GPx-Expression im Colon in Abhängigkeit vom Genotyp 
 
3.1.2.2.1. Seleneffekt im Wildtyp 
 
Im Alter von 13 Wochen wurden die GPx-Aktivität und der Proteingehalt an GPx1 und GPx2 

in jeweils vier Wildtyp- und GPx2-Knockout Tieren analysiert. Nach dem Absetzen vom 

Muttertier wurden die Tiere mit selenarmem, -adäquatem und -supplementiertem Futter 

versorgt. Das selenarme Futter hatte laut eigener Messung einen Selengehalt von 0,08 und 

wurde demzufolge als marginal Selen-defizient eingestuft. Zunächst erfolgte die Überprüfung 

des Selenstatus mittels Messung des Plasmaselengehalts. Der Plasmaselengehalt im 

selenarmen Zustand unterschied sich nicht zwischen den beiden Genotypen, er betrug im 

Wildtyp 113,3 ng/ml und im GPx2-Knockout 95,6 ng/ml. Durch die Fütterung mit 

selenadäquatem Futter kam es zu einem signifikanten Anstieg des Plasmaselengehalts um 

das ca. Vierfache auf 482,1 ng/ml im Wildtyp und auf 351,8 ng/ml im GPx2-Knockout. Die 

Fütterung von selensupplementiertem Futter führte nur im GPx2-Knockout zu einer weiteren 

Steigerung des Plasmaselengehalts im Vergleich zum selenadäquaten Futter um den Faktor 

1,8 auf 655,1 ng/ml. Im selenadäquaten Zustand war der Plasmaselengehalt im Wildtyp 

signifikant höher als im GPx2-Knockout (Abb.3.3.). 

A    selenarm                                                           B     selenadäquat 

C    selensupplementiert                                                           

Abb.3.2. Gewichtsverlauf von Wildtyp (WT) 
und GPx2-Knockout (KO) im Alter von 8 bis 
21 Wochen. Dargestellt ist der Mittelwert des 

Gewichts in g in Abhängigkeit vom Selengehalt 
des Futters. A Selenarmes, B selenadäquates 
und C selensupplementiertes Futter (n = 10). 
ttest  *** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,5. 
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Die Glutathionperoxidase(GPx)-Aktivität ist abhängig vom Selenstatus der Tiere (siehe 

Einleitung). Im selenarmen Zustand wurde nur eine niedrige GPx-Aktivität in beiden 

Genotypen gemessen. Im selenadäquaten bzw. -supplementierten Zustand war die GPx-

Aktivität im Wildtyp und im GPx2-Knockout signifikant höher als im selenarmen Zustand. Im 

Vergleich zwischen den beiden Genotypen wurde im selenarmen Zustand eine tendenziell 

höhere GPx-Aktivität im GPx2-Knockout beobachtet. Bei selenadäquater und -supplemen-

tierter Fütterung war die Erhöhung der GPx-Aktivität gegenüber dem Wildtyp signifikant 

(Abb.3.4.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In vier Tieren pro Gruppe wurde die GPx1- und GPx2-Expression entlang des Colons mittels 

Immunhistochemie an Paraffinschnitten charakterisiert. Nachfolgend werden die Ergebnisse 

für die Enzymexpression im Wildtyp beschrieben. Zunächst ist exemplarisch die Enzym-

expression im distalen Colon dargestellt (Abb.3.5.). Wie erwartet war im selenadäquaten 

Zustand die GPx2-Expression im Kryptengrund am höchsten und nahm in Richtung 

Kryptenspitze ab (Abb.3.5.A).  

Dagegen war die GPx1-Expression bevorzugt in der Kryptenspitze zu finden und nahm in 

Richtung Kryptengrund ab (3.5.B). 

Abb.3.3. Selenstatus im Vergleich 
zwischen Wildtyp (WT) und GPx2-
Knockout (KO). Dargestellt ist der 

Mittelwert des Plasmaselengehalts in ng/ml 
von WT und GPx2-KO-Männchen in 
Abhängigkeit vom Selengehalt des Futters. 
Selenarmes (-Se), -adäquates (+Se) und           
-supplementiertes (++Se) Futter (n = 4). 
2way ANOVA * p<0,05, ** p<0,01 vs WT der 
gleichen Gruppe; 

###
 p<0,001 vs +Se des 

entsprechenden Genotyps; 
§§§

 p<0,001 vs 

++Se des entsprechenden Genotyps. 

Abb.3.4. GPx-Aktivität im Vergleich 
zwischen Wildtyp (WT) und GPx2-
Knockout (KO). Dargestellt ist der 

Mittelwert der GPx-Aktivität in mU/mg 
Protein in Abhängigkeit vom Selensgehalt 
des Futters. Selenarmes   (-Se), -adäquates 
(+Se) und -supplementiertes (++Se) Futter 
(n = 4). 2way ANOVA ** p<0,01,                       
*** p<0,001 vs WT der gleichen Gruppe;            
(*) p<0,05 ttest beim Vergleich der -Se 
Gruppen; 

##
 p<0,01,

## 
p<0,001 vs +Se des 

entsprechenden Genotyps; 
§§

 p<0,01, 
§§§

 
p<0,001 vs ++Se des entsprechenden 

Genotyps. 
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Abb.3.5. Enzymexpression im distalen Colon im Wildtyp in Abhängigkeit vom Selenstatus.         
A GPx2-Expression, B GPx1-Expression im selenadäquaten Zustand. C GPx2-Expression, D GPx1-
Expression im selenarmen Zustand. Dargestellt sind exemplarische Paraffin-Schnitte, die mittels 
Immunhistochemie mit Kaninchen-anti-Human GPx2- bzw. GPx1-Antiserum angefärbt wurden (n = 4).  

Im selenarmen Zustand konnte im Kryptengrund eine schwache GPx2-Expression 

dokumentiert werden (3.5.C). Im Gegensatz dazu war im selenarmen Zustand entlang der 

gesamten Krypte keine GPx1-Expression detektierbar (Abb. 3.5.D).  

 

 

 

 

Die Intensität der GPx2- und GPx1-Antikörperfärbung wurde quantifiziert, indem die 

Farbintensität der Antikörperfärbung mit Punkten (von 0 = keine Färbung bis 3 = starke 

Färbung) bewertet wurde. Die Ergebnisse wurden zum besseren Verständnis als Diagramm 

dargestellt. Es stellte sich heraus, dass entlang des gesamten Colons in allen drei 

Selendiäten keine GPx2-Expression in der Kryptenspitze detektiert werden konnte 

(Abb.3.6.A). Auch in der Kryptenmitte wurde keine GPx2 im selenarmen Zustand detektiert. 

Im Gegensatz dazu war im Kryptengrund eine niedrige GPx2-Expression im selenarmen 

Zustand vorhanden.  

Im selenadäquaten Zustand war in der Kryptenmitte ein tendenzieller Anstieg der GPx2 im 

transversen und ein signifikanter Anstieg im distalen Colon im Vergleich zum selenarmen 

Zustand zu verzeichnen. Zusätzlich wurde im Kryptengrund im transversen und distalen 

Colon ein signifikanter Anstieg der GPx2-Expression im Vergleich zum selenarmen Zustand 

beobachtet.  

Ausschließlich im selensupplementierten Zustand war der Anstieg der GPx2-Expression in 

der Kryptenmitte im transversen und distalen Colon und im Kryptengrund entlang des 

gesamten Colons signifikant im Vergleich zum selenarmen Zustand. Der GPx2-Gehalt war 

im selenadäquaten und im selensupplementierten Zustand annähernd gleich (Abb.3.6.A).  

 

 

 

 

A    GPx2-Expression    B     GPx1-Expression    C     GPx2-Expression    D    GPx1-Expression 

selenadäquat selenarm 
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Im selenarmen Zustand war in keinem Teil des Colons GPx1 nachzuweisen. Im 

selenadäquaten Zustand kam es in der Kryptenspitze zu einem signifikanten Anstieg der 

GPx1-Expression im proximalen, transversen und distalen Colon, in der Kryptenmitte 

ausschließlich im transversen und distalen Colon. Im Kryptengrund war keine GPx1 

nachweisbar. Im selensupplementierten Zustand wurde eine signifikante Steigerung der 

GPx1-Expression sowohl in der Kryptenspitze als auch in der Kryptenmitte entlang des 

gesamten Colons im Vergleich zum selenadäquaten Zustand verzeichnet. Des Weiteren kam 

es im selensupplementierten Zustand auch zu einem Anstieg des GPx1-Expressionslevels 

im Kryptengrund. Dieser Anstieg war ausschließlich im distalen Colon signifikant gegenüber 

dem selenarmen bzw. selenadäquaten Zustand (Abb.3.6.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.6. GPx2- und GPx1-Proteinexpression entlang des Colons im Wildtyp in Abhängigkeit 
vom Selenstatus. Dargestellt ist die Auswertung der Intensität der GPx2- (A) und GPx1- (B) 

Antikörper-Färbung der Immunhistochemie (Mittelwert ± SD) im selenarmem (weiß), -adäquatem 
(hellgrau) und -supplementiertem (dunkelgrau) Zustand (n = 4). Die Antikörperfärbung wurde 
bewertet, indem Punkte vergeben wurden (0 Punkte = keine Färbung bis 3 Punkte = starke Färbung). 
2way ANOVA 

§
 p<0,05, 

§§
 p<0,01,  

§§§
 p<0,001 vs -Se der gleichen Gruppe; 

#
 p<0,05, 

##
 p<0,01, 

###
 p 

0,001 vs ++Se der gleichen Gruppe. nd = nicht detektierbar 

B     GPx1-Expression 

A     GPx2-Expression 
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Abb.3.7. GPx1-Expression im Wildtyp (WT) und GPx2-Knockout (KO) im distalen Colon in 
Abhängigkeit vom Selenstatus. Dargestellt ist exemplarisch die Antikörperfärbung der GPx1-

Expression im selenadäquaten (A) und selenarmen (B) Zustand im Wildtyp und GPx2-KO (n = 4). 

Immunhistochemie mit Kaninchen-anti-Human GPx1-Antiserum.  

3.1.2.2.2.       Effekt des Genotyps 

 
Nachfolgend wird die Auswertung der GPx1-Expression im distalen Colon im Vergleich 

zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout beschrieben. Die Analyse der Immunhistochemie 

zeigte, dass im GPx2-Knockout der GPx1-Expressionslevel sowohl im selenadäquaten als 

auch im selenarmen Zustand im Vergleich zum Wildtyp deutlich erhöht war (Abb. 3.7. und 

3.8.). Wie beschrieben war im selenarmen Zustand GPx1 im Wildtyp nicht exprimiert. 

Hingegen war im GPx2-Knockout eine deutliche GPx1-Expression sichtbar, welche 

überraschenderweise im Kryptengrund lokalisiert war (Abb.3.7.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

WT                                          GPx2-KO                                   WT                          GPx2-KO  

A                  selenadäquat 

WT                                          GPx2-KO                                   WT                          GPx2-KO  

B                     selenarm 
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Nachfolgend sind die Ergebnisse für die Auswertung der Intensität der GPx1-

Antikörperfärbung im Wildtyp und im GPx2-Knockout aus Abbildung 3.7. aufgeführt.   

Es wurde kein Unterschied der GPx1-Expression zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout in 

der Kryptenspitze dokumentiert. Allerdings wurde im GPx2-Knockout ein signifikanter 

Anstieg der GPx1-Expression auf selenadäquatem bzw. -supplementiertem Futter in der 

Kryptenmitte verzeichnet (Abb.3.8.). Im Kryptengrund wurde bei allen drei Selendiäten ein 

signifikanter Anstieg der GPx1-Expression im GPx2-Knockout detektiert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.8. Auswertung der GPx1-Expression im Wildtyp und GPx2-Knockout (KO) im distalen 
Colon in Abhängigkeit vom Selenstaus. Dargestellt ist die Auswertung der Intensität der GPx1-

Antikörperfärbung im selenarmen (ohne Muster), -adäquaten (gepunktet) und - supplementiertem 
(gestreift) Zustand im Wildtyp (grau) und im GPx2-KO (weiß) (n = 4). Die Antikörperfärbung wurde 
bewertet, indem Punkte vergeben wurden (0 Punkte = keine Färbung bis 3 Punkte = starke Färbung). 
Immunhistochemie mit Kaninchen-anti-Human GPx1 Antiserum. 2way ANOVA, 

§§
 p<0,01, 

§§§
 p<0,001 

vs -Se der gleichen Gruppe; 
##

 p<0,01, 
###

 p<0,001 vs + Se der gleichen Gruppe; *** p < 0,001 vs WT. 
nd = nicht detektierbar 
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3.1.2.3. Morphologische Charakterisierung des Colons 
 
Für die Untersuchung hinsichtlich morphologischer Unterschiede im Colon zwischen Wildtyp 

und GPx2-Knockout wurden bei 10 Tieren pro Gruppe Mitosen und Apoptosen in 200-300 

longitudinal angeschnittenen Krypten gezählt. Die Auswertung erfolgte im distalen Colon, im 

Abstand von 1,5 cm zum Anus. Die Krypte wurde gedanklich in vier gleich große Abschnitte 

eingeteilt, wobei der erste Abschnitt der Kryptenspitze und der vierte Abschnitt dem 

Kryptengrund entsprach. Bei der histologischen Färbung  der Colonschnitte zeigte sich, dass 

in den GPx2-Knockout Tieren auf selenarmem Futter annähernd in jeder Krypte mehrere 

Apoptosen im Kryptengrund detektiert werden konnten (Abb.3.9.A). Weiterhin wurden 

vermehrt Mitosen im 2. und 3. Kryptviertel verzeichnet (Abb. 3.9.B und C). Für die 

Darstellung (Abb. 3.11. und 3.12.) wurde die jeweilige Mitosen- bzw. Apoptoseanzahl pro 

100 Krypten berechnet.  

 

 

 

 

 

Die Ergebnisse der Quantifizierung der Apotosen und Mitosen wird nachfolgend 

beschrieben. Im 1. und im 2. Kryptviertel (Kryptenspitze) gab es keinen Unterschied in der 

Anzahl der Apoptosen weder zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout noch zwischen den drei 

Selendiäten. Im 3. Kryptviertel war die Apoptoseanzahl im GPx2-Knockout auf selenarmem 

Futter mit 14 Apoptosen pro 100 Krypten signifikant erhöht im Vergleich zum  Wildtyp und zu 

den GPx2-Knockout Tieren auf selen-adäquatem bzw. -supplementiertem Futter. Im 4. 

Kryptviertel konnte bei allen drei Selendiäten im GPx2-Knockout eine signifikante Erhöhung 

der Apoptoseanzahl im Vergleich zum Wildtyp dokumentiert werden. In diesem Kryptviertel 

war die höchste Anzahl an Apoptosen in GPx2-Knockout Tieren auf selenarmem Futter mit 

Abb.3.9. Repräsentative histologische Färbung des Colons zur Darstellung von Apoptosen und 
Mitosen. Im Abstand von 1,5 cm zum Anus wurde ein Colonstück herauspräpariert und in Paraffin 

eingebettet. Es wurden 2 µm dicke Schnitte angefertigt und mit Hämatoxilin und Eosin gefärbt. A Im 
GPx2-Knockout (KO) auf selenarmem Futter waren in annähernd jeder Krypte Apoptosen im 4. 
Kryptviertel vorzufinden (rote Pfeile). B, C Im 2. Kryptviertel traten im selenarmem Zustand im GPx2-
KO vermehrt Mitosen auf (schwarze Pfeile). Objektiv 60 x, Mikroskop Zeiss Axio Observer D1.  

A                                                                           B                              C 
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60 Apoptosen pro 100 Krypten vorzufinden. Mit steigendem Selengehalt des Futters kam es 

zu einer signifikanten Abnahme der Apoptoseanzahl im selenadäquaten und im 

selensupplementierten Zustand auf jeweils 15 Apoptosen pro 100 Krypten. Im selenarmen 

Zustand schwankte die Apoptoseanzahl pro Tier innerhalb der GPx2-Knockout Tiere stark. 

Mit steigendem Selengehalt des Futters wurde die Anzahl der Apoptosen pro Tier innerhalb 

der Gruppen homogener.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Im 4. Kryptviertel wurden im Wildtyp und im GPx2-Knockout annähernd gleich viele Mitosen 

verifiziert. Es gab keine signifikanten Unterschiede, da die Werte pro Tier innerhalb der 

Gruppen stark schwankten (Abb.3.11.). Sowohl der Selengehalt des Futters als auch der 

Genotyp hatten demnach keinen Einfluss auf die Mitoseanzahl in diesem Kryptviertel.  Im 

Vergleich zum 4. Kryptviertel sank die Mitoseanzahl im 3. Kryptviertel  im Wildtyp in allen 3 

Selendiäten und im GPx2-Knockout im selenadäquaten bzw. -supplementierten Zustand. Im 

selenarmen Zustand kam es im GPx2-Knockout zu einem signifikanten Anstieg der 

Mitoseanzahl im 3. Kryptviertel auf 7,0 Mitosen pro 100 Krypten und im 2. Kryptviertel auf 2,3 

Mitosen pro 100 Krypten im Vergleich zum Wildtyp und zum GPx2-Knockout im 

selenadäquaten bzw. selensupplementierten Zustand. Innerhalb dieser zwei Gruppen wurde 

eine starke Schwankung der Mitoseanzahl pro Gruppe beobachtet. In den übrigen Gruppen 

wurden kaum Mitosen im 2. Kryptviertel dokumentiert. Im 1. Kryptviertel wurde in keiner der 

Gruppen Mitosen verifiziert.   

Abb.3.10. Quantifizierung von Apoptosen im Colon. Dargestellt ist die Anzahl  der Apoptosen pro 

100 Krypten in jeweils 10 Tieren pro Gruppe als Boxplot mit Median und Whiskern vom Minimum zum 
Maximum. Der Wildtyp ist grau und der GPx2-Knockout (KO) ist weiß unterlegt (ohne Muster = 
selenarm, gepunktet = selenadäquat und gestreift = selensupplementiert). 2way ANOVA  ***p<0,001 
vs WT; 

###
 p<0,001 vs +Se; 

§§§
 p<0,001 vs ++Se 
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Um zu analysieren, ob es zu einer morphologischen Veränderung der Krypten kam, wurde 

exemplarisch von 50 Krypten pro Tier die Länge ermittelt. Im selensupplementierten Zustand 

wurde kein Unterschied in der Kryptenlänge zwischen GPx2-Knockout und Wildtyp 

gefunden. Die Krypten im GPx2-Knockout hatten eine durchschnittliche Länge von 159,1 µm 

und die Krypten im Wildtyp wiesen eine Länge von 150,7 µm auf. Auch im selenadäquaten 

Zustand gab es keinen Unterschied in der Kryptenlänge im Vergleich zwischen Wildtyp und 

GPx2-Knockout. Die Kryptenlängen glichen annähernd denen im selensupplementierten 

Zustand. Im selenarmen Zustand wurde im GPx2-Knockout eine signifikante Verlängerung 

der Krypten  um 18 % (27 µm) gegenüber dem Wildtyp verzeichnet. Des Weiteren war diese 

Verlängerung auch signifikant gegenüber der Kryptenlänge im GPx2-Knockout auf 

selenadäquatem und -supplementiertem Futter. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.11. Quantifizierung von Mitosen im Colon. Dargestellt ist die Anzahl der Mitosen pro 100 

Krypten in jeweils 10 Tieren pro Gruppe als Boxplot mit Median und Whiskern vom Minimum zum 
Maximum. Der Wildtyp ist grau und der GPx2-Knockout (KO) ist weiß unterlegt (ohne Muster = 
selenarm, gepunktet = selenadäquat und gestreift = selensupplementiert). 2way ANOVA * p<0,05,  *** 
p<0,001 vs WT; 

#
 p<0,05,  

###
 p<0,001 vs +Se; 

§
 p<0,05, 

§§§
 p<0,001 vs ++Se. 

Abb.3.12. Messung der Länge von 
Colonkrypten im Wildtyp (WT) und 
GPx2-Knockout (KO). Dargestellt ist die 

Kryptenlänge von 50 Colonkrypten in 
jeweils 10 Tieren pro Gruppe als Boxplot 
mit Median und Whiskern vom Minimum 
zum Maximum. Der Wildtyp ist grau und 
der GPx2-Knockout ist weiß unterlegt. 
2way ANOVA  *** p<0,001 vs WT; 

###
 

p<0,001 vs +Se; 
§§§ 

p<0,001 vs ++Se. 
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3.2. Einfluss von GPx2 auf die entzündungsassoziierte Colonkarzinogenese 

3.2.1.     Entzündungsstatus des Colons 
 
Während der akuten Entzündungsphase eine Woche nach der DSS-Applikation wurde in       

vier Tieren pro Gruppe der Entzündungsstatus des Colons analysiert. Für die Auswertung 

wurden neben histologischen Veränderungen auch klinische Daten (z.B. Gewichtsverlust)  

und makroskopische Veränderungen des Colons (z.B. Schwellung) bewertet und als 

Entzündungsscore für jedes Tier zusammengefasst (für nähere Informationen siehe 

Tab.2.4.). In den Kontrollgruppen, welche Saline und Trinkwasser anstatt der AOM/DSS- 

Applikation erhalten hatten, wurden keine histologischen Veränderungen des Colons 

festgestellt (Abb. 3.13.A). In den behandelten Gruppen wurden histologische Veränderungen 

wie z.B. schwache und mäßige Entzündung bzw. schwere Ulcerationen dokumentiert 

(Abb.3.13. B, C, D).  

 

 

 

 

Die AOM/DSS-Applikation führte in allen behandelten Tieren zu einer Entzündung. Sowohl 

im selenadäquaten als auch im selenarmen Zustand war die Entzündung im GPx2-Knockout 

im Vergleich zum Wildtyp signifikant erhöht. Der Grad der Entzündung schwankte in allen 

drei Selendiäten stark innerhalb der GPx2-Knockout Gruppen (Abb.3.14.). Im Wildtyp war die 

Entzündung homogener innerhalb der jeweiligen Gruppe verteilt. Es gab nur wenige 

Ausreißer, z.B. ein Wildtyptier mit schwacher Entzündung (2 Punkte) auf selenarmem Futter. 

Es wurde eine signifikante Verringerung der Entzündungsstatus durch Selensupplementation 

im GPx2-Knockout im Vergleich zum selenarmen Futter dokumentiert werden. Im Wildtyp 

war die Entzündung im selenarmen Zustand am größten. Im selenadäquaten Zustand kam 

es zu einer tendenziellen Abmilderung der Entzündung. Die weitere Supplementation von 

Selen führte zu einer signifikanten Verringerung (U-Test) im Vergleich zum selenarmen 

Zustand.  

 

 

 

Abb.3.13. Histologische Charakterisierung der Entzündung im Colon. Dargestellt sind normale 
Krypten (A), schwache Inflammation mit Infiltration zwischen den Krypten (B), mäßige Entzündung 
mit Verlust der Kryptenarchitektur bzw. mäßigem Mukosaverlust (C) und schwere Ulceration mit 
einem kompletten Verlust der Mukosa (D). 

A                                     B                                       C                                       D                                   
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3.2.2.      Kanzerogenese im Colon 
 
12 Wochen nach der AOM-Applikation erfolgte die Tötung von 10 Tieren pro Gruppe. Die 

Entstehung von Tumoren und aberranten Krypt Foci (ACF) wurde am aufgespannten, 

methylenblaugefärbten Colon ausgewertet (Siehe Material und Methoden 2.3.2.). Ein ACF 

kann aus mehreren Krypten pro Focus bestehen, z.B. 2 Krypten pro Focus (Abb.3.15.A). 

Solide Tumoren wurden sowohl im transversen (Abb.3.15.B) als auch im distalen Colon 

(Abb.3.15.C) detektiert. Nach Möglichkeit wurde jeder einzelne Tumor herauspräpariert und 

in Paraffin eingebettet, um nach einer anschließenden Hämatoxilin/Eosin-Färbung zu 

analysieren ob es sich um ein Adenom oder ein Adenokarzinom handelt (Abb.3.15.D). Die 

Auswertung ergab, dass kein herauspräparierter Tumor als Adenokarzinom klassifiziert 

werden konnte.  

 

 

 

 

 

Abb.3.14. Entzündungsscore des Colons. Dargestellt ist der Inflammationsscore in der akuten 

Entzündungsphase vom WT (grau) und GPx2-Knockout (KO) (weiß) in Abhängigkeit vom Selenstatus 
(n = 4; Median ± SD; GPx2-KO, +Se, +AOM/DSS n = 5). 2way ANOVA  * p<0,01, *** p<0,001 vs 

Kontrolle; 
#
 p<0,05, 

##
 p<0,01 vs WT; 

§§
 p<0,01 vs -Se; U-Test 

$
 p<0,05 vs -Se WT. 
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Annähernd alle Tiere innerhalb der jeweiligen behandelten Gruppe wiesen ACF auf. Die 

ACF-Inzidenz unterschied sich weder zwischen den beiden Genotypen noch zwischen den                          

drei verschiedenen Selendiäten (Tab.3.1). Die ACF-Anzahl pro Tier ergab keinen 

Unterschied zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout bzw. zwischen den drei Selendiäten. Die 

hohe Standardabweichung zeigt, dass die ACF-Anzahl innerhalb der Gruppe stark 

schwankte. Im selenarmem bzw. -supplementiertem Futter hatten jeweils 70 % der GPx2-

Knockout Tiere und 50 % der Wildtyptiere Tumore. Im selenadäquaten Zustand entwickelten 

40 % der analysierten Tiere beider Genotypen Tumore. Die Ergebnisse zeigen, dass sich die 

Tumorinzidenz auf selenadäquatem Futter im Vergleich zum selenarmen Futter verringert. 

Eine weitere Selensupplementation führte jedoch in beiden Genotypen zu einem Anstieg der 

Tumorinzidenz auf das Niveau im selenarmen Zustand. 

 

 

 

 

 

 

Tab.3.1. Auswertung ACF-Inzidenz und -Anzahl, Tumorinzidenz 

Abb.3.15. Exemplarische Darstellung von ACFs und Adenomen. A Aberranter Krypt Foci (ACF) 

mit 2 Krypten pro Focus in methylenblaugefärbter Mukosa. B Adenom im transversen Colon 
(Hamätoxilin/Eosin gefärbter Paraffinschnitt). C 4 Adenome (weiße Pfeile) und vernarbtes Gewebe 
(weiß umrandet) im distalen Colon in methylenblaugefärbter Mucosa. D Adenom in Hämatoxilin/Eosin 
gefärbtem Paraffinschnitt. 

ACF-Anzahl als Median ± SD 

D 
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Die Auswertung der Anzahl der ACF bezogen auf die Anzahl der Krypten pro Focus ergab 

keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout (Abb.3.16.). Des 

Weiteren wurde zwischen den drei Selendiäten kein Unterschied in der Anzahl der Krypten 

pro Focus festgestellt. Die Werte wiesen eine große Streuung innerhalb der jeweiligen 

Gruppe auf. Der Großteil der ACF hatte eine, zwei und drei Krypten pro Focus. In einigen 

Gruppen wurden ACF mit mehr als vier Krypten pro Focus dokumentiert. Im selenarmen 

Zustand im GPx2-Knockout und im selenadäquaten Zustand im Wildtyp wurden einzelne 

ACF mit acht bis zehn Krypten pro Focus beobachtet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Auswertung der Tumoranzahl pro Tier war im GPx2-Knockout auf selenarmem bzw. -

adäquatem Futter tendenziell höher als im Wildtyp (Abb.3.17.). Im selenarmen Zustand 

wurden in den GPx2-KnockoutTieren doppelt so viele Tumore pro Tier dokumentiert wie im 

Wildtyp. Die Schwankung der Tumoranzahl pro Tier im GPx2-Knockout war im selenarmen 

Zustand sehr hoch. Des Weiteren kam es im selenadäquaten Zustand im GPx2-Knockout zu 

einer annähernden Verdreifachung der Tumoranzahl im Vergleich zum Wildtyp. Im 

selensupplementierten Zustand gab es keinen Unterschied in der Tumoranzahl zwischen 

den beiden Genotypen. Die Daten zeigen, dass der selenadäquate Zustand nicht zu einer 

Verringerung der Tumoranzahl im Vergleich zum selenarmen Zustand in den beiden 

Genotypen geführt hat. Im GPx2-Knockout führte die Selensupplementation zu einer 

signifikanten Verringerung der Tumoranzahl pro Tier im Vergleich zum selenarmen bzw. -

adäquaten Zustand. Im Wildtyp führte die Supplementation nicht zu einer geringeren 

Tumoranzahl, jedoch war die Verteilung innerhalb der Gruppe homogener.  

Abb.3.16. ACF-Anzahl mit Anzahl der Krypten pro Focus im Wildtyp und GPx2-Knockout. 
Dargestellt ist der Mittelwert der ACF-Anzahl in Bezug auf die Anzahl der Krypten pro Focus. Der 
Wildtyp (WT) ist grau und der GPx2-Knockout (KO) ist weiß unterlegt (ohne Muster = selenarm, 
gepunktet = selenadäquat und gestreift = selensupplementiert). 
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Abb.3.18. Korrelation zwischen Entzündung und Tumoranzahl.                                                          

Lineare Regression y = 0,3397x + 0,1579, R
2
 = 0,59. 
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In den 10 Tieren pro Gruppe, in denen die Tumor- und ACF-Entstehung ausgewertet wurde, 

fand ab dem Zeitpunkt der DSS-Applikation die Dokumentation klinischer Daten (Diarrhö,  

Gewichtsverlust, okkultes Blut) statt. Bei der Tötung wurde dokumentiert, ob makroskopische 

Veränderungen des Colons vorzufinden waren. Somit konnte für diese Tiere ein 

Entzündungsscore bestehend aus der Auswertung der klinischen Daten bzw. 

makroskopische Veränderungen erstellt werden. Zwischen dem Grad der Entzündung und 

der Anzahl der Tumore bestand ein linearer Zusammenhang (Abb.3.18.). Demnach 

verursacht eine starke Entzündung tendenziell mehr Colontumore als eine schwache 

Entzündung. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.17. Tumoranzahl im Colon im 
Wildtyp (WT) und GPx2-Knockout (KO). 
Dargestellt ist die Tumoranzahl pro Tier im 
Colon im WT (grau) und im GPx2-
Knockout (weiß) in Abhängigkeit vom 
Selenstatus (Boxplot mit Median und 
Whiskern vom Minimum zum Maximum). 

U-Test * p<0,05. 
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Die Mehrheit der Tumore sowohl beim GPx2-Knockout als auch beim Wildtyp wurde im 

distalen Colon direkt am Anus vorgefunden (Abb.3.19.). Es gab demzufolge keinen 

Unterschied im Verteilungsmuster der Tumore zwischen den beiden Genotypen. Im 

proximalen Colon konnte nur bei einem GPx2-Knockout Tier auf selenarmem Futter ein 

Tumor verzeichnet werden. Vereinzelte Tumore traten in allen Gruppen im transversen 

Colon  (40 bis 80 % Abstand vom Cäcum zum Anus) auf.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Messung der Tumorgröße erfolgte an der größten Ausdehnung des Tumors. Annähernd 

alle Tumore waren rund, demzufolge entspricht die gemessene Größe dem Durchmesser 

des Tumors. Im selensupplementierten Zustand waren die Tumore im GPx2-Knockout 

tendenziell kleiner als im Wildtyp. Im selenadäquaten Zustand wurde kein Unterschied in der 

Tumorgröße zwischen den beiden Genotypen festgestellt. Im Wildtyp wurden im selenarmen 

Zustand signifikant größere Tumore beobachtet als im GPx2-Knockout. (Abb.3.20.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb.3.19. Tumorverteilung entlang des Colons. Dargestellt ist die Tumorverteilung (Median±SD) 
im Colon im WT (grau) und im GPx2-Knockout (KO) (weiß) in Abhängigkeit vom Selenstatus (ohne 
Muster = Selenarm, gepunktet = Selenadäquat und gestreift = Selensupplementiert). 1way ANOVA           
* p<0,05. 

Abb.3.20. Größe der Colontumore im 
Wildtyp (WT) und GPx2-Knockout (KO). 
Dargestellt ist der Durchmesser (Boxplot 
mit Median und Whiskern vom Minimum 
zum Maximum) der Tumore im Colon im 
WT (grau) und im GPx2-Knockout (weiß) 
in Abhängigkeit vom Selenstatus. U-Test   

* p<0,05 vs WT. 
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4. DISKUSSION 

 
4.1. Physiologische Funktion der GPx2 
 
4.1.1. Enzymexpression im Colon in Abhängigkeit vom Alter 
 
Bei Nagetieren beginnt die Besiedlung des Darms ab der Geburt durch Bifidobacterium 

Spezies und Lactobacilli Spezies [136]. Im Laufe der postnatalen Entwicklung verändert sich 

die Mikroflora, so dass sie sich im adulten Organismus aus mehreren Spezies 

zusammensetzt [137]. Die Besiedlung moduliert die Expression verschiedener Enzyme, die 

für die Immunantwort wichtig sind [138].  

Um zu klären, welchen Einfluss die Mikroflora auf die Expression von GPx1 und GPx2 hat, 

erfolgte die Analyse der jeweiligen Enzymexpression im Zeitverlauf von der Geburt bis ins 

jungadulte Alter. Die GPx2-Expression war postnatal und bis zum Alter von zwei Wochen 

niedrig. Im Alter von vier Wochen kam es zu einem ca. dreifachen Anstieg. Im weiteren 

Verlauf wurde keine weitere Expressionsteigerung dokumentiert (Abb.3.1.B) Die GPx1-

Expression wurde ab dem Alter von einer Woche induziert und stieg im weiteren 

Altersverlauf allmählich an. Im Gegensatz zur GPx2-Expression wurde jedoch kein 

signifikanter Expressionsanstieg mit dem Absetzen vom Muttertier beobachtet (Abb.3.1.C). 

Demnach kommt es während der Veränderungen der Zusammensetzung der 

Darmmikroflora zwischen dem 8. und 21. Tag der postnatalen Entwicklung nur zu einer 

Erhöhung der Expression von GPx2.  

Auch die Arbeitsgruppe um Steven Esworthy belegte, dass die GPx2-Expression im Ileum, 

im Gegensatz zur GPx1-Expression, durch die Veränderungen der Komposition der 

Mikroflora während der postnatalen Entwicklung induziert wird [139]. Die Organismen der 

Darmmikroflora kurz nach der Geburt werden als probiotisch eingestuft, da Bifidobacterium 

Spezies und Lactobacilli Spezies Entzündungen verhindern können, indem sie 

beispielsweise die Cytokinantwort von Enterozyten unterdrücken [140, 141, 142]. Im 

Gegensatz dazu fördert die Darmmikroflora in adulten Mäusen die Entstehung von 

entzündlichen Darmerkrankungen und wird somit als Stressinduktor angesehen [143, 144, 

145]. Die Induktion von GPx2 könnte demnach antiinflammatorische Eigenschaften 

vermitteln, die Entzündungen, welche durch die Mikroflora ausgelöst werden, 

entgegenwirken. 

Neben der Enzymexpression in Abhängigkeit vom Alter wurde der Selenstatus mittels 

Messung der GPx-Aktivität des Colons und des Selengehalts der Leber bestimmt. Es wurden 

auch Mäuse analysiert, die wenige Stunden alt waren. Da die Tiere zu diesem Zeitpunkt nur 

ein geringes Blutvolumen besitzen, konnte kein Plasmaselengehalt bestimmt werden. Kurz 

nach der Geburt, sowie im Alter von einer Woche hatten die Mäuse einen niedrigen 

Leberselenspiegel, obwohl das Muttertier mit Haltungsfutter, d.h. selensupplementiert, 
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versorgt wurde. Nach dem Absetzen vom Muttertier im Alter von vier Wochen erhielten die 

Tiere ebenfalls Haltungsfutter. Betrachtet man den Zeitraum von postnatal bis jungadult, so 

stieg der Selengehalt der Leber um das ca. Dreifache an. Eine weitere Zunahme im 

fortschreitenden Alter wurde jedoch nicht verzeichnet. Demnach stellt sich der Selengehalt 

der Leber bei ausreichendem Selengehalt des Futters auf ein konstantes Niveau im 

jungadulten Tier ein (Abb.3.1.A).  

Die GPx-Aktivität im Colon stieg ab dem Alter von einer Woche signifikant an und blieb im 

weiteren Altersverlauf auf relativ gleichem Niveau (Abb.3.1.D). Somit verhalten sich die 

beiden Selenstatusmarker unterschiedlich in jungen Tieren. Vermutlich stellt die GPx-

Aktivität einen besseren Marker für die Analyse des Selenstatus dar, da der 

Leberselengehalt erst allmählich im Laufe der postnatalen Entwicklung ansteigt.  

 
4.1.2. Veränderte Enzymexpression im Colon im GPx2-Knockout 
 
Um die physiologische Funktion von GPx2 genauer zu verstehen, wurden der 

Plasmaselenspiegel, die GPx-Aktivität und die Expression von GPx1 in GPx2-Knockout- und 

Wildtyp-Mäusen analysiert. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Analysen 13 Wochen alt und 

demnach war die Besiedlung des Darms dieser jungadulten Tiere keinen Veränderungen 

mehr unterlegen.  

Wie zu erwarten, erhöhte die Aufnahme von selenadäquatem Futter den Plasmaselenspiegel 

in beiden Genotypen. Allerdings war der Plasmaselengehalt im GPx2-Knockout signifikant 

niedriger als der im Wildtyp. Das selensupplementierte Futter verursachte nur im GPx2-

Knockout eine weitere Erhöhung des Plasmaselengehalts (Abb.3.3.). Zusammenfassend 

kann festgestellt werden, dass die Selenkonzentration des Futters dosisabhängig den 

Selengehalt des Plasmas ansteigen lässt.  

Eventuell führt der Verlust von GPx2 zu einer veränderten Plasmaselenaufnahme oder zu 

einer vermehrten Expression von in der Hierarchie niedrig stehender Selenoproteine. Es ist 

bekannt, dass die Gabe von selenadäquatem Futter im Vergleich mit selenarmem Futter den 

Plasmaselenlevel in Mäusen um ein Vielfaches erhöht [146]. In einer humanen 

Selensupplementationsstudie stieg durch die Verabreichung von selensupplementierten 

Präparaten der Selengehalt des Blutes, der Haare und der Zehennägel nochmals an [147].                 

Auch die GPx-Aktivität im Colon stieg zumindest im GPx2-Knockout mit steigendem 

Selengehalt des Futters. Der GPx2-Knockout wies auf allen drei Selendiäten eine signifikant 

erhöhte GPx-Aktivität im Vergleich mit dem Wildtyp auf. Hierbei waren die größten 

Unterschiede auf selenadäquatem und -supplementiertem Futter zu beobachten (Abb. 3.4.). 

Diese Aktivitätserhöhung war unerwartet und auch zuvor nie beschrieben. 

In vorangegangenen Studien der Arbeitsgruppe um Steven Esworthy wurde eher eine 

niedrigere Gesamt-GPx-Aktivität im Ileum von GPx2-Knockout Mäusen als in Wildtyptieren 
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beschrieben. Eine höhere Gesamt-GPx-Aktivität im GPx2-Knockout wurde nur im Jejunum 

dokumentiert [139]. Die untersuchten Tiere hatten, im Gegensatz zu den für diese Arbeit 

analysierten Tieren, nachweislich eine Kontamination mit Helicobacter Spezies. Dies könnte 

eine eventuelle Erklärung für die gegensätzlichen Resultate sein, da aktuell spekuliert wird, 

inwieweit eine solche Pathogenkontamination die Expression bestimmter Enzyme beeinflusst 

[148]. 

Die bevorzugte Expression von GPx2 am Kryptengrund und GPx1 in der Kryptenspitze im 

Wildtyp wurde auch in dieser Arbeit bestätigt (Abb.3.6.) [25]. Die erhöhte GPx-Aktivität im 

GPx2-Knockout war überraschenderweise auf eine signifikant höhere GPx1-Expression 

entlang des gesamten Colons auf allen drei Selendiäten zurückzuführen (Abb.3.8.) Im 

Gegensatz zum Wildtyp wurde im GPx2-Knockout sogar im selenarmen Zustand eine GPx1-

Expression detektiert (Abb.3.7.B). Beim Vergleich der GPx1-Expressionsmuster zwischen 

Wildtyp und GPx2-Knockout wurde festgestellt, dass im GPx2-Knockout die GPx1-

Expression sogar im Kryptengrund lokalisiert war (Abb.3.7.).  

In vorangegangenen Studien mit den GPx2-Knockout Mäusen wurde im Ileum ebenfalls eine 

erhöhte GPx1-Aktivität beschrieben [139]. Der Verlust von GPx2 in vitro resultierte in einem 

Anstieg von H2O2, so dass p53 stabilisiert wird. Im weiteren Verlauf induzierte p53 die 

Expression von antioxidativen Enzymen, wie z.B. GPx1 [149]. Die Vermutung ist, dass der 

Verlust von GPx2 am Kryptengrund durch die gesteigerte GPx1-Expression an dieser Stelle 

kompensiert werden soll. Mehrere Ursachen für die Steigerung der GPx1-Proteinexpression 

sind möglich. Eine erhöhte GPx1-mRNA Transkriptionsrate könnte ebenso dazu führen, wie 

eine erhöhte Stabilität der GPx1-mRNA, resultierend aus einer höheren Selenverfügbarkeit 

[150]. Ebenso könnte auch eine gesteigerte Translation der GPx1-mRNA ursächlich für 

diesen Phänotyp sein. Da GPx2 in der Hierarchie der Selenoproteine höher steht als GPx1, 

wird verfügbares Selen zunächst für die GPx2-Proteinbiosynthese verwendet [151]. Beim 

Verlust von GPx2 könnte das nun verfügbare Selen für die Proteinbiosynthese von GPx1 

verwendet werden. Es bleibt zu klären, ob auch andere, in der Hierarchie eher niedrig 

stehende Selenoproteine wie z.B. SelW und SelH, vermehrt im GPx2-Knockout synthetisiert 

werden [146].  

Die Konsequenzen einer gesteigerten GPx1-Expression wurden sowohl in vitro als auch in 

vivo untersucht. GPx1-überexprimierende Mäuse sind resistenter gegenüber starkem 

oxidativem Stress [152]. Allerdings verursachte die Überexpression von GPx1 in Mäusen 

Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes Mellitus Typ II [79]. Die für diese Arbeit 

verwendeten GPx2-Knockout Mäuse waren unabhängig vom Selenstatus des Futters ca. 1,5 

bis 2 g schwerer als die Wildtyptiere (Abb.3.2.). Bei der Analyse der Enzymexpression waren 

die Tiere ca. 12 Wochen alt. Es bleibt ungeklärt, ab welchem Zeitpunkt die GPx1-Induktion 
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einsetzt und ob sie mit fortschreitendem Alter aufrechterhalten bleibt. Zurzeit gibt es noch 

keine Daten über „alte“ GPx2-Knockout Mäuse.  

 

4.1.3. Veränderte Morphologie des Colons im GPx2-Knockout 
 
Für die Funktionalität des Colons ist dessen Morphologie und Zellhomöostase essentiell. In 

dieser Arbeit wurde überprüft, ob der GPx2-Knockout eine veränderte Colonmorphologie 

aufweist.  

Im Wildtyp waren die meisten Apoptosen wie zu erwarten an der Kryptenspitze 

(1.Kryptviertel) vorzufinden (Abb.3.10.). Auch im GPx2-Knockout wurden an der 

Kryptenspitze Apoptosen dokumentiert. Allerdings wurde im GPx2-Knockout am 

Kryptengrund (4. Kryptviertel) eine signifikante Erhöhung der Apoptoseanzahl auf allen drei 

Selendiäten vorgefunden (Abb.3.10.). Dabei wurde eine dosisabhängige Reduktion der 

Apoptoseanzahl mit steigendem Selengehalt des Futters beobachtet. Im selenarmen 

Zustand war sogar im 3. Kryptviertel die Apoptoseanzahl signifikant erhöht (Abb.3.10.)  

Die Selensupplementation reduzierte demzufolge die Anzahl der Apoptosen im Kryptengrund 

in beiden Genotypen. Allerdings war die Apoptoserate im GPx2-Knockout gegenüber dem 

Wildtyp immer noch deutlich erhöht. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass sich die 

Supplementation von Selen zwar positiv auf die Reduktion des vorgefundenen Phänotyps 

auswirkt, diesen aber nicht vollständig verhindern kann.  

In der Literatur werden zum einen ein proapoptotischer und zum anderen ein 

antiapoptotischer Effekt von verschiedenen Selenverbindungen diskutiert. Die orale 

Applikation von Natriumselenit reduzierte in einem in Ratten Streptozotocin-induzierten 

Diabetesmodel Apoptosen in der Niere [153]. Im Gegensatz dazu war nach der Inkubation 

mit Methylseleninsäure in vitro vermehrte ß-Catenin Degradation zu beobachten. Diese 

führte zur vermehrten Induktion von Apoptosen bzw. zur Inhibition des Zellwachstums [154]. 

Die genauen Mechanismen der Wirkung der einzelnen Selenverbindungen sind noch zu 

erforschen. 

Das Fehlen von GPx2 bewirkt, dass am Kryptengrund vermehrt Zellen in Apoptosen gehen. 

Demnach kann eine antiapoptotische Wirkung von GPx2 postuliert werden. Auch in vitro 

inhibierte eine adäquate Expression von GPx2 Apoptosen [151]. Vermutlich wurden die im 

GPx2-Knockout vorgefundenen Apoptosen nicht ausschließlich durch H2O2 induziert, da es 

nachweislich zu einer gesteigerten GPx1-Expression im Kryptengrund kam und diese zu 

einer Reduktion von H2O2 führt. Der Redoxstatus wurde allerdings bislang nicht bestimmt. 

Demnach konnte GPx1 nicht vollständig die Funktion von GPx2 kompensieren. Das lässt 

vermuten, dass GPx1 und GPx2 verschiedene Substrate bevorzugen, oder in 

unterschiedlichen Zellkompartimenten lokalisiert sind.  
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Weiterhin bleibt zu klären, ob eher der Verlust von GPx2 oder die Überexpression von GPx1 

als proapoptotisches Signal einzustufen ist. Allerdings wurde bei einer Überexpression von 

GPx1 eine Reduktion des proapoptotischen Proteins Bax nachgewiesen [77]. Eine Reduktion 

der GPx1-Expression war in vitro mit in Apoptose gehenden Zellen assoziiert [78]. Weiterhin 

ungeklärt ist ebenso, welcher Zelltyp von den Apoptosen betroffen ist. Der Knockout des 

antiapoptotischen Proteins Bcl-2 in Mäusen resultierte ebenfalls in einer Erhöhung der 

Apoptosen am Kryptengrund des Colons. Es wird vermutet, dass es sich bei den betroffenen 

Zellen um die dort lokalisierten adulten intestinalen Stammzellen handelt [155]. Inwieweit 

Bcl-2 bei der durch den Knockout von GPx2 induzierten Apoptose eine Rolle spielt, bleibt zu 

klären. 

Neben der Apoptoserate kann die Bestimmung der Mitoserate ebenfalls Aufschluss über 

Veränderungen der Krypthomöostase geben. Die Analyse der Mitoserate zeigte, dass der 

Großteil der Mitosen sowohl im Wildtyp als auch im GPx2-Knockout im 3. und 4. Kryptviertel 

lokalisiert war (Abb.3.11.). Im selenarmen Zustand wurden im GPx2-Knockout auch im 2. 

Kryptviertel Mitosen detektiert (Abb.3.11.). Das bedeutet, dass der Verlust von GPx2 

zusammen mit der Restriktion von Selen zu einer gesteigerten Mitoserate führte, da 

vermutlich die große Anzahl an Apoptosen im Kryptengrund die Zellzahl pro Krypte 

verminderte.  

Die Lokalisation von Mitosen im 2. Kryptviertel deutet darauf hin, dass es hier vermutlich zu 

einer Verschiebung der Proliferationszone in Richtung Kryptenspitze gekommen ist. Es kann 

spekuliert werden, ob die ernorm hohe Anzahl an Apoptosen im Kryptengrund im 

selenarmen Zustand zu dieser räumlichen Verdrängung geführt hat. Die Messung der 

Krypten im selenarmen Zustand im GPx2-Knockout ergab eine Länge von ca. 170 µm. 

Demzufolge waren die Krypten ca. 20 µm länger als die Krypten im Wildtyp und die Krypten 

im GPx2-Knock auf selenadäquatem- bzw. supplementiertem Futter. Diese morphologische 

Veränderung ist ein weiterer Beleg für die Verschiebung der Proliferationszone.  

Es bleibt zu klären, welche Proteine in diesen Prozess involviert sind. Es ist bekannt, dass 

eine Erhöhung der Expression des Glucagon-like Peptid-2 (GLP-2) eine Kryptverlängerung 

bewirkt, indem vermutlich einerseits die Abschilferung der Zellen an der Kryptenspitze 

inhibiert wird und andererseits die Proliferation im Kryptengrund zunimmt [156]. Inwieweit 

sich die Verlängerung der Krypten, die erhöhte Apoptoseanzahl im Kryptengrund und die 

Verschiebung der Proliferationszone des GPx2-Knockout im selenarmen Zustand auf die 

gesamte Darmfunktion auswirkt, ist nicht bekannt. In dem von uns dokumentierten Zeitraum 

im Alter von 8 bis 21 Wochen kam es zu keiner Gewichtsreduktion in diesen GPx2-

Knockout-Tieren. Demzufolge kann davon ausgegangen werden, dass die Resorption im 

Darm dieser Mäuse nicht gestört ist. 
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Im selenadäquaten und -supplementierten Zustand scheint die vermehrte Apoptoserate im 

GPx2-Knockout ohne große morphologische Veränderungen der Kryptenarchitektur toleriert 

zu werden. Zwar ist die Apoptoserate stark erhöht, aber sie reicht anscheinend nicht aus, um 

die Zellanzahl pro Krypte zu modulieren.  

 

4.2. Einfluss von GPx2 auf die entzündungsassoziierte Colonkarzinogenese 
 
In dieser Arbeit sollte der Einfluss von GPx2 auf die entzündungsassoziierte 

Colonkarzinogenese erforscht werden. In dem hierfür verwendeten Krebsmodel wird der 

karzinogene Prozess durch die Applikation des Mutagens Azoxymethan (AOM) initiiert [157]. 

Eine anschließende Natrium-Dextransulfat-Behandlung verursacht eine Entzündung des 

Colons und stellt die Symptome von Colitis Ulcerosa im Menschen nach [158]. Die genauen 

Ursachen für die Entstehung von Colitis Ulcerosa sind bisher noch unbekannt. Es wird 

vermutet, dass die Struktur der intestinalen Mukosa, die durch eine sensitive Balance 

zwischen Apoptose und Zellregeneration aufrechterhalten wird, gestört ist [159]. Durch 

Veränderungen in den Tight-Junctions zwischen den Zellen und durch vermehrte Apoptose 

kommt es zu Störungen der Barriere Funktion der Epithelzellen [160, 161]. Dadurch können 

im weiteren Verlauf Bakterien die epitheliale Barriere durchwandern und somit 

Entzündungen auslösen [162]. 

Die Analyse des Entzündungsstatus des Colons erfolgte eine Woche nach der DSS-

Applikation in der akuten Entzündungsphase. Die massivste Entzündung bei beiden 

Genotypen war im selenarmen Zustand vorzufinden. Im selenadäquaten Zustand kam es 

tendenziell zu einer Abmilderung der Entzündung. Die Supplementation von Selen führte 

sowohl im GPx2-Knockout als auch im Wildtyp zu einer signifikanten Verminderung der 

Entzündung (Abb. 3.14.).  

Demnach hat die Supplementation von Selen in Form von Selenomethionin eine 

antiinflammatorische Wirkung. Diese Wirkung scheint dosisabhängig zu sein, denn mit 

steigendem Selengehalt des Futters kam es zu einer schrittweisen Abmilderung der 

Entzündung. Einige Selenverbindungen vermitteln eine antiinflammatorische Wirkung. Die 

Gabe von Natriumselenit in vitro bewirkte eine verbesserte Immunantwort [163]. Des 

Weiteren verursachte der Knockout der Selenocystein-tRNA in Makrophagen 

Veränderungen der extrazellulären Matrixproteinexpression und resultierte in einer 

vermehrten Invasivität dieser Immunzellen. Deshalb wurde geschlussfolgert, dass bestimmte 

Selenoproteine antiinflammatorische Effekte bewirken können [132].  

Es gibt viele Hinweise, dass GPx2 antiinflammatorische Eigenschaften besitzt. 

Beispielsweise ist GPx2 ein Zielgen des Transkriptionsfaktors Nrf2 ist [88]. Dieser induziert 

bei oxidativem Stress, welcher durch z.B. Krebs oder Entzündung ausgelöst wird, 

verschiedene antioxidative Schutzmechanismen. Der in vitro siRNA-vermittelte Knockdown 
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von GPx2 verursachte sowohl eine Steigerung der Cyclooxygenase-2 (COX2)-Expression 

als auch eine Erhöhung der Prostaglandin-E2 (PGE2)-Produktion. Es wird deshalb vermutet, 

dass GPx2 COX-2 hemmt [164]. Der Nachweis darüber, ob auch in vivo eine adäquate 

GPx2-Expression im Colon der Cyclooxygenase-2 entgegenwirken kann, muss noch 

erbracht werden. Auch in vivo wurde die antiinflammatorische Wirkung von GPx2 

beobachtet. Der Doppel-Knockout von GPx1 und GPx2 in Mäusen verursachte massive 

Colitis und im weiteren Verlauf Colontumore [84]. Jedoch war ein GPx2-Allel ausreichend, 

um diesen Phänotyp zu unterdrücken, so dass keine Colitis und Tumore vorzufinden waren 

[84]. Zusätzlich kam es in GPx2-Knockout Mäusen zu einer stärkeren durch ein Allergen 

induzierten Atemwegsentzündung als in den vergleichbaren Wildtyptieren [90]. 

Im Vergleich zwischen den beiden Genotypen wurde ein signifikant erhöhter Entzündungs-

status des Colons im GPx2-Knockout im selenarmen und -adäquaten Zustand dokumentiert 

(Abb.3.14.). Die Selensupplementation reduzierte die Entzündung in beiden Genotypen auf 

das gleiche Niveau, so dass kein Unterschied mehr zwischen GPx2-Knockout und Wildtyp 

festgestellt wurde. Demzufolge kann postuliert werden, dass eine adäquate GPx2-

Expression einen Schutz vor Entzündung bietet, indem die Entzündung abgemildert wird, 

bzw. deren Initiation verhindert wird.  

Der Knockout von GPx2 erhöhte unter physiologischen Bedingungen unabhängig vom 

Selengehalt des Futters die Apoptoserate im Kryptengrund. Es kann deshalb spekuliert 

werden, inwieweit sich dieser Befund positiv auf die Entzündung auswirkt. Vermutlich ist 

durch die erhöhte Apoptoserate die Mukosahomöostase gestört, so dass die Barrierefunktion 

der Epithelschicht nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Die vermehrte Einwanderung 

von Bakterien würde dann den Entzündungsprozess vorantreiben. In mehreren Studien zu 

Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn wurde durch die Inhibition von Apoptosen die 

Entzündung im Darm abgemildert [165, 166].  

Des Weiteren liegt die Vermutung nahe, dass sich die Krypten im GPx2-Knockout in der 

Entzündungsphase aufgrund der massiven Apoptosen im Kryptengrund langsamer 

regenerieren können. Das könnte zum einen eine länger andauernde Entzündung 

verursachen und zum anderen könnten größere Bereiche der Mukosa im GPx2-Knockout 

entzündet sein. Letztendlich würde das die Wahrscheinlichkeit der Manifestation von 

Mutationen an der DNA erhöhen. Im weiteren Verlauf könnte das zum einen die 

Tumorinitiation positiv beeinflussen oder zum anderen den karzinogenen Prozess 

beschleunigen.  

Ebenso hat die bakterielle Kolonisation des Colons einen Einfluss auf die Initiation bzw. den 

Verlauf einer Entzündung [167]. Es bleibt zu diskutieren, welchen Einfluss die veränderte 

Enzymexpression im GPx2-Knockout auf die bakterielle Kolonisation hat. Möglicherweise 

wird eine eher pathogene Besiedlung des Colons gefördert. Das wäre eine weitere Erklärung 
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für den starken Entzündungsstatus im GPx2-Knockout. Außerdem erhöhte der Knockout von 

GPx2 die GPx1-Expression (Abb.3.8.). Eine adäquate GPx1-Expression erhöhte die durch 

ein Allergen-induzierten Atemwegsentzündung, weil durch den verminderten Level an 

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) die Anzahl an differenzierten T-Lymphozyten verringerte 

wurde [168]. 

Die entzündlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn (MC) und Colitis Ulcerosa (UC) 

erhöhen das Risiko für Colonkrebs nachweislich [169, 170]. Auch in verschiedenen 

Mausmodellen war eine chronische Entzündung im weiteren Verlauf mit der Entstehung von 

Colontumoren assoziiert [84]. Auch in diesem Tierversuch korrelierte eine stärkere 

Entzündung mit einer erhöhten Tumoranzahl.  

Zunächst erfolgte die Auswertung von aberranten Krypt Foci (ACF). Diese werden als 

Tumorvorstufen bewertet, da vermutet wird, dass verschiedene Mutationen sowie 

epigenetischen Veränderungen in Tumorsuppressorgenen bzw. Onkogenen genomische 

Instabilität verursachen, so dass sich im weiteren Verlauf aus ACF Adenome bilden können 

[171, 101]. Die Anzahl von Krypten pro Focus schwankt von einer Krypte pro Focus bis 

hundert [172].  

Bei der Auswertung der Anzahl von Krypten pro Focus gab es keine Unterschiede zwischen 

GPx2-Knockout und Wildtyp (Abb.3.16.). Die meisten ACF hatten ein, zwei und drei Krypten 

pro Focus. Die ACF-Inzidenz zeigte weder zwischen Wildtyp und GPx2-Knockout noch 

zwischen den drei Selendiäten große Unterschiede (Tab. 3.1.). In den Wildtyptieren wurde 

unabhängig vom Selengehalt des Futters eine tendenziell höhere ACF-Inzidenz als im GPx2-

Knockout beobachtet. Im selenarmen und -adäquaten Zustand wurden im Wildtyp 

tendenziell mehr ACF dokumentiert als im GPx2-Knockout (Tab.3.1.).  

Wenn die ACF als Tumorvorstufen betrachtet werden, kann davon ausgegangen werden, 

dass die Karzinogenese im GPx2-Knockout schon weiter vorangeschritten ist und deshalb 

weniger Tiere ACF aufwiesen. Auch in anderen Studien war die Korrelation zwischen Tumor- 

und ACF-Anzahl invers [173, 174, 175]. 

Im selenarmen und im -supplementierten Zustand war die Tumorinzidenz im GPx2-Knockout 

tendenziell höher als im Wildtyp. Im selenadäquaten Zustand wurde kein Unterschied in der 

Tumorinzidenz zwischen den beiden Genotypen festgestellt. Demzufolge liegt die Vermutung 

nahe, dass der Knockout von GPx2 sowie die Supplementation von Selen keinen 

wesentlichen Einfluss auf die Tumorinzidenz haben.  

Im GPx2-Knockout waren sowohl im selenarmen als auch -adäquaten Zustand tendenziell 

mehr Tumore vorhanden. Nur im selensupplementierten Zustand war kein Unterschied 

zwischen den beiden Genotypen zu verzeichnen, wobei die Streuung innerhalb der GPx2-

Knockout-Gruppe immer noch sehr hoch war (Abb. 3.17.). Dieser Befund verdeutlicht die 

Hypothese, dass der Knockout von GPx2 sowohl vermutlich die Tumorinitiation verstärkt als 

DISKUSSION                                                                                                                                         61         



auch die Tumorprogression beschleunigt. Bei diesem entzündungsassoziierten Krebsmodel 

kann davon ausgegangen werden, dass die stärkere Entzündung im GPx2-Knockout die 

Tumorentstehung stimuliert hat.  

Durch die Supplementation von Selen kam es zu einer Reduktion der Tumoranzahl in beiden 

Genotypen, wobei diese im GPx2-Knockout sogar signifikant war. Dieser Befund bestätigt 

die Ergebnisse mehrerer humaner Seleninterventionsstudien, in denen die Supplementation 

von Selen beispielsweise das Colon-, Prostata- und Lungenkrebsrisiko senkte (Tab.1.1.). 

Der genaue antikarzinogene Mechanismus von Selen ist bisher noch unbekannt. Einerseits 

können die antikarzinogenen Effekte durch die verschiedenen Selenverbindungen vermittelt 

werden [176]. Aber andererseits wird vermutlich durch die Supplementation von Selen auch 

die Proteinbiosynthese aller Selenoproteine vorangetrieben, so dass die Reduktion des 

Krebsrisikos demzufolge auch durch einzelne Selenoproteine vermittelt werden könnte [177]. 

Eine Hypothese ist, dass beispielsweise eine adäquate GPx1-Expression vor oxidativem 

Stress und somit auch vor der Entstehung von Tumoren schützt [178]. 

Die Analyse der Tumorverteilung entlang des Colons ergab, dass sich der Großteil der 

Tumore sowohl im Wildtyp als auch im GPx2-Knockout distal am Anus befand. Vereinzelt 

wurden auch Tumore im transversen Colon dokumentiert. Im proximalen Colon wurde kein 

Tumor detektiert. Es ist bekannt, dass sich die meisten Colontumore im Menschen sowie in 

Mäusen im distalen Abschnitt entwickeln [179, 174]. Allerdings wird aktuell kontrovers 

diskutiert, welche Ursachen zu diesem Verteilungsmuster führen.  

Im selenadäquaten Zustand wurde kein Unterschied in der Tumorgröße zwischen den 

beiden Genotypen festgestellt. Allerdings entwickelten sich im GPx2-Knockout signifikant 

kleinere Tumore im selenarmen und -supplementierten Zustand. Demnach stimulierte GPx2 

die Proliferation von Zellen. Im karzinogenen Prozess ist diese Eigenschaft als negativ zu 

bewerten, da dadurch das Wachstum von Tumoren unterstützt wird.  

GPx2 ist ein Zielgen von ß-Catenin, welches im Colonkrebs konstitutiv aktiv ist und dadurch 

unkontrolliertes Zellwachstum verursacht [100]. Die Eigenschaft von GPx2, Apoptosen zu 

inhibieren, wirkt sich vermutlich ebenso positiv auf das Tumorwachstum aus. In in vitro 

Versuchen erhöhte die Expression von GPx2 das Koloniewachstum von Krebszellen im 

Softagar. Nach der Injektion von HT29-Zellen in Nacktmäusen entwickelten sich aus den 

HT29-Zellen, die GPx2 exprimierten im Gegensatz zu den HT29-Zellen mit einer 

verminderten GPx2-Expression, größere Tumore [89]. Während der Colonkarzinogenese 

wird GPx2 transient überexprimiert [25]. Die Ursache für die Hochregulation der GPx2-

Expression könnte verschiedene Ursachen haben. In Tumoren wird die ΔN-Isoform von p63 

vermehrt exprimiert. GPx2 ist ein Zielgen von p63. Dieser Transkriptionsfaktor scheint duale 

Funktionen zu haben, denn einerseits wurde eine tumorsuppressive Funktion postuliert aber 

andererseits konnte auch eine onkogene Wirkung von p63 festgestellt werden [151]. 
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Ob diese Überexpression von GPx2 als pro- oder antikarzinogen eingestuft werden soll 

bleibt weiterhin ungeklärt. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten jedoch, dass GPx2-

Knockout-Tiere mehr Entzündung und Colonkrebs haben.  

 
4.3. Ausblick 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass der Knockout von GPx2 einerseits zu einer 

drastischen Erhöhung der Apoptoserate im Kryptengrund führte und andererseits eine 

Überexpression von GPx1 bewirkte. Obwohl auf allen drei Selendiäten eine Steigerung der 

Apoptoserate dokumentiert wurde, war der Effekt auf selenarmem Futter am größten. Die 

Tiere wurden in diesem Versuch über einen Zeitraum von 17 Wochen mit dem 

entsprechenden Futter versorgt. Um zu erfahren, welchen Einfluss diese Veränderungen im 

Expressionsmuster bzw. die Erhöhung der Apoptoserate auf die Funktion des Darms haben, 

sollten weitere Versuche durchgeführt werden, bei denen die Tiere über einen längeren 

Zeitraum gefüttert werden. Ein verlängerter Fütterungsversuch würde außerdem Aufschluss 

darüber geben, ob die Tiere im weiteren Verlauf durch die GPx1-Überexpression eine 

Insulinresistenz und Diabetes Mellitus Typ II entwickeln würden. Es bleibt zu klären, auf 

welcher Regulationsebene der Knockout von GPx2 die Expression von GPx1 beeinflusst. 

Hierfür sollten weitere Untersuchungen in Bezug auf die Transkriptions- und Translationsrate 

der GPx1-mRNA sowie deren Stabilität erfolgen. Des Weiteren sollte ermittelt werden, ob der 

Knockout von GPx2 auch einen Einfluss auf die Expression von anderen Selenoproteinen 

besitzt. Die mechanistischen Effekte der antiapoptotischen Wirkung von GPx2 sind immer 

noch ungeklärt. Inwieweit die vermittelte Inhibierung der Apoptose über den 

Transkriptionsfaktor p53 abläuft, muss noch erforscht werden. Hierfür wäre es notwendig 

den Kryptengrund im Wildtyp und im GPx2-Knockout in Bezug auf veränderte 

Enzymexpression zu analysieren. Modulationen in bestimmten Signalwegen könnten 

darüber Aufschluss geben, welche apoptotischen Signalwege durch GPx2 inhibiert werden.  

Um zu überprüfen, welchen Einfluss die GPx2-Expression auf den Verlauf der Entzündung 

des Colons hat, sollten weitere Versuche mit dem entzündungsassoziierten Karzinogenese-

model durchgeführt werden, bei denen verschiedene Zeitpunkte innerhalb der Entzündung 

betrachtet werden sollten. Dadurch könnte geklärt werden, ob es Unterschiede im 

Regenerationsverhalten der Mukosa bzw. in der Größe der entzündeten Areale zwischen 

GPx2-Knockout und Wildtyp gibt. Weiterhin sind die Mechanismen der antiinflammatorischen 

Wirkung von GPx2 in vivo unerforscht. Es sollte innerhalb der Entzündungsphase analysiert 

werden, ob es auch im Colon zu einer Unterdrückung der COX2-Expression durch GPx2 

kommt. Mittels Expressionsanalysen des betroffenen Gewebes könnten weitere 

Veränderungen in Signalwegen detektiert werden. Außerdem ist bisher noch unerforscht, ob 

der Knockout von GPx2 einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Bakterienflora im 
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Colon hat. Eine veränderte Darmbesiedlung mit einem Überschuss an Pathogenen könnte 

eine weitere Erklärung für die höhere Entzündungssensibilität des GPx2-Knockout 

darstellen.  

In Hinblick auf die entzündungsassoziierte Karzinogenese zeigte sich, dass der Knockout 

von GPx2 zu einer Erhöhung der Tumoranzahl auf selenarmem und -adäquatem Futter 

führte. Es bleibt zu klären, ob der hier vorgefundene Einfluss von GPx2 auf die 

entzündungsgassoziierte Karzinogenese sich ebenso in einem Karzinogenesemodel ohne 

Entzündung zeigt. Hierfür könnte Colonkrebs beispielsweise durch die mehrmalige Gabe des 

Mutagens Azoxymethan (AOM) verursacht werden. Eine Hypothese ist, dass in einem reinen 

Karzinogenesemodel womöglich weniger Tumore im GPx2-Knockout detektiert werden, da 

es durch die unter physiologischen Bedingungen vorgefundenen Apoptosen im GPx2-

Knockout zu einer massiven Aussortierung von Zellen mit DNA-Schäden kommen könnte 

und sich dadurch wahrscheinlich nur wenige Mutationen an der DNA manifestieren können. 

Des Weiteren müssen die proliferativen Effekte von GPx2 genauer untersucht werden.  

Die Mechanismen, die hinter den antiinflammatorischen, antikarzinogenen und 

antiapoptotischen Effekten von Selen stecken, bedürfen weiterer Erforschung, um die 

Ergebnisse der derzeitig durchgeführten Seleninterventionsstudien besser interpretieren zu 

können. 
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5.   ZUSAMMENFASSUNG 
 
Bei der Entdeckung der Glutathionperoxidase-2 (GPx2) wurde zunächst davon 

ausgegangen, dass die Funktion dieses Enzyms im Kryptengrund des Colons einzig in der 

Reduktion von H2O2 besteht. Im Laufe der weiteren Erforschung zeigte sich, dass GPx2 auch 

in verschiedenen Tumorgeweben vermehrt exprimiert wird. Dabei wird diskutiert, ob die 

Wirkung von GPx2 im Tumor eher als pro- oder als antikarzinogen einzustufen ist. Mehrere 

Experimente in vitro und in vivo zeigten antiinflammatorische Eigenschaften der GPx2. 

Aufgrund dieser Befunde wird derzeit über weitere Funktionen der GPx2 spekuliert.  

In dieser Arbeit wurde die physiologische Funktion von GPx2 näher erforscht, dazu wurden 

Wildtyptiere und GPx2-Knockout-Tiere in Hinblick auf Veränderungen der Enzymexpression 

und der Colonmorphologie untersucht. Der Knockout von GPx2 erhöhte die Apoptoserate im 

Kryptengrund. Dabei war der größte Effekt auf selenarmem Futter zu verzeichnen. Hierbei 

kam es sogar zu einer Veränderung der Colonmorphologie, da die Verschiebung der 

Proliferationszone in Richtung Kryptenspitze eine Verlängerung der Krypten nach sich zog. 

Im Wildtyp wurden keine Apoptosen im Kryptengrund detektiert. GPx1 wird unter 

physiologischen Bedingungen im Gegensatz zur GPx2 in der Kryptenspitze exprimiert und ist 

im Selenmangel nicht mehr detektierbar. Der Knockout von GPx2 erhöhte die GPx1-

Expression im Kryptengrund auf allen drei Selendiäten. Diese Überexpression von GPx1 am 

Kryptengrund soll vermutlich den Verlust von GPx2 an dieser Stelle kompensieren. Da 

jedoch dort die massive Apoptoserate detektiert wurde, kann die GPx1 nicht die komplette 

Funktion von GPx2 kompensieren. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Funktion 

von GPx2 nicht nur in der Reduktion von H2O2 liegt. Vielmehr kann eine Rolle bei der 

Aufrechterhaltung der Homöostase von Zellen postuliert werden.  

Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit war die Klärung der Frage, welchen Einfluss GPx2 auf 

die entzündungsassoziierte Colonkarzinogenese ausübt. In dem hierfür verwendeten 

AOM/DSS-Model wird der karzinogene Prozess durch Entzündung vorangetrieben. Es 

erfolgte sowohl im Wildtyp als auch im GPx2-Knockout zum einen die Bewertung des 

Entzündungsstatus des Colons und zum anderen wurde die Anzahl von ACF und Tumoren 

verglichen. Das Colon im GPx2-Knockout war wesentlich stärker entzündet als im Wildtyp. 

Diese Ergebnisse bestätigen die für die GPx2 postulierte antiinflammatorische Funktion. 

Normalerweise führt eine Erhöhung der Mitoseanzahl zur Regeneration des entzündeten 

Gewebes. Jedoch beeinflusst der Verlust von GPx2 vermutlich den Ablauf der Entzündung, 

indem beispielsweise die Regeneration des Gewebes durch die enorm hohe Apoptoserate 

am Kryptengrund verlangsamt wird. Des Weiteren hatten sich im GPx2-Knockout tendenziell 

weniger ACF jedoch mehr Tumore entwickelt. Somit korrelierte die Entzündung des Colons 

mit der Entwicklung von Tumoren. Der Verlust von GPx2 begünstigte vermutlich sowohl die 
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Tumorinitiation als auch die Tumorprogression. Allerdings stimulierte die Expression von 

GPx2 ebenfalls das Tumorwachstum.  

Es kann geschlussfolgert werden, dass eine adäquate GPx2-Expression vor Entzündung 

schützt und somit das Risiko für Colonkrebs senkt. Ob GPx2 aber insgesamt pro- oder 

antikarzinogen wirkt, hängt vermutlich vom Stadium des Colonkarzinogenese ab. 
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