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1 EINLEITUNG 

1.1 Selen, Selenverbindungen und Selenoproteine 

1.1.1 Die Entdeckung von Selen als essentielles Spurenelement 

Der Schwedische Chemiker Berzelius entdeckte 1817 Selen (Se) als Nebenprodukt der 

Schwefelsäuresynthese und gab dem Element den Namen Selen nach der Göttin des 

Mondes Selene [1]. Die biologischen Aktivitäten von Se sind vielfältig. Zuerst wurden 

dessen toxischen Eigenschaften entdeckt. Nach Beschreibung einer nekrotischen 

Hufkrankheit mit exzessiven Verlust der Mähnen- sowie Schweifhaare frei-grasender 

Pferde im Jahr 1856 [2], konnte in den 1930er Jahren Se als Hauptverursacher dieser 

Pflanzen-induzierten Neuropatien in grasenden Pferden und Kühen in den USA identifiziert 

werden [3]. Schließlich zeigte sich 1957 die Bedeutung von Se in der Ernährung auf. Ein 

Se-Supplementierung bewahrte an Vitamin E-Mangel leidende Tiere in verschiedenen 

Labor- und Nutztierversuchen vor Erkrankungen [4ï6]. Als in den 1980er Jahren eine in 

Teilen von China auftretende endemische Herzerkrankung (Keshan-Krankheit) mit sehr 

geringen Se-Spiegeln im Blut in Verbindung gebracht wurde, konnte auch die ausdrückliche 

Relevanz von Se im menschlichen Organismus belegt werden [7,8]. Jedoch sind auch 

toxische Symptome von zu hohem Se-Spiegel (Selenose), wie z.B. Knoblauchgeruch, 

Haar- und Nagelverlust oder Störungen des Nervensystems, beschrieben [9]. Somit hat Se 

zwei Seiten: Zum einen ist es essentiell mit einer empfohlenen Aufnahme von 60-70 µg/ 

Tag [10] und zum anderen hat die World Health Organization (WHO) ein toxisches Limit 

von 800 µg/ Tag festgelegt [1]. Dies weist auf den relativ engen Bereich zwischen 

gesundheitserhaltenden und toxischen Se-Mengen hin und verdeutlicht die Bezeichnung 

als Ăessentielles Giftñ, wie sie von Jukes [11] formuliert wurde. 

 

1.1.2 Aufnahme und Metabolismus von Se-Verbindungen 

Die Bioverfügbarkeit von Se wird über dessen chemische Verbindung beeinflusst, da nicht 

alle Se-Verbindungen über die gleichen Stoffwechselwege resorbiert und verarbeitet 

werden [12] (Abbildung 1-1). Die Resorption der verschiedenen Se-Formen findet meist im 

unteren Teil des Dünndarms statt [13]. Anorganische Se-Verbindungen wie Natrium-Selenit 

oder ïSelenat (Selenit, Selenat), beides Bestandteile von Se-Supplementen, werden 

entweder über einfache Diffusion (Selenit) oder über Membranprotein-vermittelte Diffusion 

(Selenat) aufgenommen [14,15]. Organische Se-Verbindungen, insbesondere Se-

beinhaltende Aminosäuren (AS) wie Selenomethionin (SeMet) oder Selenocystein (Sec) 

stellen die hauptsächlichen Se-Formen in der menschlichen bzw. tierischen Nahrung dar. 
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Während SeMet in Pflanzen synthetisiert und in deren Proteine an Methioninpositionen 

eingebaut wird, ist Sec die Se-Form in tierischen Selenoproteinen und wird über den 

Verzehr tierischer Produkte aufgenommen [16]. Nach intestinalem Verdau der Proteine 

werden die entsprechenden Produkte durch aktive Transport-prozesse aufgenommen 

[13,17,18]. 

 

Abbildung 1-1: Strukturformeln anorganischer/ organischer Se-Verbindungen. 

Darstellung der Strukturformeln anorganischer (Selenit/ Selenat) und organischer (Selenomethionin 

(SeMet)/ Selenocystein (Sec)) Se-Verbindungen.  

Diffusionsanalysen in der Zellkultur zeigten für SeMet eine höhere Effizienz im Vergleich zu 

anorganische Se-Verbindungen in Caco-2 Zellen auf [19,20]. Weiterhin wird postuliert, dass 

methylierte Se-Verbindungen wie SeMet durch den limitierenden Schritt der 

Demethylierung weniger für die Selenoproteinsynthese verfügbar sind. Somit könnte SeMet 

zwar besser resorbiert, aber weniger in Selenoproteine eingebaut werden [21,22], wodurch 

die Netto-Bioverfügbarkeit ähnlich der anorganischen Se-Verbindungen ist [19]. Durch den 

bekannten nicht-regulierten sowie unspezifischen Einbau von SeMet in Proteinen anstatt 

von Met steht das Se aus SeMet ebenfalls nicht mehr für die Selenoproteinsynthese zu 

Verfügung [23].  

Nach Aufnahme im Gastrointestinaltrakt (GIT) werden die verschiedenen Se-Formen zur 

Leber, dem zentralen Organ des Se-Metabolismus transportiert [24]. Anorganische Se-

Verbindungen werden unter Verbrauch von Reduktionsäquivalenten wie 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und Glutathion (GSH) zum erforderlichen 

Intermediat Hydrogenselenid (H2Se) reduziert [25] (Abbildung 1-2). Im Gegensatz dazu wird 

Se aus SeMet infolge von katabolen Prozessen, wie dem Met-Kreislauf und dem Trans-

Selenierungsweg (analog zum Trans-Sulfierungsweg [26]), über Sec zu H2Se umgewandelt 

[16,17]. Die Selenocysteinlyase (ɓ-Lyase/ Sec-Lyase) unterscheidet zwischen Sec und 

dem Schwefelanalogon Cystein (Cys). Dies stellt den Einstiegspunkt in den spezifisch 

regulierten Se-Metabolismus dar [27]. SeMet könnte ferner direkt durch die ɔ-Lyase 

methyliert und nach einem De-Methylierungsschritt zu H2Se umgewandelt werden [24] 

(Abbildung 1-2). 
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Abbildung 1-2: Einleitender Se-Metabolismus. 

Übersicht über den einleitenden Se-Metabolismus von hauptsächlich in der Nahrung enthaltener Se-

Verbindungen. Während Selenat/ Selenit zum erforderlichen Intermediat Hydrogenselenid (H2Se) 

reduziert werden, wird Selenomethionin (SeMet) über katabole Prozesse zu H2Se umgewandelt. 

Zusätzlich kann SeMet unspezifisch anstelle von Met in Proteine eingebaut werden. De-Methyl, De-

Methylierung; Trans-Se, Trans-Selenierung; Red, Reduktion. 

Der größte Anteil des aufgenommenen Se wird von der Leber der Körperzirkulation als 

Bestandteil des Plasmaproteins Selenoprotein P (SELENOP), dem hauptsächlichen Se-

Transporter zu den peripheren Geweben zugeführt [28]. Überschüssiges Se wird 

ausgehend vom H2Se durch aufeinander folgende Methylierungsschritte zu 

Dimethylselenid (DMSe), welches über die Lunge ausgeschieden wird und Selenozucker 

sowie Trimethylselenid (TMSe) mit Ausscheidung über den Urin, umgewandelt [13].  

 

1.1.3 Synthese und Formen von Selenoproteinen 

Die Synthese von Selenoproteinen beinhaltet Prozesse, welche sich von der normalen 

Proteinsynthese unterscheiden. Der Einbau von Sec wird durch das UGA Codon, das 

normalerweise als Stopcodon das Ende des Leserahmens für die Proteinbiosynthese 

darstellt codiert [29]. Von besonderer Bedeutung für die Selenoproteinsynthese ist die 

selenocysteine inserting sequence (SECIS), eine Haarnadelstruktur in der 3ô-

untranslatierten Region (3ô-UTR) der mRNA aller eukaryotischer Selenoproteine. Das 

SECIS-Element dient als Bindungsstelle für RNA-bindende Proteine, wie z.B. dem 

selenocysteine-tRNA specific eukaryotic elongation factor (EEFSec) und dem SECIS-

binding protein (SPH2S) [30,31]. Die spezifische Sec-tRNA[ser]sec ist ein weiterer wichtiger 

Bestandteil der Selenoproteinsynthese und stellt den Sec-Donor während der Translation 

dar. Sec wird im Gegensatz zu anderen AS direkt an seiner tRNA synthetisiert [16]. Als Se-
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Quelle für die Sec-tRNA[ser]sec dient H2Se, welches von der Selenophosphatsynthetase-2 

(SPS2) unter dem Verbrauch von ATP zu Monoselenphosphat umgewandelt wird. 

Schließlich interagiert EEFSec zur Rekrutierung von Sec-tRNA[ser]sec mit SBP2 und 

vermittelt den Einbau von Sec in die wachsende AS-Kette [32]. Neben den bereits 

genannten SECIS-bindenden Proteinen konnten noch das ribosomal protein L30 (L30), ein 

essentieller Bestandteil des Ribosoms und der UGA Re-Codierung [33], der eukaryotic 

initiation factor 4a isoform 3 (eIF4a3), welcher eine Schlüsselrolle bezüglich der Regulation 

der Selenoproteinsynthese nach dem Hierarchieprinzip spielt [34] und Nucleolin als 

mºglicher ĂPositivñ-Regulator der Selenoprotein-Translation [35] beschrieben werden. 

Sec, die 21ste proteinogene AS ist nach der Selenoproteinsynthese im katalytischen 

Zentrum der Selenoproteine lokalisiert und nimmt eine Hauptrolle in der Funktion dieser 

Oxidoreduktasen ein. Mit Ausnahme von SELNOP, welches 10 Sec in der AS-Kette 

beinhaltet und als Se-Transportprotein gilt, tragen alle Selenoproteine ein Sec [36]. Zurzeit 

sind 25 Gene bekannt, welche für Selenoproteine im Menschen kodieren, während es in 

Nagetieren 24 Gene sind [37]. Zusätzlich wurden Spleißvarianten sowie post-translational 

modifizierte Versionen der Genprodukte sowohl identifiziert als auch charakterisiert, womit 

sich die Anzahl funktioneller Selenoproteinen sowie das Spektrum an biologischen 

Funktionen der individuellen Selenoproteine erhöht [38]. Neben anti-oxidativen Funktionen 

besitzen Selenoproteine noch weitere spezifische Eigenschaften, wie z.B. Reduktion 

oxidierter Proteine und Membranen, Regulation der Apoptose und Regulation der Funktion 

von Schilddrüsenhormonen, Immunmodulation sowie Proteinfaltung (Tabelle 1-1). Zu 

bemerken ist in diesem Zusammenhang auch, dass von manchen Selenoproteinen die 

Funktion noch unbekannt ist.  

Das erste Protein für das Se als ein funktioneller Enzymbestandteil identifiziert wurde, war 

1973 die GPx [39]. Bis heute sind acht Formen dieser anti-oxidativ wirksamen Enzyme 

bekannt, wobei GPx5, GPx7 und GPx8 im Menschen und zusätzlich GPx6 in Nagetieren 

(Maus, Ratte) ein Cys statt einem Sec tragen. Die Hauptfunktion der GPx-Familie ist die 

Neutralisation von Wasserstoffperoxid (H2O2) sowie organischen Hydroperoxiden sowohl 

intra- als auch extrazellulär unter Verwendung von GSH als Reduktionsmittel [40].  
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Tabelle 1-1: Funktionen einzelner Selenoproteine im Säugetier. 

Selenoprotein (Genname) 
Loka-
lisation 

Funktion 

Glutathionperoxidasen   
 

GPX1 Z, Mito 

GPX2 Z 

GPX3 P 

  GPX6* Z 

GPX4 
Z, N, 
Mito 

GSH-abh. Reduktion von Phospholipid-

Hydroperoxiden  

Thioredoxinreduktasen   
Regulation von Immunzellsignalwegen; 

Apoptoseinhibierung 

TXNRD1 Z Reduktion von zytosolischen Thioredoxin  

TXNRD2 Z 

Testis-spezifisch, katalysiert verschiedene 

Reaktionen spezifisch für Thioredoxin und 

Glutaredoxin 

TXNRD3 Z, Mito 
Reduktion von mitochondrialen Thioredoxin 

und Glutaredoxin 2 

Iodothyronin Deiodinasen    

DIO1 PM    Regulierung der Schilddrüsenhormon-    

   aktivität durch reduktive Dejodierung 
DIO2 ER 

DIO3 PM 

15 kDa Selenoprotein 
(SELENOF) 

ER Proteinfaltung im ER 

Selenophosphat Synthetase 
(SEPH2S) 

Z 
Synthese von Selenophosphat, 

Selenoproteinsynthese 

Selenoprotein H (SELENOH) N 
Regulierung der GSH-Synthese und von 

Phase-II Detoxifikationsprozesse 

Selenoprotein I (SELENOI) M Unbekannte Funktion  

Selenoprotein K (SELENOK) ER-M 
Modulierung des Calcium-Stoffwechsels, 

Bestandteil der ERAD 

Selenoprotein M (SELENOM) ER Neuroprotektiv 

Selenoprotein N (SELENON) ER-M Involviert in Ca2+- Homöostase 

Selenoprotein O (SELENOO) Mito Unbekannte Funktion 

Selenoprotein P (SELENOP) P Se-Transport zu peripheren Organen 

Methioninsulfoxidreduktase 
(MSRB1) 

Z Reduktion oxidierter Methioninreste 

Selenoprotein S (SELENOS) ER-M 
Bestandteil der ERAD; anti-apoptotische 

Funktion 

Selenoprotein T (SELENOT) ER 
Regulation der ɓ-Zellfunktion, 

Glukosehomöostase 

Selenoprotein V (SELENOV) Z Unbekannte Funktion 

Selenoprotein W (SELENOW) Z 
Involviert in Zell-Zyklus-Progression und 

Zellproliferation  

Modifiziert nach [13,29,41ï44]. *Sec ersetzt durch Cys im Nagetier (Maus, Ratte) [37]. Z, Zytosol; P, 
Plasma; Mito, Mitochondrium; N, Nukleus; ER, Endoplasmatisches Retikulum; M, Membran; ERAD, 
Endoplasmic-reticulum-associated protein degradation. 

GSH-abh. Reduktion von 
Hydroperoxiden 
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Ein interessanter Aspekt hinsichtlich der GPx-Familie ist die Entdeckung der ĂHierarchie 

der Selenoproteineñ. Diese besagt, dass Selenoproteine nicht im gleichen Maße abhängig 

vom verfügbaren Se exprimiert werden. Manche Selenoproteine werden unter Se-Mangel-

Verhältnissen in geringeren Mengen synthetisiert während von anderen die Proteinmenge 

stabil bleibt [40]. Dementsprechend sind die Selenoproteine, die unter Se-Mangel-

Konditionen vermindert exprimiert werden in der Hierarchie geringer eingestuft. So zeigte 

sich, dass unter Se-Mangel-Verhältnissen die Enzymaktivität der GPx4 in Leber, Niere und 

Herz von Ratten aufrechterhalten wurde, während sich die Enzymaktivität der GPx1 stark 

verminderte [45]. Ebenfalls hoch in der Selenoprotein Hierarchie eingestuft wurde die im 

intestinalen Epithel vorkommende GPx2. Es stellte sich heraus, dass sowohl GPx2 mRNA- 

als auch Proteinmengen unter Se-Mangel-Konditionen im Vergleich zur Ăklassischenñ cGPx 

(GPx1) stabil blieben [46], was auf eine Regulation über mRNA-Degradation zurückgeführt 

wird [40]. Somit lässt sich folgende Hierarchie für die GPx-Familie ableiten: GPx2 > GPx4 

> GPx3 > GPx1 [46]. Eine komplette Einstufung aller Selenoproteine ist bisher jedoch nicht 

bekannt. 

 

1.2 Das Kolongewebe 

1.2.1 Funktion und Aufbau mit Unterschieden zwischen Maus und Mensch 

Da Mäuse und Menschen hinsichtlich ihrer Physiologie und anatomischen Strukturen 

nahezu ähnlich sind werden Mausmodelle häufig zur experimentellen Untersuchung in 

biomedizinischen Studien eingesetzt. Insbesondere der GIT beider Spezies ist anatomisch 

vergleichbar, wobei der Dickdarm in Blinddarm, Kolon und Rektum unterteilt wird [47,48]. 

In der Maus ist er bis zu 14 cm sowie im Menschen ungefähr 105 cm lang [49]. Die 

Hauptaufgabe stellt die Rückresorption von Wasser und Salzen, welche mit den 

Verdauungssäften in den Darm gelangen, dar. Abweichend von der Dünndarmschleimhaut 

weist die Dickdarmschleimhaut durch das Fehlen von Zotten eine geringere 

Oberflächenvergrößerung auf, welche lediglich durch tiefe Einsenkungen (Krypten) 

vergrößert wird [47]. Im Vergleich zum Dickdarm des Menschen, welcher sich in 

Aussackungen gliedert (Haustra coli), ist der der Maus glatt ohne derartige Aufteilungen. 

Zusätzlich werden in der Maus unverdauliche Nahrungsbestandteile im Blinddarm durch 

Mikroorganismen (MO) fermentiert, wohingegen dies im Menschen im Kolon erfolgt und der 

Blinddarm verkümmert ist [48].  

Die Kolonwand wird in unterschiedliche Bereiche gegliedert. Von außen nach innen liegen 

die Schichten Tunica serosa, Tunica muscularis, Tela submucosa und Tunica mucosa, 

welche zum Darmlumen hin die Darmschleimhaut bildet (Abbildung 1-3 A). Die Tunica 
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mucosa wird in die Lamina muscularis mucosae, eine Abgrenzung zur Tela submucosa 

sowie in die Lamina propria mucosae, eine Schicht aus Bindegewebe in der Blut- und 

Lymphgefäße als auch lymphatische Zellen lokalisiert sind und abschließend in die Lamina 

epithelialis mucosae, einem einschichtigen Epithel mit direkten Kontakt zum Nahrungsbrei 

sowie der im Darmlumen vorkommenden MO, unterteilt [47].  

       

Abbildung 1-3: Aufbau der Kolonwand und des Kolonepithels. 

(A) Die Wand des Kolons wird aus den Schichten Tunica Serosa, Tunica muscalaris, Tela 

submucosa und Tunica mucosa gebildet, welche sich in weitere Unterschichten aufgliedern (Details 

siehe Text). Modifiziert nach [50]. (B) Die Basis der Kolonkrypte liegt der Lamina Propria auf und 

wird aus intestinalen Stammzellen gebildet. Diese teilen sich während der Selbsterneurung des 

Epithels in Vorläuferzellen, aus denen sich die differenzierten Zelltypen, wie Becherzellen, 

Enterozyten sowie enteroendokrine Zellen bilden, welche dabei zum Lumen hin migrieren. 

Proliferation, Migration und Differenzierung werden durch die Aktivität der Wnt- und Notch-

Signalwege sowie der bone morphogenic proteins (BMP) kontrolliert. Modifiziert nach [51]. Die 

Expression des Selenoproteins GPx2 ist am höchsten in der Kryptenbasis und nimmt zum Lumen 

hin ab [52] (C). 
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Ferner befinden sich in der Kolonwand Teile des darmassoziierten Immunsystems wie 

Lymphfollikel sowie Immunzellen in der Mukosa [53]. Das Kolonepithel erneuert sich alle 4-

5 Tage [54]. Die Basis einer Krypte liegt der Lamina Propria auf und wird aus Stammzellen 

zusammengesetzt, aus denen sich die zwei hauptsächlich vorkommenden Zelltypen 

Enterozyten und Becherzellen sowie enteroendokrine Zellen und Tuftzellen differenzieren 

[55] (Abbildung 1-3 B).  

Die Prozesse der Proliferation und Differenzierung der intestinalen Zellen werden durch 

verschiedene Signalwege reguliert. Der Wnt-Signalweg treibt hierbei die Proliferation von 

Stamm- und Vorläuferzellen an wobei dessen Aktivität einem Gradienten folgt, mit einem 

Maximum am Kryptengrund. Die Differenzierung der Zellen in entweder Enterozyten oder 

Becherzellen wird vom Notch-Signalweg und bone morphogenic proteins (BMP) kontrolliert, 

letztere sind vor allem im Bereich des Lumens lokalisiert und stellen Negativ-Regulatoren 

der Proliferation dar [51].  

Auch auf zellulärer Ebene gibt es Unterschiede zwischen den beiden Spezies. So sind 

beispielsweise Mukus-produzierende (intestinaler Schleim) Becherzellen in der Maus in 

den intestinalen Krypten des proximalen Kolons reichlich vorhanden wohingegen im 

distalen Kolon und Rektum deren Anzahl in der Basis der Krypten abnimmt. Dagegen sind 

Becherzellen beim Menschen von Blinddarm bis zum Rektum gleichmäßig vorhanden. 

Insgesamt ist der GIT von Säugetieren stark konserviert und die Hauptunterschiede 

zwischen den Spezies werden wahrscheinlich durch die Nahrung verursacht [48]. 

 

1.2.2 Die spezielle Rolle des Selenoproteins GPx2 im Darm 

Die GPx2 wird hauptsächlich im GIT, einschließlich dem Plattenepithel der Speiseröhre, 

gesunder Organismen exprimiert und wurde im Menschen auch in der Leber detektiert [52]. 

Die zuvor beschriebene Hierarchie der Selenoproteine weist auf eine Umverteilung von Se 

unter Se-restriktiven Verhältnissen zur GPx2 hin. Dies betont deren entscheidende Rolle 

als möglicher erster Schutz gegen Hydroperoxide aus der Nahrung [56]. Zusätzlich ist die 

GPx2 ein Zielgen des Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2), einem 

Transkriptionsfaktor, der eine entscheidende Rolle in der anti-oxidativen Abwehr einnimmt 

[57].  

Jedoch könnte eine Hydroperoxid-Reduktion nicht die Hauptfunktion der GPx2 darstellen, 

da die höchste Konzentration an GPx2-Protein in der intestinalen Kryptenbasis von 

humanem Intestinalgewebe mit allmählicher Abnahme zum Kolonlumen bzw. zu den 

Dünndarmzotten hin gefunden wurde [52] (Abbildung 1-3 C). Durch Experimente mit GPx2 

knockout (KO) Mäusen stellte sich die spezifische Rolle der GPx2 heraus. Dabei zeigte sich 
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in GPx2-KO Mäusen eine erhöhte Zahl an apoptotischen Zellen in der Kolonkryptenbasis 

im Vergleich zu Wildtyp (WT) Mäusen. Diese vermehrte Apoptose wurde nicht durch eine 

kompensatorisch auftretende erhöhte GPx1 Expression komplett unterbunden [58], womit 

die Funktion der GPx2 im Darm nicht durch ein anderes Selenoprotein übernommen 

werden kann. Die Lage der GPx2 in der intestinalen Kryptenbasis fällt zusammen mit der 

Lokalisation von proliferierenden Stammzellen, deren Wachstum bzw. Differenzierung über 

den Wnt-Signalweg reguliert werden [59]. Die Identifizierung der GPx2 als Zielgen des Wnt-

Weges [60,61] zusätzlich zur Ko-Lokalisation mit intestinalen Stammzellen weist auf eine 

wesentliche Rolle der GPx2 während der kontinuierlichen Selbsterneuerung des 

intestinalen Epithels und somit der mukosalen Homöostase hin [40]. 

 

1.3 Das anti-oxidative System und Redox-Signalwege 

1.3.1 Entstehung und Abbau von reaktiven Sauerstoffspezies 

Als Nebenprodukt des physiologischen zellulären Metabolismus entstehen reaktive 

Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species, ROS), die in zwei Gruppen eingeteilt 

werden können: Zum einen freie Radikale wie das Superoxidanion (O2
.-) und das 

Hydroxylradikal (.OH) und zum anderen die nicht-radikalen Moleküle H2O2, singulärer 

Sauerstoff (1O2), hypochlorige Säure (HOCl) und Ozon (O3) [62]. Alle ROS-Moleküle weisen 

spezifische chemischen Eigenschaften auf, welche zu einer unterschiedlichen Reaktivität 

gegenüber Zielstrukturen führen [63]. Die primäre Quelle für endogen gebildetes O2
.- sind 

die Reaktionen der Komplexe I und III der mitochondrialen Atmungskette [64ï66]. Ferner 

wird O2
.- auch im ER, im Peroxisom, im Zellkern sowie durch enzymatische Reaktionen der 

NADPH-Oxidasen (NOX), Xanthindehydrogenase (XDH) oder der entkoppelten 

endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) gebildet [67ï69] (Abbildung 1-4).  

Aus enzymatischer Sicht katalysieren Superoxiddismutasen (SOD) O2
.- zu H2O2, welches 

nachfolgend von der Katalase (CAT), den GPx oder PRDX in H2O konvertiert oder durch 

die Fenton-Reaktion zum .OH reduziert wird [63,70]. Die durch die enzymatischen 

Aktivitäten von GPx und PRDX oxidierten Reduktionsmittel GSSG und Trxox werden unter 

Verbrauch von NADPH/H+ durch die Glutathionreduktase (GR) bzw. TXNRD regeneriert 

(Abbildung 1-4). Veränderungen im GSH/ GSSG-Verhältnis sind folglich mit einer 

wesentlichen Feinjustierung der Signaltransduktion gekoppelt [71]. Neben GSH können 

ROS durch weitere kleine anti-oxidativ wirkende Moleküle wie Vitamin A und C sowie 

Harnsäure direkt ROS abgefangen werden [72].  
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Abbildung 1-4: Entstehung und Abbau von ROS. 

Im Organismus wird das O2
.- sowohl in Zellorganellen als auch enzymatisch produziert, durch die 

Superoxiddismutasen (SOD) zu H2O2 umgewandelt und anschließend durch Glutathionperoxidasen 

(GPx), Katalase (CAT) und Peroxiredoxinen (PRDX) zu H2O und O2 konvertiert. Das durch die GPx 

abhängige Reaktion oxidierte Glutathion (GSSG) wird unter NADPH-Verbrauch durch die 

Glutathionreduktase (GR) reduziert und durch die Reaktion der PRDX oxidiertes Thioredoxin (TRXox) 

wird unter NADPH-Verbrauch von den Thioredoxinreduktasen (TXNRD) reduziert. ER, 

Endoplasmatisches Retikulum; entk eNOS, entkoppelte endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase; 

Mito, Mitochondrium; N, Nukleus; NOX, NADPH-Oxidasen; Perox, Peroxisom; XDH, 

Xanthindehydrogenase. Modifiziert nach [67]. 

Im anti-oxidativen System stellen sowohl die GPx als auch die TXNRD Selenoproteine dar, 

welche ein Sec im katalytischen Zentrum tragen. Die Selenyl-Gruppe (-SeH) des Sec 

besitzt im Vergleich zur Sulfhydryl-Gruppe (-SH) von Cys eine höhere Reaktivität [73]. Dies 

könnte durch die Unterschiede hinsichtlich der pKa-Werte von Sec mit 5,2 und Cys mit 8,3 

erklärt werden, wodurch Sec unter physiologischem pH-Bedingungen (ca. pH 7,0) als 

Selenolat (-Se-) existiert während die Sulfhydryl-Gruppe unverändert bleibt. Die Selenyl-

Gruppe ist somit sensitiver gegenüber Oxidation als die Sulfhydryl-Gruppe [19] und es wird 

postuliert, dass Se an Stelle von Schwefel aufgrund seiner um mehrere Größenordnungen 

schnelleren Kinetik in Redoxprozessen bevorzugt wird [74]. Se ist sowohl ein gutes 

Elektrophil als auch Nukleophil. Durch diese Eigenschaft kann Se leicht zwischen einem 

reduzierten und oxidierten Status wechseln ohne dabei permanent oxidiert zu sein, was mit 

einer Inaktivierung der Selenoproteinfunktion einherginge [75]. Diese Resistenz gegenüber 

Inaktivierung von Selenoenzymen durch Oxidation im Gegensatz zu Cys-Enzymen wird 

auch als das ĂSelen Paradoxñ bezeichnet [76]. 
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1.3.2 Oxidative post-translationale Modifikationen und die Beeinflussung von 

Proteinfunktionen 

Unter physiologischen Bedingungen sind ROS an Prozessen wie der Zellproliferation, -

migration und ïdifferenzierung sowie der Kontrolle der Zell- und Gewebehomöostase 

beteiligt [68,72]. Kommt es zu einer übermäßigen Produktion von ROS, welches das anti-

oxidative zelluläre Abwehrsystem nicht kompensieren kann, entsteht oxidativer Stress. 

Dieser resultiert in einer direkten oder indirekten ROS-vermittelten Schädigung von Lipiden, 

Proteinen sowie der DNA und wurde mit verschiedenen pathologischen Veränderungen wie 

Krebsentstehung, neurologischer Degeneration, Atherosklerose, Diabetes und dem Altern 

in Verbindung gebracht [77ï80]. Jedoch wird derzeit auch die Rolle von ROS, im speziellen 

von H2O2 als Mediatoren der intrazellulären Signaltransduktion und somit der Regulation 

verschiedener physiologischer bzw. biologischer Prozesse in den Fokus genommen 

[63,66].  

Die spezifischen Effekte des Redox-Signalings werden maßgeblich über kovalente 

Modifikationen von Cys-Seitenketten redox-sensitiver Proteine vermittelt. Diese oxidativen 

post-translationalen Modifikationen (oxPTM) der Cys stellen einen wichtigen Mechanismus 

dar, der Einfluss auf Struktur als auch Funktion eines Proteins haben kann [81]. Die 

einzigartigen Eigenschaften der Cys ermöglichen die Bildung unterschiedlicher oxPTMs 

(Abbildung 1-5) mit verschiedenen regulatorischen Effekten [82].  

Durch Reaktion mit H2O2 erfolgt eine Oxidierung reaktiver Cys-Seitenketten zur Sulfensäure 

(SO-), welche instabil ist und weiter zur Sulfinsäure (SO2
-) oxidiert. Unter höheren oxidativen 

Stress-Bedingungen wird die irreversible oxPTM Sulfonsäure (SO3
-) generiert [66]. SO2

- galt 

ebenfalls als irreversible oxPTM an Cys, allerdings konnte eine Reduktion der SO2
- an 

PRDX durch Sulfiredoxin (SRX) gezeigt werden [83ï85]. Reaktionen mit weiteren freien 

Thiolen führen sowohl ausgehend vom Thiolatanion als auch der SO- zur Ausbildung inter- 

bzw. intramolekularer Disulfidbrücken, die in der Proteinfaltung als auch 

Proteinkomplexbildung involviert sind. Zusätzlich können Disulfidbrücken dynamisch sein, 

was die Struktur und Funktion eines Proteins beeinflussen kann [81,86]. Das Thiolatanion 

kann durch Reaktion mit S-Nitrosoglutathion (GSNO) und mit oxidierten Glutathion (GSSG) 

glutathionyliert werden. Die Aktivitäten von Thioredoxin (TRX) und Glutaredoxin (GRX) 

ermöglichen die Reduktion reversibler oxPTMs [70]. Insgesamt wurden bisher 18 

verschiedene biologisch auftretende Cys-Modifikationen beschrieben wodurch die 

Bedeutung von oxPTMs innerhalb der Zelle verdeutlicht wird [87]. 
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Abbildung 1-5: Oxidative post-translationale Modifikationen (oxPTMs) an Cysteinen. 

Redox-sensitive Cys-Reste existieren unter physiologischen Bedingungen als Thiolatanion, welches 

leicht von H2O2 zu Sulfensäure (SO-) oxidiert wird. Hohe H2O2 Konzentrationen führen zur weiteren 

Oxidation der SO- zu Sulfin- (SO2
-) und Sulfonsäure (SO3

-). Während letztere irreversibel ist, kann 

eine SO2
-  speziell an Peroxiredoxinen (PRDX) durch Sulfiredoxin (SRX) zurück zur SO- konvertiert 

werden. Weitere kleine Moleküle führen zu reversiblen Modifikationen wie zu S-Nitrosothiolen oder 

glutathionylierten Thiolen. Sowohl das Thiolatanion als auch die SO- bilden mit einem weiteren Thiol 

inter- oder intramolekulare Disulfidbrücken. Durch die enzymatische Aktivität von Thioredoxin (TRX) 

und Glutaredoxin (GRX) werden die oxidierten Cys-Reste wieder reduziert. Modifiziert nach 

[66,70,81,88]. 

Für zahlreiche Proteine, inklusive verschiedener Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, 

Kinasen oder Phosphatasen wurden oxPTMs beschrieben, welche deren Funktion 

entweder aktivieren oder auch inaktivieren können (verschiedene Beispiele in 

[66,81,89,90]). Jedoch wird das Redox-Signaling noch häufig ignoriert obwohl 

therapeutische Ansätze etwa in der Tumorbehandlung auch das zelluläre Redox-Signaling 

ansprechen [91]. Ein essentielles Enzym der Glykolyse ist z.B. die Pyruvatkinase M2 

(PKM2), die im Vergleich zu normalem Gewebe viele Tumorzellen erhöht exprimieren. 

Durch eine Oxidation des Cys358 wird die Aktivität der PKM2 und folglich die Glykolyse 

inhibiert. Als Konsequenz wird Glukose in Tumorzellen gesteigert über den Pentose-

Phosphat-Weg abgebaut, wodurch vermehrt Reduktionsäquivalenten (NADPH) gebildet 

werden. Diese sind für das Wiederherstellen des PRDX/ TRX- sowie des GSH-Systems 

notwendig. Somit können Tumorzellen den erhöhten oxidativen Konditionen die sowohl 

intra- als auch extrazellulär in der Tumormikroumgebung durch 

Wachstumsfaktorstimulation, Hypoxie oder mitochondrialer Fehlfunktion verursacht 

werden, entgegenwirken [91ï93].  
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1.3.2.1 Redox-Signalwege im Darm 

Durch den engen Kontakt mit der intestinalen MO-Flora als auch verschiedenen 

Nahrungsbestandteilen ist der GIT anfällig für erhöhten oxidativen Stress [94]. Hierbei kann 

sowohl eine erhöhte als auch zu niedrige Konzentration an ROS die intestinale Proliferation 

behindern [51]. Über die Wnt und Notch-Signalwege sowie durch bone morphogenic 

proteins (BMP) werden die Stammzell-Erneuerung, Zellproliferation, Migration und 

Differenzierung im Darm stark kontrolliert. Insbesondere der Wnt- und Notch-Signalweg 

sind als redox-sensitiv beschrieben, da sie über die Aktivität der NOX moduliert werden 

können [95].  

Das Redox-Signaling im Kolonepithel erfolgt hauptsächlich durch die Funktionen Dual 

oxidase 2 (DUOX2), die H2O2 generiert und NOX1, die aufgrund der erhöhten Expression 

im Kolon auch als Kolon-NOX bezeichnet wird und das Superoxidanion (O2
.-) enzymatisch 

bildet [96]. Über die O2
.- Bildung der NOX1 wird beispielsweise Phosphatase and tensin 

homolog (PTEN), eine dual-spezifische Proteinphosphatase und bekannter Tumor-

Suppressor reguliert. So konnte gezeigt werden, dass ein Fehlen von O2
.- durch einen 

NOX1-KO im Kolongewebe von Mäusen die Oxidierung am Cys124 sowie die 

Phosphorylierung an Ser380 reduziert. Die dadurch erhöhte PTEN-Aktivität führt zu einer 

Inaktivierung des Wnt-Signalweg Effektors Beta-Catenin und hat somit einen Einfluss auf 

die Zellproliferation als auch ïdifferenzierung im murinem Kolongewebe [95]. Ein weiterer 

Tumor-Suppressor mit zehn Cys in der AS-Sequenz und somit vielfältigen möglichen 

oxPTM ist das Cellular tumor antigen p53 (p53), bei dem postuliert wird, dass eine oxPTM 

an Cys-Resten als Schalter der Regulation dient [97]. So könnte der Redoxstatus von 

Cys277 einen Einfluss auf die Bindungskapazität von p53 an entsprechende Regulations-

proteine haben und somit dessen Funktion oder Aktivität diktieren [98]. Eine verminderte 

transkriptionale Aktivität durch Oxidation von p53 führt weiter zu einer Inaktivierung von 

p53-Zielgenen, wie Apoptosis regulator BAX (BAX) oder Apoptosis regulator Bcl-2 (BCL2), 

was zu einer Inhibierung der Apoptose führt und Karzinome induzieren kann [97,99]. PTEN 

und p53 stellen zwei Proteine dar, deren Funktionen im Kolongewebe oder im 

Kolonkarzinom über Redox-Signaling moduliert werden kann. Weitere redox-sensitive 

Proteine im Kolongewebe sind in verschiedenen Übersichtsartikeln aufgeführt ([51,94,97]). 

 

1.3.3 Selen als Modulator der Redox-Regulation 

In Bezug auf den Einfluss von Selen auf Redox-Signalwege muss zwischen den 

Selenoprotein-vermittelten Effekten und den möglichen direkten Effekten der 

aufgenommen Se-Verbindungen unterschieden werden. Selenolate (-Se-) können mit 

molekularem Sauerstoff unter der Bildung von Superoxidanionen (O2
.-) reagieren. Ähnliches 
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wurde für Se-Verbindungen beschrieben, die eine Autoxidation erfahren, wobei ebenfalls 

O2
- und H2O2 gebildet werden [100]. Insbesondere in hohen Konzentrationen wirken 

manche Se-Verbindungen wie z.B. Selenit pro-oxidativ und können folglich Zytotoxizität und 

zelluläre Apoptose induzieren [101]. Dem essentiellen Intermediat der 

Selenoproteinbiosynthese H2Se wird ebenso eine Schlüsselrolle in der von Se vermittelten 

Toxizität zugeschrieben [102], da H2Se durch Reaktion mit O2 sowie freien Thiolen zur 

ROS-Bildung führen kann [103]. Die organische AS Sec liegt frei zwar in sehr geringen 

Konzentrationen zellulär vor, jedoch kann ein geringer Überschuss durch Induzierung von 

oxidativem Stress, Störungen der Proteindegradation sowie ER-Stress toxisch wirken [104]. 

Weiterhin können die organischen Se-Verbindungen SeMet und Sec während der 

Proteintranslation anstelle von Met bzw. Cys eingebaut werden [23,105,106], was auch die 

Entstehung potenziell toxischer Produkte fördert [107]. 

 

1.4 Einfluss von Se bzw. Selenoproteinen auf die menschliche Gesundheit 

1.4.1 Physiologischen Funktionen von Se 

Mit Entdeckung der Essentialität von Se sowie der Selenoproteine stieg das Interesse an 

der bedeutenden Rolle von Se sowohl für die menschliche Gesundheit als auch bei 

Erkrankungen. Se werden hierbei spezifische Funktionen sowie Effekte im menschlichen 

Organismus zugeschrieben (Abbildung 1-6). 

Durch die breite Verteilung im Körper ist Se an vielen physiologischen Prozessen beteiligt 

und der zugrunde liegende Se-Status spielt hierbei eine entscheidende Rolle [69]. Zur 

Bestimmung des Se-Status werden verschiedene Biomarker herangezogen. Zum einen die 

Se-Konzentration im Vollblut oder Serum, in Haaren, Nägeln oder Urin und zum anderen 

die Mengen bzw. Enzymaktivitäten von Selenoproteinen wie SELENOP bzw. GPx im 

Serum, in Erythrozyten sowie in verschiedenen Geweben [108ï110].  

Über die drei Iodothyronin Deiodinasen (DIO) moduliert Se Funktionen der Schilddrüse, das 

Organ mit der höchsten Se-Konzentration [111]. DIO´s sind an der Synthese der aktiven 

Form des Schilddrüsenhormons Trijodthyronin (T3) beteiligt und zusätzlich schützt die 

GPx3 Schilddrüsenzellen vor H2O2-vermittelter Veränderungen [69]. 
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Abbildung 1-6: Die Rolle von Se im menschlichen Organismus. 

Neben Erkrankungen durch Se-Mangelzustände oder einer Se-Toxizität sind verschiedene 

Funktionen sowie Effekte von Se im menschlichen Körper beschrieben oder werden in der Literatur 

kontrovers diskutiert (gekennzeichnet mit (?)). Auf eine mögliche Krebs-präventive bzw. anti-

kanzerogene Wirkung von Se wird im Kapitel 1.4.2 näher eingegangen. 

Ebenfalls in Bezug auf die menschliche Fruchtbarkeit sowie Reproduktion spielt Se eine 

entscheidende Rolle [112]. So ist beispielsweise die GPx4 mit erhöhter Aktivität in den 

Hoden beschrieben und wird mit dem Schutz der DNA vor oxidativen Schäden von sich 

entwickelten Spermazellen in Verbindung gebracht [113]. Des Weiteren wurde ein geringer 

Se-Plasmaspiegel in frühen Schwangerschaftsphasen als verlässliche Variable eines 

geringen Neugeborenen-gewichtes bestätigt [114].  

Abnormale Se-Plasmakonzentrationen in Patienten sind mit gestörten kognitiven 

Fähigkeiten und neuronalen Erkrankungen assoziiert, was eine wichtige Rolle von Se auf 

die Gehirnphysiologie aufgezeigt [115]. Das Immunsystem wird ebenfalls durch Se 

beeinflusst. Eine Se-Supplementierung erhöhte die Proliferationsrate von aktivierten T-

Zellen sowie die Aktivität von Killerzellen [69,116,117]. Des Weiteren können 

Selenoprotein-defiziente T-Zellen aufgrund deren Unfähigkeit ROS abzubauen nach T-Zell-

Rezeptor-Stimulation nicht proliferieren [118]. Die Bedeutung der Selenoproteine bei der 

Entwicklung einer effektiven Immunantwort wird auch deutlich bei Individuen mit einem 

Defekt im Selenocysteine insertion sequence-binding protein 2 (SBP2) Gen, wodurch die 

Selenoproteinsynthese vermindert ist. Diese bisher wenig bekannten Individuen besitzen 

eine verminderte totale Lymphozytenanzahl und zusätzlich ist deren T-Zell-Proliferation, 

nach entsprechender Stimulierung reduziert [119].  
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1.4.2 Einsatz von Se in der Krebsprävention und -therapie 

Neben dem vielseitigen positiven Einfluss von Se auf physiologische Funktionen im 

Organismus war in den letzten Jahren insbesondere die Rolle von Se als krebspräventives 

Mittel von großem Interesse. Epidemiologische Studien der letzten vier Jahrzehnte wiesen 

sowohl auf geringere Krebssterberaten in Regionen mit hohen Boden-Se-Gehalten als auch 

auf eine inverse Korrelation bezüglich des Auftretens verschiedener Krebsarten mit 

Plasma-Se-Konzentrationen in diesen Populationen hin [69,120ï122]. Eine Auswertung der 

NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey) Untersuchung zeigte 

beispielsweise, dass diese inverse Korrelation nur in der Teilnehmergruppe mit Serum-Se-

Konzentration bis 130 µg/l gefunden wurde, während sich in der Gruppe mit Serum-Se-

Konzentrationen über 150 µg/l das Sterberisiko sogar leicht erhöhte [123].  

Neben den Ergebnissen epidemiologischer Studien weisen zusätzlich verschiedene Tier- 

und in vitro- Experimente auf krebshemmende Eigenschaften von Se hin [124ï127], 

wodurch neben den krebspräventiven Effekten auch der Einsatz von Se in der 

Krebstherapie diskutiert wurde. So zeigten Se-Supplementierungen zusätzlich zur 

konventionellen Therapie eine Verbesserung der Effektivität von chemotherapeutischen 

Medikamenten, verminderten Nebenwirkungen und verbesserten den Allgemeinzustand 

der Patienten ohne dabei den Effekt der Krebsbehandlung zu reduzieren [128ï130]. Diese 

Resultate unterstützen die Annahme von Se-vermittelten anti-kanzerogenen Effekten, 

welche sich in verschiedenen randomisierten klinischen Studien zeigte. Jedoch sind deren 

Ergebnisse inkonsistent. In den 1990er Jahren demonstrierte die Nutritional Prevention of 

Cancer (NPC) Studie von Clark et al. eine signifikant reduzierte Inzidenz verschiedener 

Krebsformen inklusive Prostatakrebs und dem Kolorektalen Karzinom (KRK), nach einer 

Se-Supplementation von 200 µg Se-angereicherter Hefe und einem Beobachtungszeitraum 

von 4,5 Jahren im Vergleich zur Kontrollgruppe [131]. Jedoch zeigte nachfolgend die 

SELECT (Selenium and Vitamin E Cancer Prevention Trial)-Studie mit einer großen 

Kohorte aus gesunden Männern, dass weder eine Se-Supplementierung mit 200 µg SeMet 

(Haupt-Se-Form von Se-angereicherter Hefe) noch mit Vitamin E einen präventiven Effekt 

hinsichtlich Prostatakrebs hatte, weshalb die SELECT-Studie vorzeitig beendet wurde. 

Zusätzlich zeigte sich eine nicht-signifikante Erhöhung der Diabetes Typ 2 Inzidenz bei den 

SeMet-supplementierten Patienten der SELECT-Studie [132,133]. 

Bei Betrachtung der basalen Plasma-Se-Konzentrationen zeigten sich in der NPC Studie 

die eindeutigsten anti-kanzerogenen Effekte der Se-Supplementierung bei Teilnehmern mit 

weniger als 106 µg Se/l im Plasma, während in der SELECT-Studie insbesondere die 

Teilnehmer mit anfänglichen Plasma-Se-Konzentrationen von über 120 µg/l nicht von einer 

Se-Supplementierung bezüglich eines krebspräventiven Effektes profitierten [133]. Dies 
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verdeutlicht die Abhängigkeit der Effekte einer Se-Supplementierung von dem basalen Se-

Status der Patienten und weist auf eine U-Verteilung hinsichtlich Se-Status und der 

Prävention vor Krebserkrankungen hin (Abbildung 1-7) [134,135].  

                          

Abbildung 1-7: U-Verteilung zwischen Se-Status und Krebsrisiko. 

Ergebnisse verschiedener klinischen Studien weisen auf einen U-förmigen Zusammenhang 

hinsichtlich Se-Aufnahme bzw. ïStatus und des Risikos an Krebs zu erkranken hin. Es gibt einen 

engen optimalen Bereich, wohingegen zu hohe als auch zu niedrige Se-Konzentrationen bereits 

einen Krebsrisiko-erhöhenden Effekt aufzeigen. Modifiziert nach [136]. 

 

1.4.3 GPx2 und Tumorerkrankungen im Kolon 

Wie zuvor erwähnt, wird der GPx2 eine Rolle bei der Zellproliferation zugeschrieben (siehe 

Kapitel 1.2.2). In diesem Zusammenhang steht auch eine erhöhte Expression der GPx2 in 

Tumoren im Vergleich zum normalen Gewebe, die z.B. für kolorektale Adenome [137], 

kolorektale Karzinome (KRK) [138] sowie für gut bzw. mäßig differenzierte Kolontumore 

[52,139] aufgezeigt wurde. Zusätzlich konnte eine erhöhte GPx2 Expression in Tumoren 

epithelialen Ursprungs gefunden werden. Dazu gehören Plattenepithel-karzinome der Haut 

[140,141], Adenokarzinome der Lunge [142] sowie invasive Mammakarzinome [143].  

Die zugrundeliegende Funktion der GPx2 in der intestinalen Tumorentwicklung wurde 

sowohl in vitro als auch in vivo näher untersucht. Ein GPx2-knock down in der humanen 

Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wies darin sowohl auf eine anti- als auch eine pro-

kanzerogene Rolle der GPx2 hin. Zum einen bildeten GPx2-knock down-Zellen im Test für 

die Fähigkeit zum verankerungsunabhängigen Wachstum (Softagar-Test) weniger 

Kolonien aus sowie nach Injektion in Nacktmäuse kleinere Tumore im Vergleich zur 

Kontrolle. Jedoch zeigte sich zum anderen sowohl eine erhöhte Migrationsfähigkeit als auch 

Invasivität dieser Zellen in vitro [144]. Mausmodelle zeigten weiter auf, dass ein GPx2-KO 
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mit einer erhöhten Apoptoserate im Kryptengrund des intestinalen Epithels korrelierte [58] 

sowie, dass diese Mäuse anfälliger für UV-Licht induzierte Hautkarzinome [140] als auch 

Entzündungen der Atemwege sind [145]. Diese Ergebnisse weisen neben anti-

kanzerogenen auch auf anti-inflammatorische Funktionen der GPx2 hin. So entwickelten in 

einem Modell der Colitis-assoziierten Kolonkanzerogenese (Azoxymethan (AOM)/ 

Dextrannatriumsulfat (DSS)) GPx2-KO Mäuse eine schwerere DSS-induzierte Colitis sowie 

mehr Tumore durch AOM-Gabe als die WT-Mäuse [127]. Insgesamt weisen diese Studien 

auf eine Rolle der GPx2 in der kolorektalen Tumorentwicklung hin. 

 

1.5 2D-Gelelektrophorese zur Untersuchung des Proteoms  

Die zweidimensionale (2D) Gelelektrophorese (2DE) stellt eine der ältesten und 

ausgesprochen nützliche Methode zur Separation von Proteinen aus komplexen 

biologischen Proben dar [146]. Die Technik nutzt die Möglichkeit, Proteine basierend auf 

deren physiochemischen Eigenschaften, wie dem isoelektrischen Punkt (pI) und dem 

Molekulargewicht zu trennen und erlaubt die relative Proteinquantifizierung zwischen 

verschiedenen Proben. 

Ein wichtiger Fortschritt war die Entwicklung der Differenz-Gelelektrophorese (DIGE) 

[147,148], mit Verwendung von fluoreszierenden Farbstoffen zur Protein-markierung. Dies 

ermöglicht die Auftrennung von bis zu drei Proteinproben auf einem 2D-Gel. Die 

Fluoreszenzmarkierung erfolgt vor der 2DE und differentiell regulierte Proteine werden 

nachfolgend mittels Massenspektrometrie identifiziert (Abbildung 1-8).  

                     

Abbildung 1-8: Ablauf der 2D-DIGE. 

Dargestellt sind die Schritte i) bis ix), die bei allen 2D-DIGE Experimenten durchlaufen werden. Die 

einzelnen experimentellen Schritte werden im Kapitel 3.4.5 beschrieben. 

Neben Gesamt-Protein Proben ist es möglich sowohl subzelluläre Proteinfraktionen als 

auch Proteinkomplexe mittels 2D-DIGE aufzutrennen [149]. Die Einführung der 2D-DIGE 
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führte zu einem erhöhten Durchsatz, einer einfacheren Anwendung sowie erhöhte die 

Reproduzierbarkeit, eliminierte Gel-zu-Gel Variationen und erlaubte eine akkuratere 

Quantifizierung von Unterschieden in der Proteinmenge verschiedener Proben [147].  

 

1.5.1 Gel-basierte Proteom-Untersuchungen nach Se-Supplementierung 

Zur Analyse des Selenoproteoms von verschiedenen Geweben bzw. Zelllinien wurden 

diese mit dem radioaktiven Isotop 75Se markiert, mittels 1D- oder 2DE aufgetrennt und 

autoradiografisch detektiert. Dadurch wurde spezifisch die Regulation einzelner Seleno-

proteine oder die Identifizierung neuer Selenoproteine ermöglicht [150ï153]. Erste Studien 

zu Effekten einer Se-Supplementierung auf die Proteinmenge von Nicht-Selenoproteinen 

wurden zur näheren Aufklärung von Kardiomyopathien (z.B. Keshan-Krankheit) 

durchgeführt, die mit einem Se-Mangel in Verbindung stehen [154,155]. In Versuchen mit 

Ratten wurden beispielsweise Proteine des myokardialen Energiemetabolismus sowie des 

kontraktilen Apparates des Herzmuskels im Se-Mangel im Vergleich zur adäquat 

versorgten Gruppe (Selenit) detektiert [154]. Da unter supranutritiven Dosen die 

Selenoproteinmenge ein Plateau erreicht, kamen u.a. zur Identifizierung möglicher 

Selenoprotein-unabhängiger Biomarker für den Se-Status 2DE-Experimente zum Einsatz 

[156,157]. In Rattenplasma konnte eine erhöhte Menge von Apolipoprotein E sowie 

Transthyretin nach Gabe der chemoprotektiven Se-Verbindung Selenomethylselenocystein 

(SeMSeCys) im Vergleich zu einer Selenat-Supplementierung detektiert werden, woraufhin 

diese Proteine als mögliche Biomarker eines bioaktiven Se-Status nach SeMSeCys-

Supplementierung benannt wurden [158]. Schließlich wurde die Technik der 2DE auch in 

in vitro-Experimenten eingesetzt, um die Veränderung des Proteoms von Caco-2-Zellen 

nach Behandlung mit Se-Verbindungen oder Se-Nanopartikeln [159], anti-kanzerogene 

Effekte von Se auf Proteinebene in HeLa-Zellen [160] und Prostatakarzinom Zelllinien (PC-

3, LNCaP) sowie die Wechselwirkung von Se und Seneszenz in WI-38 Fibroblasten [161] 

zu untersuchen.  
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2 ZIELSTELLUNG 

Das Spurenelement Se wird hinsichtlich seiner präventiven Eigenschaften bei 

menschlichen Erkrankungen kontrovers diskutiert. In bisher durchgeführten Studien wurde 

zum einen meist nur der biologische Effekt einer Se-Verbindung untersucht und zum 

anderen wurden unterschiedliche Konzentrationen eingesetzt. Weiter spielen Se sowie 

Selenoproteine eine entscheidende Rolle in der zellulären Redox-Homöostase, 

insbesondere werden der GPx2 spezielle Funktionen sowohl in der Zellproliferation als 

auch der Kanzerogenese im Kolon zugeschrieben. Aus diesem Grund sollten in der 

vorliegenden Dissertation folgende Fragestellungen untersucht werden: 

I. Zeigen die drei Se-Verbindungen Selenit, Selenat und SeMet einen unterschiedlichen 

Einfluss auf das Proteom im murinen Kolongewebe im Vergleich zum Se-Mangel? 

a. Welche Se-Konzentration hat einen besonderen Effekt? Eine Se-adäquate (ad; 

150 µg Se/ kg Diät) Supplementierung oder eine Se-Überversorgung (ho; 750 

µg Se/ kg Diät)? 

b. Können differentiell exprimierte Proteine in funktionelle Gruppen klassifiziert 

werden? 

c. Inwieweit lassen sich differentiell exprimierte Proteine im murinen Kolongewebe 

als auch in humanen Kolonkarzinom-Zelllinien validieren? 

II. Wird der Redoxstatus von Proteinen im murinen Kolongewebe signifikant durch die Se-

Verbindungen Selenit, Selenat und SeMet im Vergleich zu einem Se-Mangel 

beeinflusst? 

a. Welche Se-Konzentration hat einen besonderen Effekt auf den Redoxstatus? 

Ein Se-adäquate (150 µg Se/kg Diät) Supplementierung oder eine Se-

Überversorgung (750 µg Se/ kg Diät)? 

b. Werden bestimmte funktionelle Gruppen an Proteinen durch die Se-

Verbindungen redox-modifiziert? 

c. Können entsprechende Ergebnisse validiert werden? 

III. Welchen Einfluss zeigt ein GPx2-KO im Vergleich zum Wild-Typ (WT) auf das Proteom 

im murinen Kolongewebe? 

a. Zeigt eine adäquate Selenit-Supplementierung bzw. ein Se-Mangel einen 

zusätzlichen Einfluss? 

b. Können differentiell exprimierte Proteine in funktionelle Gruppen klassifiziert 

werden? 

c. Inwieweit lassen sich differentiell exprimierte Proteine im murinen Kolongewebe 

validieren? 

Zur Beantwortung dieser Fragen soll ein erster Fütterungsversuch mit C57BL/6j Mäusen 

mit Supplementierung der Se-Verbindungen Selenit, Selenat und SeMet in je 2 

Konzentrationen (adäquat (ad), 150 µg Se/ kg Diät; hoch (ho), 750 µg Se/ kg Diät) im 

Vergleich zu einem Se-Mangel durchgeführt werden. Als Methode zur Untersuchung des 

murinen Kolonproteoms soll die 2D-DIGE zum Einsatz kommen und zur Überprüfung des 
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Einflusses der Se-Verbindungen auf den Redoxstatus von Kolonproteinen soll eine neue 

Variante der Redox-DIGE Anwendung finden. Neue Se-regulierte bzw. durch Se redox-

modifizierte Proteine sollten nachfolgend hinsichtlich ihrer biologischen Funktionen 

gruppiert und mit entsprechenden Methoden wie qPCR und Immuno-Blot sowie der Einfluss 

von Se auf ausgewählte Proteine auch in humanen Kolonkarzinom-Zelllinien validiert 

werden.  

Ein zweiter Fütterungsversuch mit GPx2-KO und entsprechenden WT Mäusen soll 

zusätzlich den Einfluss des GPx2-KO´s und/ oder einer Selenit-Supplementation auf das 

Proteom des murinen Kolongewebes untersuchen. Mögliche Veränderungen des 

Kolonproteoms sollten dafür ebenfalls mittels 2D-DIGE detektiert werden um dadurch das 

Verständnis der GPx-2-Funktionen zu erweitern. 
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Verwendete Chemikalien und Geräte im Überblick 

Tabelle 3-1: Übersicht über die verwendeten Chemikalien. 

Chemikalie Hersteller 

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-
1-propansulfonat (CHAPS) 

AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

3-(benzyldimethylammonio)-1-
propanesulfonate (NDSB)-256 

Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 

5,5ǋ-Dithiobis-2-nitrobenzoesäure (DTNB) 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen bei München, Deutschland 

Ŭ-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (HCCA) 
Bruker Daltonics Inc., Bremen, 
Deutschland 

ɓ-Mercaptoethanol AppliChem GmbH 

Aceton Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Acetonitril (ACN) AppliChem GmbH 

Acrylamid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Acrylamid/Bis Lösung, 37,5:1 
SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

Agarose 
BioLine GmbH, Luckenwalde, 
Deutschland 

Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt 
SERVA Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

Ammoniumbicarbonat AppliChem GmbH 

Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH 

Ammoniumsulfat AppliChem GmbH 

Ampuwa Wasser 
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg, 
Deutschland 

Bromphenolblau AppliChem GmbH 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

CHAPS AppliChem GmbH 

Chloroform 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Coomassie-Brillant-Blau G-250 AppliChem GmbH 

Dinatriumhydrogenphosphat AppliChem GmbH 

Dithiothreitol (DTT) AppliChem GmbH 

DMEM Zellkulturmedium 
Gibco® by life Technologies, Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 
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Chemikalie Hersteller 

Ethanol, absolut Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Glutathion Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Glutathionreduktase Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Guanidinthiocyanat AppliChem GmbH 

Glycerin, wasserfrei AppliChem GmbH 

Glycin AppliChem GmbH 

Harnstoff AppliChem GmbH 

Immobiline DryStrip Cover fliud GE Healthcare, Buckinghamshire, UK 

Immobiline DryStrip pH 3-10 NL,18 cm GE Healthcare 

Jodacetamid AppliChem GmbH 

Isoamylalkohol Carl Roth GmbH + Co. KG 

Kaliumchlorid AppliChem GmbH 

Kaliumhydrogenphosphat AppliChem GmbH 

L-Glutamin Lonza Group AG, Basel, Schweiz 

LMW SDS-PAGE Marker Kit GE Healthcare 

Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG 

Natriumhydrogencarbonat AppliChem GmbH 

Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
(NADPH) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumazid (NaN3) AppliChem GmbH 

Natriumacetat AppliChem GmbH 

Natriumchlorid AppliChem GmbH 

Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem GmbH 

Natriumselenat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumselenit Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumthiosulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

N-Lauryl-Sarcosin Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ortho-Phosphorsäure Merk KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Pharmalytes pH 3-10 GE Healthcare 

Penizillin/Streptomyzin Mix 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich 

Peptide Calibration Standard II 
Bruker Daltonics Inc., Bremen, 
Deutschland 

Phenol-Lösung (gesättigt) Carl Roth GmbH + Co. KG 

protease inhibitor cocktail II 
Calbiochem, Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 
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Chemikalie Hersteller 

Proteinmarker 
(Fermentas) Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

RPMI Zellkulturmedium Gibco® by life Technologies 

Salzsäure, 32% Carl Roth GmbH + Co. KG 

Selenomethionin Calbiochem, Merck Millipore 

Magermilch BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem GmbH 

Thioharnstoff Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trifluoressigsäure AppliChem GmbH 

Tri-Natriumcitrat Carl Roth GmbH + Co. KG 

Tris-aminomethan (TRIS) AppliChem GmbH 

Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trypsin Promega GmbH, Mannheim, Deutschland 

Trypsin/EDTA-Lösung (10x) PAA Laboratories GmbH 

Tween 20 AppliChem GmbH 

 

Tabelle 3-2: Übersicht über die verwendeten Geräte. 

Gerät Hersteller 

1D-Laufkammer Mini-PROTEAN 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

2D-Laufkammer PROTEAN Plus Dodeca 
Cell 

Bio-Rad Laboratories GmbH 

Spot picker GelPal (semimanuell) Genetix, München, Deutschland 

Spot Hunter 
Herolab GmbH Laborgeräte, Wiesloch, 
Deutschland 

Cup loading strip holder GE Healthcare 

DigestPro MSi 
INTAVIS Bioanalytical Instruments AG, 
Köln, Deutschland 

Fluoreszenz Scanner (FLA 5000) Fujifilm, Düsseldorf, Deutschland 

Western Blot Kamera; Fuji-Film LAS-3000 
Imager 

Fujifilm, Sheffield, Großbritannien 

Doppelplattformscanner SERVA Electrophoresis GmbH 

Gießkammer für 2D-Gele, Hoefer DALT 
multiple Gel Caster 

GE Healthcare 

CO2-Inkubator (Zellkultur) Thermo Fischer Scientific 

Isoelektrische Fokussierungseinheit Ettan 
IPGphor 

GE Healthcare 

Kühlzentrifuge 
Thermo Fischer Scientific, Waltham, 
USA 

Mikroplatten-Messstation (Infinite M200 
PRO) 

Tecan Group Ltd., Männedorf, Schweiz 
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Gerät Hersteller 

Luminometer (Microlumat Plus CB 96V) 
Berthold Technologies GmbH & Co.KG, 
Bad Wildbad, Deutschland 

qPCR-Cycler (Rotorgene-Q) QIAGEN, Hilden, Germany 

SONOPLUS Ultraschall Homogenisator 
HD2070 

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, 
Berlin, Deutschland 

Spektralphotometer Ultrospec 3300 pro (Amersham Biosciences) GE Healthcare 

Taumelschüttler (BlueShake 3D) SERVA Electrophoresis GmbH 

Stromgeber SERVA Electrophoresis GmbH 

Tischzentrifuge 
Heraeus Holding GmbH, Hanau, 
Deutschland 

TissueLyser QIAGEN, Hilden, Deutschland 

Trans-Blot® transfer cell, Western Blot Bio-Rad Laboratories GmbH 

ultrafleXtremeTM Massenspektrometer Bruker Daltonics Inc. 

Zellkultursterilbank 
Hereaus Sepatech GmbH, Osterode, 
Deutschland 

 

Verwendete Plastikverbrauchswaren wurden von Sarstedt (Sarstedt AG & Co. KG, 

Nümbrecht, Deutschland) oder Greiner Bio-One (Greiner Bio-One GmbH, Solingen, 

Deutschland) bezogen. 

 

3.2 Fütterungsversuche mit Mäusen 

3.2.1 20-wöchiger Versuch mit C57BL/6j Mäusen 

Vier Wochen alte männliche C57BL/6j Mäuse erworben von Harlan Laboratories (Horst, 

Niederlande) wurden unter konventionellen Bedingungen gehalten (Raumtemperatur (RT), 

12 h Tag-/ Nachtrhythmus) und erhielten freien Zugang zu den entsprechenden Diäten 

(Tabelle 3-3) und autoklaviertem Trinkwasser.  

Die Fütterungsversuche waren durch das Ethikkomitee der Martin-Luther-Universität Halle-

Wittenberg (42505-2-1187MLU) genehmigt. Die Mäuse wurden randomisiert in sieben 

Gruppen mit je acht Individuen eingeteilt und erhielten Diäten mit entweder adäquaten (ad, 

150 µg Se /kg Diät) oder supra-nutritiven (ho, 750 µg Se /kg Diät) Se-Konzentrationen in 

Form von Natriumselenit, Natriumselenat und Selenomethionin (SeMet). Die 

Kontrollgruppe erhielt eine Selen-arme Basisdiät. Die Zusammensetzung der Diät 

entspricht mit Ausnahme der Se-Konzentration den Empfehlungen des American Institute 

of Nutrition für wachsende Mäuse (AIN-93G [162]) und basierte auf Torula-Hefe und Se-

armen Weizen (Tabelle 3-3). Der Se-gehalt der Diäten wurde bestätigt durch eine 

massenspektrometrische Analyse mit induktiv gekoppeltem Plasma (inductively coupled 

plasma mass spectrometry, ICP-MS) [163]. 
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Tabelle 3-3: Zusammensetzung der Versuchsdiäten. 

Bestandteil g/ kg Diät 

Torula-Hefe (Attisholz, Solothurn, Schweiz) 300 

Se-armer Weizen (Vogelsbergregion in Hessen, Deutschland) 100 

Zellulose BWW 40 (Rettenmaier, Rosenberg, Germany) 50 

Glukose (Sigma-Aldrich Chemie) 50 

Saccharose (Südzucker, Mannheim, Deutschland) 50 

Sojabohnen Öl (Hessen) 50 

DL-Methionin (Degussa, Düsseldorf, Deutschland)1 3 

L-Tryptophan (Sigma-Aldrich Chemie)1 0,5 

Mineralien-Vormischung (alle Salze von Sigma-Aldrich Chemie)² 30 

Vitamin-Vormischung (alle Vitamine von Roche, Basel, Schweiz)1 30 

Maisstärke (Roquette, Lestrem, Frankreich) 336,5 

Se-Vormischung3 0 

Summe 1000 

1 Zugesetzt entsprechend der Empfehlung des AIN-93G. ² Zugesetzt entsprechend der Empfehlung 
des AIN-93G mit Se als Ausnahme. 3 Für die Se-supplementierten Diäten wurden 25 g bzw. 125 g 
Maisstärke durch einen gleichen Anteil an Se-Vormischung ersetzt, welche auf Maisstärke basierte 
aber 6 mg Se /kg Diät als Natriumselenit, Natriumselenat und SeMet enthielt. 

 

3.2.2 8-wöchiger Versuch mit GPx2 knockout (KO) Mäusen 

Vor Versuchsbeginn wurden C57BL/6j (Wildtyp, WT) Mäuse und GPx2 KO Mäuse, welche 

als C57BL/6j;129SV/J Hybrid generiert wurden, auf den C57BL/6j Stamm zurückgekreuzt 

[164]. Entsprechende Versuchstiere wurden randomisiert in vier Gruppen mit je neun 

Individuen aufgeteilt und erhielten entweder eine Se-supplementierte Diät (150µg Selenit/ 

kg Diät) oder eine Se-Mangel-Diät basierend auf der Zusammensetzung in Tabelle 3-3. Der 

Fütterungsversuch wurde unter spezifisch pathogen-freien (SBF) Konditionen mit einem 12 

h Tag-/ Nachtrhythmus durchgeführt, wobei die Mäuse freien Zugang zu Futter und 

Trinkwasser hatten. Dieser Versuch war sowohl durch das Tierschutzkomitee des 

Deutschen Instituts für Ernährungsforschung Potsdam-Rehbrücke (DIfE) als auch durch die 

örtlichen Behörden (Landesamt für Umwelt, Gesundheit und Verbraucherschutz, 

Brandenburg, Deutschland) genehmigt worden. Nach acht Wochen wurden die Mäuse 

unter CO2-Anästhesie enthauptet und das Kolongewebe entnommen. Dieses wurde sofort 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80 °C für nachfolgende 

Analysen gelagert. 
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3.3 Molekularbiologische Methoden 

3.3.1 Isolierung von RNA 

Die RNA wurde unter der Verwendung der Methode von Chomczynski und Sacchi [165] 

aus den Kolongeweben extrahiert. Zu Beginn wurden dafür ca. 40 mg Gewebe abgewogen 

und mit 600 µl Homogenisierungspuffer versetzt. 

Homogenisierungspuffer: 4 M Guanidinthiocyanat, 25 mM Tri-Natriumcitrat (pH 7.0), 0,5 

% (w/v) N-Lauryl-Sarcosin, 0,1 M ɓ-Mercapto-ethanol 

    

Nach anschließender Homogenisierung mittels TissueLyser erfolgte eine Zugabe von 60 µl 

2 M Natriumacetat mit nachfolgender Durchmischung durch Inversion. Nach Zugabe von 

600 µl gesättigter Phenol-Lösung und Durchmischung mittels Inversion wurden 225 µl eines 

Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (50:1) hinzu pipettiert, das Reaktionsgefäß 

verschlossen, 1 Min bei maximaler Leistung auf einem Durchmischer homogenisiert und 15 

Min auf Eis inkubiert. Nach wiederholtem Durchmischen wurden die Proben zentrifugiert 

(2°C, 20 Min, 13000 rpm) wonach drei unterschiedliche Phasen zu erkennen waren. 600 µl 

der oberen Phase, welches die wässrige Guanidinthiocyant-Phase mit gelöster RNA 

darstellte wurden abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die RNA wurde 

mit 600 µl Isopropanol (-20°C) für mindestens 1 h bei -20°C gefällt. Es folgte die erste 

Präzipitation der RNA durch zentrifugieren (2°C, 20 Min, 13000 rpm) wonach der Überstand 

verworfen, das entstandene RNA-Pellet mit 200 µl Homogenisierungspuffer gelöst und 

nach Zugabe von 200 µl Isopropanol mindestens 30 Min bei -20°C inkubiert wurde. Nach 

dieser zweiten Fällung wurden die Proben zentrifugiert (2°C, 10 Min, 13000 rpm) und 

folgend zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Das nach abschließender Zentrifugation 

(2°C, 5 Min, 13000 rpm) entstandene RNA-Pellet wurde 10 bis 15 Min bei RT getrocknet 

und in einem entsprechenden Volumen an Nuklease-freiem Wasser gelöst (60°C, 10 Min, 

900 rpm). Anschließend wurde die RNA-Konzentration an einer Mikroplatten-Messstation 

vermessen.  

 

3.3.2 DNA-Verdau und cDNA Synthese 

Vor dem Umschreiben der RNA in die komplementäre cDNA (engl. complementary 

desoxyribonucleic acid, cDNA) wurde ein Verdau noch vorhandener DNA durchgeführt, da 

diese nachfolgende qPCR-Reaktionen (siehe 3.3.3) stören könnte. Der Ansatz für diesen 

Verdau setzte sich wie folgt zusammen: 
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 RNA    1 µg      

 10x Reaktionspuffer  1 µl      

 DNAse I, RNAse-frei  1 µl (1U) (Thermo-Scientific)   

 Nuklease-freies Wasser auf 10 µl 

 

Dieser Ansatz wurde für 30 Min bei 37°C inkubiert. Folgend wurde zur Inaktivierung 

vorhandener Nukleasen je 1 µl einer 50 mM EDTA Lösung hinzugegeben und für 10 Min 

bei 65 °C inkubiert. Nach der RNA-Konzentrationsbestimmung wurden 500-1000 ng RNA 

während der reversen Transkription in cDNA unter Verwendung einer reversen 

Transkriptase (RT) umgeschrieben (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo 

Scientific). Zu Beginn wurde der eingesetzten Menge an RNA (in 11 µl) 1 µl Oliga (dT)18 

Primer hinzugefügt und für 5 Min bei 65°C inkubiert. Nach Hinzufügen von 8 µl des Master 

Mixes wurden die Proben 60 Min bei 42°C und folgend 5 Min bei 70°C inkubiert. Die cDNA 

wurde kurzzeitig bei 4°C oder bei -20°C gelagert. 

Master Mix: 

 5x Reaktionspuffer    4 µl    

 Ribolock RNAse Inhibitor (20 U/ µl)  1 µl    

 10 mM dNTP Mix    2 µl   

 RevertAid RT (200 U/ µl)   1 µl     

 

3.3.3 Real-time Polymerasekettenreaktion (qPCR) 

Bei der Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) werden in vitro 

gezielt Genabschnitte durch eine DNA-Polymerase vervielfältigt [166]. Als Startpunkte 

benötigt die DNA-Polymerase Primer, welche einzelsträngige DNA-Moleküle darstellen und 

komplementär zu den Enden einer definierten DNA-Sequenz sind. Die verwendeten Primer-

Sequenzen wurden mit Primer-BLAST [167] erstellt, und sind in Tabelle 3-4 aufgelistet. Alle 

Oligonukleotide wurden von der Firma Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) hergestellt, 

sequenziert und anschließend in Nuklease-freiem Wasser gelöst sowie bei ï20°C gelagert. 

Um die Vervielfältigung (Amplifikation) des Genabschnittes in Echtzeit (engl. real time) zu 

verfolgen, wird ein in die DNA interkalierender Farbstoff (SYBR®Green) hinzugefügt. Die 

Fluoreszenzintensität dieses Farbstoffes korreliert hierbei positiv mit der 

Amplifikationsmenge des PCR-Produktes. 
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Tabelle 3-4: Verwendete Primerpaare für die qPCR-Experimente. 

Genname mRNA Ref-Seq Sequenz (5´>3´) 
Produkt-

größe (bp) 

mus musculus    

Abhd14b NM_029631.3 
vor GCACATTTCCAGGCACATCAC 

395 
rück CACGAGGAAGGGCAGTGAAT 

Anxa2 NM_007585.3 
vor CCCCAAGTGGATCAGCATCA 

346 
rück ACCCTTGGTGTCTTGCTGG 

Clca1 NM_017474.2 
vor GATAACGGAGCAGGTGCCG 

486 
rück TGAGGTGTTGAAGTGGTCCC 

Cfl1 NM_007687.5 
vor TCAAGATGCTGCCAGACAAGG 

273 
rück CCTCCAGGGAAATGACGGC 

Gapdh NM_008084.3 
vor TTGTGCAGTGCCAGCCTCGT  

214 
rück TCGGCCTTGACTGTGCCGTT  

Gpx1 NM_008160.6 
vor GCGAAGTGAATGGTGAGAAGG 

227 
rück AGGTTCGATGTCGATGGTACG 

Gpx2 NM_030677.2 
vor CAGGGCTGTGCTGATTGAGA 

256 
rück ATGCTCGTTCTGCCCATTGA 

Lmna NM_001002011.3  
vor CGCAACACCAAGAAGGAGGG 

230 
rück TTCTCAGCATCCACTCGCC 

Pgd NM_001081274.1 
vor CATGGATTTGTGGTCTGTGC 

211 
rück CCGTGTCCAACAAGGGTACT 

Prdx5 NM_012021.2 
vor GAAGCAGGTTGGGAGTGTGG 

214 
rück GCAGGTGGGTCTTAGAACAGC 

Prdx6 NM_177256.5 
vor TCCTGGGAGATTCATGGGGC 

280 
rück TCGACTGGATCCAACATGCC 

Rpl13a NM_009438.5  
vor GACCTCCTCCTTTCCCAGG 

148 
rück TTCACAGCGTACGACCACC 

Txnrd1 NM_001042523.1 
vor CCTATGTGCCCTTGGAATGT 

390 
rück TGTAAGGCACATTGGTCTGC 

homo sapiens    

ABHD14B NM_032750.2 
vor CTGCTGCTGCATGGTATTCG 

358 
rück GAGCTGGAGTCTTCACACTGG 

ANXA2 NM_001002858.2 
vor GTGCATTCAGAACAAGCCCC 

194 
rück CGCCCTTAGTGTCTTGCTGG 

CAT NM_001752.3 
vor TAACGTTACTCAGGTGCGGG 

340 
rück TTCATCCAGTGATGAGCGGG 

CFL1 NM_005507.2 
vor AGAAGCTGACAGGGATCAAGC 

318 
rück GAACCGTCAAGGGATGGAGG 

GAPDH NM_002046.6 
vor GCCGTCTAGAAAAACCTGCC 

444 
rück TGGTACATGACAAGGTGCGG 

GPX1 NM_000581.3 
vor ACCTACGAGGGAGGAACACC 

119 
rück ACCCGGCACTTTATTAGTGGG 

GPX2 NM_002083.3 
vor CACACAGATCTCCTACTCCATCCA 

75 
rück GGTCCAGCAGTGTCTCCTGAA 

LMNA NM_170707.3  
vor GCTCAATGATCGCTTGGCG 

411 
rück GCCTCAAGCTTGGCCACC 
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Genname mRNA Ref-Seq Sequenz (5´>3´) 
Produkt-

größe (bp) 

NQO1 NM_000903.2 
vor AAAGGACCCTTCCGGAGTAA 

222 
rück CCATCCTTCCAGGATTTGAA 

PGD NM_002631.3 
vor CTCATCCAGGCTCAGCGG 

185 
rück AGGCACATGGAATGTCCTGG 

PRDX1 NM_002574.3  
vor GGCATCTCGTTCAGGGGC 

395 
rück GAAAGGCTGGTCTCTCCACC 

PRDX5 NM_012094.4 
vor ATGATGCCTTTGTGACTGGCG 

343 
rück CCAACATTCCAATTGCAGGGC 

PRDX6 NM_004905.2 
vor TGATAGGAATCGGGAGCTTGC 

252 
rück ATCACACTATCCCCATCCTTCC 

RPL13A NM_012423.3 
vor CCCTACGACAAGAAAAAGCGG 

413 
rück GCTCCCAGCTTCCTATGTCC 

TXNRD1 NM_182729.2 
vor AGAGGCTCTATGCAGGTTCC 

188 
rück ATCTCTTGACGGAATCGTCC 

bp, Basenpaare; rück, rückwärts; vor, vorwärts. 

In dieser Arbeit wurde die GoTaq® Flexi DNA Polymerase von Promega (Promega 

Corporation, Madison, USA) verwendet und ein Ansatz für einen qPCR-Lauf setzte sich 

folgendermaßen zusammen (1x): 

 cDNA Probe   1 µl      

 5x Reaktionspuffer  4 µl      

 MgCl2 (25 mM)  1,2 µl      

 dNTP Mix (je 10mM)  0,4 µl      

 Primer, vorwärts  0,05 µl      

 Primer, rückwärts  0,05 µl      

 SYBR®Green (1:1000) 0,2 µl      

 GoTaq®  (5 U/ µl)  0,1 µl      

 Nuklease-freies Wasser auf 20 µl Endvolumen 

Die PCR-Reaktion läuft in drei Schritten ab: 

1) Denaturierung des doppel-strängigen DNA-Stranges durch Hitze  

2) Hybridisierung der Primer an die spezifischen DNA-Abschnitte und 

3) Elongation durch die DNA-Polymerase ausgehend vom 3´-Ende der Primer. 

Die qPCR wurde in einem real time PCR-Cycler durchgeführt, die einzelnen Schritte des 

Programms sind in Tabelle 3-5 aufgeführt. 
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Tabelle 3-5: Schritte der qPCR-Reaktion. 

 Temperatur (°C) Dauer  

Denaturierung  95 2 Min 

Denaturierung 95 30 Sekunden 

Hybridisierung* 58 35 Sekunden 

Elongation 72 20 Sekunden 

Schmelzkurve 50-99 5 Sekunden/ °C 

*Eingesetzte Primer wurden so designt, dass die Hybridisierung in den entsprechend durchgeführten 
qPCR-Läufen bei 58 °C durchgeführt werden konnte. 

Abschließend wurde von 50°C bis 99°C eine sogenannte Schmelzkurve generiert um das 

Entstehen des spezifischen Produktes zu beurteilen. Dieses Produkt wurde zusätzlich 

mittels Agarose-Gelelektrophorese in einem 1,5 %igen Gel hinsichtlich der spezifischen 

Größe überprüft. Die Amplifikationswerte der Zielgene wurden nach der Methode von Pfaffl 

berechnet [168]. Als Referenzgene dienten das Ribosomale Protein L13a (RPL13a) und 

die Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH). 

 

3.4 Proteinchemische Methoden 

3.4.1 Proteinextraktion für die Durchführung von Proteomanalysen 

Für Analysen des Proteoms des murinen Kolongewebes wurden pro Versuchsgruppe vier 

biologische Replikate dreimal in eiskalter Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS) 

gewaschen um vorhandene Blutreste zu entfernen, welche die nachfolgende zwei-

dimensionale Gelelektrophorese stören würden. Nachfolgend wurden die Kolonstücke 

zermahlen (Readyprep mini grinders, Bio-Rad laboratories GmbH) und im Differenz-

Gelelektrophorese (DIGE)-Lysepuffer lysiert. 

DIGE-Lysepuffer: 7 M Harnstoff , 2 M Thioharnstoff, 30 mM Tris, 4 % (w/v) CHAPS 

Da nachfolgende Fluoreszenzmarkierungsstrategien (siehe Kapitel 3.4.3.1.1 bzw. 

3.4.3.1.2) pH-Wert abhängig sind wurden Kolonlysate im DIGE Lysepuffer mit einem pH-

Wert von 7,5 und 8,5 generiert. Die Zelllyse wurde zusätzlich durch eine 

Ultraschallbehandlung gesteigert, welche bei einer 70%igen Geräteleistung mit insgesamt 

zweimal 5 Zyklen á 0,5 Sekunden durchgeführt wurde. Durch die nachfolgende 

Zentrifugation (90 Min, 15 °C, 13000 rpm) wurden Zelltrümmer und Nukleinsäuren pelletiert, 

der entstandene Überstand abgenommen und bei -80 °C für weitere Analysen gelagert. 

 

3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach der Bradford-Methode 

Die Methode nach Bradford [169] basiert auf der Komplizierung des Farbstoffes 

Coomassie-Brillant-Blau G250 (CCB G250) mit kationischen und unpolaren Seitenketten 

40 Zyklen 
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von Proteinen. Durch die Bindung des Farbstoffes ändert sich dessen 

Absorptionsmaximum von 465 zu 595 nm. Jeweils 5 µl der murinen Kolongewebelysate 

wurden in Triplikaten mit Lysepuffer auf ein Endvolumen von 10 µl gebracht, 10 µl 0,1 M 

HCl zugegeben um den im Lysepuffer enthaltenen Harnstoff zu hydrolysieren und 

anschließend wurden pro Ansatz 80 µl ddH2O hinzugegeben. Die resultierenden 100 µl 

wurden mit der Arbeitslösung des Bradford-Reagenz versetzt. Nach 10-minütiger 

Inkubation bei RT erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm an einem 

Spektralphotometer. Die Eichreihe mit Bovinem Serumalbumin (BSA) in den 

Konzentrationen von 5, 10, 15, 20, 25 und 30 µg/µl wurde entsprechend angesetzt. 

Bradford-Reagenz (5x-Stocklösung):   42,5 % (v/v) Phosphorsäure   

      25 % (v/v) Ethanol    

      0,05 % (w/v) CCB G250 

 

3.4.3 Analyse des Proteoms von murinem Kolongewebe mittels 2D-DIGE 

3.4.3.1 Strategien zur Fluoreszenzmarkierung von Proteinen 

3.4.3.1.1 Minimalmarkierung 

Für die Minimalmarkierung (engl. minimal labeling) der Proteinlysate des murinen 

Kolongewebes wurde das SERVA Lightning SciDye Set verwendet (SERVA, Heidelberg, 

Deutschland). Dies beinhaltete drei verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe, die sich in ihren 

Fluoreszenzeigenschaften unterscheiden (Tabelle 3-6). Durch diese unterschiedlichen 

Fluoreszenzeigenschaften ist es möglich, drei Proteinproben auf einem 2D-Gel zu trennen, 

da markierten Proteine aufgrund der gleichen Ladung und nahezu gleichen Masse der 

Farbstoffe auf dem Gel ein gleiches Trennverhalten aufweisen. 

Tabelle 3-6: Eigenschaften der Fluoreszenzfarbstoffe für die Minimalmarkierung. 

 Sci2 Sci3 Sci5 

Anregungsmaximum (nm) 490 555 645 

Emissionsmaximum (nm) 510 570 660 

Masse (monoisotopisch; Da) 550.20 582.33 580.32 

 

Die Minimalmarkierung wurde mit 25 µg Protein (DIGE Lysepuffer pH 8,5) durchgeführt. 

Zusätzlich wurde durch die Mischung von 12,5 µg Protein über alle Proben ein interner 

Proteinstandard (IPS) worin jedes in den Proteinproben vorhandene Protein enthalten ist 

generiert. Die Markierung des IPS mit Sci2 bzw. der Einzelproben mit Sci3 oder Sci5 

erfolgte bei einer Farbstoffkonzentration von 0,2 nmol/ µl. Dafür wurden 25 µg Protein mit 

DIGE-Lysepuffer (pH 8,5) zu einem Endvolumen von 9 µl pipettiert, 1 µl der 

Farbstoffarbeitslösung dazugegeben, anschließend gemischt, zentrifugiert und 30 Min auf 
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Eis inkubiert (dunkel). Tabelle 3-7 zeigt den Markierungsansatz für die 2D-DIGE-Analyse 

der murinen Kolongewebeproben des 20-wöchigen Fütterungsversuches.  

Tabelle 3-7: Exemplarische Übersicht eines 2D-DIGE-Markierungsansatzes. 

Gruppe Se-Mangel 
Selenit Selenat SeMet 

ad ho ad ho ad ho 

Probenanzahl n=4 

Proteinmenge 

Probe/ IPS 
25 µg/ 12,5 µg 

Farbstoff (Probe) 
jeweils 

Sci3/Sci5 
Sci3 Sci5 Sci3 Sci5 Sci3 Sci5 

Farbstoff IPS Sci2 

Anzahl Gele 16 (pro Gel: Sci2/Sci3/Sci5) 

ad, adäquat; ho, hoch; IPS, interner Proteinstandard. 

Die vier Proben der Se-Mangelgruppe wurden jeweils einmal mit Sci3 und einmal mit Sci5 

markiert um bei der späteren Fluoreszenzintensitätsanalyse der Proteinspots sowohl für die 

ad-Se als auch ho-Se supplementierten Gruppen als Bezugsgruppe zu dienen. Dies war 

notwendig, um eine eventuelle Detektion von Expressionsunterschieden von Proteinen, 

entstanden durch die Fluoreszenzunterschiede der Farbstoffe zu vermeiden.  

Während der Markierung entsteht eine Amidgruppe durch die kovalente Bindung zwischen 

der N-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester)-reaktiven Gruppe der Fluoreszenzfarbstoffe 

und der Ŭ-Aminogruppe von Lysinen der Proteinprobe [170]. Der Begriff Minimalmarkierung 

beschreibt dabei, dass durch diese Methode 1-2 % der vorhandenen Lysinreste der 

Proteine und theoretisch ein Lysinrest pro Proteinmolekül markiert werden. Zum Abstoppen 

der Reaktion wurde 1 µl einer 10 mM Lysin-Lösung pro Probe hinzu pipettiert um dadurch 

überschüssige Farbstoffmoleküle abzufangen. Die Proben wurden anschließend gemischt, 

zentrifugiert und 10 Min auf Eis inkubiert. Nachfolgend wurde zu jeder Probe um die 

Pufferverhältnisse für die nachfolgende isoelektrische Fokussierung zu erhalten im 

Verhältnis 1:1 2-fach-Puffer pipettiert (siehe Kapitel 3.4.3.3.1). 

2-fach-Puffer: 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 30 mM TRIS, 4 % (w/v) CHAPS, 2 % 

(w/v) DTT, 1 % (v/v) Ampholyte pH 3-10 (GE) 

Nach Aufteilung des IPS auf Reaktionsgefäße (pro Gel ein Reaktionsgefäß) wurden jeweils 

eine Sci3- und Sci5-markierte Probe hinzugefügt. Die markierten Proben konnten entweder 

bei -20°C kurzzeitig gelagert werden oder wurden direkt für die 2DE eingesetzt (siehe 

Kapitel 3.4.3.3). 
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3.4.3.1.2 Sättigungsmarkierung und Einsatz der 2D-Redox-DIGE zur Analyse des 

Redoxstatus von Proteinen 

Im Gegensatz zur Minimalmarkierung der Proteine werden durch die Sättigungs-

markierung nach entsprechender Reduktion alle freien Cysteinreste von Proteinen markiert. 

Im Vergleich zur Minimalmarkierung kann durch die Sättigungsmarkierung eine geringere 

Proteinmenge (5 µg) markiert werden, was beispielsweise bei einem geringen 

Probenvolumen von Vorteil ist. Zusätzlich können durch diese Methode aufgrund der 

Zielstruktur der Cys-Seitenkette von Proteinen redox-sensitive Cysteinreste bzw. der 

Redoxstatus eines Proteins ermittelt werden. 

Durch die Se-Supplementierung könnten neben Veränderungen im Gesamtproteom auch 

Veränderungen hinsichtlich des Redoxstatus einzelner Proteine des murinen 

Kolongewebes auftreten. Um dies zu untersuchen wurde in der vorliegenden Arbeit ein 

neuer Ansatz der Redox-DIGE in Anlehnung an die Methode von Hurd et al. [171] bzw. 

Poschmann et al [172] entwickelt. Dies erfolgte in Zusammenarbeit mit der Firma NH 

DyeAGNOSTICS GmbH (NHD, Halle (Saale), Deutschland). Die zwei verwendeten Cys-

reaktiven Fluoreszenzfarbstoffe des neu entwickelten Saturn-2DÊ REDOX Labeling Kits 

(NHD) hatten folgende Eigenschaften (Tabelle 3-8): 

Tabelle 3-8: Eigenschaften der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe der 2D-Redox-
DIGE-Markierung. 

 S300 S300 

Anregungsmaximum (nm) 555 649 

Emissionsmaximum (nm) 576 664 

Masse (monoisotopisch; Da) Bei NHD zu erfragen. 

 

In diesem neuen Redox-DIGE Ansatz wurden von jeder murinen Kolongewebeprobe zwei 

Subproteome und somit zwei 2D-Gele generiert. Während die direkte Markierung (di-M) die 

reduzierten Thiole (-SH) adressierte, wurden durch die indirekte Markierung (ind-M) die 

oxidierten Thiole (S-OX) detektiert. Für beide Markierungen wurden je 5 µg 

Kolongewebelysat (DIGE Lysepuffer pH 7,5) mit DIGE-Lysepuffer (pH 7,5) auf 9 µl 

Endvolumen pipettiert. Parallel wurden für den IPS ebenfalls zweimal 5 µg 

Kolongewebelysat pro Probe zusammen pipettiert. Die wichtigsten Schritte des 

Markierungsablaufs sind in Abbildung 3-1 schematisch dargestellt. Alle Markierungsschritte 

erfolgten stets im Dunkeln um eine Beeinflussung der Farbstofffluoreszenz durch Tages- 

bzw. das künstliche Laborlicht zu verhindern.  
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Abbildung 3-1: Schematischer Ablauf der Redox-DIGE-Markierung. 

Während der Redox-DIGE-Markierung der Kolongewebelysate werden für jede Probe über zwei 

unterschiedliche Markierungsabläufe zwei Subproteome (2 Gele) generiert. Durch die direkte 

Markierung (A) werden die reduzierten/ freien Cysteinreste und mittels der indirekten Markierung (B) 

die oxidierten Cysteinreste adressiert. Zusätzlich wird auf jedem Gel ein interner Proteinstandard 

(IPS) (C) mitgeführt. Block, Blockierung; CinC, Trademark der Firma NHD; Cys, Cystein; GF, 

Gelfiltration; Mark, Markierung; S-ox, oxidierter Cysteinrest; TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphin. 

Die direkte Markierung (di-M) (Abbildung 3-1 A) beginnt mit der Markierung freier bzw. 

reduzierter Cysteinreste mit 2 nmol des Farbstoffes S200. Dieser Ansatz wird nach 

Mischung und kurzer Zentrifugation bei 37 °C für 1 h inkubiert. Nachfolgend werden 

überschüssige Farbstoffmoleküle mittels Gelfiltration (GF) entfernt und dem Ansatz 1 nmol 

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) zugegeben um oxidierte Cysteinreste zu reduzieren. 

Nach Mischung und Zentrifugation erfolgt ebenfalls eine Inkubation bei 37 °C für 1 h. 

Abschließend wurden die nun reduzierten Cysteinreste mit dem CinCÊ (Cysteine 

interacting compound) blockiert. Nach Mischung und Zentrifugation wurden die Ansätze bei 

37 °C für 1 h inkubiert. Das CinCÊ besitzt wie die Farbstoffe eine Maleimid-reaktive 

Gruppe, die eine kovalente Bindung mit den reduzierten Thiolen der Proteinproben über 

eine Thioetherbindung eingeht. Allerdings hat das CinCÊ keine fluoreszierende 

Eigenschaft und stört somit nicht die Detektion von S200 bzw. S300. Des Weiteren besitzen 

S200, S300 und CinCÊ ähnlich der Farbstoffe der Minimalmarkierung eine gleiche Ladung 

sowie nahezu gleiche Massen, was die Ko-Migration der markierten Proben auf einem Gel 

ermöglicht. 

Bei der indirekten Markierung (ind-M) (Abbildung 3-1 B) wurden zuerst die reduzierten 

Cysteinreste mit CinCÊ bei 37 ÁC f¿r 1 h blockiert. Anschließend erfolgte die Entfernung 

¿bersch¿ssiger CinCÊ-Moleküle mittels GF sowie die Reduktion der oxidierten 

Cysteinreste mit 1 nmol TCEP bei 37 °C für 1 h. Die nun reduzierten Cysteinreste wurden 
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abschließend bei 37 °C für 1 h mit 2 nmol des S200 Farbstoffes markiert. Zur Generierung 

des IPS (Abbildung 3-1 C) wurde der normale Ablauf der Sättigungsmarkierung 

durchgeführt. Nach Reduktion der oxidierten Cysteinreste mit 1 nmol TCEP bei 37 °C für 

1h erfolgte eine Markierung mit dem zweiten Fluoreszenzfarbstoff S300 bei 37 °C für 1 h. 

Sowohl di-M bzw. ind-M als auch der IPS wurden für jeden Durchlauf, welcher aus 12 

Proben und somit 24 Redox-DIGE Gelen bestand (Tabelle 3-9; Beispiel für Selenit-

supplementierte Gruppen), parallel prozessiert. Im letzten Schritt wurden allen 

Markierungsansätzen eine entsprechende Menge Stopp-Reagenz (di-/ind-M 1 µl; IPS 24 

µl) zugegeben und die Ansätze bei 37 °C für 10 Min inkubiert.  

Tabelle 3-9: Markierungsansätze für die Redox-DIGE Analyse der Selenit-
supplementierten Gruppen im murinen Kolongewebe. 

Gruppe 
Se-Mangel ad-Selenit ho-Selenit 

di-M ind-M di-M ind-M di-M ind-M 

Probenanzahl n=4 

Proteinmenge pro 

Probe/ IPS 
5 µg/ 5 µg 

1. Farbstoff/ CinCÊ S200 CinC S200 CinC S200 CinC 

2. Farbstoff/ CinCÊ CinC S200 CinC S200 CinC S200 

Farbstoff IPS S300 

Anzahl Gele 24 (pro Gel: S200/S300) 

ad, adäquat; CinCÊ, Cysteine interacting compound (Trademark der Firma NHD); di-M, direkte 

Markierung; ind-M, indirekte Markierung; ho, hoch; IPS, interner Proteinstandard. 

Nachfolgend wurde im Verhältnis 1:1 2-fach-Puffer hinzugefügt und nach Mischung und 

Zentrifugation wurde dieser Ansatz für 10 Min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die 

gleichmäßige Aufteilung des IPS in Reaktionsgefäße entsprechend der Gelanzahl. Folgend 

wurden die jeweiligen Markierungsansätze (di-M oder ind-M) hinzu pipettiert. Die Proben 

wurden bei -20 °C gelagert oder sofort über die 2DE aufgetrennt (siehe Kapitel 3.4.3.3). 

Aufgrund der 7 Gruppen beim 20-wöchigen Fütterungsversuch wurden die Markierungs-

ansätze für die beiden Konzentrationen einer Selenverbindung angesetzt und die 

Selenmangelgruppe jeweils als Bezugsgruppe gewählt. Somit wurden in drei Durchgängen 

die Subproteome für 4 biologische Replikate der Se-Mangel-Gruppe und für jeweils 4 

biologische Replikate der ad- bzw. ho-supplementierten Selenverbindung (Selenit, Selenat 

oder SeMet) (Tabelle 3-9) generiert. Insgesamt wurden 72 2D-Gele für die Analyse des 

Einflusses der Se-Verbindungen auf den Protein-Redoxstatus im murinen Kolongewebe 

angefertigt. 
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3.4.3.2 Probenansatz für präparative Gele zur MS-Analyse 

Für eine anschließende massenspektrometrische Analyse zur Identifizierung der 

differentiell regulierten bzw. redox-modulierten Proteine wurden parallel für beide 

Fluoreszenzmarkierungsansätze präparative Gele mitgeführt. Da durch die 

Minimalmarkierung lediglich 1-2 % der vorhandenen Lysinreste markiert werden kommt es 

nicht zu einer starken Veränderung der jeweiligen Masse der Proteine bzw. des 

Spotmusters auf dem 2D-Gel. Dadurch konnten für diesen Markierungsansatz die 

differentiell regulierten Proteinspots von einem Coomassie-gefärbten Gel (CCB-Färbung, 

siehe Kapitel 3.4.3.4) gepickt werden. Zu diesem Zweck wurde eine Mischung aller 

Kolongewebelysate mit insgesamt 500 µg Protein erstellt, ein entsprechendes Volumen 2x-

Puffer hinzugefügt, bis zu einem Endvolumen von 340 µl mit Solubilisierungspuffer nach 

Rabilloud [173] (RAB) ergänzt und der isoelektrischen Fokussierung zugeführt. 

RAB-Puffer: 7 M Harnstoff , 2 M Thioharnstoff, 4 % (w/v) CHAPS, 1 % (w/v) DTT, 

  0,2 M NDSB 256, 0,5 % (v/v) Ampholyte pH 3-10, Spur Bromphenolblau 

Im Falle des Redox-DIGE-Experimentes beeinflussen die verwendeten Fluoreszenz-

farbstoffe (S200/ S300) bzw. CinCTM sowohl die Ladung als auch die Masse der markierten 

Proteine. Dadurch kommt es zu einem veränderten Spotmuster, das nicht mit einem CCB-

gefärbten Gel übereinstimmt. Aus diesem Grund mussten auch für den präparativen Ansatz 

die Proteine gesättigt mit S200 markiert werden. Hierfür wurde eine Mischung alle 

Kolongewebelysate mit einer Gesamtproteinmenge von 200 µg erstellt, welche 1 h bei 37 

°C mit TCEP reduziert und anschließend 1 h bei 37 °C mit S200 markiert wurde. Nach der 

Zugabe eines entsprechenden Volumens an 2x-Puffer und der Zugabe von RAB bis zu 

einem Endvolumen von 340 µl wurden diese Proben ebenfalls der isoelektrischen 

Fokussierung zugeführt. 

 

3.4.3.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese 

3.4.3.3.1 Isoelektrische Fokussierung (IEF) im pH Bereich 3-10 

Die isoelektrische Fokussierung ist die erste Dimension der 2DE und trennt Proteine in 

Abhängigkeit ihrer Ladung auf. Mit Hilfe von kommerziell erhältlichen Fertig-Gelstreifen 

(IPG-Streifen), auf denen Ampholytmoleküle immobilisiert vorliegen, können 

Proteingemische über einen pH-Gradienten (in dieser Arbeit pH 3-10) getrennt werden. 

Nach Anlegung eines elektrischen Feldes werden die Proteine am Punkt ihrer Nettoladung 

Null innerhalb des pH-Gradienten fokussiert (isoelektrischer Punkt, pI). Die in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten IPG-Streifen für die IEF wurden von GE Healthcare 

bezogen, waren 18 cm lang und hatten ein Beladungsvolumen von 340 µl.  
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3.4.3.3.1.1 IEF für die Ansätze der Minimalmarkierung und für die präparativen Ansätze 

Nach der Minimalmarkierung wurden den zu trennenden Kolongewebeproben RAB-Puffer 

bis zum Endvolumen von 340 µl hinzugegeben. Jede Probe wurde anschließend in ein auf 

der Fokussierungseinheit befindlichen Fokussierungsschiffchen gegeben und der IPG-

Streifen mit der Polyacrylamid-Seite zum Lysat hin hineingelegt. Die Rehydrierung der IPG-

Streifen fand in dieser Variante gleichzeitig zur Probenbeladung statt. Um die IPG-Streifen 

vor Austrocknung zu schützen wurden diese mit 400 µl Mineralöl überschichtet und 

anschließend die Schiffchen mit Deckeln verschlossen.  

Während der Fokussierung wurde der Stromfluss auf 50 µA/IPG-Streifen begrenzt und 

folgendes Programm durchlaufen: 

i)        0 V 2   h       

 ii)      30 V 10 h       

 iii)    500 V 1   h       

 iv)        1000 V  1   h       

 v)         5000 V  1   h       

 vi)        8000 V  5   h 

Bei jeder Fokussierung wurden 46 000 Vh angestrebt und bei Unterschreiten dieses Wertes 

wurde entsprechend nachfokussiert. Diese Methode wurde ebenfalls für die Fokussierung 

der präparativen Ansätze gewählt, die stets parallel auf einer zweiten Fokussierungseinheit 

durchgeführt wurde. 

 

3.4.3.3.1.2 IEF für die Ansätze der Redox-DIGE 

Neben dem Beladen der IPG-Steifen mit den Proteinproben parallel zu der Streifen-

Rehydratisierung gibt es die Methode des cup loadings. Diese kann bei geringen Protein- 

bzw. Probenmengen (< 100 µl) eingesetzt werden. Diese Beladung der IPG-Streifen mittels 

cup loading wurde für die Fokussierung der Redox-DIGE Proben gewählt. Dafür wurden 

die IPG-Streifen über Nacht bei RT in 340 µl RAB-Puffer rehydratisiert und mit 400 µl 

Mineralöl überschichtet um eine Austrockung der Streifen zu verhindern. Nach erfolgter 

Quellung wurden die Streifen in den cup loading strip holder überführt, die Beladungs-Cups 

an der anodischen Seite der Steifen platziert, die IPG-Streifen mit Mineralöl überschichtet 

und die Probe in die Beladungs-Cups gegeben. Abschließend wurden auch die 

Beladungscups mit einem Tropfen Mineralöl versehen, um die Probenauftragsstelle vor 

Austrocknung zu schützen. Die nachfolgende Fokussierungszeit verkürzte sich im 

Vergleich zur anderen Beladungsvariante um die Zeit der Rehydratisierung der IPG-

Streifen.  
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Während der Fokussierung wurde der Stromfluss auf 50 µA/IPG-Streifen begrenzt und 

folgendes Programm durchlaufen: 

 i)     30 V  1 h       

 ii)   500 V  1 h       

 iii)        1000 V  1 h       

 iv)        5000 V  1 h       

 v)         8000 V  5 h 

Die fokussierten IPG-Streifen wurden anschließend entweder für die Auftrennung in der 

zweiten Dimension äquilibriert oder bei -20 °C gelagert. 

 

3.4.3.3.2 Äquilibrierung der IPG-Streifen 

Um eine effiziente Übertragung der Proteine nach der Fokussierung in die Gelmatrix der 

zweiten Dimension sicherzustellen ist es notwendig, das Puffersystem zu wechseln. Im 

ersten Schritt werden Sulfhydrylgruppen mit DTT reduziert (Äquilibrierungspuffer 1).  

Äquilibrierungspuffer 1: 6 M Harnstoff , 50 mM Tris x Cl (pH 8,8), 30 % (v/v) Glycerin, 

2 % (w/v) SDS, 1,5 % (w/v) DTT  

Im zweiten Äquilibrierungsschritt wird durch eine Alkylierung der Cysteine mit Jodacetamid 

eine Re-Oxidation der Cysteinreste verhindert (Äquilibrierungspuffer 2).  

Äquilibrierungspuffer 2: 6 M Harnstoff , 50 mM Tris x Cl (pH 8,8), 30 % (v/v) Glycerin, 

2 % (w/v) SDS, 4,8 % (w/v) Jodacetamid 

Des Weiteren erfolgt während der Äquilibrierung der IPG-Streifen eine Beladung der 

Proteine mit Natriumdodecylsulfat (SDS). Dies führt zu einem negativen 

Ladungsüberschuss und ermöglicht ein einheitliches Laufverhalten der Proteine im 

elektrischen Feld. Die Äquilibrierung erfolgte in Plexiglasröhrchen auf einem 

Taumelschüttler. Die Streifen inkubierten für jeweils 15 Min in Äquilibrierungspuffer 1 und 

nachfolgend in Äquilibrierungspuffer 2. Anschließend wurden die Streifen in 1x-SDS-PAGE-

Laufpuffer bis zu Beladung auf die PA-Gele inkubiert. 

 

3.4.3.3.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) von 2D-Gelen 

Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte über eine SDS-PAGE, welche von 

Laemmli entwickelt wurde [174] und Proteine aufgrund ihres Stoke´schen Radius bzw. 

Molekulargewichtes im elektrischen Feld voneinander trennt. Durch die Anlagerung von 

SDS während der Äquilibrierung wird der Einfluss der Ladung aufgehoben, da SDS für 

einen negativen Ladungsüberschuss sorgt. Dadurch wandern die SDS-Protein-Komplexe 

zur Anode und durchqueren dabei ein chemisch inertes Acrylamid-Bisacrylamidgel. Durch 
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die Quervernetzung von Acrylamid mit Bisarcyrlamid bildet sich eine Porenstruktur aus, 

wobei die Größe der Poren über die Konzentration von Acrylamid bzw. Bisacrylamid 

variierbar ist. Während der Polymerisation der Moleküle kommt es zu einer radikalischen 

Substitutionsreaktion wofür Ammoniumpersulfat (APS) die Startradikale liefert und N, N, N´, 

N´-Tetramethylendiamin (TEMED) den Katalysator darstellt. 

Die 2D-Gele wurden stets parallel in einem Gießstand hergestellt, wobei die Gelkassetten 

eine Abmessung von 20 cm x 22 cm x 0,1 cm für analytische und x 0,15 cm für präparative 

Gele hatten. Das gleichzeitige Gießen der 2D-Gele ist notwendig um eine einheitliche 

Gelmatrix für alle durchzuführenden Einzel- bzw. präparativen Ansätze zu garantieren. Die 

Zusammensetzung der Gelmatrix ist in Tabelle 3-10 aufgeführt. Nach Einbringen der 

Gelmatrix in den Gießstand wurde durch Überschichten mit 0,1 % SDS eine glatte 

Geloberfläche erzeugt und nach erfolgter Polymerisation die Gele mit den äquilibrierten 

IPG-Streifen beladen. Zur mechanischen Befestigung der Streifen wurde eine 1,5-%gen 

(w/v) low melting Agaroselösung (in 1x SDS-PAGE-Laufpuffer/ Spur Bromphenolblau) in 

den Spalt der jeweiligen Gelkassette gegossen und der Streifen blasenfrei auf die 

Geloberfläche gebracht. Zusätzlich wurde auf der positiven Seite (vor pH 3) jedes IPG-

Steifens ein mit Proteinmarker getränktes Filterpapier eingebracht. 

Tabelle 3-10: Zusammensetzung der Gelmatrix für die SDS-PAGE von 2D-Gelen. 

Komponente 12,5 % T/ 2,6 % C 

Acrylamid/ N,N'-Methylenbisacrylamid (40 % w/v; 37,5:1) 520 ml 

1M Tris x Cl, pH 8,8 600 ml 

Glycerin 64 ml 

1M Na2S2O3 8 ml 

ddH2O 392 ml 

10 % (w/v) APS 16 ml 

TEMED 0,8 ml 

Angaben für 12 Gele; T, Gesamtacrylamidkonzentration; C, Vernetzerkonzentration. 

Nach Erstarren der Agarose wurden die Gelkassetten in die mit 1x SDS-Puffer gefüllte 

Laufkammer überführt und initial eine Spannung von 50 V für 5 h angelegt. Anschließend 

wurde der Gellauf über Nacht bei 120-160 V bis 1800 Vh erreicht waren bzw. die Lauffront 

das Ende des Gels erreicht hatte, fortgesetzt.  

1x SDS-PAGE-Laufpuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS 

 

3.4.3.4 Gelfärbung mittels kolloidalem Coomassie Brillant Blau 

Die kolloidale Coomassie Färbung wurde in dieser Arbeit für die Visualisierung der 

Spotmuster von präparativen Gelen eingesetzt. Sie beruht auf dem Prinzip der nicht-

kovalenten Anlagerung des Coomassie-Moleküls an hydrophobe Proteinseitenketten. 
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Hierzu wurde das Protokoll von Neuhoff und Mitarbeitern [175] modifiziert angewendet. 

Nach der SDS-PAGE wurden die 2D-Gele aus den Glaskassetten genommen und zweimal 

in ddH2O gewaschen und anschließend über Nacht in der Coomassie-Färbelösung auf 

einem Taumelschüttler bei RT inkubiert. 

Coomassie-Färbelösung: 10 % (w/v) Ammoniumsulfat     

      2 % (v/v) Phosphorsäure     

    20 % (v/v) Methanol      

    0,1 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250 

Um den Färbehintergrund zu reduzieren wurden die Gele anschließend mehrmals mit 

ddH2O gewaschen und folgend bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

 

3.4.3.5 Dokumentation und Auswertung der 2D-Gele 

3.4.3.5.1 Dokumentation von Coomassie-Gelen 

Die Visualisierung der Proteinspots der Coomassie-gefärbten Gele erfolgte mittels eines 

Doppelplattformscanners mit einer Auflösung von 300 dpi im Durchlichtmodus. Die Bilder 

wurden mit 256 Graustufen im tagged image file format (tiff) generiert. Dadurch war die 

Kompatibilität der Bilder mit der zur Auswertung genutzten Software Delta2D (Version 4.6, 

Decodon GmbH, Greifswald, Deutschland) gewährleistet. 

 

3.4.3.5.2 Dokumentation von 2D-DIGE Gelen 

Analytische sowie präparative Fluoreszenzgele wurden nach der SDS-PAGE zweimal in 

ddH2O für 10 Min gewaschen und anschließend für 45 Min bei RT fixiert. 

Fixierlösung: 10 % Essigsäure, 40 % Ethanol 

Nach mehrmaligem Waschen der Gele mit ddH2O wurden diese mit Hilfe eines 

Fluoreszenzscanners visualisiert und dokumentiert. Der Scanner war mit 3 verschiedenen 

Lasern zur Anregung und entsprechenden Filtern für die anschließende Aufnahme der 

Emission der Fluoreszenzfarbstoffe ausgestattet (Tabelle 3-11). 

Tabelle 3-11: Verwendete Laser und Filter zur Dokumentation von 2D-DIGE Gelen. 

Fluoreszenzfarbstoff Laser Filter 

Sci2 473 nm (blau) LPB 510 nm 

Sci3/ S200 532 nm (grün) LPG 575 nm 

Sci5/ S300 635 nm (rot) LPR 665 nm 

 

Die Scans erfolgten mit einer Auflösung von 100 µm und die Spannung wurde 50 V 

unterhalb des Sättigungslevels des jeweiligen Gels gewählt. 
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3.4.3.5.3 Gelanalyse 

Die quantitative Auswertung der Gelbilder erfolgte mit Hilfe der Software Delta2D nach 

Herstellerangaben. Für die Normalisierung der einzelnen Proteinspots werden die 

Intensitäten der Spots auf den jeweiligen IPS Gelbildern herangezogen. Nach dem dafür 

notwendigen Übereinanderlegen der jeweiligen IPS-Gelbilder und der verschiedenen 

Gelbilder eines Geles (2 oder 3 Bilder je nach Ansatz) wurde ein Fusionsgelbild generiert, 

welches alle vorhandenen Proteinspots im Experiment darstellt. Auf diesem Fusionsgelbild 

wurden die Proteinspots editiert und anschließend auf alle Gelbilder zurückübertragen. Für 

die 2D-DIGE Experimente bei denen die Minimalmarkierung angewendet wurde, wurden 

Proteinspots als differentiell exprimiert betrachtet, deren Spotintensität um den Faktor 1,5 

(erhöht oder erniedrigt) zwischen mindestens zwei der sieben Behandlungsgruppen 

verändert war und einen p-Wert < 0,05 aufwies (analysis of variance, Anova). Hinsichtlich 

des 2D-Redox-DIGE Experiments wurden für die Auswertung die beiden Subproteome 

aufeinander bezogen und dadurch der prozentuale reduzierte Proteinstatus ermittelt, der 

anschließend in Relation zur Se-Mangel-Gruppe betrachtet wurde. Ein p-Wert < 0,05 wurde 

als Kriterium für einen veränderten Redoxstatus des Proteinspots gewählt. Sowohl bei den 

DIGE-Experimenten als auch beim Redox-DIGE-Experiment wurden entsprechend 

regulierte Spots mit Hilfe des von Delta2D generierten Spotalbums visuell überprüft und 

anschließend für die MS-Analyse auf die präparativen Gele übertragen. 

 

3.4.3.6 Proteinidentifizierung mittels Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization-

Time of Flight-Massenspektrometrie (MALDI-TOF-MS) 

Das Prinzip der MALDI-TOF-MS wurde parallel von Karas und Hillenkamp [176] sowie 

Tanaka [177] entwickelt. Zu Beginn wird die zu analysierende Probe zusammen mit einer 

Matrix auf einem entsprechenden Träger aufgebracht, wobei diese ko-kristallisieren. Diese 

Kristalle werden in der Ionenquelle, die einem Vakuum unterliegt, einem Impuls kurzwelliger 

Laserstrahlung ausgesetzt. Die Matrix hat ein Absorptionsmaximum im 

Wellenlängenbereich des Lasers, wodurch der Übergang der Analyt- und Matrixmoleküle 

in die Gasphase (Desorption) erfolgt. Dabei kommt es zur Protonenübertragung von den 

Matrixmolekülen auf den Analyten, welcher ionisiert wird. Nachfolgend werden die 

ionisierten Analytmoleküle durch das Anlegen von mehreren tausend Volt beschleunigt und 

in einem Flugzeitanalysator (time of flight, TOF) nach ihrem Masse zu Ladungsverhältnis 

(m/z) getrennt und detektiert (Abbildung 3-2).  
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Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des MALDI-TOF Massenspektrometers. 

Durch den Impuls eines Lasers kommt es zur Desorption der Matrix- und Analytkristalle, wodurch 

Protonen auf die Analyte übertragen, die somit ionisiert (+) werden. Anschließend werden die Analyte 

im TOF-Analysator nach m/z getrennt und detektiert. Modifiziert nach [178]. 

Die jeweilige Masse der Analyte wird über den Vergleich mit Kalibrierungssubstanzen 

bestimmt. 

 

3.4.3.6.1 Entfärbung, in-Gel-Verdau und Auftragen von Proteinspots für die MS-

Analyse 

Differentiell exprimierte Proteinspots wurden manuell aus den Coomassie-gefärbten 2D-

Gelen mit einem Ausschneidegerätes GelPal ausgestanzt und in eine 96-Loch Platte der 

Firma Intavis übertragen (reaction plate). Das Ausschneiden der Proteinspots aus den 

fluoreszenz-gefärbten präparativen Gelen der Redox-DIGE-Experimente erfolgte mit Hilfe 

eines Spot Hunters mit integrierter Fluoreszenz-Detektionseinheit. Diese Spots wurden 

ebenfalls in eine 96-Loch reaction plate übertragen. Die reaction plates wurden 

anschließend in einen Digester überführt, worin das automatische Entfärben, der in-Gel-

Verdau sowie das Auftragen auf die MALDI-TOF-MS Platte stattfand (Tabelle 3-12). 

Während des Auftragens der Peptidlösung auf die MALDI-TOF-MS Platte wurden 

Millipore® Ziptips (C18) benutzt, die eine Aufreinigung und Konzentrierung der 

Peptidlösung ermöglichen und somit zu einer höheren Qualität der resultierenden Daten 

führen. 
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Tabelle 3-12: Ablauf der automatisierten Entfärbung, Verdauung und des 
Aufbringen der Proteinspots auf die MALDI-Platte. 

Entfärbung und in-Gel Verdauung 

Schritt Prozess Zeit; Temp. Puffer Volumen (µl) Wdh. 

1 Inkubation 10 Min; RT 50 % ABC/ACN 60 2 

2 Inkubation 10 Min; RT 50 mM ABC 60 2 

3 Inkubation 10 Min; RT 25 mM ABC 60 1 

4 Inkubation 10 Min; RT 100% ACN 60 2 

5 Warten 10 Min; RT ohne 0 1 

6 Inkubation/ Warten 3 h; 37°C Trypsin* 15 1 

7 Warten 3 h; 37°C Wasser 10 1 

8 Aliquotieren RT 1 % TFA 10 1 

9 Inkubation 20 Min; RT 25 mM ABC 20 1 

10 Inkubation 20 Min; RT 100 % ACN 20 1 

11 Warten 10 Min; RT ohne 0 1 

12 Überführen in elution plate 

Auftragen auf MALDI-TOF MS Platte mit ZipTips® 

Schleife** Prozess Puffer Volumen (µl) 

L1 Tip-Waschung 0.1 % TFA; 100% ACN 20; 20 

L2 Tip-Beladung Probe 50 

L3 Tip-Elution auf target 100% ACN; Matrix50% ACN 20; 1 

L4 Azetonspülung Azeton 10 

L5 Spülung Nadel 0.1 % TFA    50; 250*** 

*0.008 µg/µl (25 mM ABC, 400 µM CaCl2); ** jede Probe durchläuft diese Schleife; ***innen; außen; 
Temp, Temperatur; ABC, Ammonium Bikarbonat; ACN, Acetonitril; TFA, Trifluoressigsäure. 

 

3.4.3.6.2 Massenspektrometrische Analyse 

Die massenspektrometrische Proteinidentifizierung wurde mittels Peptidmassenfinger-

abdruck (PMF) durchgeführt. Dieser beruht auf der Bestimmung der Massen von möglichst 

vielen proteolytischen Spaltprodukten eines Proteins. Die im Experiment entstandenen 

Massen werden anschließend in silico mit einem virtuellen Fingerabdruck verglichen, 

welcher durch den theoretischen Verdau des aus dem offenen Genleserasters abgeleiteten 

Proteins entsteht [179]. Die PMF-Analysen wurden an einem ultrafleXtremeTM MALDI-TOF-

MS im positiven Reflektormodus mit einer Beschleunigungsspannung von 25 kV 

durchgeführt. Entstandene Spektren wurden extern mit dem Peptide Calibration Standard 

II für einen Massenbereich von ca. 700 bis 3500 Da kalibriert (Tabelle 3-13).  
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Tabelle 3-13: Zur Kalibrierung eingesetzte Peptide und deren [M+H]+ m/z Werte. 

Peptid 
[M+H]+ monoisotopische 

Masse 

[M+H]+ durchschnittliche 

Masse 

Bradykinin1-7 757.3992 757.86 

AngiotensinII 1046.5418 1047.19 

AngiotensinI 296.6848 1297.49 

SubstanceP 1347.7354 1348.64 

Bombesin 1619.8223 1620.86 

ACTH clip1-17 2093.0862 2094.43 

ACTH clip18-39 2465.1983 2466.68 

Somatostatin28 3147.4710 3149.57 

 

Die Proteine wurden unter Benutzung der MASCOT Suchmaschine (Matrix Science, 

Dauhaim, USA) im PMF-Modus identifiziert. Für den Vergleich der experimentellen mit den 

theoretischen Massen fand die SwissProt-Datenbank Anwendung. Während der MS-

Analyse der 2D-DIGE-Experimente wurden folgende Suchparameter gewählt: 

 i)   mus musculus Sequenzen      

 ii)  feste Modifikation: Carbamidomethylierung von Cysteinen  

 iii) variable Modifikation: Oxidation von Methioninen    

 iv) Spaltungsenzym: Trypsin       

 v)  eine versäumte Spaltungsstelle erlaubt     

 vi) Massentoleranz (monoisotopisch): 50.0 ppm  

Für die MS-Analyse des Redox-DIGE-Experimentes musste wie in Kapitel 3.4.3.2 

beschrieben eine saturierende Markierung mit S200 durchgeführt werden. Hierfür wurde 

den Suchparametern eine feste Modifikation der Cysteinreste mit S200 statt 

Carbamidomethyl hinzugefügt. Wenn der resultierende MOWSE Score > 55 war wurden 

die Proteine als identifiziert angesehen. Nachfolgende Klassifizierungs- bzw. 

Interaktionsanalysen wurden mit der PANTHER GO Software [180] und STRING 

durchgeführt [181]. 

 

3.5 Immunologische Methoden 

3.5.1 Western Blot 

3.5.1.1 SDS-PAGE von 1D-Gelen 

Die SDS-PAGE der 1D-Gele wurde nach der Methode von Laemmli durchgeführt [174] 

(siehe Kapitel 3.4.3.3.3). Die dafür eingesetzten Polyacrylamid (PAA)-Gele bestanden aus 

einem Trenngel zur Auftrennung der Kolonproben nach ihrem Molekulargewicht und einem 

großporigeren Sammelgel zum Konzentrieren der Proteine zu einer schmalen Bande. Im 

Sammelgel wurde ein Probenkamm mit einpolymerisiert und die entstandenen Taschen zur 



MATERIAL UND METHODEN 

46 
 

Beladung der Gele verwendet. In dieser Arbeit wurden in Abhängigkeit des 

Molekulargewichtes des Zielproteins 10%ge oder 12%ge Trenn-Gele angefertigt. In Tabelle 

3-14 ist exemplarisch der Ansatz für ein 10%ges Gel mit Sammelgel aufgezeigt. 

Tabelle 3-14: Zusammensetzung eines 1D-SDS-PAGE Geles. 

 Trenngel 10%ig [ml] Sammelgel 5%ig [ml] 

Acrylamid 40% 2,5 0,5 

ddH2O 4,8 2,4 

1,5 M Tris/HCl (pH 6,8) - 1 

1,5 M Tris/HCl (pH 8,8) 2,5 - 

10 % (w/v) APS 0,1 0,04 

10 % (w/v) SDS 0,1 0,04 

TEMED 0,004 0,006 

 

Pro Kolongewebeprobe wurden 30 µg Protein (DIGE-Pufferproben) eingesetzt. Eine 

entsprechende Menge 4-fach-Probenpuffer wurde hinzugefügt und einige Minuten auf Eis 

inkubiert. Eine 5-minütige Erhitzung der Proben bei 95 °C wurde nicht durchgeführt, da der 

in den DIGE-Lysepuffern enthaltene Harnstoff erhitzt über eine Temperatur von 37 °C zu 

Carbamylierungen von Proteinen führt. Auf jedem Gel wurde ein Proteinmarker mitgeführt 

um detektierte Proteinbanden mit dem Molekulargewichtes des Zielproteins abzugleichen. 

4-fach-Probenpuffer: 29,07 g/l Tris (pH 8,0), 4 % (w/v) SDS, 40 % (v/v) Glycerin, 0,004 % 

(w/v) Bromphenolblau, 4 % (v/v) ɓ-Mercaptoethanol (ɓ-ME) 

Die Proben wurden anschließend beginnend mit einer Einfahrspannung von 50 V und 

folgend mit 80 V, bis zum Zeitpunkt an dem die Lauffront das Gelende erreicht hatte in einer 

SDS-PAGE Minigelkammer getrennt. 

 

3.5.1.2 Immunoblot-Analysen 

Nach der elektrophoretischen Trennung wurden die Proteine auf Nitrocellulosemembranen 

(GE Healthcare) transferiert. Der Blot erfolgte in einer Tank-Blot Apparatur die mit 

Transferpuffer gefüllt war für ca. 18 h bei 100 mA. 

Transferpuffer: 150 mM Glycin, 20 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol 

Nach dem Transfer wurden die Membranen mit Blockierungspuffer für mindestens eine 

Stunde inkubiert um die nicht besetzten Membranbindungsstellen zu blockieren. Nach 

dreimaligem Waschen in Tris-gepufferter Salzlösung versetzt mit Tween 20 (TBS-T Puffer) 

erfolgte die Inkubation mit dem Primärantikörper in einer entsprechenden Verdünnung ( 
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Tabelle 3-15) über Nacht bei 4 °C in 1-fach TBS-T-Puffer mit 5 % bovinem Serumalbumin 

(BSA).  

1-fach TBS-T-Puffer:  150 mM NaCl, 10 mM Tris x Cl pH 8,8, 0,1 % Tween 20 

Blockierungspuffer:  1-fach TBS-T, 5 % (w/v) Magermilchpulver  

 

Tabelle 3-15: Verwendete Primär- und Sekundärantikörper. 

Antigen Wirt Hersteller (Artikelnummer) Verdünnung 

Primärantikörper 

aTUB Maus Sigma-Aldrich (#T9026) 1:1000 

GAPDH Kaninchen 
Cell Signaling Technology (CST), 

Danvers, USA (#2118) 
1:2000 

PRDX 6 Kaninchen 
Abcam plc, Cambridge, UK 

(#ab133348) 
1:1000 

CLCA1 Kaninchen Abcam (#ab180851) 1:2000 

COF1 Kaninchen CST (#5175) 1:1000 

LMNA Kaninchen Abcam (#ab108922) 1:1000 

CaM Kaninchen Abcam (#ab45689) 1:1000 

ANXA2 Kaninchen Abcam (#ab178677) 1:1000 

GPx2 
Zur Verfügung gestellt von Regina Brigelius-Flohé/ 

Anna P. Kipp (DIfE, Nuthetal, Deutschland) [182] 
1:5000 

Sekundärantikörper 

Kaninchen-IgG Ziege CST (#7074) 1:1000 

Maus-IgG Pferd CST (#7076) 1:1000 

aTUB, alpha-Tubulin; ANXA2, Annexin A2, CaM, Calmodulin; CLCA1, Calcium-activated chloride 
channel regulator 1; COF1, Cofilin-1; GAPDH, Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase; GPx2, 
Glutathionperoxidase 2; IgG, Immunglobulin G; LMNA, Prelamin A/C; PRDX 6, Peroxiredoxin 6. 

Um nicht gebundene Antikörpermoleküle zu entfernen wurden die Blots dreimal je 5 Min in 

1-fach TBS-T-Puffer gewaschen und anschließend mit einem entsprechenden sekundären 

Antikörper, verdünnt in 1-fach TBS-T-Puffer (5 % Milchpulver) bei RT für 1 h inkubiert. Vor 

der Immundetektion wurden die Blots dreimal mit TBS-T gewaschen, um nicht gebundenen 

Antikörper zu entfernen. Zur Detektion wurden Sekundärantikörper gekoppelt mit einer 

Peroxidase (horse raddish peroxydase, HRP) eingesetzt. Dabei kommt es nach Zugabe 

eines Substrates zu einer Chemolumineszenz-Reaktion. Diese Lichtemission wurde bei 

425 nm gemessen (LAS 3000). Als Ladekontrolle dienten GAPDH oder alpha-Tubulin. Die 

quantitative Auswertung erfolgte mit der Software VisionCapt (Vilber Lourmat SAS, 

Frankreich).  
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3.5.2 Redox Blot-Analysen 

Zur Validierung des Redoxstatus des PRDX6 wurden die Proteine auf einem 1D-Gel unter 

reduzierenden und nicht-reduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Hierfür wurden Lysate 

der Kolonproben in einem DIGE-Puffer (pH 7,5) mit dem Zusatz von N-Ethylmaleinimid 

(NEM, 100 mM) zur Blockierung freie Cysteinreste hergestellt und für die sieben Gruppen 

Pools generiert. Nach einer Acetonfällung der Proteine um überschüssiges NEM zu 

entfernen, wurde die Proteinkonzentration wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben bestimmt.  

Schritte der Acetonfällung von Proteinen: 

(i) Proteinfällung in 80 % Aceton bei ï 20 °C über Nacht 

(ii) Pelletierung mittels Zentrifugation (5 Min, 13000 rpm) 

(iii) Zweimaliges Waschen mit 100 % Aceton (-20 °C) und Zentrifugation (13000 rpm) 

(iv) Trocknung des Pellets mit anschließender Re-Suspension im DIGE-Puffer (pH 7,5) 

25 µg Protein pro Pool wurden reduzierend und nicht-reduzierend, was durch die Zugabe 

oder das Fehlen von b-Mercaptoenthanol (b-ME) im Laemmli-Puffer erreicht wurde, mittels 

SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend erfolgte ein Western Blot wie in Kapitel 3.5.1 

beschrieben mit Verwendung von anti-PRDX6 als Primärantikörper. In Abbildung 3-3 ist 

neben dem schematischen Ablauf dieses Ansatzes ein theoretisches Blotergebnis 

aufgezeigt.  

 

Abbildung 3-3. Strategie zur Validierung des Redoxstatus von PRDX6. 

Zur Validierung des Redoxstatus von Zielproteinen wurden mögliche Dimerbildungen (homo/ hetero) 

des Proteins über Disulfidbrücken durch reduzierte versus nicht-reduzierte Bedingungen mittels 

Redox-Blot visualisiert. ȸ-ME, ɓ-Mercaptoenthanol; B1/2, Behandlung 1/2; K, Kontrolle; NEM, N- 

Ethylmaleinimid; S-Ox, reversible oxidiertes Cystein; TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphin. 

Für diesen Validierungsansatz könnten sich auf der nicht-reduzierten Blotseite bei höheren 

MW zusätzliche Banden zeigen, was auf eine mögliche Interaktion des PRDX6 mit anderen 

Proteinen über Disulfidbrücken hinweist. b-ME reduziert Disulfidbrücken, wodurch 

Proteinbanden bei den Kolongewebepools die vorher reduziert wurden, nicht zu erwarten 

sind.  
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3.6 Validierung relevanter Zielstrukturen mittels zellbiologischer Methoden 

3.6.1 Kultivierung und Lagerung humaner Kolonkarzinom-Zelllinien 

Für die Validierung einiger ausgewählter Zielstrukturen wurden zusätzlich 

Zellkulturexperimente mit humanen Kolonkarzinom-Zelllinien (Tabelle 3-16) durchgeführt.  

Tabelle 3-16: Verwendete humane Kolonkarzinom-Zelllinien. 

Zelllinie ATCC-Nr. Beschreibung 

HT-29 HTB-38Ê adhärent wachsend; epithelial; kolorektales Adenokarzinom 

HCT116 CCL-247Ê adhärent wachsend; epithelial; kolorektales Karzinom 

Colo320 CCL-220Ê locker adhärent wachsend; kolorektales Adenokarzinom 

ATCC, american tissue culture collection. 

Die verwendeten Zelllinien wurden in einer Wasserdampf-gesättigten Atmosphäre bei 37°C 

und 5 % CO2-Partialdruck im Inkubator in Gewebekulturflaschen mit 75 cm2 Fläche 

kultiviert. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium (HT-29/ HCT116: DMEM + 10 % FKS, 

1% Penizillin/ Streptomyzin; Colo320: RPMI + 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 1% Penizillin/ 

Streptomyzin) gewechselt bzw. die Zellen mittels Trypsin abgelöst, um diese in 

Zellkulturplatten oder ïflaschen auszusäen. Dazu wurde nach Entfernung des 

Zellkulturmediums die Kulturflasche einmal mit PBS gewaschen und 2 ml Trypsin/EDTA-

Lösung hinzugeben. Nach Ablösen der Zellen wurde durch Zugabe von 3 ml komplettem 

Medium die proteolytische Aktivität des Trypsins kompetitiv gehemmt und die Zellen in ein 

Zentrifugationsröhrchen überführt. Die Zentrifugation der Zellen erfolgte für 5 Min bei 300 g 

und das entstandene Zellpellet wurde im Medium resuspendiert. Anschließend wurde die 

Zellen entweder in einem gewählten Verhältnis (HT-29 1/3-1/5; HCT116 1/5-1/10; Colo320 

1/3-1/5) in eine frische Zellkulturflasche überführt oder entsprechend des 

Versuchsansatzes mit einer bestimmten Zellzahl in Zellkulturplatten ausgesät. Zur 

dauerhaften Konservierung der Zellen wurden diese nach Zentrifugation in Einfriermedium 

(90 % (v/v) FKS, 10 % (v/v) DMSO) resuspendiert, auf Kryogefäße verteilt und in spezielle 

Einfrierboxen, gefüllt mit Isopropanol zum langsamen Einfrieren bei -80 °C eingefroren. 

Nach 24 h wurden die Kryogefäße von -80 °C auf -150 °C überführt. Zellpellets beliebiger 

Zellzahl für RNA-Extraktion wurden durch Ablösen der Zellen mit Trypsin, zweimaligem 

Waschen mit PBS und anschließendem Einfrieren bei -80°C gewonnen. RNA-Isolation, 

cDNA-Synthese sowie die qPCR-Experimente wurden wie in Kapitel 3.3 beschrieben 

durchgeführt. Für die Proteinextraktion wurden die Zellkulturschalen zweimal mit PBS 

gewaschen, anschließend ein entsprechendes Volumen des RIPA-Lysepuffers 

hinzugegeben und die Zellkulturschalen direkt bei -80°C eingefroren. 

RIPA-Puffer: 50mM Tris, 150mM NaCl2, 0.5% DOC, 1% NP-40, 0.1% SDS, Protease und 

Phosphatase Inhibitor 
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Zur Gewinnung der Proteinlysate wurden die Zellkulturschalen auf Eis aufgetaut und die 

Lysate in Reaktionsgefäße überführt. Nach einer Ultraschallbehandlung (5 Zyklen á 0,5 

Sekunden, 70%ige Geräteleistung) erfolgte die Zentrifugation der Zelltrümmer für 30 Min 

bei 13000 rpm und 4°C. Der entstandene Überstand würde anschließend abgenommen 

und bei -80°C für spätere Analysen gelagert. Die Proteinkonzentration wurde wie in Kapitel 

3.4.2 beschrieben bestimmt. 

 

3.6.2 Proliferations- und Zellviabilitätbestimmung  

Die Untersuchung des Proliferationsverhaltens der Zellen erfolgte durch die Messung des 

Umsatzes des Tetrazoliumsalzes XTT (Natrium-3`-[1-(phenylaminocarbonyl)-3,4-

tetrazolium]-bis-(4-methoxy-6-nitro)-benzenschwefelsäurehydrat) zum wasserlöslichem 

Formazan (Cell proliferation kit II, Roche). Der Umsatz des XTT wird durch mitochondriale 

Dehydrogenasen unter NADH-Verbrauch katalysiert. Damit können durch diesen Test auch 

Rückschlüsse auf die metabolische Aktivität der Zellen geführt werden. Für den XTT-Test 

wurden 5 x 103 Zellen/ Loch in eine 96-Lochplatte in Triplikaten ausgesät. Nach 24 h wurden 

die Zellen mit den Se-Verbindungen in folgenden Konzentrationen behandelt: 

 Selenit: 0,5 µM; 1,0 µM; 2,5 µM; 5 µM; 10µM; 15 µM   

 Selenat: 1,0 µM; 2,5 µM; 5µM; 10 µM; 25µM; 50µM    

 SeMet: 5µM; 10µM; 25µM; 50 µM; 100 µM; 200µM 

Nach Ablauf einer Behandlung mit den Selenverbindungen für 24 h wurden pro Loch 50 µl 

XTT-Reagenz zugegeben und für mindestens 4 h bei 37°C inkubiert. Die Detektion erfolgte 

an einem Mikroplatten-Messsystem (Tecan) bei einer Wellenlänge von 490 nm, und 

zusätzlich wurde eine Referenz bei der Wellenlänge 630 nm bestimmt. Der Referenzwert 

jedes Lochs wurde anschließend vom Messwert abgezogen und die Werte relativ zur 

unbehandelten Kontrolle dargestellt. 

Zusätzlich zum XTT-Test wurde der ATP-Test zur Bestimmung der Zellviabilität in 

Abhängigkeit zu den Behandlungen mit den Se-Verbindungen angewendet. Bei diesem 

Test (CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, Promega GmbH) wird der Gehalt an 

ATP bestimmt, der direkt proportional zur Zellzahl ist. Hierfür wurden ebenfalls 5 x 103 

Zellen/ Loch in eine 96-Lochplatte ausgesät und nach 24 h erfolgte die Behandlung mit den 

Se-Verbindungen für 24 h bzw. 48h. Zur Bestimmung des ATP-Gehalts wurden nach den 

zu untersuchenden Zeiträumen das Medium abgesaugt, 100µl des ATP-Reagenz (1:2 mit 

PBS verdünnt) in jedes Loch gegeben und für 10 Min (RT, dunkel) inkubiert. Anschließend 

wurden die Proben in eine weiße 96-Lochplatte übertragen und die Lumineszenz an einem 

Luminometer gemessen. 
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3.7 Statistische Auswertung 

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Statistik Programm SPSS® (Statistical Package fort 

he Social Science, Version 25, IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland). Die 

Experimente wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet. Zu 

Beginn wurde die Normalverteilung der Werte mit dem Shapiro-Wilk-Test (p > 0,05) und 

deren Varianzhomogenität mit Hilfe des Levene-Test´s überprüft. Bei gegebener 

Varianzhomogenität (p > 0,05) wurden die signifikanten Gruppenunterschiede mit dem LSD 

(least significant difference)-Test ermittelt. Wenn keine Varianzhomogenität vorlag wurden 

die Signifikanz der Unterschiede mit dem Games-Howell-Test generiert (p < 0,05). Die 

Werte sind als Mittelwert (MW) ± Standard Error of Mean (SEM) dargestellt. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Identifizierung neuer Se-regulierter Proteine mittels 2D-DIGE in murinem 

Kolongewebe 

Zur Identifizierung neuer Se-regulierter Proteine im murinen Kolongewebe wurde nach 

eine 20-wöchigen Fütterung mit den drei Se-Verbindungen Selenit, Selenat und SeMet 

in zwei Konzentrationen (ad, 150 µg Se/ kg Diät; ho, 750 µg Se/ kg Diät) die Gel-basierte 

Proteomtechnik der 2D-DIGE in Verbindung mit MALDI-TOF-MS angewendet. Nach 

Auswertung der insgesamt 16 fluoreszenz-markierten 2D-Gele konnten insgesamt 825 

distinkte Proteinspots detektiert werden. Von denen waren 40 Proteinspots signifikant 

differentiell exprimiert waren (1,5-fach Hoch- oder Herunterregulation, p-Wert < 0,05). 

Anschließend konnten 23 dieer 40 Proteinstrukturen eindeutig mittels MALDI-TOF MS 

identifiziert werden (Abbildung 4-1; Tabelle 4-1).  

                 

Abbildung 4-1: Differentiell exprimierte Proteine in murinem Kolongewebe nach 
Se-Supplementierung.  

Darstellung der signifikant differentiell exprimierten Proteinspots (Probe: Se-Mangel), welche wie 

in Kapitel 3.4.3 beschrieben selektiert und identifiziert wurden (siehe auch Tabelle 4-1). 
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Tabelle 4-1: Eine Supplementierung mit verschiedenen Selenverbindungen beeinflusst das Proteom von murinem Kolongewebe. 

Nr Proteinname Gen Uniprot ID 
Masse 
(kDa) 

pI Score 
passen-

de 
Peptide 

Sequenz-
abdeckung 

(%) 

Selenit Selenat SeMet 

ad ho ad ho ad ho 

 Antioxidative Aktivität (GO:0016209) 

38 Peroxiredoxin-5, mitochondrial (PRDX5) Prdx5 P99029 22.23 9.10 78 8 41 0.90 1.14 0.48 0.77 0.62 0.90 

  Ligandbindung/ -interaktion (GO:0005488) 

1 Annexin A2 (ANXA2) Anxa2 P07356 38.94 7.55 133 17 52 1.03 1.03 0.87 0.69 0.78 0.72 
5 Calpain small subunit 1 (CSS1) Capns1 O88456 28.56 5.41 59 9 41 1.48 4.36* 2.02 0.83 1.59 2.91 

10 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein L (hnRNP L) 

Hnrnpl Q8R081 64.55 8.33 74 13 19 1.04 0.93 0.87 0.84 0.68 0.73 

39 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein K (hnRNP K) 

Hnrnpk P61979 51.23 5.39 56 11 22 1.00 0.73 0.75 0.78 0.89 0.65 

20 Cofilin-1 (COF1) Cfl1 P18760 18.78 8.22 107 9 46 1.03 1.13 1.23 1.67* 1.20 1.53* 

29 Coronin-1A (COR1A) Coro1a O89053 51.64 6.05 61 9 18 1.07 1.58 1.90 0.90 1.03 1.21 
42 Coronin-1B (COR1B) Coro1b Q9WUM3 54.51 5.54 85 13 20 1.55 0.85* 0.94 0.99 0.86 0.71 
26 Calmodulin (CaM) Calm1 P62204 16.83 4.09 67 7 42 0.89 0.75 0.55 0.62 0.71 0.74 

33 
Growth factor receptor-bound protein 2 
(GRB2) 

Grb2 Q60631 25.34 5.89 72 12 36 1.48 1.14 1.37 1.13 1.81 1.25* 

34 Serum albumin (ALBU) Alb P07724 70.70 5.75 65 13 26 1.09a 1.26 1.30 1.27 1.61b 1.34 

  Katalytische Aktivität (GO:0003824) 

7 
6-phosphogluconate dehydrogenase, 
decarboxylating (6PGD) 

Pgd Q9DCD0 53.73 6.81 65 15 32 0.75a 0.77 0.94 0.73 1.34b 0.87* 

36 
Cytochrome b-c1 complex subunit 1, 
mitochondrial (QCR1) 

Uqcrc1 Q9CZ13 53.45 5.81 215 26 45 1.22 1.41 2.55 0.32* 1.93 0.53 

40 
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, 
cytoplasmic (HMG-CoA S1) 

Hmgcs1 Q8JZK9 58.16 5.65 64 10 20 0.73 1.03 0.91 0.66 0.80 0.69 

17 
Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, 
mitochondrial (HMG-CoA S2) 

Hmgcs2 P54869 57.30 8.65 95 20 30 1.23 0.51* 0.95 1.02 1.02 1.20 

24 
3-mercaptopyruvate sulfurtransferase 
(MST) 

Mpst Q99J99 33.23 6.11 97 9 22 1.07 0.80 1.52 1.14* 1.38 0.84* 

41 Thioredoxin reductase 1 (TXNRD1) Txnrd1 Q9JMH6 68.24 7.42 62 10 22 1.09 1.14 1.55 1.26 0.98 0.91 
43 Carbonic anhydrase 2 (CA-II) Ca2 P00920 29.13 6.49 57 8 41 1.90 1.36 1.91 1.13* 1.37 0.97 

48 Carbonyl reductase [NADPH] 3 (CBR3) Cbr3 Q8K354 31.33 6.15 100 12 50 1.15 0.87 1.16 0.59* 1.29 0.79 

51 
Alpha/beta hydrolase domain-
containing protein 14B (ABHD14B) 

Abhd14b Q8VCR7 22.55 5.82 58 7 42 1.95 3.03* 2.33 3.10 2.33 3.09 

  Strukturmolekül (GO:0005198) 

13 Prelamin-A/C (LMNA) Lmna P48678 74.48 6.54 89 19 32 1.50 2.23* 1.50 1.50 1.85 1.86 

22 
Actin, gamma-enteric smooth muscle 
(ACTH) 

Actg2 P63268 42.25 5.31 56 8 19 0.99 0.48* 0.90 0.67 0.95 0.61* 

  Transporter (GO:0005215) 

12 
Calcium-activated chloride channel 
regulator 1 (CLCA1) 

Clca1 Q9D7Z6 100.8 5.67 107 19 23 1.26 1.69 1.17 1.11 1.34 1.48 

Werte sind dargestellt als Mittelwerte (n=4) im Verhältnis zur Se-Mangel-Gruppe. Rot/grün markierte Boxen zeigen signifikant hoch-/ herunterregulierte Proteine im 

Verhältnis zur Se-Mangel Gruppe auf. Werte gekennzeichnet mit * stellen signifikante Unterschiede der hi-Selengruppe im Vergleich zur korrespondierenden ad-

Selengruppe dar (p < 0,05; ANOVA). ad, adäquat (150 µg Se/kg Diät); ho, hoch (750 µg Se/kg Diät).  
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Bei zwei Proteinspots kam es zur Identifizierung von mehreren Proteinidentitäten, sodass 

diese von den nachfolgenden Analysen ausgeschlossen wurden. Die identifizierten 

Proteine sind in Tabelle 4-1 aufgelistet. 

Nachfolgend wurden die identifizierten Proteine zum einen entsprechend ihrer molekularen 

Funktion (Abbildung 4-2 A) und zum anderen nach ihrer Beteiligung an biologischen 

Prozessen (Abbildung 4-2 B) mittels der Gene Ontology (GO) Einstufung nach PANTHER 

[180] klassifiziert. 

 

Abbildung 4-2: Klassifizierung differentiell durch Se-Supplementierung exprimierter 
Proteine im murinen Kolongewebe. 

Klassifizierung der signifikant differentiell exprimierten Proteinspots des murinen Kolongewebes 

nach ihrer molekularen Funktion (A) und deren Beteiligung an biologischen Prozessen (B). Diese 

Klassifizierung wurde mit Hilfe des PANTHER.org Softwarewerkzeuges erstellt. Unter dem Begriff 

ĂAndereñ wurden die GO-Gruppen Biologische Regulation (GO:0065007), Immunsystem 

(GO:0002376) und Fortbewegung (GO:0040011) zusammengefasst. 

Hinsichtlich der molekularen Funktionen wurden insgesamt 44 % der identifizierten Proteine 

zur Gruppe der Ligand-bindenden Proteine eingeordnet, gefolgt von Proteinen mit 
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katalytischen Aktivitäten (39%) oder der Funktion als Strukturmolekül (9%). Bezüglich der 

biologischen Prozesse wurden die meisten Proteine in die GO-Gruppe Zellprozesse (25%) 

klassifiziert, gefolgt von Proteinen beteiligt am Metabolismus (24%) und der Lokalisation 

(17%). Neben der Klassifizierung wurden die identifizierten Proteine auch hinsichtlich ihrer 

Interaktion untereinander betrachtet (Abbildung 4-3 A), wobei das Netzwerk mittels STRING 

[181] generiert wurde. Hierbei zeigte sich, dass Proteine klassifiziert in die Gruppe mit 

Ligand-bindenden Eigenschaften (Abbildung 4-2 A) auch miteinander interagieren. Dazu 

zählen calpain small subunit 1 (CSS1), Cofilin-1 (COF1), Calmodulin (CaM) sowie Coronin 

((COR)1A) und COR1B. Interessanterweise waren die Isoformen von Coronin (COR1A und 

1B) in ihrer Expression durch die Se-Supplementierung unterschiedlich reguliert (Abbildung 

4-3 B, Tabelle 4-1).  

 

Abbildung 4-3: Interaktionsnetzwerk differentiell exprimierter Proteine im murinen 
Kolongewebe. 

Das Interaktionsnetzwerk (A) der signifikant nach Se-Supplementierung differentiell exprimierten 

Proteine des murinen Kolongewebes wurde mit STRING generiert und die Heatmap (B) unter 

Verwendung des MultiExperiment Viewer (MeV, The Institute for Genomic Research (TIGR)). 

Während die Proteinmenge an COR1B durch SeMet- und ho-Selenit-Supplementierungen 

im Vergleich zum Se-Mangel herunterreguliert wurde führte die Supplementierung mit ad-

Selenat und ho-Selenit zu einer erhöhten Proteinmenge von COR1A im Vergleich zur Se-

Mangel-Gruppe. Neben den Isoformen des Coronin wurden in zwei weiteren Fällen 

Isoformen eines Proteins durch die Se-Supplementierungen beeinflusst, wie dem 

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L (HnRNP L) und hnRNP K sowie die 



ERGEBNISSE 

56 
 

cytoplasmatic hydroxymethylglutaryl-CoA synthase 1 ((HMG-CoA) S1) und dessen 

mitochondriale Form HMG-CoA S2. Die Proteinmenge beider hnRNP Isoformen wurde 

durch ho-SeMet-Supplementierung im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe signifikant 

herunterreguliert, während die Supplementierung mit Selenit bzw. Selenat die 

Proteinmenge der hnRNP Isoformen nicht beeinflusste. Des Weiteren wurde die 

Proteinmenge der HMG-CoA S1 durch eine ho-Selenate- und ho-SeMet-Supplementierung 

im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe signifikant vermindert, während sich die HMG-CoA S2 

Proteinmenge durch ho-Selenit-Supplementierung im Vergleich zur ad-Selenit-

Supplementierung sowie zum Se-Mangel signifikant verringerte (Tabelle 4-1). 

 

4.1.1 Validierung ausgewählter Proteinidentitäten 

4.1.1.1 Murines Kolongewebe 

Die mRNA- und Proteinmengen ausgewählter Proteine wurden nachfolgend mittels qPCR 

und Western Blot validiert. Die mRNA-Expressionsspiegel von Prdx5 und Cfl1 waren durch 

die Se-Supplementierung nicht verändert (Tabelle 4-2).  

Tabelle 4-2: Validierung ausgewählter differentiell exprimierter Proteine in murinem 
Kolongewebe via qPCR. 

Dargestellt sind MW ± SEM relativ zur Se-Mangel-Gruppe (n=8). Werte markiert mit einem * stellen 
signifikante Unterschiede im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe dar (p < 0,05; ANOVA). ïSe, Se-
Mangel; ad, adäquat (150 µg Se/kg Diät); ho, hoch (750 µg Se/kg Diät). 

Dagegen erhöhte sich die Proteinmenge von COF1 durch ho-Selenit und ad-Selenat-

Supplementierung im Vergleich zur ad-SeMet-Gruppe signifikant. Des Weiteren erhöhte 

eine ho-SeMet-Supplementierung die COF1 Proteinmenge im Vergleich zur ad-SeMet-

Supplementierung tendenziell (Abbildung 4-4 A) (p=0,069). In Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen des 2D-DIGE-Experiments waren die mRNA-Mengen von Anxa2 in der ad-

SeMet-Gruppe signifikant herunterreguliert im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe (Tabelle 

4-1). Außerdem wurde die Anxa2 mRNA-Menge durch ad-Selenit-Supplementierung 

Gen -Se 
Selenit Selenat SeMet 

ad ho ad ho ad ho 

Prdx5 1.00 ± 0.12 0.93 ± 0.05 1.05 ± 0.06 0.96 ± 0.07 0.91 ± 0.09 0.89 ± 0.08 1.00 ± 0.05 

Anxa2 1.00 ± 0.13 0.69 ± 0.09* 0.81 ± 0.10 0.77 ± 0.05 0.75 ± 0.09 0.70 ± 0.05* 0.80 ± 0.07 

Pgd 1.00 ± 0.18 0.74 ± 0.07* 0.82 ± 0.10 0.81 ± 0.08 0.91 ± 0.10 0.97 ± 0.07 0.92 ± 0.11 

Cfl1 1.00 ± 0.06 1.00 ± 0.11 1.06 ± 0.11 1.09 ± 0.08 1.05 ± 0.08 1.06 ± 0.08 1.09 ± 0.08 

Abhd14b 1.00 ± 0.12 1.43 ± 0.11 1.33 ± 0.26 1.33 ± 0.13 1.65 ± 0.25* 1.46 ± 0.10 1.53 ± 0.08* 

Lmna 1.00 ± 0.09 1.34 ± 0.06* 1.22 ± 0.05* 1.24 ± 0.05* 1.26 ± 0.07* 1.17 ± 0.05* 1.23 ± 0.04* 

Clca1 1.00 ± 0.24 2.29 ± 0.32* 2.14 ± 0.34* 1.99 ± 0.20* 2.77 ± 0.25* 2.59 ± 0.34* 2.72 ± 0.43* 
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signifikant reduziert im Vergleich zum Se-Mangel (Tabelle 4-2), während die Proteinmenge 

im 2D-DIGE Experiment unbeeinflusst war (Tabelle 4-1).  

 

Abbildung 4-4: Validierung Se-regulierter Proteine im murinen Kolongewebe.  

Die Proteinmenge von COF1 (A), CLCA1 (B), CaM (C) und LMNA (D) wurde wie in Kapitel 3.5.1 

beschrieben mittels Western Blot bestimmt. Beben einem repräsentativen Blot (oben) ist jeweils die 

Quantifizierung normalisiert auf die Proteinmenge von GAPDH bzw- ŬTUB (unten) und in Relation 

zum Se-Mangel gezeigt. Dargestellt sind MW ± SEM relativ zur Se-Mangel-Gruppe (n=4). Werte 

markiert mit einem * stellen signifikante Unterschiede im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe dar (p < 

0,05; ANOVA) und kleine Hochbuchstaben signifikante Unterschiede innerhalb der Se-

supplementierten Gruppen. ïSe, Se-Mangel; ad, adäquat (150 µg Se/kg Diät); hi, high (750 µg Se/kg 

Diät). 

Bei Betrachtung der Regulation der mRNA-Mengen von alpha/beta hydrolase domain-

containing protein 14B (Abhd14b), Prelamin-A/C (Lmna) und calcium-activated chloride 

channel regulator 1 (Clca1) bestätigten sich die Ergebnisse des 2D-DIGE-Experimentes, 

worin eine starke Erhöhung der jeweiligen Proteinmengen der genannten Zielstrukturen in 

allen Se-supplementierten Gruppen im Vergleich zur Se-Mangel-Gruppe detektiert wurden 

(Tabelle 4-2). Des Weiteren führte insbesondere die SeMet-Supplementierung zu einer 

signifikanten Erhöhung der CLCA1-Proteinmenge im Vergleich zur ad-Selenit- und ad-

Selenat-Supplementierung sowie zum Se-Mangel (Abbildung 4-4 B). Die erhöhte 

Proteinmenge von LMNA in den Se-supplementierten Gruppen im Vergleich zum Se-
























































































































