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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Sulforaphan (SFN)

1.1.1 Vorkommen und Freisetzung aus Glucosinolaten

Der Verzehr von Obst und Gemiise steht in positivem Zusammenhang mit einer gesun-
den Erndhrung und beugt der Entstehung verschiedener Krankheiten vor [1]. Dies liegt
besonders an den enthaltenen Vitaminen und Mineralstoffen, Antioxidantien, Ballast-
stoffen und einer Vielzahl an sekundédren Pflanzenstoffen. Die Zufuhr von Gemiise der
Gattung Brassica oleracea, welcher Sorten wie Rosenkohl, Brokkoli, Blumenkohl, Pak-
choi und Kohlrabi angehoren, korreliert invers mit dem Risiko fiir verschiedene Krebs-
arten, speziell im Atmungs- und Verdauungstrakt [2]. Die genannten Gemiise sind reich
an Glucosinolaten. Diese chemisch stabilen, schwefelhaltigen sekundidren Pflanzenstof-
fe sind Vorstufen von aktiven Metaboliten, die durch Hydrolyse entstehen. Mechani-
sches Einwirken, wie Kauen oder Schneiden des Gemiises, bewirkt eine Zerstorung der
pflanzlichen Zellen, wodurch das Enzym B-Thioglucosidase (Myrosinase, EC 3.2.3.1.)
aus separaten Zellkompartimenten freigesetzt wird. Abhingig von den Reaktionsbedin-
gungen und der Struktur des Aglykons entstehen nach Abspaltung des Zuckerrestes im
Weiteren Isothiocyanate (ITC) bzw. Indole. Nitrile und Thiocyanate werden unter ande-
rem bei niedrigen Temperaturen und saurem pH gebildet [3]. Die Spaltprodukte sind
verantwortlich fiur die antioxidativen, antimikrobiellen, immunmodulatorischen sowie
antikanzerogenen Effekte von Kohlgemiisearten und tragen zum Schutz der Pflanze vor
Fra3 und Pathogenen bei [4]. Das aliphatische ITC Sulforaphan (4-Methylsulfinylbutyl-
isothiocyanat, SFN), ist eine der biologisch aktivsten und am besten untersuchten se-
kundéren Pflanzenstoffe des Brokkoli und kommt natiirlicherweise als das Vorldufer-
Glucosinolat Glucoraphanin (GRA) vor. Vor allem in Brokkolisprossen ist GRA in gro-
Ben Mengen zu finden [4]. SEN stellt eines der vielversprechendsten natiirlichen Che-

mopréventiva dar [5].



EINLEITUNG

1.1.2 Aufnahme und Verteilung

Der GRA-Gehalt in Brokkoli kann, abhiingig von Sorte, Wachstumsbedingungen, Lage-
rung und Jahreszeit, stark divergieren (15-30 umol/g Trockengewicht). Die tégliche
Glucosinolat-aufnahme in Deutschland betridgt durchschnittlich zwischen 13 und 16 mg,
etwa 10% davon entsprechen GRA [6]. SEN ist im Gegensatz zu GRA relativ hydro-
phob, weswegen es im Darm eine hohe Bioverfiigbarkeit besitzt. Nach Zufuhr erfolgt
eine schnelle Absorption im oberen Gastrointestinaltrakt (GIT) durch passive Diffusion
[7], 1-2 Stunden danach sind die hochsten Konzentrationen im Blut vorzufinden [8]. Bei
Inaktivierung der Myrosinase, z.B. durch hohe Temperaturen oder ungiinstige pH-Wert-
Bedingungen, und fehlendem Abbau gelangt GRA unverdndert in das Colon, wo es
durch die Myrosinase der Mikrobiota gespalten wird. Dort direkt freigesetzt, kann SFN
lokal wirken [9]. Absorbiertes SFN wird durch Glutathion-S-Transferasen (GST) mit
GSH zu Dithiocarbamat konjugiert, eine rasche intrazellulire Akkumulation ist moglich
[10]. Der Polymorphismus der GST besitzt groen Einfluss auf den Metabolismus, die
Bioverfiigbarkeit und letztendlich die Effekte von SFN im Korper. SEN ist fihig, seinen
eigenen Metabolismus iiber die Induktion von GST zu regulieren. Mit Hilfe von Trans-
portern wird dieses Konjugat entweder basal {iber das multidrug-resistance associated
protein (MRP)-1 der systemischen Blutzirkulation zugefiihrt oder iiber das P-glyco-
protein-1 (Pgp-1) zuriick ins Darmlumen transportiert [11]. Die Verteilung im Korper
als Protein-gebundenes Dithiocarbamat oder in geringen Mengen als freies SFN ge-
schieht schnell [8], eine Rezirkulation im enterohepatischen Kreislauf ist moglich [12].
Der Abbau zum N-Acetyl-S-Cysteinderivat (Mercaptursiure) erfolgt vorwiegend in der
Niere, und ist 2-4 Stunden nach Verzehr von SFN im Urin nachweisbar [13]. 72 Stun-

den nach der Zufuhr von SFN sind sdmtliche Metabolite eliminiert [8].

1.1.3 Funktionen von SFN

Antikanzerogene Effekte von SFN lassen sich hauptsdchlich auf die Féahigkeit zuriick-
fithren, die Biotransformation von Fremdstoffen zu beeinflussen, was sowohl in vitro
als auch in vivo gezeigt wurde [14]. Enzyme der Phase I und II des Fremdstoffmetabo-
lismus beeinflussen mit ihrer Aktivitit die Metabolisierung von potentiell kanzerogenen

bzw. mutagenen Substanzen und fiithren zunichst zur Bildung elektrophiler Zwischen-
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stufen (metabolische Aktivierung in Phase I) bzw. verhindern diese (Deaktivierung in
Phase II). Verschiedene Phase I Enzyme werden durch SFN gehemmt [15, 16], hinge-
gen wird die Expression mehrerer Phase II Enzyme stark induziert [4, 17]. Auch die
Ausscheidung von Fremdstoffen kann infolge einer Induktion von Transportproteinen

durch SFN beeinflusst werden [18, 19].

Die Hemmung der Zellproliferation sowie ein Einfluss auf den Zellzyklus und die A-
poptose konnte in verschiedenen Krebszelllinien gezeigt werden [20-22]. Eine konzen-
trationsabhingige Modulierung des MAPK-Effektors Activator Protein-1 (AP-1) durch
SEN beeinflusst direkt die HT-29 Zellviabilitdt. Geringe Konzentrationen an SFN akti-
vieren AP-1 und damit die Zellproliferation, im Gegensatz dazu hemmen hohe Konzent-
rationen diesen Prozess [23]. Abhingig vom Zellsystem, der Dauer und Konzentration
der SFN-Behandlung [24, 25] werden verschiedene Cycline, Checkpoint Kinasen und
Phosphatasen beeinflusst, es kann zum Zellzyklusarrest sowohl in der G;- [26] als auch
in der vorwiegend betroffenen G,/M-Phase [27] kommen. Die durch SFN induzierte
Apoptose erfolgt durch eine Aktivierung von Bax und einer dadurch vermittelten Frei-
setzung von Cytochrom c, eine Reduzierung der die Apoptose hemmenden IAP-
Proteine und Induktion von Apaf-1 [28]. Sowohl in p53*"* als auch p53” HCT116 Zel-
len fithrt SFN zur Aktivierung von Effektorcaspasen, Verschiebung des Verhiltnisses
proapoptotischer zu antiapoptotischer Bcl-2 Proteine und zur Spaltung von PARP [29].
AuBerdem resultiert die Gabe von SFN in der Produktion reaktiver Sauerstoffspezies

(ROS), ein weiterer proapoptotischer Schliisselmechanismus [30].

Die Bindung von NF-kB Untereinheiten an die DNA wird durch SEN blockiert, wo-
durch dieser proinflammatorische Transkriptionsfaktor inaktiviert und die Sekretion
inflammatorischer Mediatoren unterbunden wird [31]. Infolge einer reduzierten Cyto-
kin-induzierten Produktion von H,O, wird die Cytokintoxizitit vermieden und der NF-
kB-abhingige Zelltod gehemmt [32]. Eine antiinflammatorische Wirkung des SFN wird
auch im Zusammenhang mit der Hemmung Agenzien-induzierter Entziindung beschrie-
ben, wobei sowohl die durch LPS hervorgerufene Entziindungsreaktion in Makrophagen
unterdriickt [33], als auch die durch UV-B-Strahlung vermittelte Expression inflamma-

torischer Gene reduziert werden kann [34]. Eine durch SFN verminderte p38 MAPK-
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abhingige COX-2-Expression resultiert in geringerer Produktion proinflammatorischer
Prostaglandine [35-37]. SFN hemmt des Weiteren die Histondeacetylase (HDAC) in der
humanen colorektalen Krebszelllinie HCT116 als auch in muriner Colonmukosa und
fiihrt somit {iber eine gesteigerte Expression von Tumorsuppressorproteinen wie p21 zur
Differenzierung und Apoptose in prikanzerdsen Zellen [38, 39]. Die SFN-vermittelte
Induktion von p21 erfolgt sowohl p53-abhingig als auch -unabhédngig. Antimikrobielle
Effekte von SFN [40], vor allem Wachstumshemmung von Mikroorganismen wie Heli-

cobacter pylori [41], bieten Schutz vor Pathogenen und Infektionen.

Die chemopriventiven Effekte von SFN wurden in zahlreichen Tiermodellen bestitigt.
Unter anderem vermindert SFN in Ratten die Azoxymethan (AOM)-induzierte Bildung
von aberranten Kryptfoci (ACF) im Colon [42] und die Inzidenz von Dimethylbenz-
anthrazen (DMBA)-induzierten Mammakarzinomen [43]. In Miusen wird die Entste-
hung Benzo(a)-pyren (B(a)P)-induzierter Lungenadenome [44] bzw. Magenkarzinome
[45] und DMBA-induzierter Hauttumore [46] gehemmt, sowie die Bildung von Polypen
im APC™"-Mausmodell durch Supplementation von SEN verringert [39, 47]. Sowohl
die Prostatatumorinzidenz, das -volumen als auch die -metastasierung in die Lunge
konnen durch die Gabe von SEN im PC-3 Xenograft-Nacktmausmodell verringert wer-
den [48]. In syrischen Hamstern retardiert SFN die Initiation von Pankreashyperplasien

und somit die Entwicklung von Typ I Diabetes [49].

1.1.4 Nrf2/Keapl und die Induktion von Phase II Enzymen

Der Focus der SFN-vermittelten Effekte lag lange Zeit auf der Induktion von antioxida-
tiven und detoxifizierenden Enzymen wie der NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase
(NQOTI), Hamoxygenase 1 (HO-1), y-Glutamylcysteinsynthetase (yGCS) oder GST,
welche liber ein antioxidant response element (ARE) in der Promotorregion verfiigen.
Die Regulation dieser Gene wird iiber nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) vermit-
telt, ein basischer Leuzinzippertranskriptionsfaktor (bZIP) und einer der wichtigsten
Regulatoren, welcher Zellen vor Kanzerogenen, Oxidantien und anderen toxischen
Chemikalien schiitzt [50]. Nrf2-defiziente Méuse reagieren empfindlicher auf den Ein-

fluss von toxischen und kanzerogenen Substanzen, was mit einem deutlich geringeren
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basalen Expressionsniveau bzw. einer fehlenden Induzierbarkeit fiir verschiedene Phase

IT Enzyme einhergeht [51, 52].

Die Regulation der Nrf2-vermittelten ARE-Transaktivierung beruht bislang auf ver-
schiedenen Theorien und ist bisher nicht vollstindig erfasst. Unter physiologischen Be-
dingungen ist Nrf2 am kelch-like ECH-associated protein-1 (Keapl) assoziiert und wird
von diesem fiir eine Ubiquitinierung und einen proteasomalen Abbau présentiert [53,
54]. Dies verhindert die Translokation aus dem Cytoplasma [55]. Unter oxidativen Be-
dingungen gebildete ROS oder vorhandene elektrophile Verbindungen, wie SFN, rea-
gieren mit reaktiven Sulfhydrylgruppen zweier Cysteinreste von Keapl, C273 und
C288. Intermolekulare Disulfidbindungen entstehen und die Bindung zwischen Keapl
und Nrf2 wird durch die resultierende Konformationsinderung unterbrochen, was zur
Hemmung der Keapl-vermittelten Ubiquitinierung von Nrf2 und, infolge einer konstitu-
tiven Neusynthese, zu einem Anstieg an freiem Nrf2 fiihrt. Nrf2 transloziert in den
Kern, heterodimerisiert mit kleinen Maf- (musculoaponeurotic fibrosarcoma) und CBP-
(CREB-bindenden) Proteinen und bindet an in der Promotorregion von Zielgenen lie-

gende ARE-Regionen [56].

1.1.4.1 NAD(P)H:Chinon-Oxidoreduktase (NQO1)

Das wihrend Untersuchungen an NADH- und NADPH-Dehydrogenasen zufillig ent-
deckte Protein NQOI, auch als DT-Diaphorase bezeichnet, gilt als klassisches Nrf2-
Zielgen und hat eine breite Substratspezifitit [57]. Mit Hilfe eines 2-Elektronen-
Transfers vom Chinon zum Hydrochinon verhindert die Flavin-haltige NQOI1 die Ent-
stehung radikalischer Zwischenstufen. Die Produkte der Oxidationsreaktion, wasserlos-
lichere Hydrochinone, werden rasch konjugiert und ausgeschieden [58]. Als Elektronen-
donatoren konnen mit gleicher Effektivitit NADH oder NADPH genutzt werden [59].
Der Vitamin K-Antagonist Dicoumarol hemmt das Enzym. Die Reaktion des Homodi-
mers NQOI1 funktioniert {iber einen Ping-Pong-Mechanismus. Reduziertes Pyridin-
nukleotid wird gebunden, reduziert seinerseits den Cofaktor FAD und bindet im oxidier-
ten Zustand an das Substrat [58]. NQOI1 ist durch verschiedene elektrophile oder
oxidative Stimuli induzierbar und kann als Teil des Abwehrsystems gegen Stress ange-

sehen werden. In der 5°flankierenden Region seines Genes liegt sowohl die Sequenz
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ARE als auch die des xenobiotic response elements (XRE). Vorwiegend (>90%) cytoso-
lisch vorkommend, wird es hauptsichlich in epithelialem und endothelialem Gewebe
exprimiert [57]. Nukledres NQO1 wurde jedoch auch in der Tumorzelllinie HT-29 de-
tektiert, was aufgrund der Fihigkeit zur Bioaktivierung antikanzerogener Substanzen
ebenso eine Schutzfunktion schlussfolgern ldsst [60]. Eine Formation reaktiver Metabo-
lite durch die Metabolisierung von NQOI ist jedoch ebenfalls moglich, ROS kdnnen
generiert bzw. nucleophile Stellen alkyliert werden. Die Expression von NQOI ist in
humanen Tumorzellen sowie -geweben gesteigert [61, 62], was zur Folge hat, dass der
Einsatz antikanzerogener NQO1-Substrate bei der Therapie solcher Tumore diskutiert

wird [63].

1.1.4.2  Glutathion-S-Transferase (GST)

Die Konjugation von GSH an Elektrophile, wie SFN, wird durch GST katalysiert, einer
multigenen Isoenzymfamilie, welche durch diese Reaktion eine wichtige Rolle im Me-
tabolismus und der Detoxifizierung von Fremdstoffen spielen [64]. Es existieren 6
Isoenzymklassen (a, W, m, 0, o, x) die alle aus zwei Untereinheiten bestehen. Trotz iiber-
lappender Substratspezifititen variiert die Reaktivitit jedes Isoenzyms fiir verschiedene

Substrate [65].

Das den Metabolismus von SFN einleitende Enzym GST trigt aufgrund verschiedener
Gen-Polymorphismen in einigen Subklassen wesentlich an der Fihigkeit des Organis-
mus bei, Fremdstoffe zu detoxifizieren. In ca. 50% der Bevolkerung tritt der GSTT1-
null Genotyp auf, die Defizienz an diesem Enzym ist damit recht hiufig. Einigen Stu-
dien zufolge bietet dieser Genotyp aufgrund von lidnger andauernder Exposition und
geringerer Eliminationsrate von SFN einen Schutz vor Krebserkrankungen in Lunge,
Colon und Brust [66, 67]. Im Widerspruch dazu steht, dass der GSTM1-null Genotyp
SEN schneller eliminiert und ein hoheres Risiko aufweist, an Prostatakrebs zu erkranken

[68].
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1.2 Selen (Se)

1.2.1 Bedeutung und chemische Eigenschaften

Das nach der griechischen Mondgottin Seléne benannte Element wurde 1817 von Jons
Jakob Berzelius (1179-1848) im Bleikammerschlamm einer schwedischen Schwefelsidu-
refabrik entdeckt und war vorerst als toxische Substanz bekannt. In der VI. Hauptgruppe
des Periodensystems fiir Elemente stehend, kann Selen (Se’) in Verbindungen die Oxi-
dationszahlen -2, 0, +4, +6 annehmen und ist Schwefel hinsichtlich seiner chemischen
und physikalischen Eigenschaften sehr @hnlich. Aufgrund einer groferen Atombhiille
verfiigt Se jedoch iiber eine hohere Nukleophilie und Reaktivitét als Schwefel [69, 70].
Neben Tellur (tellus, griech.: Erde) kommt Se in Kupfer-, Blei-, Zink-, Silber- und
Golderzen vor, der Gehalt im Boden variiert regional sehr stark. Erste Berichte iiber die
Alkali Disease innerhalb des Viehbestandes in Nebraska belegen die toxische Wirkung
von Se, welche 1933 bestitigt wurde [71]. Hingegen traten bei Vieh auf selenarmen
Boden auch Mangelerscheinungen auf (White-Muscle-Disease). Die Essentialitit von
Selen wurde 1957 von Schwarz und Foltz entdeckt. Sie beobachteten, dass durch Vita-
min-E-defizientes Futter induzierte Lebernekrosen in Ratten durch Zusatz von Se ver-
hindert werden konnten [72]. Wie wichtig eine addquate Selenzufuhr fiir den Menschen
ist, zeigen endemisch auftretende Krankheiten. Die Zufuhrempfehlung fiir einen er-
wachsenen Menschen in Deutschland liegt bei 30-70 pg Se pro Tag [73], tatsdchlich ist
aber die tdgliche Aufnahme in Europa und anderen Landern geringer. Moderater Selen-
mangel (< 20 pg/Tag) wird in Verbindung gebracht mit Infertilitdt [74], verminderter
Immunitét und groBerer Anfalligkeit gegeniiber Infektionskrankheiten [75]. Chronischer
Selenmangel (< 10 pg/Tag) kann zu einer - vor allem junge Frauen und Kinder betref-
fende - Kardiomyopathie (Keshan-Erkrankung) [76], in Zusammenhang mit einer Cox-
sackie-Virus-Infektion sogar zu Myokarditis [77], oder zu einer degenerativen Gelenk-
entziindung (Kashin-Beck Erkrankung) fithren [78]. Die Supplementation bzw. die
Bodendiingung mit Se sind potentielle Therapiemdglichkeiten dieser Mangelkrankhei-
ten. Auch andere chronische Krankheiten, wie Morbus Parkinson, Herzkreislauferkran-
kungen oder Alzheimer, konnen durch Selensupplementation in ihrem Ausmal} vermin-

dert werden [79]. Des Weiteren senkte eine erhohte Zufuhr von Se die Inzidenz von



EINLEITUNG

Lungen-, Leber-, Colorektal- und Prostatakrebs [80]. Epidemiologische Befunde hierzu
sind allerdings inkonsistent [81]. Die tédgliche Selenaufnahme sollte 450-500 ug den-
noch nicht iiberschreiten. Bereits 600 pg/Tag konnen bei einzelnen Individuen toxische
Effekte hervorrufen, die sich in Symptomen wie Miidigkeit, Fingernagel- und Haarver-
lust sowie Depressionen dullern [82]. Seit im Nutritional Prevention of Cancer (NPC)
Trial priaventive Effekte im Hinblick auf die Reduktion der Krebsmortalitdt im Allge-
meinen und der Inzidenz an Lungen-, Prostata- und Colorektalkrebs im Speziellen durch
die Supplementation von 200 ug Se iiber viereinhalb Jahre beobachtet wurden [83],
liegt besonderes Augenmerk auf der Erforschung der Mechanismen von Se als potentiell
chemopriventiver Substanz. Neben der Induktion von Genen detoxifizierender Enzyme
sowie der Hemmung aktivierender Enzyme bewirkt die Behandlung mit Se in supra-
nutritiven Konzentrationen auch die Regulation von Genen, die im Prozess des Zell-
zykluses sowie der Apoptose involviert sind [84]. So werden durch Selenverbindungen
wie Selenit oder Selenocystein (Se-Cys) bzw. Vorstufen von Methylselenol oder Selen-
wasserstoff Caspasekaskaden aktiviert und Apoptose induziert, Zellen in bestimmten
Phasen des Zellzyklus arrestiert, oder das Wachstum und die Metastasierung von Tumo-
ren gehemmt [85, 86]. Se ist gleichwohl essentiell fiir das Wachstum von Zellen [87].
Vor allem erfiillt Se seine Funktionen in Form von Selenoproteinen, welche zudem in

antioxidativen, antiinflammatorischen und antiviralen Prozessen beteiligt sind [88].

1.2.2 Funktionen von Selenoproteinen

Die ersten Selenoproteine wurden 1973 in Bakterien [89] und Saugerzellen entdeckt
[90, 91]. Sie kommen jedoch nicht in Hefen und Pflanzen vor [92]. Durch den cotrans-
lationalen Einbau der 21. proteinogenen Aminosidure Se-Cys in die Polypeptidkette von
Selenoproteinen ist Se ein eher untypisches Spurenelement [88]. Die Selenolgruppe des
Se-Cys weist im Vergleich zur Thiolgruppe des Cysteins einen geringeren pK-Wert
(pKa 5,2) auf. Im Gegensatz zum protonierten Cystein liegt Se-Cys im physiologischen
pH-Bereich vorwiegend in ionisierter Form vor und ist somit reaktiver [93]. Insgesamt
wurden 25 humane Gene gefunden, die fiir Selenoproteine codieren. Splicevarianten
und weitere posttranslationale Modifikationen fithren zur Expression weiterer Sele-

noproteine. 17 Selenoproteinfamilien mit zum Teil mehreren Genen umfasst das huma-
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ne Selenoproteom [94]. Die Glutathionperoxidasen (GPx) besitzen fiinf Gene, die Thio-

redoxinreduktasen (TrxR) 3 Gene, die Iodothyronindeiodinasen (DI) ebenfalls drei Ge-

ne und sind, neben der Selenophosphatsynthetase 2 (SPS2), am besten charakterisiert.

Die restlichen Selenoproteine wurden in alphabetischer Reihenfolge benannt (Tab. 1,

Ubersicht in [95]).

Tab. 1: Humane Selenoproteine und ihre Funktionen

Selenoprotein Vorkommen Funktion Referenz
Glutathionperoxidase (GPx)
GPx1. cGPx ubiquitér, cvtosolisch Reduktion von Hvdroperoxiden [901
GPx2, GI-GPx GIT, Krebszellen, cytosolisch, Reduktion von Hydroperoxiden, Einfluss auf [96, 97]
nukledr Entziindung und Krebs
GPx3, pGPx Plasma Reduktion von Hydroperoxiden [98, 99]
GPx4, PHGPx ubiquitér Reduktion von organ. Hydroperoxiden, Spermien- [100, 101]
reifung, embryonale Entwicklung
GPx6 olfaktorisches Epithel antioxidativer Schutz [102]
Thioredoxinreduktasen (TrxR)
TrxR1 ubiquitir, cytosolisch, nuklesr Reduktion des oxidierten Thioredoxin (Trx) [103]
TrxR2 ubiquitér, mitochondrial Reduktion des Trx [104]
TrxR3 (TGR) Testis Reduktion des Trx, Glutathion- und Glutaredoxin- [105]
reduktaseaktivitit
Dejodinasen (DIO)
Diol Leber, Niere, Schilddriise, T3-Synthese, Abbau von T3 und T4 [106]
Hypophyse, PM
Dio2 Schilddriise, Hypophyse, T3-Synthese [107]
Muskel, ZNS, braunes Fettge-
webe, ER-Membran
Dio3 Plazenta, ZNS, Haut, PM Abbau von T3 und T4 [108]
Selenophosphat- ubiquitér Selenophosphatsynthese fiir die Translation von [109]
Synthetase-2 (SPS2) Selenoproteinen
Selenoprotein H ubiquitér Redox-sensitives DNA-Bindeprotein, Redoxin- [110, 111]
Familie
Selenoprotein I ubiquitér in E.coli spezifische Ethanolamin- [112]
Phosphotransferase- Aktivitéit
Selenoprotein K ubiquitir, im ER antioxidative Funktion im Herz, Proteinfaltung [113]
Selenoprotein M ubiquitér, im ER Redoxin-Familie, Proteinfaltung [114, 115]
Selenoprotein N ubiquitéir, ER-Membran Ca-Homoostase, embryonale Entwicklung [116, 117]
Selenoprotein O ubiquitér unbekannt [118]
Selenoprotein P Plasma Selentransport und -homoostase [119]
Selenoprotein S ubiquitér, im ER Glucose-reguliert, zelluldres Redox-Gleichgewicht, [120, 121]
Immunabwehr, Proteinfaltung
Selenoprotein T ubiquitér, im ER Ca-Homdostase, neuroendokrine Sekretion, [122]
Redoxin-Familie, Proteinfaltung
Selenoprotein V Testis, Gehirn Testisspezifische Form von SelW, Redoxin-Familie  [94]
Selenoprotein W ubiquitér Funktion in Muskel und Herz, Redoxin-Familie [123]
Selenoprotein X (SelR) ubiquitér Methionin-R-Sulfoxid-Reduktase [124, 125]
Selenoprotein 15 ubiquitér, im ER Proteinfaltung im ER, aktiviert Apoptose, Redoxin-  [126]

Familie
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Die C- bzw. N-terminale Lage des Sec ermdglicht eine Einteilung der Selenoproteine in

weitere zwei Gruppen.

1.2.3 Biosynthese von Selenoproteinen

Ein spezifischer Mechanismus ist notig, um das fiir Se-Cys codierende Basentriplett
UGA [127, 128] - primir fiir die Termination der Translation zustindig [129] - fiir die
Inkorporation von Se in ein Selenoprotein zu nutzen. Zunichst ist eine spezielle Haar-
nadelstruktur notwendig, die sich, anders als im offenen Leseraster von Prokaryoten, in
Selenoproteinen von Eukaryoten in der 3"-UTR der mRNA befindet. Als selenocysteine
inserting sequence (SECIS) bezeichnet, verhindert sie die vorzeitige Termination. Die
Synthese von Se-Cys findet, anders als die der anderen 20 Aminoséduren, an der spezifi-
schen tRNA®** statt. Mit Hilfe der Selenophosphatsynthetase 2 (SPS2) wird zuniichst
Selenid mit ATP zu Selenophosphat aktiviert [109, 130]. Die tRNA wird nach Beladung

A(ser)sec

mit einem Serylrest und Aktivierung zu Phosphoseryl-tRN mit Hilfe der entspre-

chenden Kinase mit Selenophosphat zu Selenocysteyl-tRNA %

umgewandelt. In Eu-
karyoten wird diese Umwandlung durch die Selenocysteinsynthetase soluble liver anti-
gen protein (SLA) katalysiert [131]. Weiterhin sind folgende Komponenten am Synthe-
sekomplex beteiligt: der selenocysteinspezifische Elongationsfaktor (eEFsec), welcher
die Selenocysteyl-tRNA®* erkennt und zu den Ribosomen transportiert, das SECIS
bindende Protein 2 (SBP2), welches den Transport der mRNA zu den Ribosomen be-
wirkt und dort an EFsec und das ribosomale Protein L30 (Rpl30) bindet [132], und das
43-kDa RNA-bindende Protein (Secp43), welches die Interaktion und Lokalisation der

o0.g. Faktoren beeinflusst und somit den Einbau von Se-Cys fordert [133].

Die Deletion von Trsp, dem Gen der tRNA®** ist embryonal letal. Eine Expression

von Selenoproteinen wire unmoglich [134].

1.2.4 Regulation der Selenoproteinexpression durch Se

Die Verfiigbarkeit von Se beeinflusst wesentlich den Ablauf der Selenoproteinsynthese.
Im Selenmangel ist die Bildung von tRNA®”** limitiert und die weitere Proteinsynthe-

se wird am sonst fiir Se-Cys codierenden UGA gestoppt. Die Selenversorgung bedingt

10
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ferner das Verhiltnis der tRNA®** Isoformen. Die sich in einer einzelnen Methyl-
gruppe in Position 34 unterscheidenden Isoformen haben verschiedene physiologische
Funktionen. 5’-Methylcarboxymethyl-2'-O-methyluridin (mem’Um) wird bei Vorhan-
densein von Se aus Methylcarboxyl-5’-Methyluridin (mecmU) gebildet, durchliuft da-
durch eine Konformationsinderung und stellt die reife Form der tRNA®* dar [135].
Besonders stress-responsive Selenoproteine, wie GPx1, GPx3, SelW oder SelS werden
von der methylierten tRNA gebildet und bei limitierter Selenversorgung nicht transla-
tiert. Housekeeping Selenoproteine, wie TrxR1, TrxR3 und GPx4 hingegen sind davon
weitestgehend unbeeinflusst, da sie durch die unmethylierte tRNA®**_Isoform synthe-
tisiert werden [136]. Die unterschiedliche Instabilitit der mRNA von Selenoproteinen
bei Selenmangel ergibt sich ferner aus dem nonsense-mediated mRNA decay (NMD),

der eintritt, sobald das Selenocysteincodon als solches erkannt wird [137].

Die Hierarchie der Selenoproteine umschreibt die differgierende Reaktion einzelner
Selenoproteine auf die Selenverfiigbarkeit. Eine verminderte Synthese von den hoch in
der Hierarchie angesiedelten Proteinen GPx2, GPx4, der Thioredoxinreduktasen und
Dejodinasen setzt einen lang anhaltenden, schwerwiegenden Mangel an Se voraus, wo-
hingegen die mRNA-Menge der niedrig in der Hierarchie der Selenoproteine stehenden
GPx1 bei Selenunterversorgung am starksten reduziert wird und die Synthese verzogert
erfolgt, wenn Se wieder ausreichend zur Verfiigung steht [97, 138]. Die Translation
stress-responsiver Selenoproteine wird im Selenmangel ferner iiber die Bindung des
Initiationsfaktors elF4a3 an das SECIS Element temporir unterbunden. Bei Selenreple-
tion wird dieser Faktor freigesetzt bzw. in seiner Expression vermindert, wodurch

SECIS fiir SBP2 zugiingig wird. Dies ermoglicht die Selenoproteinsynthese [139].

Die Deckung einer adidquaten Versorgung fiir optimal protektive Effekte wird noch dis-
kutiert. Neuen Erkenntnissen zufolge ist beispielsweise der, in Erythrocyten ermittelte
bisher iibliche Biomarker GPx1 nicht mehr ausreichend, da Selenoproteine, existieren,
die noch empfindlicher auf einen Selenmangel reagieren [140]. So ist beispielsweise die
Konzentration von SelP im Plasma ein geeigneter Biomarker fiir die Ermittlung einer

optimalen Selenoproteinexpression [141].
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1.2.5 Glutathionperoxidasen (GPx)

Bisher wurden im Menschen sieben Mitglieder der GPx identifiziert, fiinf davon sind
Selenoproteine (Tab. 1). Sie reagieren mit Wasserstoffperoxid und organischen Hydro-
peroxiden und reduzieren diese zu den entsprechenden Alkoholen. Die Reduktion von
Selenensidure zum Selenol erfolgt unter Verbrauch zweier Thiole, vorwiegend Gluta-
thion (GSH), aber auch Glutaredoxin bzw. Thioredoxin im Falle der GPx3 oder Protein-
thiole im Falle von GPx4 [142]. Makromolekiile und Biomembranen konnen somit vor
oxidativen Schiden geschiitzt werden. Das aktive Zentrum besteht aus Se-Cys, Gluta-
min und Tryptophan [143, 144]. Mit Ausnahme der monomeren GPx4 liegen die restli-
chen GPx als Homotetramere vor. Auch in Bezug auf Substratspezifitit sowie Lokalisa-
tion, Funktion (Tab. 1) und Regulation unterscheiden sich die GPx. GPx1 und GPx2
reagieren nur mit I6slichen Hydroperoxiden. GPx4, sowie GPx3 zu geringem Anteil,
konnen auflerdem in Lipiden komplex gebundene Hydroperoxide umsetzen [142]. Die
GPx2 besitzt innerhalb der GPx die stabilste mRNA und nimmt den hochsten Rang in
der Hierarchie ein. Danach folgt die GPx4. GPx1 und GPx3 reagieren hinsichtlich ihrer
Anfilligkeit gegeniiber einer Unterversorgung an Se dhnlich stark [97, 144]. Der Rang
der einzelnen GPx innerhalb dieser Hierarchie reflektiert ebenso deren biologischen

Stellenwert.

1.2.5.1  Glutathionperoxidase 1 (GPx1)

Als erstes Selenoprotein identifiziert [90, 91], ist das ubiquitir exprimierte cytosolische
Enzym vor allem fiir die Reduktion von oxidativem Stress verantwortlich [145]. Eine
Unterversorgung an Se spiegelt sich aufgrund einer relativ instabilen mRNA sehr
schnell im reduzierten Gehalt an GPx1 wider. Die GPx1 hat, abhingig vom Organ, ei-
nen Anteil von 50-80% an der GPx Gesamtaktivitit [146]. Dass GPx1 ein wichtiges
antioxidatives Enzym darstellt und in der Lage ist, vor pathogenen Effekten ROS-
induzierter Erkrankungen zu schiitzen, zeigen Untersuchungen an GPx1 Knockout
(Gle'/') Mausen [147]. In Folge von schwerem oxidativem Stress sterben diese trotz
Selensupplementation, wohingegen Tiere des Wildtyp iiberleben. Gering gestresste
GPx 17 Tiere weisen eine gesunde und fertile Entwicklung auf. Reduzierte GPx1 Gehal-

te fithren durch eventuelle Verinderungen in DNA-Reparaturmechanismen zu einem
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hoheren Risiko fiir Krebsentstehung [148]. Transgene Miuse mit mutiertem tRNA %
Gen und einer daraus resultierenden gehemmten Bildung der reifen mcm’Um-Form
zeigen aufgrund der selektiv verminderten Selenoproteinexpression stark reduzierte
GPx1-Expressionen und eine vermehrte AOM-induzierte Bildung von ACF [149].
GPx 1-iiberexprimierende humane endothelédhnliche Zellen haben eine geringere Hydro-
peroxid-induzierte Apoptoserate resultierend aus einem verminderten Verhiltnis des
proapoptotischen Bax zum antiapoptotischen Bcl-2 [150]. Die Rolle einer verdnderten
GPx1-Expression in der Kanzerogenese sowie der Entwicklung kardiovaskuldrer, neu-

rodegenerativer und metabolischer Erkrankungen wird diskutiert [151].

1.2.5.2 Glutathionperoxidase 2 (GPx2)

Zunichst als Epithelium-spezifische gastrointestinale GPx identifiziert [96, 152], wurde
die GPx2 als Barriere gegen eine Hydroperoxidabsorption angesehen [153]. Durch die
extrem hohe mRNA Stabilitidt im Selenmangel nimmt sie einen der hochsten Ridnge in
der Hierarchie der Selenoproteine ein [97]. In Nagern ist das Protein vor allem im mitt-
leren und unteren GIT zu finden, mit hochsten mRNA Konzentrationen im Ileum und
Céacum [96]. Die Expression von GPx2 erfolgt im Ileum vorwiegend in den Panethzel-
len, im Colon und Rektum ist sie am stidrksten im Kryptengrund [154], was darauf hin-
deutet, dass GPx2 - als ein Zielgen des Wnt-Signalweges [155] - eine wichtige Rolle bei
der Aufrechterhaltung der Epithelzellerneuerung spielt. Auch in der humanen Leber
wird GPx2 exprimiert [96]. Pathologisch wird die GPx2 vermehrt in Brustkrebszellli-
nien [156], wihrend der neoplastischen Transformation squamdoser Epithelzellen [157],
im primalignen Stadium des Barrett’s Osophagus [158] sowie in colorektalen Ade-
nomen [154, 159, 160] exprimiert, was auf eine Funktion in Zellproliferation und
-differenzierung sowie eine Relevanz in der Kanzerogenese [80] schlie3en ldsst. Unter-
suchungen an GPx1/GPx2 Doppelknockout-Méusen (GPx17GPx2"), welche eine
durch Bakterien hervorgerufene Colitis [161] und Tumore im Ileum entwickeln [162],
bestétigen einen Einfluss auf inflammatorische und kanzerogene Prozesse. Heterozygo-
te Miuse mit einem Allel fir GPxI (GPx1*"GPx2™") zeigen die selben Symptome, die
fiir GPx2 (GPx17GPx2*") hingegen nicht [163]. GPx1 oder GPx2 Knockout-Miuse
sind unter physiologischen Bedingungen phénotypisch unauffillig [146]. Eine an-
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tiinflammatorische Funktion der GPx2 ist die Hemmung der COX-2-Expression [164],
moglicherweise durch Eliminerung von Hydroperoxiden, welche fiir die Aktivitit von
COX-2 nétig sind [165]. Die so erfolgte Verhinderung der PGE, Produktion inhibiert
ebenfalls die COX-2-Expression [166]. Auch die dadurch vermittelte Hemmung der Mi-
gration und Invasion von HT-29 Zellen [167] spricht fiir eine antikanzerogene Funktion.
Auf eine prokanzerogene Wirkung hinweisend, wird GPx2 durch den Wnt-Signalweg
reguliert [155] und unterstiitzt die Tumorbildung von HT-29 Zellen in Nacktméusen
[167]. Die Rolle der GPx2 in der Kanzerogenese ist also abhingig vom entsprechenden
Stadium [168]. Eine weitere protektive Funktion aufzeigend, wird die GPx2, welche ein

funktionelles ARE in der Promotorregion enthiilt, iiber Nrf2 transaktiviert [169].

1.2.6 Thioredoxinreduktasen (TrxR)

Die FAD-enthaltenden homodimeren Selenoproteine gehoren zur Flavoproteinfamilie
der Pyridin-Nukleotid-Oxidoreduktasen [103]. Die TrxR katalysiert die NADPH-
abhingige Reduktion des ubiquitir vorkommenden Thioredoxin (Trx) und bildet mit
diesem eines der wichtigsten Redoxsysteme. Obwohl als housekeeping Proteine angese-
hen, stellen die TrxR aufgrund des niedrigen pKa der Selenolgruppe sehr reaktive En-
zyme dar und werden leicht durch elektrophile Substanzen beeinflusst. Von den 3 bisher
identifizierten TrxR besitzt die Testis-spezifische Thioredoxin-Glutathionreduktase
TrxR3 (TGR) auBerdem die Fihigkeit, GSSG und Glutaredoxin zu reduzieren. Die do-
minante cytoplasmatisch/nukledre Isoform TrxR1 besitzt eine ARE-Sequenz in ihrer
Promotorregion, welche iiber Nrf2 transaktiviert wird [170]. Die TrxR1 ist durch SFN
in verschiedenen Zellsystemen induzierbar [171-174], hingegen ist die mitochondriale
TrxR2 durch SFN unbeeinflusst. Da ausschlieBlich TrxR oxidiertes Trx reduzieren, re-
sultiert eine Verdnderung in ihrer Aktivitit auch in der Verdnderung von Trx-
vermittelten Effekten, wie der Synthese von Desoxyribonukleotiden, der Regulation von
Transkriptionsfaktoren, der Induktion von Zellproliferation [175] oder der Hemmung
von Apoptose [176]. So werden beispielsweise NF-kB, AP-1 und p53 durch die Oxida-
tion von Trx beeinflusst [177]. Die Gendeletion von sowohl Trx als auch TrxR1 und
TrxR2 resultieren in embryonaler Letalitdt [178] und verdeutlichen die zentrale Rolle

des Systems in Wachstum und Entwicklung. Eine duale Rolle des Selenoproteins auf-
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zeigend, ist in vielen malignen Zellen und aggressiven Tumoren die Expression des
Trx/TrxR Systems deutlich erhoht [179-181]. Hinweise bestehen, dass die TrxR als po-
tentielle Ansatzstellen fiir antikanzerogene Therapeutika genutzt werden konnten. In
verschiedenen Krebszelllinien konnten maligne Eigenschaften veridndert und somit der
tumorigene Phinotyp aufgehoben werden, indem mit Hilfe von TrxR1 Inhibitoren die

Expression des Enzyms reduziert wurde [182, 183].

1.3 Wechselwirkung zwischen SFN und Se

Ein enges Zusammenspiel existiert zwischen den beiden chemopréaventiven Substanzen
SEN und Se. Nicht nur die Tatsache, dass SFN die Selenoproteine GPx2 [169] und
TrxR1 [170] induziert, deutet auf eine synergistische Wirkung hin. Da GPx2, eine ex-
trem stabile mRNA besitzend, nur wenig durch eine Verinderung des Selenstatus modu-
liert werden kann, konnte eine Expressionssteigerung iiber den Einfluss des ITCs erfol-
gen. Verschiedene protektive Effekte der Kombination aus Se und SFN werden
postuliert. Neben der Induktion von detoxifizierenden Enzymen [184] werden durch
Brokkoli der Lipoproteinstoffwechsel beeinflusst [185] und kardioprotektive Effekte
erzielt [186]. Fiitterung mit Se-angereichertem Brokkoli bewirkt in Ratten eine Vermin-
derung der Inzidenz von Brusttumoren [187] und eine Hemmung chemisch induzierter
ACF [188]. In Min-Mdusen kann selenreicher Brokkoli die Entwicklung von intestina-
len Tumoren hemmen [189]. Ob sich diese Effekte aus der Wechselwirkung zwischen
Se und SFN ergeben oder durch Se allein verursacht sind, geht aus den Arbeiten nicht
hervor. Hinweise auf eine inverse Beziehung der Pflanzeninhaltsstoffe bestehen eben-
falls. Se und Schwefel konkurrieren bei der Akkumulation im Brokkoli miteinander.
Deshalb verindert eine Anreicherung des Bodens mit Se die Zusammensetzung anderer
Pflanzeninhaltsstoffe, wobei vor allem der Glucosinolatgehalt durch einen hohen Gehalt
an Se vermindert wird [190]. Dies fiihrt zum Beispiel zu einer Reduzierung der Indukti-

on von Phase II Enzymen durch selenreichen Brokkoli [191].

Se beeinflusst malgeblich die Aktivitidt des Transkriptionsfaktors Nrf2. Im Selenmangel
werden ARE verstirkt transaktiviert und Nrf2-Zielgene induziert [192]. Auch die Re-

duktion der Aktivitdt von Selenoproteinen durch einen konditionalen Knockout von
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Trsp fithrt zu erhohtem oxidativem Stress und wird kompensiert durch eine Nrf2-
vermittelte Induktion von GSTnl und NQOI1 [193]. Der Einfluss von SFN bei Selen-
mangel bzw. einer reduzierten Selenoproteinexpression - im Hinblick auf die Aktivie-

rung des Nrf2/ARE-Signalweges - wurde bisher nicht untersucht.

1.4 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und Kanzerogenese des Colon

1.4.1 Physiologie des Colon

Die aus einzelnen Krypten aufgebaute Colonmukosa (Tunica mucosa) besteht iiberwie-
gend aus epithelialen Zellen, der Lamina propria bzw. Lamina muscularis mucosae auf-
sitzend, und wird von der nach auBen abschliefenden Tunica muscularis durch die Tu-
nica submucosa abgegrenzt. Die Erhaltung einer gesunden Mukosa ist durch das
Gleichgewicht aus Proliferation von im Kryptengrund lokalisierten Stammzellen, einer
stufenweisen Differenzierung und Migration in Richtung Kryptenspitze sowie kontrol-
lierten Apoptose, die vor allem an der Kryptenspitze stattfindet, moglich [194]. Bei ei-
ner gesteigerten unkontrollierten Proliferation bzw. modifizierten Differenzierung ist
dieser Prozess der Kryptenregeneration gestort, Hyperplasien und maligne Entartungen
entstehen. Auch eine veridnderte Apoptoserate geht mit einem Ungleichgewicht oder
oxidativem Stress einher. Die Einleitung der stress-induzierten bzw. spontanen Apoptose
erfolgt entweder extrinsisch iiber eine Ligandenbindung an einen Rezeptor der TNF-
Rezeptorfamilie und die daraus resultierende Aktivierung der Caspasekaskade oder in-
trinsisch iiber die mitochondriale Caspasekaskade. Merkmale der Apoptose sind im All-
gemeinen ein gesteigertes Verhiltnis proapoptotischer zu antiapoptotischen Bcl-2 Prote-
ine, die Spaltung der Poly (ADP-Ribose) Polymerase (PARP), die Freisetzung von
Cytochrom c aus den Mitochondrien sowie cytoplasmatische Histon-assoziierte DNA-
Fragmente [195]. Fiir sowohl SEN als auch Se sind pro- und antiapoptotische Effekte
bekannt [20, 21, 27, 85, 196].

1.4.2 Entziindungsvermittelte Colonkanzerogenese

Mit einer Inzidenz von ca. 69.000 Fillen pro Jahr stellt das Colonkarzinom mit 16% die

zweithaufigste Krebserkrankung dar und gehort mit einer Mortalitédt von ca. 27.500 (12-
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14%) pro Jahr zur zweithaufigsten Krebstodesursache in Deutschland. Die Kanzeroge-
nese allgemein ist ein mehrstufiger Prozess, welcher in 3 mechanistische Phasen einge-
teilt werden kann. Die Initiation fiihrt zu stabilen genomischen Verdnderungen mit dem
Erwerb eines Wachstumsvorteils, die Promotion geht mit der Proliferation der genetisch
verdanderten Zellen und einer moglichen Akquisition weiterer Mutationen einher und die
Progression umfasst die Vergroferung und Vermehrung des Tumors und den Erwerb
neuer zusitzlicher genetischer Veridnderungen [197]. Der Verlust der APC-Funktion und
die Aktivierung von K-ras gehoren zu initialen Ereignissen der colorektalen Kanzeroge-
nese, gefolgt von der Deletion von DCC, p53 und weiteren Allelverlusten. Schon 1863
beschrieb Rudolf Virchow den Ursprung von Krebserkrankungen an Stellen chronischer

Entziindung [198].

Oxidativer Stress spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen Erkrankungen des Colon.
Dabei konnen auf die dauerhafte Beanspruchung des Immunsystems chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen (CED), wie Morbus Crohn (MC) oder Ulzerative Coli-
tis (UC) folgen. Die beiden Krankheitsbilder unterscheiden sich stark in Ursprung und
Lokalisation, wobei Entziindungen bei MC verstreut im gesamten GIT zu finden sind,
hingegen bei der UC typischerweise zunidchst im distalen Colon auftreten und sich nach
proximal ausbreiten konnen. Symptomatisch fiir die in intermittierenden Schiiben auf-
tretende UC sind blutige und schleimige Diarrhoen, die aus der Beeintrachtigung der
natiirlichen Barrierefunktion der Darmmukosa, der verstirkten Rekrutierung von Im-
munzellen sowie deren Einwanderung in die Mukosa und dem Einfluss proinflammato-
rischer Mediatoren resultieren [199]. Die bei einer Colitis auftretenden dysplastischen
Verinderungen niedrigen Grades konnen weiter entarten und stellen ein hohes Risiko
fiir die Entstehung von Dickdarmkrebs dar. Nach einer Erkrankungsdauer von 30 Jahren
betrdgt das Risiko fiir die Entwicklung eines colorektalen Karzinoms auf dem Boden

einer CED 18% [200].

Die Kombination aus der Applikation des chemischen Kanzerogens Azoxymethan
(AOM) und des Colitis-induzierenden Natrium-Dextransulfat (DSS) bildet die Grundla-
ge fiir das Modell der entziindungsgetriebenen Colonkanzerogenese [201] und ist in

ihrer Auswirkung mit der akuten und chronischen UC beim Menschen vergleichbar. Aus
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AOM, in der Leber zu Methylazoxymethanol hydroxyliert und spontan zu Methyldia-
zonium zerfallend, wird im Colon ein reaktives Methylcarboniumion gebildet [202,
203], welches in der Lage ist, Nukleinsduren und Proteine zu alkylieren. Betroffen ist
davon im Besonderen das in 30% aller humanen Krebsarten mutierte Onkogen K-ras,
welches durch eine Transition von G zu A auf Codon 12 und 13 aktiviert wird [204].
Auch B-Catenin stellt einen Hotspot dar, welches aufgrund der gleichen Punktmutation
in Codon 33 und 41 - Phosphorylierungsstellen fiir GSK-3f darstellend - sowie Codon
32 und 34 vermehrt in den Kern transloziert [205]. Beide Mutationen steigern die Ex-
pression der Protoonkogene Cyclin D1 und c-myc sowie der proinflammatorischen En-
zyme iINOS und COX-2 und begiinstigen die Promotion der Zellproliferation und ma-
ligne Veridnderungen [206]. Vor allem fiihren diese durch AOM induzierten Mutationen
in der DNA des Colongewebes zur Bildung von pridneoplastischen Lisionen, Herde
dysplastischer Zellen, sogenannten aberranten Krypten. ACF sind die erste Stufe der
Neoplasie und mikroskopisch erkennbar. Sie gelten als Vorstufe fiir Adenome. Eine
Subpopulation, mucin-depleted foci (MDF), hat das Potential zur malignen Entartung
[207]. Eine nach AOM-Applikation erfolgende zusitzliche Gabe von DSS erhoht die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von ACF und deren Entwicklung zu Tumoren
durch die Induktion einer schweren Colitis. Diese geht einher mit einer erhéhten Infil-
tration sowie Aktivitit von Makrophagen sowie der Verdnderung der Mikrobiota [208].
Mogliche direkte toxische Effekte auf Kryptenzellen und deren Untergang resultieren
im Verlust gesamter Colonkrypten, ulzerative Areale entstehen, was durch den Versuch
der Kryptenregeneration zur Entstehung neoplastischer Herde fithren kann. Diese Vor-

ginge finden vor allem im mittleren und distalen Colon statt [209].

Zahlreiche epidemiologische [68, 210-212] sowie experimentelle Studien [213] mit
Glucosinolaten bzw. deren Metaboliten, deuten auf krebspraventive Effekte durch den
Konsum von Brassica Gemiise, vor allem durch Brokkoli, hin. Ein Eingriff in die Ent-
stehung von Krebs durch SFN ist an vielen Stellen in allen 3 Phasen moglich [214],
wobei die molekularen Ziele vom Stadium der Entdifferenzierung und vom Zielgewebe
abhédngig sind. Am stdrksten werden jedoch frithe Prozesse der Krebsentstehung beein-

flusst [212].
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1.5 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Wechselwirkungen von SFN und Se untersucht wer-
den. Dazu sollten in vitro sowie in vivo zunichst SEN-Formen unterschiedlicher Her-
kunft verglichen und eine geeignete Konzentration gefunden werden. Die dadurch er-
zielten optimalen priaventiven Effekte im Sinne einer Induktion von GPx2 und NQO1
und einer Steigerung der Aktivitdt weiterer Nrf2-Zielgene waren Voraussetzung fiir die
Untersuchung der Wechselwirkung beider chemopriventiv wirksamen Komponenten im

entziindungsverstirkten Colonkrebsmodell.

Die Behandlung mit SFN sollte Aufschluss iiber eine mogliche Uberexpression der in-
duzierbaren GPx2 geben. Eventuell durch SEN induzierte kompensatorische Effekte in

Tieren mit gezieltem Knockout von GPx2 sollten beleuchtet werden.

Die Auswirkung der Kombination von SFN und 3 verschiedenen Selendidten auf die
physiologische Lokalisation der Proteinexpression von Phase II Enzymen und Seleno-

proteinen sowie Apoptoseprozesse im Colon sollten analysiert werden.

Besonderes Augenmerk lag auf der Untersuchung des Zusammenspiels von SFN und Se
in der, durch AOM/DSS induzierten, entziindungsvermittelten Colonkanzerogenese. Die
Kombination aus SEN und verschiedenen Selendidten, basierend auf dem Status einer
eventuell induzierten bzw. fehlenden GPx2, sollten hinsichtlich ihres Effektes auf die
Entziindung sowie die Ausbildung prineoplastischer Lisionen und Tumoren betrachtet
werden. AuBlerdem sollte der Beginn der SFN-Behandlung zu unterschiedlichen Zeit-
punkten Auskunft dariiber liefern, ob SFN priventiv wirkt oder vielmehr eine Initiation

der Kanzerogenese blockiert.
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2 Methoden

2.1 Invitro Untersuchungen

2.1.1 Zellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurde die humane Leberkarzinomzelllinie HepG2 (ATCC
HB8065), epithelialen Ursprungs, verwendet. Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank
(Heraeus, Hanau) bei 37°C, in 95% gesittigter Wasserdampfatmosphire und 5% CO,-
Partialdruck. Bei der Durchfiihrung sdmtlicher Zellkulturarbeiten wurde auf sterile Be-
dingungen geachtet. HepG2 Zellen erhielten RPMI 1640 (pH 7,1; Gibco Life Technolo-
gies, Karlsruhe), angereichert mit 10% selenarmem, hitzeinaktiviertem FCS (Sigma-
Aldrich, Miinchen) sowie 2 mM L-Alanyl-L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100
pg/ml Streptamycin (alle Gibco).

Die Passage der adhédrenten Zellen erfolgte alle 3-4 Tage, indem der Zellrasen zunichst
mit PBS (140 mM NaCl; 10 mM Na,HPO,. 3 mM KH,PO,, pH 7,4) gewaschen und
anschliefend mit Trypsin/EDTA-Losung (0,05% Trypsin (Biochrom, Berlin); 0,02%
EDTA in PBS, pH 7,4) bei 37°C im Brutschrank inkubiert wurden. Nach 3-5 min wurde
durch Zugabe von serumhaltigem Medium die proteolytische Reaktion des Trypsin ge-
stoppt und die Zellen fiir 5 min bei 250 x g und RT abzentrifugiert. Das entstandene
Pellet wurde in frischem Medium resuspendiert, verdiinnt und die Zellen in entspre-
chender Dichte ausgesit. Die Zellzahl wurde nach Verdiinnung der Zellsuspension mit
Trypanblau-Losung (0,4% Trypanblau (Sigma, Steinheim) 1:3 verdiinnt in PBS) im
Verhiltnis 1:2 mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer bestimmt, tote Zellen waren durch

den aufgenommenen Farbstoff von vitalen unterscheidbar.

2.1.2 MTT-Test

Zur Ausgrenzung zytotoxischer Konzentrationen von Substanzen wurde der MTT-Test
durchgefiihrt [215]. Die Menge an umgesetztem wasserloslichen Tetrazoliumsalz 3-

(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT; Sigma) zu einer was-
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serunloslichen Formazanverbindung, durch mitochondriale Dehydrogenasen katalysiert,
wird photometrisch ermittelt und gilt als MaB fiir vitale Zellen. Nach Aussaat von 4 x
10* Zellen pro Loch in 96-Loch-Platten und Inkubation mit den zu untersuchenden Sub-
stanzen fiir 24 h wurden jeweils 20 ul MTT-Losung (5 mg/ml in PBS) hinzugegeben
und fiir 40 min bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde anschlieBend entfernt und die
Zellen fiir 10 min in 100 pl Lysepuffer (95% Isopropanol; 5% Methansidure) unter
Schiitteln lysiert. Bei einer Wellenlinge von 550 nm sowie einer Referenzwellenlinge
von 690 nm wurde die Extinktion im Plattenphotometer Synergy 2 (Biotek Instruments

GmbH, Bad Friedrichshall) gemessen.

2.1.3 Reportergenanalyse

2.1.3.1 Transiente Transfektion

HepG2 Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die ein Reportergen-System enthiel-
ten. Als Leervektor ohne Promotor, und somit Kontrolle, diente pGL3 basic (Promega,
Mannheim) mit vorhandenem Reportergen fiir die Firefly-Luciferase, zur Bestimmung
der basalen Expression. In diesen Vektor wurden 2.111 Basen des GPx2 Promotors (GI-
prom 1) kloniert. Kotransfiziert wurden ebenso pSV B-Galaktosidase (Promega) zur

Normalisierung der Firefly-Luciferaseaktivitit.

2,5 x 10° Zellen wurden in 24-Loch-Platten ausgesit und 24 h danach mit einem Stan-
dardansatz von 0,15 pg Reportergenplasmid und 0,5 pg pSV B-Galaktosidase je Loch
transfiziert. Als Transfektionsreagenz wurde Tfx'“ 20 (Promega) nach Anleitung des
Herstellers benutzt und entsprechend in 1,5-facher Menge der DNA-Konzentration ein-
gesetzt. Die Stimulation mit den Substanzen SFN bzw. hydrolysiertem GRA (in ent-
sprechenden Konzentrationen) erfolgte 24 h nach Transfektion in serumfreien Medium.
48 h nach Transfektion wurden die Zellen in je 150 ul 1 x Reporter-Lysepuffer geerntet
und bei -80°C aufbewahrt. Nach Zentrifugation des Lysates fiir 2 min bei 11.000 x g
und 4°C konnten die Aktivititen der B-Galaktosidase bzw. Firefly-Luciferase am Lumi-

noscan Ascent (Labsystems, Finnland) gemessen werden.
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2.1.3.2 Luziferase Messung

500 pl eines Luciferingemisches (5 ml 100 mM Tris (pH 7,8); 6,2 mg Coenzym A
(Sigma); 4,3 mg Luciferin (P.J.K., Kleinbittersdorf); 8,84 mg ATP (Sigma)), nach Her-
stellung zunichst aliquotiert und lyophilisiert, wurden in 3 ml Luciferase-Puffer (20
mM Tricin; 1,07 mM MgCOs;; 0,1 mM EDTA; 2,67 mM MgSOy; 33,3 mM DTT, pH
7,8-8) aufgenommen und lichtgeschiitzt bei 37°C inkubiert. 20 ul Lysat der transfizier-
ten Zellen wurden in eine blickdichte 96-Loch-Platte pipettiert, mit 100 ul Luciferin-

Mix versetzt und das entstandene Lichtsignal im Luminoscan Ascent sofort erfasst.

2.1.3.3 p-Galaktosidase-Messung

Die Luciferaseaktivitit konnte durch Division gemessener [3-Galaktosidaseaktivitit und
somit Ausschluss einer schwankenden Transfektionseffizienz sowie Zellvitalitit korri-
giert werden. In einer 96-Loch-Platte wurden je 50 ul des nach Transfektion gewonne-
nen Lysates mit 70 pl B-Galaktosidasepuffer (120 mM Na,HPO,; 80 mM NaH,POy; 20
mM KCI; 2 mM MgCl,; 100 mM B-Mercaptoethanol, pH 7,3) und 30 ul O-Nitrophenyl-
B-D-Galaktopyranosid (ONPG)-Losung (4 mg/ml ONPG in 60 mM Na,HPO,, pH 7.,5)
versetzt. Nach Inkubation der Platte bei 37°C wurde, nach sichtbarer Gelbfiarbung, der
Umsatz von ONPG zu O-Nitrophenol photometrisch bei 405 nm im Plattenphotometer
MR 5000 (Dynatech, Denkendorf) bestimmt.

2.2 Tierexperimentelle Studien

Nach Genehmigung durch die zustidndige Behorde erfolgten die im Folgenden beschrie-
benen Tierversuche entsprechend den Festlegungen des Ministeriums fiir Landwirt-
schaft, Umweltschutz und Raumordnung des Landes Brandenburg sowie den gesetzli-
chen Bestimmungen der Federation of European Laboratory Animal Science
Association (FELASA). Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen (Temperatur
22°C, relative Luftfeuchte 50-60%, 12 h Tag-Nacht-Rhythmus) gehalten und hatten

freien Zugang zu Futter und Wasser.
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2.2.1 Pilotversuch

2.2.1.1 Diit

Grundlage bildete das von Altromin (C1045 enthilt 50% Kohlenhydrate, 17% Protein,
5% Fett, 4% Ballaststoffe, Mikrondhrstoffe; Altromin, Lage) erworbene selenarme Fut-
ter auf Basis von Torulahefe, mit einem Selengehalt von 0,086 mg/kg Futter. Durch das
Zumischen von Seleno-L-Methionin (Acros, Geel, Belgien) wurde selenaddquates Fut-
ter mit einem Selengehalt von 0,15 mg/kg Futter hergestellt, was dem RDA fiir Miuse
entspricht [216]. Der Selengehalt des Futters wurde fluorimetrisch iiberpriift. Beide Fut-

tersorten wurden anschlielend pelletiert.

2.2.1.2 Tiere und Versuchsablauf

80 minnliche, 3 Wochen alte Miuse vom Stamm C57/B6J (Charles River, Sulzfeld),
wurden unter spezifisch pathogenfreien Bedingungen gehalten. Die Tiere wurden hin-
sichtlich Selendidt und SFN-Gabe eingeteilt, so dass jede Gruppe 5 Tiere zdhlte. 4-5
Wochen nach Vorfiitterung mit entsprechender Selendiédt, und dadurch eingestelltem
Selenstatus, begann die orale Applikation mit SFN in nichtgefastetem Zustand. 2,5, 5
oder 10 umol SEN, entweder durch Hydrolyse von GRA oder Synthese (Prof. L. Wess-
johann, Leibniz Institut fiir Pflanzenbiochemie, Halle) entstanden, und in 100 ul Kali-
umphosphatpuffer (KP;-Puffer; 10 mM pH 7,4) pro Tier und Tag gelost, wurden tdglich
iber einen Zeitraum von 1 Woche per Schlundsonde appliziert. Zugehorige Kontroll-
gruppen erhielten jeweils 100 ul KP;-Puffer. Am 5. Applikationstag wurden die Tiere
iiber 24 h in Stoffwechselkifigen gehalten, um Urin und Fizes zu sammeln. Die Tiere
wurden direkt nach Ende der SFN-Applikation in tiefer Isoflurannarkose (Abbot, Wies-
baden) durch zervikale Dislokation getotet und sdmtliche Organe des GIT, Leber, Niere
und Blase entnommen, sofort mit einer in fliissigem Stickstoff gekiihlten Gefrierzange

schockgefroren und bis zur Organaufarbeitung bei -80°C gelagert.

Die Hydrolyse von GRA (Prof. R. Iori, Centro di ricerca per le colture industriali CRA-
CIN, Bologna, Italien) mittels Myrosinase (38 U/ml in Wasser; Sigma) wurde in Kali-
umphosphatpuffer (100 mM) bei konstantem pH von 7,2 fiir 4 h bei 37°C durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung des korrekten Reaktionsverlaufes wurden zu Beginn der Hydrolyse

23



METHODEN

und jede weitere Stunde 20 pl fiir die Analytik mittels HPLC (LichroCART® RP-18e;
Laufmittel Isopropanol/Wasser (10/90), UV-Detektor L7400; Merck-Hitachi, Darm-
stadt-Tokio) entnommen und mit einer Flussrate von 0,5 ml/min und einem Druck von
90 bis 95 bar bei 238 nm analysiert. Die Lagerung der Aliquots erfolgte nach Einstel-

lung der entsprechenden Konzentrationen bei -20°C.

2.2.2 Entziindungsverstirkte Colonkanzerogenese durch Applikation von
AOM/DSS

2.2.2.1 Diit

Auf Basis des selenarmen Futters (s. unter 2.2.1.1.) wurde auch fiir diesen Versuch mit
Hilfe von Seleno-L-Methionin selenadiquates Futter hergestellt, sowie selensupplemen-
tiertes Futter mit einem Selengehalt von 0,6 mg/kg Futter. Alle Futtersorten wurden pel-
letiert. Die Einstellung des Selenstatus erfolgte durch Fiitterung der Tiere fiir mindestens

4 Wochen vor eigentlichem Versuchsbeginn mit entsprechendem Futter.

2.2.2.2 Tiere und Versuchsablauf

Zur Versuchsdurchfithrung wurden Méuse des Stammes C57/B6J gewihlt, da die
GPx2 KO (GPx27) Tiere, von Dr. Fong Fong Chu (Duarte, CA, USA) zur Verfiigung
gestellt, diesen Hintergrund haben. Mit Hilfe des Vektors pPNT ersetzten Chu und Mit-
arbeiter das Exon 1 des GPx2 Genes durch ein Neomycin Gen [146]. Nach Transfektion
und Selektion dieses Genkonstruktes in embryonalen Stammzellen des Stammes
129S3/SvimJ erfolgte die Generierung von fiir diese Mutation homozygoten C57/B6J
GPx2 KO sowie entsprechenden Wildtyp Wurfgeschwistern. Somit besallen alle Miduse
den selben genetischen Hintergrund, B6.129S3-GPx2™.

Die Zucht erfolgte im eigenen Institut, die Tiere wurden in IVC-Kifigen unter spezi-
fisch pathogenfreien Bedingungen gehalten. In Vorversuchen wurde das Modell der
AOM/DSS-induzierten Colonkanzerogenese an ménnlichen C57/B6J Mdusen etabliert.

Der Versuchsablauf gestaltete sich nach folgendem Design:
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AOM DSS
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Abb. 1: Versuchsablauf zur Untersuchung der entziindungsverstirkten Colonkanzerogenese.
Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) Méuse wurden einmalig mit AOM i.p. inji-
ziert und erhielten eine Woche lang DSS im Trinkwasser. SFN bzw. KPi-Puffer, als Kontrolle, wurde
2téglich verabreicht, im Kurzzeitversuch (durchgezogene Linie) iiber 4 Wochen bzw. im Langzeitversuch
(gestrichelte Linie) iiber 3 bzw. 4 Wochen. 4 Méause pro Gruppe wurden direkt nach Beendigung der
SFN-Gabe getotet um den Entziindungsstatus zu bewerten und die Apoptoserate und Enzymexpression zu
bestimmen. 12 Wochen nach AOM-Applikation wurden 10 Miuse pro Gruppe zur Auszihlung von ACF
und Tumoren im Colon getdtet.

Die Einteilung der Tiere erfolgte hinsichtlich Genotyp, Selendidit, SFN-Gabe und
AOM/DSS-Gabe in 30 Gruppen. Nach der 4-wochigen Adaptationszeit und Einstellung
des Selenstatus erhielten die Tiere alle zwei Tage iiber einen Zeitraum von 3 (Zeitpunkt
0) bzw. 4 Wochen (Zeitpunkt -1) 10 umol SFN in 100 ul Kaliumphosphatpuffer (10
mM, pH 7,4) per os, die entsprechenden Kontrolltiere erhielten 100 ul des Vehikels.
Eine einmalige i.p. Applikation von 10 mg AOM (Sigma) pro kg Korpergewicht, gelost
in physiologischer NaCl-Losung (0,09%), erfolgte zum Zeitpunkt O, die Kontrollen er-
hielten das entsprechende Vehikel. Eine Woche nach dieser Applikation wurde den mit
AOM behandelten Tieren 1% DSS (MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich) im Trinkwas-
ser iiber eine Dauer von 7 Tagen verabreicht, das Trinkwasser der Kontrolltiere enthielt
keine Zusitze. Die Totung der 10 Tiere erfolgte 12 Wochen nach AOM-Applikation
(Zeitpunkt 12; Langzeit). Zusitzlich wurden 4 Tiere von jeder Gruppe nach exakt glei-
cher Behandlung direkt nach Ende der SFN-Applikation (Zeitpunkt 3; Kurzzeit) getotet
um auf klinischer und histologischer Ebene Aussagen iiber den Entziindungsstatus in
der akuten Phase zu erhalten sowie direkte Effekte von SFN auf biochemischer Ebene
zu untersuchen. Das Korpergewicht wurde wihrend der Dauer der SFN-Applikation

zweitéglich notiert, spater wochentlich, des Weiteren wurde das Verhalten der Tiere be-

obachtet, um eventuell zu starke Leiden zu unterbinden.

Nach Narkotisierung mit Isofluran (Abbot, Wiesbaden) erfolgte eine Blutentnahme

durch retrobulbire Punktion mit heparinisierten Kapillaren. Durch zervikale Dislokation
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wurden die Tiere anschlieend getotet. Leber, der gesamte GIT, Nieren und Blase sowie
weitere Organe wurden entnommen und bei -80°C gelagert. Fiir histologische Untersu-
chungen wurde jeweils ein Stiick 1 cm vom proximalen Ende des Duodenum, vom
distalen Ende des proximalen Jejunum und vom distalen Ende des Ileum in 4%ige For-
maldehydlosung ((w/v) phosphatgepuffert pH 7,4; Roth, Karlsruhe) fixiert. Vom Colon
wurden im Kurzzeitversuch 2 cm proximal fiir biochemische Untersuchungen bei -80°C
gelagert, der Rest fiir immunhistochemische Firbungen (s. 2.5), zur Ermittlung der
Apoptoserate (s. 2.5.5) sowie zur Beurteilung des Entziindungsstatus gerollt (s. 2.5.4).
Im Langzeitversuch wurde das Colon zur Auszdhlung von Tumoren und ACF (2.6.3.)
aufgespannt und in 4%ige Formaldehydlosung bis zur weiteren Bearbeitung asserviert.
Nach 10-miniitiger Zentrifugation der festen Blutbestandteile bei 3.000 x g und 4°C

wurde das Plasma abgenommen und ebenfalls bei -80°C gelagert.

2.2.2.3 Genotypisierung

Die Schwanzbiopsie einer jeden Maus im Alter von wenigen Tagen diente zur Genoty-
pisierung. Nach proteolytischem Verdau mit einem Mix aus 39,5 ul sterilem Wasser, 5
ul 10 x Gitschierpuffer (670 mM Tris-HCI pH 8,8; 166 mM (NH4),SO4; 65 mM MgCly;
0,5% Triton X-100), 5 ul Proteinase K (10 mg/ml) und 0,5 ul B-Mercaptoethanol fiir
mindestens 3 h bei 50°C und 1.000 U/min erfolgte die Hitzeinaktivierung der Proteinase
K fiir 10 min bei 95°C. In der anschlieBenden PCR wurde 1 ul der genomische DNA als
Template eingesetzt und mit fiir den Genotyp spezifischen Primerpaaren das entspre-

chende Fragment amplifiziert. Jeder PCR-Mix pro Probe bestand aus folgendem Ansatz:

Tab. 2: PCR-Ansatz zur Genotypisierung

—Reagenzien Viull Endkonzentration Firma/Sequenz der Oligonukleotide
10 x Green Puffer 2.5 1.5 mM Fermentas. Leon-Rot
MgCl, (25 mM) 1,5 0,25 uM Sigma
dNTPs (je 2,5 mM) 0,5 je 50 uM Fermentas, Leon-Rot
Primer MPxin09 (25 mM) 0,5 0,25 uM 5"-TCCATGCCAACGTAGTGATT-3"
Primer GIGPx fwd (25 mM) 0,5 0,25 uM 5"-CCCACCTGTCTAGAGGACTTA-3"
Primer pNTpgK1 (25 mM) 0,5 0,25 uM 5"-CAGTTTCATAGCCTGAAGAACGAGAT-3"
H,0 ad 25 nul 18,27
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,125 0,625 U (True Start) Fermentas, Leon-Rot
template 1
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Der einmaligen Denaturierung fiir 2 min bei 95°C folgten 40 sich wiederholende Zyklen
aus: 30 s 95°C, 30 s 61°C, 45 s 72°C sowie eine abschlieende Elongation fiir 10 min
bei 72°C. In einem 1,5%igen Agarosegel in TBE-Puffer (89 mM Tris; 89 mM Borséure;
2 mM EDTA pH 8) wurden 10 pl der PCR-Produkte, mit 3 ul 10 x DNA-Ladepuffer (20
% (w/v) Ficoll®400; 0,1 M EDTA pH 8; 1% SDS; 0,025% Bromphenolblau) versetzt,
bei 80 V aufgetrennt. Das Gel wurde nach dieser Flachbettgelelektrophorese (Biometra,
Gottingen) 5 min mit Ethidiumbromid (5 pg/ml in TBE-Puffer) angefirbt und 2 x 5 min
in Wasser entfiarbt. Mit Hilfe des GelDoc™ 2000 Systems und der Software QuantityO-
ne 4.2.3 (BioRad, Miinchen) konnten die Genotypen der Miuse festgestellt werden: die
WT-PCR mit der Primerkombination MPxin09 und GIGPx forward ergab ein 450 bp
gro3es Produkt, die KO-PCR mit der Primerkombination MPxin09 und pNTpgK1 hin-
gegen ein Fragment mit 480 bp.

2.3 Bestimmung des Selengehaltes in organischem Material

Zur fluorimetrischen Bestimmung des Selengehaltes in Futter und Plasma ist das Vor-
handensein von Se in freier Form notwendig [217]. Durch Zugabe von 500 pl Sduremix
(65%ige HNOs / 70%ige HClOy, 4:1, v/v) zu 60-80 mg Futter bzw. 30 ul Plasma, ver-
diinnt mit 100 pul Wasser, fiir 30 min bei 100°C, 30 min bei 120°C und 120 min bei
190°C (Thermostat VLM 4.0 Heizblock, VLM GmbH, Leopoldshohe), wurde das orga-
nisch oder anorganisch gebundene Se gelost und zu Se (VI) oxidiert. Nach Zugabe von
500 ul HCI (37%) zu den auf RT abgekiihlten Proben wurden sie abermals fiir 15 min
bei 90°C und 45 min bei 150°C erhitzt, wodurch eine Reduktion von Se (VI) zu Se (IV)
erfolgte. 2 ml EDTA (2,5 mM pH 8) und 500 ul DAN (6,3 mM in 0,1 M HCI) wurden
zu den abgekiihlten Proben gegeben, die Inkubation fiir 30 min bei 55°C fiihrte zur Bil-
dung eines Komplex zwischen DAN und Se. 24 h nach der Extraktion mit Cyclohexan
erfolgte die fluorimetrische Analyse der Proben am AB2 Lumineszenzspektrometer
(SLM-AMINICO®) bei Aex 346 nm/Aeyn 520 nm. Eine Standardreihe aus einer AAS-
Standardlosung (Sigma-Aldrich, Miinchen) mit Konzentrationen von 0 bis 450 pg Se/l

diente der Quantifizierung des gemessenen Selengehaltes.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Extrakten

2.4.1.1 Organaufarbeitung / Herstellung von Organlysaten

Zur Gewinnung von Proteinlysaten wurden 20-30 mg homogenes Gewebepulver in 500
ul Homogenisationspuffer (100 mM Tris; 300 mM KCl; 0,1% Triton X-100, pH 7,6)
und 4 ul Protease Inhibitor Cocktail (Calbiochem, Bad Soden) eingewogen und mit
Hilfe einer sterilen Metallkugel im Tissue Lyzer (Qiagen, Hilden) aufgeschlossen. Dabei
wurde darauf geachtet, dass alle verwendeten Materialien und Proben gekiihlt waren.
Nach Zentrifugation fiir 15 min, bei 15.000 x g und 4°C wurde der Uberstand abge-

nommen und die Lysate bei -80°C gelagert.

2.4.1.2 Herstellung von Zelllysat

Nach Absaugen des Mediums und 2maligem Waschen des Zellrasens mit PBS wurden
die Zellen mit Hilfe von Trypsin/EDTA Losung geerntet. Das Zellpellet, durch Zentri-
fugation fiir 5 min bei 250 x g bei 4°C gewonnen, wurde nach Waschen mit PBS und
wiederholter Zentrifugation in 200 ul Homogenisationspuffer resuspendiert. Eine Ultra-
schallbehandlung (Ultraschallprozessor UP 50H, Teltow) iiber 10 StoBe bei einer Ampli-
tude von 70% und einer Frequenz von 0,5 s erfolgte vor Abtrennung der Zelltriimmer
durch Zentrifugation fiir 15 min bei 21.000 x g und 4°C und Uberfiihrung des cytosoli-
schen Uberstandes in 1,5 ml ReaktionsgefiBe (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf).

2.4.1.3 Gewinnung von Kernextrakten

Der Zellrasen wurde 2mal mit PBS gewaschen, abgeschabt und in 2 x 5 ml eiskaltem
PBS in 15 ml Reaktionsgefde aufgenommen. Nach Zentrifugation fiir 5 min bei 250 x
g und 4°C und Resuspension des Pellets in 400 ul hypotonischem Homogenisationspuf-
fer (20 mM Hepes; 1 mM EDTA; 1 ul/ml Protease-Inhibitor Cocktail Set III (Merck,
Darmstadt); 200 nM Na,VaOs, pH 7,5) wurde mit Hilfe des Potter-S-Homogenisators
(B. Braun Biotech International, Melsungen) mechanisch (50 x, auf Eis) ein Homogenat

hergestellt. Eine Trennung des Cytosols von den Kernen erfolgte durch Zentrifugation
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fiir 30 min bei 720 x g und 4°C, das dabei entstandene Pellet wurde wiederum in 200 ul
hypotonem Homogenisationspuffer resuspendiert. Ein Aufschluss der Kerne wurde mit
20 StoBen Ultraschall bei einer Amplitude von 80% und Frequenz von 0,5 s erreicht, so
dass der Uberstand nach Zentrifugation fiir 30 min bei 720 x g und 4°C als Kernextrakt

verwendet werden konnte.

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde nach der von Bradford beschriebenen Methode be-
stimmt [218]. In einer 96-Loch-Platte wurden 10 pl einer jeden vorher verdiinnten Pro-
be in Triplikaten mit 200 ul Bradford-Farbelosung (1:5 verdiinnt, BioRad, Miinchen) fiir
15 min bei RT inkubiert. Die Messung der Extinktion bei einer Wellenlédnge von 630 nm
erfolgte im Plattenphotometer Synergy 2 (Biotek Instruments GmbH, Bad Friedrichs-
hall). Die Eichgerade einer BSA-(Protein Assay Standard II, BioRad) Standardreihe mit
bekannten Konzentrationen von 20 bis 300 ug/ml, in Wasser gelost, diente der Quantifi-

zierung.

2.4.3 Bestimmung von Enzymaktivititen

Alle Enzymaktivititen, in Triplikaten pipettiert, wurden mit Hilfe des Plattenphotome-
ters Synergy 2 (Biotek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall) in 96-Loch-Platten ge-
messen. Die gemessenen Werte wurden auf 1 cm Fiillhohe korrigiert um das Lambert-
Beer’sche Gesetz anwenden zu konnen. Die ermittelten Extinktionsdnderungen pro Mi-
nute bildeten die Grundlage zur Berechnung der Enzymaktivititen in mU/mg Protein

unter Nutzung des entsprechenden millimolaren Extinktionskoeffizienten (Tab. 3).

Tab. 3: Endprodukt der Enzymaktivitiitsmessung und entsprechender molarer Extinktionsfaktor

Enzvmaktivitéit Messung Molarer Extinktionskoeffizient & |mM'1cm'1|
NQO1 Bildung von Formazan 11,961

TrxR Bildung von TNB 13,6

GPx Abnahme von NADPH 6,3

GST Bildung von DNP-S-Glutathion 9,6
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2.4.3.1 NQO1-Aktivitit

Die NQOI1-Aktivitdt basiert auf der Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazo-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium Bromid (MTT) zum blauen Formazan, welche NAD(P)H-abhingig
durch Menadion vermittelt wird [219, 220]:

Glucose-6-P + NADP" = Gluconolacton-6-P + NADPH + H*  (G-6-PDH)
Menadion + NADPH = Menadiol + NADP* (NQO1)

oxidiertes MTT + Menadiol = reduziertes MTT + Menadion  (spontan)

3 ul Probenlysat wurden in Triplikaten in einer 96-Loch-Platte mit 50 ul Wasser bzw.
Stopplosung (0,3 mM Dicumarol; 0,5% DMSO; 0,5 mM KP; (pH 7,4)) und 197 ul
Reaktionsmix (25 mM Tris-HCI (pH 7,4); 665 mg/l BSA; 9,9%0 Tween 20; 5 uM FAD;
1 mM Glucose-6-Phosphat; 30 uM NADP; 300 mg/l MTT; Zugabe von 0,3 U/ul Gluco-
se-6-Phosphatdehydrogenase und 50 uM Menadion erst direkt vor Messbeginn) ver-
setzt. Die Messung der Absorptionsidnderung erfolgte iiber einen Zeitraum von 5 min
bei 590 nm. Die Bestimmung der NQO1-Aktivitit in vitro fand nach Inkubation der
HepG2-Zellen mit 50 ul Lysepuffer (0,8% Digitonin; 2 mM EDTA pH 7,8) fiir 10 min
bei 37°C und 10 min schiittelnd bei RT nach gleichem Prinzip durch Zugabe von Wasser
bzw. Stopplosung und 200 pl Reaktionsmix statt. Die Aktivitit wurde dann auf die Zell-
viabilitdt durch die Behandlung, via MTT ermittelt, bezogen.

2.4.3.2 TrxR-Aktivitit
TrxR setzt unter Verbrauch von NADPH DTNB zu TNB um [221]:
DTNB + NADPH + H" = 2 TNB + NADP" (TrxR)

25 ul Probenlysat wurden mit 185 pl Reaktionspuffer (100 mM Kaliumphosphat; 2 mM
EDTA, pH 7,4) und 15 ul DTNB (50 mM in DMSO) in einer 96-Loch-Platte gemischt.
Durch Zugabe von 25 ul NADPH (2 mM in Reaktionspuffer) mittels Dispenser des auf
25°C temperierten Plattenphotometers wurde die Reaktion gestartet und die Anderung
der Absorption durch entstandenes TNB bei 412 nm iiber 2 min gemessen. Zusitzlich

erfolgte die Bestimmung der unspezifischen, TrxR-unabhingigen Umwandlung von
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DTNB zu TNB, ohne Zugabe von NADPH. Diese Messwerte wurden bei der Ermitt-
lung der TrxR-Aktivitit beriicksichtigt.

2.4.3.3 GPx-Aktivitit

Ein Glutathionreduktase (GR)-gekoppelter Test mit folgenden zugrunde liegenden Re-

aktionen wurde zur Messung der GPx Gesamtaktivitit genutzt [222]:
ROOH + 2 GSH = GSSG + ROH + H,0O (GPx)
NADPH + H" + GSSG = 2 GSH + NADP* (GR)

17,5 ul Probenlysat und 222,5 pl Reaktionsmix (100 mM Tris/HCI, pH 7,6; 5 mM
EDTA; 1 mM NaNj3; 3 mM GSH; 0,1 mM NADPH; 0,1% Triton X-100; 600 mU GR
(Sigma)) wurden in einer 96-Loch-Platte fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Mit Hilfe des
Dispensers des Plattenphotometers Synergy 2 wurden 10 ul H,O; (finale Konzentration
50 uM) zugegeben und die durch Verbrauch von NADPH resultierende Anderung der
Absorption bei 340 nm iiber einen Zeitraum von 2 min gemessen. Fiir die Messung der

spezifischen GPx4-Aktivitdt wurde als Substrat PCOOH verwendet.

2.4.3.4 GST-Aktivitit

Die GST Gesamtaktivitidt wurde iiber die Konjugation von CDNB mit GSH nach der
Methode von Habig [223] verfolgt:

CDNB + GSH = DNP-SG + HCI (GST)

Je Loch einer 96-Loch-Platte wurden 180 pul CDNB-Losung (30 mM in Ethanol; 100
mM NaP;, pH 6,5) vorgelegt und 10 pl Probenlysat hinzugegeben. Durch Zugabe von
10 pl reduziertem GSH (100 mM in NaP;, pH 6,5) mittels Dispenser wurde die Reaktion

gestartet und bei 340 nm iiber 5 min die Zunahme der Extinktion gemessen.

2.4.4 SDS PAGE und Western Blot

Der Western Blot ist ein Verfahren, mit welchem Proteine nach elektrophoretischer Auf-
trennung nach Molekiilgrole per eindimensionaler diskontinuierlicher SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) [224] und Transfer auf eine Triger-
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membran immunochemisch mit Hilfe von spezifischen Antikérpern nachgewiesen wer-
den. Je Probe wurde zunichst die gleiche Menge an Proteinen 5 min bei 95°C in 1 x
reduzierendem Laemmli-Puffer (62,5 mM Tris pH 6,8; 10% Glycerin; 2% SDS; 2,5%
B-Mercaptoethanol; 1,25%0 Bromphenolblau) vollstindig denaturiert. Die PAGE erfolg-
te mit Hilfe von 12,5%igen Polyacrylamidgelen (Tab. 4) in einer Minigelapparatur (Bi-
ometra, Gottingen) bei einer Stromstdarke von 15 mA pro Gel in Elektrophoresepuffer
(25 mM Tris; 200 mM Glycin; 0,1% SDS; pH 8,3 ) nachdem die Proteine im groBpori-
gen Sammelgel fokussiert wurden. Ein Proteinmarker (Fermentas, Leon-Rot) wurde zur

GrofBenbestimmung mitgefiihrt.

Tab. 4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel

Reagenzien Firma Sammelgel Trenngel
40% AA (29:1) Roth, Karlsruhe 5% 12,5%
Tris-HC1 pH 6,8 0,125 M

Tris-HC1 pH 8,8 - 0,375 M
SDS 0,1% 0,1%
APS Merck, Darmstadt 0,1% 0,1%
TEMED Serva, Heidelberg 0,1% 0,1%

Nach Auftrennung wurden die Proteine per semi-dry-Verfahren mit Hilfe einer Hoe-
Jer®SemiPhor™ Blotapparatur (Amersham Bioscience, Freiburg) auf eine Nitrocellulo-
semembran (Schleicher & Schiill, Dassel) iibertragen. Ein Sandwich aus mehreren, in
Blotpuffer (25 mM Tris; 100 mM Glycin; 15% Methanol; pH 8,3) eingelegten Filterpa-
pieren, Gel und Membran ermdglichte diesen Transfer iiber 2 h bei 4°C und einer
Stromstirke von 1,2 mA/cm?. Durch reversibles Anfirben der Membran mit Fast Green
(0,1% Fast Green (Sigma); 10% Essigsdure; 30% Ethanol) wurde die Blot-Effizienz
tiberpriift. Die Farbung der restlichen Proteine im Gel nach dem Blotten erfolgte fiir 1 h
in Coomassie-Farbelosung (0,1% Coomassie Brilliant-Blue R-250 (Serva, Heidelberg);
10% Essigsiure; 42,5% Ethanol; 5% Methanol). Mit Fixierlosung (7% Essigsédure; 10%

Methanol) wurde entfirbt.

Unspezifische Bindungen auf der Membran wurden fiir 1 h mit Hilfe von 5% Mager-
milch in TTBS (50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween 20; pH 7,5) blockiert.
Nach mehrmaligem Waschen der Membran mit TTBS erfolgte die Inkubation mit dem

verdiinnten Primérantikorper i.N. bei 4°C (Tab. 7).
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Ungebundene Antikérper wurden durch mehrmaliges Waschen der Membran mit TTBS
entfernt. Nach 1 h Inkubation mit dem Peroxidase-konjugierten Sekundérantikorper
(Tab. 7) bei RT und erneutem Waschen mit TTBS erfolgte die Visualisierung der Im-
munreaktion durch Inkubation der Membran mit dem Luminolhaltigem Reagenz Super-
signal®West Dura (Perbio, Bonn). Mit Hilfe des Fuji LAS3000-CCD-Kamerasys-tems
wurde die Chemilumineszenz detektiert, die densitometrische Auswertung der Protein-

banden erfolgte mit der Software Aida/2D Densitometry 4.0 (Raytest, Straubenhardt).

2.5 Histologie und Immunhistochemie

Bei der Organentnahme wurden entsprechende Gewebeproben (s. 2.2.2.2) sofort in
4%ige gepufferte Formaldehydlosung gegeben und fiir 24 h fixiert, bevor sie anschlie-
Bend fiir 24 h unter flieBendem Leitungswasser gewissert wurden. Die Entwisserung
erfolgte iiber eine aufsteigende Ethanolkonzentration sowie Toluol (Tab. 5) im Hyper-
center® XP (Shandon, Frankfurt), die Einbettung in mit Paraffin Typ 9 (Richard Allan
Scientific, Walldorf) gefiillte Einbettkassetten (Engelbrecht, Edermiinde) im Histocentre
2 (Shandon, Frankfurt).

Tab. 5: Entwiisserung

Medium Temperatur [°C] Vakuum? Zeit [h]
Ethanol 55% 40 - 0:45
Ethanol 70% 40 - 1:00
Ethanol 96% 40 - 1:00
Ethanol 96% 40 mit 1:30
Ethanol 100% 40 - 1:30
Ethanol 100% 40 mit 2:30
Toluol 40 mit 1:30
Toluol 40 mit 2:30
Paraffin Typ 6 60 mit 1:45
Paraffin Typ 6 60 mit 2:45

Mit Hilfe des Mikrotoms Cool Cut HM355S (Mikrom, Walldorf) wurden 2 pm diinne
Schnitte angefertigt und auf beschichtete Objekttriger (Engelbrecht, Edermiinde) gezo-
gen. Fiir anschlieBende histologische Untersuchungen wurden die Schnitte mit Hilfe des

Varistain XY (Shandon, Frankfurt) iiber Toluol sowie eine absteigende Ethanolreihe
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entparaffiniert und rehydriert. Das Dehydrieren nach Behandlung der Schnitte mit ent-
sprechenden Antikorpern bzw. Firbungen erfolgte im selben Automaten (Tab. 6), an-
schlieend wurden die Schnitte mit Hilfe von Histofluid (Engelbrecht, Edermiinde) und

einem Deckgldschen (Engelbrecht, Edermiinde) verschlossen.

Tab. 6: Rehydrieren und Dehydrieren der Schnitte

Rehvdrieren Dehvdrieren

Medium Zeit [min] Medium Zeit [min]
Toluol 2:00 Aqua dest. 1:00
Toluol 3:00 Ethanol 70% 0:30
Ethanol 100% 2:00 Ethanol 96% 0:30
Ethaonol 100% 3:00 Ethanol 100% 2:00
Ethanol 96% 2:00 Ethanol 100% 3:00
Ethanol 70% 2:00 Toluol 2:00
Ethanol 40% 2:00 Toluol 3:00
Aqua dest. 2:00

2.5.1 H&E-Firbung

Rehydrierte Schnitte wurden fiir 1 min in eine Kiivette mit Mayers Hamalaun (1 g Hi-
matoxylin (Merck, Darmstadt) in 1.000 ml Aqua dest.; 200 mg Natriumjodat; 50 g Kali-
alaun; 50 g Chloralhydrat; 1 g Zitronensdure) gestellt, anschlieend fiir 6 min in flie-
Bendem Leitungswasser gewaschen sowie mit Aqua dest. abgespiilt. Nach der Farbung
mit 1%igem wissrigen Eosin-Y (Fluka, Deisenhofen) fiir 50 s und dem Spiilen mit Lei-
tungswasser fiir 20 s sowie mit Aqua dest. wurden die Schnitte entwéssert (Tab. 6) und

mit Deckgldschen eingeschlossen.

2.5.2 Immunhistochemie

Rehydrierte Schnitte wurden zunichst in Citratpuffer (pH 6; Dako, Hamburg) gestellt
und einer, bei einer Leistung von 180 W, 2 x 4miniitigen Mikrowellen-Vorbehandlung
(MWYV) unterzogen, um Bindestellen von Antikorpern zu demaskieren. Nach Abkiih-
lung und Spiilung mit Aqua dest. wurden endogene Peroxidasen blockiert, indem die
Schnitte fiir 10 min mit 3% (v/v) H,O, inkubiert wurden. Anschlieend wurde mit Aqua
dest. sowie TBS/T (5 mM Tris; 130 mM NaCl; 0,1% (v/v) Tween 20; pH 7,6) gespiilt.
Mit Hilfe eines DAKO-Pen (Dako, Hamburg) wurden die Schnitte eingegrenzt, die In-

kubation mit entsprechendem Primérantikorper (Tab. 7), verdiinnt in Antibody Diluent
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with Background Reducing Components (Dako, Hamburg), erfolgte ii. N. bei 4°C (Aus-

nahme: CD3 1h bei RT) in einer Feuchtekammer.

Nach 2maligem Waschen der Schnitte fiir 5 min in TBS/T sowie einmal mit TBS erfolg-
te die Inkubation mit Histofine® Simple Stain Mouse MAX PO (Nichirei Biosciences,
Tokyo, Japan), einem kommerziellen POD-konjugierten Sekundirantikorper gegen Ka-
ninchen, fiir 30 min bei RT. Durch wiederholtes Waschen mit TBS/T bzw. TBS (5 mM
Tris; 130 mM NaCl; pH 7,6) wurde nicht gebundener Antikorper entfernt. Anschlieend
wurden die Schnitte fiir 30 s mit DAB-Substrat-Chromogen System (Dako, Hamburg)
inkubiert und somit die Peroxidase aufgrund der Immunreaktion visualisiert. Wenn er-
forderlich, erfolgte nach Stoppen der Reaktion durch sofortiges Spiilen mit Aqua dest.
das Anfiarben der Kerne (KF) durch Behandlung mit Mayers Hamalaun (s. 2.5.1) fiir
1 min und anschlieBendem Spiilen in Leitungswasser bzw. Aqua dest. Danach wurden

die Schnitte entwissert (Tab. 6) und mit Deckgldschen bedeckt.

Tab. 7: Im Western Blot (WB) und in der Histologie verwendete Antikorper

Antikorper Produkt / Firma WB Histologie
Primdrantikorper Verdiinnung Verdiinnung KF MWV
Kaninchen-anti-Human CD3 A0452; DAKO, Hamburg 1:300 mit mit
Kaninchen-anti-Maus GPx 1 ab22604; abcam, Cambridge, UK 1:8.000 1:6.000 - mit
Kaninchen-anti-Human GPx2 Antiserum; GBF, Braunschweig 1:5.000 1:20.000 - mit
Kaninchen-anti-Human-Nrf2 H-300; Santa Cruz, USA 1:1.000

Kaninchen-anti-Maus NQO1 ab34173; abcam, Cambridge, UK 1:3.000 1:400 - mit

Sekunddrantikorper

Ziege-anti-Kaninchen-IgG-POD  AP307P; Chemicon, Hofheim 1:50.000 -

2.5.3 Auswertung der immunhistochemischen Firbung

Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen erfolgte deskriptiv. Des Weite-
ren wurde die Verteilung der Fiarbung iiber das proximale, transverse und distale Colon
(Abb. 2A) sowie die zelluldre und subzelluldre Lokalisation innerhalb der Colonkrypten
und deren Intensitét iiber ein Punktesystem bewertet. Die Colonkrypten wurden hierfiir
in die folgenden 3 Kompartimente geteilt: die luminale Kryptenspitze, die Kryptenmitte
sowie den basalen Kryptengrund (Abb. 2B). Bereiche, die nicht gefdrbt waren, erhielten

0 Punkte, fiir schwach bis stark gefidrbte Bereiche wurden 1 bis 3 Punkte vergeben.
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Abb. 2: Colon swiss role und Colonkrypte

(A) Exemplarische Darstellung eines H&E-Schnittes der colon swiss role. Gestrichelte Linien kennzeich-
nen die Einteilung in proximales (1), transverses (2) und distales (3) Colon und Anus (4). Der schwarze
Balken entspricht einer Liange von 500 pm. (B) Darstellung von Colonkrypten im H&E-Schnitt. Gestri-
chelte Linien kennzeichnen die Einteilung in den basalen Kryptengrund, die Kryptenmitte und die lumi-
nale Kryptenspitze. Der schwarze Balken entspricht einer Lange von 20 um.

2.5.4 Erfassung des Entziindungsscores

Gewebeschnitte des gerollten Colon (colon swiss roles) mit H&E Fiarbung (Abb. 2A)
wurden zur Bewertung des Entziindungsstatus genutzt, wobei ein Bewertungssystem
entwickelt wurde, welches sich an zuvor beschriebenen Entziindungsscores orientiert
[225, 226]. Schnitte mit Anti-CD3 gefdarbten Immunzellen-Oberflichenmarkern unter-
stiitzten diese Aussagen. In Tab. 8 sind die Kriterien mit entsprechender Bewertung dar-
gestellt, Punkte wurden entsprechend des Schweregrades der Veridnderung vergeben.

Eine Maximalpunktzahl von 16 entsprach dem ausgeprégtesten Entziindungsgrad.
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Tab. 8: Histologischer Entziindungsscore

Kriterium AusmaB score
Klinische Daten
Gewichtsverlust 1-2¢ 1
>2¢g 2
Stuhlverfiarbung / Blut im Stuhl ja 1
Verédnderung der Stuhlkonsistenz / Diarrhoe 1-6d 1
ab7d 2
Makroskopie
sichtbare Verdnderungen des Colon bei Entnahme leicht 1
(Schwellung, Verdickung, Entziindung, Tumore) maBig 2
stark 3
Mikroskopie
Odem der Mukosa / Submukosa ja 1
Einblutungen ja 1
Mucosaverlust mibig 1
stark 2
Kryptenarchitektur gestort 1
entziindliches Infiltrat schwach 1
mibig 2
stark 3
16

2.5.5 Quantifizierung von Apoptosen und Mitosen

Apoptotische sowie mitotische Zellen (Abb. 3) wurden in Gewebeschnitten der Colon-

rollen mit H-Féarbung (s. 2.5.1) gezdhlt. Apoptosen konnen durch morphologische Ver-

dnderungen, wie Zellschrumpfung und Kondensation des Kerns wahrgenommen wer-

den. Mitotische Zellen hingegen sind deutlich erkennbar durch typische Merkmale

entsprechender Phasen wie Chromatinkondensation, Chromosomenformation, dquatori-

ale Ausrichtung sowie Chromatidenwanderung und Zellteilung. Gezéhlt wurden ent-

sprechende Zellen in 300 intakten Krypten, mit Einteilung dieser in 4 Viertel. Vor Erfas-

sung wurden die Proben verblindet.
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Abb. 3: Apoptotische
und mitotische Zellen
im distalen Colon
Beispiele fiir apoptoti-
sche (durchgezogene
Pfeile) und mitotische
(gestrichelte Pfeile)
Zellen in H-gefirbten
Colonschnitten 12
Wochen alter Tiere.
Gestrichelte Linien
kennzeichnen die Ein-
teilung der Krypten in
4 Viertel. Der schwar-
ze Balken entspricht
einer Lidnge von 20
pm.

2.5.6 Erfassung von Tumoren und ACF

Das Colon (Langzeit) wurde bei Organentnahme ldngs gedffnet und leicht gestreckt
zwischen 2 Filterpapieren in 4%iger Formaldehydlosung fixiert. Durch Anfarbung mit
0,1% Methylenblau in PBS fiir 3 min wurden vorhandene Neubildungen und ACF
(Abb. 4) deutlich sichtbar und konnten im Stereomikroskop SZ-STU?2 (Olympus, Japan)

bei 40-facher VergroBerung erfasst werden. Die Bewertung erfolgte im Blindversuch.

Abb. 4: ACF im Colon

Beispiele fiir ACF (Pfeil) aus 2 (links) bzw. 3 (rechts) Krypten pro Focus in Methylenblau-gefarbter Co-
lonmukosa von 21 Wochen alten Tieren. Kryptenlumen erscheinen als weifle Punkte. Der schwarze Bal-
ken entspricht einer Lange von 200 pm.
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Abb. 5: Adenome im distalen Colon
Beispiele fiir Adenome (Pfeil) in Methylenblau-gefirbter Colonmukosa (links) bzw. H&E-Schnitt
(rechts). Der schwarze Balken entspricht einer Linge von 500 pum.

2.6 Statistik

Alle in vitro Experimente wurden mindestens dreimal unabhéngig voneinander durchge-
fiihrt. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden berechnet. In vivo Experimente
wurden, wie angegeben, mit je 4, 5 bzw. 10 Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Die Signi-
fikanzen wurden mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism® Version 5 (San Diago,
USA) unter Nutzung entsprechend angegebener Tests ermittelt. Als statistisch signifi-

kant galten Unterschiede von p< 0.05.
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3 Ergebnisse

3.1 Ermittlung der optimalen SFN-Konzentration und -Form in vitro

Um optimale Bedingungen auf die Enzyminduktion zunichst in vitro zu analysieren,
wurden verschiedene Konzentrationen des intakten GRA sowie durch Myrosinase
hydrolysiertes GRA und synthetisches SFN in HepG2 Zellen verglichen. Neben der
Untersuchung der nukledren Translokation des Transkriptionsfaktors Nrf2 wurden typi-
sche Nrf2-Zielgene gewihlt und somit die Effekte auf die Transaktivierung des GPx2-
Promotors sowie die Aktivitit von NQOI1 gemessen. Dabei wurden Konzentrationen
genutzt, die die Zellviabilitdt nicht beeinflussten. Untersuchungen der Zytotoxizitit der
Substanzen in HepG2 Zellen mittels MTT-Assay ergaben, dass bei einer Konzentration
von 10 uM die Zellviabilitdt minimal beeinflusst wurde, ab 15 uM jedoch eine Redukti-

on auf 60% zu beobachten war (nicht gezeigt).

3.1.1 Die nukleire Translokation von Nrf2 ist abhiingig von der Form und
Konzentration von SFN

Um den Effekt von hydrolysiertem GRA und synthetischem SFN auf die Translokation
von Nrf2 zu vergleichen, sowie einen Effekt von unhydrolysiertem GRA auszuschlie-
Ben, wurden HepG2 Zellen mit verschiedenen Konzentrationen der Substanzen behan-
delt. Nach 4 h wurde geerntet und die Kernfraktion isoliert. Wie in Abb. 6 zu erkennen
ist, war eine gesteigerte Translokation von Nrf2 in den Kern mit hydrolysiertem GRA
zu erkennen, bereits ab 2,5 uM war diese signifikant hoher als die Kontrolle, und nahm
mit steigender Konzentration zu. Auch synthetisches SEN fiihrte zu einer dosisabhingi-
gen Steigerung der Nrf2 Translokation, welche im Vergleich zur natiirlichen Form ten-
denziell groBer war. Ab einer Konzentration von 10 uM war eine Sittigung der Indukti-
on erreicht. Im Gegensatz dazu bewirkte unhydrolysiertes GRA keine nukledre

Translokation von Nrf2.
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5 8 mm unhydrolysiertes GRA
s 74 &2 hydrolysiertes GRA
g 3 synthetisches SFN .
< ¢ Abb. 6: Translokation von Nrf2 in den Kern
§ 54 HepG2 Zellen wurden fiir 4 h mit den angegebenen
Z 44 * ok ok Substanzen und Konzentrationen behandelt und mit-
‘% 3+ * tels Western Blot vorhandenes Nrf2 in der Zellkern-
o 21 % fraktion detektiert. Normalisiert wurde auf Coomas-
= 14 sie-Gelfarbung. MW=SD (n=3). * p< 0,05; ** p<
© O—D—i—i—- /a7/57/amu s 0,01; *** p< 0,001 vs. die unbehandelte Kontrolle (0;

0 25 5 10 2 M5 10 25 5 10 auf 1 gesetzt) mittels Students T-Test.

d

3.1.2 Die NQO1-Aktivitit korreliert mit der SFN-induzierten Nrf2 Translokation

Um die Effekte von hydrolysiertem GRA und synthetischem SFN sowie die der nicht-
hydrolysierten Glucosinolatvorstufe auf der Ebene der Aktivitit eines typischen SFN-
induzierbaren Phase II Enzyms [17] zu vergleichen, wurde NQO1 48 Stunden nach Be-
handlung von HepG2 Zellen mit unhydrolysiertem bzw. hydrolysiertem GRA, sowie
synthetischem SFN gemessen (Abb. 7). Sowohl die Behandlung mit hydrolysiertem
GRA als auch synthetischem SFN fiihrte zu signifikant hoheren Aktivitdten, verglichen
mit der Kontrolle. Nichthydrolysiertes GRA beeinflusste die NQO1-Aktivitit in HepG2
Zellen nicht.

37 mm unhydrolysiertes GRA

8 ZZ hydrolysiertes GRA

E 3 synthetisches SFN

£

<% Abb. 7: NQO1-Aktivitit

o) i ok HepG2 Zellen wurden 48 h nach Behandlung mit

(] . .

z | steigender Konzentration der entsprechenden Sub-

g stanzen geerntet. Die relative NQOI1-Aktivitdt der

% behandelten Zellen wurde auf die der unbehandelten

= ol 787/,8775 NN Kontrolle (0; auf 1 gesetzt) bezogen. MW=+SD, n=3.

0 25 5 10 25 5 10 25 5 10 **% p< 0,001 vs. Kontrolle mittels Students T-Test.

HM

Bei Behandlung von HepG2 Zellen mit einer konstanten Konzentration von 5 uM SFN
iiber verschiedene Zeitraume, wurde zundchst mit lingerer Inkubationsdauer eine zu-
nehmende NQO1-Aktivitit beobachtet, die nach 48 h ein Maximum erreichte. Nach 72
bzw. 96 h wurden geringere Aktivititen gemessen, welche dennoch hoher waren als die
der Kontrolle (nicht gezeigt). Es ist daher von einem SFN-vermittelten Effekt in Abhin-

gigkeit der Behandlungsdauer auszugehen.
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3.1.3 Die Aktivierung des GPx2 Promotors durch SFN und hydrolysiertes GRA
ist vergleichbar

Als neues Nrf2 Zielgen [169] wurde GPx2 auf Promotorebene untersucht, da es fiir die
Bestimmung der GPx2-Aktivitit kein spezifisches Substrat gibt. Deshalb wurde im An-
schluss gepriift, ob auch der Promotor von GPx2 durch hydrolysiertes GRA und synthe-
tisches SFN induziert werden kann. Hierfiir wurden HepG2 Zellen transient mit dem in
ein Plasmid (pGL3 basic) kloniertes Promotorkonstrukt GI-prom 1 transfiziert, und mit
steigenden Konzentrationen von hydrolysiertem GRA, bzw. synthetischem SFN behan-
delt. Abb. 8 zeigt, dass durch beide SFN-Formen der GPx2-Promotor signifikant akti-

viert werden konnte, beide Substanzen waren gleich effektiv.

57 & hydrolysiertes GRA

= synthetisches SFN = Abb. 8: Transaktivierung des GPx2-Promotors

. HepG2 Zellen wurden 24 h nach Transfektion mit

** 0,15 pg GI-prom 1 mit hydrolysiertem GRA bzw.
synthetischem SFN in angezeigten Konzentratio-
nen behandelt und nach 24 h geerntet. Die relative
Luziferaseaktivitit der behandelten Zellen wurde
auf die der unbehandelten Kontrolle bezogen (0;
auf 1 gesetzt). MW=+SD, n=3. ** p< 0,01 vs. Kon-

0 25 5 10 trolle mittels Students T-Test.

relative Luciferaseaktivitat

3.2 Die Effekte von synthetischem SFN und hydrolysiertem GRA auf typische

Phase II Enzyme und Selenoproteine sind auch in vivo vergleichbar

Des Weiteren sollten 2 SFN-Formen unterschiedlichen Ursprungs in verschiedenen
Konzentrationen in einem Vorversuch in vivo verglichen werden. Optimale Effekte auf
die Induktion von Phase II Enzymen und Selenoproteinen sollten erzielt werden, welche
im Hinblick auf die im Hauptversuch geplanten Untersuchungen der antikanzerogenen
Effekte von SFN fundamental waren. Je 5 Miuse pro Gruppe wurden im Alter von 8
Wochen nach Einstellung des Selenstatus durch Fiitterung mit selenarmem bzw. selen-
addquatem Futter iiber 4-5 Wochen fiir 7 Tage mit KP;-Puffer bzw. 2,5, 5 oder 10 umol
zuvor hydrolysiertem GRA bzw. synthetischem SFN per Schlundsonde behandelt. Nach
Totung wurden Leber, GIT, Niere und Blase entnommen, Organlysate hergestellt und

Enzymaktivititen gemessen sowie mittels Western Blot die Proteinexpression ermittelt.
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Tab. 9 zeigt eine Auswahl an relativen Induktionen in verschiedenen Organen selenadi-
quat gefiitterter Tiere, die den durch SFN vermittelten Effekt unterstiitzen bzw. einen
Vergleich zwischen den verschiedenen Konzentrationen beider Substanzen ermdoglichen.

Zur Ubersichtlichkeit wurde sich auf die Darstellung selenadiquater Tiere beschriinkt.

Tab. 9: Vergleich der Induktion entsprechender Parameter in ausgewihlten Organen durch hydro-
lysiertes GRA und synthetisches SFN

Nach Herstellung von Organlysaten wurden Enzymaktivititen gemessen und Proteinexpressionen mittels
Western Blot bestimmt. Aufgezeigt sind ausgewihlte relative Werte, nach Bezug auf den Mittelwert der
mit KP;-Puffer behandelten Se-adidquaten Kontrolltiere. n=5. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 vs. Se-
adaquate Kontrolle mittels Students T-Test.

Organ Enzym Endpunkt hydrolysiertes GRA synthetisches SFN
2,5 umol 5 umol 10 umol  2,5pumol 5 umol 10 umol

Magen NQO1 AKktivitit 1,7 ** 2,3 * 2,5 ** 1,3 * 1,2 1,4 *
TrxR Aktivitdt 1,8 #k* 2,6 ** 2,0 * 1,2 * 1,2 1.4 *
Duodenum NQO1 AKktivitit 1,5 1,9 ** 2,3 * 1,4 1,2 1,8 **
Protein 36 * 2,8 2,1 3,1 * 1,7 1,1
TrxR Aktivitit 1,2 1,3 * 1,3 * 1,6 * 1.4 1,6
GPx2 Protein 2,7 2,3 * 3,8 * 2,0 1,6 1,5
Ileum NQO1 Aktivitit 1,0 1,4 * 2,1 * 1,3 1,1 1,9 **
Protein 2,0 * 3,0 #* 2,7 * 2,2 w* 1,7 * 2,0 *
GPx2 Protein 1,5 * 1,5 * 1,6 * 2,2 39 1,8
Colon NQO1 Aktivitit 2,7 * 2,7 * 4,0 wxx 0,6 ** 0,6 ** 0,8
Protein 1,1 1,2 1,5 0,6 * 0,4 ** 1,1
TrxR Aktivitit 1,3 1.4 * 1,5 * 0,6 ** 0,9 0,9 *
Leber NQO1 AKktivitit 1,2 2,3 * 3,1 * 0,9 1,2 1,4 *
Protein 1,7 ** 2,2 w* 3,4 w* 0,7 0,8 1,2
Blase NQO1 AKktivitit 1,6 ** 2,0 ** 2,1 * 1,6 ** 1,7 *** 2,4 kx*
Protein 1,6 1,7 * 2,5 * 2,0 * 3,0 k% 2,2 **
TrxR Aktivitit 1,3 * 1,5 * 1,6 * 1,0 1,3 1.4

Ein konzentrationsabhéngiger Anstieg der NQO1-Aktivitdt durch hydrolysiertes GRA
bzw. synthetisches SFN konnte im Magen, Duodenum, Ileum, in der Leber sowie in der
Blase gezeigt werden. Auch die Proteinexpression von NQO1 wurde im Duodenum,
Ileum, in der Leber und Blase durch die Substanzen induziert. Wenn auch die Induktion
weniger konsistent war, ist die Wirkung beider Substanzen dennoch vergleichbar. Im
Gegensatz zu SFN-geschliindelten Tieren, waren im Colon von Tieren, die mit hydroly-

siertem GRA geschliindelt wurden, eine deutliche Steigerung sowohl der NQOI-
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Aktivitat und des NQOI1-Proteingehaltes als auch der TrxR-Aktivitit zu beobachten.
Eine Induktion der GPx2-Proteinexpression durch beide Substanzen wurde im Duode-
num und Ileum ermittelt. Ein Effekt auf die Gesamtaktivitit von TrxR konnte durch
beide Substanzen u.a. im Magen, Duodenum und in der Blase verzeichnet werden, im
Colon bewirkte nur hydrolysiertes GRA einen Anstieg der TrxR-Aktivitidt. Die Effekte
der Applikation von synthetischem SFN waren vergleichbar mit denen von hydrolysier-
tem GRA, welches als die natiirlichere Form beider gilt. Eine Konzentration von 5 umol
SEN ist ausreichend, um die untersuchten Enzyme auf Aktivitits- und Proteinebene zu

induzieren.

Um den beachtlichen Stressfaktor fiir die Tiere durch die im Hauptversuch geplante
tidgliche Applikation von Substanzen iiber 4 Wochen reduzieren zu konnen, wurde ge-
testet, ob die tdgliche Schliindelung von 5 pumol SEN durch eine 2-téigliche mit 10 pmol
SEN ersetzt werden kann. Ein Unterschied konnte beziiglich NQO1-Aktivitit und -Pro-
tein sowie GPx2-Protein im proximalen und distalen Jejunum, Ileum, Colon und Leber
nicht festgestellt werden (nicht gezeigt). Daher wurde sich fiir eine zweitigliche

Schliindelung entschieden.

3.3 Wechselwirkungen von SFN und Se im AOM/DSS-Modell

3.3.1 Einstellung des Selenstatus im Plasma

Im Alter von 3 Wochen wurden die Méuse abgesetzt und in entsprechende Gruppen
eingeteilt. Ab diesem Zeitpunkt erfolgte fiir die gesamte Dauer der Versuche bis zur
Totung der Tiere die Fiitterung mit einer der 3 Selendidten. Der Plasmaselengehalt ist
ein geeigneter Marker zur Priifung verabreichter und aufgenommener Selengehalte iiber
das Futter. Da der Selengehalt des selenarmen Futters mit 0,086 mg/kg Se etwas mehr
als die Hilfte des, mit 0,15 mg Se pro kg Futter dem RDA fiir Miuse [216] entspre-
chenden selenaddquaten Futters betrug, war die starke Reduzierung des Plasmaselenge-
haltes auf 28% erheblich (Abb. 9). Eine signifikante Steigerung des Plasmaselengehal-

tes um 34% konnte durch selensupplementiertes Futter mit einem Selengehalt von
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0,6 mg/kg gegeniiber dem durch selenaddquates Futter erreicht werden. SEN hatte kei-

nen Einfluss auf die Selengehalte im Plasma.

600 *k

400

200 *xk

Selengehalt [ng/mil]

SFN -+

Abb. 9: Selengehalte im Plasma in Abhiingig-
keit von Se und SFN

Fluorimetrische Bestimmung des Selengehaltes
im Plasma nach Totung der Se-armen (-Se),
-addquaten (+Se; gepunktet) und -supple-
mentierten (++Se; Kkarriert), iiber 4 Wochen
mit/ohne SFN geschliindelter Tiere im Alter von
21 Wochen. MW4SD, n=10. ** p< 0,01; *** p<
0,001 vs. selenaddquate Kontrolle mittels 2way
ANOVA.

3.3.2 SFN und Se haben keinen Einfluss auf den Gewichtsverlauf der Miuse

Wihrend der 4-wochigen Applikation von SFN wurden die Tiere jeden zweiten Tag

gewogen, danach wochentlich. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit sind in Abb. 10 nur

die gemittelten Gewichtszunahmen von WT (GPx2**) Miusen withrend der SEN-Gabe
dargestellt, ein Unterschied zu GPx2 KO (GPXZ'/ ") Miusen bestand nicht. Ein Einfluss

von SFN auf den Gewichtsverlauf wihrend der 4-wochigen Gabe war nicht zu beobach-

ten, auch der unterschiedliche Selengehalt der 3 Didten verdnderte die Gewichtszunah-

me nicht.
2_
— - -Se
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K
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Abb. 10: Gewichtsverlauf von GPx2*"* Miiusen in
Behandlung

19 21 23 25 27

Abhiingigkeit vom Selenstatus und der SFN-

Gewichtzunahme Se-armer (-Se), -adidquater (+Se) und -supplementierter (++Se) Méuse iiber den Zeit-
raum der 4-wochigen SFN-Applikation. Am Tag 7 fand eine Applikation mit NaCl, als Kontrolle zur
AOM-Applikation, statt. Gewichte diesen Tages bilden das Bezugsgewicht. MW, n=14.

45



ERGEBNISSE

3.3.3 Effekte von SFN und Se auf Phase II Enzyme und Selenoproteine unter
physiologischen Bedingungen

4 Tiere jeder Gruppe wurden direkt nach der 4-wochigen SFN-Applikation getétet und
die entnommenen Organe, vorwiegend Leber und GIT, hinsichtlich biochemischer Pa-
rameter analysiert. Fiir die Untersuchung der biochemischen Parameter im Colon wurde
ein 2 cm langes Stiick des proximalen Colon verwendet und daraus Organlysat herge-
stellt. Der Effekt von SFN und Se auf die Aktivitit und Proteinexpression von Phase 11
Enzymen und Selenoproteinen sollte zunidchst untersucht werden. Im folgenden Ab-
schnitt werden lediglich Befunde aus entziindungsfreien GPx2""* Miusen dargestellt.
Beobachtete Effekte, die eventuell durch die Entziindung (3.3.4) oder durch das Fehlen
der GPx2-Expression (3.3.5) hervorgerufen wurden, werden in gesonderten Abschnitten

dargelegt.

3.3.3.1 NQO1
3.3.3.1.1 Aktivitit

Obwohl maligeblich als fremdstoffmetabolisierendes Organ bekannt, war in der Leber
der Miuse aller Fiitterungsgruppen die geringste NQO1-Aktivitidt zu verzeichnen (Abb.
11). Die hochsten Aktivititen, unbeeinflusst vom Selenstatus der Miuse, wurden im
Magen gemessen, gefolgt von Colon und Diinndarm. Im Verlauf des Diinndarmes war
diese relativ konstant. Die vielfach beschriebene Aktivierung von Nrf2 im Selenmangel
[192] und eine daraus resultierende hohere Aktivitit bzw. Proteinexpression von NQO1
konnte nur tendenziell beobachtet werden. In der Leber, im Duodenum und proximalen
Jejunum selenarmer Tiere war die NQO1-Aktivitdat im Vergleich zu selenadidquaten Tie-

ren minimal erhoht.
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Abb. 11: Basale NQO1 AKktivitit in der Leber und entlang des GIT in Abhéngigkeit vom Selenstatus
NQO1-Aktivitdt in den Organlysaten Se-armer (-Se), -addquater (+Se) und -supplementierter (++Se)
Miuse. MW+SD, n=4.

Abb. 12 zeigt die absoluten NQO1-Aktivitdten in der Leber und entlang des Darmes, in
Abhingigkeit der Selenfiitterung und SFN-Gabe. Ein signifikanter Anstieg der NQO1-
Aktivitdat durch SFN konnte in der Leber, im Magen, im Duodenum und im Ileum von
Tieren aller 3 Selendidten beobachtet werden. In beiden Jejunumabschnitten war der
Einfluss von SEN eher inkonsistent. Im Colon war wider Erwarten kein markanter Ein-
fluss von SFN auf die NQOI-Aktivitit zu verzeichnen. In selenarm gefiitterten Tieren

waren in der Leber und im Verlauf des GIT die deutlichsten SFN-Effekte zu beobachten.

800, 1 -Se +Se E=m ++Se

% € 600
=2
g8
o
< 75, 400+
o £
(e =]
Z E, 200 Lo
* ** :
SFN - + -
Leber Magen Duodenum Jejunump Jejunumd lleum Colon

Abb. 12: NQO1-Aktivitit in der Leber und entlang des GIT in Abhéiingigkeit von SFN und Se
NQO1-Aktivitdt in den Organlysaten Se-armer (-Se), -adiquater (+Se) und -supplementierter (++Se),
iiber 4 Wochen mit/ohne SFN (rot) geschliindelter Miuse. MW=+SD, n=4. * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<
0,001 vs. unbehandelte Kontrolle; ### p< 0,001 vs. selenadiquate Kontrolle mittels 2way ANOVA.
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3.3.3.1.2 Proteinexpression von NQO1 im Ileum und Colon

Die im Western Blot untersuchte Proteinexpression von NQOI korrelierte mit der
NQOI1-Aktivitit und wurde vor allem im Ileum von SFN-geschliindelten Tieren aller 3
Selengruppen signifikant induziert (Abb. 13). Die mangelnde Steigerung der NQOI1-
Aktivitat im Colon spiegelte sich im Proteingehalt wider, SFN verdnderte den Protein-
gehalt von NQO1 im proximalen Colon nicht. In Korrelation mit der in Abb. 12 darge-
stellten NQO1-Aktivitdt war auch der Proteingehalt von NQO1 in der Leber und entlang
des GIT (nicht gezeigt). In der Leber wurde die geringste, im Magen hingegen die
hochste NQO1-Proteinmenge ermittelt. Im Verlauf des Darmes stieg diese jedoch deut-

lich an. Durch SFN konnte die Expression teilweise gesteigert werden.

¢]— -Se +Se EH ++3e Abb. 13: NQOI1-Proteinexpression im Ileum

*%

und Colon

Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und
-supplementierte (++Se) Miuse wurden fiir 4
Wochen mit SFN (rot) behandelt. NQO1 wurde in
Ileum- und Colonlysaten mittels Western Blot
analysiert. Normalisiert wurde auf Coomassie-
Gelfarbung. MW=+SD. ** p<0,01 vs. entspre-
chende unbehandelte Kontrolle (auf 1 gesetzt)
mittels 2way ANOVA.

relative NQO1-
Proteinexpression

Die Verteilung und Lokalisation des NQO1-Proteins entlang des Colon (Abb. 14) wurde
des Weiteren histologisch in immunhistochemisch gefirbten Gewebeschnitten der swiss
roles untersucht. Dazu wurde das Colon lidngs in seinen proximalen, transversalen und
distalen Bereich geteilt (Abb. 2A; 2.5.3), die Aufteilung der Colonkrypten erfolgte in
Kryptenspitze, -mitte und -grund (Abb. 2B). Die Intensitdt der immunhistochemischen
Farbung wurde bewertet, wobei 0 Punkte fiir keine Firbung vergeben wurden bzw. 1 bis
3 Punkte fiir schwach bis stark gefirbte Bereiche. Im proximalen Colon wurde NQO1
mit mittlerer Intensitéit in der oberen Hilfte der Krypten exprimiert und lag vorwiegend
cytosolisch vor. In der Kryptenspitze war NQO1 unbeeinflusst vom Selenstatus bzw. der
SEN-Behandlung. Im transversen Colon war eine vorwiegend cytosolische NQOI-
Expression auch im Kryptengrund zu beobachten, im selenmangeligen und
-supplementierten Zustand gering schwicher als im -addquaten Zustand. SFN bewirkte

nur in der Kryptenmitte und -spitze eine tendenzielle bzw. signifikante Induktion der
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NQO1-Expression. Im distalen Colon konnte NQO1 in der gesamten Krypte lokalisiert
werden. Das Protein war in diesem Abschnitt stirker exprimiert als im {ibrigen Colon,
vorwiegend kernstindig, und konnte in allen 3 Selendiédten durch SFN in seiner Expres-
sion nochmals signifikant induziert werden. Lokale SFN-Effekte konnten somit im Co-

lon, vor allem im distalen Abschnitt erfasst werden.
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Abb. 14: Verteilung der NQO1-Expression im Verlauf des Colon und innerhalb der Krypten
Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) Miuse, iiber 4 Wochen mit/ohne SFN (rot)
behandelt, wurden hinsichtlich der Proteinexpression von NQO1 im proximalen, transversen und distalen
Colon untersucht. Colonkrypten wurden in -spitze, -mitte und -grund geteilt (Abb. 2B). Dargestellt ist die
Lokalisation sowie Intensitidt der immunhistochemischen Farbung im Boxplot mit Median, n=4. * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001 vs. entsprechende unbehandelte Kontrolle; # p< 0,05 vs. selenaddquate Kontrolle
mittels 2way ANOVA.
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3332 TrxR
3.3.3.2.1 Aktivitit

Die geringe TrxR-Aktivitit in der Leber und im Verlauf des GIT selenarmer Tiere konn-
te, mit Ausnahme des Magens, in allen Organen im selenaddquaten Zustand signifikant
gesteigert werden. Die Supplementierung mit Se bewirkte eine weitere Steigerung der
TrxR-Aktivitit (Abb. 15). Maximale Effekte wurden im oberen Diinndarm erreicht. Da
es sich um die Gesamtaktivitit an TrxR handelt und nicht zwischen den Isoformen un-
terschieden werden kann, waren die durch SFN induzierten gemessenen Effekte inkon-
sistent. Eine Induktion durch SFEN ist nur fiir TrxR1 beschrieben [171]. SFN erhohte die
TrxR Gesamtaktivitit im Selenmangel im Duodenum und distalen Jejunum, im selen-
addquaten Zustand im Magen, Duodenum und Ileum, bei Selensupplementierung im
Duodenum, Ileum und Colon. Der Nachweis von TrxR1 mittels Western Blot und Im-
munhistochemie war aufgrund des zu unspezifischen zur Verfiigung stehenden Antikor-

pers nicht moglich und wurde aus diesem Grund nicht weiter verfolgt.

40 1 -Se +Se W ++Se
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TrxR-Aktivitat
[mU/mg Protein]
N
o

1B

Leber Magen Duodenum Jejunump Jejunumd lleum Colon

Abb. 15: TrxR-AKktivitiit in der Leber und entlang des GIT in Abhéngigkeit von SFN und Se
TrxR-Aktivitit in den Organlysaten Se-armer (-Se), -addquater (+Se) und -supplementierter (++Se), iiber
4 Wochen mit/ohne SFN (rot) geschliindelter Mause. MW=+SD, n=4. * p< 0,05; *** p< 0,001 vs. entspre-
chende unbehandelte Kontrolle; ## p< 0,01; ### p< 0,001 vs. selenaddquate Kontrolle mittels 2way
ANOVA.

3.3.3.3 GPx
3.3.3.3.1 Gesamtaktivitit

Wie Abb. 16 zeigt, konnten in der Leber bereits im Selenmangel relativ hohe GPx Ge-

samtaktivititen gemessen werden, im Magen waren diese sehr niedrig, im Verlauf des
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Darmes wiederum etwas hoher. Im selenaddquaten Zustand war die Aktivitéit in allen
Organen um ein Vielfaches (1,4- bis 5,6-fach im Darm, 8,5-fach in der Leber sowie
16,3-fach im Magen) signifikant gesteigert und erreichte teilweise ihr Maximum. Selen-
supplementierung bewirkte nur in der Leber einen weiteren signifikanten Anstieg. SFN
verdnderte die GPx Gesamtaktivitdt nicht. Die mit Hilfe des spezifischen Substrates
Phosphatidylcholinhydroperoxid (PCOOH) im Ileum und Colon bestimmte GPx4-Akti-
vitdt war in keinem der beiden Abschnitte des GIT durch den Selenstatus oder die SFN-
Behandlung beeinflusst (nicht gezeigt). Mittels Messung der GPx-Aktivitdt im Plasma
wurde die Aktivitidt der darin hauptsidchlich vorkommenden GPx3 bestimmt. Mit Se
wurde diese verstérkt synthetisiert, jedoch nicht durch SFN beeinflusst. Eine Expression

im Darm konnte nicht nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

— -Se## +Se = ++ Se
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Leber Magen Duodenum Jejunump Jejunumd lleum Colon

Abb. 16: GPx-AKktivitiit in der Leber und entlang des GIT in Abhiingigkeit von SFN und Se
GPx-Aktivitit in den Organlysaten Se-armer (-Se), -adidquater (+Se) und -supplementierter (++Se), iiber 4
Wochen mit/ohne SFEN (rot) geschliindelter Mause. MW+SD, n=4. # p< 0,05; ## p< 0,01; ### p< 0,001
vs. entsprechende selenaddquate Gruppe mittels 2way ANOVA.

3.3.3.3.2 Proteinexpression von GPx1 und GPx2 im Ileum und Colon

Die Proteinexpression von GPx1 und GPx2 wurde zunichst im Gesamtlysat des proxi-
malen Colon und Ileum ermittelt. GPx1 war im Selenmangel sehr gering exprimiert
(Abb. 17 A) und im Vergleich zum selenadidquaten Zustand deutlich reduziert (0,3-fach
im Ileum, 0,13-fach im Colon). Eine gesteigerte Proteinexpression durch Selensupple-
mentierung lag im Ileum und Colon vor. Ein Effekt von SFN auf GPx1 blieb aus. Auch
die Expression von GPx2 war im Ileum von selenarmen Méausen sehr niedrig und wurde
sowohl durch Se als auch durch SFN deutlich gesteigert (Abb. 17 B). Im proximalen
Colon war eine Induktion von GPx2 durch SEN [169] nicht zu beobachten. Im Selen-
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mangel war die Expression von GPx2, vor allem im Ileum, zwar niedriger als im selen-
addquaten Zustand (0,31-fache Reduktion im Ileum, 0,75-fach im Colon), jedoch war
der Seleneffekt weniger deutlich als auf die Expression von GPx1 (Abb. 17 A). Im Ver-
gleich zur GPx1 wird die Synthese des hoch in der Hierarchie stehenden Proteins GPx2
[97] nicht so stark unterdriickt. Durch Selensupplementierung konnte im Colon die Ex-

pression weiter gesteigert werden, im Ileum hingegen nicht.

>
w

37 -Se +S§ £ ++Se 39 -Se +Se EEH ++Se

relative GPx1
Proteinexpression

relative GPx2
Proteinexpression

Abb. 17: GPx1- und GPx2-Proteinexpression im Ileum und Colon

Se-arme (-Se), -adidquate (+Se) und -supplementierte (++Se) Miuse wurden fiir 4 Wochen mit SFN (rot)
behandelt. Vorhandenes GPx1 (A) und GPx2 (B) wurde in Ileum- und Colonlysaten mittels Western Blot
analysiert. Die Expression selenaddquater unbehandelter Tiere wurde auf 1 gesetzt. Normalisiert wurde
auf Coomassie-Gelfarbung. MW+SD, n=4. * p< 0,05; ** p<0,01 vs. entsprechende unbehandelte Kon-
trolle; # p< 0,05; ### p< 0,001 vs. entsprechende selenaddquate Gruppe mittels 2way ANOVA.

Des Weiteren wurden GPx1 und GPx2 histologisch in immunhistochemisch angeféirbten
colon swiss roles untersucht. Die Selenabhingigkeit der GPx1-Expression wird auch
nach immunhistochemischer Darstellung (Abb. 18) deutlich. GPx1 war im Selenmangel
im gesamten Colon sehr gering exprimiert, SFN verédnderte dies nicht. Im proximalen
Colon war GPx1 auch in selenaddquaten Tieren relativ schwach und lediglich in der
Kryptenspitze nachzuweisen, in selensupplementierten Tieren war die Expression stér-
ker und auch in der Kryptenmitte sowie im -grund vorhanden. Im Verlauf vom transver-
sen zum distalen Colon selenadidquat gefiitterter Miduse nahm die Expression der GPx1
in gleicher Weise in der Kryptenspitze wie auch in der -mitte zu, eine minimal geringere
Intensitit der Farbung durch SFN war zu erkennen. Auch in selensupplementierten Tie-
ren wurde im Verlauf des Colon GPx1 sowohl im Kryptengrund als auch in der Kryp-
tenspitze stirker exprimiert als im proximalen Abschnitt. Im Vergleich zu selenadiqua-

ten Tieren war dieser Unterschied signifikant, und durch SFN unbeeinflusst.
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Abb. 18: Verteilung der GPx1-Expression im Verlauf des Colon und innerhalb der Krypten

Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) Miuse, iiber 4 Wochen mit/ohne SFN (rot)
behandelt, wurden hinsichtlich der Proteinexpression von GPx1 im proximalen, transversen und distalen
Colon untersucht. Colonkrypten wurden in -spitze, -mitte und -grund geteilt (Abb. 2B). Dargestellt ist die
Lokalisation sowie Intensitidt der immunhistochemischen Farbung im Boxplot mit Median, n=4. * p<0,05;
** p<0,01 vs. entsprechende unbehandelte Kontrolle; # p< 0,05; ## p< 0,01; ### p< 0,001 vs. selenadé-
quate Kontrolle mittels 2way ANOVA.

Bei Betrachtung der histologischen Verteilung von GPx2 entlang des Colon (Abb. 19)
war die durch Florian et al. [154] bereits beschriebene Lokalisation der GPx2 in den
Krypten erkennbar. GPx2 wurde vorwiegend im Kryptengrund exprimiert, im Selen-
mangel mit sehr geringer Intensitit. Die Expression des Selenoproteins wurde im selen-
addquaten Zustand induziert und konnte im transversen und distalen Colon auch in der

Mitte der Krypte detektiert werden. Selensupplementierte Tiere wiesen kaum eine stér-
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kere GPx2-Expression auf, SFN bewirkte in diesen Tieren ebenfalls keine Induktion der
Proteinexpression. Dies wurde lediglich in der Kryptenmitte im distalen Colon selenar-
mer und -adidquater Miuse beobachtet, hier induzierte SFN die GPx2-Expression signi-
fikant. Im distalen Colon wurde die Proteinexpression von GPx2 aufgrund der versuchs-

technischen Aufteilung des Gewebes nicht im Western Blot untersucht.
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Abb. 19: Verteilung der GPx2-Expression im Verlauf des Colon und innerhalb der Krypten

Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) Miuse, iiber 4 Wochen mit/ohne SEN (rot)
behandelt, wurden hinsichtlich der Proteinexpression von GPx2 im proximalen, transversen und distalen
Colon untersucht. Colonkrypten wurden in -spitze, -mitte und -grund geteilt (Abb. 2B). Dargestellt ist die
Lokalisation sowie Intensitdt der immunhistochemischen Firbung im Boxplot mit Median, n=4. **
p<0,01 vs. entsprechende unbehandelte Kontrolle; ## p< 0,01; ### p< 0,001 vs. selenaddquate Kontrolle
mittels 2way ANOVA.
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3.3.34 GST
3.3.3.4.1 Gesamtaktivitit

Die basale GST Gesamtaktivitit, in der Leber generell sehr hoch [227], war in sowohl
selenarm also auch -supplementiert gefiitterten Tieren signifikant hoher als in selenadi-
quaten Tieren (Abb. 20). Im GIT wurde die Aktivitdt der GST durch Se nicht beein-
flusst. Der Einfluss von SFN war sehr inkonsistent. Im Magen, Duodenum und Colon
wurden mit SFN bei allen Diédten hohere Aktivititen nachgewiesen, auch in der Leber

selensupplementierter Tiere wurde ein SFN-Effekt auf die GST-Aktivitét gezeigt.
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Abb. 20: GST-AKktivitit in der Leber und entlang des GIT in Abhéingigkeit von SFN und Se
GST-Aktivitdt in den Organlysaten Se-armer (-Se), -addquater (+Se) und -supplementierter (++Se), liber
4 Wochen mit/ohne SEN (rot) geschliindelter Mause. MW+SD, n=4. ** p< 0,01; *** p< 0,001 vs. ent-
sprechende unbehandelte Kontrolle; # p< 0,05; ## p< 0,01; ### p< 0,001 vs. selenadidquate Kontrolle
mittels 2way ANOVA.

3.3.4 Einfluss der Entziindung auf cytoprotektive Enzyme

Inflammatorische Prozesse und dadurch hervorgerufene Verdnderungen im Colon kon-
nen die Aktivitit und Expression von detoxifizierenden Enzymen im Korper beeinflus-
sen. Dies war hier lediglich fiir die Aktivitat der TrxR der Fall (nicht gezeigt). Sie war in
der Leber, im Ileum und Colon selenadiquater AOM/DSS-behandelter Tiere hoher als
in entsprechenden Tieren ohne Entziindung. Auch im Ileum selensupplementierter Tiere,
die mit AOM/DSS behandelt wurden, war dies zu beobachten. Die Aktivititen von
NQO1, GST bzw. GPx waren nicht veridndert. Eine immunhistochemische Farbung von
sowohl NQOI1 als auch GPx1 in infiltrierenden Zellen und ulzerativen Arealen in Co-

longewebeschnitten von entziindeten Tieren konnte beobachtet werden (nicht gezeigt).
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Dennoch war in mittels Western Blot untersuchten Organen weder die NQO1 noch die

GPx1-Proteinexpression entziindeter Tiere hoher als die gesunder Tiere.

3.3.5 Die Auswirkung der Abwesenheit von GPx2 auf die Enzyme

Kompensatorische Effekte durch das Fehlen wichtiger Enzyme bzw. Enzymgruppen
werden beschrieben [193, 228]. Im Gegensatz dazu bewirkte das Fehlen der GPx2 in
selenadidquaten und -supplementierten GPx2” Miusen keine Induktion von NQOI,
GST und TrxR. Weder die Aktivitdt noch die Proteinexpression wurden im Vergleich zu
GPx2"* Miusen gesteigert. Auch durch SFN wurden kompensatorische Effekte nicht
induziert. Uberraschenderweise war die TrxR-Aktivitit im kompletten Diinndarm selen-
armer GPx2”" Miuse signifikant hoher als die von GPx2*"* Miusen in diesem Darmab-
schnitt. SFN bewirkte keine weitere Steigerung (nicht gezeigt). Die Abwesenheit der
GPx2 sollte einen drastischen Einfluss auf die GPx-Aktivitdat mit sich bringen, besitzt
sie doch in einigen Organen einen erheblichen Anteil an der GPx-Gesamtaktivitit [96].
Entgegen der erwarteten Reduzierung der GPx-Gesamtaktivitdt war diese in allen Orga-
nen von GPx2”" Miusen aller 3 Selendiiiten signifikant erhoht. Dies korrelierte auch mit
der gesteigerten GPx1-Proteinexpression in GPx2” Miusen, die mittels Western Blot
sowie immunhistochemisch analysiert wurde (nicht gezeigt). Im Selenmangel war dies
zwar sehr viel geringer ausgepriégt als in selenadiquaten bzw. -supplementierten Tieren,
da die Menge an Se zur Steigerung der GPx1-Expression nicht ausreicht. Dennoch
konnte beobachtet werden, dass die GPx1 in GPx2" Tieren bei ausreichender Selenver-
sorgung stirker in den Regionen der Colonmukosa exprimiert wird, in welchen unter

physiologischen Bedingungen lediglich GPx2 zu finden ist.

3.3.6 Einfluss von SFN und Se auf die Zellproliferation im Colon

Neben der Induktion von Phase II Enzymen und Selenoproteinen moduliert SFN auch
die Proliferation [25], hat einen Einfluss auf den Zellzyklus und die Apoptose [20, 229].
Es wird aulerdem diskutiert, dass Se, im Mangel oder Uberschuss, die Proliferation
sowie den programmierten Zelltod beeinflusst [196, 230, 231]. Um den Effekt von SFN
und Se auf die Proliferation und Apoptose im Colon zu untersuchen, wurden Hamatoxy-

lin-gefidrbte Gewebeschnitte von 4 Tieren jeder nicht mit AOM/DSS-behandelten Grup-
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pen histologisch analysiert. Die Anzahl an Mitosen und Apoptosen in 300 Krypten des
distalen Colon wurden gezéhlt. In Abb. 21 wird deutlich, dass generell eine hohere Mi-
toserate im 4. Kryptenviertel, dem Kryptengrund, vorlag, selensupplementierte Tiere
jedoch tendenziell weniger Mitosen aufwiesen. SFN hatte im Kryptengrund keinen Ein-
fluss und veridnderte, wie auch Se, die Anzahl an Mitosen im 3. Kryptenviertel nicht. Im
1. und 2. Kryptenviertel waren keine Mitosen zu beobachten (nicht gezeigt). Die Linge
der Krypten bzw. die Morphologie des Darmes wurden weder durch Se noch durch SFN
verdandert (nicht gezeigt). Die Proliferation gesunder Darmzellen wird somit weder

durch den Selenstatus noch durch eine Behandlung von SEN signifikant beeinflusst.
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40+
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Anzahl Mitosen
[pro 300 Krypten]
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Abb. 21: Anzahl Mitosen in GPx2** Tieren in Abhiingigkeit von SFN und Se

Mitotische Zellen wurden in 300 Krypten des distalen Colon Se-armer (-Se), -addquater (+Se) und
-supplementierter (++Se) GPx2"* Miuse mit und ohne SFN-Behandlung gezihlt. Die Krypten wurden
geviertelt, der basal liegende Kryptengrund bildet das 4. Kryptenviertel. Als Boxplot dargestellt ist die
Anzahl der Mitosen im 3. und 4. Kryptenviertel des Colon, n=4.

Entsprechend physiologischer Bedingungen wurden die meisten Apoptosen, unabhingig
von der Selenfiitterung bzw. SFN-Behandlung, im ersten Kryptenviertel gezihlt (Abb.
22). SEN erhohte in diesem Bereich sowohl in selenarmen als auch in selenadidquaten
Miusen die Apoptoserate, wenn auch dieser Effekt im addquaten Zustand durch die
starke Streuung nicht signifikant war. Auch im dritten Kryptenviertel war in selenarmen
SEN-behandelten Tieren die Anzahl apoptotischer Zellen erhoht. Im Selenmangel schie-
nen im zweiten und dritten Kryptenviertel hdaufiger Apoptosen vorzukommen. Eine sig-

nifikant hohere Apoptoserate wurde in selensupplementierten Médusen im Kryptengrund
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beobachtet. SFN bewirkte in dieser Selendidt keine weiteren Verdnderungen. Se und
SEN beeinflussen demnach die Apoptoserate in den verschiedenen Abschnitten der

Krypte, wenngleich die Effekte nur geringes Ausmaf3 haben.
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Abb. 22: Anzahl Apoptosen in GPx2"* Tieren in Abhiingigkeit von SFN und Se

Apoptotische Zellen wurden in 300 Krypten des distalen Colon Se-armer (-Se), -adidquater (+Se) und
-supplementierter (++Se) GPx2"* Miuse mit und ohne SFN-Behandlung gezihlt. Die Krypten wurden
geviertelt, der Kryptengrund bildet das 4. Kryptenviertel. Als Boxplot dargestellt ist die Anzahl der Apop-
tosen in allen 4 Kryptenvierteln, n=4. * p< 0,05; ** p< 0,01 vs. entsprechende Kontrolle mittels Mann-
Whitney U-Test.

Drastische Effekte auf die Induktion von Apoptosen im Colon bewirkte der Knockout
der GPx2 (GPx2™). Vor allem im Kryptengrund (4. Kryptenviertel) bewirkte die Abwe-
senheit der GPx2 einen Anstieg der Apoptoserate (Abb. 23), wobei besonders selenarme
GPx2"" Tiere mit einem Faktor von 3,3+0.7 sehr viel mehr Apoptosen aufwiesen als
entsprechende GPx2"* Tiere. Im Gegensatz dazu war der Unterschied zwischen
GPx2** und GPx2” im selensupplementierten Zustand gering. SEN schien die in
GPx2"" Miiusen gesteigerte Apoptoserate in allen 3 Diiten zu senken, im selenadiqua-
ten Zustand sogar signifikant, und wirkte somit antiapoptotisch. Dies zeigt, dass das
Fehlen der GPx2 zu einer gesteigerten Eliminierung von Darmzellen im Kryptengrund
fithrt und SFN sowie die Supplementierung von Se diesem Vorgang entgegenwirken

koOnnen.
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3.3.7 SFN moduliert den Verlauf der Entziindung selenabhéingig

Nachdem der Einfluss und die Wechselwirkung des Selenstatus sowie eine Behandlung
von SFN unter physiologischen Bedingungen untersucht wurden, sollte die Rolle beider
Faktoren bei der Entstehung und dem Fortschreiten einer Entziindung im Colon beur-
teilt werden. Wihrend der 3- bis 4-wochigen SFN-Applikation, in welcher eine einma-
lige 1.p. Applikation des Colonkanzerogens AOM erfolgte und die Tiere iiber eine Wo-
che das entziindungsfordernde DSS im Trinkwasser erhielten, wurde der Zustand und
das Gewicht der Miuse jeden 2. Tag kontrolliert. Entsprechende Kontrollméuse, denen
statt AOM Saline appliziert und zusatzloses Trinkwasser verabreicht wurde, wurden
gleich behandelt. 4 Tiere einer jeden Gruppe wurden direkt nach Ende der SFN-
Applikationsphase getotet und bei Entnahme der Organe besonders auf die Morphologie
des Colon und weitere Auffilligkeiten geachtet. Von diesen Tieren wurde das Colon
histologisch so aufbereitet, dass eine mikroskopische Betrachtung der Darmarchitektur
und die Bewertung des Schweregrades der Entziindung moglich waren. Hieraus ergab
sich der Entziindungsscore direkt nach der akuten Phase. 10 weitere Tiere einer jeden
Gruppe, 9 Wochen nach Beendigung der SFEN-Applikation getotet, wurden ebenso beo-
bachtet, um klinische und makroskopische Auftilligkeiten zu einem individuellen Ent-

ziindungsscore zusammenzufassen und anschlieBend mit der ermittelten Tumoranzahl
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(s. 3.8.) zu korrelieren. Im folgenden Kapitel werden Befunde der Miuse beider Geno-

typen, GPx2""* und GPx2™"", dargestellt.

3.3.7.1 Gewichtsverlauf wihrend der ,,akuten‘ Versuchsphase

Ein aussagekriftiger und leicht ermittelbarer Parameter des Wohlbefindens der Tiere
wihrend der Versuchsphase ist das Korpergewicht. Abb. 24 A-C zeigt die Gewichtszu-
nahme aller AOM/DSS-behandelten Miuse iiber den Zeitraum der SFEN-Applikation.
Die Applikation von AOM (Tag 7) bewirkte in allen Gruppen einen kurzzeitigen direk-
ten Gewichtsverlust, meist stirker zu verzeichnen in GPx2” als in GPx2*"* Mdusen.
Auffallend war, dass die Gruppen von GPx2”" Méusen aller 3 Selendiiten, welche SFN
beginnend am Tag der AOM-Applikation iiber 3 Wochen erhielten, den stirksten Ge-
wichtsverlust an diesem Tag verzeichneten. Ein verzogerter Gewichtsverlust war durch
die Verabreichung von DSS (14. bis 21. Tag) zu beobachten. Vor allem selenarme
GPx2"" Miuse verloren stark an Gewicht, selenadiquat und -supplementiert gefiitterte
Maiuse zeigten wenig Gewichtsverlust nach Verabreichung von DSS. Alle Kontrollen
nahmen konstant an Gewicht zu (Abb. 10). Ein markanter Gewichtsverlust von 1 bis 2 g
oder mehr, ab Zeitpunkt der AOM-Applikation, und meist mit weiteren klinischen Sym-
ptomen der Colitis einher ging, wurde im individuellen Entziindungsscore der Tiere

beriicksichtigt (s. 3.7.2.).
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Abb. 24: Korpergewichtsentwicklung der Miiuse in der akuten Versuchsphase

Gewichtszunahme aller Se-armen (A), -addquaten (B) und -supplementierten (C) AOM/DSS-behandelten
GPx2** und GPx2” Miuse iiber den Zeitraum der 3- (A) bzw. 4-wdchigen (o, o) SEN-Applikation (rot).
Am Tag 7 fand die AOM-Applikation statt, Gewichte dieses Tages bilden das Bezugsgewicht. Die Verab-
reichung von DSS erfolgte vom 14. bis 21. Tag. MW, n=14.

3.3.7.2 Entziindungsscore

Mit Hilfe eines Scores, der klinische Symptome, makroskopische Auffilligkeiten sowie
histologische Befunde (s. Tab. 8; 2.5.4) beriicksichtigt, wurden die Tiere hinsichtlich
ihrer Entziindung im Colon bewertet. Von Tieren, die direkt nach SFN-Applikation ge-

totet wurden, standen fiir die mikroskopische Bewertung serielle Colonschnitte mit
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H&E- und CD3-Antikorper-Fiarbung zur Verfiigung. In Abb. 25 A dargestellt ist ein
Ausschnitt aus gesunder Colonmukosa eines Kontrolltieres mit vollstindig ausgebilde-
ten Krypten und wenigen physiologisch vorkommenden mobilen CD3-positiven Lym-
phozyten. Abb. 25 zeigt des Weiteren Beispiele fiir das Ausmal} entziindlicher Verédnde-
rungen bei einer milden (B), moderaten (C) und schweren (D) Entziindung. Maximal

wurden 16 Score-Punkte vergeben (Abb. 26).

Abb. 25: Schweregrad der Entziindung

Beispiel fiir ein Kontrolltier (A) mit einem Entziindungsscore von 0 Punkten, eine milde Entziindung (B)
1-5 Punkte, eine moderate Entziindung (C) 6-10 Punkte und eine schwere Entziindung (D) 11-16 Punkte,
im H&E-Schnitt (oben) sowie seriellen CD3-angefédrbten Schnitt (unten). Der schwarze Balken entspricht
einer Lange von 100 pm.
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Abb. 26: Entziindungsscore in Abhéngigkeit des Selenstatus, des Genotyps und SFN- bzw.
AOM/DSS-Behandlung

AOM/DSS behandelte Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) GPx2"* und GPx2”
Mause, tiber 4 Wochen mit/ohne SFN behandelt, wurden hinsichtlich ihrer Entziindung im Colon bewer-
tet. Dargestellt ist der Grad der akuten Entziindung aller einzelnen Tiere sowie der Median, zusammenge-
setzt aus klinischen, makroskopischen und histologischen Parametern, n=4. * p<0,05; ** p<0,01 vs. un-
behandelte AOM/DSS-Gruppe; ### p<0,001 vs. entsprechende selenaddquate Gruppe mittels 1way
ANOVA.

Verglichen mit allen nicht-behandelten Kontrollen induzierte die Kombination aus
AOMY/DSS signifikant Entziindungen in allen Gruppen (Abb. 26). Selenmangel ver-
starkte hierbei die Entziindung, selenarme Tiere zeigten deutlich schwerere Entziin-
dungssymptome als selenadidquate. Ein stirkeres Ausmal} der Entziindung zeigten sogar
selenarme Tiere, welche zusitzlich mit SFN behandelt wurden. Klinische Symptome
wie Gewichtsverlust, langer andauernder und teilweise blutiger Durchfall sowie
Schwellungen und Verkiirzungen des Darmes wurden durch histologische Befunde bes-
tiatigt. Ulzerative Areale, leichte Odeme mit Infiltrationen, sowie Einblutungen in Mu-
kosa und Submukosa traten hdufiger auf, eine grolere Anzahl an hyperproliferativen
Krypten lieBen die beginnende Regeneration erkennen. Zum Teil waren grofle Areale
vom Verlust funktionsfihiger Krypten betroffen. Auch die Muskelschicht war stark ver-
dickt. Selenadidquate Tiere ohne SFN wiesen ein bis zwei ulzerative Areale und leichte
Odem- bzw. Regeneratbildung auf. Die Kryptenarchitektur war lediglich im distalen
Colon leicht gestort, der Wandaufbau im restlichen Colon war regulér. Eine signifikante

Verbesserung des Entziindungsstatus zeigte die Behandlung mit SFN in selenaddquaten
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Mausen. Diese Tiere zeigten keinerlei Durchfallerscheinungen bzw. konnten durch bes-
ser funktionierende Regenerationsfahigkeit geschidigter Krypten groBere Gewichtsver-
luste verhindern. Nur wenige entziindliche Zellen infiltrierten und kleinere 6dematdse
Areale waren zu beobachten. Tendenziell noch weniger Entziindung zeigten sogar se-
lensupplementierte Tiere, wobei die Behandlung mit SFN hier keine Verdnderung be-
wirkte. Wenige kleine, infiltrierte oder ddematdse Areale, in ihrer Architektur sehr ge-
ring veridnderte Krypten und eine komplett geschlossene Mukosa waren Grundlage fiir
das Fehlen von Durchfallerscheinungen und Gewichtsverlust. Somit ist der Einfluss von
SEN abhingig vom Selenstatus der Miuse, im selenadidquaten Zustand wirkt es begiins-
tigend auf die Verhinderung der Entziindung, im selenamen Zustand besitzt es eher ad-
verse Effekte, wohingegen es im selensupplementierten Zustand keine Verdnderung

bewirkt.

Generell verschlimmerte das Fehlen der GPx2 das Ausmal} der Entziindung in allen 3
Selendiiten. Selenarme GPx2” Miuse waren am stirksten betroffen, wobei eine Be-
handlung mit SFN diesen Zustand noch verschlechterte. Diese Tiere verloren sehr stark
an Gewicht und zeigten lang anhaltenden blutigen Durchfall, was sich im kompletten
Verlust groler Mukosa-Areale widerspiegelte. Die zerstorte epitheliale Barriere resul-
tierte im Auftreten von groBen Odemen mit wenigen hyperproliferativen Krypten. Eine
massive lymphozytdare und granulozytidre Infiltration wurde begleitet von einer stark
O0dematdsen Lamina submucosa sowie einer verdickten Muskelschicht. Selenaddquate
GPx2"" Miuse verhielten sich sehr unterschiedlich im Hinblick auf die Ausprigung der

Entziindung, dennoch zeigten sie schwerwiegendere Entziindungssymptome als ent-

2+/+ 2+/+

sprechende GPx2"" Miuse. Analog zu GPx2"" Miusen vermochte SFN auch in selen-
adiquaten GPx2” Miusen die Entziindung signifikant zu vermindern. Die im Vergleich
zu selensupplementierten GPx2*"* Miusen etwas stirkere Entziindung entsprechender

GPx2” Miuse wurde durch SFN nicht beeinflusst.

Aufgrund der Nutzung des gesamten Colon zur Auszidhlung von Tumoren blieb eine
histologische Befundung von Colonschnitten der 10 Tiere pro Gruppe, die 9 Wochen
nach Ende der SFN-Applikation getdtet worden, aus. Lediglich klinische Daten und

makroskopische Auffilligkeiten wurden in den Score einbezogen. Fiir den entsprechen-
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den Entziindungsstatus ergab sich ein maximaler Wert von 8 Score-Punkten (Abb. 27).
Generell mit o. g. Aussagen korrelierend, ergab sich ein dhnliches Verteilungsmuster,
wenn auch insgesamt weniger stark ausgeprigt. Selenarme Tiere waren nicht wesentlich
stiarker betroffen als selenadidquate oder -supplementierte Tiere. Auch SFN bewirkte nur
tendenziell eine Verminderung entziindlicher Symptome, wenngleich die 3- bzw. 4-
wochige Gabe sehr inkonsistente Auswirkungen hatte. Auffillig war dennoch die deut-
lich stirkere Ausprigung der Entziindung in GPx2” Miusen. GPx2™ Tiere aller 3 Se-
lendidten, die zusitzlich SEN erhielten, zeigten im Vergleich dazu kein deutlich verin-
dertes Verhalten. ,,Auf lange Sicht“ ist ein Effekt von SFN und dem Selenstatus auf die
Entziindung nicht mehr so gut nachvollziehbar wie nach direkter Wirkung. Makroskopi-
sche Verdnderungen waren 9 Wochen nach der akuten Phase weniger auffillig. Werden
der Grad der Entziindung eines jeden einzelnen Tieres und dessen entsprechender Tu-
moranzahl (Abb. 28) genauer betrachtet, ist eine Korrelation zu beobachten. In Tieren
mit stdrker ausgeprigten Entziindungssymptomen waren meist mehr Tumore zu beo-

bachten, zum Teil waren diese auch groBer.
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Abb. 27: Schweregrad der Entziindung im Langzeitversuch in Abhéingigkeit von SFN und Se sowie
dem Genotyp

AOM/DSS behandelte Se-arme (-Se), -addquate (+Se) und -supplementierte (++Se) GPx2"* und GPx2”
Mause, iiber 3 bzw. 4 Wochen mit/ohne SFN behandelt, wurden hinsichtlich der Entziindung im Colon
bewertet. Dargestellt ist der Grad der Entziindung aller einzelnen Tiere sowie der MW, zusammengesetzt
aus klinischen und makroskopischen Parametern, n=10.
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3.3.8 Einfluss von SFN und Se auf die Bildung von ACF und Tumoren im Colon

Chung et al. [42] beobachteten eine geringere Anzahl an AOM-induzierten ACF in
SEN-behandelten Ratten. Auch ein priaventiver Einfluss von Se auf die Bildung von
ACF wird beschrieben [188, 232]. Diese protektiven Effekte konnten in diesem Versuch
nicht beobachtet werden. Weder der Selenstatus noch die Behandlung mit SFN beein-
flussten sowohl die Inzidenz als auch die Anzahl an ACF pro Tier (Tab. 10). Auch in
GPx2"" Miiusen waren diese Parameter wider Erwarten nicht erhoht. Die Untersuchung
des Einflusses auf die Entstehung der als Vorstufe fiir Tumore geltenden praneoplasti-
schen Neubildungen stellt sich in diesem Versuch schwierig heraus. Ein Einfluss der
stattgefundenen Entziindung ist moglich.

Tab. 10: Inzidenz und Anzahl der ACF in Abhiingigkeit von Se und SFN sowie dem Genotyp

Im Colon von AOM/DSS behandelten Se-armen (-Se), -addquaten (+Se) und -supplementierten (++Se)

GPx2"* und GPx2”" Mausen, iiber 3 bzw. 4 Wochen mit/ohne SFN behandelt, wurden ACF gezihit.
n=10.

Fiitterung SFN GPx2** GPx2™"
[Wochen] Inzidenz Anzahl Krypten Inzidenz Anzahl Krypten
ACF ACF [Med] pro Focus ACF ACF [Med] pro Focus
0 9/10 4+1,6 44+23 7/10 3+3,8 45+23
¢ 4 6/10 25+1,7 3£14 8/10 35+£29 42+1,6
3 5/10 3£22 43+18 6/10 25+1.8 3,6+2,5
0 10/10 4+23 4,7+6,6 8/10 35+1,7 42+3
+Se 4 9/10 4+26 42+2,6 8/10 2525 35+15
3 10/10 4+1,8 55+25 10/10 3£20 4,7+£2,1
0 9/10 3£2 38+2,6 8/10 3£1,8 34+19
++Se
4 8/10 3£0,6 35+2,6 7/10 1£22 35+1,.2
3 9/10 4+28 4+12 8/10 4+44 48+2,1

SEN beeinflusst eine Vielzahl von Prozessen im Hinblick auf die allgemeine Kanzero-
genese [233] und wird als antikanzerogen wirksam diskutiert. Eine genauere Bedeutung
der Auswirkung von SFN in der Kombination mit verschiedenen Selengehalten ist bis-
lang nicht geklart. Auf Basis dessen sollte der Einfluss von SFN im Zusammenhang mit
verschiedenen Selenstatus auf die durch AOM induzierte, entziindungsverstiarkte Colon-
kanzerogenese in der Maus untersucht werden. Weiterhin sollten eventuelle Wechsel-
wirkungen zwischen SFN und Se bei Abwesenheit von GPx2 in Bezug zur Tumorent-

stehung ermittelt werden. Verglichen mit selenaddquaten Tieren, waren die Tumorinzi-
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denzen in selenarmen und -supplementierten Tieren geringfiigig hoher (Tab. 11). Nicht
alle Tiere, die mit AOM/DSS behandelt wurden, entwickelten Tumore. Eine durch-
schnittliche Inzidenz von 50% wurde, Voruntersuchungen zufolge, erwartet. Sehr inkon-
sistente Effekte auf die Haufigkeit von Tumoren bewirkte SFN. Weder eine 4-wochige,
noch eine 3-wochige, gleichzeitig mit der AOM-Applikation beginnende SFN-Gabe
beeinflusste einheitlich die Tumorinzidenz positiv oder negativ. Lediglich der gleichzei-
tige Beginn der SFN-Behandlung mit AOM in selenadiquaten GPx2"* Miusen senkte
die Tumorinzidenz auf 20%. Mit dem Entziindungsstatus korrelierend, zeigten GPx2™""
Miuse eine hohere Tumorinzidenz als GPx2"* Miuse. Einen Einfluss auf die Tumor-
groBe hatten weder der Selenstatus noch die SFN-Behandlung, auch GPx2” Miuse

zeigten dhnlich groe Tumore wie GPx2**

Mause. Eine weiter vorangeschrittene Entar-
tung und Ausbildung von bosartigen Karzinomen trat in keinem der Tiere auf, es wur-
den lediglich im Schleimhautniveau liegende, flache oder polyploide Adenome beo-
bachtet. Die Verteilung derer divergierte stark innerhalb der Gruppen, so dass ein
Einfluss von SFEN und Se auf das Erscheinungsbild der, noch als gutartig klassifizierba-
ren Neubildung ausgeschlossen werden kann.

Tab. 11: Tumorinzidenz und -grofie in Abhingigkeit vom SFN und Se sowie dem Genotyp

Im Colon von AOM/DSS behandelten Se-armen (-Se), -adidquaten (+Se) und -supplementierten (++Se)

GPx2"* und GPx2™" Maiusen, iiber 3 bzw. 4 Wochen mit/ohne SFN behandelt, wurden Tumore gezéhlt
und gemessen. n=10.

. SFN GPx2™* GPx2™"
Fiitterung
[Wochen] Tumorinzidenz Tumorgrofie Tumorinzidenz TumorgroBe
[mm, MW =+ SD] [mm, MW =+ SD]
0 5/10 22+0,5 7/10 1,5+0,3
-Se
4 6/10 1,7+0,9 8/10 1,7+0,6
3 5/10 1,5+0,6 9/10 1,7+0,5
0 4/10 1,9+1,7 4/10 1,8 £0,6
+Se
4 4/10 1,7+£0,6 5/10 1,6 £1,0
3 2/10 2,5+0,6 5/10 1,8+0,3
0 5/10 1,9+0,3 7/10 1,3+0,7
++Se
4 7/10 24 +0,6 5/10 22+1,7
3 4/10 1,8+1,2 7/10 1,2+04

Ein sehr deutlicher Einfluss des Selenstatus und der SEN-Behandlung war hingegen in

Bezug auf die Tumoranzahl zu beobachten (Abb. 28). Ein Mangel an Se hatte keinen
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Einfluss auf die Anzahl an Tumoren im Vergleich zu adidquaten Tieren je Tier. Im Ge-
gensatz dazu zeigten selensupplementierte Tiere deutlich weniger Tumore. Eine 4-
wochige Behandlung mit SFN, welche eine Woche vor AOM-Applikation startete, be-
einflusste die Anzahl an Tumoren in keiner der 3 Selendidten. Dagegen verringerte die
gleichzeitig mit der AOM-Applikation beginnende SFN-Behandlung die Anzahl an Tu-
moren in selenadidquaten Miusen (p=0,07). Auf die bereits relativ niedrige Tumoranzahl
in selensupplementierten Méusen hatte es jedoch keinen Einfluss. Einige selenarm ge-
fiitterte Tiere wiesen mit der 3-wochigen SFN-Behandlung eine hohere Tumoranzahl
auf. Das AusmaB der Tumoranzahl war in GPx2”" Miusen dhnlich dem von GPx2"*
Maiusen. Tendenziell mehr Tumore wurden in Tieren in selenarmem und -adiquatem
Zustand detektiert (p=0,14). Eine 3-wochige SFN-Behandlung hatte auch in selenada-
quaten und -supplementierten Miusen dieses Genotyps einen positiven Einfluss, selen-
adidquate Méuse zeigten sogar signifikant weniger Tumore im Vergleich zu den entspre-
chenden Kontrollen. Der Selenstatus beeinflusst demnach die Tumorentstehung gering-
fiigig, wohingegen sich die Behandlung mit SFN, vor allem unter Beriicksichtigung des

Applikationsbeginns enorm auf die Tumoranzahl auswirkt.

p=0.07 p=0.08 p=0.08
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Abb. 28: Tumoranzahl in Abhéingigkeit vom Se und SFN sowie dem Genotyp

Im Colon von AOM/DSS-behandelten Se-armen (-Se), -addquaten (+Se) und -supplementierten (++Se)
GPx2"* und GPx2™ Mausen, iiber 3 oder 4 Wochen mit/ohne SFN behandelt, wurden Tumore gezihlt.
Als Boxplot dargestellt ist die Tumoranzahl in Tieren, die Tumore aufwiesen. Schwarze Punkte kenn-
zeichnen Extremwerte. Signifikanzen, wenn nicht anders angegeben: * p< 0,01 vs. unbehandelte Kontrol-
le; ## p< 0,01 vs. entsprechende Se-arme Gruppe; + p< 0,05; ++ p< 0,01 vs. entsprechende Se-adédquate
Gruppe, mittels Mann-Whitney U-Test.
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4 Diskussion

4.1 Synthetisches SFN und hydrolysiertes GRA sind in ihrer Effektivitiit auf die

Nrf2-vermittelte Signaltransduktion vergleichbar

Durch den Konsum von Gemiise der Gattung Brassica oleracea, eine gute Quelle fiir
mehr als 120 verschiedene Glucosinolate darstellend [234], gelangen nach Hydrolyse
deren Metabolite in die Zirkulation. Intakte Glucosinolate sind biologisch inaktiv. Vor
allem Brokkolisprossen enthalten besonders hohe Gehalte des aliphatischen Glucosino-
lates GRA. Die fiir eine biologische Aktivierung notwendige hydrolytische Spaltung
von GRA mittels des Enzyms Myrosinase resultiert in der Bildung des sehr aktiven
ITC’s SEN. Die biologische Aktivitdt von hydrolysiertem GRA und synthetischem SFN
wurde in dieser Arbeit durch Analyse der Nrf2 Kerntranslokation mittels Western Blot
(Abb. 6) und der NQO1-Aktivitit (Abb. 7) in HepG2 Zellen demonstriert. Nichthydro-
lysiertes GRA beeinflusste weder die Nrf2 Translokation in den Kern, noch wurde durch
ansteigende Konzentrationen des intakten Glucosinolates die NQO1-Aktivitidt gestei-
gert. Im Gegensatz dazu induzierte hydrolysiertes GRA konzentrationsabhingig und
signifikant die Translokation von Nrf2 in den Kern. Die Effektivitit der Induktion durch
hydrolysiertes GRA war vergleichbar mit der von synthetischem SFN. Auch der GPx2
Promotor (Abb. 8) und die NQO1-Aktivitidt (Abb. 7) war durch hydrolysiertes GRA und
synthetisches SFN in gleichem Ausmal3 aktiviert. SFN ist ein chirales Molekiil, natiirli-
cherweise kommt es in der R-Konfiguration vor. Es ist bekannt, dass aus Brokkoli iso-
liertes R-SFN das gleiche induzierende Potential wie synthetisches (R,S)-SEN besitzt,
welches ein Racemat aus beiden Enantiomeren darstellt [17, 235]. In der vorliegenden
Arbeit wurde hydrolysiertes GRA mit synthetischem SFN auch in vivo hinsichtlich Ef-
fektivitit und der lokalen Wirkung verglichen. Die optimale Induktion von Phase II En-
zymen war Voraussetzung zur Untersuchung der Wechselwirkung von SFN und Se im
Colonkrebsmodell. Die Steigerung der Expression bzw. Aktivitit von NQO1, TrxR und
GPx2 durch beide Substanzen war in den meisten der untersuchten Organe vergleichbar
(Tab. 9). Induzierende Effekte auf Proteinmenge und Aktivitit von NQO1 waren dabei

am deutlichsten und in einigen Organen mit hydrolysiertem GRA stirker als mit synthe-
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tischem SFN. Die durch hydrolysiertes GRA hervorgerufene starke Wirkung im Colon
im Vergleich zu synthetischem SFN ldsst vermuten, dass die zuvor durchgefiihrte Hyd-
rolyse unvollstindig verlief. Eventuell waren Reste intakten GRA s vorhanden. Durch
Zerstorung des Enzyms oder nicht optimale Reaktionsbedingungen wire eine mangeln-
de bzw. unvollstindige Hydrolyse von GRA méglich. Im Colon wire jedoch die mikro-
bielle Myrosinase in der Lage, eben diese Reaktion zu katalysieren. Dies wiirde dazu
fiihren, dass aufgenommenes intaktes GRA unverdaut in das Colon gelangt und dort
durch intestinale Hydrolyse daraus entstandenes aktives SFN lokal wirken kann. Die

Effektivitit der Hydrolyse wurde jedoch mittels HPLC {iberpriift und war vollstindig.

4.2 Effekte von SFN sind von der Behandlungsdauer abhiingig

Eine langere Aufnahme von SFN lisst keine stirkeren Effekte erwarten. Eine Behand-
lung von HepG?2 Zellen mit SFEN fiir 48 h induzierte signifikant die NQO1-Aktivitédt und
war hoher als die nach einer Behandlung fiir 24 h. Sie bewirkte jedoch ebenso eine ho-
here Aktivitdt des Phase II Enzyms als eine Behandlung iiber 72 bzw. 96 h (3.1.3.). Eine
Siattigung der maximalen Induzierbarkeit der NQO1-Aktivitdt im Verlauf der Zeit wire
also moglich. In vivo erzielte eine Behandlung mit SFN iiber 4 Wochen in verschiede-
nen Organen geringere Effekte als eine Behandlung iiber 1 Woche (Tab. 9). Auffillig
war besonders, dass die NQO1-Aktivitdt im Colon durch SEN iiber 4 Wochen nicht ho-
her war als die basale Aktivitit. Einen deutlichen SFN-Effekt erzielte jedoch die Be-
handlung iiber 1 Woche. Eine Anpassung des Organismus an SEN ist also denkbar. Die
Wirksamkeit von SFN hingt stark von dem Vorhandensein der bioaktiven Form, der
Verteilung sowie der Metabolisierung im Korper ab. Eine schnelle passive Absorption
aufgrund der lipophilen Struktur und kleinen molekularen Masse fiihrt dazu, dass bereits
1 Stunde nach Aufnahme von SFN die hochsten Gehalte im Plasma erreicht werden und
ca. 10% der aufgenommenen Menge betragen [8, 236]. Eine kleine Portion von 100 g
Brokkoli (Frischgewicht) fiihrt beim Menschen zu einem Plasmagehalt von 50 bis 200
pmol SEN [237]. Eine schnelle Verteilung mit entsprechendem Riickgang der Plasma-
gehalte resultiert aus der hohen intrazelluldren Aufnahmerate und Konjugation mit GSH

mittels GST’s. Vor allem GSTM1-1 und GSTPI1-1 katalysieren diese Reaktion [238].
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Entstandenes Dithiocarbamat kann stark akkumulieren und zu hohen Konzentrationen
innerhalb der Zelle sowie zur Promotion einer weiteren zelluldiren Aufnahme fithren
[239]. Eine Akkumulation im Plasma erfolgt demzufolge nicht. Trotz noch detektierba-
rer Gehalte nach 24 h fiihrt auch eine wiederholte Aufnahme von Brokkoli nicht zu er-
hohten Plasmagehalten. Probanden erhielten iiber 10 aufeinander folgende Tage 300 ml
Brokkolisaft. Die Entnahme von Blut zu bestimmten Zeitpunkten bis 24 h nach der ers-
ten sowie der letzten Einnahme zeigte, dass die Profile der SFN-Konzentrationen im
Plasma zu beiden Zeitpunkten identisch verlaufen und durch wiederholte Exposition

nicht gesteigert werden konnen [240].

SEN induziert des Weiteren seinen eigenen Metabolismus, in welchem die Konjugation
mit GSH den initialen Schritt darstellt. Im Magen, Duodenum und Colon, sowie teilwei-
se in der Leber war eine deutliche Steigerung der GST-Aktivitit durch die 4-wochige
SEN-Behandlung zu verzeichnen (Abb. 20). Die Induktion der GST-Expression [241]
kann zum einen zu niedrigeren Plasmakonzentrationen von SFN und folglich zu hohe-
ren intrazelluldren Konzentrationen und lingerem Verweilen des ITC im Korper fiihren.
Zum anderen kann dies eine erhohte Metabolisierung sowie eine schnellere Eliminie-
rung der aktiven Substanz zur Folge haben. Hinzu kommt, dass verschiedene Poly-
morphismen in einigen Genen dieser Enzymfamilie existieren. Zahlreiche divergierende
Studien belegen, dass in Abhédngigkeit des Genotyps der Konsum von glucosinolatrei-
chem Gemiise einen grofleren Schutz vor bestimmten Krebserkrankungen bietet, oder
aber auch ein hoheres Risiko mit sich bringen kann. So besitzen GSTM1-positive US-
Amerikaner durch den Verzehr von Brokkoli oder anderen Brassica Gemiisesorten all-
gemein ein geringeres Risiko fiir Prostata- und Lungenkrebs [68, 242]. Es wird postu-
liert, dass eine geringere Ausscheidungsrate der SFEN-Metabolite [243] durch die Inter-
aktion freien SFN’s mit Proteinen [244] antikanzerogene Aktivititen gewéhrleistet. Im
Gegensatz dazu wurde ein protektiver Effekt von Brokkoli auf die Pravalenz von colo-
rektalen Adenomen lediglich in GSTM1-null Genotypen bestitigt [212]. Es wird zudem
diskutiert, ob vorzugsweise die freie oder die konjugierte Form fiir die Enzyminduktion
verantwortlich ist [12]. Nur maximal 5% der ITC liegt in freier Form vor. Die Konse-
quenz der induzierten GST-Aktivitdt durch SFN ist demzufolge nicht abschlieBend zu

bewerten. Es kann vermutet werden, dass iiber die Dauer von 4 Wochen die im Tierver-
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such kontinuierlich applizierte physiologische Konzentration an SFN vielmehr eine An-
passung des Organismus erreichte, indem aufgenommenes SFN schneller metabolisiert
und ausgeschieden wurde. Dafiir spricht des Weiteren, dass SFN zeitabhingig die Ex-
pression des Transportproteins MRP-2, und somit den eigenen Efflux ins Darmlumen
induziert [18]. Dies wiirde erkldaren, warum die Effekte auf die Nrf2-Zielgene NQOI,
TrxR und GPx2 in einigen Organen nach 4-wochiger Behandlung mit SFN im Vergleich
zur 1-wochigen Behandlung geringer ausfielen. Eine kurzfristige einmalige Gabe von
SEN fiihrt demnach zu stirkeren Induktionen von NQOI1, TrxR und GPx2, so dass die
Empfehlung von hdufigem Konsum von Brokkoli zur Krebsprivention kontraproduktiv
wire. Ein unregelméBiger Verzehr von Brokkoli oder anderen SFN-reichen Brassica
Gemiisesorten wire eventuell giinstiger. Der Verzehr von Glucosinolat-Supplementen
und -angereichertem Gemiise ist zudem kritisch zu betrachten, da auch negative Effekte

beobachtet wurden.

4.3 Wechselwirkungen von SFN und Se auf Nrf2-regulierte Enzyme

4.3.1 Physiologische Bedingungen

Phase II Enzyme operieren gewohnlich nicht mit maximaler Kapazitit, sondern sind
durch eine groBe Anzahl chemischer oder natiirlich vorkommender Substanzen aus der
Umwelt in ihrer Aktivitdt induzierbar. Vor allem durch gewisse Nahrungsmittel - wie
Brassica Gemiise - werden bioaktive Komponenten aufgenommen, die nach Absorption
und Verteilung im Korper zu entsprechenden Effekten fiihren konnen. SFN beeinflusst
via Nrf2 nicht nur Phase II Enzyme sondern auch Selenoproteine wie GPx2 [169] und
TrxR1 [245]. Allgemein werden Phase II Enzyme als detoxifizierend betrachtet, da sie
entweder durch Konjugationsreaktionen reaktive Fremdstoffe eliminieren oder den zel-
luldren Spiegel antioxidativer Molekiile wie GSH erhohen und vor oxidierenden Spezies
schiitzen. Die Profile der basalen Aktivititen von NQOI, TrxR, GPx und GST im Ver-
lauf des GIT wurden bisher nicht beschrieben. Die relativ hohe NQO1-Aktivitdat im Ma-
gen der Méuse war, im Hinblick auf die Funktion der NQO1 im Fremdstoffmetabolis-
mus und der eigentlichen Verdauung und Resorption im Intestinaltrakt, erstaunlich

(Abb. 11). Dennoch sprach sie sehr stark auf den direkten Einfluss von SFN an
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(Abb. 12) und weist somit auf eine starke lokale Wirkung des ITCs hin. Auch ein durch
SEFN gehemmtes Wachstum von H. pylori, sowie die Fihigkeit, gastrische Neoplasien in
Maiusen zu reduzieren, resultierte vor allem aus der Nrf2-vermittelten Induktion von
Phase II Enzymen [45]. Eine deutliche Steigerung der NQO1-Aktivitit bewirkte SFN
des Weiteren im Duodenum und Ileum, wobei stirkste SFN-Effekte im Selenmangel zu
beobachten waren. Anscheinend wird durch die Kombination aus Selenmangel und
SEN-Behandlung der Nrf2/ARE-Signalweg am effektivsten aktiviert. Eine Aktivierung
von Nrf2-Zielgenen im Selenmangel beobachteten Miiller et al. [246]. Im Duodenum
selenarm gefiitterter Méduse war die Aktivitdt von NQO1 hoher als die von -addquaten
Mausen. Dies konnte in dieser Arbeit trotz gleicher Selengehalte im Futter nicht besté-
tigt werden (Abb. 11). Zwar zeigten selenarme Méiuse leicht erhohte NQO1-Aktivitéiten
in Leber, Duodenum und proximalem Jejunum, da die Unterschiede jedoch nicht signi-
fikant waren, ist zunédchst nicht von einem Effekt des Selenmangels auf die Aktivierung
von Nrf2 auszugehen. Der in diesem Tierversuch induzierte Selenmangel war eventuell
nicht ausreichend fiir das Hervorrufen oxidativen Stresses zur Aktivierung des
Nrf2/ARE-Signalweges. Geringere Selenspiegel bzw. die komplette Defizienz werden
dafiir benotigt. Burk er al. [192] erreichten letztere und zeigten eine deutlich gesteigerte
Transaktivierung des ARE Reporters und eine erhohte Aktivitdt von HO-1, NQO1 und
GST. Als Erkldarung wurde ein durch Selenmangel bedingter oxidativer Stress herange-
zogen. Ein Mangel des als Antioxidans eingesetzten Vitamin E rief diese Verdnderungen
nicht hervor. In der vorliegenden Arbeit wurde der Selenstatus der Miuse durch Fiitte-
rung mit verschiedenen Selendidten iiber den gesamten Versuchszeitraum eingestellt
und zunichst anhand des Plasmaselengehaltes bestitigt (Abb. 9). Er stellte sich als, be-
sonders in physiologischen Bereichen, sehr beeinflussbare Grée heraus. Eine Halbie-
rung des als addquat geltenden Selengehaltes von 0,15 mg/kg Futter bewirkte eine ra-
sche Abnahme des Plasmaselengehaltes. Dagegen war der Plasmaselengehalt nach

Supplementierung (0,6 mg/kg Futter) nur etwas hoher als der mit addquatem Futter.

Im Colon war die basale Aktivitdit von NQOI1 hoher als in den Diinndarmabschnitten
(Abb. 11). Hierfiir ist moglicherweise ein reicher Bestand an Darmbakterien verantwort-
lich. Die Relevanz der intestinalen Mikrobiota fiir die Aktivitit fremdstoffmetabolisie-

render Enzyme ist bekannt [247, 248]. Eine Induktion durch SFN erfolgte nur marginal
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und lediglich im distalen Bereich des Colon (Abb. 14). Die Analyse der Enzymaktivitit
und Proteinexpression erfolgte aus versuchstechnischen Griinden nur in einem 2 cm
groBBen Stiick des proximalen Colon. Dies ist eine Erkldrung fiir den ausbleibenden
SEN-Effekt, da auch auf histologischer Ebene keine Induktion von NQOI1 im proxima-
len Colon beobachtet werden konnte (Abb. 14). Im proximalen und transversen Colon
im gesamten Cytosol verteilt, war NQO1 im distalen Colon vor allem im Kern vorzu-
finden. Stirkere SFN-Effekte in diesem Bereich deuten darauf hin, dass dieser Abschnitt
empfianglicher fiir pro- oder antitumorigene Prozesse sein konnte. Nukledres NQO1
wurde in humanen Tumorzellen lokalisiert [60]. Somit wire eine Bioaktivierung von
DNA-schidigenden antitumorigenen Substanzen durch NQO1 moglich, fiir deren toxi-
sche Aktivitit die Nidhe zur DNA wichtig ist. Die Funktion einer gesteigerten Expressi-

on von NQOI in verschiedenen Tumoren wird diskutiert [57, 62].

Die basale TrxR-Aktivitit verlief entlang des GIT relativ konstant und war in Se-
gefiitterten Tieren stets hoher (Abb. 15). Am deutlichsten war der Seleneffekt im oberen
Diinndarm, dem Abschnitt, in welchem Se vor allem absorbiert wird [249, 250]. Auch
SEN steigerte die TrxR Gesamtaktivitit, z.T. sogar im Selenmangel, obwohl lediglich
die Expression von TrxR1 durch eine Behandlung mit SFEN beeinflussbar ist und das
Vorhandensein einer addquaten Selenversorgung beschrieben wurde [245]. Eine sich
erginzende Wechselwirkung zwischen Se und SFN im Hinblick auf die translationale
und transkriptionelle Regulation der TrxR1 scheint also stattzufinden. Eine SFN-
vermittelte Induktion der TrxR-Aktivitidt fand vor allem in selenaddquaten sowie in
-supplementierten Tieren statt. Da es sich bei TrxR um Selenoproteine handelt, fiir deren
Synthese Se bendtigt wird, ist es erstaunlich, dass in selenarmen Tieren dennoch eine
Erhohung der Aktivitdt durch SFN zu beobachten war. Jedoch stellen TrxR1 und TrxR3
housekeeping Selenoproteine dar und sind daher weniger von einer Se-Unterversorgung
beeinflusst. Eventuell ist der SEN-Effekt im Selenmangel auf eine unter diesen Bedin-
gungen vorherrschende hohere Ansprechbarkeit des Nrf2/ARE-Signalweges zuriickzu-

fiithren.

Auch Glutathionperoxidasen werden mehr oder minder durch den Selenstatus beein-

flusst [138]. Anhand der Messung der GPx-Aktivitidt im Plasma (nicht gezeigt) konnte
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der eingestellte Selenstatus bestdtigt werden. Im Plasma befindet sich nur die GPx3
[251]. SEN beeinflusste die GPx-Aktivitdt im Plasma nicht. Im Selenmangel in allen
Organen sehr gering, wurde die GPx-Gesamtaktivitdt in selenaddquaten Méusen vor
allem in der Leber, im Magen und oberen Diinndarm stark gesteigert (Abb. 16). In der
murinen Leber wird GPx2 nicht exprimiert [96]. Dies deutet darauf hin, dass es vor al-
lem GPx1 ist, die durch den Selenstatus beeinflusst wird und verdeutlicht die niedrige
Stellung von GPx1 in der Hierarchie der GPx. Die Synthese von GPx1 erfolgt also unter
selenarmen Bedingungen marginal. In Abschnitten des GIT, in denen die Selenabsorpti-
on vorwiegend ablduft, ist die Steigerung der GPx-Aktivitit durch Se am stérksten.
Auch der, die Proteinexpression von GPx1 (Abb. 17A, 14) steigernde Effekt von Se
bestitigte dies. SFN beeinflusste weder die GPx-Aktivitit (Abb. 16) noch die GPxI1-
Expression (Abb. 17A, 14). GPx1 ist kein Nrf2-Zielgen [168, 169]. Hingegen wurde die
Expression von GPx2 im Ileum (Abb. 17B) und distalen Colon (Abb. 19) mit SFN ge-
steigert. Die bereits beschriebene Lokalisation von GPx2 [154], konnte bestitigt wer-
den, sie wurde entlang des kompletten Colon vor allem im Kryptengrund exprimiert
(Abb. 19). Wie aufgrund der hohen Stellung der GPx2 in der Hierarchie der Selenopro-
teine erwartet, war die Expression von GPx2 durch den Selenstatus weniger stark beein-
flusst als die von GPx1. Dies, zusammen mit der Lokalisation innerhalb der Krypte,
betont die Bedeutung von GPx2 in der Regulation des physiologischen Turnovers von

epithelialen Colonzellen.

4.3.2 Einfluss der Entziindung

Unter oxidativen Bedingungen, wie sie bei Entziindungsreaktionen vorherrschen, kann
eine Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalweges erfolgen [252]. Durch Oxidation der
Cysteine C151 kommt es zu einer intermolekularen Disulfidbriickenbindung zweier
Keap1-Molekiile. Die dadurch bedingte Konformationsianderung verhindert die Ubiqui-
tinierung und den proteasomalen Abbau von Nrf2 [253]. Nrf2-Zielgene werden expri-
miert. Dies konnte in den AOM/DSS-behandelten Tieren aber nicht beobachtet werden.
Verinderte Aktivititen von NQO1 oder GPx waren nicht zu verzeichnen (nicht gezeigt).
Entziindungsreaktionen fanden ausschlieBlich im Colon statt. Weder in entziindeten A-

realen, noch in morphologisch intaktem Gewebe des Colon dieser Tiere war die NQO1-
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Proteinexpression verdndert. Lediglich die einer Ulzeration angrenzenden Krypten wie-
sen eine leicht erhohte GPx2-Expression auf. Stidrkere histologische Firbungen von
NQOI1 und GPx1 waren ferner in infiltrierten Leukozyten zu beobachten. Hingegen war
durch die Entziindung die TrxR-Aktivitit in Leber, Ileum und Colon in selenaddquatem
Zustand leicht erhoht. Eine erhohte Expression in humanen Tumorzellen wurde fiir
NQOI1 [57, 62] und TrxR1 [254] beschrieben. Die Rolle einer gesteigerten Expression
der Enzyme in entziindetem bzw. entartetem Gewebe wird diskutiert. Diese scheint
zwar vor allem priaventiver Natur zu sein, die Tumorigenese antreibende Eigenschaften
sind jedoch nicht auszuschlieBen [182, 183]. Auch GPx2 wird im frithen Stadium der
Kanzerogenese [154] sowie in entziindlichem Colongewebe von CED-Patienten [255]
verstirkt exprimiert. Ob GPx2 in diesem Sinne das Tumorwachstum unterstiitzt oder
dies unterbinden soll, und ob es antiinflammatorisch wirkt, bedarf niherer Untersu-
chungen. Gegensitzliche Funktionen von Selenoproteinen sind prinzipiell bekannt.
Auch Sepl5 weist nicht nur priventive Eigenschaften auf [256], ein antikanzerogener
Effekt der Sepl5 Defizienz wird partiell durch einen GoM-Arrest vermittelt [257]. Die
bereits beschriebene Erhohung der Plasma-GPx-Aktivititdt nach einer 3- bzw. 7-tdgigen

DSS-Behandlung [258] konnte ebenfalls nicht bestétigt werden.

4.3.3 Kompensatorische Effekte

Der Verlust eines Enzyms resultiert nicht selten in der Kompensation durch ein anderes,
dhnliche Funktionen ausiibendes Protein. Ein kompletter Verlust von Selenoproteinen in
der Leber durch gezielte Beseitigung des fiir die spezifische tRNA codierenden Gens
Trsp wurde beispielsweise durch eine erhohte Expression verschiedener Phase 11 Enzy-
me ersetzt [228]. So waren u.a. Gene betroffen, die fiir im Fremdstoffmetabolismus eine
wichtige Rolle spielende Proteine codieren, wie Mitglieder der Familie von CYP bzw.
GST, HO-1, UDP-Glucuronosyltransferase (UGT) oder GR. Eine Hemmung der TrxR-
Aktivitét resultierte in einer Induktion der HO-1 [259], ebenfalls ein Nrf2-Zielgen. Eine
Depletion an SelW resultierte seinerseits in einer gesteigerten Aktivitit der Superoxid-
dismutase (SOD), Katalase, GPx, sowie der Menge an GSH [260]. Es handelt sich hier-
bei zwar um kompensatorische Effekte, jedoch weniger durch Nrf2-Zielgene. Die Nrf2-

Signaltransduktion wurde auflerdem bereits erfolgreich durch einen Mangel an Sele-

76



DISKUSSION

noproteinen [192] bzw. die Deletion der spezifischen tRNA®* induziert [193]. Auf-
grund dieser Daten wurden in GPx2” Miusen kompensatorische Effekte sowie niedri-
gere GPx-Gesamtaktivitdten erwartet. Im Gegensatz dazu war im Diinndarm sowie Co-
lon von GPx2” Miusen die GPx-Gesamtaktivitit unter selenadiquaten und
-supplementierten Bedingungen stark erhoht [261]. Auch eine verstirkte Expression von
GPx1 in den Colonkrypten, dem Bereich, in welchem unter physiologischen Bedingun-
gen lediglich GPx2 exprimiert wird [154], bestitigte, dass bei Mangel von GPx2 die
Translation von GPx1 induziert wird. Im Selenmangel war im gesamten Diinndarm die
Aktivitat von TrxR gesteigert (nicht gezeigt), was als Versuch einer Kompensation ge-
deutet werden kann. Wahrscheinlich konnte das im GPx2” nicht genutzte Se zur Syn-
these von TrxR genutzt werden. Wie bereits erwihnt, handelt es sich bei TrxR1 und
TrxR3 um housekeeping Selenoproteine, beide stehen in der Hierarchie der Selenopro-
teine weit hoher als GPx1. Diese konnte jedoch im Selenmangel nicht fiir eine Kompen-
sation von GPx2 sorgen, was durch eine ausbleibende Steigerung der GPx-Aktivitit
sowie Expression bestitigt wurde (nicht gezeigt). Die GPx2 wird demnach durch eine
gesteigerte Synthese von GPx1 kompensiert. Eine addquate Menge an Se ist dafiir not-
wendig. Durch SFN wurden keine weiteren kompensatorischen Effekte hervorgerufen -
keine der Aktivititen der Nrf2-Zielgene konnte mit einer Behandlung von SFN im

GPx2" weiter gesteigert werden.

4.4 SFN und Se beeinflussen die Apoptose im gesunden Colongewebe

SEN kann in Krebszellen zytotoxisch wirken und induziert dabei, abhéngig von der
Konzentration, Dauer und vom Zellsystem, sdmtliche, fiir die Apoptose beschriebenen
morphologischen Charakteristika [20, 27, 30, 262-264]. Die Induktion apoptotischer
Prozesse durch SFN in gesundem Gewebe wurde bisher nicht beschrieben. In der vor-
liegenden Arbeit wurde der Einfluss von SFN und Se auf die Proliferation und Apoptose
ausschlieBlich im Colon von Tieren untersucht, die nicht mit AOM/DSS behandelt wur-
den. Eine Auswertung in der akuten Phase nach AOM/DSS-Gabe war nicht moglich, da
aufgrund fulminanter Entziindungen die Mukosa teilweise zu stark geschiddigt war. Eine

SEN-vermittelte Eliminierung intakter Colonzellen war nicht zu erwarten. Umso er-

77



DISKUSSION

staunlicher war, dass SFN unter selenarmen und -addquaten Voraussetzungen die Apop-
toserate an der Kryptenspitze tendenziell steigerte (Abb. 22). Aufgrund starker Schwan-
kungen und einer kleinen Stichprobenzahl war der Effekt nur im Selenmangel signifi-
kant. In selensupplementierten Tieren beeinflusste SFN die Apoptose nicht. Das
AbstoBen von Colonzellen findet vor allem an der Kryptenspitze statt und fiihrt somit
insgesamt zu einer hoheren Apoptoserate in diesem Abschnitt. Ein hoheres Niveau an
oxidativem Stress im Selenmangel, in Kombination mit der elektrophilen Eigenschaft
von SFN und dessen Fihigkeit, ROS zu generieren, induziert also verstarkt Apoptosen
an der Stelle, an der sie physiologischer Weise stattfindet. Se allein, in geringer oder
tiberschiissiger Konzentration, bewirkte keinen Unterschied der Apoptoserate an der
Spitze der Colonkrypten. Im 2. und 3. Kryptenviertel hingegen war diese im Selenman-

gel erhoht, wenn auch minimal. Selenmangel kann in vitro Apoptose initiieren [231].

Als hoch regulierter Prozess findet Apoptose sowohl unter physiologischen als auch
pathologischen Konditionen statt. Der programmierte Zelltod bildet einen wichtigen
Bestandteil in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Homdostase sowie in der
Eliminierung von geschidigten und vom Organismus nicht mehr benétigten Zellen. Ist
die Regulation der Apoptose gestort, gerdt das System aus dem Gleichgewicht und es
entstehen Funktionsstorungen und Krankheiten, die in maligner Entartung miinden kon-
nen. Eine Induktion der Apoptose durch verschiedenste Substanzen ist moglich, der
Zustand der Zelle ist dabei von Bedeutung. In gesundem Gewebe ist die Induktion der
Apoptose durch externe Stimuli nicht unbedingt von Vorteil, besonders, wenn die Apop-
toserate iiber der, unter physiologischen Umstinden verlaufenden liegt. Hingegen ist die

stimulierte Beseitigung entarteter Zellen als giinstig zu betrachten.

Wird GPx1 hinreichend synthetisiert, besteht ein Gleichgewicht zwischen dem pro-
apoptotischen Protein Bax und dem antiapoptotischen Bcl-2 [150]. Im Selenmangel
wird GPx1 jedoch nur begrenzt exprimiert, was moglicherweise zur Verdnderung des
Gleichgewichts fiihrt und somit verstiarkt Apoptose stattfindet. Weiter verhindert GPx1
die CD95 induzierte Apoptose [265]. Physiologischen Bedingungen entsprechend, stell-
te das 4. Kryptenviertel, der Kryptengrund, den Abschnitt mit der geringsten Apoptose-
rate dar (Abb. 22). Hier fand vor allem Proliferation statt (Abb. 21). In selensupplemen-
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tierten Tieren waren jedoch in diesem Abschnitt mehr apoptotische Zellen vorzufinden
als in denen beider anderer Diiten (Abb. 22). Auch die Mitoserate war in diesen Tieren
leicht vermindert (Abb. 21). Die iiber pflanzliche Nahrungsmittel hauptsédchlich zuge-
fiihrte Selenverbindung Se-Met wurde auch in diesem Tierversuch dem Futter beige-
mischt. Trotz dhnlich effektiver Fahigkeit, die GPx-Aktivitit zu steigern, wird Se-Met
als ein potenteres chemopriventives Antioxidans als andere Selenverbindungen be-
schrieben. Durch Aktivierung von p53-abhidngigen DNA-Reparaturmechanismen wirkt
es dem Einfluss genotoxischen Stresses generell entgegen [266]. Se-Met vermittelt au-
Berdem p53-abhéngig antiproliferative Effekte in Colonkrebszellen, indem es einen Ar-
rest in der Zellzyklusphase G,/M sowie Apoptose induziert [267]. Die Frage, warum in
diesem Versuch eine hohe Konzentration an Se-Met im Futter zum Untersuchungszeit-
punkt stirker Apoptose in normalem, nichtentartetem Gewebe induzierte, bleibt offen,
und sollte gekliart werden. Fiir therapeutische Zwecke wire dieser Effekt eher ungiins-
tig. Eventuell ist die Eliminierung von unter physiologischen Bedingungen geschidig-
ten Zellen in selensupplementierten Tieren jedoch effektiver. Der Einsatz von Se-Met
zur Behandlung von humanen colorektalen Karzinomen wére dann sehr selektiv und
gering toxisch. Die Behandlung von mit SW480-Zellen injizierten Nacktméusen mit
Natriumselenit und Se-Met verminderten die Expression von Bcl-xL, erhohten im Ge-
gensatz dazu die Expression von Bax, Bad und Bim, was in einer Aktivierung von
Caspase-9 resultierte [268]. Supranutritive Konzentrationen von Natriumselenit induzie-
ren Apoptose auch in vitro. Im Gegensatz zu Se-Met, einer Selenverbindung die keine
Redoxreaktionen durchfiihrt, generierten zytotoxische Konzentrationen von Selenit und
Selenocystamin 8-Hydroxydeoxyguanosin-Addukte der DNA und induzierten Apoptose
in Keratinozyten infolge einer Bildung von freien Radikalen wie Superoxidanionen
[269]. Auch in Prostatakrebszellen konnten Natriumselenit und Methylseleninsdure das
Zellwachstum hemmen sowie Apoptose induzieren. Ferner wurden sowohl die Phospho-
rylierung von I-xB und die daraus resultierende Freisetzung von NF-xB als auch die
DNA-Bindekapazitdt durch beide Substanzen gehemmt [270]. Jedoch waren entspre-

chend genutzte Konzentrationen sehr viel hoher als die der vorliegenden Arbeit.

Der Mangel an GPx2 in MCF7 Zellen fiihrte zu einer verminderten Uberlebensrate und

erhohte den Anteil der durch H,O,-induzierten Apoptose [271]. Dass GPx2 einer spon-
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tanen Apoptose entgegen wirken kann, konnte in vivo bestitigt werden. GPx2”" Tiere
besallen im Kryptengrund des Colon generell mehr apoptotische Zellen (Abb. 23). In
diesem Abschnitt wird GPx2 vorwiegend exprimiert [154]. Vor allem in selenarmen
GPx2"" Miusen war die Apoptoserate sehr stark erhdht, in selensupplementierten Miu-
sen war dieser Effekt nur minimal. Eventuell spielen weitere Selenoproteine dabei eine
Rolle. Die erhohte Expression von GPx1 in GPx2” Miusen [261] kann somit teilweise
den antiapoptotischen Effekt von GPx2 kompensieren. GPx1 ist durchaus in der Lage,
Hydroperoxid-vermittelte Apoptose zu hemmen. p53 wird durch Hydroperoxide stabili-
siert [272]. Im Selenmangel werden durch den Mangel beider GPx Hydroperoxide un-
zureichend eliminiert und konnen ihrerseits p53 stabilisieren. Vermutlich erfolgte unter
diesen Bedingungen eine Induktion der Apoptose in groBem Ausmall. Diese wurde
durch SEN offenbar verstirkt, starke Schwankungen zwischen den Tieren und die ge-
ringe Tieranzahl lieBen jedoch keine Signifikanz zu (Abb. 23). Der durch SFN verur-
sachte zusitzliche Stress, welcher u.a. durch die Selenoproteine nicht vermindert wer-
den kann, wire eine Erklidrung. Im Selenmangel ist eine verstirkte Translation von
GPx1 nicht moglich und eine Beseitigung intrinsisch produzierter Hydroperoxide ge-
drosselt. In selenaddquaten Miusen gelingt die Kompensation des Verlustes an GPx2

anscheinend bedingt. In diesem Selenstatus wirkte SFN sogar antiapoptotisch (Abb. 23).

4.5 SFN beeinflusst die DSS-induzierte Entziindung abhiingig vom Selenstatus

CED sind eine der hdufigsten Ursachen fiir chronische, nichtinfektiose intestinale Ent-
ziindungen aufgrund einer unkontrollierten Immunreaktion des Organismus gegeniiber
externen Faktoren. Es existieren zahlreiche Tiermodelle, mit Hilfe derer die Rolle der
chronischen Entziindung in der Colonkanzerogenese und zugrunde liegende Mechanis-
men sowie die Wirkungsweise pridventiver Nahrungsinhaltsstoffe untersucht werden
konnen. Durch Kombination von AOM und DSS wird die Entwicklung von colorekta-
len Tumoren durch eine Entziindung begiinstigt [201]. Dabei werden zunichst Mutatio-
nen durch eine einmalige Applikation mit dem Kanzerogen AOM gesetzt. Die nachfol-
gende orale Applikation von DSS induziert eine Colitis infolge einer Zerstorung der

intestinalen Barriere, Infiltration von Makrophagen und intensiver Produktion
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proinflammatorischer Zytokine. Letztere, wie auch entstandene ROS, aktivieren NF-kB
in intestinalen Epithelzellen [273]. Alle Tiere im Versuch zeigten nach AOM/DSS-
Applikation Entziindungssymptome (Abb. 26). Der Grad der DSS-induzierten Entziin-
dung war deutlich abhingig vom Selenstatus. Da GPx1 einen grolen Anteil an der GPx-
Gesamtaktivitit besitzt, resultiert eine reduzierte GPx1-Expression rasch in einer stark
verminderten GPx-Aktivitit. Dies konnte in allen untersuchten Organen bestitigt wer-
den (Abb. 16). Das Potential zur Eliminierung von ROS ist somit geschwicht. Die Ex-
pression von GPx2 war im Selenmangel aufgrund seiner sehr stabilen mRNA weniger
beeinflusst. Die Proteinmenge von GPx2 war in den untersuchten Organen selenarmer
Tiere im Vergleich zu -adidquaten Tieren nur leicht reduziert (Abb. 17B), dennoch war
es nicht in der Lage, den Mangel an GPx1 und dessen antioxidative Funktion vollstin-
dig zu ersetzen. Auch die Aktivitdat von TrxR war im Selenmangel reduziert (Abb. 15).
Somit lag im Selenmangel insgesamt eine verminderte Kapazitit vor, induziertem oxi-
dativem Stress entgegen zu wirken. Bei adidquater Selenversorgung hingegen ist die
Synthese der meisten Selenoproteine unter physiologischen Umstinden weitestgehend
gewihrleistet, ein Anstieg der Aktivitdaten von TrxR (Abb. 15) und GPx (Abb. 16) sowie
der Proteinmengen von GPx1 und GPx2 (Abb. 17-19) war zu verzeichnen. Des Weite-
ren waren Entziindungsreaktionen in selenaddquaten Tieren weniger stark und gingen
mit deutlich weniger geschidigten und ulzerierten Arealen und verminderter Leukozy-
teninfiltration einher (Abb. 26). Der Entziindungsgrad korreliert folglich mit dem Vor-
handensein von Selen und Selenoproteinen. Es kann postuliert werden, dass dies maf3-
geblich aus der Menge an GPx1 resultiert. GPx1 hemmt in vitro die Aktivitit des
proinflammatorischen Enzyms COX-2 durch Eliminierung von Hydroperoxiden, welche
fiir die Aktivierung von COX-2 essentiell sind [165], und senkt somit die Produktion
von Mediatoren wie PGE,. Somit vermindert vor allem GPx1 Entziindungsprozesse.
Die LPS-stimulierte Aktivierung und nukleédre Translokation von NF-«xB ist im Falle
selendefizienter Makrophagen-dhnlicher RAW 264.7 Zellen erhoht und vermittelt da-
durch eine Steigerung der Expression von COX-2 sowie resultierender PGE,-Spiegel
[274]. Die Supplementierung selendefizienter Makrophagen mit Se vermindert nicht nur
die Genexpression der LPS-induzierten COX-2 und TNF-o durch Hemmung von

MAPK, sondern vermindert auch deren Infiltration in die Lunge von Miusen [275]. Die
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Expression von Adhidsionsmolekiilen wird durch Hemmung von TNF-o reduziert [276].
In Folge von Selensupplementierung fiihrt eine Verbesserung der zelluldren Immunant-
wort durch eine erhohte Produktion von IFNy und IL-10 sowie ein Anstieg an T-Helfer-
Zellen zu einer schnelleren Eliminierung von Polioviren [277]. Die Supplementierung
mit Se verzeichnet ebenso einen milderen Verlauf akuter Entziindungsreaktionen. So
wurde eine Senkung der Mortalitdt beobachtet, wenn Patienten nach schwerer Sepsis
bzw. Schockzustinden iiber 14 Tage 1.000 ug Natriumselenit verabreicht wurden [278].
Eine niedrige Selenoproteinexpression in transgenen Miusen mit mutierter tRNA 5
verlangsamt die Immunantwort bei einer Infektion mit Grippeviren, ein gewisser
Grenzwert an GPx1-Aktivitét ist dennoch in der Lage schlimmere pathologische Verin-
derungen der Lunge zu verhindern [279]. So stellt der Mangel an Se, vor allem in seiner
Auswirkung auf redoxaktive Selenoproteine wie GPx oder TrxR, generell ein hoheres
Risiko zur Entwicklung von oxidativem Stress dar und kann zu stirkeren Entziindungs-
reaktionen fiihren. Da im Selenmangel die ermittelten NQO1-Aktivititen nicht erhoht
waren (Abb. 11), ist eine Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalweges eher unwahrschein-
lich. Eine fehlende Induktion der Expression weiterer Enzyme im Selenmangel, welche
in der Lage gewesen wiren, Entziindungsreaktionen vorzubeugen bzw. diese in ihrer
Ausprigung zu vermindern, kann also vermutet werden. Dies geht auch mit einem ho-
heren Grad der Entziindung einher (Abb. 26). Obwohl Se im Allgemeinen positive im-
munregulatorische Eigenschaften besitzt und die Immunabwehr zu steigern vermag,
kann eine Supplementierung in hohen Konzentrationen auch zu adversen Effekten fiih-
ren und prooxidativ wirken. Die Supplementierung mit Se bewirkte indessen im vorlie-
genden Tierversuch insgesamt einen geringeren Grad an Entziindung. Obgleich die ein-
gesetzte Menge an Se im selensupplementierten Futter dem 4-fachen der empfohlenen
Konzentration entsprach, wirkte sie in keinster Weise nachteilig auf die Morphologie

des Colon und hatte keinerlei zytotoxische Wirkung.

Die Behandlung mit SFN beeinflusste den Grad der Entziindung mehr oder weniger
stark (Abb. 26). Vor allem im Selenmangel, wo Entziindungssymptome besonders stark
ausgepragt waren, ging die Behandlung mit SFN in beiden Genotypen mit einer Ver-
schlimmerung des Entziindungsstatus einher. Im Gegensatz dazu verminderte SFN in

selenaddquaten Tieren die Ausprigung der Entziindung in beiden Genotypen. In selen-
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supplementierten Tieren hingegen wirkte SFN nicht eindeutig pro- oder antiinflammato-
risch, eventuell waren SFN-Effekte durch die Auswirkung der relativ hohen Selenkon-
zentration nicht erkennbar. Die Wirkung von SFEN ist offensichtlich abhiingig vom Se-
lenstatus der Tiere bzw. vom Vorhandensein bestimmter Selenoproteine. Es wird
postuliert, dass die Eigenschaft von SFN, antiinflammatorisch zu wirken, aus der Hem-
mung proinflammatorischer Enzyme wie iNOS, COX-2 und der verminderten Expressi-
on von inflammatorischen Prostaglandinen sowie Zytokinen resultiert. Dabei unter-
driickt SFN die Bindungsfihigkeit von NF-kB an die DNA und die Transaktivierung
entsprechender Zielgene durch GSH-Depletion und fithrt somit zur redoxabhéngigen
Verdnderung intrazelluldrer, fiir die Aktivierung von NF-kB essentieller Thiolgruppen
[31]. Die Phosphorylierung von IKKo und IKKP wird aulerdem durch SFN gehemmt
und folglich die Aktivierung von NF-«B unterdriickt [280]. Durch die verminderte Pro-
duktion von Zytokinen und Adhésionsmolekiilen werden weniger Neutrophile und T-
Lymphozyten aus der Peripherie zum Entziindungsherd rekrutiert, was moglicherweise
dazu fiihrt, dass das Ausmal der Entziindungsreaktion in der akuten Phase geringer ist.
AuBerdem wird durch SEN die LPS-induzierte COX-2-Expression unterdriickt, indem
neben NF-kB auch C/EBP, CREB und AP-1, fiir die transkriptionelle Regulation von
COX-2 wichtige Faktoren, beeinflusst werden [37]. Der Einfluss von SFN auf NF-«xB
wird zudem iiber die Aktivierung von Nrf2 vermittelt. Durch eine verminderte Zytokin-
vermittelte Produktion von H,0,, einer allgemeinen Reduktion des oxidativen Stresses,
werden NF-kB-abhingige Signalwege gehemmt. So verlduft die DSS-induzierte Colitis
in Nrf2”" Miusen mit stirkerer Ausprdgung als in Nrf2*"* Tieren. Begleitet von einer
starkeren Induktion von IL-1, IL-6, TNFa, sowie der Enzyme iNOS und COX-2 ist die
Expression von Phase II Enzymen in diesen Tieren deutlich verringert [281]. Die SFN-
vermittelte Aktivierung von Nrf2 unterbindet also vor allem in der frithen Phase der
Entziindung die Entstehung schwerwiegender Gewebeschidden, indem die Produktion
proinflammatorischer Mediatoren und die Expression der verantwortlichen Enzyme
gehemmt werden. SEN vermittelt ferner die Induktion von HBD-2, einem antibakteriel-

len Defensin zum Schutz der intestinalen Mukosa [282].

Dass SFEN im Selenmangel proinflammatorisch wirkte (Abb. 26), lag eventuell am oh-

nehin schon hoheren Niveau oxidativen Stresses in diesen Tieren. Obwohl die Akkumu-
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lation von SFN in Zellen grundsitzlich positiv angesehen wird, kann die Konjugations-
reaktion mit GSH auch ein Risiko fiir ein prooxidatives Verhalten darstellen. Es kommt
zu einer raschen intrazelluliren GSH-Depletion, ein Prozess der durch die SFN-
vermittelte Induktion von GST noch erhoht werden kann. ITC’s konnen ferner zur Stei-
gerung des oxidativen Stresses fiihren, indem sie intrazelluldr die Konzentration von
ROS erhohen. Fiir zahlreiche biologische Funktionen und Reaktionen sind diese Mole-
kiile essentielle Bestandteile von Signalkaskaden, Wachstumsprozessen und Infektions-
abwehr. Sie stimulieren die Zytokinproduktion und regulieren die Elimination von
Fremdstoffen oder Pathogenen. Ein veridnderter zelluldrer Redoxstatus und eine erhohte
Bildung von ROS durch die Behandlung mit SFN, kénnen, vor allem im vorangeschrit-
tenen Krebsstadium, als positiv angesehen werden. Protektive Abwehrmechanismen,
wie Enzymaktivititen oder Apoptose werden induziert. In gesundem Gewebe ist dies

nicht zwangslaufig der Fall, da Signalwege aus dem Gleichgewicht geraten konnen.

Prooxidative Effekte von SFN scheinen eher kurzfristiger Natur, da durch eine ldngere
Behandlung induzierte detoxifizierende Enzyme, zumeist Nrf2-Zielgene, in der Regel
die Menge an gebildeten ROS reduzieren. Entgegen dieser Vermutung war die Menge
an gebildeten ROS nach einer Behandlung von Rattenhepatocyten mit 20 uM SFN {iber
24 h doppelt so hoch wie die der Kontrolle und deutet auf langere Effekte hin [18]. Be-
sonders Allyl-ITCs unterlaufen Redoxreaktionen die zur Bildung von Superoxidanionen
fiihren, welche durch 8-0xodG und DNA-Schidden an der Initiation der Kanzerogenese
beteiligt sein konnen [283]. Des Weiteren werden ITC s mit der Entstehung oxidativen
Stresses in Folge von mitochondrialen Schiden in Verbindung gebracht. Der Verlust des
mitochondrialen Transmembranpotentials, der durch die Behandlung von HL60 und
UM-UN-3 Zellen mit Benzyl- (BITC) oder Phenethyl-ITC’s (PEITC) bereits in physio-
logischen Konzentrationen verursacht wird, kann im Gegensatz dazu mit SFN erst in
sehr viel hoheren Konzentrationen hervorgerufen werden [262, 284]. Auch Cytochrom
P-450 Enzyme konnen ROS generieren. Der Einfluss auf Phase I Enzyme wird viel dis-
kutiert, da unterschiedliche Befunde existieren, wonach SFN sowie dessen Vorstufe zum
einen aktivierend, zum anderen hemmend wirken. Die Behandlung von Sprague-
Dawley-Ratten mit GRA in Konzentrationen, die einer Menge von 50-100 mg/kg Kor-

pergewicht bzw. 40-80 pmol SEN/Tier entsprachen, fithrte zur Aktivititssteigerung ver-
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schiedener CYP-Isoformen sowie zur Bildung von ROS in der Lunge [285] und Leber
[184]. Auch die Behandlung von Wistar Albino Ratten mit 15 mg/kg SFN induzierte die
Expression von CYP1A1, 1A2 und 1B1 in Lunge und Leber ohne die Enzymaktivitit zu
beeinflussen [286]. Die Induktion inaktiver Apoproteinformen ist denkbar. Zudem senkt
SEN vielmehr die katalytische Aktivitdt verschiedener Isozyme, wie CYP1AI1, 1A2,
2B1/2, 2E1 und 3A4 durch kompetitive Hemmung in Mikrosomen von Maus und Ratte

[16, 287, 288] und vermindert somit die metabolische Aktivierung von Fremdstoffen.

Die Behandlung von SFN in Kombination mit einem Zustand der Selenarmut bringt
also ein hoheres prooxidatives Potential mit sich. Hydroperoxide konnen durch den re-
duzierten Gehalt an Selenoproteinen weniger gut eliminiert werden. Die Bildung von
ROS wird durch SEN verstirkt. Eine Stress-induzierte Steigerung endogener Konzentra-
tionen von Nrf2 [289] blieb aus, da es zu keiner erhohten Expression von Nrf2-

Zielgenen in entziindeten Tieren kam.

Verstirkt wurden die Entziindungsreaktionen nach AOM/DSS im GPx2™ in allen 3 Se-
lendiditen (Abb. 26). Im Selenmangel wurde das Ausmal} der Entziindung in GPx2"
Tieren durch SFN noch verschlimmert. Insgesamt waren diese Tiere am stirksten be-
troffen (Abb. 26). Unter Umstidnden ist SFN unter den Bedingungen des sehr hohen
Niveaus an oxidativem Stress stark elektrophil. Es kann vermutet werden, dass mindes-
tens eines der Selenoproteine der proinflammatorischen Wirkung von SFN entgegen-

wirkt. Wahrscheinlich spielt GPx1 hierbei eine wesentliche Rolle.

4.6 SFN blockiert die Initiation der Colonkanzerogenese in Abhiingigkeit von Se

ACF sind mikroskopisch erkennbare praneoplastische Lasionen der Colonmukosa und
gelten als Vorstufe von Adenomen. Sie konnen durch verschiedene Kanzerogene indu-
ziert werden. Die Analyse ihrer Anzahl und ihrer GroBe wird zur Identifizierung von
antikanzerogenen Substanzen genutzt. Abhédngig von seiner chemischen Form beein-
flusste Se beispielsweise die Anzahl von ACF, durch einmalige Applikation des aroma-
tischen Amins DMABP induziert, in Ratten. Dabei reduzierten 0,1 und 2 mg/kg Futter

Selenit wie auch Selenat die Haufigkeit signifikant, wohingegen Se-Met in gleichen
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Konzentrationen keinen Unterschied bewirkte [232]. Se-Met wird, nach Umwandlung
zu Selenid [290], zur Inkorporation in Selenoproteine genutzt, kann jedoch auch anstelle
von Methionin fiir die Proteinbiosynthese genutzt werden und stiinde somit der Synthe-
se von Selenoproteinen nicht zur Verfiigung. Die verabreichte Selenquelle spielt dem-
nach eine ganz wesentliche Rolle und konnte eine Erklarung fiir unterschiedliche Effek-
te sein. Die Bildung AOM-induzierter ACF in F344 Ratten konnte mit Hilfe
verschiedener Selenkomponenten gehemmt werden [291]. Jedoch wurden diese in
supranutrititiven Konzentrationen eingesetzt, sehr viel hoher, als fiir Nager empfohlen
[216]. Fiir Diphenylmethylselenocyanat, einer Selenverbindung mit sehr geringer Toxi-
zitdt und bereits beschriebener antiproliferativer und proapoptotischer Wirkung, wurde
eine Hemmung AOM-induzierter ACF-Bildung in Ratten ebenso bestitigt [292]. Daher
wurde vermutet, dass auch im untersuchten AOM/DSS-Modell in B6 Miusen mit den 3
verschiedenen Selendidten ein Unterschied in der Ausbildung von ACF besteht. Entge-
gen 0.g. Resultate beeinflusste der Selenstatus weder die Inzidenz noch die Anzahl oder
GroBe der durch AOM-Applikation induzierten ACF pro Tier (Tab. 10). Der Einfluss
von Selenmangel bzw. -supplementierung auf die durch AOM gesetzten Mutationen,
welche im Endeffekt zur Entartung der Zelle, einem erworbenen Wachstumsvorteil so-
wie zur Hyperplasie fithren konnen, kann in dem untersuchten Krebsmodell nicht beur-
teilt werden. Die Behandlung mit DSS induzierte Entziindungsreaktionen, welche be-
sonders im Selenmangel zu grofflichigem Mukosaverlust und Vernarbung fiihrten.
Daher waren zunichst entstandene ACF eventuell nicht mehr erfassbar. Um einen Ein-
fluss von Se auf die Mutationsrate zu untersuchen, wire ein reines Kanzerogenesemo-
dell giinstiger. Mit Hilfe der 6-maligen Applikation von AOM konnten aufschlussreiche-
re Aussagen iiber die Wirkung von Se auf die Mutationsrate, die ACF-Inzidenz sowie

deren Weiterentwicklung zu Tumoren getroffen werden.

Auch SEN hatte in diesem Modell keinen Effekt auf die ACF-Bildung (Tab. 10). In Rat-
ten reduzierte jedoch die mehrmalige Gabe von sowohl SEN als auch PEITC die Bil-
dung von AOM-induzierten ACF signifikant. Diese antikanzerogene Wirkung beider
ITC’s wurde nicht nur fiir die Phase der Initiation beobachtet, sondern auch bei Gabe
nach AOM-Applikation [42]. In der Post-Initiationsphase wurden dabei nach AOM-
Applikation dreimal pro Woche iiber 8 Wochen 5 pmol SFN per Schlundsonde verab-
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reicht. In der Initiationsphase wurden 3 Tage vor AOM-Applikation je 20 umol SFN
appliziert. Somit waren die SFN-Mengen geringer als die in diesem Versuch 2-tdglich

iber 3 bzw. 4 Wochen eingesetzte Konzentration von 10 umol je Tier.

Aufgrund der hohen Inzidenz von ACF in allen Gruppen war eine Korrelation zur Tu-
moranzahl ungeeignet. Ein Unterschied in der Entwicklung von Tumoren aus den pra-
neoplastischen Lédsionen mag dennoch bestehen. Wider Erwarten blieb ein Effekt des
Selenmangels auf die Tumoranzahl aus. Der Mangel an Selen und Selenoproteinen re-
sultierte unter vorliegenden Umsténden also nicht in einer gesteigerten Proliferation von
bereits bestehenden Neubildungen. Im Gegensatz dazu besallen selensupplementierte
Mause trotz gleicher Tumorinzidenz (Tab. 11) weniger Tumore (Abb. 28). Ein antiproli-
ferativer Effekt durch die Supplementierung von Se wire ebenso moglich wie eine Er-
hohung der Apoptoserate. Entweder wird grundsitzlich die Hyperproliferation der entar-
teten Zellen und somit die Entwicklung eines Tumors unterdriickt oder sie verlduft mit
einer geringeren Geschwindigkeit. Ein Arrest in verschiedenen Zellzyklusphasen durch
Se wire denkbar. Der Einfluss verschiedener Selenkomponenten auf die Hemmung der
Zellproliferation durch Zellzyklusarrest in vitro ist bekannt [85]. Des Weiteren konnte
eine selektivere Eliminierung entarteter Zellen oder Zellhaufen durch Induktion von
Apoptose vermutet werden. Genau dies war im 4. Kryptenviertel im Colon nicht-
behandelter Tiere zu beobachten (Abb. 22). Se in supranutritiven Konzentrationen kann
auch prooxidativ wirken [293] und wird aus diesem Grund bereits in der Krebstherapie

eingesetzt.

Es ist bisher wenig bekannt, in welche Phase der Kanzerogenese SFN effektiver ein-
greift und ob es in der Lage ist, im Colon ein praventives Potential zu entwickeln. Unter
diesem Aspekt erfolgte der Beginn der SFN-Behandlung zu zwei unterschiedlichen
Zeitpunkten. Die Pridventionsphase stirker beleuchtend, erhielten einige Gruppen SFN
schon eine Woche vor AOM-Applikation. Die Initiationsphase betreffend, begann die
SEN-Behandlung weiterer Gruppen gleichzeitig mit der AOM-Applikation. Die SFN-
Gabe, in der Priventionsphase beginnend, verdnderte weder die Inzidenz noch die An-
zahl an Tumoren je Tier (Abb. 28). In keiner der 3 Selendiditen waren durch die 4-

wochige Behandlung mit SFN Unterschiede zu beobachten. Aufgrund grofer Schwan-
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kungen innerhalb der Gruppen ergaben sich auch keinerlei Tendenzen fiir einen positi-
ven oder negativen Effekt. Durch eine hohere Anzahl an Tieren pro Gruppe wiren unter
Umstinden eindeutigere Aussagen moglich. Wahrscheinlich sind priventive Effekte von
SFN im Sinne der Induktion von NQOI1, TrxR, GST und GPx2 nicht ausreichend, um
die Inzidenz bzw. Anzahl AOM-induzierter Tumore zu reduzieren. Auch waren die im
Colon ermittelten SFN-Effekte auf die Enzymaktivititen (Abb. 12, 15, 20) und
-proteinexpressionen (Abb. 13, 14, 17B, 19) nicht so stark, wie erwartet. Eventuell wi-
ren bei stirkeren SFN-vermittelten Enzyminduktionen und folglich hoherem priaventi-
vem Potential eine Reduktion des Tumorwachstums zu erwarten. Im Gegensatz dazu
war ein deutlich verringertes Tumorwachstum bei gleichzeitigem Beginn der SFN-Be-
handlung mit AOM-Applikation in den selenaddquaten Gruppen beider Genotypen zu

2 Tiere von

beobachten. Bereits reduzierende Effekte auf die Tumorinzidenz der GPx
allen 3 Selendidten bewirkend, verringerte die 3-wochige Behandlung mit SFN die Tu-
moranzahl pro Tier in sowohl selenadiquaten GPx2"* als auch GPx2” Miusen. Dies
deutet auf eine das Kanzerogen blockierende Wirkung durch SFN hin und bestétigt Be-
funde von Barcelo et al. [287]. Demnach ist SFN in der Lage, das Phase I Enzym
CYP2EI zu hemmen und die aus dessen Aktivitit resultierende Genotoxizitit von AOM

zu unterbinden.

AOM verursacht Punktmutationen in den Genen K-ras und B-Catenin, wobei aus 0°-
Methyldeoxyguanin-Addukten [202] eine Transversion von G:C zu A:T resultiert [204].
Die Bildung diesen Adduktes stellt den initialen Schritt des multifaktoriellen Kanzero-
geneseprozesses dar, und erfolgt lediglich durch methylierende Eigenschaften. Die Pra-
senz dieser verdnderten Base in der DNA fiihrt bei Replikation unumgénglich zur Muta-
tion der Tochterzellen mit malignem Potential. Fiir diese Reaktion muss AOM jedoch
zunidchst metabolisch zu einer reaktiven Spezies aktiviert werden, die in der Lage ist,
DNA an bestimmten Stellen zu alkylieren. Dies geschieht durch Hydroxylierung von
AOM zu Methylazoxymethanol (MAM) in der Leber und wird durch CYP2EI1 kataly-
siert [203]. MAM wiederum zerfillt nicht-enzymatisch in der Leber und im Colon zum
Methyldiazonium Ion. Aus diesem entsteht letztendlich das Kanzerogen Methylcarboni-
um lon [202, 294]. Die hoch reaktive und elektrophile Spezies methyliert in Folge zellu-

lare Nukleophile, wie die DNA. Zahlreiche Schutzmechanismen des Korpers sind in der
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Lage, die Einwirkung von Kanzerogenen zu verhindern. Der Fremdstoffmetabolismus
stellt eine wichtige Grundlage zur Verhinderung oder Eliminierung korperfremder,

schidigender Stoffe dar.

SEN wirkt also in der Initiationsphase und koénnte durch Hemmung der CYP2EI-
Aktivitdt eine Aktivierung von AOM vermindern. Da die Applikation von AOM und
SEN zeitgleich erfolgte, wiren eine kompetitive Hemmung der CYP2E1-Enzymakti-
vitdt und die daraus resultierende verminderte Kanzerogenitit von AOM sehr wahr-
scheinlich. Der Zeitpunkt der Behandlung mit SFN in Bezug zur Applikation von AOM
ist dabei sehr entscheidend fiir die Metabolisierung des Prokanzerogens [295]. Die be-
reits erwihnte mogliche Anpassung des Organismus an SFN wére eine Erkldarung dafiir,
dass SFN, bereits 1 Woche vor AOM-Applikation verabreicht, dessen Aktivierung nicht
hemmt. Dass im Selenmangel ein hemmender Effekt von SFN auf die Initiation aus-
blieb, lag eventuell am bereits bestehenden hoheren Niveau an oxidativem Stress. Ne-
ben einer stirkeren Produktion bzw. verringerten Eliminierung von ROS liegt im Se-
lenmangel eine gesteigerte Aktivierung von NF-kB vor. Im Gegensatz zu vielen anderen
CYP-Isoenzymen wird durch die Bindung von NF-kB an die entsprechende Promotor-
region die Transkription von CYP2E1 eventuell positiv reguliert und somit aktiviert
[296]. Der durch Selensupplementierung bereits stark reduzierende Effekt auf die Tu-
moranzahl ldsst keinen weiteren antikanzerogenen bzw. die Initiation blockierenden

Effekt von SFN erkennen (Abb. 28).

Eine Untersuchung der spezifischen CYP2E1-Aktivitit im Gewebe erfolgte nicht. Die
Bestimmung der CYP-Aktivitit in Organlysaten nach Einlagerung in fliissigem Stick-
stoff war nicht mehr moglich [297]. Eine Isolierung von Lebermikrosomen wire giinstig
gewesen, denn fiir die Bestimmung der spezifischen CYP-Aktivitit ist die Nutzung der
mikrosomalen Fraktion zu empfehlen. Des Weiteren konnte die Analyse der O°MeG
Addukte in betreffenden Organlysaten Aufschluss iiber die nach Metabolisierung von
AOM erfolgte Schidigung geben. Ist die Adduktrate durch gleichzeitige Behandlung
mit SFEN veridndert, wiirde dies den CYP2E1-hemmenden Effekt bestitigen. Diese Un-
tersuchung muss jedoch kurz nach Initiation der Kanzerogenese geschehen, erfordert

also eine Totung wenige Stunden nach AOM-Applikation.
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Verschiedene antikanzerogene Substanzen, wie Disulfiram, verindern den Metabolis-
mus von AOM und hemmen somit dessen Kanzerogenitit [298, 299]. Auch die chemo-
praventive Schwefelverbindung Oltipraz wirkt tiber diesen Mechanismus [300]. Dabei
wird postuliert, dass, neben der Beseitigung der reaktiven Metaboliten, vor allem die
Hydroxylierungsreaktion reguliert wird, indem fiir die Aktivierung der Prokanzerogene
verantwortliche Enzymsysteme in ihrer Expression oder Aktivitit verdndert werden
[301]. Chemopriventive Effekte weiterer Substanzen mit dhnlichen Mechanismen sind
bekannt. Auch Aurapten aus der Zitrusschale veridndert die Auswirkung von AOM durch
Modulierung dessen Metabolismus und verhindert somit die Bildung von ACF in Ratten
[302]. Eine Applikation von glucosinolatreichem Saft aus Rosenkohl hemmte ebenfalls
die Initiation der Colonkanzerogenese durch 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinolin
(IQ). Bei gleichzeitiger Administration mit dem kanzerogenen heterozyklischen Amin
waren weniger praneoplastische Léasionen im Colon und in der Leber der Ratten vorzu-
finden [303]. Eine Verhinderung der Aktivierung verschiedener Prokanzerogene, wie
des tabakspezifischen NNK, durch das ebenfalls als sehr wirksam beschriebene PEITC
wurde in Ratten untersucht. Nicht nur die Entstehung von Lungentumoren wurde durch
eine Hemmung verschiedener CYP-Isoenzyme unterbunden, es wird auch postuliert,
dass aufgrund dessen die Entstehung von N-Nitrosodiethylamin-induzierten Lebertumo-
ren in Miusen oder N-Nitrosobenzylmethyl-amin-induzierten Osophagustumoren in
Ratten verhindert werden [304]. Ein antiproliferativer Effekt von SFN wire ebenfalls
denkbar. SEN ist in der Lage, einen Arrest in verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu
vermitteln. Obwohl in Prostata- und Colonkrebszellen durch Senkung von CyclinBl1,
Cdc25B und Cdc25C vor allem ein Arrest in G/M induziert wird [20, 27], ist auch ein
SEN-vermittelter Arrest in der G; Phase durch Induktion des Tumorsuppressors und
Zellzyklusinhibitors p21 sowie Senkung der Proteine Cyclin D1, Cyclin A und c-myc zu
beobachten [26]. Auch eine Hemmung von HDAC vermittelt das antiproliferative Po-
tential von SFN und geht mit Induktion eines G,/M Arrestes einher [39, 305, 306]. Der
bei 4-wochiger Behandlung ausbleibende Effekt von SFN auf die Tumoranzahl (Abb.
28) lasst jedoch eine solche Schlussfolgerung nicht zu. Zudem war die Mitoserate in den

Kryptenzellen des Colon nicht-behandelter Tiere durch SFN unbeeinflusst (Abb. 21).
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Dies indiziert keine durch SFN-vermittelte Verdnderung proliferativer Signalkaskaden

im vorliegenden Colonkrebsmodell.

* Miuse

Tendenziell zeigten GPx2”" Miuse aller 3 Selendiiiten mehr Tumore als GPx
(Abb. 28) und bestitigen somit die Vermutung, dass GPx2 eine Rolle in der Colonkan-
zerogenese spielt. Hingegen war die Auswirkung weit schwicher als erwartet. Die Defi-
zienz eines Enzyms ist moglicherweise nicht genug, um schwerwiegende Verinderun-
gen in der Tumorentwicklung zu induzieren. Es konnte vermutet werden, dass aufgrund
der gesteigerten Apoptoserate in GPx” Miusen (Abb. 23) eine grofere Anzahl durch
AOM geschadigter Zellen aussortiert wurde und sich weniger Mutationen manifestieren
konnten. GPx2 besitzt nicht nur im Hinblick auf die Stadien der Kanzerogenese ver-

schiedene Funktionen [168]. Der Effekt der SFN-Behandlung auf die Tumoranzahl in
GPx”" Miusen war mit dem in GPx** Miusen vergleichbar (Abb. 28).

Chemopriventive Substanzen konnen zum einen die Initiation der Kanzerogenese blo-
ckieren oder die Weiterentwicklung der Entartung zum Adenom oder Karzinom unter-
binden. Eine verminderte Exposition der Zellen mit den kanzerogenen Substanzen, ent-
weder durch Hemmung der Aktivierung von Prokanzerogenen oder durch Steigerung
der Detoxifizierung und Eliminierung, verhindert die Initiation. Die Interaktion antikan-
zerogener Substanzen mit verschiedenen Signalwegen kann dazu fiihren, dass eine Un-
terdriickung der weiteren Promotion oder Progression der Kanzerogenese erfolgt. Dabei
konnen Prozesse des oxidativen Stresses, Entziindungsreaktionen oder zelluldres
Wachstum beeinflusst bzw. apoptotische Vorginge eingeleitet werden. SFEN interagiert
mit sowohl proliferativen, inflammatorischen als auch apoptotischen Signalwegen und
wirkt in verschiedenen Phasen des Zellzykluses. Auch sind zahlreiche antikanzerogene
Effekte von SFN bekannt. So entwickelten mit 5-10 pmol/Tag SFN gefiitterte Apcmi“/+
Maiuse weniger und kleinere Diinndarmpolypen, aufgrund einer Steigerung der Apopto-
se- und Senkung der Proliferationsrate [47]. Diese Effekte liegen auch zugrunde bei der
durch SFN gehemmten Progression von, durch die Tabakkanzerogene B(a)P und NNK-
induzierten Lungenadenomen zu malignen Karzinomen in A/J Mdusen. Eine Aktivie-
rung von AP-1 und Induktion der Apoptose im Lungengewebe durch SFN hemmte zu-

nichst die Bildung der Lungenadenome. Reduzierte proliferating cell nuclear antigen
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(PCNA)-Spiegel und Induktion von Apoptose, via Caspase-3 sowie TUNEL (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated nick end labeling) detektiert, blockierten die
weitere Entwicklung zu malignen Lungenadenokarzinomen [44]. Eine 5-tigige Gabe
von SEN retardierte die Entstehung von DMBA-induzierten Mammakarzinomen und
fiihrte zu einer Senkung der Inzidenz, des Wachstums und der Multiplizitit auftretender
Tumore - Effekte, die nicht nur aus der Induktion von Phase II Enzymen resultieren
konnen [43]. Jeweils zugrunde liegende molekulare Mechanismen werden vielseitig

untersucht, sind jedoch schwerer voneinander abgrenzbar, und werden diskutiert.

Eine protektive Rolle des Nrf2/ARE-Signalweges im Verlauf von Entziindung und
Krebsentstehung im Colon verdeutlicht die signifikant erhohte AOM/DSS-induzierte
Tumorinzidenz im Colon von Nrf2”” Miusen im Vergleich zu Nrf2*"* Miusen. Aufgrund
einer ausbleibenden Induktion von Phase II Enzymen und einer stirkeren proinflamma-
torischen Antwort besaBen 80% der Nrf2” Miuse Adenokarzinome, im Vergleich zu
einer Hiufigkeit von 29% im Nrf2** [307]. Im Allgemeinen aktiviert SFN diese Nrf2-
vermittelten antitumorigenen Effekte. Eine Behandlung mit SFN oder Dibenzoylmethan
(DBM) bzw. deren Kombination hemmten signifikant die Entwicklung von intestinalen
Adenomen in Apc™™* Miusen, was aus einer geringeren Aktivitit von COX-2, niedri-
geren PGE, sowie LTB4-Spiegeln und einer verstirkten Apoptoserate resultierte [308].
Im DMBA-TPA-induzierten Hautkrebsmodel war in Nrf2”~ Miusen eine hohere Tumo-
rinzidenz zu beobachten, eine Vorbehandlung mit SFN iiber 2 Wochen hemmte die

++

Krebsentstehung in Nrf2*"* Miusen signifikant, nicht aber in Nrf2”” Miusen [46].

Das Vorhandensein zahlreicher Mutationen in mehr als einem der folgenden 4 Signal-
wege wiirde mit einer Entdifferenzierung vom colorektalen Adenom zum invasiven
Karzinom einhergehen: dem K-ras-Weg, der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade, dem p53-
und dem TGFB-Weg [309]. Da keine malignen Tumore auftraten, kann vermutet wer-
den, dass der Untersuchungszeitpunkt zu frith war und somit die Progression zum Kar-
zinom noch nicht stattfand. Es wire jedoch auch moglich, dass die einmalig durch
AOM gesetzten Mutationen nicht ausreichend waren. Durch eine mehrmals wiederholte
AOM-Applikation konnte eine Akkumulation von Mutationen erreicht und die Ausbil-

dung von Karzinomen verursacht werden. Die haufigsten Mutationen bewirkt eine Ap-
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plikation mit AOM im Onkogen K-ras sowie f-Catenin. Der PI3K/Akt-Signalweg und
die MAPK-Kaskade, resultierend aus der konstitutiven Aktivierung von Ras, sind akti-
viert und fiithren, genauso wie durch Akkumulation von B-Catenin im Zellkern vermit-
telt, zu erhohter Zellproliferation. Das Tumorsuppressorprotein p53, in humanem Co-
lonkrebs sehr hiufig betroffen, ist in AOM-behandelten Ratten nicht mutiert [206]. Das

proapoptotische Protein TGFp ist hingegen gehemmit.

Der Einfluss von SEN auf die Colonkanzerogenese war im vorliegenden Tierversuch
eher dualen Charakters. Tumorinzidenz und -grof3e wurden durch SFEN nicht beeinflusst.
Hingegen waren in selenadidquat gefiitterten Midusen beiden Genotyps weniger Tumore
pro Tier zu verzeichnen, wenn SFN gleichzeitig mit AOM verabreicht wurde. Eine aus-
reichende Verfiigbarkeit iiber Se scheint fiir die SFN-vermittelte Blockade der Tumor-
initiation essentiell. Eine mogliche Verhinderung der Entwicklung von ACF zu Tumoren
durch SFN kann im verwendeten AOM/DSS-Modell nicht eindeutig beurteilt werden.
Hingegen ist ein Einfluss von SFN auf die Initiation zu vermuten. Eine groere Anzahl
an Tieren konnte die starke Streuung innerhalb der Gruppen verhindern und signifikante

Effekte mit sich bringen.

4.7 Ausblick

Die Verabreichung der Reinsubstanzen SFN und Se-Met spiegelt deren Vorhandensein
in der komplexen Pflanzenmatrix des Lebensmittels Brokkoli nur bedingt wieder und
lasst eine Schlussfolgerung auf die Situation beim Konsum des Brassica Gemiises nicht
direkt zu. Die Untersuchung des AOM/DSS-induzierten Tumormodells unter Nutzung
des entsprechenden Pflanzenmaterials bzw. der -extrakte wire indiziert. Metabolische
Aspekte sollten stirker einbezogen werden. Eine gezielte Erforschung zeitraum- und
zeitpunktabhingiger Effekte von SFN wire von Nutzen, dies sollte ebenfalls in Verbin-
dung mit verschiedenen Selenstatus erfolgen. Unterschiedliche Ergebnisse kénnen zum
Einen aufgrund der tageszeitlich unterschiedlichen Stoffwechseltéitigkeit resultieren.
Zum Anderen ist der Bezug zur Applikation des tumorinitiierenden Kanzerogens her-
auszustellen und zu analysieren. Wechselwirkungen mit weiteren, fiir Brokkoli typi-

schen bioaktiven Inhaltsstoffen bilden ebenso Untersuchungspotential. Auch eventuell
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modulierende Effekte von SFN und Se bzw. von Brokkoliextrakten auf die iibrigen Pha-
sen der Colonkanzerogenese sollten aufgeklirt werden. Hierfiir konnte das reine AOM-
Modell mit 6-maliger Applikation genutzt werden. Fiir die Untersuchung von Kombina-
tionseffekten von SFN und Se bzw. anderen bioaktiven Substanzen wihrend der 3 Pha-
sen der Kanzerogenese ist dieses giinstiger. Auswirkungen und zugrunde liegende Me-
chanismen konnten des Weiteren iiber humane Interventionsstudien mit einer Brokkoli-

reichen Erndhrung aufgedeckt werden.
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5 Zusammenfassung

Das ITC SFN und der Mikrondhrstoff Se sind bekannt als chemopréaventive Inhaltsstoffe
von Gemiise der Brassica-Familie, welcher auch Brokkoli angehort. Die Wirkungen von
sowohl SFN als auch Se beruhen auf zahlreichen verschiedenen Mechanismen. Es exis-
tieren jedoch Schnittstellen, an welchen Interaktionen beider Substanzen moglich sind.
Basierend auf diesem Wissen wurden in dieser Arbeit Wechselwirkungen zwischen SFN
und Se auf die Aktivitit sowie Expression von Phase II Enzymen und Selenoproteinen
untersucht. Der Einfluss der Kombination von SFN und Se auf die unter physiologi-
schen Bedingungen stattfindende Proliferation und Apoptose war ebenso Gegenstand
der Arbeit wie die Modulation von Entziindungsprozessen sowie der Tumorentstehung
wihrend der entziindungsverstiarkten Colonkanzerogenese im Mausmodell. Das hin-
sichtlich seiner Wirksamkeit mit aus GRA hydrolysiertem SFN zunichst als vergleich-
bar befundene synthetische SFN wurde fiir die Untersuchung im AOM/DSS-induzierten
Colontumormodell gewihlt und in Kombination mit 3 verschiedenen Selendiédten verab-

reicht.

Der Einfluss von SFN und Se auf Phase Il Enzyme und Selenoproteine entlang des GIT
war organabhidngig und nach 4 Wochen geringer als nach 7 Tagen. Die schwichere In-
duktion deutet auf eine Anpassung des Organismus hin. Ein SFN-vermittelter Effekt auf
NQO1 war im Selenmangel am deutlichsten. Die Aktivitidt des Selenoproteins TrxR
wurde hingegen erst bei ausreichender Selenversorgung durch SFEN beeinflusst. Die als
Nrf2-Zielgen bekannte und in der Hierarchie der Selenoproteine einen hohen Rang ein-
nehmende GPx2 konnte in bestimmten Organen bereits unter selenarmen Bedingungen
durch SFN induziert werden. Eine Uberexpression des Enzyms war jedoch nicht mog-
lich. SEN steigerte, unabhéngig vom Selenstatus, im oberen Abschnitt des GIT und im
Colon die Aktivitit der GST. Eine Induktion des eigenen Metabolismus wire somit
denkbar. Im Falle eines Mangels an GPx2 wurde GPx1 bei hinreichender Selenversor-
gung starker exprimiert, allerdings konnte sie die Funktion von GPx2 nicht vollig erset-
zen. Im Selenmangel kann die Aktivititssteigerung der TrxR im Diinndarm, dem Ab-

schnitt der Selenabsorption, als ein Versuch der GPx2-Kompensation angesehen
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werden. SFN war nicht in der Lage, iiber eine Aktivierung des Nrf2/ARE-Signalweges

kompensatorische Effekte zu induzieren.

Apoptotische Prozesse wurden unter physiologischen Bedingungen nur marginal durch
SEN und Se moduliert. Das elektrophile ITC konnte lediglich im Selenmangel Apoptose
im luminalen Bereich der Colonkrypten induzieren. Die durch supranutritive Selenkon-
zentration induzierte Apoptose im Kryptengrund wurde nicht durch SFN beeinflusst.
Einer bei Abwesenheit der GPx2 erhohten Apoptoserate im Kryptengrund wirkte SFN
bei adidquater Selenversorgung entgegen, war indessen proapoptotisch unter selendefi-

zienten Konditionen.

Der Einfluss von SFN auf die Entziindung war deutlich abhingig vom Selenstatus.
Wihrend SFN im Selenmangel anscheinend prooxidative Prozesse induzierte und die
Entziindungssymptome verschlimmerte, wirkte es unter addquatem Selenstatus an-
tiinflammatorisch. Den vergleichsweise milden Grad der Entziindung im selensupple-
mentierten Status konnte SFN nicht zusitzlich beeinflussen. SFN verinderte die Inzi-
denz colorektaler Tumore nicht. Ein, die Tumorinitiation blockierender SFN-Effekt
durch direkte Hemmung der metabolischen Aktivierung des Prokanzerogens im selen-
adiquaten Zustand scheint offensichtlich. Eine Uberversorgung mit Se kann protektiv
im Hinblick auf Entziindung oder Colonkanzerogenese sein, jedoch bewirkt SFN keinen

zusatzlichen Schutz.

Kombinationseffekte von SFN und Se in Bezug auf Phase II Enzyme, Selenoproteine
und Apoptose sowie die entziindungsverstirkte Colonkanzerogenese sind nicht eindeu-
tiger Natur und konnen, abhingig vom Endpunkt, synergistische oder antagonistische
Ziige aufweisen. Eine bei Selendefizienz deutlichere Wirkung von SFN kann mit Hilfe
der gesteigerten Aktivierung von Nrf2 erklidrt werden, dies muss jedoch nicht von Vor-
teil sein. Bei addquater Selenversorgung kann SFN kurzfristig antiinflammatorische und
antikanzerogene Prozesse induzieren. Von einer ldngerfristigen stindigen SFN-
Aufnahme in Form von GRA-reichen Brassicacea ist jedoch abzuraten, da von einer
Adaptation auszugehen ist. Die Wirkung von SFN innerhalb der komplexen Pflanzen-

matrix bleibt Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen.
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