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Einleitung 1

1 Einleitung

Mit der Entdeckung des Faktors 3 durch SCHWARTZ und FOLTZ gelang es 1957
erstmals, dem Element Selen, dem bisher nur eine toxische Wirkung zugeschrieben
wurde, eine biologische Rolle als ,Leberschutzfaktor® zuzuordnen. Der Startschuss
fur die Selenforschung fiel jedoch erst 1973 mit der Entdeckung von Selen als inte-
graler Komponente des Enzyms Glutathionperoxidase durch ROTRUCK et al. und
FLOHE et al. Seither konnte Selenoproteinen eine Funktion bei der Regulation des
Redoxgleichgewichts, des Hormonhaushaltes sowie als Strukturprotein nachge-
wiesen werden.

Das Ziel der meisten Untersuchungen zur Selensupplementierung war es, den
individuellen Selenbedarf abzuleiten und so der Entstehung von Fruchtbarkeits-
stérungen, embryonalem Fruchttod, Kimmern, Leistungsabfall und einer erhdhten
Anfalligkeit fur Krankheiten vorzubeugen. Weiter gelang es, schon lange bekannte
Krankheiten wie die nutritive Muskeldystrophie und die Maulbeerherzkrankheit bei
landwirtschaftlichen Nutztieren sowie die Keshan Krankheit und Kashin-Beck
Krankheit beim Menschen auf einen klinisch manifesten Selenmangel
zuruckzufuhren.

In den letzten Jahren rlckten die moglichen positiven Effekte von supranutritiven
Selengaben, d.h. von Selenaufnahmen oberhalb der empfohlenen Tagesdosis, die
jedoch noch keine Toxizitdt auslésen, in den Mittelpunkt des Interesses. Solche
Selendosierungen fuhren zu einer erhdhten Akkumulation von Selen im Gewebe und
zu einer vermehrten Produktion von aktiven methylierten Zwischenprodukten des
Selenstoffwechsels. lhnen konnte bis heute eine Wirkung z.B. bei verschiedenen
Krebserkrankungen nachgewiesen werden (COMBS und COMBS 1986, IP 1998).

In Deutschland (Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch 2005,
Futtermittelverordnung 2005) sind nur die zwei anorganischen Selenverbindungen
Natriumselenat und Natriumselenit als Zusatzstoffe in der Tierernahrung zugelassen.
Bereits in den 80er und 90er Jahren wurden zahlreiche Untersuchungen
durchgefuhrt, die die unterschiedlichen Absorptionsmechanismen dieser beiden
Selenverbindungen aus dem Gastrointestinaltrakt belegen. Dies ist auf chemische
Unterschiede von Selenit (+IV) und Selenat (+VI) zurickzuflihren. Die einzelnen
Schritte der Metabolisierung nach Aufnahme in die Enterozyten sind bis heute jedoch

noch nicht genau geklart. Die bisherigen Ergebnisse deuten aber Unterschiede im



2 Einleitung

Stoffwechsel der beiden Verbindungen an. Letztlich kdnnten hieraus auch
Auswirkungen auf die differenzielle Genexpression resultieren.

In den Uberarbeiteten synthetischen Diaten des American Institute of Nutrition (AIN),
die in den Futterungsempfehlungen des National Research Council (NRC) fur Labor-
tiere niedergelegt sind, wurde Natriumselenit bereits 1993 durch Natriumselenat er-
setzt (REEVES 1997). Weltweit kann daher in den letzen Jahren zunehmend der
Einsatz von Natriumselenat in Studien beobachtet werden.

Grundlegende Untersuchungen zur Vergleichbarkeit von Versuchsreihen auf Basis
von Natriumselenit mit Versuchen auf Basis von Natriumselenat liegen bisher kaum
VOr.

In der vorliegenden Arbeit soll daher die Wirkung der anorganischen Selen-
verbindungen Natriumselenit und Natriumselenat in Dosierungen gemal der
Empfehlung und in zwei supranutritiven Dosierungen im Vergleich zu einer Selen-
mangelgruppe untersucht werden. Hierbei soll die Wirkung von Natriumselenit der
von Natriumselenat direkt gegenubergestellt werden. Mit Hilfe eines Microarray-
Screenings soll weiter der Effekt dieser anorganischen Selenverbindungen auf die
differenzielle Genexpression allgemein erfasst und spezifische Parameter der Selen-
versorgung auf Ebene der Genexpression und der Proteine eingehend untersucht
werden. Vergleichende Analysen Uber den Schutz vor Lipid- und Proteinoxidation

sollen weitere Aspekte der Wirksamkeit von Selenit und Selenat darstellen.
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2 Literaturubersicht
2.1 Selen

2.1.1 Geschichte

Das Element Selen wurde erstmals im Jahre 1817 von dem schwedischen Chemiker
Jons Jacob BERZELIUS beschrieben. In einer Anlage zur Herstellung von Schwefel-
saure nach dem Bleikammerverfahren entdeckte er in einer Bleikammer Selen als
einen roten Niederschlag. Berzelius nannte das neue Element Selen (gr. Selene:
Mondgéttin), um die chemische Verwandtschaft von Selen zu Tellur (lat. tellus: Erde)
zu unterstreichen.

Selen ist das Spurenelement mit der geringsten therapeutischen Breite und galt des-
halb lange als ein toxisches Element. Bereits Marco POLO beschrieb im Jahre 1295
bei einer Reise entlang der Seidenstralle ein Krankheitsbild, das heute auf die
toxische Wirkung von Selen zuruckgefuhrt werden kann. Schliel3lich wurde eine
chronische Selenvergiftung auch als Ursache fur das Auftreten der so genannten
»alkali disease” im mittleren Westen der USA identifiziert (FRANKE 1934, WILBER
1980).

Selen fand zunehmendes Interesse, nachdem SCHWARZ und FOLTZ im Jahr 1957
die Essentialitat von Selen fur Saugetiere nachweisen konnten. Die Entdeckung von
Selen als integrale Komponente des Enzyms Glutathionperoxidase durch ROTRUCK
et al. (1973) und FLOHE et al. (1973) stellte 15 Jahre spéater den Beginn der bio-
chemischen Selenforschung dar.

Bis zum heutigen Tage konnten vier Familien von Selenoenzymen identifiziert und
charakterisiert werden. Hierbei handelt es sich um Glutathionperoxidasen,
Deiodinasen, Thioredoxinreduktasen und eine Selenophosphatsynthetase. Es folgte
der Nachweis sechs weiterer Selenoproteine (KRYUKOV et al. 1999, LESCURE et
al. 1999). Dass eine grof3e Anzahl Se-haltiger Proteine bis heute noch nicht naher
identifiziert sind, konnte jedoch in einem Experiment mit Ratten, denen "°Se verab-

reicht wurde, nachgewiesen werden (BEHNE et al. 1996).



4 Literaturiibersicht

2.1.2 Allgemeine chemische und physikalische Eigenschaften von Selen
Das Element Selen (MG = 78,96), das elementar als amorphes Pulver oder in
kristalliner Struktur vorkommt, bildet zusammen mit Sauerstoff, Schwefel, Tellur und
Polonium die Gruppe Vla im Periodensystem der Elemente. Selen weist ahnliche
chemische und physikalische Eigenschaften wie Schwefel auf und wird im
Allgemeinen als Selenid in sulfidischen Erzen gefunden. Die beiden Elemente
besitzen, verglichen mit den anderen Elementen der Gruppe ahnliche Atom-
durchmesser, Bindungs- und lonisierungsenergien sowie eine vergleichbare
Elektronenaffinitat. Im Gegensatz zu Schwefel besitzt Selen (-0,40) aber ein
starkeres Redoxpotential als Schwefel (+0,14) fur die Bildung von HyX in saurer
Lésung (COTTON und WILKINSON 1967, BROWN und MAY 1988). Dies kann
durch die Reaktion der vierwertigen Kationen beider Elemente dargestellt werden.
Wahrend Selendioxid als Oxidationsmittel fungiert, reagiert Schwefeldioxid als
Reduktionsmittel. Des Weiteren besitzen Schwefel und Selen unterschiedliche
Saurestarken. Hierbei bilden Selenwasserstoffverbindungen (H,Se—HSe’; pK, 3,73)
starkere Sauren aus als die analogen Schwefelverbindungen (H,S—HS"; pK, 6,93).
(FOSTER und SUMAR 1997).

Diese Eigenschaften sind entscheidend fur die katalytische Aktivitat von Seleno-
proteinen, in deren Zentrum sich ein Selenocysteinrest befindet. Unter
physiologischen pH-Bedingungen liegt Selen im Gegensatz zu Schwefel dissoziiert
als Selenolat-Anion vor (STADTMAN 1996). Die lonisation und der groRere Atom-
radius von Selen im Vergleich zu Schwefel machen ein Selenol zu einem starkeren
Nukleophil als ein Thiol (HUBER und CRIDDLE 1967). Der Ersatz von Selen durch
Schwefel in Selenoenzymen fuhrt daher zu einem deutlichen Ruckgang der Enzym-
aktivitat (ROCHER et al. 1992). Die Toxizitat von Selen wird ebenfalls auf Reaktionen
von Selen- und Schwefelverbindungen zurtickgefuhrt. Hierbei reagieren u.a. Selenite
oder Selendioxid mit Thiolen (z.B. Glutathion, Selenocystin) zu elementarem Selen
und fUhren gleichzeitig zu der Bildung von Superoxidradikalen (SPALLHOLZ 1994).
Selen kann die Oxidationsstufen von -Il (Selenide), +IV (Selenite) bis +VI (Selenate)
annehmen. Die Metallselenide mit der Oxidationszahl -Il und elementares Selen sind
in Wasser schwerldslich, wahrend Alkaliselenite (+1V) und Alkaliselenate (+VI) in
Wasser l6slich sind. Deshalb weisen sie eine bessere Bioverfligbarkeit flur Pflanzen
und Tiere auf (BARCELOUX 1999). Bei der Aminosaurensynthese in Pflanzen und

Tieren wird Selen anstelle des Schwefels in die Aminosauren Cystein und Methionin
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eingebaut Daher kdénnen anorganische, wasserlosliche Selenverbindungen neben

Selenoaminosauren zur Deckung des Selenbedarfes beitragen (WOLFFRAM 2000).

2.1.3 Selenhomoostase

Absorption

Die Absorptionsmechanismen und die damit einhergehende Bioverfigbarkeit
organischer und anorganischer Selenverbindungen rickten in den letzten
Jahrzehnten in den Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen. Bilanzstudien konnten
zeigen, dass Selenoaminosauren sowie Selenit und Selenat effizient aus dem
Gastrointestinaltrakt absorbiert werden (WOLFFRAM et al. 1985,1989; MYKKANEN
und WASSERMAN 1989, VENDELAND et al. 1992a).

In in vivo Experimenten konnte die Hohe der Selenabsorption in verschiedenen
Darmabschnitten ermittelt und das lleum als Ort mit der hochsten Absorptionsrate
identifiziert werden (ARDUSER et al. 1985 und WOLFFRAM et al. 1985). Die an der
Absorption beteiligten Mechanismen variieren hierbei in Abhangigkeit von der Selen-
verbindung jedoch stark.

1985 stellten ARDUSER et al. eine durch Na-lonen stimulierte Absorption von
Selenat in der Buirstensaumregion des lleums fest (Abb. 1). Experimente mit
isolierten Blrstensaumvesikeln konnten den aktiven Selenattransport-Mechanismus
genauer definieren. So wird Selenat im Gegensatz zu Selenit mittels eines Natrium-
Cotransportes Uber denselben Mechanismus wie Sulfat durch den Burstensaum
transportiert (WOLFFRAM et al. 1985, 1986, 1988). TURNER et al. (1990) und
ARDUSER et al. (1985) konnten in Darmséckchen des lleums die Absorption von
Selenat aus dem Darmlumen durch die Anwesenheit von Oxyanionen (Sulfat, Thio-
sulfat) und Ouabain (Na/K ATPase-Hemmer) inhibieren und somit die Abhangigkeit
von einer Na'-ATPase bestatigen. Des Weiteren konnen Selenat und Sulfat bei vor-
liegendem Na-lonengeféalle einen weiteren Transportmechanismus nutzen. Hierbei
handelt es sich um einen Austausch von Selenat (Sulfat) gegen intrazellulare
Hydroxyanionen (WOLFFRAM et al. 1988).

Selenit weist eine signifikant niedrigere Absorptionsrate als Selenat auf, da es in-
testinal durch passive Diffusion absorbiert wird (ARDUSER et al. 1985, WOLFFRAM
et al. 1986, MYKKANEN und WASSERMAN 1989). MYKKANEN und WASSERMAN
(1990) konnten bei der Inkubation von isolierten Burstensaummembranvesikeln in

einem selenit(758e)haltigen Medium eine starke Anreicherung von Selenbindungen
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an der Oberflache der Darmwand beobachten, in deren Anschluss vermutlich die
Aufnahme von Selenit mittels Diffusion steht. Diese Beobachtung fuhrten sie auf die
Reaktion von Selenit mit membranstandigen Thiolgruppen zurick (WOLFFRAM et al.
1986, MYKKANEN und WASSERMAN 1989). Des Weiteren wird die Absorption von
Selenit durch intra- und extrazellulare Thiole beeinflusst. So konnte eine
zunehmende Akkumulation von Selenit und eine rasche Abnahme des intrazellular
vorliegenden Glutathions (GSH) in den Dlinndarmenterozyten der Ratte, die in einem
selenithaltigen Medium inkubiert worden waren, beobachtet werden, wenn die
Konzentration intrazellularen Glutathions anstieg (ANUNDI et al. 1984). Die intra-
zellulare Reaktion von Selenit mit Glutathion zu (beispielsweise) Selenodiglutathion
dient vermutlich der Aufrechterhaltung eines selenitabhdngigen Konzentrations-
gefalles (ANUNDI et al. 1984, MYKKANEN und WASSERMAN 1989).

Neben den intrazelluldren Thiolen kdnnen auch extrazelluldre Thiole im Darmlumen
die Absorption von Selenit beeinflussen. Die Aufnahme von cysteinhaltigen Proteinen
und Glutathion mit der Nahrung bzw. die Sekretion von Glutathion Uber die Galle
stimuliert die Aufnahme von Selenit aus dem Dunndarm. Selenit wird in Anwesenheit
von Thiolen zu Selenotrisulfiden (RSSeSR), Selenopersulfiden (RSSeH), Selenid
und elementaren Selen reduziert (GANTHER 1968 und 1971). Die Aufnahme dieser
Verbindungen aus dem Darm konnte neben der passiven Diffusion zu der Absorption
von Selen aus Selenit beitragen (SCHARRER et al. 1992, SENN et al. 1992,
VENDELAND et al. 1992b). Die Selenaufnahme aus Selenit, die cysteinstimuliert
war, zeigte eine klare Na-Abhangigkeit und wurde durch L-Leucin und L-Glutamin-
sdure gehemmt. WURMLI et al. (1989), SCHARRER et al. (1992) und SENN et al.
(1992) schlossen daraus, dass aminosaureahnliche Reaktionsprodukte entstehen
(Selenodicystein, Selenocysteinpersulfid), die Na'-abhangig Uber Aminosaure-
Carrier durch die Blrstensaummembran transportiert werden. Der positive Einfluss
von Glutathion und D-Cystein auf die gastrointestinale Selenitabsorption konnte des
Weiteren durch das Reduktionsprodukt Selenid zustande kommen, welches eine
hohe intestinale Absorptionsrate aufweist (SCHARRER et al. 1992, SENN et al.
1992). Bei einer weiteren Untersuchung konnte die Akkumulation des Selens an der
Mukosa des lleums in einem glutathionhaltigen Medium angeregt werden
(ARDUSER et al. 1986).
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Abbildung 1: Intestinale Absorption und Intermediarmetabolismus verschiedener
Selenverbindungen

Selenoaminosauren, wie Selenomethionin, Selenocystein und Selenocystin bilden
die Selenquellen aus pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln. Untersuchungen von
WOLFFRAM et al. (1989) an der Burstensaummembran des Schweins konnten
zeigen, dass Selenomethionin (ber den gleichen Na® lonen-abhéangigen Amino-
saure-Carrier wie Methionin transportiert wird. Selenocystein und Cystein hingegen
werden Uber den Carrier fur basische Aminosauren transportiert. Dies konnte durch

die antagonistische Wirkung von Arginin, Lysin und Se-Cystein auf Cystein bestatigt
werden.

Metabolismus
Die Darmepithelzellen geben die absorbierten Selenverbindungen und die
intrazellular entstandenen Zwischenprodukte an das Blut ab. Die zugrunde liegenden

Selenverbindungen und Mechanismen sind noch weitestgehend unbekannt.
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Einige Arbeitsgruppen untersuchten jedoch Metabolite des Selens nach der intra-
venosen Verabreichung anorganischer Selenverbindungen bei Ratten und konnten
zeigen, dass diese im Blutkreislauf unterschiedlich metabolisiert werden (SUZUKI et
al. 1997, 1998; SHIOBARA et al. 1999). Selenit wird rasch und selektiv mittels eines
Anionenaustausch-Carriers von den Erythrozyten (RBC) aufgenommen. In den RBC
wird Selenit durch GSH zu Selenid (-1l) reduziert und in das Blutplasma abgegeben.
Im Blutplasma reagiert Selenid in erster Linie mit Albumin, vermutlich durch S-Se-
Brickenbildung, und wird in Form dieses Komplexes zur Leber transportiert
(SANDHOLM 1973, SUZUKI et al. 1997). Eine direkte Abgabe von Selenid aus den
Erytrocyten an die Leber ist nicht moglich, weil die Abgabe an die Anwesenheit von
Albumin (Plasma) gekoppelt ist (SUZUKI et al. 1997, 1998).

SHIOBARA et al. (1999) untersuchten die Bildung von Metaboliten im Blut der Ratten
nach einer intravendsen Verabreichung von Selenat. Im Gegensatz zu Selenit inter-
agiert Selenat nicht mit RBCs, sondern wird direkt zur Leber transportiert. Obwohl
Selenat nicht im Blut reduziert wird, konnten bei der Untersuchung des Urins von
Selenit- und Selenat-behandelten Tieren identische Metabolite identifiziert werden,
welche durch Reduktions- und Methylierungsreaktionen entstehen. Dies deutet
darauf hin, dass die Reduktion von Selenat zu Selenid beim Transfer in die Leber
bzw. in der Leber selbst stattfindet.

Die Stoffwechselwege anorganischer und organischer Selenverbindungen im Blut
sind von Bedeutung, da die Versorgung der Gewebe mit Selen flr die Biosynthese
von Selenoproteinen Uber den Blutkreislauf erfolgt.

Hierbei beeinflusst die aufgenommene Selenverbindung die Gewebeakkumulation
und den intermediaren Metabolismus von Selen direkt. Wahrend anorganische und
organische Selenverbindungen bei einer adaquaten Methioninversorgung im
gleichen Male fur die Synthese von Selenoenzymen (GPx) zur Verfigung stehen,
kann Se-Methionin analog zu S-Methionin unspezifisch in andere Proteine eingebaut
werden (BEILSTEIN und WHANGER 1986a, 1986b; BEHNE et al. 1991, MAHAN et
al. 1999). Bei der Applikation hoher Dosen von Selenomethionin bzw. bei einer mar-
ginalen Methioninversorgung kann ein vermehrter unspezifischer Einbau von Se-
Methionin in Proteine beobachtet werden (WASCHULEWSKI und SUNDE 1988,
BUTLER et al. 1989). Selenocystein wird ebenfalls analog der selenhaltigen Amino-

saure Cystein in unspezifische Proteine eingebaut. Obwohl spezifische Seleno-
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proteine Selenocystein enthalten, kann das aus der Nahrung stammende Seleno-
cystein nicht direkt in diese eingebaut werden (DANIELS 1996).

JANGHORBANI et al. (1990) postulierten die Existenz von zwei Selen-Pools im
Stoffwechsel des tierischen Organismus. Der erste Pool wird als ,austauschbarer
metabolischer Pool® bezeichnet. Er beinhaltet alle Zwischenprodukte, die bei der
Reduktion von Selenat zu Selenid entstehen: Methylierungsprodukte z.B. Methyl-
selenol, Dimethylselenid und Trimethylselenonium sowie alle endogen
synthetisierten Selenoproteine (JANGHORBANI et al. 1990, WOLFFRAM 2000). Der
zweite Selen-Pool beinhaltet selenomethioninhaltige Proteine, denen im Sinne einer
biologischen Wirkung keine Funktion zukommt. Pool 2 kann jedoch, ahnlich wie
Ferritin fur Eisen, eine Funktion als Selenspeicher zugesprochen werden
(JANGHORBANI et al. 1990). Selenomethionin wird, entsprechend dem Abbau von
Methionin, durch ,Transselenierung“ zu Selenocystein metabolisiert. Selenocystein
wird im Organismus durch die Selenocystein-p-Lyase in der Leber abgebaut.
Elementares Selen wird freigesetzt und sofort zu Selenid reduziert (ESAKI et al.
1982, SUNDE 1990). Ein zweiter moglicher Stoffwechselweg bei Tieren ist die Frei-
setzung von Methylselenol aus Selenomethionin durch eine L-Met-y-Lyase (ESAKI et
al. 1979). Das entstehende Methylselenol kann durch Methylierung in Form von Di-
methylselenid oder Trimethylselenonium renal ausgeschieden werden oder als
Selenid der Synthese von Selenoproteinen zur Verfigung stehen (NAKAMURO et al.
2000). Die anorganische Selenverbindung Selenat wird glutathionabhangig zu
Selenit reduziert. Selenit wird anschlieBend zu Selendiglutathion und dieses
wiederum durch NADPH-abhangige Reduktasen zu Selenid reduziert (GANTHER
1971). Selenid spielt eine zentrale Rolle im Selenstoffwechsel. Es steht im Zu-
sammenhang mit dem Einbau von Selen in spezifische Selenoproteine und der Aus-

scheidung von Selen in methylierter Form.

Exkretion

Selenmetabolite kénnen in Faeces, Urin und Lunge nachgewiesen werden. Der
Selengehalt in den Faeces spielt hier im Sinne einer homoostatischen Regulation
keine Rolle. Vielmehr stellt der Selengehalt des Kotes einen Parameter fur die Ab-
sorption der Selenverbindung aus dem Magen-Darm-Trakt dar. Der wichtigste Aus-
scheidungsweg ist die homdostatische Exkretion tUber den Urin gefolgt von der Ex-

kretion Uber die Lunge bei der Aufnahme toxischer Selenkonzentrationen (DANIELS,
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1996). Die Ausscheidung von Selen Uber den Urin bzw. Uber die Lunge erfolgt nach
Metabolisierung in Form von methylierten Selenverbindungen.

OGRA et al. konnten 2002 den Se-Metaboliten mit dem hochsten Anteil im Urin
identifizieren, es handelt sich dabei um einen Selenozucker (Se-Methyl-N-Acetyl-
galactosamin; Selenozucker B). In der Leber konnte die Vorstufe von Selenozucker
B identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um Selenozucker A (Se-Glutathionyl-N-
Acetylgalactosamin), welcher bei der Reaktion von Selenopersulfiden (GSSeH) mit
einem Zuckerrest entsteht. Selenozucker A wird intrazellular methyliert und der ent-
stehende Selenozucker B gelangt Gber den Blutkreislauf in den Urin (KOBAYASHI et
al. 2002, SUZUKI et al. 2005).

Dimethylselenid und Trimethylselenonium entstehen nach der Methylierung von
Selenid bzw. nach der Umsetzung von Se-Methionin mit Methionin-y—Lyase zu
Methylselenol. Methylselenol wird zweifach methyliert. Es entsteht Dimethylselenid,
welches ausgeatmet wird und das Trimethylselenonium-lon, das Uber den Urin ab-
gegeben wird (HSIEH und GANTHER 1977, SUNDE 1990, NAKAMURO et al. 2000).

2.1.4 Biosynthese von Selenoproteinen

Die Synthese von Selenocystein in Prokaryonten konnte von BOCK et al. (1991)
weitestgehend aufgeklart werden. Bei Eukaryonten ist der Mechanismus auch heute
teilweise noch ungeklart.

Spezifische Selenoproteine enthalten in ihrem aktiven Zentrum Selenocystein. Das
bendtigte Selenocystein entstammt hierbei nicht der Nahrung, sondern wird bei der
Synthese von Peptidketten cotranslational hergestellt.

Bei der Biosynthese von Selenoproteinen (Abb. 2) wird zunachst mit Hilfe der Seryl-
tRNA-Synthetase eine spezielle tRNA (tRNA**°) mit Serin beladen (LEE et al. 1989,
MIZUTANI 1989). Die folgende Reaktion von Seryl-tRNA®®* mit Selenophosphat, dem
Selendonator, wird durch eine Selenocysteinsynthase (SELA) katalysiert. Hierbei
wird die Seryl-tRNA®**° zu Selenocysteinyl-tRNA**° umgewandelt (MITUZANI et al.
1991, 1992). Als Selenquelle fur die Synthese von Selenophosphat dient das im
Koérper metabolisierte Selenid, welches durch zwei Selenophosphatsynthetasen
(SPS1 und SPS2) unter ATP-Verbrauch zu Selenophosphat synthetisiert wird (LOW
et al. 1995, GUIMARAES et al. 1996).
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tRNASer (Sec)

Abbildung 2: Selenoproteinbiosynthese in Eukaryonten (modifiziert nach KOHRLE
2005)

Bei dem Selenocystein-kodierenden Triplet handelt es sich um die Sequenz UGA,
die normalerweise die Funktion eines Stop-Codons Ubernimmt. Die spezielle Seleno-
cysteinyl-tRNA®*® ermoglicht jedoch neben der Synthese von Selenocystein die Ent-
schlisselung des Stop-Codons der mRNA und somit den Einbau von Selenocystein
in Selenoproteine (LEE et al. 1989). Der Einbau von Selenocystein (Sec) ist von
Sekundarstrukturen der mMRNA abhangig. Um UGA von einem Stop-Codon zu einem
Selenocystein-Codon zu rekodieren, wird eine spezifische Stammschleifenstruktur,
die SECIS (selenocysteine insertion sequence), bendtigt. Diese RNA-Struktur, die
ein kink-turn motif* enthalt, das mit der Proteinerkennung in Verbindung gebracht
wird (CHAVATTE et al. 2005), befindet sich bei Eukaryonten in der untranslierten
3'Region der mRNA mit einer Entfernung von ca. 500 bis 5300 Nukleotiden zu dem
UGA-Codon (BERRY et al. 1991). SECIS geht eine stabilisierende Bindung mit
einem SECIS-bindenden Protein (SBP2) ein (COPELAND et al. 2000). Diese
Sekundarstruktur wird von einem Elongationsfaktor (eEFsec/mSelB) erkannt, der mit
der Selenocystetyl-tRNA®>*° interagiert (FAGEGALTIER et al. 2000, TUJEBAJEVA et
al. 2000).

Aus der Entdeckung, dass das ribosomale Protein L30 eine SECIS-Bindung eingeht
und unter spezifischen Bedingungen (Mg?*-Konzentrationen und Bindungs-
konkurrenz), welche mit einer Konformationsanderung am ,kink-turn motif‘ einher-
gehen, SBP2 ersetzt, schlossen CHAVATTE et al. (2005), dass SECIS als
molekularer Schalter fungiert und postulierten die folgende Erweiterung des Models

fur die UGA Rekodierung: L30 konnte als Anker im Ribosom fungieren. Sobald der
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SBP2-Komplex mit dem Ribosom assoziiert wird kénnte SBP2 durch L30 ersetzt
werden und SECIS am Ribosom korrekt platzieren. Die induzierte Konformations-
anderung des SECIS-Elements wiederum konnte eEFsec die Freigabe von Seleno-
cystetyl-tRNA®®*® signalisieren und die Polypeptidkette wiirde um die Aminosaure
Selenocystein verlangert werden. Unklar bleibt jedoch wie der mit tRNA®*° beladene
SECIS-Komplex bei einer Entfernung von bis zu 5000 Nukleotiden das Ribosom
lokalisiert.

GELPI et al. (1992) und DING et al. (1999) konnten zwei weitere Proteine im
tRNA®*°-Komplex identifizieren. Hierbei handelt es sich um Secp43 und SLA (soluble
liver antigen). Die Funktion dieser Proteine jedoch blieb bislang unklar. 2005 konnten
XU et al. durch Knockdown-Experimente mit Zelllinien eine Funktion bei der
Biosynthese von Selenoproteinen nachweisen. Diese Faktoren interagieren mit
tRNA®*° und bilden einen Teil des tRNA®**°-Komplexes. Des Weiteren spielt Secp43
offenbar eine direkte Rolle bei der Biosynthese, da es an der Methylierung der

tRNA®®° und an der intrazelluléaren Verteilung von SLA beteiligt ist.

2.1.5 Selenoproteine

Das erste Selenoprotein wurde 1973 durch ROTRUCK et al. (1973) und FLOHE et
al. (1973) entdeckt. Seither wurden zahlreiche weitere Selenoproteine gefunden. Es
handelt sich dabei um enzymatische Selenoproteine und um Selenoproteine mit
einer Transport- oder Strukturfunktion (URSINI et al. 1999, HILL und BURK 2001).
Bis zum heutigen Tage konnten vier verschiedene Selenoenzymfamilien identifiziert
und charakterisiert werden (Tab. 1). Hierbei handelt es sich um Glutathion-
peroxidasen, Deiodinasen, Thioredoxinreduktasen und eine Selenophosphat-
synthetase. Die Expression sechs weiterer Selenoproteine konnte ebenfalls nachge-
wiesen werden (KRYUKOV et al. 1999, LESCURE et al. 1999).

Dass eine grolde Anzahl Se-haltiger Proteine bis heute noch nicht naher identifiziert
sind, konnte jedoch in einem Experiment mit Ratten, denen °Se verabreicht wurde,

nachgewiesen werden (BEHNE et al. 1996).
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Tabelle 1:  Auswahl identifizierter Selenoproteine (modifiziert nach RAYMAN 2002,
KOHRLE et al. 2000, BECKETT und ARTHUR 2005)

Funktion

Selenoprotein Abkiirzung
Glutathionperoxidasen
Cytosolische oder klassische GPx cGPx, GPx-1
Phospholipid Hydroperoxid GPx PHGPx, GPx-4
Plasmatische GPx pGPx, GPx-3
Gastrointestinale GPx GIGPx, GPx-2

lodothyronin Deiodinasen

5'Deiodenase, Typ | 5Dl
5'Deiodenase, Typ Il 5Dl
5'Deiodenase Typ Il 5Dl
Thioredoxinreduktasen

Cytosolische Thioredoxinreduktase TrxR1
Mitochondriale Thioredoxinreduktase TrxR2
Testikulare Thioredoxinreduktase TrxR3
Selenophosphatsynthetase 2 SPS2
Selenoprotein P SelP
Selenoprotein W SelWw

15 kDa Selenoprotein

18 kDa Selenoprotein

DNA gebundenes Spermatidselenoprotein

Antioxidanzien, die H>,O5, Phospholipid- und Lipid-
hydroperoxide entgiften; daher Schutz von Lipiden,
Lipoproteinen und DNA vor oxidativer Schadigung
und Einfluss auf Entziindungsgeschehen, PHGPx
hat des weiteren Funktion als Strukturprotein in
Spermien

Umwandlung von T4 zu bioaktivem T3; Umwand-
lung von T4 zu bioinaktivem reversen T3
Umwandlung von T4 zu bioaktivem T3
Umwandlung von T4 zu bioinaktivem reversen T3

Reduktion von Nukleotiden bei der DNA-Synthese,
Regulation des antioxidativen Systems, Regulation
der Genexpression durch Beibehaltung des Redox-
Status von Transkriptionsfaktoren, Kontrolle von
Zellwachstum, Apoptose

Synthese von Selenophosphat fiir die Seleno-
proteinsynthese

Antioxidanz im Plasma assoziiert mit Endothel,
Transportprotein

Antioxdanz in Herz und Skelettmuskulatur?
Antioxidanz im Schutz gegen Krebs?, hohe Ge-
halte in der Prostata

Hohe Gehalte in Niere und anderen Geweben;
Funktion unklar; Erhalt im Selenmangel

GPx-ahnliche Aktivitat, in Magen und Spermien-
zellkern, Schutz bei Spermatogenese?

2.1.5.1 Cytosolische Glutathionperoxidase (cGPx)

Das nahezu ubiquitar vorkommende Enzym Glutathionperoxidase wird im

Allgemeinen als klassische oder cytosolische Glutathionperoxidase (cGPx) bzw.
GPx-1 bezeichnet. 1957 beschrieb MILLS als Erster die Aktivitat der Glutathion-
peroxidase (GPx) und ihre Funktion zum Schutz der roten Blutkdrperchen vor
oxidativ bedingter Hamolyse. 1973 konnte die GPx durch ROTRUCK et al. (1973)
und FLOHE et al. (1973) als selenhaltiges Enzym identifiziert werden. Durch

chemische Derivatisierung wurde schliel3lich nachgewiesen, dass Selenocystein sich
tatsachlich im aktiven Zentrum des Enzyms befindet (FORSTROM et al. 1978). Das
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tetramere Enzym besteht aus vier identischen selenocysteinhaltigen Untereinheiten,
die jeweils circa 22 kDa wiegen (GUNZLER et al. 1984).

Die cytosolische Glutathionperoxidase katalysiert die Reduktion von I[&slichen
Wasserstoffperoxiden und anderen organischen Hydroperoxiden zu Wasser und
Alkoholen durch die Oxidation von Glutathion. Die Glutathionreduktase schliel3t den
Kreislauf durch die Reduktion des oxidierten Glutathions. Als Substrat dient hierbei
NADPH (PAGLIA und VALENTINE 1967). Das Aktive Zentrum der Glutathion-
peroxidase-Familie bildet eine Aminosaure-Triade bestehend aus Selenocysteine*®

® und Glutamin®'. Hierbei wird die Selenolgruppe des Selenocysteins
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durch die Iminogruppe eines Trp'*°*-Restes und durch die Aminogruppe eines Glu®'-
Restes uber Wasserstoffbricken polarisiert. Das dissoziierte Selenol wird durch
Hydroperoxide oxidiert und das Derivat der selenigen Saure wird in zwei Stufen
durch ein Thiol, vorzugsweise GSH, reduziert (EPP et al. 1983, URSINI et al. 1995).
Hierbei wird die hohe GSH-Affinitat der cGPx auf vier Argininreste zurlickgefihrt, die
das aktive Zentrum umgeben. GSH wird durch die Ausbildung von u.a. Wasserstoff-
bricken dem aktiven Zentrum sozusagen zugefuhrt (URSINI et al. 1995). Der Aus-
tausch von Selenocystein gegen Cystein in dem aktiven Zentrum verursacht eine
Abnahme der Enzymaktivitat. Dies ist darauf zurlickzuflihren, dass Selenocystein bei
einem physiologischen pH-Wert ein effizienterer Redoxkatalysator ist als Cystein
(ROCHER et al. 1992, STADTMAN 1996).

Zusatzlich wird der cGPx im Organismus eine Funktion als biologischer Puffer und
Speicher fur Selen zugesprochen, denn bei Se-Mangelernahrung von Tieren kann
zwar eine dramatische Abnahme der cGPx-Aktivitat beobachtet werden, jedoch
scheinbar ohne negative klinische Auswirkungen (ARTHUR und BECKETT 1994).
Diese Eigenschaften machen die cGPx aulRerdem zu einem geeigneten Selen-
statusparameter (BEHNE und WOLTERS 1983, WHANGER et al. 1988).

Unter physiologischen Bedingungen kommt der cGPx bei der Entgiftung von Hydro-
peroxiden im Zusammenspiel mit Vitamin E, Katalase und Superoxiddismutase
offenbar keine lebensnotwendige Funktion zu. HO et al. (1997) konnten bei cGPx-
Knockout-Mausen eine normale Entwicklung und keine histopathologischen Ver-
anderungen bis zu einem Alter von 15 Monaten beobachten. Auch unter moderatem
oxidativen Stress (>99% O,) zeigten die Mause keine verkiirzte Uberlebensrate. Die
cGPx ist jedoch in der Lage, Mause vor einem extremen oxidativen Stress zu

schitzen. Hohe Paraquatgaben fihren bei GPx-Knockout-Mausen und Selen-
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mangel-Mausen schneller als bei Kontrollmausen zu der Bildung von Produkten der
Lipidperoxidation bzw. Proteinoxidation und schlieBlich zum Tode (De HAAN et al.
1998, CHENG et al. 1999a). Der antioxidative Schutz der cGPx spielt des Weiteren
eine Rolle bei dem Schutz vor viralen Krankheitserregern. Der Anstieg des
Peroxidspiegels in cGPx-Knockout- bzw. Selenmangel-Tieren bewirkte eine erhdhte
Mutationsrate in der RNA von avirulenten Coxsackieviren und fuhrte bei den Ver-
suchstieren zu einer Myokarditis. Nach der Passage durch die Mause ohne cGPx-
Schutz wies das Virus Punktmutationen auf. Diese Mutationen riefen nun auch in
Kontrollmausen eine virulente Wirkung hervor (BECK et al. 1994, 1998).
Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen ROS und
Apoptose besteht. Die cGPx als Bestandteil des antioxidativen Schutzsystems wird
als ein Inhibitor des programmierten Zelltodes gesehen (KAYANOKI et al. 1996,
DEMELASH et al. 2004, TANG et al. 2005, FAUCHER et al. 2005).

2.1.5.2 Plasmatische Glutathionperoxidase (pGPx)

Die plasmatische Glutathionperoxidase (pGPx, GPx-3, eGPx) wurde 1987 erstmals
aus humanem Plasma isoliert (TAKAHASHI et al. 1987). Im Gegensatz zu den
anderen Glutathionperoxidasen ist die pGPx ein extrazellulares Selenoglykoprotein.
In einer Selenmangelsituation reagiert die pGPx jedoch analog zu der cGPx mit
einem drastischen Abfall der Enzymaktivitat und eignet sich somit als Parameter des
Selenstatus (ULLREY 1987, WHANGER et al. 1988). Es handelt sich bei der pGPx
um ein tetrameres Enzym mit vier identischen Untereinheiten, die jeweils ein
Molekulargewicht von ca. 23 kDa haben.

Die pGPx-RNA konnte in Leber, Lunge, Herz und Mamma nachgewiesen werden
(CHU et al. 1992). Die Hauptquelle der pGPx-RNA jedoch ist die Niere. Von den
proximalen Nierenkanalchen wird das Enzym basolateral abgesondert (YOSHIMURA
et al. 1991, WHITIN et al. 2002).

Untersuchungen haben gezeigt, dass pGPx effizient die Reduktion von Wasserstoff-
peroxid und anderen organischen Peroxiden und Phospholipidhydroperoxiden kata-
lysiert, wenn Glutathion in hyperphysiologischen Konzentrationen als Elektronen-
donator fungiert (TAKAHASHI et al. 1987, YAMAMOTO et al. 1993). Aufgrund der
geringeren Spezifitat der pGPx (10%) zu GSH im Vergleich zu cGPx und der
geringen GSH-Konzentration (<0,5 uM) im Blutplasma wurde jedoch nach anderen

Verbindungen gesucht, die der pGPx als reduzierende Substanzen dienen kdnnten
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(BJORNSTEDT et al. 1994). Neben GSH konnten BJORNSTEDT et al. (1994) das
Thioredoxin- und Glutredoxin-System als Elektronenquellen fur pGPx identifizieren.

2.1.5.3 Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPXx)

1985 konnte die Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPXx) als zweite
Glutathionperoxidase im Saugetier identifiziert werden (URSINI et al. 1985). Im
Gegensatz zu den Ubrigen Glutathionperoxidasen ist PHGPx ein Monomer mit einem
Molekulargewicht von ca. 19 kDa. Je nach Tierart weist die PHGPx nur eine ca.
30%ige Sequenzibereinstimmung mit den anderen Glutathionperoxidasen auf
(BRIGELIUS-FLOHE et al. 1994). Das Enzym liegt in somatischen Zellen hauptséch-
lich im Cytosol vor, es kommt zu einem geringen Teil aber auch als membran-
standige Form vor (ROVERI et al. 1994).

Der einzigartige monomere Charakter (Zuganglichkeit des aktiven Zentrums) er-
madglicht der PHGPx eine grof3e Substratbreite und Membranaffinitat (THOMAS et al.
1990, BRIGELIUS-FLOHE et al. 1994, URSINI et al. 1995). Denn neben Phospho-
lipidhydroperoxiden kann die PHGPx auch andere Lipidhydroperoxide (Fettsaure-,
Cholesterol-, Cumolhydroperoxide) und Wasserstoffperoxid zu Alkoholderivaten bzw.
Wasser umwandeln (URSINI et al. 1985, THOMAS et al. 1990). PHGPx weist eine
niedrige Affinitdt gegenuber Glutathion auf und besitzt im Gegensatz zu der cGPx im
Zentrum keine Glutathionbindungsstellen. Daher kann PHGPx als Reduktionsmittel
neben Glutathion auch andere Substrate (z.B. Dithiole) verwenden. Als
physiologischer Elektronendonator konnte bis heute jedoch kein Substrat gefunden
werden, welches effektiver mit PHGPx reagiert als GSH (URSINI et al. 1995).

Im Organismus schutzt die PHGPx zusammen mit Vitamin E Biomembranen vor der
Zerstorung durch Peroxide. Vitamin E reagiert mit Hydroxylperoxylradikalen (LOOs),
die bei der eiseninduzierten Lipidperoxidation von Biomembranen entstehen, zu
Lipidhydroperoxiden (LOOH). Anschlielend reagiert das PHGPx/GSH-System mit
LOOH und entgiftet diese Verbindung zu einem Alkoholderivat und Wasser. Bei
einem Mangel an PHGPx konnen LOOHs nicht abgefangen werden und es ent-
stehen Alkoxylradikale (LO-). Vitamin E jedoch ist gegen LO- ein relativ schwaches
Antioxidanz, welches keine Termination der Reaktion bewirkt, d.h. nur in Gegenwart
von PHGPx ist eine effektive Verhinderung der Lipidperoxidation mdglich
(MAIORINO et al. 1989).

Selenmangel wird mit herabgesetzter mannlicher Fertilitat in Verbindung gebracht.

Bereits 1973 konnten WU et al. bei mannlichen Ratten im Selenmangel eine stark



Literaturtibersicht 17

herabgesetzte Spermienmotilitat beobachten, die auf Veranderungen am Mittelstlick
reifer Spermien zurtckzufuhren war. Da Vitamin E und andere Antioxidanzien keinen
Einfluss auf die Spermienqualitat im Selenmangel hatten, wurde Selen eine
spezifische Funktion in den Testes zugesprochen. PHGPx existiert in testikularen
Gewebe als cytosolische, mitochondriale und nukleare Form und wird heute verstarkt
mit der Reifung und Funktion von Spermien in Verbindung gebracht.
Untersuchungen von URSINI et al. (1999) haben gezeigt, dass die Helix der
Spermienmitochondrien in einer Kapsel eingebettet ist, die zu 50% aus PHGPx be-
steht. Wahrend der Spermienreifung erfahrt die PHGPx eine Veranderung in der
biologischen Rolle von einem Enzym zum Schutz vor Peroxidschaden in Sperma-
tiden zu einer inaktiven, unloslichen Matrixkomponente in reifen Spermien. Diese
Beobachtung ist vermutlich auf eine Veranderung des Redox-Status wahrend der
Spermatogenese zurlckzufuhren. Die oxidative Verschiebung flhrt zu einer ver-
starkten Bildung von niedermolekularen Dithiolen im Prozess der Spermienreifung
(SHALGI et al. 1989). Die damit verbundene Abnahme der GSH-Konzentration und
die geringe Spezifitdt von PHGPx zu GSH als Substrat fuhrt nun zu der Poly-
merisation von PHGPx iber die Reaktion von Sec*® mit Cys'*® anderer PHGPx-
Moleklle. Eine Quervernetzung der Molekile und eine Bindung an die Mito-
chondrienkapsel wird vermutlich analog durch Reaktion mit Proteinthiolen z.B. SCMP
(sperm mitochondrial cysteine-rich protein) der Membranoberflache erzielt (MAURI et
al. 2003). MAIORINO et al. (2005) konnten zeigen, dass SCMP mit seinen zahl-
reichen Cysteinresten als Substrat fur PHGPx, wahrend der Spermatogenese dient.
Die PHGPx katalysiert die Bildung von Disulfiden zwischen benachbarten Cystein-
resten von SCMP und fuhrt zu einer Konformationsanderung, die als ,redox-switch®
bezeichnet wird. Diese Strukturen unterliegen haufig einer Neuordnung und werden
als Zwischenstufe bei der Proteinfaltung gesehen (CEMAZAR et al. 2003).
MAIORINO et al. (2005) spekulieren, dass auch die Neuordnung des SCMP-Cystins
eine Zwischenstufe der Polymerisation darstellt und schliel3lich zu der beschriebenen
Strukturveranderung und Stabilisierung der Mitochondrienkapsel fuhrt.

Die Nukleus-PHGPx (nPHGPXx) ist ein Zellkernprotein und die dritte Isoform der
PHGPx, welcher ebenfalls Funktionen bei der Spermienreifung zukommen. Die
nNPHGPx unterscheidet sich von den anderen Isoformen durch einen argininreichen

N-Terminus. Bei der nPHGPx handelt es sich um eine Proteinthiolperoxidase, welche
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die Chromatinkondensation bei der Spermatogenese durch die Quervernetzung von
Proteindisulfiden stabilisiert (PFEIFER et al. 2001, CONRAD et al. 2005).

Neben diesen Funktionen konnten zahlreiche Studien zeigen, dass die PHGPXx
redoxregulatorische Funktionen im Zellstoffwechsel Ubernimmt. Durch ihre Wirkung
auf z.B. Lipoxygenase, nuclear factor-xB (NF-kB) und Cytochrom ¢ kann der PHGPx
eine Rolle bei Signaltransduktion, Apoptose, Zellproliferation und Entziindungs-
geschehen zugewiesen werden (NAKAGAWA 2004, BRIGELIUS-FLOHE et al. 1997,
IMAI et al. 1998, CHEN et al. 2003, SHIDOJI et al. 2006).

2.1.5.4 Thioredoxinreduktase (TrxR)

Die Thioredoxinreduktase (TrxR) wurde erstmals in den spaten siebziger Jahren be-
schrieben, aber erst 1996 konnte sie aus menschlichen Zellen isoliert und als
Selenoprotein charakterisiert werden (GLADYSHEV et al. 1996, TAMURA et al.
1996). Bis heute konnten ubiquitar zwei Hauptformen, namlich eine cytosolische
(TrxR1) und eine mitochondriale (TrxR2) Thioredoxinreduktase im Saugetier identi-
fiziert werden (LEE et al. 1999). Bei den Thioredoxinreduktase-lsoformen handelt es
sich um Homodimere mit einem redoxaktiven Disulfid. TrxRs enthalten FAD als
prosthetische Gruppe und reduzieren in Abhangigkeit von NADPH das Disulfid im
aktiven Zentrum des oxidierten Thioredoxins (GLADYSHEYV et al. 1996, TAMURA et
al. 1996). Thioredoxin ist eine Disulfidreduktase.

Diese Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen Ubernehmen im Organismus zahlreiche
Aufgaben (Abb. 3). Sie sind effiziente Elektronentransporteure fir Enzyme, die die
Reduktion von Nukleotiden bei der DNA-Synthese katalysieren. Zu diesen Enzymen
gehort die Ribonukleotidreduktase, die fur die Bereitstellung von Desoxy-
ribonukleotiden fur die DNA-Synthese verantwortlich ist. Das Thioredoxin-System
wird mit einer Reihe weiterer Prozesse in Verbindung gebracht. Dazu gehoren die
Reduktion von Glutathionperoxidasen (BJORNSTEDT et al. 1994), Disulfid-
isomerasen (LUNDSTROM et al. 1990), Dehydroascorbate (MAY et al. 1997),
ascorbylfreie  Radikale (MAY et al. 1998), Selenite, Selenodiglutathion
(BJORNSTEDT et al. 1995b) und Lipidhydroperoxidasen (BJORNSTEDT et al.
1995a). Diese Prozesse werden teilweise Uber das Thioredoxin-System katalysiert,
einige jedoch direkt durch die TrxR. Die geringe Substratspezifitat der TrxR wird zum
einen auf die C-terminale Lage von Selenocystein in der Aminosauresequenz Cys-
Sec-Gly und zum anderen auf redoxaktive Cysteinreste in der FAD-bindenden

Region des Molekuls zuruckgefuhrt. Das Zusammenspiel dieser aktiven Zentren im
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Molekdl ist entscheidend fur die Aktivitat der TrxR (LEE et al. 2000, SANDALOVA et
al. 2001, GLADYSHEYV et al. 1996).

Durch die schnelle und umkehrbare Reaktion spielt die Thiol-Disulfid-Austausch-
reaktion auch bei der Signaltransduktion durch z.B. Protein-Tyrosin-Phosphatasen
und bei der Regulation der Genexpression zahlreicher Transkriptionsfaktoren eine
Rolle. So werden einige Transkriptionsfaktoren durch die Redoxregulation von Thio-
redoxin aktiviert oder deaktiviert, z.B. nuclear factor kB (NF-xB), activator protein 1
(AP-1) und tumor supressor protein (p53) (HAYASHI et al. 1993, HIROTA et al. 1997,
SAKURAI et al. 2004, TURUNEN et al. 2004).

Des Weiteren haben Untersuchungen gezeigt, dass das Thioredoxin-System auch
das Zellwachstum stimulieren und den Prozess der Apoptose verhindern kann. In
Eukaryonten bildet reduziertes Thioredoxin einen Komplex mit einer Apoptosekinase
(ASK-1), der zu einer Hemmung der Apoptose fuhrt, d.h. bei zunehmendem
oxidativen Stress wird die Apoptose durch Vorliegen hoher Konzentrationen oxi-
dierten Thioredoxins induziert (SAITOH et al. 1998).

Dehydroascorblnsaure

ASK-11
Ascorblnsaure
Lipidhydroperoxide NADPH + H* m/
(ROOH) ? ASK-1
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Abbildung 3: Funktionen des Thioredoxin-Systems (NORDBERG und ARNER
2001)

Vor wenigen Jahren konnte ein weiteres Mitglied der TrxR Familie identifiziert
werden. Es handelt sich dabei um eine selenhaltige Thioredoxin/Glutathion-
Reduktase (TGR). Dieses Enzym weist eine breite Substratspezifitat auf und kann
als TrxR, GR und Glutredoxin fungieren (SUN et al. 2001). Da TGR nach der Puber-
tat in den Testes akkumuliert, wird es auch als testikulare TrxR bezeichnet. SU et al.
(2005) untersuchten die Funktion von TGR in der Spermatogenese und konnten

Hinweise auf eine Funktion bei der Spermienreifung entdecken. Aus den durch-
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gefuhrten Untersuchungen geht hervor, dass TGR wie PHGPx die Bildung von Di-
sulfiden in der Mitochondrienkapsel katalysiert und diese so stabilisiert (siehe
2.1.5.3).

NONN et al. (2003), CONRAD et al. (2004) und JOKUPOGLU et al. (2005) konnten
die bedeutende Funktion des Thioredoxin-Systems durch die gescheiterte Zucht von
TrxR1- bzw. TrxR2-Knockout-Mausen belegen. Denn der Verlust dieser Gene fuhrt

zum embryonalen Fruhtod.

2.1.6 Regulation der Genexpression von Selenoproteinen

Die Biosynthese von Selenoproteinen ist abhangig von der Verfugbarkeit des Selens.
Bei einer limitierten Selenzufuhr erfolgt die Bildung von Selenoproteinen nach einer
strengen Hierarchie (Abb. 4). Einige Selenoproteine reagieren auf Selenmangel mit
einem schnellen Aktivitatsverlust, andere bleiben stabil und verlieren erst bei an-
haltendem Mangel an Aktivitat. Umgekehrt verhalt es sich bei erneuter Selenzufuhr
nach einer Mangelphase. Die Selenoproteine, die einen langsamen Aktivitatsverlust
aufweisen, werden im Organismus schneller ersetzt als die, die schneller mit einem
Aktivitatsverlust auf Selenmangel reagieren (BRIGELIUS-FLOHE 1999).

In einem Versuch von WEISS SACHDEV und SUNDE (2001) trat wahrend eines
dreilBigtagigen Selenmangels eine signifikante Abnahme der cGPx-Aktivitat auf. So
fiel die cGPx-Aktivitat in der Leber von mannlichen und weiblichen Ratten auf ca. 3%
im Vergleich zur selenversorgten Kontrollgruppe ab. Die PHGPx wies ebenfalls einen
Aktivitatsverlust im Selenmangel auf. Dieser war jedoch nicht so gravierend wie der
Verlust an cGPx-Aktivitat und lag bei ca. 20% im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Eine Langzeituntersuchung von WEITZEL et al. (1990) zeigte, dass die GPx-Aktivitat
bei Mausen, die eine Selenmangeldiat erhielten, in Leber, Niere und Lunge rapide
abnahm und nach 130 Tagen rund 3% der Aktivitat in der Kontrollgruppe entsprach.
Die Aktivitat der PHGPx nahm wesentlich langsamer ab und wies noch nach 250
Tagen eine Restaktivitat von 30-70% in den verschiedenen Organen auf. TrxR, ein
weiteres Selenoenzym, verhalt sich in verschiedenen Organen ahnlich wie PHGPx.
BERGGREN et al. (1999) verglichen die Entwicklung der TrxR- und cGPx-Aktivitat
Uber einen Zeitraum von 100 Tagen bei Selenmangel oder Se-adaquat versorgten
Ratten in verschiedenen Organen. So fiel die Aktivitat der TrxR in Leber Lunge und
Niere langsamer ab als die der cGPx und erreichte nach 100 Tagen noch Aktivitaten
zwischen 12-50% der Kontrolle (0,1 mg Se/mg Diat). Bei anderen Organen (Milz,

Prostata) mit einer niedrigen TrxR-Ausgangsaktivitdt hingegen konnte kein signi-
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fikanter Abfall der TrxR-Aktivitdt im Vergleich zu der Kontrollgruppe beobachtet

werden.

Die Abnahme bestimmter Selenoproteine steht im Zusammenhang mit der Abnahme
der dazugehodrigen mRNA. Dies kann als weiteres Kriterium fir die hierarchische
Einteilung der Selenoproteine genutzt werden.

LEI et al. (1995) konnten zeigen, dass die PHGPx hoher in der Hierarchie steht als
die cGPx. In einem Versuch wurden an Ratten Diaten mit Selengehalten zwischen 2
und 130 ug Se/ kg Diat gefuttert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
der PHGPx-mRNA-Konzentration in Herz und Leber. Bei der cGPx nahm die mRNA-
Konzentration ab und erreichte bei der Selenmangelgruppe noch 6% bzw. 12% in
der Leber und im Herz im Vergleich zu den Kontrolltieren. mRNA Stabilitatsstudien
zeigen, dass pGPx und cGPx im Selenmangel ahnlich reguliert werden.

Bei einer Untersuchung von NAKANE et al. (1998) nahmen die mRNA-
Konzentrationen bei cGPx und pGPx in der Niere von Ratten, die selenarm ernahrt
wurden, in vergleichbarem MalRe ab und erreichten am Versuchsende nach vier
Wochen 24% bzw. 23% der Konzentrationen in den Kontrollgruppen.

Selenmangel fuhrte in HepG2- und CaCo-2-Zellen sogar zu einer Zunahme der
GIGPx-mRNA-Gehalte. Demgegenlber konnte eine deutliche Abnahme bei cGPx
gemessen werden wahrend die PHGPx unverandert blieb. Bei Repletion von Selen
zeigte die GIGPx-Proteinkonzentration bereits nach 10 h einen deutlichen Anstieg.
Diese Beobachtung konnte bezuglich der cGPx erst nach 24 h gemacht werden. Die
ausgepragte Stabilitat der GIGPx-mRNA und die schnelle Synthese nach einem
Selenmangel steht in einem deutlichen Kontrast zu dem Verhalten der cGPx und
deutet darauf hin, dass die GIGPx in der Hierarchie der Glutathionperoxidasen mit
der PHGPXx vergleichbar ist und moglicherweise den hochsten Rang (WINGLER et
al. 1999) einnimmt (Abb. 4).

GIGPx 2 PHGPx > TrxR > cGPx = pGPx

Abbildung 4: Hierarchie der Selenoenzyme (modifiziert nach BRIGELIUS-FLOHE
1999 und SUNDE 2001)

Die hier beschriebenen Beobachtungen wurden nicht auf eine herabgesetzte

Transkription, sondern auf einen Stabilitatsverlust der mRNA zurtckgefuhrt. In den
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vergangenen Jahren wurden auf Grund verschiedener Untersuchungen mehrere
Hypothesen aufgestellt, die eine Erklarung fur die Regulation der Genexpression von
Selenoproteinen ermoglichen sollen:

MORIARTY et al. (1998) stellten anhand von Untersuchungen die Hypothese auf,
dass der ineffiziente Einbau von Selenocystein tUber das UGA Codon, durch einen
Mangel an Selenocysteinyl-tRNA®*° ausgeldst, wahrend der mRNA-Translation zu
einem ,nonsense-mediated decay“ (NMD) der mRNA fuhrt. Denn allgemein fuhrt ein
UGA Codon, welches >50-55 Nukleotide (nt) vor dem letzten , 3 exon-exon junction®
liegt, zu einer Termination und die RNA unterliegt dem NMD (NAGY und MAQUAT
1998, SUN et al. 2000). Die Glutathionperoxidasen erfillen diese Regel.
Modifikationen der tRNA®®°, die selenabhangig reguliert werden, flhrten ebenfalls zu
einer veranderten Expression der Selenoenzyme (CARLSON et al. 2005). WEN et al.
(1998) untersuchten den Einfluss der UGA-Position auf die Effizienz der Seleno-
cysteinsynthese fir die cGPx und stellten fest, dass das UGA Codon flr einen opti-
malen Sec-Einbau >21 nt vom AUG Startcodon und >204 nt vom SECIS Element
entfernt liegen muss.

Auch die Codons die dem UGA-Codon vorausgehen veranderten in einer Unter-
suchung von NASIM et al. (2000) die Effizienz des Sec-Einbaus dramatisch.

FLOHE et al. (1997) jedoch gehen davon aus, dass spezifische Proteine an die
3'UTR binden und selenabhangig die mRNA vor dem Abbau schitzen. FLETCHER
et al. (2001) untersuchten in diesem Zusammenhang die Affinitdt des SECIS
Elements zu SBP2 bei unterschiedlichen Selenoproteinen und stellten fest, dass die
geringen Affinitatsunterschiede der verschiedenen SECIS-Elemente nicht fur die
Hierarchie der Selenoproteinexpression in vivo verantwortlich sein kdnnen.

Auch MULLER et al. (2003) riickten die 3'UTR in das Zentrum einer Untersuchung.
Hierbei kombinierten sie die 3'UTR mit den kodierenden Regionen der mRNA dreier
Glutathionperoxidasen. Die Ergebnisse zeigten, dass die 3'UTR’s der stabilen
PHGPx und GIGPx alleine nicht in der Lage waren, die cGPx zu stabilisieren.
Gleichzeitig fuhrte die 3'UTR von cGPx zu einem Stabilitatsverlust bei GIGPx und
PHGPx. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl die 3'UTR als auch die
kodierende Region der cGPx mRNA einen Einfluss auf die Stabilitdt des Enzyms

ausuben. Vermutlich spielen hier weitere selenabhangige Schutzfaktoren eine Rolle.
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2.1.7 Selenstatus (Se-Mangel, supranutritive Se-Aufnahme, Se-Toxizitat)

Selenmangel

Die Bedeutung von Selen ist neben der Funktion im Hormonhaushalt und als
Strukturprotein vor allem auf den oxidativen Zellschutz zurtickzufihren. Daher kann
Selenmangel zu schwerwiegenden Veranderungen im Organismus fuhren.

Das Auftreten von Selenmangelsymptomen ist bei Nutztieren vor allem auf die
Fltterung von selenarmen Proteinen zurlckzufuhren. Ein marginaler Selenmangel
fuhrt zu Fruchtbarkeitsstorungen, embryonalem Fruchttod, Kimmern, Leistungsabfall
und einer erhohten Anfalligkeit fur Krankheiten.

Ein klinisch manifester Selenmangel auldert sich bei landwirtschaftlichen Nutztieren
in Form verschiedener Selenmangelkrankheiten (PALLAUF und MULLER 2006). In
der Regel sind junge Tiere betroffen. Bei jungen Wiederkauern fuhrt Selenmangel zu
einer Degeneration der Herz- und Skelettmuskulatur, die als nutritive Muskeldys-
trophie oder ,Weilmuskelkrankheit* bezeichnet wird. Schweine zeigen im Selen-
mangel Wachstumsdepressionen, Leberentziindungen (Hepatosis dietetica) und
Herzmuskeldystrophien, die so genannte ,Maulbeerherzkrankheit®* (ROSSOW und
BOLDUAN 1994). Auch beim Geflugel treten Muskeldystrophien auf sowie die exsu-
dative Diathese, eine Permeabilitatsstérung im Muskelgewebe (SCOTT 1987).
Selenmangel bei Menschen ist in entwickelten Landern im Allgemeinen kein
Problem, da diese Menschen Zugang zu einer Bandbreite an Nahrungsmitteln aus
verschiedenen Quellen haben. Menschliche Krankheiten, die mit Selenmangel in
Verbindung gebracht werden, treten nur in entlegenen landlichen Gebieten mit
extremem Selenmangel auf (KOHRLE et al. 2000). Zu diesen Krankheiten zahlen die
Keshan-Krankheit und die Kashin-Beck-Krankheit, die in China, Sibirien und Nord-
korea beobachtet werden.

Bei der Keshan-Krankheit handelt es sich um eine juvenile Kardiomyopathie unbe-
kannter Herkunft, die erstmals 1935 in der chinesischen Region Keshan beschrieben
wurde. 1979 konnten chinesische Forscher eine Verbindung der Keshan-Krankheit
zu Selen herstellen, da Selenitgaben eine effektive Prophylaxe darstellen. Aufgrund
des epidemieartigen Auftretens wird diese Krankheit jedoch ebenfalls einem
infektidsen Agens zugeschrieben. Spater konnten Coxsackie-Viren aus dem Gewebe
von Patienten isoliert werden, die an der Keshan-Krankheit erkrankt waren
(LEVANDER et al. 1997, CERMELLI et al. 2002). Eine Untersuchung von BECK et

al. (1998) konnte bei Mausen die Wirkung der Viren im Zusammenhang mit einem
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fehlenden Selenoprotein darstellen. Der Anstieg des Peroxidspiegels in cGPx-
Knockout- bzw. Selenmangel-Tieren bewirkte eine erhdohte Mutationsrate in der RNA
von avirulenten Coxsackieviren und fuhrte bei den Versuchstieren zu einer Myo-
karditis. Nach der Passage durch die Mause ohne cGPx-Schutz wies das Virus
Punktmutationen auf. Diese Mutationen riefen nun auch in Kontrollmausen eine
virulente Wirkung hervor (BECK et al. 1994, 1998). In vitro Studien haben gezeigt,
dass Natriumselenit die Replikation des Coxsackie-Virus-B5-Strangs verhindert,
wahrend andere Selenverbindungen, z.B. Selenate, Selenoaminosaure und Seleno-
methionin die Vermehrung nicht unterbinden. Die antivirale Wirkung von Selenit auf
den Coxsackie-Virus ist moglicherweise auf eine Beeintrachtigung virusspezifischer
RNA-Polymerasen zurtckzufuhren (CERMELLI, 2002).

Die Ausloser der Kashin-Beck Krankheit sind noch weitergehend unbekannt. Es
handelt sich um eine Osteoarthropathie, die bei Kindern und jungen Erwachsenen in
Selenmangelregionen von China, Sibirien, Nordkorea und Tibet auftritt. Wissen-
schaftliche Untersuchungen deuten daraufhin, dass eine Kombination aus Selen-
und Jodmangel den Ausbruch der Krankheit begunstigt (MORENO-REYES et al.
1998). Die Behandlung erkrankter Kinder mit Selenit fuhrte zu einem deutlichen
Ruckgang der Krankheit im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe. In den
letzten Jahrzehnten hat die Verbreitung der Kashin-Beck-Krankheit in den be-
troffenen Regionen deutlich nachgelassen. Dies konnte auf einen verbesserten
Erndhrungsstatus zurlickzufihren sein. Ahnlich wie bei der Keshan-Krankheit wird
der Ausbruch der Kashin-Beck-Krankheit vermutlich auch durch pathogene Faktoren
gefordert, z.B. Mykotoxine (GE und YANG 1993).

Supranutritive Selenaufnahme

Wahrend Selenmangelerkrankungen seit geraumer Zeit bekannt sind und die
physiologischen Folgen eines marginalen Selenmangels fur beispielsweise Frucht-
barkeit, Immunsystem und Virusinfektionen aufgedeckt werden, ricken auch die
modglichen positiven Effekte von supranutritiven Selengaben, d.h. Selenaufnahme
Uber der empfohlenen Tagesdosis, die jedoch keine Toxizitat auslésen, in den Mittel-
punkt des Interesses (Abb. 5). Solche Selendosierungen fuhren zu einer erhohten
Akkumulation von Selen im Gewebe und zu einer vermehrten Produktion von aktiven
methylierten Zwischenprodukten des Selenstoffwechsels, wahrend die cGPx bereits
abgesattigt ist (COMBS und COMBS 1986, IP 1998).
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Abbildung 5: Selendosierung und physiologische Reaktionen (modifiziert nach
COMBS und GRAY 1998)

Zahlreiche Tierversuche mit unterschiedlichsten Spezies, krebsauslésenden
Chemikalien und Viren in verschiedenen Zielorganen wurden in den letzten Jahr-
zehnten durchgefuhrt und konnten die anticarcinogene Wirkung des Selens in supra-
nutriven Dosierungen belegen (COMBS und COMBS 1986).

Des Weiteren konnten epidemiologische Studien den Einfluss von Selen auf das
Wachstum bestimmter Krebsarten aufzeigen. Eine U.S. amerikanische Lang-
zeitstudie zu der praventiven Wirkung einer supranutritiven Selensupplementation
(200 pg/d) auf Hautkrebspatienten konnte nach zehn Jahren ein niedrigere krebs-
abhangige Sterblichkeitsrate nachweisen. Vor allem die signifikant niedrigere
Prostata-, Lungen- und Colonkrebsinzidenz in dieser Studie fuhrte zu wachsendem
Interesse an Selen als Mittel der Krebspravention (CLARK et al. 1998). Erweiterte
Auswertungen dieser Studie, sowie ausgewahlte Tiermodelle zeigen, dass supra-
nutritive Selengaben allerdings auch die Krebsentwicklung férdern kdnnen. So
fuhrten die supranutritiven Selengaben bei den Patienten der U.S. amerikanischen
Langzeitstudie zu einem erhéhten Auftreten von Hautkrebs (DUFFIELD-LILLICO et
al. 2003). Eine Untersuchung von WATERS et al. (2005) an alteren Hunden zeigte
den Zusammenhang zwischen Selensupplementierung, DNA-Schaden der Prostata-

zellen und Prostatakrebsrisiko, denn die Schaden an den Prostatazellen nahmen bei
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den Hunden bereits bei einer suboptimalen bzw. supraoptimalen Selen-
supplementierung zu.

Die Unterdriuckung des Krebswachstums durch supranutritive Selengaben ist ver-
mutlich bei marginaler Selenversorgung auf optimale Expression von Seleno-
proteinen zurlckzufihren, wahrend die Effekte erhdhter Selengaben bei
ausreichender Basisversorgung auf einer erhdhten Selenstoffwechsellage beruhen,
die zur vermehrten Bildung von Se-Metaboliten fuhrt. Diese biologisch aktiven
Metabolite kénnen Immunsystem, Zellwachstum, Zellzyklus und Apoptose in
Krebszellen beeinflussen (COMBS und GRAY 1998, IP 1998, COMBS 2000).

Selentoxizitat

Die Zufuhr von 0,1-0,3 mg Se/kg TM der Nahrung deckt den taglichen Bedarf von
Menschen und landwirtschaftlichen Nutztieren in verschiedenen Leistungsstadien
und unter verschiedenen Haltungsbedingungen (PALLAUF und MULLER 2006). Eine
Selenaufnahme, die die vom NRC empfohlene maximale Selenzufuhr von 2,0 mg
Se/kg TM uUbersteigt, fuhrt im Organismus zu Selentoxikosen, dabei werden zwei
Schweregrade unterschieden (EDMONDSON et al. 1993, ROSENFELD und BEATH
1964):

1. Akute Selenose
2. Chronische Selenose
a. ,alkali disease” Typ

b. ,blind stagger” Typ

Eine akute Selenvergiftung - akute Selenose - wird durch Aufnahme einer grof3en
Menge von Selen wahrend eines kurzen Zeitraumes ausgeldst (> 25 mg Se/kg TM).
Die Symptome einer akuttoxischen Selendosis konnten bereits bei zahlreichen
Labortieren und landwirtschaftlichen Nutztieren nach der Aufnahme von selen-
akkumulierenden Pflanzen, fehlerhaft-supplementierten Futterchargen oder paren-
teraler Ernahrung beobachtet werden (HILL et al. 1985, BAKER et al. 1989). Neben
einem knoblauchartigen Atem gehoren Atemnot, Krampfe, Durchfall und Erbrechen
zu den Symptomen. Zu den pathologischen Veranderungen zahlen Herzmuskel-
veranderungen, Lungenddeme, Blutsturz, sowie Leber- und Nierennekrosen. Eine

akute Selenose fuhrt haufig zum Tod der Tiere durch Lungenversagen. Die letale
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Dosis ist dabei abhangig von Selenverbindung, weiteren Rationskomponenten und
Zeitraum der erhohten Selenaufnahme (ANONYMOUS 1983, FAN und KIZER 1990).
Die klassische - chronische Selenose - ist unter dem Begriff ,alkali disease” be-
kannt. Die Auspragung der Krankheit ist abhangig von der Selenverbindung, Gehalt
und Qualitdt anderer Rationskomponenten (Vitamin E, Proteinqualitat/quantitat),
Tierart und Alter (BARCELOUX 1999, ANONYMOUS 1983). Die chronische
Selenose wird bei landwirtschaftlichen Nutztieren durch die Aufnahme von Grasern
oder Getreide mit einem Gehalt von 5-40 mg Se/kg Uber einen Zeitraum einiger
Wochen oder Monate ausgel6st. Die Tiere weisen typische Symptome auf, zu diesen
gehoren Lahmungen, Verformungen der Hufe bzw. Klauen, Haarausfall und Ab-
magerung (ANONYMOUS 1983). So konnten CASTEEL et al. (1985) und
HARRISON et al. (1983) bei Schweinen, die durch Uberhdhte Selengehalte im Futter
chronische Selenvergiftungen aufwiesen und oben erwahnte Symptome zeigten,
postmortem Kronenrandlasionen, Rickenmarksdegenerationen und Lebernekrosen
finden.

Das Auftreten einer - subakuten Selenose - einer weiteren Form der chronischen
Selenose, wird mit dem Begriff ,blind stagger in Verbindung gebracht. Diese Er-
krankung ftritt in erster Linie bei Rindern auf und wird neben Selen vermutlich auch
von anderen Toxinen ausgelost (VAN KAMPEN und JAMES 1978). Im Westen der
USA konnte ,blind stagger® bei Tieren beobachtet werden, die Uber Wochen eine
limitierte Menge selenakkumulierender Pflanzen (> 100 mg Se/kg TM) aufgenommen
hatten (ROSENFELD und BEATH 1964, FAN und KIZER 1990). Die betroffenen
Tiere sind unruhig und verlieren stark an Korpermasse. Im weiteren Verlauf der Er-
krankung erblinden die Tiere und es kommt zu Ataxien und Atemnot. Im Endstadium
der Krankheit treten LAhmungen auf und der Tod tritt als Folge von Lungenversagen
ein (FAN und KIZER 1990).

Die Toxizitat des Selens hangt von der Menge und der aufgenommenen chemischen
Verbindung ab (Tab. 2). Die Toxizitat einer Verbindung wird durch den LDpj,- oder
LDso-Wert definiert. Hierbei gibt der LDmin-Wert die minimale Dosis einer Verbindung
an, die zum Tode fuhrt, wahrend der LDso-Wert die Dosis angibt, die in einer
definierten Zeiteinheit zum Tode von 50% der Versuchstiere fuhrt (TREVAN 1927).
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Tabelle 2: Akute Toxizitat verschiedener Selenverbindungen bei der Ratte anhand
des LDnin- und LDsp-Wertes (modifiziert nach PAINTER 1941, SHIBATA

et al. 1992)

Selenverbindung mg/kg KM akute Toxizitat Verabreichungsform
Na,SeO; 7 LDsg oral
Na,SeO, 3,25-3,50 LD min intraperitonial
Na,SeO, 5,25-5,75 LD min intraperitonial
Na,SeO, 3,0 LDmin intravenos

DL-Selenocystin 4,0 LDmin intraperitonial
DL-Selenomethionin 4,25 LDmin intraperitonial

Untersuchungen haben gezeigt, dass Selenite in vitro toxischer sind als Selenate
(SPALLHOLZ 1994). In vivo jedoch unterscheiden sich diese zwei Selen-
verbindungen nur noch geringfugig (PAINTER 1941, SHIBATA et al. 1992), da die
direkte Reduktion von Selenaten zu Seleniten die Toxizitat des Selenats bedingt.
Unter den organischen Selenverbindungen weist DL-Selenocystin eine ahnliche
Toxizitat auf wie Selenit. DL-Selenomethionin hingegen hat eine vergleichbar ge-
ringere Toxizitat (SHIBATA et al. 1992, NAKAMURO et al. 2000). Die Entgiftung von
Selen erfolgt durch Methylierung. Hierbei entstehen weitere organische
Verbindungen wie Dimethylselenid und das Trimethylselenonium-lon (siehe 2.1.3),
die im Tierversuch als Entgiftungsprodukte eine geringere Toxizitat als Selenat,
Selenit und Selenoaminosauren aufweisen (McCONNELL und PORTMANN 1952,
OBERMEYER et al. 1971, NAKAMURO et al. 2000).

Eine Uberversorgung mit Selen flhrt bei Menschen und Tieren zu den typischen
Vergiftungserscheinungen. PAINTER (1941) fuhrte dies auf Interaktionen von
Seleniten mit Thiolen im Organismus zurtick. Bei einer akuten Selenvergiftung wird
durch die Bindung von Selenit an Thiole (z.B. GSH, Cystein) eine groRe Menge an
Selenotrisulfiden gebildet. Diese Selenotrisulfide konnen durch GSH weiter zu
Selenopersulfiden reduziert werden (GANTHER 1968, 1971). 1989 konnten SEKO et
al. diesen Mechanismus vervollstandigen. Die Reaktion von Selenopersulfiden mit
GSH fuhrt zu der Bildung von Selenwasserstoff. In Kontakt mit Sauerstoff entsteht in
einem ersten Schritt ein Superoxidradikal und elementares Selen (Abb. 6). Die
Generation von Superoxidradikalen und weiteren reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
ruft zellulare Schaden hervor (YAN und SPALLHOLZ 1993). Des Weiteren
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beeinflussen die Glutathionkonzentrationen in der Zelle die Entstehung von ROS.
Denn sowohl die Depletion sowie die Anreicherung von GSH fuhren zu oxidativem
Stress und somit zu Zellschaden (USAMI et al. 1999, SHEN et al. 2000). Generell
lasst sich sagen: Selentoxizitat liegt immer dann vor, wenn die oxidativen Schaden
im Organismus die Mdglichkeiten des Zellschutzes ubersteigen (SPALLHOLZ 1994).

4 GSH GSSG GSSG GSSG O,
SeO3 LZ» GSSeSG Ll» GSSeH Ll» H.Se Ll»

Abbildung 6: Superoxidradikal-Synthese durch Selenitkatalyse (SEKO et al. 1989)

Die Reaktivitdt verschiedener Selenverbindungen mit Thiolen erklart auch deren
Toxizitat. SPALLHOLZ (1994) stellt zusammenfassend dar, dass Selenite und
Selendioxid, sowie Diselenide (z.B. Selenocystin) in Anwesenheit von Thiolen (z.B.
GSH) zu Selenotrisulfid bzw. Selenol reagieren und so die Bildung von Superoxid
und Wasserstoffperoxid generieren. Selenat und Selenoether dagegen reagieren
nicht mit Thiolen, bilden keine Folgeprodukte und sind somit per se nicht toxisch. Erst
die Reduktion in vivo zu Selenit oder Selenol Iasst diese Verbindungen eine toxische

Wirkung entfalten.

2.2 Physiologische Folgen von Oxidativem Stress

2.2.1 Oxidativer Stress

Die Entstehung hoherer Lebensformen ist auf den oxidativen Metabolismus
zuruckzufuhren. So werden beispielsweise Nahrungsstoffe einer oxidativen
Phosphorylierung zur Energiegewinnung unterzogen. Die Nutzung von Sauerstoff
birgt allerdings auch Gefahren, denn hierbei entstehen zwangslaufig reaktions-
freudige Sauerstoffradikale, die in der Lage sind Biomolekile oxidativ zu verandern
und somit ihre Funktion zu beeintrachtigen.

Freie Radikale sind Molekule oder Atome mit einem oder mehreren ungepaarten
Elektronen, die durch Entkopplung eines Elektronenpaares entstehen (BECKER
1970). Im Organismus existieren enzymatische und nichtenzymatische Ver-
bindungen, die antioxidative Kapazitaten aufweisen. Sie schitzen Zellen und
Gewebe vor den Folgen einer unkontrollierten Bildung von freien Radikalen bzw. ver-

hindern deren Reaktion mit biologischen Strukturen. Zwischen der Entstehung freier
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Radikale und antioxidativen Schutzmechanismen besteht ein kritisches Gleich-
gewicht. SIES (1991a) definiert oxidativen Stress als ,Disturbance of the prooxidant-
antioxidant Balance in favor of the former®, d.h. eine Verschiebung des bestehenden
Gleichgewichts zu Gunsten freier Radikale flhrt zu oxidativem Stress (MACHLIN und
BENDICH 1987, SIES 1991b, CHAUDIERE und FERRARI-ILOU 1999).

2.2.2 Radikalentstehung

Die Entstehung von reaktionsfreudigen sauerstoffhaltigen Verbindungen ist die Folge
einer Vielzahl von essentiellen biochemischen Reaktionen im Organismus. Als Di-
radikal kann das Sauerstoffmolekil mit gewissen organischen Verbindungen (z.B.
Fettsauren) nach einem Radikalmechanismus reagieren. Solche Reaktionen werden
als Autoxidationen bezeichnet. Der Kettenstart muss jedoch induziert werden. Diese
Aktivierung kann durch Redoxreaktionen, Enzyme, Absorption von Strahlung,
Schwermetalle oder die Reduktion durch bestehende organische Radikale erfolgen
(HALLIWELL und GUTTERIDGE 1985). Freie Sauerstoffradikale kdnnen also durch
sequentielle monovalente Reduktion aus molekularem Sauerstoff gebildet werden
(Abb. 7). In weiteren Reaktionsschritten entsteht eine Vielzahl weiterer
Sauerstoffspezies (DIPLOCK 1981, MARKANT et al. 1995).

Zu den biologisch reaktiven Sauerstoffspezies zahlt das Superoxidradikal (O2" ¢). Es
entsteht durch Ein-Elektronen-Reduktion und leitet die Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies ein. Das Superoxidradikal liegt in nahezu allen aeroben Zellen vor
und entsteht unter anderem durch die Autoxidation zellularer Verbindungen. Zur
Autoxidation neigen reduziertes Hamoglobin, reduziertes Ferredoxin, Leukoflavine,
reduziertes Cytochrom ¢ und Ubergangsmetalle. Des Weiteren bildet eine Anzahl
von Enzymen das Superoxidradikal als intermediaren Metaboliten wahrend der Ka-
talyse. Zu diesen Enzymen zahlen Oxidasen (z.B. Cytochrom-P4s50-Oxidasen,
Xanthinoxidasen, NADPH-Oxidasen, Aldehydoxidase), Lipoxygenasen, und Flavin-
Dehydrogenasen. Das Superoxidradikal entsteht auch durch physikalische Einflusse
z.B. UV-Licht und Ultraschall, Pestizide, Tabak und Anasthetika (FRIDOVICH 1983,
MACHLIN und BENDICH 1987, McCORD 2000, WU und CEDERBAUM 2003, ZUO
et al. 2004).

In wassrigen Losungen mit einem physiologischen pH-Wert kann das Superoxid-
radikal durch eine Zwei-Elektronen-Reduktion spontan zu Wasserstoffperoxid und
elementarem Sauerstoff reagieren. Diese Reaktion wird durch Superoxiddismutasen
katalysiert (HALLIWELL und GUTTERIDGE 1984, McCORD 2000). Wasserstoff-
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peroxid hat kein ungepaartes Elektronenpaar und wird deshalb nicht als Radikal be-
zeichnet und es weist eine geringere oxidative Fahigkeit und hohere Stabilitat als
Radikale auf. Seine schadigende Wirkung ist darauf zurUckzufuhren, dass
Wasserstoffperoxid in der Lage ist durch Zellmembranen frei zu diffundieren
(HALLIWELL und GUTTERIDGE 1989, MILLER und BRITIGAN 1997) und Re-
aktionen mit Ubergangsmetallen einzugehen, bei denen das reaktionsfreudige
Hydroxylradikal entsteht (DIPLOCK 1981).

Das Hydroxylradikal reagiert mit Zucker, Aminosauren, Nukleinsduren, organischen
Sauren und anderen wichtigen biologischen Molekilen (HALLIWELL und
GUTTERIDGE 1989). Im Organismus entsteht das Hydroxylradikal durch die
Reaktion mit Ubergangsmetallen in der Haber-Weiss-Reaktion. Dabei wird die
Reaktion des Superoxidradikals mit Wasserstoffperoxid durch die Elektronen-
libertragung von Fe?* oder Cu?* katalysiert. Es entsteht elementarer Sauerstoff, das
Hydroxid-lon (OH) wund das Hydroxylradikal. Die hohe Reaktivitat des
Hydroxylradikals fuhrt zu einer sofortigen Reaktion mit allen Zellkomponenten und
bedingt seine zelltoxische Wirkung (DIPLOCK 1981, MICHIELS et al. 1994).

e i e +2H" e +H" e~ +H"
O — Oy —— H,Op ———— > OH+ ———— > H,0

Abbildung 7: Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff (MARKANT et al.
1995)

Eine Reihe organischer Sauerstoffradikale entsteht durch Sekundarreaktionen des
Hydroxylradikals. Bei der Lipidperoxidation beispielsweise entstehen durch die
metallkatalysierte Reaktion von Hydroxylradikalen mit mehrfach ungesattigten Fett-
sauren Alkoxyl- und Peroxylradikale. Diese Radikale koénnen mit Wasserstoff
reagieren und so die Kettenreaktion der Lipidperoxidation fortsetzen (HALLIWELL
und GUTTERIDGE 1989, BUETTNER 1993).

2.2.3 Antioxidative Schutz- und Kontrollmechanismen

Im Organismus dienen Antioxidanzien als Schutz- und Kontrollmechanismen des
Redoxgleichgewichts. Nach HALLIWELL (1990) versteht man darunter eine Ver-
bindung, die in niedrigen Konzentrationen vorliegt und zu einer signifikanten
Verzogerung oder Hemmung der Oxidation einer oxidierbaren Substanz fuhrt. Hierfur

liegen sowohl enzymatische als auch nichtenzymatische Mechanismen vor.
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Glutathionmetabolismus

Das Tripeptid Glutathion (L-y-Glutamyl-L-Cysteinylglycin; GSH) ist das haufigste
thiolhaltige Peptid in Saugetierzellen. In den meisten Zellen wird es speziesabhangig
in Konzentrationen von ca. 1-10 mM vorgefunden und Ubernimmt eine ent-
scheidende Rolle im Schutz der Zelle vor oxidativem Stress (HWANG et al.,,
1992GRIFFITH 1999). Weitere physiologische Funktionen des GSH umfassen:
Speicherung und Transport von Cystein, Prostaglandin- und Leukotrien-
metabolismus, zellulare Redoxregulation, Signaltransduktion sowie Apoptose und
Zellwachstum (MEISTER und ANDERSON 1983, DENEKE und FANBURG 1989,
SIES 1999).

Die Synthese von GSH erfolgt intrazellular in zwei Schritten durch die y-Glutamyl-
cysteinsynthetase (1) und die GSH-Synthetase (2). Hierbei kontrolliert das
Endprodukt GSH selbst die GSH-Syntheserate mittels ,feedbackinhibition“ Gber y-
Glutamylcysteinsynthetase in Reaktionsschritt (1) (MEISTER und ANDERSON
1983).

(1) L-Glu + L-Cys + ATP &» v-L-Glutamyl-L-Cys + ADP + P;

(2) y-L-Glutamyl-L-Cys + Gly + ATPL» v-L-Glutamyl-L-Cysteinyl-Gly + ADP + P;

Als Peptid des antioxidativen Zellschutzes kann Glutathion spontan und nicht-
enzymatisch mit Hydroxylradikalen, Peroxynitritradikalen und Distickstofftrioxid
reagieren (LUPERCHIO et al. 1996, KALYANARAMAN et al. 1996, BRIVIBA et al.
1999) und diese entgiften. Des Weiteren fungiert GSH als Substrat bei der
enzymatischen Entgiftung von Wasserstoffperoxiden und Lipidperoxiden durch
Glutathionperoxidasen. Bei diesem Reaktionszyklus wird GSH oxidiert und durch
Glutathionreduktase (GR), NADPH-abhangig, erneut zu GSH reduziert. Die Peroxide
bilden hierbei ihre korrespondierenden Alkohole (PAGLIA und VALENTINE 1967).

Die intrazellulare Glutathionkonzentration kann durch zahlreiche Faktoren beeinflusst
werden u.a. reaktive Sauerstoffspezies. Eine Verschiebung des GSSG/GSH
Verhaltnisses zugunsten von GSSG ist auf die spontane Reaktion mit Radikalen oder
die katalysierte Reaktion mit selenabhangigen oder selenunabhangigen Glutathion-

peroxidasen zurtickzufuhren. Das Verhaltnis zugunsten von GSH kann durch GSH-
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Synthese oder im Falle der Glutathionperoxidasen mittels GR aufrechterhalten
werden (DICKINSON und FORMAN 2002).

Der Einfluss eines Selenmangels, der mit einem Abfall der selenabhangigen
Glutathionperoxidase und oxidativem Stress einhergeht, kdnnte also eine gesteigerte
Glutathionsynthese (HILL und BURK 1982) oder eine Abnahme des GSSG am
Gesamtglutathion nach sich ziehen (JENKINSON et al. 1987). Interessanterweise
konnte in einigen Studien auch kein Einfluss eines Selenmangels auf den
Glutathionmetabolismus in verschiedenen Organen beobachtet werden (BURK et al.
1978, XIA et al. 1985).

Des Weiteren beeinflusst auch eine exzessive Selenaufnahme den Glutathion-
metabolismus. So kann der oxidativen Verschiebung des GSSG/GSH-Verhaltnisses
bei einer erhdohten Selenaufnahme durch erhdhte GR, Glucose-6-P-Dehydrogenase
und y-Glutamyltranspeptidase Aktivitdt entgegengewirkt werden (LeBEOUF und
HOEKSTRA 1983, HOFFMAN et al. 1989).

Glutathion-S-Transferasen

Die erste Glutathionperoxidase (siehe 2.1.5.1) wurde 1953 in Erythrozyten entdeckt
und konnte 1973 als selenhaltiges Enzym identifiziert werden. Die zellulare Ent-
giftung von organischen Peroxiden und Wasserstoffperoxid katalysiert durch
Glutathionperoxidasen unter Verwendung von GSH als Substrat konnte in den
folgenden Jahren auch in anderen Geweben ermittelt werden. Ende der 70er Jahre
lieferten zwei Arbeitsgruppen den Nachweis, dass diese Entgiftungsprozesse auf
eine weitere selenunabhangige Enzymfamilie zurickzufiihren waren. Die so ge-
nannten Glutathion-S-Transferasen (GSTs) katalysieren die Bildung von Thioethern
aus Glutathion und einer Vielzahl reaktiver nukleophiler Verbindungen (z.B. Epoxide,
organische Hydroperoxide und Alkenale). Im Gegensatz zu cGPx kommt als Re-
aktionspartner fur GST Wasserstoffperoxid jedoch nicht in Frage (JAKOBY et al.
1976, LAWRENCE und BURK 1976, PROHASKA und GANTHER 1977).

Die GST-Enzymfamilie besteht aus drei Klassen cytosolischer Enzyme mit der
Bezeichnung a, u, wn, die Mensch, Ratte und Maus eigen sind. Enzymatische Ver-
gleichsstudien konnten zeigen, dass die aGSTs zu Cumolhydroperoxid, uGSTs zu
Bromosulfophthalein oder 1,2-Dichloro-4-nitrobenzol und nGSTs zu Ethacrynsaure
eine hohe Substratspezifitat aufweisen (MANNERVIK et al. 1985). Trotz eines Unter-

schiedes in der spezifischen Aktivitat von Faktor 3 reagieren alle GSTs mit 1-Chloro-
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2,4-dinitrobenzol (CDNB) und machen diese chemische Verbindung zu einem ge-
eigneten Substrat, um die zellulare Bandbreite der GST-Aktivitat zu ermitteln (HABIG
und JAKOBY 1981). Die angesprochenen Substratunterschiede ermoglichen ebenso
die Bestimmung ausgewahlter GST-Klassen. RICCI et al. (1994) untersuchten 7-
Chloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI) als Substrat der GSTs und konnten
beobachten, dass aGSTs eine hohe spezifische Aktivitdt gegenuber dieser Ver-
bindung aufweisen.

Innerhalb der Glutathion-S-Transferasen kommt den aGSTs die entscheidende Rolle
im Schutz der Zelle vor Lipidperoxidation zu. Denn neben Cumolhydroperoxid, einer
nichtphysiologischen Verbindung, weisen die aGSTs die hochste Aktivitat gegenuber
Phospholipidhydroperoxiden und Cholesterolperoxiden auf (SINGHAL et al. 1992,
HIRATSUKA et al. 1997, HURST et al. 1998, YANG et al. 2001). Der im Vergleich zu
PHGPx niedrigeren Aktivitat der aGSTs gegenuber den genannten Substraten steht
jedoch ein hoher leberspezifischer Proteinanteil der GSTs von bis zu 3% des
I6slichen Gesamtproteins gegentber (AWASTHI et al. 1994, HURST et al. 1998,
ZHAO et al. 1999).

Veranderungen im Selenhaushalt im Sinne eines Mangels oder supranutritiver
Selengaben fuhren zu erhdhter GST-Aktivitat. Die erhdohte GST-Aktivitat ist auf den
Ausfall der cGPx im Selenmangel und das erhdhte Substratangebot fur GSTs in
Form von GSH zurlckzufihren. Daher wird GSTs eine kompensatorische Wirkung
im Selenmangel zugesprochen. Die Mechanismen, die auf einem supranutritiven
Supplementationsniveau zu einem Anstieg der GST-Aktivitat fihren, konnten noch
nicht eindeutig geklart werden. Mdglicherweise liegt hier bereits eine Adaption an
toxische Bedingungen vor (LAWRENCE et al. 1978, STONE und DRATZ 1980,
MASUKAWA et al. 1984, MEHLERT und DIPLOCK 1985, CHRISTENSEN et al.
1994). Der Einfluss von Selen auf die Genexpression von GSTs zeigt, dass Iso-
enzyme mit einer Peroxidaseaktivitdt sowohl im Selenmangel als auch bei supra-
nutritiven Selengaben variabel reguliert werden. Die Induktion dieser GST-Iso-
enzyme konnte auf Ebene der Transkription oder pratranslational durch eine ver-
anderte mRNA-Stabilitat stattfinden (CHRISTENSEN et al. 1994, CHANG et al.
1990).
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Vitamin E und Vitamin C

Ascorbinsaure (Vitamin C) ist ein wasserlosliches Antioxidanz, das besonders im
extrazellularen Raum vorkommt (FRElI 1989). L-Ascorbinsaure, Dehydro-
ascorbinsaure und Semihydroascorbinsaure bilden als sehr reaktionsfahige
Zwischenstufen ein Redoxsystem mit zweifacher Elektronenubertragung. Die
Reaktion mit nahezu allen ROS und der Abbruch der Kettenreaktion bei der
Lipidperoxidation machen Vitamin C zu einem bedeutenden Antioxidanz. Bei der
Umwandlung von Dehydroascorbinsaure zu L-Ascorbinsdure sind andere
enzymatische und nichtenzymatische Redoxsysteme beteiligt. So ist bekannt, dass
Dehydroascorbinsaure durch die glutathionabhangige Dehydroascorbatreduktase zu
L-Ascorbinsaure reduziert werden kann (BEYER 1994, PADAYATTY et al. 2003).
Untersuchungen von MAY et al. (1997) haben gezeigt, dass auch das Selenoprotein
Thioredoxinreduktase als NADPH-abhangige Dehydroascorbinsaurereduktase
fungiert.

Das wichtigste lipidiésliche Antioxidanz ist Vitamin E (Derivate: a-, pB-, y-, 6-Toco-
pherol; a-, B-, y-, 8- Tocotrienol). a-Tocopherol, die haufigste Form des Vitamin E im
Organismus, ist ein Bestandteil der Lipidfraktion, insbesondere der Biomembranen
(BURTON et al. 1983, PRYOR 2000). Vitamin E reagiert in erster Linie mit Lipid-
peroxylradikalen und schutzt so ungesattigte Fettsduren vor Lipidperoxidation. Des
Weiteren entgiftet Vitamin E Superoxid- und Hydroxylradikale sowie andere ROS zu
Wasserstoffperoxid, Wasser und organischen Sauren. Es wird dabei zum a-
Tocopheryl-Radikal oxidiert. Das a-Tocopheryl-Radikal ist resonanzstabilisiert, weist
nur eine geringe Reaktivitat auf und fihrt so zu einem Abbruch der Reaktionskette. In
einem zweiten Schritt wird das a-Tocopheryl-Radikal entweder durch Glutathion u.a.
regeneriert oder nach der Reaktion mit einem weiteren Radikal aus dem
Reaktionskreis durch die Bildung inaktiver Produkte ausgeschleust (BURTON 1990).
Zahlreiche Studien konnten eine synergistische Wirkung von Vitamin C und Vitamin
E belegen. Unklar ist jedoch ob dieser Effekt in vivo durch die direkte Reduktion des
a-Tocopheryl-Radikals zu a-Tocopherol durch Vitamin C zustande kommt oder ob
mit einer verstarkten Entgiftung von ROS durch Vitamin C im Cytosol eine Vitamin E-
,Einsparung” einhergeht (HALPNER et al. 1998, HILL et al. 2003). Umgekehrt kann
auch durch Vitamin E eine ,Einsparung“ auf die Vitamin C-Konzentration beobachtet

werden. Dies ist jedoch wahrscheinlich auf erhohten oxidativen Stress im Cytosol
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zuruckzufihren, wenn ein Vitamin E-Mangel in der Lipiddoppelschicht der Bio-
membranen vorliegt (TANAKA et al. 1997).

2.2.4 Oxidative Schadigungsparameter und Folgereaktionen

Schéadigungsparameter

Durch einen Mangel oder Uberschuss an Selen wird oxidativer Stress hervorgerufen.
Dies steht in direktem Zusammenhang mit der Bildung von ROS. Die Hauptangriffs-
gebiete freier Radikale und ROS sind Lipide, Proteine, Kohlenhydrate und DNA. Die
verschiedenen Membranen tierischer Zellen bestehen Uberwiegend aus Proteinen
und Lipiden. In dem folgenden Abschnitt soll auf die Mechanismen, Reaktions-

produkte und Folgen einer Modifikation dieser Verbindungen eingegangen werden.

Lipidschadigung

Der Angriff freier Radikale und reaktiver Sauerstoffspezies auf Lipide und die damit
verbundenen Folgen fur den Organismus wurden bis heute am intensivsten unter-
sucht. Die Lipidperoxidation folgt den Teilschritten der Kettenreaktion wie in Kapitel
2.2.1 beschrieben. Die Abstraktion eines Wasserstoffatoms an der zwischen zwei
Doppelbindungen gelegenen CH»-Gruppe modifiziert mehrfach ungesattigte Fett-
sauren und Biomembranen und flhrt zu der Bildung eines Lipidradikals. Bei der
Reaktion dieses Radikals mit Sauerstoff entsteht ein Peroxylradikal, welches die
Wasserstoffabstraktion bei einer weiteren ungesattigten Fettsaure induziert. Hierbei
entstehen ein Lipidperoxid und ein weiteres Lipidradikal. Durch diese so genannte
Kettenfortpflanzung  entstehen  autokatalytisch immer mehr Lipidperoxide
(HALLIWELL und GUTTERIDGE 1989).

Die Lipidperoxidation verandert die Eigenschaften der Biomembranen nachhaltig. In
erster Linie fuhren diese Veranderungen zu einer Depolarisation des Membran-
potentials. Dies ist auf den Funktionsverlust von lonenkanalen, -pumpen und
Barriereeigenschaften der Biomembranen zurtckzufihren. Des Weiteren kommt es
zu einem allgemeinen Verlust der Zellfunktion durch oxidative Schadigung von
Membranenzymen und -rezeptoren sowie Proteinen im Zellinneren (STARK 2005).
Ein Anstieg der zellularen Hydroperoxidkonzentration beeinflusst aullerdem die
Aktivitat von Enzymen des Arachidonsauremetabolismus (Phospholipasen, Lipoxy-
genase, Cyclooxygenase), die an der Induktion inflammatorischer Prozesse beteiligt
sind (SCHNURR et al. 1996, GIROTTI 1998, CHEN et al. 2003).
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Bei dem Abbau dieser Lipidperoxide entstehen weitere reaktive Zwischenprodukte.
So katalysieren Eisen und andere Ubergangsmetalle die Reaktion von Lipid-
peroxiden zu Alkoxy- und Peroxyradikalen, welche die Lipidperoxidation forcieren.
Ein Abbau der Radikale durch Spaltung der C-C-Bindung fuhrt zu der Bildung von
Aldehyden (Malondialdehyd, Alkanale, Alkenale, 4-Hydroxyalkenal) und Alkanen
(Ethane und Pentane) als Sekundarprodukte der Lipidperoxidation (COMPORTI
1993).

Nachweismethoden konzentrieren sich daher auf diese Abbauprodukte. Einen un-
spezifischen Nachweis fur Lipidperoxide liefern thiobarbitursaure-reaktive
Substanzen (TBA-RS). Hierbei reagieren die Carbonylverbindungen der
Abbauprodukte mit 2-Thiobarbitursdure zu rotgefarbtem Trimethin. Da diese
Abbauprodukte jedoch nicht allein bei der Lipidperoxidation entstehen, wird heute die
Analyse von Isoprostanen als Abbauprodukte des nicht-enzymatischen
Arachidonsduremetabolismus diskutiert (GUNTHER 1994, MONTUSCHI et al. 2004).
Die Reaktionsprodukte der Lipidperoxidation weisen verbindungsabhangig eine zell-
und genotoxische Wirkung auf. Dies ist auf deren Reaktionsfahigkeit mit Sulfhydryl-
und  Aminogruppen von Nukleinsduren und Proteinen zurtckzufihren
(ESTERBAUER 1993, COMPORTI 1993).

Proteinschadigung

Neben Lipiden kdénnen auch Aminosauren und Proteine durch Radikale oxidiert
werden. Hierbei erfolgt eine Modifikation der Proteine durch die Reaktion mit
Superoxid-, Hydroxyl-, Peroxyl- Alkoxyl- oder Hydroperoxylradikalen. Des Weiteren
konnen Nicht-Radikale wie Hydroperoxide, Hypochlorsaure, Ozon und Peroxynitrit
mit Proteinen reagieren. Dies flhrt zur Oxidation der Aminosaureseitenkette und
Modifikation durch Proteinspaltung sowie zu intra- oder intermolekularen Protein-
vernetzungen. Alle Aminosaurereste der Proteinkette sind anfallig fur eine Oxidation
und es kommt zu der Bildung verschiedenster Zwischenprodukte, die sich als
Carbonyl- oder Nichtcarbonylverbindung charakterisieren lassen. Die aromatischen
AS Phenylalanin, Histidin und Tryptophan sowie die Thiolgruppen von Methionin und
Cystein reagieren empfindlich auf reaktive Sauerstoffspezies und bilden Nicht-
carbonylverbindungen. Die direkte Oxidation der Proteinseitenkette flhrt bei Prolin,
Arginin, Lysin und Threonin zu der Bildung von Aldehyden bzw. Ketonen. Des

Weiteren kdnnen Carbonylreste in Proteinen bei der Reaktion von Lysin, Histidin und
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Cystein mit Zwischenprodukten der Lipid- oder Kohlenhydratoxidation entstehen
(BERLETT und STADTMAN 1997, STADTMAN und BERLETT 1997, REQUENA et
al. 2003).

Die Bestimmung der Proteincarbonylkonzentration stellt daher eine Methode der un-
spezifischen Erfassung von Proteinschaden dar. So reagiert bei der von REZNICK
und PACKER (1994) entwickelten Methode 2,4-Dinitrophenylhydrazin im sauren
Milieu mit der Carbonylgruppe des veranderten Proteins zu einem gelbgefarbten
Proteinhydrazon.

In vivo kann die oxidative Proteinschadigung negativen Einfluss auf die Funktion von
Rezeptoren, Enzymen und Transportproteinen haben (siehe Lipidperoxidation). Die
y-Glutaminsynthetase (yGS) wurde in diesem Zusammenhang intensiv untersucht. Im
Organismus katalysiert yGS die ATP-abhangige Reaktion von Ammoniak mit L-
Glutamat zu L-Glutamin und dient somit der Ammoniakentgiftung in Gehirn Leber,
Niere und anderen Organen.

Die ROS-bedingte Proteinmodifikation der yGS konnte in verschiedenen Studien
durch enzymatische und nichtenzymatische Systeme induziert werden (NAKAMURA
und STADTMAN 1984, NAKAMURA et al. 1985, STARKE-REED und OLIVER 1988).
Die Anzahl von 16 Histidinresten je Untereinheit macht dieses Enzym besonders
anfallig und LEVINE (1983) konnte in E. coli nachweisen, dass ein Aktivitatsverlust
bereits nach der Oxidation eines Histidinrestes auftritt. Daher dient die Aktivitat der
yGS als spezifischer Nachweis einer Proteinoxidation, denn der Aktivitatsverlust ist
direkt proportional zu dem Ausmaly der oxidativen Modifikation der anfalligen
Hisitidinreste des Enzyms (LEVINE 1984).

Das Gleichgewicht zwischen Proteinoxidation und Proteinabbau wird u.a. mit
rheumatoider Arthritis, Katarakt, Alzheimer und dem Alterungsprozess in Verbindung
gebracht. Oxidierte Proteine werden intrazellular leicht durch Proteasen abgebaut.
Eine Akkumulation oxidierter Proteine ist daher auf eine Ubersteigung der proteo-
lytischen Kapazitat, Aktivitatverlust oder Mangel an Proteasen zurtickzuflhren.
Daher dient die Bestimmung oxidierter Proteine auch als Mal} fur den Protein-
Turnover (FUCCI et al. 1983, STARKE-REED und OLIVER 1989, DEAN und
DAVIES 1997).
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Folgereaktionen

Die Produktion von ROS und die Verschiebung des Redoxgleichgewicht im
oxidativen Stress sowie die daraus hervorgehende Schadigung von Lipiden,
Proteinen, Kohlenhydraten und DNA fiihren zu Folgereaktionen im Gewebe. In dem
folgenden Abschnitt soll daher die Apoptose als zentraler Prozess bei diesen

Folgereaktionen beschrieben werden.

Apoptose

Apoptose oder der sogenannte programmierte Zelltod ist ein bedeutender physio-
logischer Prozess. Gemeinsam mit Zellwachstum und Zelldifferenzierung erméglicht
die Apoptose eine homaoostatische Kontrolle der Zellzahl. Hierbei unterscheidet sich
Apoptose deutlich von der Nekrose, einer anderen Form des Zelltodes. Die Nekrose
fuhrt zu Anschwellen und Ruptur der Zellmembranen sowie zu einer Lysis des
Chromatins. Die gréliere Anzahl betroffener Zellen und die frihe Abgabe des Zell-
inhalts in den extrazellularen Raum bei einer nekrotischen Entwicklung ziehen
heftige entzindliche Reaktionen nach sich. Bei einer Apoptose hingegen kondensiert
Chromatin und eine Schadigung der Biomembranen erfolgt zu einem spateren Zeit-
punkt als bei einer Nekrose. Die Beschrankung auf einzelne Zellen sowie die direkte
Phagozytose betroffener Zellen fuhrt zu keiner oder einer verhaltnismallig geringen
Inflammation. Dennoch wird eine veranderte Apoptoserate heute mit einer Vielzahl
von Erkrankungen in Verbindung gebracht. Eine herabgesetzte Apoptoserate mit in-
flammatorischen Prozessen und Krebs und eine erhdhte Apoptoserate mit de-
generativen Erkrankungen (Alzheimer, Parkinson) und AIDS (SCHWARTZMAN und
CIDLOWSKI 1993, SAIKUMAR et al. 1999, KANNAN und JAIN 2000).

Der programmierte Zelltod kann extrazellular durch die Bindung von spezifischen
Liganden (z.B. tumor necrosis factor a; TNFa) an sogenannten ,death receptors”
(z.B. TNF-Rezeptor, Fas-Rezeptor) ausgeldst werden. Diese bilden in der Zelle mit
verschiedenen cytosolischen Proteinen einen Komplex, der als aktive ,death domain®
die Procaspase 8 proteolytisch aktiviert. Die Caspase 8 fuhrt ihrerseits zu der
Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6, 7, die zu einer Spaltung zahlreicher Zell-
verbindungen fuhren (z.B. DNA-Abbau, Proteolyse). Des Weiteren aktiviert die
Familie der Caspasen zahlreiche Transkriptionsfaktoren. Zu diesen gehdren die
Proteine der Bcl-2-Familie, die pro- oder antiapoptotisch wirken. Das Protein Bax aus

dem Cytosol lagert sich unter proapoptotischen Bedingungen an der
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Mitochondrienmembran an und fihrt durch Konformationsanderungen zur
Freisetzung von u.a. ,apoptosis inducing factor” (AlF), ,apoptosis protease activating
factor” (Apaf-1) und Cytochrom c in das Cytosol, die wiederum Effektorcaspasen,
DNA-Fragmentierung oder Chromatinkondensation beeinflussen und so die
Apoptose forcieren (AFFORD und RANDHAWA 2000, KANNAN und JAIN 2000,
SAIKUMAR et al. 1999).

Oxidativer Stress verursacht die Zerstorung von zellularen Strukturen durch die
Reaktion von ROS mit Lipiden, Proteinen und DNA. Diese Veranderungen kdnnen
intrazellular ebenfalls zu einer nichtrezeptor-initierten Apoptose uUber den mito-
chondrialen Reaktionsweg (siehe oben) flihren. Des Weiteren wird p53, ein Tumor-
supressorprotein, und der c-Jun-N-terminale-Kinase-(JNK)-Reaktionsweg in
Zusammenhang mit Apoptose gesehen, die durch oxidativen Stress vermittelt wird.
Im Zellkern kann p53 die Transaktivierung von apoptosezugeordenten Genen (u.a.
proapoptotische Gene der Blc-2-Familie) vermitteln oder direkt an antiapoptotische
Proteine dieser Familie binden und diese inhibieren. Dies induziert den Caspase-
reaktionsweg (HUSSAIN und HARRIS 2006).

Die proapoptotische Aktivitat der JNK ist ebenfalls auf die Induktion apoptotischer
Faktoren zurlickzufihren. Hierzu gehdrt die Regulation von Genen der Blc-2 Familie,
die durch Freisetzung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien die oben be-
schriebenen Reaktionswege nach sich ziehen und zur Apoptose fuhren (SHEN und
LIU 2006).

Die Wirkung von Selen in adaquaten Konzentrationen auf die Apoptose wird vor
allem auf die antiapoptotische Wirkung von Selenoproteinen als Antioxidanzien und
Regulatoren des Zellredoxgleichgewichtes zuruckgefuhrt. Dies ist bei der Familie der
Glutathionperoxidasen vor allem auf die Entgiftung von Hydroperoxiden zurtick-
zufihren (KAYANOKI et al. 1996, HOEHN et al. 2003, DEMELASH et al. 2004,
NAKAGAWA 2004, TANG et al. 2005). Denn dies verhindert die Reaktion von ROS
mit Zellstrukturen, deren Schadigung apoptotische Reaktionswege induziert. Die
TrxR Familie beeinflusst direkt oder durch die Bereitstellung reduzierten Thioredoxins
eine Vielzahl Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen in der Zelle, die wiederum fur die
Aufrechterhaltung des Redoxgleichgewicht verantwortlich sind. Die Funktion von
apoptoseregulierenden Transkriptionsfaktoren wie p53 sowie der JNK-Reaktionsweg
(siehe 2.1.5.4) werden durch dieses TrxR-Trx-System gesteuert (SAITOH et al. 1998,
TURUNEN et al. 2004, SHEN und LIU 2006). Die proapoptotischen Mechanismen,
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die bei erhohten Selenkonzentrationen in verschiedenen Zelllinien beobachtet
werden konnen, werden auf die Bildung von Selenmetaboliten und hohen ROS-

Konzentrationen zuruckgefuhrt (siehe 2.1.7).
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3 Material und Methoden

3.1 Ziel des Versuches, Versuchsplan und -parameter

Die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden mit dem Ziel konzipiert, den Ein-
fluss verschiedener anorganischer Selenverbindungen anhand einer adaquaten bzw.
supranutritiven Selenzulage auf die differenzielle Genexpression in der Leber am
Modelltier Ratte zu untersuchen. Als Kontrolle diente in beiden Versuchen eine
Selenmangelgruppe. Die Diaten wurden, mit Ausnahme von Selen, nach den
Futterungsempfehlungen des National Research Council (NRC 1995) der U.S.A
zusammengestellt. Um einen Einfluss durch einen kombinierten Selen/Vitamin E-
Mangel auszuschlie3en, wurde der native Vitamin E-Gehalt der Diaten analysiert und
berechnet. Der Vitamin E-Gehalt der Versuchsdiaten erfullte die Mindest-
anforderungen von 18 |.E./kg Diat fur wachsende Ratten (NRC 1995).

Tabelle 3: Versuchsdesign der beiden Rattenversuche

Tierzahl (n)
Versuch 1 (V1) 9 9 9 9 9 9 9
Versuch 2 (V2) 7 7 7 7 7 7 7
Gruppe 0 | | 1] v Vv Vi
Se [mg/kg Diat] als
Na,SeOs - 0,2 - 1,0 - 2,0 -
Se [mg/kg Diat] als ) ) ) )
Na,SeO, 0,2 1,0 20

In zwei Versuchen erhielten insgesamt 112 Ratten die Versuchsdiaten Uber einen
Zeitraum von acht Wochen, um einen alimentaren Selenmangel zu erzeugen und
eine adaquate bzw. supranutritive Selenversorgungslage (funffacher bzw. zehn-
facher Bedarf) zu schaffen.

Neben den erfassten zootechnischen Parametern sollten im Anschluss an das
Microarray-Screening gezielt verschiedene Selenoenzyme, antioxidative Schutz-
mechanismen und Zellschadigungsparameter auf molekulargenetischer Ebene und

Proteinebene untersucht werden (Tab. 4).
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Tabelle 4. Versuchsparameter von Versuch 1 und 2

Parameter Versuch 1 Versuch 2

Zootechnische Parameter

Futteraufnahme v v
Lebendmasseentwicklung v v
Futterverwertung v v
Selengehalt

Versuchsdiat v v
Leber v v
Plasma v v
Microarray-Screening v
Zellschutzparameter

Cytosolische Glutathionperoxidase (cGPx) v v
Plasmatische Glutathionperoxidase (pGPx) v v
Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPXx) v
Cytosolische Thioredoxin Reduktase (TrxR1) v

Mitochondriale Thioredoxin Reduktase (TrxR2) v
Glutathion-S-Transferasen (GST) v v
oa—Glutathion-S-Transferasen (aGST) v
Glutathion v v
Glutathionreduktase v v

Zellschadigungsparameter
Thiobarbitursdure-reaktive Substanzen (TBA-RS) v

Proteincarbonyle

\

y-Glutaminsynthetase (yGS) v

3.2 Zusammensetzung und Herstellung der Versuchsdiaten

Die Futterkomponenten fur die Versuchsdiaten wurden unter der Vorgabe aus-
gewahlt, eine selenarme Basisdiat zu erstellen. Die Hauptkomponenten bildeten
Torulahefe als Proteintrager sowie Maisstarke und Saccharose als Kohlenhydrat-
trager. Der Rohnahrstoff- und Energiegehalt der Diat wurde an die Empfehlungen
des NRC (National Research Council, U.S.A.) fur wachsende Ratten angelehnt.
Unter Berlcksichtigung der nativen Nahrstoffgehalte der Futterkomponenten wurden

Mineralstoffe, Vitamine und Aminosauren erganzt.
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Tabelle 5. Zusammensetzung der Basisdiat

Basisdiat
Komponente Anteil (%)
Torulahefe® 30
Cellulose BWW 40° 5
Saccharose 10
Sojadl 3
Kokosfett 2
Met/Cys® 0,3
Mineralstoffvormischung® 3,5
Vitaminvormischung® 1
Cholinchlorid' 0,2
Maisstarke® 45
Summe 100

®Torulahefe, min. 50% XP, Fa. Attisholz, Luterbach (CH)

*Cellulose BWW 40

¢ DL-Methionin, Fa. Degussa, Hanau

YMineralstoffvormischung (Angaben je kg Didt): 7,02 g CaCOs; 1,815 g KsCsHsO7*H,0; 2,17 g MgS04*7H,0;
2,43 g NaCl; 144 mg FeCgHsO7; 29 mg MnSO4*H,0; 123,7mg ZnSO4*7H,0; 0,028 mg CuSO4*5H,0; 0,245 mg KI;
0,259 mg (NH4)6sM07024*4 H,0; 9,0 mg KCr(SO4)2*12 H20; 2,07mg NaF; 47,43 mg Na,SiO3x9H,0; 0,573 mg LiCl;
2,68 mg H3Bos; 2,10 mg NiSO4*6H,0; 0,22 mg NH4VO3

®Vitaminvormischung (Angaben je kg Diat): 4000 IE Retinol; 1000 IE Cholecalciferol; 0,9 mg Menadion;
5,0 mg Thiamin; 6 mg Riboflavin; 6 mg Pyridoxin; 0,025 mg Cobalamin; 0,2 mg Biotin; 2,0 mg Folsaure;
30 mg Nicotinsaure; 15 mg Pantothensaure

f Cholinchlorid, Fa. Roche, Basel (CH)

9 Maisstarke, Fa. Roquette Freres, Lestrem (F)

Die Zusammenstellung der Diaten erfolgte in einem Prazisionsmischer von DIERCKS
UND SOHNE. Die pulverférmigen Komponenten der Basisdidt wurden in einen
Mischer gegeben und 10 min grindlich gemischt. Der Anteil der reinen Maisstarke
wurde in diesem Schritt so bemessen, dass die selenat- oder selenithaltigen Starke-
vormischungen, je nach Hohe der Selenzulage in der Diat, gegen die Maisstarke-
komponente der Basisdiat ausgetauscht wurden. Das Sojadl und geschmolzenes
Kokosfett wurden zuletzt hinzugegeben. Die Diat wurde weitere 10 min gemischt und
dann in eine Pelletierpresse der Firma SIMON HEESEN (Niederlande) gegeben und
mit aufgesetzter Stahlmatrize mit 10 mm Bohrung schonend pelletiert. Die Diaten

wurden bis zu ihrer Verfutterung bei 4°C gelagert.
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3.3 Herkunft, Haltung der Versuchstiere, Durchfiihrung der Versuche

Fir die achtwdchigen Futterungsversuche wurden 63 (Versuch 1) bzw. 49 (Versuch
2) wachsende mannliche Albinoratten (institutseigener Stamm: HK 51) mit einem
durchschnittichem Anfangsgewicht von 62,8g + 3,97 g (Versuch 1) bzw. 60,479 +
0,09 g (Versuch 2) herangezogen und zuféallig sieben Versuchsgruppen mit je 9
Tieren (Versuch 1) bzw. mit je 7 Tieren (Versuch 2) zugeteilt. Die Ratten wurden
einzeln in Makrolonkafigen mit Einstreu unter standardisierten Bedingungen (22°C,
55% Luftfeuchtigkeit, 12h-Hell-Dunkel-Rhythmus) gehalten. Die Futterung erfolgte ad
libitum und die Tiere hatten freien Zugang zu entmineralisiertem Wasser. Die Kon-
trolle der Futteraufnahme sowie der Gewichtsentwickelung erfolgte einmal wochent-
lich nach zwdlfstindiger Nuchterung. Am Versuchsende wurden die Tiere nach Er-
fassung der zootechnischen Parameter durch Kohlendioxid betaubt, dekapitiert und
ausgeblutet. Die entnommenen Organe wurden mit 0,9%-iger NaCl-Losung gespuilt,
um eventuelle Blutreste zu entfernen, und in Trockeneis schockgefrostet. Bis zu ihrer
analytischen Verwendung wurden die Organe und das Blut bei -80°C im Tiefkihl-

schrank gelagert.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Energie-, Mineral- und Rohnahrstoffgehalt der Versuchsdiaten

Der Rohnahrstoffgehalt der Diaten wurde nach den amtlichen Methoden des
VDLUFA (NAUMANN und BASSLER 1997) ermittelt.

Die Extraktion des Rohfettes mit n-Hexan wurde nach der Hydrolyse mit Salzsaure
durchgefuhrt. Die Analyse des Stickstoffgehaltes erfolgte nach der Dumas-
Verbrennungsmethode (Elementar, Vario Max CN). Rohprotein wurde aus N x 6,25
errechnet. Als Rohfaser wurde der Rickstand nach dem Kochen der Probe mit
verdunnter Schwefelsaure und Kalilauge bezeichnet. Hierbei wurde bei der
Aufbereitung der Probe eine Aluminiumoxidschicht bei der Filtration eingesetzt. Der
Energiegehalt (Bruttoenergie) der Diaten wurde in einem adiabatischen
Bombenkalorimeter ermittelt (IKA-Kalorimeter C400).

Die Gehalte an Ca, Mg, P, Fe, Cu, Zn und Mn wurden mit Hilfe der induktiv ge-
koppelten Plasmaatomemissions-Spektroskopie (ICP-AES-System) ermittelt, um die
korrekte Zugabe der Mineralstoffvormischung und die Einhaltung der NRC-Vorgaben
fur Laborratten zu Uberprifen. Hierzu wurden die Futterproben bei 450°C fir 15 h

trockenverascht und in 3M HNO3 gelost.
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3.4.2 Selengehalt in den Versuchsdiaten und in der Leber

Die Selenkonzentrationen in den Versuchsdidten sowie in Leber und im Plasma
wurden nach einer modifizierten Methode von WELZ et al. (1985), mittels ,hydride
generation-atomic absorption spectrometry” (HG-AAS) mit kontinuierlicher Flief3-
injektion, bestimmt.

Bei diesem Verfahren wurden die Proben (1 g Leber, 5 g Diat oder 0,5 g Plasma)
zunachst mit 65%-iger HNO3 und 30%-iger H»O, versetzt und mikrowellenunterstitzt
aufgeschlossen. Hierbei werden sowohl organisch gebundenes Selen als auch an-
organische Selenverbindungen zu Selenat (+VI) oxidiert.

Es folgen zwei Reduktionsschritte: Im ersten Schritt wird Selenat der Oxidationsstufe
+VI zu Selenit (+IV) reduziert. Hierzu wird die gewonnene Aufschlusslésung nach
Zugabe von 1,4 M Amidoschwefelsaure und 37%-iger HCl 60 min bei 70°C im
Wasserbad inkubiert. Der zweite Reduktionsschritt erfolgt unmittelbar vor der
Messung im AAS. Hierfur versetzt das vorgeschaltete FlieRRinjektionssystem des AAS
einen aliquoten Anteil des selenit(+IV)haltigen Aufschlusses mit einer 0,2%-iger
Natriumborhydridlésung (in 0,05%-iger NaOH). Das so gebildete Se-ll-Hydrid wird
daraufhin mittels Argonstrom in eine durch Luft-Acetylenflamme auf 700°C erhitzte
Quarzkuvette transportiert. FUr die Bestimmung des atomisierten Selens wird eine

Absorptionslinie bei 196 nm herangezogen.

3.4.3 Aufarbeitung der Organproben

3.4.3.1 Zytoplasmahomogenate

Als Analysenmaterial fir einen hohen Anteil der nachfolgenden enzymatischen Be-
stimmungen diente der Zytoplasma-Uberstand aus Organhomogenaten. Die Her-
stellung der Organhomogenate erfolgte durch die Abtrennung von ca. 0,5 g des
Organs auf einem Uhrglas und die Einwaage in ein Zentrifugenrohrchen, das je nach
Analyse mit einem Puffer auf eine Verdinnung von 1:10 (1:5) (weight/volume) auf-
geflllt wurde. Mit einem Dispergiergerat der Firma MICCRA (MICCRA RT, Art Miccra
D-8) wurde die Probe bei 39.000 min” dispergiert. Das so gewonnene Roh-
homogenat wurde bei -80°C gelagert. Fur die Gewinnung des Zytoplasma-
homogenates wurde die Probe aufgetaut, kurz aufgeschattelt und bei 4°C-10°C fur
15 (bzw. 30) min in einer Kuhlzentrifuge (SORVALL INSTRUMENTS RCS5C) bei
12.000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das cytosolische Homogenat
zwischen der schwimmenden Fettschicht und dem Sediment entnommen und in 2 ml

Cups abpipettiert.
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3.4.3.2 Mitochondrienisolat
Lediglich die Bestimmung der mitochondrialen Thioredoxinreduktase (TrxR2) erfolgte

nicht in zytoplasmatischen Homogenaten, sondern in Organhomogenaten, welche
nach differenzieller Zentrifugation die Mitochondrienfraktion enthielten.

Die Herstellung der Organhomogenate mit der Mitochondrienfraktion erfolgte durch
die Abtrennung von ca. 0,5 g der Leber auf einem Uhrglas und die Einwaage in ein
Zentrifugenrohrchen, das mit einem Phosphatpuffer (50 mM Natriumphosphat-Puffer)
auf eine Verdlinnung von 1:10 (w/v) gebracht wurde. Mit einem Dispergiergerat der
Firma MICCRA (MICCRA RT, Art Miccra D-8) wurde die Probe bei 10.500 min™
dispergiert.

Im Anschluss wurden die Homogenate einer differenziellen Zentrifugation (Heraeus
LABOFUGE 400R) unterzogen. Im ersten Schritt erfolgte eine Zentrifugation bei 600
x g (10 min bei 2°C). Der Uberstand mit der Mitochondrienfraktion wurde in Cups
Uberfiihrt und bei 13.000 x g (15 min bei 2°C) erneut zentrifugiert. Der Uberstand
nach der zweiten Zentrifugation wurde verworfen und das entstandene Mito-
chondrienpellet mit 1,5 ml Arbeitspuffer (PBS-Puffer zur TrxR-Bestimmung) versetzt,
aufgewhirlt und erneut fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum ver-
worfen und das Pellet mit 500 ul PBS-Arbeitspuffer versetzt und homogen aufge-

whirlt. Dieses Homogenat wurde zur Bestimmung der TrxR2 eingesetzt.

3.4.4 Selenabhangige Enzyme

Nach Aufbereitung der Organproben (siehe 3.4.3) wurden die Enzymaktivitaten der
Selenoenzyme photometrisch ermittelt. Um die spezifische Enzymaktivitat zu er-
halten, wurden die Ergebnisse auf den nach der Methode von BRADFORD (1976)

bestimmten Proteingehalt der Probe bezogen.

3.4.4.1 Cytosolische Glutathionperoxidase (cGPx)

Die cytosolische Glutathionperoxidase (cGPx) wurde modifiziert nach der Methode
von PAGLIA und VALENTINE (1967) bestimmt. Als Peroxidase katalysiert die cGPx
die Reduktion von Wasserstoffperoxid (H2O;) zu zwei Molekulen Wasser. Hierbei
wird der an der Reaktion beteiligte Protonendonator Glutathion (GSH) zu Glutathion-
disulfid (GSSG) oxidiert. Durch die anschlieiende NADPH-abhangige Regeneration
von GSSG durch die Glutathionreduktase wird der Reaktion stets eine ausreichende

Menge an GSH zur Verfugung gestellt.
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Fur die Bestimmung der cGPx-Aktivitat in der Rattenleber wurden die Homogenate in
einem Phosphatpuffer (25 mM Nay;HPO4; 25 mM KH,PO4, pH 7,5) dispergiert und
entsprechend verdunnt. Unmittelbar vor Beginn der Messung wurde der GPx-
Assaypuffer, bestehend aus dem Phosphatpuffer (50 mM Phosphat; 5 mM EDTA),
13,3 mM NaNj3; 50 mM GSH; 10 mM NADPH und 15 U/ml GR zusammengestellt.
Zur Bestimmung der Enzymaktivitdt wurden 480 ul Assaypuffer mit 10 ul der
verdunnten Probe versetzt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 10ul H20; (5,0
mM) gestartet. Fur den Blindwert wurde statt der Probe Phosphatpuffer eingesetzt.
Da NADPH im Gegensatz zu NADP bei einer Wellenlange von 340 nm ein
Absorptionsmaximum besitzt, kann die Abnahme von NADPH photometrisch
gemessen werden. Die Beobachtung erfolgte Uber einen Zeitraum von 3 min mit
einer Messung im Abstand von 15 sec. Die Abnahme der NADPH-Konzentration
verhalt sich proportional zur GPx-Aktivitat. Die Aktivitdt wurde mit der folgenden

allgemeinen Formel berechnet:

(AExV x VF)x1000

mU/mg Protein = .
e xdx v xProtein [mg/ml]

AE: Extinktion

V: Gesamtvolumen

Vi Probenvolumen

VF: Verdiinnungsfaktor
Extinktionskoeffizient

d: Schichtdicke der Kuvette

Hierbei entspricht 1 U dem Umsatz von 1 umol NADPH/min. Die Enzymaktivitat

wurde auf den Proteingehalt der Probe bezogen und in mU/mg Protein angegeben.

3.4.4.2 Plasmatische Glutathionperoxidase
Die plasmatische Glutathionperoxidase (pGPx) wurde analog der in Kapitel 3.4.4.1
beschriebenen Methode analysiert. Es wurden 10 ul unverdinntes Plasma einge-

setzt.

3.4.4.3 Thioredoxinreduktase (TrxR)
Die Aktivitatsbestimmung der Thioredoxinreduktase (TrxR) erfolgte mittels eines

DTNB [5,5-Dithiobis(2-nitrobenzoat)]-Reduktionsassays, modifiziert nach HILL et al.
(1997) und GROMER et al. (1998).
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Als Bestandteil aller lebenden Zellen besteht die Hauptaufgabe der TrxR darin, in
Abhangigkeit von NADPH, die Reduktion von Thioredoxin zu katalysieren. Der
DTNB-Reduktionsassay nutzt den Umstand aus, dass alle bisher bekannten
Thioredoxinreduktasen mit einem Gewicht von ca. 55 kDa pro Untereinheit das
artifizielle Disulfidsubstrat in Abhangigkeit von NADPH zu 2-Nitro-5-thiobenzoat
(TNB) reduzieren konnen.

Fir die Bestimmung der TrxR in der Rattenleber wurde der Uberstand der in PBS-
Puffer (phosphate-buffered saline: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na;HPOg4, 1,5
M KHyPO4, pH 7,3) dispergierten Rohhomogenate (1:10) abgenommen und in
Dialyseschlauche geflillt. Das Homogenat wurde unter Ruhren 24 h lang einer
Dialyse gegen PBS-Puffer bei ca. 4°C unterzogen, um endogenes Glutathion (GSH)
zu entfernen. AnschlieBend wurden die Homogenate aus den Dialyseschlauchen
entnommen und bei 55°C flr 10 min inkubiert. Durch die folgende Kuhlung und
Zentrifugation bei 15.000 g konnten die hitzeinstabilen, ausgefallten Proteine ab-
getrennt werden. Der TrxR-enthaltende Uberstand konnte fir den DTNB-
Reduktionsassay eingesetzt werden.

Die Messung der Absorptionszunahme durch die Bildung des TNB erfolgte bei 412
nm Uber einen Zeitraum von 2 min. Hierzu wurden 100 pl des Uberstandes mit 875 pl
TrxR-Assaypuffer (100 mM Kalium-Phosphat-Puffer, 2 mM EDTA, pH 7,4) und 30 pl
DTNB (100 mM) in eine Halbmikrokivette gegeben und gemischt. Durch die Zugabe
von NADPH (4 mM) wurde die Reaktion gestartet. FUr den Blindwert wurde statt
NADPH Kalium-Phosphat-Puffer eingesetzt.

Die Aktivitat der TrxR wird rechnerisch Uber den NADPH-Verbrauch kalkuliert. Hier-
bei ist zu berlcksichtigen, dass pro umgesetztem Moleklil NADPH zwei Molekile
TNB entstehen, d.h. die Absorptionsanderung muss durch den Faktor zwei geteilt

werden.

(AExV x VF)x1000

mU/mg Protein = ,
2xexdxVvxProtein[mg/ml]

AE: Extinktion

V: Gesamtvolumen

Vi Probenvolumen

VF: Verdinnungsfaktor
Extinktionskoeffizient

d: Schichtdicke der Kuvette
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3.4.4.4 Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPXx)

Die Aktivitat der Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPX) wurde
mittels einer modifizierten Methode nach MAIORINO et al. (1990) und WEITZEL et
al. (1990), LEI et al. (1995) bestimmt.

Als Peroxidase katalysiert die PHGPx die Reduktion von Phospholipid- und
Cholesterolperoxiden zu Alkoholderivaten und Wasser. Hierbei wird der an der Re-
aktion beteiligte Protonendonator Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid (GSSG)
oxidiert. Durch die anschlieRende NADPH-abhangige Reduktion von GSSG durch
die Glutathionreduktase wird der Reaktion eine ausreichende Menge an GSH zur
Verfligung gestellt.

Die Aktivitat der PHGPx wurde in (1:5 w/v) Rattenleberhomogenaten bestimmt,
welche durch Dispersion der Leber in einem Saccharosepuffer (0,25 M Saccharose,
20 mM TRIS-HCI, 0,1% Triton-X-100) hergestellt worden waren.

Die Ermittelung der Absorptionsanderung durch die Abnahme von NADPH erfolgte
bei einer Wellenlange von 340 nm und einer Temperatur von 25°C. Hierzu wurden
760 pl HaOpigest mit 200 pl Assaypuffer 1l (0,5 mM NADPH, 15 mM GSH geldst in 10
ml Assaypuffer I: 0,5 M TRIS-HCI, 25 mM EDTA, 5 mM NaN3), 10 ul Triton-X-100
(20%), 10 pl GR (1,2 x 10° U/L) und 10 ul des Leberhomogenates versetzt und 3 min
inkubiert. Nach Messung der Ausgangsextinktion (1. Messung) nach 3 min wurden
20 ul PCOOH (50uM Phosphatidylcholinhydroperoxid) als Substrat hinzupipettiert
und die NADPH-Abnahme, welche der PCOOH-Reduktion proportional ist, Uber 3
min gemessen. Die spezifische Extinktionsanderung der PHGPx wird durch Abzug
der Basisextinktion (1. Messung) von der NADPH-Oxidationsrate nach Zugabe des

Substrates ermittelt und nach einer allgemeinen Formel berechnet (siehe 3.4.4.1).

PCOOH als Substrat fur den PHGPx-Assay wurden durch die Oxidation von L-a-
Phoshatidylcholin hergestellt. Hierzu wurden 40 mg L-a-Phoshatidylcholin in 16 ml
Desoxycholsaure-Natriumsalz-Losung (3%) gegeben und mit 100 ml Natriumborat
(0,2 M, pH 9,0) verdunnt. Anschlielend wurde die Reaktion, unter Durchfluss von
99% O, durch Zugabe von 40 pl Lipoxygenase (100 kU) gestartet. Der Ansatz wurde
eine Stunde bei 37°C geruhrt und in vier Intervallen weitere 160 ul Lipoxygenase hin-
zugesetzt. Daraufhin wurde der Reaktionsansatz auf eine Sep-Pak Cis-Saule ge-

geben, welche mit 4 ml Methanol und 40 ml HyOpiqest €quilibriert worden war. Die
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Saule wird nach Durchfluss der PCOOH-haltigen Losung erneut mit 20 ml H2Opigest
gewaschen und das PCOOH mit 2 ml Methanol eluiert.

Die Konzentration des gewonnenen Substrates wurde mit Hilfe des iodometrischen
Assays (DARROW et al. 1994) bestimmt. Diese Methode beruht auf der Bildung von
I37 (Extinktionsmaximum 365 nm) bei dem Umsatz von Lipidhydroperoxiden mit
Kaliumiodid. Hierzu wurden zu 200 pul des in MeOH geldsten PCOOH 400 pl HyOpigest
pipettiert und dieser Ansatz mit 500 ul des Farbreagenzes (9,3 ml 1 M K;HPO4, 30,7
ml 1 M KH,PO4, 1,5 ml 0,02 M NaN3, 4,0 ml 10% Triton-X, 2,0 ml 1% Benzalkonium-
chlorid, 4,0 ml 0,5 mM (NH4) sM07024*4H>,0 ad 100 ml H2Opigest; 40 mg Kl pro ml
Farbreagenz) versetzt. Das Proben-Farbreagenz-Gemisch wurde anschlieRend bei
50°C fur 30 min inkubiert und die Extinktion bei 365 nm ermittelt. Die Konzentration
des Substrates wurde Uber eine Cumolhydroperoxid-Eichkurve ermittelt, deren

Standards (50 uM-600 uM) einer identischen Behandlung unterzogen worden waren.

3.4.5 Zellschutzparameter

3.4.5.1 Gesamtglutathion und oxidiertes Glutathion

Die enzymatische Bestimmung des Gesamtglutathiongehalts und des Gehaltes an
oxidiertem Glutathion beruht auf einer Methode von THIETZE (1969) und GRIFFITH
(1980). Bei dieser Bestimmung Ubertragt reduziertes GSH seinen Sulfhydrylgruppen-
Wasserstoff auf das Substrat 2,2-Dinitro-5,5-dithio-dibenzoesaure (DTNB), welches
als Farbreagenz fungiert. Gleichzeitig bildet Glutathion seine Disulfidform (GSSG)
aus. Das entstandene GSSG wird durch die Glutathionreduktase (GR) unter NADPH-
Verbrauch zu GSH reduziert und kann erneut mit DTNB reagieren.

Die Konzentrationen der Reagenzien in diesem Ansatz wurden so gewahlt, dass die
Umsetzung von DTNB dem GSH-Gehalt der Probe angepasst ist. Dies ermoglicht,
die Extinktionszunahme pro Zeiteinheit zu ermitteln und anhand einer Eichgeraden
die Konzentrationen an GSSG zu bestimmen.

Der Gehalt an reduziertem Glutathion Idsst sich aus der Differenz zwischen Ge-
samtglutathion und GSSG errechnen. Um den Anteil an oxidiertem Glutathion zu
bestimmen, muss dem Reaktionssystem durch Derivatisierung mit 2-Vinylpyridin
GSH entzogen werden. Das entstehende GSH-Vinylpyridinderivat ist weder in der
Lage mit DTNB zu reagieren, noch kann es durch GR zu GSH reduziert werden. Die
Extinktionsanderung wurde bei 412 nm uber einen Zeitraum von 3 min bei Raum-

temperatur gemessen. Hierzu wurden die Proben zunachst mit Puffer A (150 mM
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Na,PO4-KH,PO4-Puffer, pH 7,4) verdinnt und Sulfosalicylsaure (10 w/v%) im
Verhaltnis 1:2 hinzupipettiert, gut gemischt und 5 min auf Eis inkubiert, um das ent-
haltene Protein auszufallen. Im Anschluss wurde das Protein 10 min in einer ge-
kihlten Eppendorfzentrifuge bei Vollleistung (14.000 x g) abzentrifugiert. Daraufhin
wurden 540 ul des Uberstandes (Standard 1-5, Leerwert, Probe) abgenommen und
mit 40 ul Puffer A und 60 pl Triethanolamin (50 v/v%) grundlich vermischt und bis zu
der enzymatischen Messung gekuhlt aufbewahrt. Fir die Derivatisierung wurden die
40 pl Puffer A gegen 40 ul 2-Vinylpyridin ausgetauscht. Die mit Vinylpyridin ver-
setzten Proben wurden 30 min bei Raumtemperatur inkubiert.

FUr die enzymatische Bestimmung wurden 350 ul NADPH (0,28 mM), 50 ul DTNB (6
mM in Puffer C (125 mM Na,PO4-KH,PO4-Puffer, pH 7,5) und 75 ul Probe/ Standard/
Leerwert in eine Halbmikroklvette vorgelegt und die Reaktion durch die Zugabe von
25 ul GR (10 U/ml in Puffer C) gestartet.

Die Standards der Eichreihe wurden durch Verdinnen einer frisch angesetzten
GSSG-Stammldsung (200 ug/ml in Puffer A) hergestellt. Die Konzentrationen der
Standards lagen zwischen 0 und 20 pg/ml. Die Standards wurden den gleichen

Schritten, wie in der Bestimmung des GSSG beschrieben, unterzogen.

3.4.5.2 Glutathionreduktase

Die Bestimmung der Glutathionreduktase-Aktivitat erfolgte nach einer von COHEN
und DUVEL (1988) entwickelten Methode. Die Glutathionreduktase (GR) ist eine Di-
sulfidreduktase. Sie reduziert die Disulfidform des Glutathions (GSSG) zur Sulf-
hydrylform (GSH) unter Umsetzung von NADPH. Aufgrund der unterschiedlichen Ab-
sorptionsmaxima von NADPH und NADP ist es moglich, die Extinktionsabnahme von
NADPH spektralphotometrisch zu beobachten. Die Konzentrationsabnahme verlauft
proportional zur Enzymaktivitat und wird Uber den Zeitraum von 1 Minute erfasst.

Die Messung der Absorptionsabnahme wurde photometrisch bei 340 nm durch-
gefuhrt. Hierzu wurden 850ul GSSG-L6sung (1,18 mM GSSG in 100 mM Natrium-
phosphat, pH 7,0 und 1,5 mM EDTA) mit 100 ul NADPH (1,0 mM) in eine Halb-
mikrokUvette zusammengegeben und grundlich vermischt. Die Reaktion wurde durch
die Zugabe von 50 ul Leberhomogenat gestartet. Bei der Messung des Blindwertes
wurde die Organprobe durch den Verdinnungspuffer TRIS (10 mM, pH 7,4) ersetzt.
Die Methode wurde anhand einer Standardkurve evaluiert. Hierzu dienten die Ver-

dinnungen (25 mU - 150 mU) einer Glutathionreduktase-Stammlosung (20 mU/ul
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GR). Die Enzymaktivitdt wurde anhand einer allgemeinen Gleichung berechnet
(siehe 3.4.4.1). Hierbei entspricht 1U der Oxidation von 1 umol NADPH/min.

3.4.5.3 Glutathion-S-Transferasen
Die Glutathion-S-Transferasen (GSTs) wurden nach einer von HABIG und JAKOBY

(1981) entwickelten Methode bestimmt. GSTs katalysieren eine Vielzahl von Re-
aktionen, in denen Glutathion als Nukleophil reagiert. Bei der Konjugation von
Glutathion mit dem Substrat 1-Chloro-2,4-dinitrobenzol kann direkt eine Anderung
der Absorption beobachtet und so die Aktivitat der GSTs erfasst werden.

Zunachst wurden die Leberproben (1:10 TRIS-Puffer) mit TRIS-Puffer (10 mM, pH
7,4) auf eine Verdinnung von 1:500 gebracht. Die Absorptionszunahme wurde bei
einer Wellenlange von 340 nm gemessen. Hierzu wurden in einer 1,5 ml Klvette
folgende Reagenzien zusammengegeben: Nach Vorlage von 790 ul Kalium-
Phosphat-Puffer wurden 100 ul GSH (10 mM) und 10 pl 1-Chloro-2,4-dinitrobenzol
(100 mM in Ethanol 99%) hinzupipettiert und bei 25°C temperiert. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 100 pul der Probe gestartet. Bei der Messung des Blind-
wertes wurde die Probe durch 100 ul K-P-Puffer ersetzt.

Die Aktivitat der GSTs wurde anhand einer Eichkurve ermittelt. Aus einem
Glutathion-S-Transferase-Standard (19 U/g) wurden Verdinnungen hergestellt (20,
40, 60, 80 und 100 mU) und deren Extinktion bei der Reaktion mit 1-Chlor-2,4-
dinitrobenzol bestimmt. Mit Hilfe der erstellten Geradengleichung konnte die Kon-
zentration der Proben durch Einsetzen der Extinktionen berechnet werden. Unter
idealen Bedingungen (pH 6,8 und 25°C) entspricht 1 U Enzymaktivitat 1 pumol
Substratumsatz pro Minute, d.h. die Anderung der Extinktion ist proportional zu der
Enzymaktivitat. Da die Angabe der Enzymaktivitat in U/mg Protein erfolgt, muss das

Ergebnis durch den Proteingehalt der Probe dividiert werden.

3.4.5.4 o-Glutathion-S-Transferasen

Die Aktivitat der a-Glutathion-S-Transferasen (aGSTs) wurde nach einer Methode
von RICCI et al. (1993) bestimmt. Als Untereinheiten der Familie der Glutathion-S-
Transferasen wird ihnen ein hoher Anteil der Glutathionperoxidase-Aktivitat im Orga-
nismus zugesprochen. Bei der Konjugation von Glutathion mit dem Substrat 7-Chlor-
4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI), welches fir aGSTs eine hohe Spezifitat

aufweist, entsteht eine stabile gelbe Verbindung. Die darauf folgende Ab-
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sorptionsanderung kann erfasst werden und so die Aktivitat der aGSTs errechnet
werden.

Die Bestimmung der aGSTs in der Rattenleber erfolgte nach einem Dialyseschritt um
Glutathion, welches spontan mit dem verwendeten Substrat reagiert, aus den Proben
zu entfernen. Hierzu wurde der Uberstand der in Kaliumphoshat-Puffer (K-P-Puffer)
dispergierten Rohhomogenate (1:5) abgenommen und in Dialyseschlauche gefulit.
Das Homogenat wurde unter Rihren 24 h lang einer Dialyse gegen K-P-Puffer bei
ca. 4°C unterzogen. Die so dialysierten Proben konnten flr den NBD-CI Assay ein-
gesetzt werden.

Zunachst wurden die dialysierten Leberproben mit Kalium-Phosphat-Puffer (0,1 M,
pH 6,5) auf eine Verdunnung von 1:1000 gebracht. Die Absorptionszunahme wurde
bei einer Wellenlange von 419 nm fir 3 min in 15 Sekunden Intervallen gemessen.
Hierzu wurden in einer 1,5 ml Kuvette folgende Reagenzien zusammengegeben:
Nach Vorlage von 415 ul Natriumacetatpuffer (0,1 M, pH 5,0) wurden 50ul der ver-
dinnten Probe mit 25 ul NBD-CI (4 mM in 96% Ethanol) versetzt und auf 25°C
temperiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ul GSH (25 mM) gestartet. Bei
der Messung des Blindwertes wurde GSH durch 10 ul Natriumacetatpuffer ersetzt,
um mogliche Spontanreaktionen des Substrates zu erfassen.

Die Zunahme des konjugierten NBD-CI verhalt sich proportional zu der aGST-
Aktivitat. Die Aktivitat wurde mit einer allgemeinen Formel berechnet (siehe 3.4.4.1).
Hierbei entspricht 1 U der Bildung von 1 umol 7-Glutathionyl-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol/min. Die Enzymaktivitdt wurde auf den Proteingehalt der Probe bezogen und
in mU/mg Protein angegeben.

3.4.6 Zellschadigungsparameter
3.4.6.1 Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen (TBA-RS)

Die bei der Lipidperoxidation entstehenden Carbonylverbindungen reagieren mit 2-
Thiobarbitursaure zu einem rotgefarbten Trimethin. Erhdhte TBA-RS-Gehalte sind
ein Anhaltspunkt fir Stérungen in der enzymatischen Abwehr von reaktiven Sauer-
stoffspezies. Der TBA-RS-Gehalt der Proben wurde nach einer modifizierten
Methode von GUNTHER et al. (1994) bestimmt. Zunachst wurden die Leberproben
in einem TRIS-HCI-Puffer (10 mM, pH 7,4) 1:10 verdunnt. Zur weiteren Aufbereitung
wurden 850 ul der Verdinnungen mit 850 ul 5% Trichloressigsaure (TCA)-Lésung

versetzt, aufgeschittelt und fir 4 min bei 13000 x g zentrifugiert. Nach der erfolgten
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Ausfallung und Abzentrifugation des Proteins wurden 500 ul der Leberprobe mit 500
ul 1% Thiobarbitursaure (TBA)-Losung und 50 ul 0,5 % BHT-SDS versetzt und in
Rundbodenreagenzglaser, die vorher mit TBA und Phosphorsaure ausgekocht
wurden, pipettiert. Im Anschluss wird der Ansatz auf 100°C erhitzt und auf Eis ab-
gekuhlt. Die Extraktion des Farbstoffes erfolgt nach Abkuhlen des Ansatzes durch
die Zugabe von 3 ml Butanol. Der Farbkomplex wird anschliefend durch 3-minutiges
Schutteln extrahiert. Die Phasentrennung erfolgt durch anschlieRende Zentrifugation
fir 15 min bei 3112 x g. Der in Butanol extrahierte Farbstoff wird fluorometrisch bei
532 nm bestimmt. Die Konzentration der Proben wird mit Hilfe einer TEP-Eichkurve
(Tetraethoxypropan) ermittelt. Die angesetzten Standards mit Konzentrationen von
0,33 nM bis 2,64 uM wurden einer identischen Behandlung unterzogen. Die Gehalte

an TBA-RS wurden in nmol/g FM angegeben.

3.4.6.2 Gamma-Glutaminsynthetase
Die y-Glutaminsynthetase (yGS) katalysiert im Organismus die ATP-abhangige Re-

aktion von Ammoniak mit L-Glutamat zu L-Glutamin. Sie dient somit der Ammoniak-
entgiftung in Gehirn, Leber, Niere und anderen Organen.

Oxidativer Stress und somit das vermehrte Auftreten von Sauerstoffradikalen kann
auch zu einer oxidativen Schadigung von Proteinen fuhren. Der Aktivitatsverlust der
vGS kann als Schadigungsparameter fur zellulare Proteine verwendet werden.

Der y-Glutamyltransferaseassay wurde nach einer modifizierten Methode nach
MILLER et al. (1978) durchgeflihrt. Die Bestimmung der yGS findet hierbei unter
nicht physiologischen Substratbedingungen statt.

Bei einem Uberschuss an Glutamin und Hydroxylamin entsteht y-Glutamin-
Hydroxamsaure, die in Anwesenheit von Eisen-(lll)-lonen einen rotbraunen Komplex
bildet. Die Konzentration dieses Eisenkomplexes kann photometrisch gemessen
werden und somit die Aktivitat der yGS indirekt bestimmt werden.

Zunachst wurden die Leberproben 1:10 in TRIS-Puffer (pH 7,4) verdinnt. 100 pl
dieser Verdunnung wurden mit 400 pl Imidazol-HCI (125 mM, pH 6,8), 100 ul
Hydroxylamin (0,5 M), 100 pl L-Glutamin (1 M), 100 ul Kaliumarsenat (0,25 M), 100
ul ADP (2 mM) und 100 pl Manganchlorid (5 mM) versetzt. Dieser Ansatz wurde
grundlich geschuttelt und 15 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss
wird die Reaktion mit einer Eisenchlorid-Trichloressigsaure-HCI-Losung gestoppt.

Das ausgeféllte Eiweit wird fir 5 min bei 3112 x g abzentrifugiert und im Uberstand
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wird die Extinktion der Probe, nach einem Abgleich des Photometers gegen Luft, bei
505 nm bestimmt.

Die Konzentration der Proben wird mit Hilfe einer Glutamin-Hydroxamat Eichkurve
ermittelt. Die angesetzten Standards mit Konzentrationen von 10 uM bis 1000 uM
wurden einer identischen Behandlung unterzogen. Unter idealen Bedingungen (pH
6,8 und 37°C) entspricht 1U Enzymaktivitat 1umol Substratumsatz pro Minute, d.h.
die Anderung der Extinktion ist proportional zur Enzymaktivitét. Da die Angabe der
Enzymaktivitat in U/mg Protein erfolgt, muss das Ergebnis durch den Proteingehalt

der Probe dividiert werden.

3.4.6.3 Proteincarbonyle

Das vermehrte Auftreten von Sauerstoffradikalen wird als eine entscheidende Ur-
sache fir die oxidative Schadigung von Proteinen im Organismus angesehen. Die
oxidative Modifikation der Aminogruppe einzelner Aminosaurereste zu einer
Carboxylgruppe (-CO) fuhrt zur Bildung von so genannten Proteincarbonylen.

Die Konzentration der Proteincarbonyle in der Leber wurde nach einer Methode von
REZNICK und PACKER (1994) bestimmt. Hierbei reagiert 2,4-Dinitrophenylhydrazin
im sauren Milieu mit der Carbonylgruppe des veranderten Proteins zu einem gelb-

gefarbten Proteinhydrazon.

Protein-C =0 H2N- NH-24-DNP_ | Protein = N = NH — 2,3 — DNP + H,0

Im ersten Schritt wurden die Leberproben mit einem proteaseinhibitor-enthaltenden
Natriumphosphat-EDTA-Puffer (50 mM, 1 mM, pH 7,4 mit 8 mg PMSF, 1 mg Leu-
peptin, 1,4 mg Pepstatin A, 1 mg Aprotinin und 200 mg Digitonin je 200 ml Homo-
genisationspuffer) auf eine Verdunnung von 1:10 gebracht und bis zu ihrer Ver-
wendung bei -80°C gelagert.

Nach dem Auftauen wurde zunachst 1 ml dieses Homogenates mit 4 ml TRIS-Puffer
(10 mM, pH 7,4) verdunnt (1:50) und 500 pl dieser Verdunnung wurden entweder als
Probe mit 4 ml DNPH (10 mM in 2,5 N HCI) oder als Blindwert mit 2,5 N HCI versetzt
und eine Stunde auf dem Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss er-
folgte die Proteinfallung mit Trichloressigsaure (TCA 20%) und eine 10 minutige In-
kubation auf Eis. Das Protein wurde bei Raumtemperatur (RT) 10 min bei 12000 x g

abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Proteinpellet wurde erneut mit TCA
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(10%) versetzt und abzentrifugiert (siehe oben). Um DNPH und Lipidrickstande zu
beseitigen, wurde das Pellet dreimal mit einer Mischung aus Ethylacetat und Ethanol
(1/1) gewaschen und nach jedem Waschschritt abzentrifugiert (10 min bei 12000
bzw. 18000 x g). Zu dem so gewonnenen Proteinpellet wurden 2 ml Guanidin-HCI
Lésung gegeben (6 M Guanidin-HCI in KH,PO4-Puffer, pH 2,3) und bei 37°C flir 10
min inkubiert. Die Bestimmung der Proteincarbonylkonzentration des Pellets erfolgte
bei 360 nm. Die Proteinkonzentration der Proben wurde bei 286 nm durch die

Messung der Extinktion der Blindwerte gegen Guanidin-HCI-Losung bestimmt.

3.4.7 Succinatdehydrogenase
Die Succinatdehydrogenase (SDH) ist ein Enzym der inneren Mitochondrien-

membran und somit ein Bestandteil der Atmungskette. Das Enzym oxidiert in vivo
Succinat zu Fumarat und Ubertragt dabei Reduktionsaquivalente auf Ubichinon.
Durch ihr Vorkommen als Bestandteil der inneren Mitochondrienmembran kann die
Aktivitat der SDH als Mitochondrienmarker verwendet werden. Die Aktivitat der SDH
wurde in dieser Arbeit nach einer Methode von VEEGER et al. (1969) bestimmt und
als Marker bei der Bestimmung der mitochondrialen TrxR eingesetzt. Hierbei Uber-
tragt SDH Reduktionsaquivalente auf Dichlorophenol-Indophenol (DCPIP), welches
zu einer Extinktionsabnahme von DCPIP bei 600 nm fuhrt. Die Reaktion ist pro-
portional, da 1 Mol Succinat 1 Mol DCPIP reduziert.

Zunachst wurden die Mitochondrienisolate mit PBS-Puffer (siehe 3.4.4.3) auf eine
Verdunnung von 1:10 gebracht. Die Absorptionsabnahme wurde bei einer Wellen-
lange von 600 nm gemessen. Hierzu wurden in einer 1,5 ml Kivette folgende
Reagenzien zusammengegeben: 1,25 ml Reaktionspuffergemisch (1,2 ml 0,1 M
Phosphatpuffer pH 7,6; 50 ul 30 mM KCN neutralisiert; 5 ul 15 mM DCPIP) mit 1,25
mg Bovinem Serum Albumin, 150 ul 0,4 M Succinat-Lsg. pH 7,6, 50 ul 1% Phenazin-
methosulfat-Lsg. und 50 pul Probe. Dieser Ansatz wurde gut gemischt die DCPIP-
Reduktion fur 3 min gemessen. Das Photometer wurde gegen Luft kalibriert und zu
jeder Probe ein Probenleerwert bestimmt. Die Aktivitdt wurde anhand der
allgemeinen Gleichung flir Enzymaktivitaten ermittelt (siehe 3.4.4.1) und auf mg

Protein bezogen.

3.4.8 Proteinbestimmung
Der Proteingehalt der Proben wurde nach einer von BRADFORD (1976) entwickelten

Methode bestimmt. Diese Bestimmung nutzt den Umstand aus, dass der Farbstoff
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Coomassie Brilliant Blue zwei Farben aufweist. Die rote Farbe wird in die blaue
Farbe Uberfuhrt, wenn der Farbstoff an Protein bindet. Der Protein-Farbstoff-Komplex
besitzt einen hohen Extinktionskoeffizienten, welcher der Methode eine hohe Sensi-
bilitat bei der Proteinbestimmung verleiht.

Der Proteingehalt der Proben wurde anhand einer Eichgeraden ermittelt. Hierzu
wurde eine Proteinstammlosung bestehend aus reinem Rinderalbumin (0,05 g reines
Rinderalbumin in 100 ml 10 mM TRIS-HCI-Puffer, pH 7,4) hergestellt und Ver-
dinnungen zwischen 0 und 50 pg/100 pul eingestellt.

Fir die Herstellung des Proteinreagenz wurde Coomassie Brilliant Blue (100 mg) in
95%-iger Ethanol (50 ml) gelést und mit 85%-iger Phosphorsaure (100 ml) versetzt.
Die entstandene Lésung wurde mit HyOpigest auf ein Volumen von einem Liter
gebracht und Uber einen Blaubandfilter filtriert.

Bei der Proteinmessung wurden in einer Makrokuvette 50 pul der Probe
(Standard/Leerwert: TRIS-HCI) mit 2,5 ml Bradfordreagenz versetzt und nach ca. 10-
20 min wurde die Extinktion bei 595 nm gegen den Blindwert photometrisch be-
stimmt. Mit Hilfe der aus der Eichgeraden erstellten Geradengleichung, konnte die

Konzentration der Proben durch Einsetzen der Extinktionen berechnet werden.

3.4.9 Differenzielle Genexpression in der Leber

Die differenzielle Genexpression in der Leber wurde fur Versuch 1 und 2 fur funf
Tiere je Versuchsgruppe durchgefihrt, die anhand ihres annahrend gleichen Ge-
wichts ausgesucht worden waren. Hierzu wurden die Gewebeproben bereits bei der

RNA-Isolation ,gepoolt”.

3.4.9.1 Microarray

Um den Einfluss unterschiedlicher Dosierungen anorganischer Selenverbindungen
auf die differenzielle Genexpression der Ratte zu untersuchen, wurde mit Hilfe des
MWG Rat 10K Arrays (MWG-BIOTECH AG, Ebersberg) ein Screening durchgeflhrt.
Auf dem MWG Rat 10K Array befanden sich die cDNA-Bereiche von 9715 Genen
der Ratte. Die GenBank des NCBI (National Center for Biotechnology Information)
diente als Informationsquelle fur die cDNA-Sequenzen, die auf diesen Microarrays
verwendet wurden.

Die Aufarbeitung sowie der DNase | Verdau der RNA-Proben wurden am Institut fur
Tierernahrung und Ernahrungsphysiologie, Giel3en, durchgefuhrt. Die an-

schliefenden Schritte der Markierung, Hybridisierung und Auswertung erfolgten bei
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der Firma MWG-BIOTECH AG (siehe Anhang). Die hier verwendeten Zweikanal
Microarrays boten die Moglichkeit, die unterschiedlich markierten cDNAs zweier
Versuchsgruppen zu kombinieren und auf einem Array unter Kkontrollierten
Versuchsbedingungen gemeinsam zu hybridisieren. Hierzu wurden zwei
Fluoreszenzfarbstoffe (Cy3, Cy5) zur Detektion verwendet, die in zwei verschiedenen
Kanalen ausgelesen wurden. Folgende Cohybridisierung der Versuchsgruppen
wurde durchgefuhrt:

Tabelle 6: Cohybridisierung der Microarrays

Microarray Gruppe Markierung kombi_niert Gruppe Markierung
Nr. (Farbstoff) mit (Farbstoff)
81 0 Cy3 + I Cy5
82 0 Cy3 + ! Cy5
83 0 Cy3 + [} Cy5
84 0 Cy3 + v Cy5
85 | Cy3 + | Cy5
86 n Cy3 + W Cy5

3.4.9.2 Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials

Die RNA-Extraktion wurde nach dem Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform-
Verfahren von CHOMCZY SKI und SACCHI (1987) durchgeflhrt.

In ein zwei ml Eppendorf Cup mit einer Vorlage von 600 ul RNase-hemmenden
Guanidinthiocyanat-Puffer wurden 100 mg Gewebe (20 mg pro Tier) gegeben und
bei 39000 U vollstandig dispergiert (MICCRA RT, Art Miccra D-8).

Tabelle 7.  Ansatz des Guanidinthiocyanat-Puffers

Substanz Menge fir 100 ml Puffer Endkonzentration
Guanidinthiocyanat 47,25 ¢ 4 M

1 M Tri-Natriumcitrat-2-hydrat 2,5 ml (1 M StammI&sung) 25 mM
N-Lauroyl-Sarcosin 0,5¢ 0,5% (w/v)
R-Mercaptoethanol 720 pl (gesatt. Stammlésung) 0,1 M

ad 100 ml H2ODEPC
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Daraufhin wurden unter dem Abzug 60 ul Natriumacetat-Lésung (2 M, pH 4,0), 600 pl
gesattigte Phenollésung und 225 ul (49: 1) Chloroform-lsoamylalkohol hinzupipettiert.
Die Cups wurden dann sorgfaltig verschlossen und eine Minute auf einem Schttler
gemischt. Im Anschluss wurden die Proben fir 30 Minuten auf Eis gestellt und an-
schlieBend erneut kurz aufgemischt und in der Kuhlzentrifuge 40 min bei 2°C und

5000 x g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation sind drei Phasen erkennbar:

oben: wassrige Guanidinthiocyanat-Phase mit geloster RNA
mitte: Interphase mit Proteinen
unten: phenolhaltige Phase mit weiteren organischen Bestandteilen

600 ul der oberen RNA-haltigen Phase wurden in ein neues Cup pipettiert und 600 pl
Isopropanol als Fallungsmittel zugefiigt. Die Cups wurden sorgfaltig verschlossen,
geschuttelt und Uber Nacht im Tiefkuhlschrank bei -20°C untergebracht. Die Sedi-
mentation des Pellets erfolgte durch Zentrifugation bei 2°C fur 30 min und 14000 x g.
AnschlieRend wurde das Pellet zweimal mit 70% Ethanol (1 ml) gewaschen, und
nach dem letzten Waschschritt 1,5 h in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und im
Anschluss unter vorsichtigem Whirlen in H20pgpc gelost.

Die Messung der RNA-Konzentration sowie der Reinheit erfolgte photometrisch im
UV-Bereich bei 260 bzw. 280 nm. Hierzu wurden 2,5 ul der geldsten RNA in eine
Halbmikrokuvette mit einer Vorlage von 1000 pl H2Opepc pipettiert und grundlich ge-
ruhrt. Die Konzentration wurde durch die Messung der Extinktion bei 260 nm gegen

den Leerwert ermittelt und errechnet sich wie folgt:

Extinktion der Probesgg x VF x 40

RNA/ ul Losung =
ng ¥ g 1000

VF gibt die Verdinnung der RNA-L6sung in der Messanordnung an.

z.B.

VE (1000 pl H20pepc + 5 ul RNA-Praparation)

5 ul RNA-Praparation

Neben der Ermittelung der RNA-Konzentration gibt der Quotient der Extinktion bei
260 und 280 nm Aufschluss uber die Reinheit der RNA-Praparation.
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3.4.9.3 Bestimmung der RNA-Qualitat durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Qualitat der isolierten RNA wurde Uber den Lauf in einem Agarosegel (1,5%, 1 x
TAE-Puffer) unter denaturierten Bedingungen mit Aliquoten der Probe ermittelt.
Entsprechend den Extinktionsmessungen der RNA-Proben wurden Verdlinnungen
(H20pepc) mit einer Konzentration von 2 ug/ul eingestellt, um eine Anpassung der
Probenvolumina an gleiche RNA-Mengen zu erreichen. Die saubere elektro-
phoretische Separation der RNA wurde durch Denaturierung erreicht. Diese ist
erforderlich, um die Bildung sekundarer Strukturen durch intramolekulare Basen-
paarungen zu verhindern und so die vorgesehene Auftrennung auf dem Agarosegel
anhand der tatsachlichen GroRe zu gewahrleisten. Die Denaturierung der RNA (7 pg)
erfolgte durch die Zugabe von 2,0 ul 50 x TAE-Puffer (0,8 M TRIS, 0,4 M Natrium-
acetat, 20 M EDTA, pH 7,4 mit konz. Essigsaure), 3,5 ul Formaldehyd und 2,0 pl
Formamid sowie die darauf folgende Erhitzung des Ansatzes auf 70°C fur 10 min in
einem PCR-Cycler (MyCycler, Biorad).

Der Denaturierungsansatz wurde nach der Erhitzung auf Eis heruntergekihlt und 4 pl
Ladepuffer (50% Glycerin (w/w), TmM EDTA, 0,25% Bromphenolblau (w/w)) sowie
1,5 ul Ethidiumbromid hinzupipettiert. Der Ladepuffer hat die Aufgabe, die Dichte der
RNA-L6sung zu erhéhen und so ein Absinken im Gelslot zu gewahrleisten. Die An-
farbung der Proben erleichtert aullerdem das Einflillen der RNA in die Geltasche und
der Farbstoff Bromphenolblau markiert im Gel die Lauffront. Ethidiumbromid inter-
kaliert mit der RNA, d.h. es lagert sich zwischen die Basen der RNA. So ist es der
RNA maoglich, nach der Anregung mit UV-Licht (335 nm) zu fluoreszieren. Die Inten-
sitaten werden in einem Fluorimeter ermittelt.

Die Qualitat der RNA wurde anhand der Intensitat der Banden und des Vor-
handenseins genomischer DNA bestimmt. Hierbei sollten die 28S und 18S rRNA-
Banden deutlich zu erkennen sein und die Intensitat im Verhaltnis 2:1 stehen. Eine
Degradation der RNA ist moglich, wenn die Banden verschmiert sind oder die 18S
Bande intensiver fluoresziert als die 28S Bande. Eine Verunreinigung mit geno-
mischer DNA ist an fluoreszierenden Fragmenten in den Gelslots zu erkennen, da

DNA-Fragmente langer sind als RNA wandern sie deutlich langsamer im Gel.

3.4.9.4 Desoxyribonuclease | Verdau
Um Stoérungen der Reversen Transkription durch DNA-Verunreinigungen zu ver-

meiden, wurden die Proben nach der Qualitatskontrolle einem Desoxyribonuklease-
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(DNase I)-Verdau unterzogen. Die Vorschrift der Firma MWG wurde den Versuchs-
bedingungen angepasst.

Hierzu wurde 1 mg Gesamt-RNA in 150 pl H>Opgpc gelost (~6,6 pg/ul) und mit 40 pl
MgCl, (20 mM), 22 ul TRIS-HCI-Puffer (200 mM) sowie 2 ul DNase | (Fermentas; 50
U/ul) versetzt und fur 20 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden
214 ul eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisches (25:24:1) zu dem Ansatz
pipettiert, dieser grundlich gemischt und bei 5000 x g (1 min, 4°C) zentrifugiert. 200
ul der oberen wassrigen Phase wurden in ein Eppendorfcup Uberfihrt und 200 pl
Chloroform hinzugegeben. Nach erneutem Mischen und Zentrifugieren (5000 x g, 1
min, 4°C) wurden wiederum 150 ul der wassrigen Phase abpippetiert und mit 30 pl
Ammoniumacetat (5 M) und 300 ul 96%igem Ethanol versetzt. Dieser Ansatz wurde
Uber Nacht bei -20°C gelagert.

Daraufhin erfolgte die Sedimentation des Pellets. Hierzu wurden die Proben fur 15
min bei 4°C und 14000 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend
wurde das Pellet einmal mit 70%igem Ethanol (1 ml) gewaschen, erneut zentrifugiert
(14000 x g, 7 min, 4°C) und 1,5 h in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Im An-
schluss wurde das Pellet unter whirlen in H20pepc gelost und eine Endkonzentration
von 8 png/ul eingestellt. Die eingestellte Konzentration der RNA-L6sung wurde
photometrisch (siehe 3.4.9.2) bei 260 nm Uberpruft.

3.410 RT-PCR

3.4.10.1 Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials
Die Gewinnung und Aufbereitung des Probenmaterials erfolgte analog der in Kapitel
3.4.9.2 beschriebenen Methode von CHOMCZY SKI und SACCHI (1987).

3.4.10.2 Bestimmung der RNA-Qualitat durch Agarose-Gelelektrophorese
Die Bestimmung der RNA-Qualitat erfolgte wie in Kapitel 3.4.9.3 beschrieben.

3.4.10.3 Reverse Transkription

3.4.10.3.1 Biorad (iScript™cDNA Synthesis Kit)

Die reverse Transkription wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Biorad (iScript™cDNA
Synthesis Kit) durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurden die RNA-Proben nach
Herstellerempfehlung auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt, um eine
Anpassung der Probenvolumina an gleiche RNA-Mengen zu erreichen. Durch die

Inkubation der RNA mit einer modifizierten MMLV (Molony murine leukemia virus)
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Reversen Transkriptase und einer herstellerspezifischen Mischung von Oligo (dT)-
sowie Hexamerprimern wurde die komplementare DNA (cDNA) synthetisiert. Hierzu
sah das Reaktionsprotokoll der Firma Biorad eine Inkubation von 5 min bei 25°C, 30
min bei 42°C und 5 min bei 85°C vor.

3.4.10.3.2 Fermentas (RevertAid "First Strand cDNA Synthesis Kit)

Die reverse Transkription wurde mit Hilfe eines Kits der Firma Fermentas durch-
gefuhrt. Nach Herstellerempfehlung wurden 5 pg RNA in dem Reaktionsansatz
eingesetzt. Hierzu wurden die RNA-Proben auf eine Konzentration von 2 pg/ul
eingestellt, um eine Anpassung der Probenvolumina an gleiche RNA-Mengen zu
erreichen. Die eingestellten RNA-Proben wurden daraufhin mit Oligo(dT)- Primern
(bzw. Random Hexamer Primern) und H>Opgpc versetzt und bei 70°C 5 min inkubiert.
Im Anschluss wurden die Proben geklhlt und mit einem 5 x Reaktionspuffer des
Herstellers sowie einem Ribonukleaseinhibitor und dNTP-Mix versetzt. Nach einer
weiteren Inkubation fur 5 min bei 37°C (bzw. 25°C fur 5 min) wurde die RNA mit einer
modifizierten MMLV (Molony murine leukemia virus) Reversen Transkriptase
versehen und die komplementare DNA (cDNA) wurde synthetisiert. Hierzu sah das
Protokoll eine Inkubationszeit von 42°C fur 60 min (bzw. 25°C fur 10 min und 42°C
fur 60 min) und eine finale Erwarmung der Proben flur 10 min bei 70°C vor, um die

Reaktion zu beenden.

Daraufhin wurden die Proben (Biorad und Fermentas) auf 4°C abgekuhlt und mit 40
ul H20pepe (Verdinnung 1:3) versetzt. AnschlieRend wurde deren Konzentration bei
260 nm photometrisch bestimmt. Die Endkonzentration der Proben von 0,5 pug
cDNA/ul erméglicht somit den Einsatz von 2 ul cDNA-Lésung (1 ug cDNA) in dem
Polymerase-Kettenreaktion-(PCR)-Ansatz. Diese Einsatzmenge erlaubt eine Ampli-
fizierung der cDNA in der PCR uber die Zahl von ca. 20-30 Zyklen.

3.4.10.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde erstmals von MULLIS (SAIKI et al.
1985) beschrieben. Heute wird diese Methode in einer Vielzahl von Variationen in
Medizin und Naturwissenschaft eingesetzt.

Die cDNA-Sequenzen in der GenBank des NCBI (National Center for Biotechnology
Information) dienten als Grundlage bei der Ermittelung der Primer, die in dieser Ar-

beit verwendet wurden (Primer aus Literaturquellen wurden gekennzeichnet). Das
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Primer3 Programm von ROZEN und SKALETSKY (2000) erstellte die Primer nach
Vorgaben, die eine optimierte DNA-Amplifikation ermoglichen. Dem Primerdesign
lagen folgende Kriterien zugrunde: Die Primer sollten 19-21 Bp lang sein, eine
Schmelztemperatur zwischen 59 und 60°C haben und einen GC% von 45-55 erflllen
(SCHEINERT et al. 1995). Eine Uberprifung der Primer auf ihre Speziesspezifitat
sowie auf Homologien zu unerwunschten Genen erfolgte durch das BLASTN-
Programm des NCBI, welches die ausgewahlten Primer mit allen bekannten
Sequenzen verglich. Die Primer wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg)

synthetisiert.

Tabelle 8: Primer, Annealingtemperatur und Zyklenzahl

Name Primer S(eg'tf?e:’r;z Fragn(lg:t)grél&e (;I'é) Zyklenzahl Akzessg?;:-:ferenzl
CBPX v COCAGCAGG AAC TTC TOA AA 38 0 25.21,29 N eimers
PHOPX [ GGCAGG T0C TTC TCTAT 461 570 28303 NMOTIES
TORT [0 TGTAAG GOA GAT TGG TCT GC 3% %3 203133 eimers
TORZ (0 CGATCT GOC ACT GTG AKG TC 404 T4 27293 eimers
aosT [ CAGGAGTGGAGTTIG ATG AGA 463 S0 2527,29 Goﬂ%ﬁ’%g& o
GAPDH 0 CCAGOAGOC TGT TGC TGTAG 303 4 2 emers
B-Actin fw  TGT TAC CAA CTG GGA CGA CA 396 57.4 26, 28 NM 0311441

rev TCT CAG CTG TGG TGG TGA AG Primer3

Die Amplifikation der cDNA wurde wie folgt durchgefiihrt. Die Reaktionskomponenten
wurden zu einem Mastermix zusammengestellt. Der Mastermix fur 10 Reaktionen
enthielt je 15 ul Primer (10 uM), 22,8 ul dNTP’s (2 mM), 30 pl 10 x Reaktionspuffer
MgCl, (20 mM), 217,2 ul H2Opgpc, 12 pl Tag-Polymerase (0,04 U/ul) und wurde je
Reaktion mit 10 ul cDNA (0,04 ng cDNA/25 ul Ansatz) versetzt. Fur die Amplifikation
der in Kapitel 3.4.10.3 gewonnenen cDNA wurde eine dreiminutige initiale
Denaturierung bei 95°C durchgefuhrt, gefolgt von einer genspezifischen Anzahl von
Zyklen (Tab. 8). Die Zyklen setzten sich aus einer Denaturierungsphase bei 95°C fur
45 sec, einer Annealingphase mit einer primerspezifischen Temperatur fur 40 sec
und einer Elongationsphase bei 70°C fur 55 sec zusammen. Nach Ablauf des letzten
Zyklus folgte eine finale Elongationsphase bei 72°C fur 2,30 min und eine

anschliellende Kuhlung auf 4°C.
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3.4.10.5 Darstellung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die so erhaltenen PCR-Produkte wurden einer Gelelektrophorese unterzogen. Hier-
zu wurden 6 pl der Probe bzw. 4 ul des so genannten ,Housekeeping-Gens* (B-Actin;
GAPDH, siehe 3.4.10.8) zu 2 pul Ladepuffer (1 ml Glycerin, 1 ml 1 x TAE,
Bromphenolblau) gegeben und in ein Agarosegel (1,5%, 1 x TAE-Puffer) ein-
gebracht, welches eine Ethidiumbromidkonzentration von 0,02% enthielt. Ein in dem
Agarosegel ebenfalls mitlaufender DNA-Langenstandard (100 Bp bzw. 50 Bp DNA
Ladder, MBI Fermentas) ermdglichte die Kontrolle der Fragmentgréfie. Anschlie3end
wurde in der Elektrophoresekammer eine Spannung von 80 V fiir 30 min angelegt.

Im Anschluss konnten die mit Ethidiumbromid markierten und im UV-Licht fluores-
zierenden Banden mit Hilfe eines computergestutzten Kamerasystems (SynGene,

GeneFlash) digital dokumentiert werden.

3.4.10.6 Messung der Optischen Dichte

Die Auswertung der digitalisierten Gele erfolgte durch Einlesen in ein Programm zur
Erfassung von optischen Dichten (OD) (SynGene, GeneTools). Nach einer auto-
matischen Hintergrundkorrektur wurden die Banden markiert und deren optische

Dichte bestimmt.

3.4.10.7 Optimierung der PCR-Protokolle
Unter optimierten Versuchsbedingungen durchlauft eine PCR drei Phasen:

Exponentielle Phase: Aufgrund ausreichender Reaktionskomponenten kommt es zu

einer Verdoppelung des Templates mit jedem PCR-Zyklus.

Lineare Phase: Die Reaktionskomponenten werden verbraucht, welches zu

einer Verlangsamung der Reaktion fuhrt.

Plateau-Phase: Es entstehen keine weiteren Produkte, da die Reaktion durch

eine Limitierung der Reaktionskomponenten zum Erliegen

kommt.

Fir die Auswertung einer semiquantitativen PCR ist es entscheidend, die Zyklenzahl
zu ermitteln, in der die Reaktion die lineare Phase durchlauft, da bei Erreichen des
Plateaus keine Aussage mehr Uber Genexpressionunterschiede getroffen werden

kann.
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Die Oligonukleotide, die in dieser Arbeit zum Nachweis verschiedener Gene ein-
gesetzt wurden, durchliefen eine ansteigende Zahl von Zyklen, um die optimale
Zyklenzahl zu ermitteln.

Die digitalisierten Gele wurden anschlieRend in einen Phosphorimager, der mit
einem Programm zur Erfassung von OD (SynGene, GeneTools) ausgestattet war,
eingelesen. Die so erfassten Intensitaten der spezifischen PCR-Produktbanden
spiegelte deren Hohe wider. Die erhaltenen Werte wurden gegen die Zyklenzahl
aufgetragen und diejenige Zyklenzahl eingesetzt, die sich innerhalb des linearen An-

stiegs der PCR, d.h. vor Erreichen der Plateauphase befand.

3.4.10.8 Normierung der Rohdaten
Als Standard wurde in jedem Gel ein Housekeeping-Gen mitgefuhrt. Ein Gen,

welches als Standard eingesetzt werden soll, muss in allen Geweben exprimiert
werden und darf durch die Versuchsbedingungen nicht beeinflusst werden. Bei einer
erfolgreichen Amplifikation dient es als Kontrolle fir die Praparation intakter RNA und
das Funktionieren der PCR-Komponenten. In dieser Arbeit handelt es sich hierbei
um Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bzw. B-Actin.

Um den Einfluss verschiedener Selenzulagen auf die Genexpression zu unter-
suchen, wurde der Signalquotient aus zu untersuchendem Gen (Bsp.: cGPx) und
GAPDH (B-Actin) gebildet und auf den GAPDH-(B-Actin)-Standard normiert. Durch

diese Normierung werden Unterschiede im PCR-Produkt korrigiert.

3.4.11 Statistische Methoden

Parameter des Zellschutzes und der Zellschadigung einschliellich Selenoenzyme

Die Berechnung der deskriptiven Parameter arithmetisches Mittel (M) und Standard-
abweichung (SD) erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL 7.0.
Weitere statistische Auswertungen wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 12.0
durchgefuhrt.

Zunachst wurde anhand der Residuen die Normalverteilung mit dem Test nach
KOLMOGOROV-SMIRNOQOV (p = 0,05) und nach SHAPIRO-WILK (p = 0,01) Test
Uberpruft. Bei einer fehlenden Normalverteilung wurden die Daten nach loga-
rithmischer Transformation oder Ziehen der Quadratwurzel ausgewertet.
Gruppenmittelwerte wurden mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (UNIANOVA)
statistisch untersucht, wobei die Varianzhomogenitat mittels LEVENE-Test (p = 0,05)

Uberpruft wurde. Im Anschluss konnten die Mittelwerte der Gruppen mit zwei Signi-
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fikanztests ausgewertet werden. Bei gegebener Varianzhomogenitadt wurde der
TUKEY-Test angewandt, wenn Varianzheterogenitat vorlag wurde der Signifikanztest
nach GAMES-HOWELL ausgewahlt.

In den Tabellen liegen Auswertungen aufgrund des Gruppenmittelwertes vor. Tiere,
welche als Ausreiler ermittelt wurden und von der statistischen Auswertung ausge-
schlossen wurden, sind den Anhangtabellen in kursiver Schreibweise zu entnehmen.
Wenn nicht anders gekennzeichnet, zeigen Hochbuchstaben signifikante Gruppen-

unterschiede im 5%-Fehlerintervall (p < 0,05).

Parameter der differenziellen Genexpression

Die Berechnung der deskriptiven Parameter des Microarray-Screenings erfolgte
ebenfalls mit dem Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL 7.0. Des Weiteren wurde
mit Hilfe des Programms EXCEL 7.0 die Normalverteilung der Daten Uberpruft und
die statistische Auswertung der Microarraydaten anhand des Students t-Signifikanz-
tests (p < 0,05) durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

4.1 Energie-, Mineral- und Rohnahrstoffgehalt in den Versuchsdiaten
Die analysierten Rohnahrstoffgehalte der Weender Analyse (TM, XP, XF, XA), der

Bruttoenergiegehalt und der Gehalt ausgewahlter Mengen- und Spurenelemente

(Ca, P, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn) in den Diaten zeigten im Rahmen des Analysen-

spielraums eine gute Ubereinstimmung sowohl innerhalb der sieben Versuchsdiaten

(Gruppe 0-VI) als auch zwischen den zwei Versuchsdurchlaufen (Tab. 9). Die

analysierten Gehalte erflllten (mit Ausnahme des Se-Gehaltes in der Basisdiat) die

Mindestanforderungen an eine Diat fir wachsende Ratten laut Empfehlungen des

NRC (U.S.A).

Tabelle 9: Energie-, Mineral- und Rohnahrstoffgehalt der Versuchsdiaten 1 und 2

Diaten Versuch 1

Diaten Versuch 2

M

TM-Gehalt (%) sD
Bruttoenergie M
(MJ/kg Diat) SD
Rohprotein (XP) M
(% d. FM) SD
Rohfett (XL) M
(% d. FM) SD
Rohfaser (XF) M
(% d. FM) SD
Rohasche (XA) M
(% d. FM) SD
Calcium M
(g/kg FM) SD
Phosphor M
(g/kg FM) SD
Magnesium M
(mg/kg FM) SD
Eisen M
(mg/kg FM) SD
Kupfer M
(mg/kg FM) SD
Zink M
(mg/kg FM) SD
Mangan M
(mg/kg FM) SD

91,89
1,17

18,07
0,16

15,30
0,55

6,32
0,40

5,00
0,32

3,35
0,30

5,01
0,14

4,40
0,17

688,0
17,29

59,85
5,19

8,65
1,13

65,82
3,81

20,04
3,13

] M 90,83
TM-Gehalt (%) SD 0,63
Bruttoenergie M 18,01
(MJ/kg Didt) S 0,15
Rohprotein (XP) M 15,00
(% d. FM) S 0,28
Rohfett (XL) M 7,05
(% d. FM) sD 0.18
Rohfaser (XF) M 5,05
(% d. FM) SD 0.34
Rohasche (XA) M 3,16
(% d. FM) SD 0,03
Calcium M 511
(g/kg FM) SD 0.08
Phosphor M 4,26
(g/kg FM) SD 0,08
Magnesium M 671,5
(mg/kg FM) sD 0,01
Eisen M 58,55
(mg/kg FM) Sb 223
Kupfer M 8,68
(mg/kg FM) SD 0,68
Zink M 65,59
(mg/kg FM) S 3,66
Mangan M 19,24

(mg’kg FM) SD 1,63
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4.2 Selengehalt in den Versuchsdiaten

Die Voraussetzungen fur die Durchflhrung dieser Versuche war in erster Linie ab-
hangig von der Konzeption einer selenarmen Basisdiat mit einem Selengehalt unter-
halb der Nachweisgrenze von < 0,03 mg Se/kg Diat. Des Weiteren mussten die
selenhaltigen Versuchsdiaten eine homogene Verteilung der verschiedenen an-
organischen Selenverbindungen und den angestrebten Selengehalt aufweisen.

Die Bestimmung des Selengehaltes in den Diaten (Tab. 10) ergab in den Ver-
suchsgruppen 0, welche die Basisdiat erhielten, einen Gehalt von < 0,03 mg Se/kg
Diat. Dieser Gehalt lag unterhalb der Nachweisgrenze und gentgte dem Anspruch
an eine Selenmangeldiat. Die selensupplementierten Versuchsgruppen (I-VI) wiesen
eine homogene Verteilung der anorganischen Selenverbindungen (Natriumselenit
oder Natriumselenat) in den Versuchsdiaten auf und erflllten die Anspriche an eine
ausreichende Wiederfindung der Selenzulagen in Hohe von 0,2; 1,0 und 2,0 mg
Se/kg Diat.

Tabelle 10: Selengehalt der Versuchsdiaten 1 und 2

Versuch 1 Versuch 2
Gruppe Selen Gruppe Selen
(mg/kg) (mg/kg)
M * M *
0 SD 0 SD
| M 0,214 | M 0,184
SD 0,009 SD 0,015
I 0,190 I M 0,230
SD 0,010 SD 0,004
m M 0,961 I M 0,960
SD 0,071 SD 0,024
M 0,834 M 0,961
v SD 0.025 v SD 0.020
M 1,65 M 1,93
v SD 0,024 v SD 0,064
M 1,71 M 1,91
vi SD 0,070 vi SD 0,077

* unterhalb der Nachweisgrenze von 0,03 mg Se/kg Diét
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4.3 Futteraufnahme, Lebendmasseentwicklung und Futterverwertung

Die Tabellen 11 und 12 zeigen Futteraufnahme, Futterverwertung, Lebendmasse-

entwicklung und tagliche Zunahmen der Versuchsgruppen im Verlauf des 8-

wochigen Futterungsversuches.

Tabelle 11: Wodchentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme und Futterver-
wertung der Ratten in Versuch 1 und 2

Versuch 1 Wodchentliche Futteraufnahme (g) FAs ~Y
(9) (9/9)
Gruppe d17 ds-14 d15-21 d22.28 d29.35 d36-42 da3.a9 ds0-56 d1-56

0 M 108,7° 138,8° 151,0  152,7%° 157,8 198,2 108,0 1484° | 1165 | .o
SD 9,54 9,47 16,96 14,25 11,99 21,73 14,45 13,15 97,25 ’

| M 112,90 140,9° 153,2 151,22 165,2 206,3 132,4 131,5® | 1186 504
SD 13,76 7,66 16,77 17,78 13,86 11,94 8,63 12,52 80,38 '

! M | 99,69%® 12512 146,9 150,9%° 151,3 195,5 128,6 127,1° 1107 | ¢ g
SD 10,87 9,20 11,84 13,15 14,36 18,13 8,12 6,56 76,99 |

" M 94,34° 120,5° 139,7 153,2° 151,6 193,2 104,0 125,0° 1078 | 4 a9
SD 6,07 11,62 14,26 11,56 9,42 17,47 14,53 10,32 75,27 '

v M 100,5%®  121,3° 142,2 157,6° 152,3 188,1 106,9 131,2° | 1085 500
SD 3,93 5,64 4,90 6,23 7,72 10,18 7,42 14,39 26,50 '

v M 105,8%°  122,2° 1475 157,9%° 161,1 203,1 114,8 149,0° | 1161 507
SD 9,49 14,71 18,37 15,48 17,13 17,45 20,54 11,27 | 87,34 '

vi M 107,0®  122,8° 149,8 170,9%° 157,0 201,6 11,3 139,1% | 1147 4.91
SD 10,47 14,03 20,11 18,45 18,39 19,55 12,94 17,24 90,17 '

Versuch 2 Waochentliche Futteraufnahme (g) FAs Py

(9) (9/9)

Gruppe di7 dg-14 di15-21 d22-28 d2g-35 dse-42 d4z49 ds0-56 di-56

0 M | 82,25°° 9526®° 120,8°  130,3° 135,82 140,2 1400 1268 | 971,7° | 4 og
SD 9,71 32,90 10,16 8,57 7,00 8,87 5,67 11,46 71,81 '

| M 93,71  118,2°®  131,3*  142,8*® 1488 152,5 150,12° 143,3 | 1080 371
SD 3,57 5,69 11,09 9,03 9,12 9,50 9,71 21,0 61,75 '

" M | 84,00°° 1235° 136,0° 148,1° 155,5° 153,4 160,0° 1457 1106° 373
SD 6,44 8,44 6,45 11,05 15,26 10,52 13,96 18,78 77,51 '

" M | 88,23 1141% 1236 132,97  145,0%® 141,3 146,5% 132,4 | 1024*® 371
SD 4,30 5,66 5,94 8,19 7,19 9,14 5,25 7,86 26,51 ’

v M 90,02*  1151%®  126,2%°®  138,4%®  1450® 142,3 132,47 142,4 | 1032%° 3.81
SD 7,42 9,99 10,32 8,75 10,14 7,64 8,05 18,59 54,21 '

v M 80,17  110,4™  124,8%®  137,7%®  146,7% 1442 147,2° 131,7 | 1023* 3.84
SD 9,15 5,47 717 7,97 8,17 9,52 9,01 12,28 35,09 '

vi M 77,16° 101,5° 124,7®° 1356%®  139,7° 140,4 147,7° 131,3 [ 997,9% | 4o
SD 10,59 5,36 6,19 7,81 7,41 12,91 7,61 9,98 41,54 '

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte
(Versuch 1: wéchentl. FA |, FAg, FV, Tukey-HSD; Versuch 2: woéchentl. FA dq49 , FAg, Tukey-HSD; FA
dso.56, FV, Games-Howell, p < 0,05)
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Tabelle 12: Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmassezunahme und tagliche
Zunahmen der Ratten in Versuch 1 und 2

. LMZg TZ
Versuch 1 Lebendmasseentwicklun
9@ @ | @a
Gruppe di7 dg-14 di5-21 d2o-28 dg-35 d3e-42 d4z-49 dso-56 dise
0 M 101,6 144,42 184,3 2157%® 2415® 2674 2746 291,1 298.8 4.08
SD 5,95 5,36 8,77 10,59 12,45 20,28 23,06 30,06 ' ’
| M 100,2  144,9°  176,7 2212 2499° 2746 284,2 2984 | o355 421
) 7,08 7,82 18,71 10,40 8,99 17,37 16,71 16,77 ' ’
' M 93,88  1334%* 1724  207,5® 2275 2542 263,9 2749 2121 | 379
SD 5,87 7,43 7,63 8,03 16,30 18,63 19,87 20,77 ’ ’
" M 92,89 129,6° 168,4  202,0°® 2297  256,9 266,7 2834 | 5507 3.94
SD 7,39 12,40 15,74 18,02 19,52 23,26 26,00 29,29 ' ’
v M 95,70  133,2%®  171,8  2024° 2299° 2559 265,9 2798 | 5170 387
SD 7,32 10,34 11,56 9,78 10,42 9,29 10,62 15,56 ’ ’
M 98,56  1331%* 1727  2152%® 2426 2643 2776 291,7
V' sp 5,52 9,36 14,57 8,95 7,97 19,26 18,51 2020 | 2220 4,09
VI M 97,54  131,7%® 1716  2104*® 2316® 2598 266,4 2965 | 5335 418
) 6,78 11,62 19,16 22,32 28,61 28,33 23,17 27,74 ' ’
Versuch 2 Lebendmasseentwicklung (g) L'ng (;fj)
Gruppe di7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 dz6-42 d43.49 ds0-56 d1-56
0 M 99,90 1379 1782°  2160°  249,7°  276,0° 29527  3116" | ;i 00 | 440
) 5,92 8,58 7,10 8,56 9,53 12,40 13,94 15,43 ' ’
| M 112,6°  160,6° 204,7° 246,7° 282,2° 310,4° 330,6° 352,3" 291 7% | 5oqve
SD 5,57 9,62 14,86 13,52 14,44 16,83 18,00 19,35 * ’
" M 104,4%* 1562 202,8° 246,1° 28455° 311,9° 3346° 357,0° 206.5° | 520
SD 7,48 10,10 9,52 12,03 16,72 16,84 18,16 20,39 ’ :
" M 106,7®  150,0®° 190,4%® 230,0° 268,9% 206,5®° 314,8%®° 336,6® 276.0% | 4 93%
SD 3,63 6,57 10,87 11,72 11,36 9,70 8,14 9,10 ' ’
v oM 106,4%° 149,7%° 1958% 230,6®° 2655 293,0° 303,00 330,9% 9705 | 4.83%
SD 5,43 10,93 3,88 14,82 15,25 12,76 8,76 12,18 ' ’
v M 99,24° 1414 185,4% 22537 262,2% 288,8° 301,5° 327,5% 267.0% | 477%
) 6,80 8,07 9,78 10,02 9,32 11,06 10,10 15,87 : ’
v M 97,13"  134,3° 1787°  2189°  2534°  281,5° 3022° 3239° | joapa | 440
SD 8,66 5,30 5,67 7,36 8,70 11,25 14,37 14,05 ' ’

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte

(Versuch 1: wochent. LM, LMZg, TZ, Tukey-HSD; Versuch 2: woéchentl. LM dq.2q, LMds6.56, LMZg, TZ,
Tukey-HSD; LM d2,.35, Games-Howell, p < 0,05)

In den zwei Versuchsdurchlaufen konnten fur die Futterverwertung (FV) keine signifi-

kanten Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ermittelt werden, allerdings war

die durchschnittliche FV in Versuch 2 mit 3,78 g Futteraufwand je g Lebendmasse-

zunahme im Vergleich zu Versuch 1 mit durchschnittlich 4,31 g/g guinstiger.

Die Gesamtfutteraufnahme (FAg) in Versuch 1 wies ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen auf. In Versuch 2 hatten die adaquat

versorgten Gruppen | und Il allerdings eine hdhere FAg. Ein statistisch signifikanter
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Unterschied konnte hier aber lediglich zwischen Gruppe Il und den Gruppen 0 und VI
nachgewiesen werden. In Versuch 1 konnte im Versuchsverlauf kein signifikanter
Einfluss der Selenversorgung auf Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahme (LMZg) oder tagliche Zunahmen (TZ) beobachtet werden.

Hingegen war in Versuch 2 die Lebendmasseentwicklung der Tiere aus den Gruppen
| und Il bereits ab Versuchswoche 2 (ds.14) signifikant hoher als die der Gruppe 0,
welche die Selenmangeldiat erhielt. Dieser Verlauf ist bis zu der Versuchswoche 8
(dso-56) beobachtbar und erstreckt sich zeitweilig ebenfalls auf Versuchsgruppen mit
einer supranutritiven Selenversorgungsstufe. Dieser Verlauf spiegelt sich ebenfalls in
der LMZs und den TZ wider. Hier erreichen die adaquat versorgten Versuchsgruppen

signifikant hohere Zunahmen als die Selenmangelgruppe.

4.4 Selengehalt und Selenoenzymaktivitat in Blutplasma und Leber

In Tabelle 13 sind verschiedene Selenstatusparameter zusammengestellt. Die
Plasma- und Leberselengehalte fallen im Selenmangel signifikant ab und steigen mit
zunehmender Selenzulage in den Gruppen [|-VI deutlich an. Hierbei ist ein nahezu
linearer Anstieg der Selengehalte in der Leber zu beobachten, wahrend die Selen-
konzentration im Plasma bereits eine Sattigungskurve beschreibt.

Ein im Selenmangel signifikanter Abfall der Aktivitat ist ebenfalls bei den unter-
suchten Selenoenzymen zu beobachten. So fallt die Aktivitat der Glutathion-
peroxidasen: cGPx, PHGPx und pGPx um durchschnittlich 99%, 51% und 98% im
Vergleich zu den selenversorgten Gruppen ab. Auch die Thioredoxinreduktasen
TrxR1 und TrxR2 erreichen im Selenmangel nur 26% bzw. 20% der Aktivitat in den
Gruppen |-VI. Bei der pGPx, PHGPx, TrxR1 und TrxR2 konnte in den Selenzulage-
gruppen |-Vl kein gerichteter Einfluss durch die beiden anorganischen Selen-
verbindungen und die drei Selenzulagestufen von 0,2; 1,0 und 2,0 mg Se/kg Diat
beobachtet werden. Einzig die Aktivitat der cGPx in Gruppe V (2,0 mg Se/kg Diat in
Form von Natriumselenit) weist wiederholt einen signifikanten Abfall der Enzym-

aktivitat im Vergleich zu den anderen selenversorgten Gruppen auf.
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Tabelle 13: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten
wachsender Ratten nach 8-wdchiger Versuchsdauer (Versuch 1 und 2)

in Leber und Plasma

Versuch 1 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx TrxR1 TrxR2
PP (ug/kg) (mU/mgProt.) | (ug/kg) (mU/mgProt)  (mU/mg Prot.) (Q:TrxR2/SDH)
0 M | 28,272 2,66° 21,22° 8,242 1,72° 0,54°
SD 3,60 0,48 2,40 2,87 0,38 0,33
| M | 552,5° 81,24 1044° 662,6 6,06° 2,04°
SD 30,70 12,42 88,6 85,65 0,55 0,72
I M | 545,1° 71,41 1050° 654,4°¢ 6,26 2,90°
SD 49,70 12,55 78,4 97,57 1,00 0,87
" M | 658,6% 68,79 2233° 562,7° 6,83 2,43°
SD 50,60 8,60 197.,0 45,71 0,48 0,71
IV M | 627,2> 77,35° 2184° 522,5° 6,56°° 2,00°
SD 59,90 5,99 148,7 93,79 0,42 0,58
Vv M | 741,8° 73,03 2895¢ 376,8° 7,26° 2,70°
SD 68,0 15,36 302,9 88,54 0,70 1,10
Vi M | 675,5% 57,72° 2965¢ 746,2° 6,35 2,81°
SD 73,70 12,46 177.,8 98,58 1,05 1,01
Versuch 2 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx PHGPx
PP (uglkg) (mUimgProt) | (ug/kg) (mUimg Prot)  (mU/mg Prot.)
0 M | 22,94° 1,80° 18,45° 4,08° 0,20°
) 3,10 0,85 2,01 3,10 0,03
| M | 543,7° 119,0° 1054° 425,3° 0,42°
SD 20,1 10,87 73,30 46,53 0,08
" M | 571,0° 148,8"° 1343° 454 4° 0,37°
SD 31,8 22,64 104,9 91,78 0,07
n M | 648,4° 160,8° 2469° 455,2° 0,43°
SD 21,4 24,83 122,8 43,76 0,10
v M | 609,9> 132,8"%° 2292¢ 390,7° 0,35°
SD 44 4 14,08 130,7 40,57 0,04
Y M | 706,4° 136,6 *° 3010° 306,1° 0,39°
) 30,8 15,92 113,1 43,12 0,09
Vi M | 706,3° 140,7°° 3060° 452 3° 0,48°
SD 37,8 18,03 180,4 67,19 0,11

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte

(Versuch 1: Se-Plasma, PHGPx, Tukey-HSD; pGPx, cGPx, Se-Leber, Games-Howell; Versuch 2: Se-
Leber, TrxR1, TrxR2, cGPx, Tukey-HSD; Se-Plasma, Games-Howell; pGPx, Kruskal, Median, T-Test;
Se-Leber, LN-Transformation, p < 0,05)
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4.5 Zellschutzparameter in der Leber (Glutathionmetabolismus)

In Tabelle 14 sind verschiedene Parameter des Glutathionmetabolismus dargestellt.
Durch die Bestimmung der Gehalte an Gesamtglutathion (Total GSH, TGSH), oxi-
dierten Glutathion (GSSG) und dem Verhéaltnis von GSSG/TGSH im Leber-
homogenat konnte in beiden Versuchsdurchlaufen eine signifikante Abnahme des
Gehaltes an GSSG in den Selenmangelgruppen nachgewiesen werden. Der TGSH-
Gehalt hingegen war im Vergleich zu den selenversorgten Gruppen zwar tendenziell
erniedrigt, konnte aber lediglich flr einzelne Versuchsgruppen statistisch abgesichert
werden. Neben den geringeren GSSG-Gehalten im Selenmangel ist auch das Ver-
haltnis von GSSG/TGSH in beiden Versuchen signifikant auf die Seite des re-
duzierten Glutathions (GSH) verschoben. Denn im Selenmangel fallt der GSSG-
Anteil am Gesamtglutathion auf ca. 13% bzw. 6% (Versuch 1/ Versuch 2) gegenuber
durchschnittlich 25 % bzw. 34% (Versuch 1/ Versuch 2) in den selenversorgten
Gruppen. Ein gerichteter Einfluss verschiedener Selenzulagen und Selen-
verbindungen konnte bei der Bestimmung von GSSG und dem Verhaltnis von
GSSG/TGSH nicht beobachtet werden.

Wahrend in Versuch 2 kein gerichteter Einfluss der sieben Diaten auf die Aktivitat der
Glutathionreduktase (GR) erkennbar ist, stieg in Versuch 1 die Aktivitat der GR in der
Selenmangelgruppe um 34% im Vergleich zu den selenversorgten Gruppen I-VI.

Bei der Bestimmung der Glutathion-S-Transferase Aktivitat (GST) mit einem un-
spezifischen Substrat, welches GSTs erfasst, die keine Peroxidaseaktivitat auf-
weisen, konnte kein Einfluss verschiedener Selenzulagen oder Selenverbindungen
auf die Enzymaktivitat der GSTs nachgewiesen werden. In Versuch 2 wurde zusatz-
lich mit einem spezifischen Substrat eine gezielte Bestimmung der GSTs durch-
gefuhrt, welche eine Peroxidaseaktivitat besitzen. Die so genannten o Klasse GST
(aGST) reagierten mit einem signifikanten Abfall der Aktivitat in den adaquat ver-
sorgten Gruppen | und Il gegenuber der Gruppe 0. Des Weiteren ist ein tendenzieller
Anstieg der Aktivitat in den supranutritiv versorgten Gruppen IlI-VI im Vergleich zu

den Gruppen | und Il erkennbar.
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Tabelle 14. Zellschutzparameter in der Leber wachsender Ratten nach 8-woéchiger
Versuchsdauer (Versuch 1 und 2)

Versuch 1 Leber
S Total GSH GSSG GSSG/ GR GST
PP (ng/mg Prot.) (ng/mg Prot.) TGSH (mU/mg Prot.) (U/mg Prot.)
0 M 4,782 0,612 0,112 73,20° 0,83%
SD 1,24 0,32 0,05 16,91 0,17
| M 5,43% 1,30° 0,24° 45,96° 0,622
SD 1,47 0,37 0,05 8,64 0,15
I M 7,79 1,94°° 0,23 30,05° 0,89%
SD 1,45 0,73 0,04 12,21 0,28
" M 7,03 1,91°° 0,27° 57,88° 1,32°
SD 1,50 0,61 0,05 10,05 0,35
W M 6,91% 1,60°° 0,23 53,69° 1,04%°
SD 1,89 0,22 0,07 8,64 0,24
Vv M 9,24° 2,12° 0,24° 52,24° 1,11°
SD 1,97 0,55 0,05 9,62 0,14
Vi M 7,89° 1,96° 0,26° 52,36° 0,88%
SD 1,11 0,22 0,03 5,90 0,25
Versuch 2 Leber
Eriie Total GSH GSSG GSSG/ GR GST aGST
PP (ng/mg Prot.)  (ug/mg Prot.) TGSH (mU/mg Prot.)  (U/mg Prot.)  (mU/mg Prot.)
0 M 8,46° 0,522 0,06° 35,02% 1,00%° 166,12
SD 1,24 0,08 0,01 4,51 0,10 24,20
| M 10,45%° 4,09 0,39° 30,04° 0,94%° 120,9°
SD 1,55 0,50 0,03 2,80 0,11 14,87
" M 12,16 3,57 0,32 34,69 1,043b° 128,09
SD 1,50 0,97 0,07 1,56 0,15 18,99
" M 12,74° 4,29 0,34 36,14° 0,99%° 146,0%°
SD 1,75 0,66 0,04 1,33 0,09 6,20
W M 11,44 3,83 0,36 32,67% 0,85° 142,5%
SD 1,37 0,62 0,04 2,56 0,10 17,33
vV M 13,67 4,71 0,34° 32,03% 1,17° 155,9%
SD 1,60 0,71 0,02 2,26 0,18 15,16
VI M 14,51° 5,04° 0,35 35,73% 1,09%° 149,0%°
SD 2,44 0,47 0,04 3,34 0,17 19,13

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte
(Versuch 1: GSSG/GSH, Tot. GSH, GR, Tukey-HSD; GST, GSSG, Games-Howell; Versuch 2: aGST,
GST, Tot. GSH Tukey-HSD; GR, GSSG, GSSG/GSH Games-Howell; p < 0,05)

4.6 Zellschadigungsparameter in der Leber (Lipide, Proteine)

Der Gehalt an Proteincarbonylen (PC) sowie die Aktivitat der y-Glutaminsynthetase
(yGS) als Parameter der Proteinschadigung wurden durch die Futterung ver-
schiedener Versuchsdiaten nicht signifikant beeinflusst (Tab. 15). Lediglich die
Aktivitat der yGS in Gruppe V ist signifikant niedriger als in den ubrigen Versuchs-

gruppen.
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Die thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBA-RS) hingegen reagierten deutlich
auf die Futterung verschiedener Selenzulagen und Selenverbindungen. Hierbei hat
die Selenmangelgruppe die hdchsten TBA-RS-Gehalte, welche mit steigendem
Selengehalt im Versuchsfutter signifikant abnehmen. Bei einer Selenversorgung in
Hoéhe der Empfehlung (0,2 mg Se/kg Diat) und bei der ersten supranutritiven Do-
sierung (1,0 mg Se/kg Diat) zeigte Natriumselenat jeweils eine signifikant hohere
Wirksamkeit in der Verminderung der TBA-RS als Natriumselenit.

Tabelle 15: Zellschadigungsparameter in der Leber wachsender Ratten nach 8-
waochiger Versuchsdauer (Versuch 1)

Versuch 1 Leber

TBA-RS PC vGS

Gruppe (nmol/g FM) (nmol/mg Prot.) (U/mg Prot.)
0 M 115,9° 1,52 7,007
SD 6,78 0,56 3,30
| M 89,26° 1,54 8,55°
SD 9,35 0,91 4,53
" M 63,67° 1,54 8,00°
SD 9,18 0,67 3,42
" M 49,40° 1,68 9,55°
SD 4,81 0,64 3,19
W M 37,94° 1,01 9,97°
) 6,51 0,30 6,86
Y M 22,25 1,13 5,51°
SD 4,17 0,39 2,12
VI M 27,09 1,43 8,91°
SD 4,33 0,37 2,64

Unterschiedliche Hochbuchstaben kennzeichnen signifikante Unterschiede innerhalb einer Spalte
(Versuch 1: yGS, Tukey-HSD; PC, TBA-RS, Games-Howell; yGS, LN-Transformation, p < 0,05)

4.7 Differenzielle Genexpression in der Leber

4.7.1 Selenoenzyme und Zellschutzparameter

In Versuch 1 wurde die Untersuchung der Expressionsunterschiede ausgewahlter
Selenoenzyme und Zellschutzparameter fur die Gruppen 0-IV mit Hilfe der Micro-
arraytechnologie durchgeflhrt. Die Daten aus dem Microarray-Screening wurden
mittels RT-PCR verifiziert und zusatzlich die Expression in den Gruppen V und VI er-
mittelt. In Versuch 2 wurde der Einfluss verschiedener Selenzulagen und Selen-
verbindungen auf die Expression ausgewahlter Gene einzig mittels RT-PCR unter-

sucht.
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Die Regulation der Glutathionperoxidasen wurde in beiden Versuchen unter-
schiedlich durch die Selenzulage beeinflusst. So konnte bei der Expression der cGPx

ein Anstieg in den selenversorgten Gruppen I-VI beobachtet werden (Tab. 16).

Tabelle 16: Genexpression der cGPx ermittelt durch Microarray-Screening und
RT-PCR in Versuch 1 und 2

Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe | Il ]| v v Vi
Microarray 17,0 16,6 15,5 15,9 - -
(NM%?,:;W) RT-PCR(V1) 16,7 149 194 179 179 162
RT-PCR(V2) 17,0 17,6 110,0 152 14,2 13,4

Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Dies bestatigte die durch das Microarray-Screening erhaltenen Daten. Ein gerichteter
Einfluss der Verbindung (Natriumselenit oder Natriumselenat) sowie supranutritiver
Dosierungen konnte nicht beobachtet werden.

Dass die PHGPx deutlich weniger und langsamer auf das Selenangebot reagiert,
zeigt deren Expression, die im Gegensatz zur cGPx in den verschiedenen Versuchs-
gruppen nur tendenziell beeinflusst wurde (Tab. 17). Jedoch konnte weder durch
einen alimentaren Selenmangel noch durch unterschiedliche Selenverbindungen und
Selenzulagehohen ein gerichteter Einfluss, welcher mindestens zu einer Ver-

doppelung der Genexpression (Faktor = 2,0) gefuhrt hatte, aufgezeigt werden.

Tabelle 17: Genexpression der PHGPx ermittelt durch Microarray-Screening und
RT-PCR in Versuch 1 und 2

Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe I | m v Vv VI
Microarray M,3* 1,3 1M2r 11,3 - -
PHGPx
(NM 0171651) RT-PCR(V1) 1,7 ™2 19 15 18 1.1
RT-PCR (V2) 11,4 11,1 ™M.,5 ™M —1,0 ™,2

*Microarray-Daten erfiillten nicht die Voraussetzungen fiir p < 0,05 sowie Normalverteilung der Daten
Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Des Weiteren wurde die Regulation der Thioredoxinreduktasen untersucht (Tab. 18
und 19). Hier zeigte sich in den zwei Versuchsdurchldufen ein ahnliches Re-
gulationsmuster, allerdings auf unterschiedlichen Regulationsniveaus. So wurde die
TrxR1 in Versuch 1 in den Gruppen [, II, Il und V deutlich (= 2,0) im Vergleich zu der
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Gruppe 0 heraufreguliert. Die verbleibenden Gruppen wiesen nur eine tendenzielle
Heraufregulation auf, welche unterhalb des Faktors 2,0 lag. In Versuch 2 konnte
ebenfalls eine Heraufregulation beobachtet werden. Die Gruppen | bis VI sind jedoch

nur tendenziell heraufreguliert, d.h. die Faktoren lagen deutlich unter 2,0.

Tabelle 18: Genexpression der TrxR1 ermittelt durch Microarray-Screening und
RT-PCR in Versuch 1 und 2

Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe | Il ] v Vv VI
Microarray M,00 M M 11,2 - -
TrxR1
(AF 2207611) RT-PCR (V1) 12,1 12,3 12,0 1,4 13,5 11,9
RT-PCR (V2) ™M.,4 ™,2 ™,3 ™M,2 ™,3 M,2

*Microarray-Daten erfiillten nicht die Voraussetzungen fir p < 0,05 sowie Normalverteilung der Daten
Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Bei der Expression der mitochondrialen TrxR (TrxR2) konnte in beiden Versuchs-
durchlaufen kein gerichteter Einfluss in den Selenzulagegruppen beobachtet werden.
In den Gruppen I, Il und Ill wurde die Expression bis zu einem Faktor von 2,3 herauf-
bzw. 1,4 herunterreguliert. Die Gruppe IV wurde in Versuch 1 nicht reguliert und in
Versuch 2 um den Faktor 2,5 heraufreguliert. In den Gruppen V und VI mit einer
Selenzulagehdhe von 2,0 mg Se/kg Diat wurde die Genexpression in Versuch 1 und

2 heraufreguliert aber lediglich in Gruppe V des Versuchs 1 auf einem Niveau = 2,0.

Tabelle 19: Genexpression der TrxR2 ermittelt durch Microarray-Screening und
RT-PCR in Versuch 1 und 2

Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe | Il ]| v \' Vi
Microarray M1 1,8 11,00 12,3* - -
TrxR2
(NM 0225841) RT-PCR (V1)  |1,3 114 18 10 122 11,6
RT-PCR (V2) 12,3 11,5 ™,9 12,5 11,6 11,6

*Microarray-Daten erfilllten nicht die Voraussetzungen fiir p < 0,05 sowie Normalverteilung der Daten
Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Die Microarray Daten der GST A2 (Tab. 20) als Zellschutzparameter weisen auf eine
deutliche Herabregulation in den selenversorgten Gruppen hin. Dieser Effekt konnte
in Versuch 1 durch PCR-Analyse nicht bestatigt werden. Denn hier sind die Gruppen
IV, V und VI mit einem Faktor deutlich unter 2,0 lediglich tendenziell herabreguliert,

wahrend die Gruppen |, Il nicht reguliert bzw. Gruppe Ill marginal reguliert wurde. In
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Versuch 2 konnte in den Gruppen | und Il eine Herabregulation der Expression
beobachtet werden. Der Faktor der Gruppe | lag jedoch mit 1,7 unterhalb des = 2,0
Niveaus. Die verbleibenden Gruppen lll, IV, V und VI wurden im Vergleich zu der
Selenmangelgruppe mit einem Faktor von maximal 1,5 in Gruppe VI ebenfalls nur

tendenziell herunterreguliert.

Tabelle 20: Genexpression der GST A2 ermittelt durch Microarray-Screening und
RT-PCR in Versuch 1 und 2

Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe | Il ] v \") Vi
Microarray 12,5 12,3 12,5 12,4 - -
GST A2
(NM 0170131) RT-PCR (V1) —1,0 —1,0 ™M 11,4 11,1 111
RT-PCR (V2) 11,7 12,2 11,3 111 11,4 11,5

Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

4.7.2 Weitere exprimierte Gene in der Leber

Das Microarray-Screening offenbarte, dass die alimentare Verabreichung von
Natriumselenit oder Natriumselenat an Ratten uber einen Zeitraum von acht Wochen
sich sehr unterschiedlich auf die differenzielle Genexpression auswirkt (Tab. 21 und
22). Hierbei erfolgte die Auswertung der Microarraydaten bei einem 5% Fehler-
intervall und ab Expressionsunterschieden von einem Faktor = 2,5 gegenuber der

Kontrollgruppe (Selenzulage 0).

Tabelle 21: Genexpression ausgewahlter Gene aus dem Gebiet der zellularen De-
toxifikation und des Xenobioticametabolismus ermittelt durch Micro-
array-Screening in Versuch 1

x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Regulation Faktor 2 2,5 (p < 0,05)

Natriumselenit Natriumselenat

Zellulare Detoxifikation, Xenobioticametabolismus

aflatoxin b1 aldehyde reductase;
Akr7a3 i 3,6 3,6
(NM 0132151)

glutathione-s-transferase A2;
GST Y, subunit;
GST alpha type (Y?); GST A2 »L
(NM 017013)

cytosolic glutathione peroxidase;
cGPx T 6,2 6,3
(NM 0308261)

Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

2,5 (2,4)




80 Ergebnisse

So flhrte die Zulage beider Selenverbindungen im Bereich der zellularen De-
toxifikation zu einer Expressionszunahme der cGPx und zu einer Abnahme der
Aflatoxin B1-Aldehydreduktase (NM 0132151) sowie Glutathion-S-Transferase A2
(NM 017013).

Die Gene jedoch, welche im Zusammenhang mit Funktionen des Zellzyklus stehen,
wurden ausschlief3lich von Natriumselenat beeinflusst (Tab. 22). Natriumselenat-
gaben fuhrten u.a. zu einer Herabregulation eines Disintegrins (NM 0244001),

dessen Expression zu einer Begunstigung der Tumorbildung fuhrt (LIU et al. 2005).

Tabelle 22: Genexpression ausgewéhlter Gene aus den Gebieten Zellzyklus,
Apoptose und Krebs ermittelt durch Microarray-Screening in Versuch 1

x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Regulation Faktor 2 2,5 (p < 0,05)

Natriumselenit Natriumselenat

Zellzyklus, Apoptose, Krebs

a disintegrin and metalloprotease
domain 3; ADAM3 (NM 0203021)

a disintegrin and metalloproteinase
with thrombospondin motifs,
ADAMTS1 (NM 0244001)

ubiquitin specific processing
protease; Usp2 (NM 0537741)

* 3,0

* 25

* 2,8

jagged?2 precursor; Jag2 (U 700501) * 3,0

bcl2-antagonist/killer 1; Bak1

— o o 5 > — — —
*

(NM 0538121) 3.0

cenexin 2; Odf2 (AF 1627561) * 3,7

polo-like kinase 2; PIk2 * 6.7
(NM 0318211) '

dead box protein 1; Ddx1 * 4.9
(AF 2227331) ’

alphab crystallin-related protein; * 50
HSP20 (D 299601) '

protein kinase; Chk2 rad53 T * 29

(NM 0536771)

*keine signifikante (p < 0,05) Veranderung gegentiber Se 0
Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Des Weiteren wurde in den mit Natriumselenat versorgten Ratten der Bcl2-
antagonist/killer 1 (NM 0538121), welcher an der Regulation der Apoptose beteiligt
ist, um den Faktor 3,0 und die Protein-Kinase Chk2 (NM 0536771) um den Faktor 2,9
heraufreguliert. Dieses Gen ist an der Erkennung und Regulation von DNA-Schaden

beteiligt. Daruber hinaus fuhrte nur die Zulage von Natriumselenat zu einer signifi-
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kanten Regulation der Expression von ADAM3 (NM 0203021), Usp2 (NM 0537741),
Jag2 (U 700501), Odf2 (AF 1627561), Ddx1 (AF 2227331), PIk2 (NM 0318211) und
HSP20 (D 299601).
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5 Diskussion

5.1 Lebendmasseentwicklung, Futteraufnahme und Futter-
verwertung

Zootechnische Parameter, die die Lebendmasseentwicklung, Futteraufnahme und
Futterverwertung umfassen, wurden in der Vergangenheit in einer Vielzahl von

Studien zur Untersuchung der biochemischen Funktion von Selen ermittelt.

Die folgenden Autoren beschreiben einen Einfluss von Selen auf die Lebendmasse-

entwicklung bei Versuchstieren:

YEH et al. (1997) priften in zwei Versuchen den Einfluss von Selen in Form von
Natriumselenit auf die Selenoprotein W-Gehalte bei der Ratte. Neben einer
Selenmangelgruppe wurden Tiere mit Selenzulagen zwischen 0,01 und 4,0 mg Se/kg
Diat Uber einen Zeitraum von 6 bzw. 8 Wochen geflttert. Es konnten keine
signifkanten Unterschiede in der Futteraufnahme ermittelt werden. Die
Lebendmasseentwicklung jedoch war fur die Tiere der Selenmangelgruppe sowie fur
Tiere, die Selenzulagen unterhalb einer Versorgungsstufe von 0,03 mg Se/kg Diat
erhielten, signifkant niedriger. Die Lebendmasseentwicklung bei Tieren, die die
hdchste, weit Uber der empfohlenen Versorgungsstufe liegende Selenmenge von 4,0
mg Se/kg Diat erhielten, unterschied sich nur bei dem 6-wdchigen Versuch signifkant
von der Selenmangelgruppe.

In einem 10-wochigen Versuch (WYCHERLY et al. 2004) mit dem Ziel, durch
Natriumselenit verursachte DNA-Schaden zu untersuchen, wurde ebenfalls die
Lebendmasseentwicklung der Versuchsgruppen, die mit einer Selenmangeldiat oder
Selenzulagen von 0,15 und 2,0 mg Se/kg Diat versorgt wurden, erfasst. Auch hier
hatten die adaquat versorgten Tiere (0,15 mg Se/kg Diat) hohere Lebendmasse-
zunahmen als die Tiere der Selenmangelgruppe und der supranutritiv versorgten
Gruppe (2,0 mg Se/kg Diat). Dieser Unterschied war jedoch lediglich zwischen der
adaquat versorgten Gruppe und der Selenmangelgruppe statistisch belegbar.
WHANGER und BUTLER (1988) verglichen in einer Studie den Einfluss von
Natriumselenit und Selenomethionin auf die Aktivitat der GPx. Das Versuchsdesign
sah eine Selenmangelgruppe sowie Selenzulagegruppen mit 0,2; 1,0; 2,0; und 4,0
mg Se/kg Diat vor. Die Lebendmassezunahmen am Ende des 9-wochigen Ver-

suches zeigten signifkant geringere Zunahmen bei der Selenmangelgruppe im Ver-
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gleich zu den selenversorgten Tieren. Dabei wiesen die Selenmangeltiere auch eine

geringere Futteraufnahme als die der Selenzulagegruppen auf.

Andere Studien hingegen konnten keinen gerichteten Einfluss der Selenversorgung

auf die Gewichtsentwicklung der Versuchstiere beobachten:

CHRISTENSEN et al. (1995) futterten Ratten mit einer Selenmangeldiat oder mit
Selenzulagen von 0,1 oder 2,0 mg Se/kg Diat in Form von Natriumselenit, um die
gewebsspezifische Expression verschiedener Selenoproteine zu ermitteln. Im Ver-
suchszeitraum von 13 Wochen zeigte die Lebendmasseentwicklung keine signif-
kanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Die Zulage von 0,1 oder 1,0 mg Se/kg Diat wirkte sich in einer Studie von
BERGGREN et al. (1999), die sich mit dem Einfluss von Selen auf die TrxR-Aktivitat
beschaftigte, im Vergleich zu einer Selenmangelgruppe nicht auf die Gewichts-

entwicklung der Tiere aus.

Trotz einer ahnlichen Ausrichtung aller oben beschriebenen Studien zeigten die
Versuchsgruppen keine Ubereinstimmende Gewichtsentwicklung in Abhangigkeit von
der Selendosis. Allerdings ist die Beurteilung schwierig, da Informationen zum
Selenausgangsstatus und umfassende zootechnische Parameter zur Beurteilung der

Daten vielfach fehlen.

Bei den zwei Versuchen in der vorliegenden Arbeit zum Einfluss von Natriumselenat
und Natriumselenit konnten in Versuch 1 zwischen den Versuchsgruppen statistisch
keine Unterschiede in Bezug auf die LMZg erfasst werden. In Versuch 2 hingegen
waren die LMZg fur die adaquat versorgten Gruppen | und Il (0,2 mg Se/kg Diat)
signifikant (p < 0,05) hoher als in der Selenmangelgruppe. Die supranutritiv ver-
sorgten Gruppen zeigten in Versuch 2 ebenfalls ein niedrigeres Endgewicht, welches
gegenuber den adaquatversorgten Gruppen teilweise abgesichert werden konnte.

Die Verfltterung einer selenarmen Basisdiat mit einem Mindestgehalt an Vitamin E
reduziert eventuell die Nahrstoffverwertung und beeintrachtigt die Lebend-
masseentwicklung. HONG und CHOW (1988) konnten in einem 9-wodchigen Versuch
mit Ratten, die eine Selen- und Vitamin E-Mangeldiat erhielten, das Auftreten einer

eosinophilen Enteritis beobachten. Diese Erkrankung wurde durch die Zulage von
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100 mg DL-Tocopherylacetat/kg Diat oder 0,1 mg Se/kg Diat behoben. Eine solche
Erkrankung fiihrt beim Menschen zu unspezifischen Symptomen wie Ubelkeit,
Erbrechen, Abdominalkrampfen und Durchfall (LYNBAEK et al. 2006). In dem hier
beschriebenen Tierversuch mit einem Mindestgehalt von 18 I.E. Vitamin E konnte
jedoch weder am Verhalten der Tiere, bei der Beurteilung der inneren Organe noch
an der hier erfassten FV ein Hinweis auf das Vorliegen einer solchen Storung
gefunden werden. Die Ermittlung einer genauen Vitamin E-Konzentration ware hier
von Interesse, da die Mdglichkeit besteht, dass bereits Konzentrationen unter 100
mg DL-Tocopherylacetat’kg Diat ein solches Krankheitsbild in einer
Selenmangelsituation verhindern.

In weiteren in der Literatur beschriebenen Studien wurde eine Wachstumsdepression
als Symptom eines Selenmangels identifiziert. Jedoch konnte erst in Selenmangel-
ratten der zweiten Generation eine massive Wachstumsdepression ausgelost
werden (THOMPSON et al. 1995, 1998; MORENO-REYES et al. 2001). Diese
aulerte sich in geringeren Lebendmassezunahmen sowie einem reduzierten
Knochenwachstum. Bei den in dieser Untersuchung eingesetzten HK 51 Albinoratten
handelt es sich nicht um Selenmangelratten der zweiten Generation. Es steht daher
in Einklang mit THOMPSON et al. (1995, 1998) und MORENO-REYES et al. (2001),
dass in der vorliegenden Studie keine oder deutlich geringere Unterschiede in der
LMZs zwischen Mangelgruppe und adaquat versorgter Gruppe (0,2 mg Se/kg Diat)
auftraten.

Die Zulage supranutritiver Selengaben flihrte in Versuch 2 zu einer fortschreitenden
Abnahme der LMZg innerhalb der Versuchsgruppen IlI-VI. Dies ist zwar statistisch
nicht vollstandig absicherbar, sollte aber als Beobachtung festgehalten werden.
THORLACIUS-USSING (1987, 1990) und GRONBAEK et al. (1995) konnten de-
monstrieren, dass die Verabreichung toxischer Selenitgaben (3,0-5,0 ppm) zu einem
verminderten allgemeinen Wachstum und zu Knochenwachstumsstorungen fuhrt. In
der hier vorliegenden Arbeit wurde jedoch nur die funffache bzw. zehnfache Menge
des Selenbedarfs verabreicht. Dabei kann noch nicht von toxischen Selengaben ge-
sprochen werden (NRC 2005).

Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Selenmangeldiat bzw. die
Diaten mit einer supranutritiven Selenzulage bei den Ratten bereits zu allgemeinem
Unwohlsein und Ubelkeit gefiihrt haben. Erlernte Geschmacksaversionen bei

Mangelkrankheiten und Intoxikationen konnten in der Fachliteratur vielfach belegt
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werden (LANGHANS 1986). So konnten ZUBERBUEHLER et al. (2002) als Folge
eines Selenmangels bei Legehennen eine Aversion gegenuber der Selenmangeldiat
beobachten. Dies aullerte sich durch eine reduzierte Futteraufnahme. Bei an-
schliellender Wahlmdglichkeit zwischen der Selenmangeldiat und einer supple-
mentierten Diat praferierten die Legehennen die Diat, welche mit Selen supple-
mentiert worden war. Eine Studie von EWAN (1976) konnte demonstrieren, dass das
reduzierte Wachstum von Selenmangelratten der zweiten Generation teilweise auf
eine reduzierte FA zurickzufuhren war, denn eine Reduktion der Futteraufnahme der
selensupplementierten Tiere auf das Niveau der Mangeltiere flihrte zu vergleich-
baren LMZ. Eine aversionsbedingte Reduktion der FA hatte in der hier vorliegenden

Studie allerdings schon in Versuch 1 auftreten mussen.

Eine abschlieBRende Aussage zum Einfluss von Selen auf die Lebendmasse-
entwicklung lasst sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht machen, denn die Ergebnisse aus
Versuch 1 und Versuch 2 lassen sich nicht ausschlieRlich auf die Selenversorgung
zuruckfuhren. Es fallt auf, dass die ad libitum Fltterung in Versuch 2 zu einer ver-
starkten FA in den adaquat versorgten Gruppen | und Il, bei gleicher FV aller Ver-
suchsgruppen und daraus resultierend héheren TZ flhrte. Damit ist neben der
Selenversorgung der Faktor individuelle FA fur die unterschiedliche Gewichts-
entwicklung von Bedeutung. Nur ein Ausschluss des Faktors Futteraufnahme auf die
Lebendmasseentwicklung durch eine kontrollierte FA (pair feeding) koénnte in
weiteren Versuchsreihen Aufschluss Uber den Einfluss von Selen auf die Lebend-

masseentwicklung geben.

5.2 Uberpriifung des Se-Status anhand der Se-Gehalte in Leber
und Plasma

Die Selendepletion in den Gruppen 0 ist mit einem signifikanten Abfall der Selen-
konzentration in Leber (20 ug Se/kg) und Blutplasma (26 ug Se/kg) verbunden. Die
Zulage von 0,2-2,0 mg Se/kg Diat fihrte in Leber und Plasma zu einer steigenden
Akkumulation von Selen, die flr beide anorganischen Selenverbindungen als effi-
zient zu bezeichnen ist. Allerdings tritt ab einer Selenzulage von 1,0 mg/kg Diat im

Plasma bereits eine Sattigung der Selenkonzentration auf (Abb. 8).
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Abbildung 8: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Selenkonzentra-
tion in der Leber und im Plasma der Ratten [Versuch 1 (A,B,C,D) und
Versuch 2 (a,b,c,d,e)] nach 8-wdchiger Versuchsdauer

Die Uberpriifung des Selenstatus anhand der Selenkonzentration in der Leber wurde
ausgewahlt, da Selen in diesem Organ gespeichert wird. Weiter werden zahlreiche
Selenoproteine in der Leber als zentralem Stoffwechselorgan des Organismus syn-
thetisiert (DREHER et al. 1997). Dies spiegeln die hohen Selenkonzentrationen der
Leber im Vergleich zu anderen Organen der Ratte wider (BEHNE und WOLTERS
1983).

Das Blutplasma wiederum ist das dazugehorige Transportsystem, es reagiert auch
kurzfristig auf Veranderungen des Selenhaushaltes (BEHNE und WOLTERS 1983,
ULLREY 1987, HERDT et al. 2000). Die effiziente Aufnahme von Selenit und Selenat
aus dem Gastrointestinaltrakt wurde bereits in verschiedenen Bilanzstudien be-
schrieben (WOLFFRAM et al. 1985, 1989; MYKKANEN und WASSERMAN 1989,
VENDELAND et al. 1992a). Auch die hier vorliegenden Untersuchungen bestatigen,
dass Selenit und Selenat vergleichbar effizient durch das Blutplasma aufgenommen

und in der Leber gespeichert werden.

Zwei Studien, die sich mit der optimalen Selenversorgung zur maximalen Expression
und Aktivitat von Glutathionperoxidasen beschaftigten, erfassten ebenfalls die ange-
sprochenen Selenstatusparameter. LEI et al. (1995) futterten Laborratten mit Selen-
konzentrationen zwischen 0 und 0,19 mg Se/kg Diat in Form von Natriumselenit. Die

steigenden Selengehalte in der Diat fuhrten hier zu einem signifikanten Anstieg der
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Selenkonzentration in den Lebern der Versuchstiergruppen von 13 ug Se/kg in der
Selenmangelgruppe auf 532 ug Se/kg in der adaquat versorgten Gruppe.

In einer Studie mit zwei 5-wdchigen Versuchen an Schweinen verschiedener Alters-
stufen (LEI et al. 1998), die Diaten mit Selenkonzentrationen zwischen 0 und 0,5 mg
Se/kg Diat erhielten, konnte diese Reaktion im Blutplasmas statistisch abgesichert
werden. Die gestaffelten Selenzulagen fuhrten zu einem Anstieg der
Selenkonzentration im Blutplasma von 14 ug Se/kg im Selenmangel auf 128 pug
Se/kg bei einer Zulage von 0,3 mg Se/kg Diat.

WHANGER und BUTLER (1988) verglichen in einer Studie den Einfluss von
Natriumselenit und Selenomethionin auf die Aktivitat der GPx. Das Versuchsdesign
sah eine Selenmangelgruppe sowie Selenzulagegruppen mit 0,2; 1,0; 2,0; und 4,0
mg Se/kg Diat vor. Die supranutritiven Zulagen, die das 5, 10 und 20-fache des
Bedarfs umfassten, fuhrten im Vollblut sowie in der Leber zu einer weiteren
signifikanten Akkumulation von Selen. Wahrend die Selenmangelgruppe Selen-
gehalte von 20 ug Se/kg in der Leber aufwies, erreichte die Gruppe mit einer Zulage

von 2,0 mg Se/kg Diat (als Na-Selenit) eine Selenkonzentration von 1030 ug Se/kg.

Durch die Bestimmung der Selenkonzentrationen im Blutplasma und in der Leber
konnte in der hier vorliegenden Studie eindeutig eine Selenmangelsituation bei den
Ratten, die die Basisdiat erhielten, nachwiesen werden. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen konnte ferner die Speicherfunktion der Leber
anhand der Selen-Akkumulation demonstriert werden. Die Selensattigungskurve im
Blutplasma zeigt dartber hinaus, dass ab einer Selenzulage von 1,0 mg Se/kg Diat

nahezu maximale Selenaufnahmekapazitaten erreicht wurden.

5.3 Aktivitat und Expression von Selenoenzymen

Die Synthese von Selenoenzymen ist abhangig von der Verfligbarkeit von Selen und
erfolgt nach einer strengen Hierarchie, die vermutlich die biologische Bedeutung der
Enzyme widerspiegelt (FLOHE et al. 1997, BRIGELIUS-FLOHE 1999). Hierbei fiihrt
ein Selenmangel zu einem Stabilitatsverlust der mRNA und zu einer Abnahme der
Enzymaktivitat. Steigende Selenzulagen flhren zu einem graduellen Anstieg der
Genexpression und der Enzymaktivitat bis zur Bildung eines Plateaus bei einer
adaquaten Versorgungsstufe. Bei extremer Uberversorgung, d.h. toxischen Selen-

gaben kann erneut ein Verlust der Enzymaktivitat bei gleichzeitig abnehmenden
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MRNA-Gehalten beobachtet werden. Dies kann durch eine gestorte Proteinsynthese
als Folge von Zellschadigungen durch exzessive Selengaben erklart werden
(CHRISTENSEN und BURGENER 1992, WEISS et al. 1996, GAN et al. 2002).

In dieser Arbeit wurden die beiden anorganischen Selenverbindungen Natrium-
selenat und Natriumselenit jeweils bis zu einer Selenzulage von 2,0 mg Se/kg Diat
eingesetzt und mit einer Selenmangelgruppe als Kontrolle verglichen. Dabei wurden
Genexpression und Enzymaktivitat wichtiger Selenoenzyme aus der Familie der

Glutathionperoxidasen und Thioredoxinreduktasen bestimmt.

pGPx und cGPx

Den Selenoenzymen pGPx und cGPx wird in der Hierarchie ein niedriger Rang zu-
gewiesen. Sowohl die mRNA-Stabilitat als auch die Enzymaktivitat dieser beiden
Selenoenzyme reagieren sehr sensibel auf eine veranderte Selenversorgung. Sie

finden daher haufig als Selenstatusparameter Verwendung.
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Abbildung 9: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Aktivitat der
cGPx (Versuch 1) in der Rattenleber nach 8-woéchiger Versuchs-
dauer

Die beiden Versuche in dieser Arbeit bestatigen friihere Beobachtungen (LEI et al.
1995, CHRISTENSEN et al. 1995, BERGGREN et al. 1999). Im Durchschnitt fiel in
der Kontrollgruppe die Enzymaktivitat der pGPx auf 1,6% und die der cGPx in der
Leber auf 1,3% (Abb. 9) des Wertes der selenversorgten Gruppen ab. Eine
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Selenversorgung oberhalb der empfohlenen Versorgungsstufe von 0,2 mg Se/kg Diat

fuhrte zu keinem weiteren Anstieg der GPx-Aktivitat.

Die Genexpression der cGPx stieg in selenversorgten Gruppen um das 3,4- bis 10-
fache gegenuber der Selenmangelgruppe an (Abb. 10). CHRISTENSEN et al. (1995)
und WYCHERLEY et al. (2004) untersuchten ebenfalls die Aktivitat und Expression
der cGPx bei einer supranutritiven Selenversorgung von 2,0 mg Se/kg Diat mit
Natriumselenit. lhre Untersuchung zeigte zwar keine signifikanten Unterschiede
zwischen der cGPx-Aktivitat der adaquat und der supranutritiv versorgten Gruppen,
jedoch konnten WYCHERLEY et al. eine Abnahme der Expression bei gleichzeitiger
Zunahme eines DNA-Schadigungsparameters beobachten, wahrend Dbei
CHRISTENSEN et al. (1995) keine Reduktion der Genexpression zu verzeichnen

war.
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Abbildung 10: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Genexpression
der cGPx (Versuch 1) in der Rattenleber nach 8-wdchiger Ver-
suchsdauer

Die in Abbildung 9 fur Versuch 1 dargestellte auffallige Abnahme der cGPx-Aktivitat
in der Leber bei einer Selenzulage von 2,0 mg Se/kg Diat als Natriumselenit (Gruppe
V) trat in beiden Versuchsdurchlaufen auf, lasst sich jedoch anhand der bestimmten

Parameter nicht eindeutig erklaren. So ist die Genexpression der cGPx zwar mit
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einer gewissen Variation verbunden, jedoch ist diese nicht in Ubereinstimmung mit
den beobachteten Enzymaktivitaten zu bringen.

Eine Untersuchung der Proteinexpression kdnnte hier weiteren Aufschluss bieten.
Des Weiteren sind pGPx und PHGPX, die ahnliche Enzymsysteme (siehe 5.3) dar-
stellen, von diesem Phanomen nicht betroffen. Ein Blick auf die gemessenen Zell-
schutz- und Schadigungsparameter (siehe 5.4 und 5.5) zeigt ebenfalls keine ein-
deutigen Hinweise auf ein verandertes Redoxgleichgewicht oder eine erhohte
Gewebeschadigung, die beispielsweise durch eine Selenintoxikation hervorgerufen

werden konnte.

PHGPx

Die Untersuchung der PHGPx auf Ebene der Enzymaktivitat (Abb. 11) und der
Genexpression (Abb. 12) veranschaulicht, dass die PHGPx in der Hierarchie der
Selenoenzyme einen hohen Rang einnimmt. Auf einen Selenmangel reagiert die
PHGPx mit einer nahezu unveranderten Genexpression und einem Verlust an
Enzymaktivitat, der im Gegensatz zu der cGPx und pGPx in der Selenmangelgruppe
lediglich halbiert wird.
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Abbildung 11: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Aktivitat der
PHGPx (Versuch 2) in der Rattenleber nach 8-wé6chiger Versuchs-
dauer

Diese Beobachtungen werden durch eine Reihe von Studien bestatigt, die den

Einfluss der Selenversorgung auf die PHGPx untersucht haben. So konnte im
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Selenmangel ein Abfall der Enzymaktivitat auch bei WEITZEL et al. 1990, LEI et al.
1997, WEISS SACHDEV und SUNDE 2001 auf durchschnittlich 50% der Aktivitat

selenversorgter Tiere beobachtet werden.

SUNDE et al. (1993), LEI et al. (1995) und HADLEY und SUNDE (2001) unter-
suchten die Wirkung von Selen auf die Regulation der mRNA und Enzymaktivitat bei
der PHGPx. Die Verabreichung einer Selenmangeldiat sowie von Diaten mit
adaquater Selenversorgung (als Na-Selenit) zeigten Ubereinstimmend lediglich

geringflugige Veranderungen der mRNA-Gehalte in der Leber.

Uber das Ergebnis friiherer Studien hinaus konnte gezeigt werden, dass die Selen-
versorgung mit unterschiedlichen anorganischen Selenverbindungen in supra-
nutritiven Dosierungen keinen weiteren Anstieg der Enzymaktivitat oder

Genexpression der PHGPx bewirken kann.
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Abbildung 12: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Genexpression
der PHGPx (Versuch 2) in der Rattenleber nach 8-wdchiger Ver-
suchsdauer

TrxR1 und TrxR2
Die Funktion des Thioredoxin-System bestehend aus Thioredoxin, Thioredoxin-
reduktase und NADPH beruht auf einem Thiol-Disulfid-Austauschmechanismus, der

in nahezu allen Organismen vorkommt. Dieses System ubernimmt zahlreiche Auf-
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gaben, die u.a. in Zusammenhang mit dem Redoxgleichgewicht der Zelle stehen. Bis
heute konnten zahlreiche Isoformen der TrxR identifiziert werden (siehe 2.1.5.4). Die
TrxR1 jedoch ist die am besten charakterisierte Thioredoxinreduktase (LEE et al.
1999, ARNER und HOLMGREN 2000).

HADLEY und SUNDE (2001) untersuchten den Einfluss von Selen auf die Aktivitat
und mMRNA-Gehalte der TrxR1 in der Leber unter Selenmangelbedingungen und bei
steigenden Zulagehdhen bis 0,3 mg Se/kg Diat in Form von Natriumselenit Uber
einen Zeitraum von 28 Tagen. Die Aktivitat der TrxR1 fiel im Selenmangel auf 16%
der adaquat versorgten Tiere ab. Diese Beobachtung machten auch BERGGREN et
al. (1999) in einem 100-tagigen Versuch mit Ratten, welche eine Selenmangeldiat
oder eine adaquat bzw. supranutritiv mit Selen supplementierte (0,1 bzw. 1,0 mg
Se/kg Diat als Na-Selenit) Diat erhielten.
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Abbildung 13: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Aktivitat der
TrxR2 (Versuch 1) in der Rattenleber nach 8-wéchiger Ver-
suchsdauer

Neben der TrxR1 wurde in Versuch 1 auch die Aktivitat der TrxR2 (Abb. 13) ermittelt.
Ubereinstimmend verlieren diese zwei Selenoenzyme in der selenmangelversorgten
Gruppe 0 an Enzymaktivitat und erreichen am Ende des Fultterungsversuches
Aktivitaten, die durchschnittlich bei 26% bzw. 20% im Vergleich zur selenversorgten
Gruppe liegen. Dies bestatigt die mittlere Position der TrxRs in der Hierarchie der

Selenoenzyme.
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Die supranutritive Zulage von 1,0 mg Se/kg Diat flhrte bei der Verlaufsstudie von
BERGGREN et al. (1999) zu einem signifikanten Anstieg der TrxR-Aktivitat, die je-
doch bereits nach 20 Tagen in der Leber wieder abnahm und nach 40 Tagen auf
Aktivitaten der Kontrollgruppe zurlckfiel. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich
zwischen den supranutritiv versorgten Gruppen nach 56 Tagen Versuchsdauer im
Vergleich zu den adaquat versorgten Versuchsgruppen keine signifkanten Unter-
schiede fur die Aktivitaten von TrxR1 und TrxR2.

HADLEY und SUNDE (2001) konnten fur die TrxR1-Aktivitdt und die mRNA-
Expression bei einer stufenweise ansteigenden Selenzulage (0,02-0,3 mg Se/kg
Diat) einen ,breakpoint® fur die Enzymaktivitat bei 0,07 mg Se/kg Diat und fur die
MRNA-Expression bei 0,05 mg Se/kg Diat ermitteln.

Eine Uberversorgung mit 40 pg Se/kg LM d™ filhrte in einer Studie von GAN et al.
(2002) zu einer signifkanten Abnahme der TrxR-Enzymaktivitdt und mRNA-

Expression.

Die Daten des Microarray und der PCR (Abb. 14) zeigen, dass fur die Zulage von
Selen zwischen 0,2 und 2,0 mg Se/kg Diat in beiden Versuchdurchlaufen kein
gerichteter Effekt des Selens, unabhangig von der Verbindung, nachweisbar ist. Dies
ist moglicherweise auf die gewahlten Selenzulagehdhen zuruckzufuhren (siehe dazu
auch Versuchsplan 3.1). So liegen die adaquat versorgten Gruppen weit Uber dem
Lbreakpoint® von 0,05 mg Se/kg Diat und die supranutritiven mit maximal 2,0 mg
Se/kg Diat unterhalb einer toxischen Zulage. Die weitreichende Funktion des Thio-
redoxin-Systems im Organismus konnte daher auch selenunabhangige Expressions-
unterschiede erklaren. So kdonnten bereits die Veranderungen im Redoxsystem, wie
sie hier anhand des Glutathionmetabolismus (siehe 5.4), der TBA-RS (siehe 5.5) und
der Akkumulation von Selen in der Leber (siehe 5.2) beobachtet werden, die
Expression der TrxR beeinflussen. Denn das Thioredoxinsystem ist u.a. an der Re-
duktion von Selenit und Lipidhydroperoxiden beteiligt (BJORNSTEDT et al. 1995a,
1995b). Kiunftige Untersuchungen mit Selen in Stufen zwischen 0 und 0,2 mg Se/kg
kénnten dabei den Ubergang von einer selenabhdngigen zu einer selen-

unabhangigen Genexpression hervorheben.
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- 0 Selenmangeldiat (< 0,03 mg Se/kg)

- VI 2,0 mg Se/kg (Na-Selenat)
V 2,0 mg Se/kg (Na-Selenit)
-1V 1,0 mg Se/kg (Na-Selenat)
- 111 1,0 mg Se/kg (Na-Selenit)
- 110,2 mg Se/kg (Na-Selenat)

- 10,2 mg Se/kg (Na-Selenit)

500 bp - - TrxR2 Amplifikate (31 Zyklen; 404 bp)

500 bp A - GAPDH Amplifikate (26 Zyklen; 303 bp)

Abbildung 14: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Genexpression
der TrxR2 (Versuch 1) in der Rattenleber nach 8-wdchiger Ver-
suchsdauer

5.4 Glutathionmetabolismus und selenunabhangige Glutathion-
peroxidase
Glutathion und Glutathionreduktase
Die intrazellulare Glutathionkonzentration kann durch verschiedene Faktoren
beeinflusst werden. Zu diesen gehort unter anderem auch der Anstieg reaktiver
Sauerstoffspezies (RAHMAN et al. 1996). Die Induktion eines Selenmangels sowie
einer Selentoxizitat fuhrt durch den Verlust von Selenoproteinen vor allem der cGPx
bzw. durch eine Uberschreitung der Enzymkapazitaten des zelluldren Schutzes zum
Anstieg des intrazellularen H,O»-Gehaltes, welcher zur Anpassung des Glutathion-
metabolismus fuhren kann.
Die Untersuchung des Gesamtglutathions (Total GSH) in dieser Arbeit zeigte keinen
eindeutigen Einfluss des Selens. Zwar ist der Gehalt in den Selenmangelgruppen
tendenziell niedriger als in den selenversorgten Gruppen, jedoch liel3 sich dies nicht
gegenuber allen selenversorgten Gruppen statistisch absichern. Die tendenziell
erhdohten Gehalte der héchsten Versorgungsgruppen mit einer Selenzulage von 2,0
mg Se/kg Diat unterschieden sich ebenfalls nicht signifkant von den anderen

Versorgungsniveaus. Der massive Ruckgang der cGPx jedoch zeigte sich deutlich
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bei der Ermittlung der Gehalte an oxidiertem Glutathion. Denn lediglich in den
Gruppen 0, die eine Selenmangeldiat erhielten und hiermit einhergehend einen Abfall
der cGPx-Aktivitat auf durchschnittlich 1,3% im Vergleich zu den selenversorgten
Gruppen zeigten, konnte eine signifikante Abnahme an oxidiertem Glutathion
(GSSG) und somit ein niedrigeres GSSG/GSH-Verhaltnis beobachtet werden.

Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Glutathionparametern zeigte die Aktivitat
der Glutathionreduktase (GR) in den Versuchen 1 und 2 kein eindeutiges Ergebnis.
Denn bei einem vergleichbaren GSSG/GSH-Verhaltnis stieg die Enzymaktivitat im
Selenmangel gegenuber den selenversorgten Versuchsgruppen in Versuch 1 signifi-
kant an, wahrend Veranderungen in der Enzymaktivitat in Versuch 2 gegenuber den

selenversorgten Gruppen nicht statistisch abgesichert werden konnten.

In der Vergangenheit zeigten die Ergebnisse anderer Untersuchungen, dass einer
Verschiebung des GSSG/GSH-Quotienten, wie sie ein Selenmangel oder eine
Selentoxizitat auslost, durch eine gesteigerte GSH-Synthese und/oder erhohte GR-
Aktivitat im Korper entgegengewirkt werden kann.

BURK et al. (1978) untersuchten die GPx-Aktivitat in der Leber von Ratten, die eine
Selenmangeldiat oder eine Diat mit 0,1 mg Se/kg als Natriumselenit Uber einen Zeit-
raum von drei Monaten erhielten. Es konnte kein Einfluss der Diaten auf die Aktivitat
der GR oder auf den Gehalt des Gesamtglutathions beobachtet werden. Allerdings
wurde in diesem Versuch eine erhdhte Abgabe von Glutathion aus den perfundierten
Lebern ermittelt.

Bei der Inkubation menschlicher Hep G2-Zellen in einem selenarmen oder selen-
supplementierten Medium konnte ebenfalls keine signifikante Veranderung des
Gesamtglutathionsgehaltes oder der GR-Aktivitat beobachtet werden (HELMY et al.
2000).

Neben einer erhohten Abgabe von Glutathion aus der Leber in das Blut wahrend
eines 14-wochigen Versuchs zur Untersuchung eines Selen- oder Vitamin E-Mangels
auf den Glutathionmetabolismus in Rattenhepatozyten wurde eine erhdhte Aktivitat
der y-Glutamylcysteinsynthetase ermittelt. Dieses Enzym wird durch ,feed-back
inhibition“ von der GSH-Konzentration der Zelle gesteuert und ist maf3geblich an der
Synthese von Glutathion beteiligt (HILL und BURK 1982).

Selenmangel kann zu einer Verdoppelung der Plasmaglutathiongehalte fuhren (HILL

und BURK 1985). Die Untersuchung des Glutathionmetabolismus in Lunge und Herz
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selenmangelversorgter Ratten zeigte ebenfalls eine unveranderte Glutathion-
konzentration und GR-Aktivitat im Vergleich zu adaquat versorgten Tieren (XIA et al.
1985, JENKINSON et al. 1987). Den Anstieg der GSSG-Konzentration fuhrten
JENKINSON et al. (1987) auf eine gesteigerte cGPx-Aktivitat bei selenversorgten
Ratten zurtck. Diese Hypothese scheint mit den hier vorliegenden Ergebnissen
Ubereinzustimmen.

Eine Anpassung des Glutathionmetabolismus kann auch bei der Verabreichung
toxischer Selengaben beobachtet werden. So zeigten LeBOEUF et al. (1983, 1985),
dass ab einer Selenzulage von 6,0 mg Se/kg Diat in Form von Natriumselenit eine
prooxidative Verschiebung des GSSG/GSH-Verhaltnisses, die mit einer erhdhten
Aktivitat von GR und Glukose-6-Phosphatdehydrogenase einherging, zu beobachten
ist. Dies ist auf die Funktion von GSH und GR bei der Reduktion von Selen

zuruckzufihren.

Die in der vorliegenden Arbeit unveranderte Glutathionkonzentration und
Verschiebung des GSSG/GSH-Verhaltnisses steht in Einklang mit vorangegangenen
Untersuchungen. Allerdings deuten die Microarraydaten, welche sowohl die Ex-
pression der y-Glutamylcysteinsynthetase als auch die Expression der y-Gluta-
myltranspeptidase umfassten, nicht darauf hin, dass eine gerichtete Veranderung der
Genexpression dieser Enzyme des Glutathionmetabolismus unter dem Einfluss der
gepruften Selenvarianten erfolgte.

HILL und BURK (1982) postulieren eine erhdhte Synthese von Glutathion in der
Zelle, um eine oxidative Verschiebung des GSSG/GSH-Verhaltnisses zu unterbinden
und den Verlust uber die Zellmembran auszugleichen.

Die Ermittlung des Glutathiongehaltes im Plasma der Versuchsgruppen sowie eine
Untersuchung der Aktivitat von weiteren Enzymen des Glutathionmetabolismus
konnte Aufschluss Uber den Einfluss des Selenmangels auf den Glutathion-
metabolismus geben.

Eine Regulation der GR durch oxidativen Stress konnte im Schriftum mehrfach be-
legt werden (MULLINEAUX und CREISSEN 1997). Die unterschiedliche GR-Aktivitat
im Selenmangel in den Versuchen 1 und 2 zeigt jedoch, dass sie als Parameter flr
den Selenstatus kaum geeignet ist. Die veranderte Aktivitat bei gleichbleibendem
GSSG/GSH-Verhaltnis konnte darauf zurtuckzufuhren sein, dass die Synthese von
GSH der Kapazitat der GR deutlich Uberlegen ist.
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In der vorliegenden Arbeit fihrte die Selenzulage in Form von Natriumselenit und
Natriumselenat bis zu 2,0 mg Se/kg Diat nicht zu gerichteten Effekten bezuglich des
Glutathionmetabolismus. Daraus kann geschlossen werden, dass es sich bei einer
Zulage von 2,0 mg Se/kg Diat um eine supranutritive Selenzulage handelt, die noch

nicht zu toxizitatbedingten Veranderungen des Glutathionmetabolismus flhrte.

Glutathion-S-Transferasen

In einer Reihe von Studien konnte im Selenmangel die Zunahme einer selen-
unabhangigen GPx-Aktivitat beobachtet werden (STONE und DRATZ 1980,
MASUKAWA et al. 1984, MEHLERT und DIPLOCK 1985). Bereits Ende der 70er
Jahre lieferten zwei Arbeitsgruppen den Nachweis, dass diese Entgiftungsprozesse
auf die so genannten Glutathion-S-Transferasen (GSTs) zurlckzufuhren sind
(LAWRENCE et al. 1977, PROHASKA und GANTHER 1977). GSTs katalysieren die
Bildung von Thioethern aus Glutathion und einer Vielzahl reaktiver Verbindungen
(z.B. Epoxide, organische Hydroperoxide und Alkenale).

HABIG und JAKOBY (1981) entwickelten eine Methode, die mit 1-Chloro-2,4-dinitro-
benzol (CDNB) als Substrat fir den Nachweis von GSTs arbeitet. Da alle GSTs mit
CDNB reagieren, ist diese chemische Verbindung ein geeignetes Substrat, um die
zellulare Bandbreite der GST-Aktivitdt zu ermitteln. Innerhalb der Glutathion-S-
Transferasen kommt den aGSTs die entscheidende Rolle im Schutz der Zelle vor
Lipidperoxidation zu, denn die Peroxidaseaktivitdt stammt in erster Linie aus dieser
GST-Klasse. Neben einer allgemeinen Bestimmung der GSTs mit CDNB ist es
zusatzlich moglich, unterschiedliche Substrataktivitditen zu nutzen, um eine
ausgewahlte GST-Klasse zu selektieren. RICCI et al. (1994) untersuchten 7-Dichlor-
4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol (NBD-CI) als Substrat der GSTs und konnten
beobachten, dass einzig die aGSTs eine hohe spezifische Aktivitat gegenuber dieser

Verbindung aufweisen.

In dieser Arbeit wurde die Aktivitat der GSTs in beiden Versuchsdurchlaufen mit Hilfe
des allgemeinen ,Screenings® anhand der von HABIG und JAKOBY (1981) ent-
wickelten Methode untersucht. In Versuch 1 reagierte die Aktivitat der GSTs in der
Leber nicht auf einen Selenmangel oder unterschiedliche Selenzulagen. In Versuch 2
wurde zusatzlich die Aktivitat der aGST durch Verwendung von NBD-CI bestimmt.

Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivitat in der Selenmangel-
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gruppe gegenuber den adaquat versorgten Selenzulagegruppen (Abb. 15). Die
Zulage von supranutritiven Selendosierungen (1,0 und 2,0 mg Se/kg Diat) fuhrte bei
beiden anorganischen Selenverbindungen tendenziell zu einem erneuten Anstieg der
aGST-Aktivitat.
Dies steht in Einklang mit Ergebnissen von CHRISTENSEN et al. (1994). Sie unter-
suchten die Regulation der aGST-Enzymaktivitat durch Selen. Dabei fuhrten ein
Selenmangel sowie supranutritive Selenzulagen (2,0 mg Se/kg Diat) in Form von
Natriumselenit zu einem signifikanten Anstieg der a GST-Aktivitat.
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Abbildung 15: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Aktivitat der
aGST (Versuch 2) in der Rattenleber nach 8-wochiger Versuchs-
dauer

Die Ergebnisse des Microarrays zeigten eine Abnahme der Expression fur die aGST
A2 [identisch mit GST Y, subunit und GST alpha type (Y.?)] um den Faktor 2,4 in
den selenversorgten Gruppen. Dieses Ergebnis wurde mittels PCR verifiziert (Abb.
16).

In Versuch 2 kénnen die Anderungen der Genexpression mit der Veranderung der
Enzymaktivitat in Einklang gebracht werden, obwohl dieser Effekt sich nicht auf Hohe
des Microarrays befindet und als tendenziell zu bezeichnen ist. In Versuch 1, welcher
in direkter Beziehung zum Microarray steht, konnten keine gerichteten Effekte
beobachtet werden. Dies ist mdglicherweise bereits auf Gewebeveranderungen
durch die lange Lagerungsdauer vor der Isolation der mRNA fur die Bestimmung der

oaGST A2 zurlckzufihren. Im Verlauf der Untersuchungen wurde mehrfach
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nachprapariert. Eine Verifikation der Microarraydaten war daher nicht mehr

vollstandig moglich.
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Abbildung 16: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die Genexpression
der aGST A2 (Versuch 2) in der Rattenleber nach 8-wdchiger Ver-
suchsdauer

McLEOD et al. (1997) konnten ebenfalls bei Fischer 344- und Hooded Lister-Ratten,
die eine Selenmangeldiat erhielten, einen Anstieg der GST-Aktivitat beobachten.
Eine Western Blot-Untersuchung und anschlieBende Reversed-Phase HPLC
konnten eine erhdhte Proteinexpression der aGST A5 und A2 aufdecken. Des
Weiteren war die Genexpression der aGST A5 im Selenmangel erheblich herauf-
reguliert. Diese im Selenmangel deutlich erhdhte Expression von aGST A5, konnte in
der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Hier reagierten zwar sowohl die
Isoenzyme A2 und A5 auf einen Selenmangel, jedoch fiel die Reaktion bei aGST A2
weitaus starker aus.

In einer Studie von CHANG et al. (1990) konnten ebenfalls bei einer nahezu ver-
doppelten GST-Aktivitat im Selenmangel gleichzeitig erhohte mRNA-Gehalte fur GST
Ya und Y. Untereinheiten in der Rattenleber beobachtet werden.

Bei CHRISTENSEN et al. (1994) flhrten jedoch wachsende Selenzulagen (0-2,0 mg
Se/kg Diat) zu einem Anstieg der mMRNA-Gehalte fur die aGSTs mit der Untereinheit
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Y. in der Leber. Die aGSTs mit der Untereinheit Y. wiederum reagierten bei
CHRISTENSEN et al. (1994) nicht einheitlich auf die Selenversorgung.

Die Veranderung der aGST-Aktivitat in Gruppe 0 oder den supranutritiv versorgten
Gruppen Il bis VI unterliegt vermutlich verschiedenen Mechanismen. Im Selen-
mangel konnte der Anstieg der GST-Aktivitat eine kompensatorische Reaktion des
Organismus auf einen Abfall der GPx-Aktivitat darstellen. Es ist anzunehmen, dass
eine erhdhte Konzentration von reduziertem GSH - durch den Abfall der GPx - der
GST-Konjugation zur Verfugung stehen konnte. Eine supranutritive Selenaufnahme
wurde daher nicht zu einem erneuten Anstieg der GST-Aktivitat flhren, wie es in den
Gruppen lll bis VI der Fall ist, d.h. neben dem Mechanismus einer Kompensation im
Selenmangel kdnnte eine erhdhte Bildung von Selenmetaboliten bei supranutritiv
versorgten Tieren einen zweiten Mechanismus ausldsen.

Die Verabreichung von organischen Selenverbindungen, die im Korper einer so ge-
nannten Bioaktivierung zu Selenolen (RSeH) oder Seleninaten (RSeOH) im Selen-
stoffwechsel unterliegen, wirken positiv auf die Inhibition der Tumorbildung (IP et al.
2000). Die Wirkung von Selenocystein-Se-Konjugaten (RSeH; RSeOH) konnte in
einer Studie von t'HOEN et al. (2002) mit der Induktion der Genexpression von
aGST, darunter auch aGST A2, in Verbindung gebracht werden. Die Verabreichung
von 1,1 mg Se/kg Diat in Form von Natriumselenit und zusatzlich von organischen
Selenverbindungen flhrte bei EL-SAYED et al. (2006) ebenfalls zu einem signifi-
kanten Anstieg der aGST-Expression und -Aktivitat. Die Futterung von an-
organischen Selenverbindungen in supranutritiver Dosierung fuhrte mit hoher
Wahrscheinlichtkeit in der vorliegenden Arbeit ebenfalls zu einem Anstieg von Se-
Metaboliten im Organismus und durfte so den beobachtbaren Anstieg der

Genexpression und Aktivitat bei einer supranutritiven Versorgungslage erklaren.

5.5 Zellschadigungsparameter (Lipide und Proteine)

Lipidperoxidation

Ein Mangel an Selen und Vitamin E flhrt zu schweren Zellschaden. Der syner-
gistische Effekt von Selen, Vitamin E und schwefelhaltigen Aminosauren wurde
bereits 1957 von SCHWARZ und FOLTZ beschrieben. Das als Faktor 3
beschriebene Selen konnte Lebernekrosen bei Ratten verhindern. Bei landwirtschaft-

lichen Nutztieren auRert sich ein klinisch manifester Selenmangel in Form ver-
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schiedener Selenmangelkrankheiten. Zu den bekanntesten Erkrankungen zahlen die
nutritive Muskeldystrophie, die Maulbeerherzkrankheit und die exsudative Diathese
(SCOTT 1987, ROSSOW und BOLDUAN 1994). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der
Einfluss eines Selenmangels und der Zulage von Selen in Form von Natriumselenit
und Natriumselenat bis zu einer Stufe von 2,0 mg Se/kg Diat auf Lipidperoxidation
(Abb. 17) und Proteinschadigungsparameter untersucht. Die Vitamin E-Zulage
entsprach dabei den Mindestanforderungen nach NRC (1995).

Die Ermittlung der thiobarbitursaure-reaktiven Substanzen (TBA-RS) ist eine weit-
verbreitete Methode, um das Mal} der Lipidperoxidation zu bestimmen (HALLIWELL
und CHIRICO 1993). Die Vergleichbarkeit verschiedener Studien miteinander und
mit den vorliegenden Daten gestaltet sich schwierig, da den Studien neben ver-
schiedenen Versuchszeitraumen auch unterschiedliche Vitamin E-Zulagen zugrunde
liegen.

So konnten MATSUDA et al. (1998) in einem 20-wochigen Versuch mit Selen-
mangelratten und einer adaquat versorgten Versuchsgruppe (0,5 mg Se/kg Diat in
Form von Natriumselenit) bei der Bestimmung der TBA-RS keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Versuchsgruppen ermitteln. Die Vitamin E Zulage lag aller-
dings bei 50 mg/kg Diat.

Eine vergleichende Studie zwischen den futtermittelrechtlich zugelassenen an-
organischen Selenverbindungen Natriumselenit und Natriumselenat bis zu einer
Zulagehdhe von 2,0 mg Se/kg Diat tber einen Zeitraum von 15 Wochen und Vitamin
E-Zulagen von 100 |.E./kg Diat zeigte ebenfalls keine statistisch erfassbaren Unter-
schiede in der TBA-RS-Konzentration zwischen Selenmangel- und selenversorgten
Gruppen (MOAK und CHRISTENSEN 2001).

LEE und CSALLANY (1994) wiederum untersuchten den Einfluss von Vitamin E und
Selen auf die Lipidperoxidation in der Rattenleber und konnten einen starkeren An-
stieg der TBA-RS-Konzentration in den Versuchsgruppen beobachten, die eine
Vitamin E-Mangeldiat erhielten. Die Tiere, welche eine Selenmangeldiat mit Vitamin
E-Versorgung (30 mg Vitamin E/kg Diat) aufnahmen, hatten lediglich eine tendenziell
erhohte TBA-RS Konzentration im Vergleich zu der mit Selen und Vitamin E ver-

sorgten Versuchsgruppe.
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Die TBA-RS in dieser Arbeit (Abb. 17) erreichten in der Selenmangelgruppe die
hochsten Konzentrationen und nahmen signifikant bis zu einer supranutritiven Selen-
zulage von 2,0 mg Se/kg Diat ab. Die insbesondere im Selenmangel deutlich er-
héhten Konzentrationen dirften auf die Kombination von Selenmangel und einer
Vitamin E-Supplementierung, die nicht tUber die Empfehlungen hinausgeht, zurlck-

zufuhren sein.
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Abbildung 17: Einfluss unterschiedlicher Selenversorgung auf die TBA-RS-
Konzentration (Versuch 1) in der Rattenleber nach 8-wéchiger
Versuchsdauer

Trotz der hoheren Effektivitdt des Vitamin E beim Schutz der Zellen vor Lipid-
peroxidation, wie in den oben beschriebenen Studien gezeigt, konnten CHENG et al.
(1999a, 1999b) durch die Induktion von akutem oxidativen Stress mit Hilfe von Para-
quat an cGPx-Knockout-Mausen und selendefizienten Tieren zeigen, dass der cGPx
und anderen antioxidativ wirksamen Selenoenzymen bei der Abwehr der Lipid-
peroxidation eine wichtige Rolle zukommt. So konnten hohe Vitamin E-Gaben die
cGPx nicht vollstandig ersetzen. Die niedrigen Vitamin E-Gehalte der Diaten in der
vorliegenden Arbeit sollten ausreichen, um schwere Symptome eines Doppel-
mangels zu vermeiden, jedoch niedrig genug sein, um die Folgen des Selenmangels

anhand des Lipidschadigungsparameters TBA-RS deutlich herausstellen zu kénnen.

Die in der vorliegenden Arbeit zu beobachtende weitere Reduktion der TBA-RS-
Konzentration in den supranutritiven Selenzulagegruppen konnte von MOAK und
CHRISTENSEN (2001), die ebenfalls eine adaquate (0,15 mg Se/kg Diat) und eine
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supranutritive (2,0 mg Se/kg Diat) Selenzulagegruppe in ihrem Versuchsdesign vor-
sahen, nicht beobachtet werden. Es kann vermutet werden, dass die beim Schutz
vor Lipidperoxidation deutlich hohere Effektivitat des Vitamin E durch die Zulage von
100 L.E. Vitamin E/kg Diat die Effekte des Selens in der Studie von MOAK und
CHRISTENSEN (2001) tberdeckt hat.

Die Verwendung von Natriumselenat fuhrte in der vorliegenden Arbeit Uber-
raschenderweise zu einer starkeren Reduktion der TBA-RS als Natriumselenit. Dies
konnte zwischen den Selenzulagegruppen I-IV (0,2-1,0 mg Se/kg Diat) signifikant
abgesichert werden. MOAK und CHRISTENSEN (2001) konnten dieses Phanomen
zwischen Natriumselenit und Natriumselenat in ihrer Studie allerdings nicht

beobachten.

Die bei Verfutterung supranutritiver Selenzulagediaten erhdhte Konzentration von
Selenmetaboliten im Gewebe konnte bereits mit einer erhdhten Expression und
Aktivitat von Isoenzymen der aGST-Familie in Verbindung gebracht werden (t"HOEN
et al. 2002, EL-SAYED et al. 2006). Die biochemischen Mechanismen, die der
Wirkung supranutritiver Selenzulagen zugrunde liegen, sind hingegen noch weitest-
gehend unklar. Ein Einfluss auf weitere Enzyme ist jedoch wahrscheinlich und kénnte
einen erhdhten Schutz vor Lipidperoxidation bieten.

Eine Untersuchung des Zusammenspiels zwischen Selen und Vitamin E durch ge-
staffelte Zulagen beider Nahrstoffe und deren Einfluss auf die Lipidperoxidation
konnte weiteren Aufschluss Uber Einzelwirksamkeit und kombinierte Wirksamkeit
geben. Hierbei sollte auch die Wirkung verschiedener Selenverbindungen be-
rucksichtigt werden. Da die Bestimmung der TBA-RS-Konzentration allerdings als ein
relativ unspezifischer Parameter der Lipidperoxidation gilt, kbnnte au3erdem die Ver-
wendung spezifischer Parameter weiteren Aufschluss geben. Isoprostane als
Abbauprodukte des nicht-enzymatischen Arachidonsauremetabolismus gelten als
spezifischer Parameter der Lipidperoxidation und werden zunehmend zur Be-
urteilung der Zellschadigung verwendet (MONTUSCHI et al. 2004).

Proteinschadigung

Die Reaktionsprodukte der Lipidperoxidation fuhren zur Schadigung weiterer Zell-
komponenten. Dies ist auf deren Reaktionsfahigkeit mit Sulfhydryl- und Amino-
gruppen von Proteinen zurtckzufuhren (COMPORTI 1993, ESTERBAUER 1993).
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Hierbei entstehen Zwischenprodukte, die sich als Carbonylverbindungen oder
Nichtcarbonylverbindungen charakterisieren lassen. Die Bestimmung der Protein-
carbonylkonzentration von Geweben ist ebenfalls ein nicht streng spezifischer
Parameter, der jedoch flir die Beurteilung der Proteinschadigung herangezogen

werden kann.

In dieser Arbeit unterschied sich die Konzentration der Proteincarbonyle (PC) in der
Leber nicht signifikant zwischen den Versuchsgruppen. Eine Gegenuberstellung der
hier erfassten Daten mit anderen Arbeiten ist schwierig, da lediglich Studien ver-
offentlicht wurden, die nicht einen alleinigen Selenmangel oder eine Selentoxizitat
beschrieben, sondern in denen akuter oxidativer Stress durch die zusatzliche Gabe
der Herbizide Paraquat oder Diquat an den Wildtyp oder cGPx-Knockout-Mause
ausgelost wurde.

Die Untersuchung der Proteincarbonylkonzentration bei cGPx-Knockout Mausen
bzw. selendefizienten Tieren zeigte jedoch, dass die Selenoenzyme, insbesondere
die cGPx, einen Schutz vor akutem oxidativen Stress bieten (CHENG et al. 19993,
FU et al. 1999). Unter physiologischen Bedingungen kann der cGPx allerdings nur
eine begrenzte physiologische Rolle als Antioxidanz zugesprochen werden, denn
cGPx-Knockout-Mause weisen keine erhohten Parameter einer Lipid- oder Protein-
oxidation auf (HO et al. 1997).

Des Weiteren wurde die Aktivitat der y-Glutaminsynthetase (yGS) untersucht. Dieses
Enzym katalysiert im Organismus die ATP-abhangige Reaktion von Ammoniak mit L-
Glutamat zu L-Glutamin und dient somit der Ammoniakentgiftung in Gehirn, Leber,
Niere und anderen Organen. Die Anzahl von 16 Histidinresten je Untereinheit macht
dieses Enzym besonders anfallig fur oxidative Modifikationen (LEVINE 1983), die zu
einem Funktionsverlust des Enzyms fuhren. Daher dient die yGS als spezifischer
Parameter der Proteinoxidation.

In der vorliegenden Untersuchung konnte kein signifikanter Abfall der yGS-Aktivitat
im Selenmangel beobachtet werden. In den selenversorgten Gruppen weist lediglich
die Gruppe V mit einer Selenzulage von 1,0 mg Se/kg Diat in Form von Natrium-
selenit eine signifkant niedrigere Aktivitat auf als die anderen Versuchsgruppen. Ein
Vergleich mit Daten aus der Literatur ist auch fur die yGS kompliziert, da dieses

Enzym bisher lediglich in in vitro-Systemen oder ohne Bezug zum Selenstoffwechsel
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untersucht wurde (NAKAMURA und STADTMAN 1984, NAKAMURA et al. 1985,
STARKE-REED und OLIVER 1988).

Eine abschlieliende Betrachtung dieser beiden Proteinschadigungsparameter zeigt,
dass die Aufnahme der verschiedenen Versuchsdiaten in den Lebern der Ratten
nicht zu einer erhdohten Proteinmodifikation auf Grund von erhdhtem oxidativem
Stress fuhrte. Moglicherweise reichte eine Versuchsdauer von 8 Wochen bei
ausreichender Vitamin E-Supplementation noch nicht aus, um neben veranderten

TBA-RS Gehalten bereits nachweisbare Proteinschaden auszulosen.

5.6 Differenzielle Genexpression

Die Wirkung von Natriumselenat und/oder Vitamin E auf die differenzielle Gen-
expression wurde bereits von FISCHER et al. (2002) untersucht. In der vorliegenden
Arbeit sollte der Effekt unterschiedlicher anorganischer Selenverbindungen auf die
differenzielle Genexpression Uberprift werden, da zu vermuten ist, dass die
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften von Natriumselenat und Natriumselenit
zu einer Variation der Genexpression fuhren.

FiUr die Absorption dieser beiden Verbindungen aus dem Darm in die Enterozyten
konnte gezeigt werden, dass Selenit als die reaktivere Form des Selens bereits im
Darm oder in den Enterozyten mit Thiolen reagiert und so die Blutbahn nicht als
Selenit erreicht (ANUNDI et al. 1984; WOLFFRAM et al. 1986, MYKKANEN und
WASSERMAN 1989). Selenat hingegen wird aktiv absorbiert und liegt in den Entero-
zyten als Selenat-Anion vor (WOLFFRAM et al. 1985, 1986, 1988). SUZUKI et al.
konnten erstmals 2006 mit Hilfe radioaktiv markierter Selenverbindungen nach-
weisen, dass Selenat im Gegensatz zu Selenit bei oraler Verabreichung teilweise
intakt in periphere Gewebe gelangt.

Im Organismus selbst werden alle Selenverbindungen bis zu der Oxidationsstufe des
Selenids (-1l) reduziert. So bildet sich auch bei der Verstoffwechselung von Selenat
(+VI) das reaktivere Selenit (+IV) als Zwischenstufe (GANTHER 1971), das dann mit
zahlreichen Verbindungen des Organismus in Wechselwirkung tritt und reagieren
kann.

Neben der von der Art der Selenverbindung ausgehenden Wirkung auf die differen-
zielle Genexpression sollte auch die Wirkung unterschiedlich hoher Selenzulagen

untersucht werden. Bei einer Selenversorgung uber den Bedarf hinaus entstehen als
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Abbauprodukte verschiedene Selenmetaboliten, die mit einer veranderten allge-
meinen Genexpression in Verbindung stehen konnten.

Die Auswertung der Microarraydaten in dieser Arbeit zeigte einen Einfluss der ver-
abreichten Selenverbindung auf die differenzielle Genexpression, wahrend die
Zulagehdhe im Bereich von 0,2 und 1,0 mg Se/kg Diat unter den gewahlten Aus-
wertungsbedingungen (Faktor = 2,5; p < 0,05) zu keinen signifikanten Unterschieden
fihrte.

Im folgenden Abschnitt soll auf die Wirkung von Selenat und Selenit auf die Ex-
pression von Genen aus ausgewahlten Funktionsbereichen - unabhangig von der

Hohe der Selenzulage - eingegangen werden.

Zellulare Detoxifikation/Xenobioticametabolismus

Die als Referenz-Gen fungierende cGPx bestatigte das Vorliegen eines Selen-
mangels durch einen Anstieg um den Faktor 6 in allen selenversorgten Gruppen. Ein
unterschiedlicher Einfluss der beiden gepruften Selenverbindungen auf die Gen-
expression war jedoch nicht erkennbar (siehe 5.3).

Wie erwartet flhrte die Heraufregulation der cGPx in den selenversorgten Versuchs-
gruppen zu einer Herabregulation von Genen der zellularen Detoxifikation bzw. des
Xenobioticametabolismus. Die bereits erwahnte oGST A2 (siehe 5.4), die als
Peroxidase fungiert, wurde bei Abfall der cGPx-Aktivitat heraufreguliert, ohne

erkennbaren Einfluss durch die Art der verabreichten Selenverbindung.

Aflatoxin B1 Aldehydreduktase

Auch die Aktivitat der Aflatoxin B1-Aldehydreduktase (Akr7a3) wurde im Selen-
mangel heraufreguliert. McLEOD et al. (1997) konnten bei Fischer 344- und Hooded
Lister-Ratten, die eine Selenmangeldiat erhielten, ebenfalls einen Anstieg der
Aktivitat und Expression der Akr7a3 sowie verschiedener oGST-Isoenzyme
beobachten. Das extrem toxische Mykotoxin Aflatoxin B1 wird in Zusammenhang mit
der Entstehung von Krebs in der Leber gesehen. Die Verstoffwechselung dieses
Toxins fuhrt zur Bildung von Exo- und Endo-8,9-Epoxiden, die zu DNA-Schaden
fuhren (IYER et al. 1994). Diese Epoxide konnen durch ausgesuchte aGST-
Isoenzyme wie aGST A2 und A5 detoxifiziert werden. Hierbei kommt der aGST A5
jedoch die weit hohere katalytische Aktivitat gegentber Exo- und Endo-8,9-Epoxiden
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zu. Diese wird um das Tausendfache hdher eingeschatzt (HAYES et al. 1991;
PULFORD und HAYES 1996).

Die deutlich ernohte Expression von aGST A5, wie sie McLEOD et al. (1997) im
Selenmangel beschrieben, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht uneingeschrankt
bestatigt werden. Hier reagierten zwar sowohl die Isoenzyme A2 und A5 auf einen
Selenmangel, jedoch fiel die Reaktion bei aGST A2 weitaus starker aus.

Ein weiteres Abbauprodukt des toxischen Epoxides ist ein Dialdehyd, welcher bei
einem physiologischen pH-Wert durch spontane Hydrolyse der Epoxide entsteht. Der
Dialdehyd kann in einer so genannten ,Schiff'sche Base Reaktion“ mit der Amino-
gruppe von Proteinen reagieren und so seine toxische Wirkung entfalten (NEAL und
COLLEY 1979). Die Akr7agd ist in der Lage, diesen Aldehyd zu einem Alkohol zu re-

duzieren und so zu detoxifizieren (JUDAH et al. 1993).

Die erhdhte Expression einiger aGST-Isoenzyme und von Akr7a3 im Selenmangel
ist vermutlich auf ein verschobenes Redoxgleichgewicht und daraus resultierenden
adaptiven Reaktionen zuruckzufuhren, welches indirekt zu einer gesteigerten Abwehr
gegen Aflatoxin B1 fuhrt. Selenmangel wird im Allgemeinen mit einem erhdhten
Krebsrisiko in Verbindung gebracht. In diesem speziellen Fall wirde ein Selen-

mangel jedoch nach bisheriger Kenntnis eine anticarcinogene Wirkung aufweisen.

Zellzyklus/Krebs/Apoptose

ADAM3 und ADAMTS1

Die ADAM (a disintegrin and metalloprotease)-Familie von Transmembranproteinen
gehort zu den Zinkproteasen und weist multifunktionale Domanen auf. ADAMs
werden mit der Kontrolle der Membranverschmelzung, Zytokin- und Wachstums-
faktorabgabe, Zellmigration sowie Muskelentwicklung, Befruchtung und Zellschicksal
in Verbindung gebracht (SEALS und COURTNEIDGE 2006).

Die Metalloproteinasen ADAMTS (a disintegrin and metalloprotease with thrombo-
spondin motifs) stehen in enger Beziehung zu der ADAM-Familie. Im Gegensatz zu
diesen handelt es sich jedoch hierbei nicht um Transmembranproteine, sondern um
sezernierte Molekule mit einem Thrombospondinmotiv, die an die extrazellulare

Matrix binden. ADAMTS stehen mit der Aktivierung von zahlreichen Molekulen an
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der Zelloberflache u.a. Wachstumsfaktoren und Adhasionsrezeptoren in Zusammen-
hang (PORTER et al. 2005).

Das Microarray-Screening in dieser Arbeit zeigte eine Regulation von ADAM3 und
ADAMTS1 nach Verflatterung von Natriumselenat. Hierbei konnte ein Anstieg von
ADAM3 um den Faktor 3,0 und ein Abfall von ADAMTS1 um den Faktor 2,5
beobachtet werden.

ADAMS3 wird zusammen mit ADAM1 und ADAM2 eine wichtige Rolle bei der Initiation
der Befruchtung zugesprochen (EVANS 2002). Der Knockout von ADAM2 flihrt zu
Sterilitat bei mannlichen Mausen, da die Bindung der Spermien an die Zona pellucida
sowie die Migration in den Eileiter gestort ist (CHO et al. 1998). Des Weiteren fuhrt
der Funktionsverlust von ADAM2 zu einem massiven Verlust von ADAM1 und
ADAM3. ADAM1 und ADAMZ2 werden in der Spermatogenese vermutlich fur den
Transport spezifischer Spemienproteine wie ADAM3 an die Zelloberflache bendtigt
(CHO et al. 1998, NISHIMURA et al. 2001). Die Spermien von ADAM3-Mangel-
Mausen weisen ebenfalls eine gestorte Bindungsfahigkeit an die Zona pellucida auf
(NISHIMURA et al. 2004).

ADAMTS1 wurde 1997 zunachst von KUNO et al. als Gen beschrieben, dessen Ex-
pression mit zahlreichen entzindlichen Prozessen sowie mit der Entwicklung einer
krebsinduzierten Kachexie in Zusammenhang steht. In Pankreaskrebs-Zelllinien ist
ADAMTS1 mit der lokalen Invasion und Lymphknotenmetastasierung assoziiert
(MASUI et al. 2001) und bei Osteoarthritis konnte ADAMTS1 als Aggrecanase in vivo
eine Funktion beim Knorpelabbau zugewiesen werden (NAGASE und KASHIWAGI
2003). Studien an ADAMTS1 Knockout-Mausen konnten zeigen, dass dieses Gen
wichtig fur normales Wachstum, Fruchtbarkeit, Organentwicklung und —funktion ist
(SHINDO et al. 2000, MITTAZ et al. 2004, SHOZU et al. 2005). Eine Herauf-
regulation von ADAM3 und eine Herabregulation von ADAMTS1 durch Zulage von
Natriumselenat konnte daher eine positive Wirkung auf die Fruchtbarkeit haben und
der Entwicklung von entzindlichen Prozessen, Krebs sowie Krebsfolgeerkrankungen

entgegenwirken.

UsP2
Die kovalente Bindung von Ubiquitin an Proteine ist eine posttranslationale Modi-
fikation, welche die Proteine fir den Abbau durch Proteosome markiert. Neben

spezifischen Aminosauresequenzen kann auch die Schadigung durch Oxidation,
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Mutation, fehlerhafte Proteinfaltung oder Lokalisation eine Aktivierung des Ubiquitin-
systems auslésen. Im Organismus existieren ubiquitinierende und deubiquitinierende
Enzyme (WILKENSON 2000). In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Abfall der
Usp2 (ubiquitin specific protease 2) durch die Gabe von Natriumselenat um den
Faktor 2,8 gegenliber der Kontroligruppe (Se 0) beobachtet werden. Natriumselenit
hingegen fuhrte nicht zu einer statistisch absicherbaren Veranderung der Gen-
expression. Es wird angenommen, dass Usp2 die Degradation zahlreicher Proteine
verhindert, die das Wachstum von Tumoren forcieren, indem es die betreffenden
Proteine deubiquitiniert. GRANER et al. (2004) untersuchten die Isopeptidase Usp2a
in einer menschlichen Zelllinie. Usp2a interagiert mit der FAS (fatty acid synthase),
welche in aggressiven menschlichen Tumoren haufig Uberexprimiert wird. Die In-
aktivierung von Usp2a fuhrt hier zu einer geringeren FAS-Proteinkonzentration und
einer erhdhten Apoptoserate. Der signifikante Abfall der Usp2 durch die Ver-

abreichung von Natriumselenat konnte daher der Krebpravention dienen.

Jag2

Jag2 ist ein Ligand des Notch-Signalweges. Bei diesem Signalweg handelt es sich
um einen uber die Evolution bewahrten Mechanismus, der im Tierreich der Kontrolle
des Zellschicksals durch Zell-Zell Interaktionen dient. Die Aktivitat von Notch ist ein
Baustein der Zellentwicklung, denn die Notch-Aktivitat beeinflusst Zelldifferenzierung,
Zellwachstum und Apoptose (ARTAVANIS-TSAKANOS et al. 1999). So wird Jag2 als
Ligand dieses Signalweges mit der Zellentwicklung u.a. des Gehirns und der
Spermatogenese in Verbindung gebracht (HAYASHI et al. 2001, IRVIN et al. 2004).
Des Weiteren konnte in malignen Plasmazellen und bei Eierstockkrebs ein Anstieg
der Expression von Jag2 beobachtet werden (HOUDE et al. 2004, EUER et al.
2005). In der eigenen Arbeit konnte durch die Gabe von Natriumselenat bei Jag2 ein
Anstieg der Expression um den Faktor 3,0 erreicht werden. Die Heraufregulation von
Jag2 durch Natriumselenat erscheint nach den Beobachtungen an Krebszellen aller-
dings nicht winschenswert. Eine Verabreichung von Natriumselenit beeinflusste

Jag2 hingegen nicht.
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Bcl-2 Antagonist

Das Bcl-2 Antagonist (Bak 1)-Gen kodiert ein Protein, das zu der Bcl-2-Familie ge-
hort. Die Bcel-2-Familie umfasst Proteine, die sowohl eine antiapoptotische (Bcl-2) als
auch eine proapoptotische (Bax, Bak) Wirkung haben.

Wasserstoffperoxid konnte in zahlreichen Studien mit der Induktion und Vermittlung
von Apoptose in Verbindung gebracht werden. Dies ist vermutlich auf den direkten
Zusammenhang zwischen Selen und der H,O, entgiftenden cGPx zuruckzufuhren.
FAUCHER et al. (2005) konnten in einer Zelllinie, die cGPx Uberexprimierte, die Ver-
anderung des Verhaltnisses des proapoptotischen Bax zu dem antiapoptotischen
Bcl-2 im Vergleich untersuchen und eine antiapoptotische Verschiebung feststellen.
In cGPx-Knockout-Mausen konnte bei der Induktion von oxidativem Stress durch
Paraquat-Gaben eine Herabregulation des antiapoptotischen Bcl-2 und eine
Heraufregulation proapoptotischer Gene wie Bax beobachtet werden (CHENG et al.
2003).

YOON et al. (2001) konnten zeigen, dass erhohte H,O»-Konzentrationen in einem
Zellkulturmedium den Anstieg proapoptotischer Signale induzierte. Eine physio-
logische Selenitkonzentration in dem Medium konnte das Zellwachstum steigern und
Bcl-2 heraufregulieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch lediglich Bak 1 und zwar nur durch Gabe
von Selenat heraufreguliert. Dies steht nicht in Einklang mit den beschriebenen
Beobachtungen der Apoptoseregulation bei genetisch-veranderten Mausen bzw. in
Zellkulturmedien. Diesem Phanomen sollte daher nochmals nachgegangen werden.
Weitere Versuchsreihen sollten die Wirkung anorganischer Selenverbindungen auf
alle bekannten Mitglieder der Bcl-Familie umfassen. Da beide Selenverbindungen
eine hohe Verflugbarkeit fur die Synthese von Selenoproteinen aufweisen, kdnnten
neben der Funktion der cGPx bei der Regulation der Apoptose mdglicherweise die
unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der hier verwendeten anorganischen

Selenverbindungen eine Rolle spielen.

Odf2

Die Familie der Odf (Quter dense fiber) Proteine, die aus Odf1, Odf2 (Cenexin2) und
Odf3 besteht, ist Teil einer grolReren Gruppe von Proteinen, die sich wahrend der
Spermatogenese am  Axonem des  Spermienschwanzstickes sammeln
(KIERZENBAUM 2002). Diesen ODFs konnte bis heute kein aktiver Beitrag zur
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Spermienmotilitdt zugeordnet werden. Vielmehr scheinen sie notwendig, um
Elastizitat und Bruchfestigkeit der Spermien zu gewahrleisten (BALTZ et al. 1990).
Es konnte aulRerdem eine Verbindung von ODF2 zu Zentrosomen und Mikrotubuli
aufgedeckt werden (NAKAGAWA et al. 2001, HOYER-FENDER et al. 2003,
DONKOR et al. 2004). Ein Anstieg der Genexpression von Odf2 um den Faktor 3,7
konnte in den mit Natriumselenat versorgten Versuchsgruppen beobachtet werden.
Die Wirkung von Natriumselenit hingegen war wiederum nicht statistisch absicherbar.
Die erhdhte Expression von Odf2 durch Natriumselenat konnte neben der direkten
Wirkung von TrxR (SU et al. 2005) und PHGPx (URSINI et al. 1999) auf die

Spermienqualitat eine indirekte Wirkung des Selens darstellen.

Ddx1

Das DEAD box Protein Ddx1 (DEAD box polypeptide 1) ist vermutlich eine RNA-
Helikase, die mit der RNA-Bearbeitung und dem RNA-Transport in Verbindung ge-
bracht wird (BLEOO et al. 2001, KANAI et al. 2004). Eine gesteigerte Genexpression
konnte in Zusammenhang mit Retinoblastomen und Neuroblastomen sowie HIV-
Replikation ermittelt werden (GODBOUT et al. 1998, KRISHNAN und ZEICHNER
2004). Auch hier bewirkte nur Selenat einen Anstieg der Genexpression. Der Faktor
lag bei 4,9. Die Auswahl von Natriumselenat oder Natriumselenit fur die Supple-
mentierung konnte daher durch deren Wirkung auf die Expression von Ddx1 die

Tumorbildung bzw. HIV-Replikation unterschiedlich beeinflussen.

Plk2

Die Plk (polo-like kinases) sind eine multifunktionale Enzymfamilie, die an der Re-
gulation des Zellzyklus und der stressinduzierten Zellantwort durch DNA-Schaden
beteiligt sind. Im Saugerorganismus konnten bis heute vier Mitglieder dieser Familie
(Plk1-4) identifiziert werden (VAN DE WEERDT UND MEDEMA 2006). Die
Microarrayuntersuchung in dieser Arbeit zeigte fur die PIk2 eine um den Faktor 6,7
erhdhte Genexpression in den mit Natriumselenat versorgten Versuchsgruppen im
Vergleich zu Se 0. Die PIk2 ist entscheidend fur die embryonale Entwicklung (MA et
al. 2003). Des Weiteren kommt Plk2 moglicherweise eine tumorsuppressive Wirkung
zu (SMITH et al. 2006). Die Verabreichung von Natriumselenit zeigt diese nach

heutigem Wissensstand wiinschenswerte Wirkung jedoch nicht.
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Chk2

Die CHK (Checkpoint kinases) sind Bestandteil des ,DNA damage response
pathways®. Chk2 konnte hierbei als Regulator von p53, einem apoptose-
regulierenden Transkriptionsfaktor, ermittelt werden. Als Zwischenstufe dieses Re-
aktionsweges wird eine herabgesetzte Expression von Chk2 mit der Entwicklung von
Brustkrebs und Prostatakrebs bei Mannern assoziiert (ZHOU und ELLEDGE 2000,
WEISS et al. 2005, DONG 2006). Auch Chk2 wurde hier lediglich durch die Gabe
von Selenat und nicht durch Selenit um den Faktor 2,9 heraufreguliert. Die Ver-
abreichung von supranutritiven Selengaben konnten CLARK et al. (1998) mit einem
verringerten Prostatakrebsrisiko in Verbindung bringen. Die Regulation von Chk2

konnte hierbei eine wichtige Rolle spielen.

HSP20

HSP20 (heat shock protein 20, alphab crystallin-related protein) gehoért zu der
Familie der “small heat shock proteins”. Bis heute konnte die Interaktion von HSP20
mit verschiedenen biologischen Prozessen in Verbindung gebracht werden. Hierzu
gehoren die Kontraktionsfahigkeit der Herzmuskulatur, Regulation der Aktivitat
vasomuskularer Entspannung, Glucose-Transport, Inhibition der Aggregation der
Blutplattchen sowie der Schutz vor Apoptose und Verletzungen durch Ischamie und
Reperfusion (FAN et al. 2005). Auch dieses ,heat shock protein“ wurde nur durch die
Gabe von Natriumselenat, nicht aber durch die Gabe von Natriumselenit im Vergleich
zu Se0 um den Faktor 5,0 heraufreguliert. Die Supplementierung von Natriumselenat
durfte so Uber die Expression von HSP 20 oben genannte Prozesse im Organismus

beeinflussen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die unterschiedlichen chemischen
Eigenschaften der anorganischen Selenverbindungen Natriumselenit und Natrium-
selenat die Wirkung auf die Genexpression erheblich beeinflussen. Bereits bei
Betrachtung dieser kleinen Auswahl zweier Funktionsgruppen zeigte Selenat bei der
differenziellen Genexpression von Zellzyklus-, Apoptose- und Proteinabbauproteinen
eine deutlich starkere Wirkung als Selenit. Diese kann jedoch in Abhangigkeit vom
exprimierten Gen sowohl positive als auch negative Auswirkungen haben, wenn-

gleich die positiven Effekte zu Uberwiegen scheinen.
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Werden alle Funktionsgruppen, die bei der Auswertung unter den genannten
mathematischen Voraussetzungen signifikante Unterschiede zeigten gegenuber-
gestellt, so wurden durch Natriumselenat insgesamt 109 Gene beeinflusst, wahrend

dies bei Natriumselenit lediglich 6 Gene waren.
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6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass Natrium-
selenat der Selenverbindung Natriumselenit bei der Beeinflussung der Gen-
expression deutlich Uberlegen ist. Dies ist vermutlich auf chemische Unterschiede
und damit einhergehend unterschiedliche Absorptionsmechanismen und
Stoffwechselvorgange zuruckzufuhren. Eine detaillierte Untersuchung des Stoff-
wechsels dieser Selenverbindungen nach der Absorption mittels radioaktiv
markierten Selens kdnnte helfen, den Metabolismus dieser zwei Selenverbindungen
und die daraus resultierenden Unterschiede zu klaren.

Aulerdem konnte der Microarray zeigen, dass Natriumselenat die Expression von
zahlreichen Genen des Zellzyklus, die mit Krebserkrankungen in Verbindung stehen,
beeinflusst. Dies ist bereits bei dem nutritiven Bedarf adaquaten Dosierungen zu
beobachten. Supranutritive Dosierungen fuhrten dabei zu keinen weitergehenden
Effekten. Dies ist ein weiterer Hinweis auf die schon friher bei einzelnen
Selenverbindungen  beobachtete  anticarcinogene  Wirkung. In  weiteren
Versuchsreihen sollte diesem Phanomen nachgegangen werden, um sowohl die
anti- als auch die moglicherweise procarcinogene Wirkung von Selen genauer
aufzuklaren. Zusatzlich konnte eine Clusteranalyse der Microarraydaten helfen,
spezifische Muster in der Genexpression aufzudecken.

Bezlglich der Expression und Aktivitdt von Selenoenzymen zeigte sich zwischen
Natriumselenit und Natriumselenat bis zu einer Zulage von 2,0 mg Se/kg Diat keine
unterschiedliche Wirksamkeit. Die Untersuchung verschiedener Selenoenzyme be-
statigte deren in der Literatur beschriebene Hierarchie im Selenmangel.

Die Untersuchung zeigte weiter, dass anorganische Selenverbindungen in komplexer
Art und Weise in das antioxidative Schutzsystems der Zelle eingreifen. Dies zeigt
sich besonders an der aGST-Aktivitat und der TBA-RS-Konzentration. Neben einem
Anstieg dieser Parameter im Selenmangel bewirkten supranutritive Selendiaten
einen erneuten Anstieg der aGST-Aktivitat bei fortlaufender Abnahme der TBA-RS-
Konzentration bis zu einer Selenzulage von 2,0 mg Se/kg Diat. Dies deutet darauf
hin, dass bei supranutritiver Dosierung selenoenzymunabhangige Zellschutz-
mechanismen induziert werden. Auf diese Weise wird oberhalb maximaler
Selenoenzymaktivitaten eine indirekte Zellschutzwirkung auch durch anorganische
Selenverbindungen erzeugt. Eine Untersuchung des Einflusses verschiedener
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Selenzulagen auf aGSTs und weiterer Phase |I-Enzyme sowie eine Erfassung der

Lipidperoxidation durch sensiblere Parameter sollte daher in Betracht gezogen
werden.
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7 Zusammenfassung

Die anorganischen Verbindungen Natriumselenat und Natriumselenit sind als Zu-
satzstoffe in der Tiererndhrung zugelassen. In den Uberarbeiteten synthetischen
Diaten des American Institute of Nutrition (AIN), die in den Futterungsempfehlungen
des National Research Council (NRC) fur Labortiere niedergelegt sind, wurde
Natriumselenit bereits 1993 durch Natriumselenat ersetzt. In aktuellen Studien kann
daher zunehmend die Verwendung von Natriumselenat beobachtet werden. Grund-
legende Untersuchungen zur Vergleichbarkeit von Versuchsreihen auf Basis von
Natriumselenit mit Versuchen auf Basis von Natriumselenat liegen bisher kaum vor.
Darlber hinaus sind die Schritte der Metabolisierung beider Selenverbindungen nach
Aufnahme in die Enterozyten bislang nicht genau geklart. Bisherige Untersuchungen
lassen jedoch fur die Metabolisierung Unterschiede vermuten. Eine unterschiedliche
Metabolisierung beider Selenverbindungen kénnte im Folgenden auch Auswirkungen
auf die differenzielle Genexpression haben und sollte in dieser Arbeit ebenfalls

untersucht werden.
In der vorliegenden Arbeit sollte daher

1. Die Wirkung der anorganischen Selenverbindungen Natriumselenit und
Natriumselenat in adaquater Dosierung sowie in zwei supranutritiven
Dosierungen im Vergleich zu einer Selenmangelgruppe untersucht werden.
Hierbei sollte die Wirkung von Natriumselenit der von Natriumselenat direkt
gegenubergestellt werden.

2. Mit Hilfe eines Microarray-Screenings sollten die Auswirkung dieser an-
organischen Selenverbindungen auf die differenzielle Genexpression all-
gemein erfasst und spezifische Parameter der Selenversorgung auf Ebene
der Genexpression und der Proteine eingehend untersucht werden.

3. Diese KenngrolRen sollten durch die Bestimmung von Zellschadigungs-

parametern erganzt werden.

Dazu wurden in zwei Versuchen insgesamt 112 wachsende mannliche Albinoratten
(Stamm HK51) Uber einen Zeitraum von acht Wochen mit Versuchsdiaten auf Basis

von Torulahefe gefuttert, um einen alimentaren Selenmangel zu erzeugen und
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diesen mit einer adaquaten (0,2 mg Se/kg Diat) bzw. supranutritiven
Selenversorgung (1,0 und 2,0 mg Se/kg Diat) zu vergleichen. Die Diaten wurden

entweder mit Natriumselenit oder mit Natriumselenat supplementiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung lassen sich wie folgt zusammen-

fassen:

e In Ubereinstimmung mit anderen Studien zeigten beide Selenverbindungen
eine hohe Bioverfugbarkeit. Ein Selenmangel fuhrte bei der cytosolischen
Glutathionperoxidase (cGPx), der plasmatischen Glutathionperoxidase
(pGPx), der Phospholipidhydroperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPx), der
cytosolischen Thioredoxinreduktase (TrxR1) und der mitochondrialen
Thioredoxinreduktase (TrxR2) zu einer signifikanten Abnahme der Enzym-
aktivitdat. Durch Zulage von 0,2 mg Se/kg Diat als Natriumselenit oder
Natriumselenat konnte die Abnahme der Aktivitat der Selenoenzyme
vollstandig verhindert werden.

e Das Verhalten der untersuchten Selenoenzyme in Bezug auf Genexpression
und Aktivitat im Bereich zwischen Selenmangel und empfohlener Supple-
mentierung steht in Einklang mit der in der Literatur beschriebenen Hierarchie
der Selenoenzyme: PHGPx > TrxR > cGPx = pGPx. Eine Selenversorgung,
die die empfohlene Zulage von 0,2 mg Se/kg Diat Uberschritt, fuhrte bei der
Enzymaktivitat sowie bei den mRNA-Gehalten zu keinen weiteren Ver-
besserungen.

e o-Glutathion-S-Transferasen (aGST) reagieren im Rahmen der Gen-
expression und Enzymaktivitdt auf Selenmangel und eine supranutritive
Selensupplementierung. Im Selenmangel konnte der Anstieg der GST-
Aktivitat eine kompensatorische Reaktion des Organismus auf einen Abfall der
GPx-Aktivitat darstellen, wahrend der Anstieg von Se-Metaboliten bei einer
supranutritiven Selenversorgung die Induktion der Expression und der Aktivitat
von aGSTs nach sich zieht.

¢ Im Selenmangel konnte erwartungsgemaf ein Anstieg von thiobarbitursaure-
reaktiven Substanzen (TBA-RS) als Parameter der Lipidperoxidation
beobachtet werden. Die bei supranutritiver Selenzulage beobachtete

fortgesetzte Abnahme der TBA-RS ist hingegen Uberraschend und deutet auf
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Mechanismen hin, die Uber die maximale Expression und Aktivitat von
Selenoenzymen des Zellschutzes hinaus durch einen Anstieg von Se-
Metaboliten aktiviert werden. Ein ahnliches Verhalten konnte bereits bei
Isoenzymen der aGST-Familie beobachtet werden.

e Das Microarray-Screening ergab zwar keinen Einfluss der Hohe der Selen-
zulage auf die differenzielle Genexpression, konnte jedoch eindeutig einen
Unterschied zwischen den beiden Selenverbindungen Natriumselenit und
Natriumselenat belegen. Unter den gewahlten Voraussetzungen einer min-
destens 2,5-fachen Veranderung der Expression wurden durch Natrium-
selenat insgesamt 109 Gene beeinflusst, wahrend bei Natriumselenit lediglich
6 Gene beeinflusst wurden. Insgesamt konnte bei der differenziellen Gen-
expression ein erheblich groRerer Effekt fur Natriumselenat als fur Natrium-

selenit nachgewiesen werden.

Die Untersuchung verschiedener Selenoenzyme (pGPx, cGPx, PHGPx, TrxR1,
TrxR2) bestatigte die hohe Bioverfugbarkeit beider Selenverbindungen fur die
Synthese von Selenoproteinen. Einflisse der Selenzulage auf das antioxidative
Schutzsystem wurden bei den aGSTs und der TBA-RS-Konzentration festgestelit.
Eine detaillierte Untersuchung der aGSTs und weiterer Phase II-Enzyme konnte
in kinftigen Untersuchungen neben sensiblen Parametern fir die Lipid-
peroxidation die Wirkung verschiedener Selenzulagen auf das antioxidative
Schutzsystem weiter verdeutlichen. Zusatzlich konnte eine Clusteranalyse der
Microarraydaten die Auswirkungen von Natriumselenat auf die Genexpression
weiter aufklaren und die Vor- bzw. Nachteile einer Supplementation mit

Natriumselenat oder Natriumselenit hervorheben.
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8 Summary

Influence of nutritive and supranutritive dosages of sodium selenite and
sodium selenate on the activity and gene expression of selenoenzymes and the

antioxidative status of rats

The inorganic chemical compounds sodium selenite and sodium selenate are
approved food additives. In 1993 the American Institute of Nutrition (AIN) adapted its
purified diets for rats and in the course of this revision replaced sodium selenite by
sodium selenate. These diets are also recorded in the booklet “Nutrient Require-
ments of Laboratory Animals” by the National Research Council (NRC). Therefore
the application of sodium selenate can be observed in an increasing number of
recent animal experiments. But very few primary studies have been conducted to
examine the comparability of sodium selenite and sodium selenate. Furthermore the
exact metabolism of these selenium compounds after absorption into the enterocytes
of the gastrointestinal tract is unclear. However, considering the results of previous
studies it is most likely that differences in metabolism exist. These differences might
have bearing on differential gene expression and will also be considered in this

study.

The following study was conducted to investigate:

1. The effect of the inorganic selenium compounds sodium selenite and sodium
selenate supplemented at a recommended level and at two different supra-
nutritive levels in comparison to a selenium deficient group. In order to ob-
serve individual effects of the selenium compounds sodium selenite and
sodium selenate are placed in direct contrast.

2. The overall bearing of sodium selenite and sodium selenate on differential
gene expression analyzed via microarray screening. A close examination of
specific parameters of selenium supplementation conducted on the level of
gene expression and proteins.

3. These indicators are completed by analyzing parameters of cell damage.

In two animal experiments 112 growing male albino rats (HK 51) were fed a torula

yeast-based diet for eight weeks. One experimental group was randomly assigned to
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the selenium-deficient diet while two groups each were assigned to the adequately
(0.2 mg Sel/kg diet) or supranutritively (1.0 and 2.0 mg Se/kg diet) supplemented
diets. Groups located on the same supplementary level received selenium either as

sodium selenate or sodium selenite.

The following results were obtained:

¢ In accordance with other trials both selenium compounds had a high biological
availability. Selenium deficiency induced a significant decline of the enzyme
activity of cytosolic glutathione peroxidase (cGPx), plasmatic glutathione per-
oxidase (pGPx), phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPX),
cytosolic thioredoxin reductase (TrxR1), and mitochondrial thioredoxin
reductase (Trxr2). The supplementation of 0.2 mg Se/kg diet was able to
correct the decline of enzyme activity for all selenoenzymes named above.

e The comparison of the selenium-deficient groups and the adequately Se-
supplemented groups (0.2 mg Sel/kg diet) showed that the examined
selenoenzymes react in a hierarchic manner: PHGPx > TrxR > cGPx = pGPx
on the level of gene expression and enzyme activity. This order is in agree-
ment with the hierarchy described in literature.

e o-Glutathione-S-transferases (aGSTs) react upon selenium deficiency and
supranutritive selenium supplementation. An increase of enzyme activity
during selenium deficiency could be a compensatory reaction of the organism
towards a massive decrease of GPx-activity, while supranutritive selenium
supplementation results in an increase of selenium metabolites and induces
the expression and activity of aGSTs thereby.

e As expected selenium deficiency led to an increase of lipid peroxidation as
detected by the concentration of thiobarbituric acid reactive substances (TBA-
RS). Surprisingly TBA-RS showed an ongoing decline in the supranutritive Se-
supplementation groups. This indicates that mechanisms beyond maximal
gene expression and enzyme activity of selenoenzymes exist that are
activated by an increase of selenium metabolites. For isoenzymes of the
aGST-family this type of reaction has already been observed.

e The microarray screening did not reveal an influence on differential gene

expression by the selenium supplementation level, but it clearly proved a
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difference between the selenium compounds sodium selenite and sodium
selenate. Providing a minimum variation of 2.5 in gene expression sodium
selenate affected a total of 109 genes while sodium selenite merely influenced
6 genes. All in all determination of differential gene expression demonstrated

that sodium selenate had a considerably greater effect than sodium selenite.

Analysis of different selenoenzymes (pGPx, cGPx, PHGPx, TrxR1, TrxR2) con-
firmed the high biological availability of both selenium compounds for the
synthesis of selenoproteins. An influence of selenium supplementation levels on
the antioxidative defence system was assessed by aGSTs and TBA-RS concen-
tration. A detailed investigation of aGSTs and other phase Il-enzymes in addition
to sensitive parameters of lipid peroxidation could clarify the effect of a varying
selenium supplementation on the antioxidative defence system in future studies.
In addition cluster analysis of the microarray data might help clarify the influence
of sodium selenate on differential gene expression and demonstrate the pros and

cons of a dietary supplementation with sodium selenite or sodium selenate.
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Anhang 139
10 Anhang
Tabelle Ala: Wdchentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme, Futter-
verwertung in Versuch 1
Versuch 1 Wochentliche Futteraufnahme (g) F(Q)G (gl\é)
Gruppe/Tier di7 ds-14 d15.21 d22-28 d29.35 d36.42 d43.49 dso-56 d1-56
01 107,3 141,7 163,2 167,7 171,3 212,3 124,3 161,7 1249 | 4,77
02 95,6 129,2 134,7 133,6 148,7 159,8 85,56 124,9 | 1012 | 547
03 103,6 127,3 123,4 137,6 147,7 168,4 89,21 138,8 | 1036 | 4,88
04 101,0 138,1 144.4 1434 152,5 204,8 109,5 151,4 1145 | 5,00
0 05 105,9 132,5 145,8 144,8 149,6 202,0 107,5 148,8 | 1137 | 562
06 104,3 139,1 156,2 163,0 168,8 205,8 110,0 136,4 1183 | 5,30
07 116,2 139,2 146,1 151,9 166,2 218,2 130,6 153,8 | 1222 | 4,33
08 119,2 142,2 167,9 156,1 146,7 189,6 103,5 152,1 1177 | 544
09 125,3 159,6 177,8 176,0 177,3 2231 111,7 167,5 | 1318 | 543
M 108,7 138,8 151,0 152,7 157,8 198,2 108,0 1484 | 1165 | .o
SD 9,54 9,47 16,96 14,25 11,99 21,73 14,45 1315 | 97,25 '
11 119,3 150,4 171,7 185,4 175,3 203,3 105,9 128,3 1239 | 5,21
12 96,71 105,5 121,0 129,6 135,0 191,8 100,3 1194 | 999,3 | 4,77
13 120,7 143,5 166,5 174,0 178,9 217,8 117,2 120,1 1239 | 545
14 115,1 146,6 158,4 166,0 164,3 199,4 115,9 149,4 1215 | 5,12
[ 15 90,02 135,0 144,9 152,9 160,6 210,4 107,3 132,0 1133 | 4,79
16 136,02  130,8 133,3 189,3 180,9 220,7 121,3 142,0 1254 | 5,52
17 114,48  133,9 158,5 172,1 161,1 208,4 115,1 129,4 1193 | 4,78
18 11819  149,9 161,8 163,2 170,8 186,8 98,6 1195 | 1169 | 5,27
19 10541  137,2 162,9 169,2 170,8 217,9 121,2 151,5 | 1236 | 4,54
M 112,9 140,9 153,2 151,2 165,2 206,3 132,4 1315 | 1186 | 04
SD 13,76 7,66 16,77 17,78 13,86 11,94 8,63 12,52 | 80,38 '
21 86,95 125,1 154,6 154,3 132,8 181,1 111,0 130,6 1076 | 5,03
22 95,75 118,0 147,6 150,6 143,0 208,0 108,1 130,8 1102 | 4,91
23 108,07 1358 149,0 160,5 161,2 198,7 110,3 131,3 1155 | 5,46
24 97,64 129,7 132,7 141,8 149,2 175,6 112,8 122,1 1062 | 5,31
I 25 124,43  153,7 171,6 177,5 179,0 232,0 107,6 136,0 1282 | 5,66
26 92,24 109,2 1411 133,7 141,9 178,5 94,53 118,8 1010 | 5,89
27 99,60 135,3 151,1 143,0 152,1 183,7 97,86 120,0 1083 | 5,15
28 97,20 128,8 137,3 139,9 142,2 196,5 95,69 132,8 1070 | 5,52
29 95,31 118,8 136,9 146,1 165,5 205,4 117,3 135,1 1121 | 4,36
M 99,69 125,1 146,9 150,9 151,3 195,5 128,6 1271 1107 | 508
SD 10,87 9,20 11,84 13,15 14,36 18,13 8,12 6,56 76,99 | >
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Tabelle Alb: Wochentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme, Futter-
verwertung in Versuch 1
Versuch 1 Wéchentliche Futteraufnahme (g) ':('3‘;3 (g/\é)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.s56
31 87,73 97,47 131,0 136,1 153,0 197,2 97,97 119,1 1020 5,31
32 99,65 132,6 149,9 152,9 160,8 198,2 104,1 121,7 1120 5,44
33 101,4 129,4 153,6 155,3 153,9 202,0 115,4 139,1 1150 4,64
34 88,32 107,5 110,2 124,7 133,3 169,8 93,25 119,2 945,9 5,09
Il 35 89,39 117,9 135,6 132,2 151,0 191,4 99,13 128,5 1045 4,71
36 96,07 122,9 130,5 145,3 158,2 199,6 114,2 1341 1101 4,50
37 102,6 125,4 145,5 141,4 150,7 159,7 75,01 113,3 1014 5,42
38 95,30 131,3 152,2 159,8 162,8 213,4 114,2 135,4 1164 4,53
39 88,32 119,8 149,2 1484 165,0 207,5 122,3 143,0 | 1144 | 469
M 94,34 120,5 139,8 153,2 151,6 193,2 104,0 125,0 1078 489
SD 6,07 11,62 14,26 11,56 9,42 17,47 14,53 10,32 75,27 '
41 98,43 122,2 140,4 146,8 158,3 189,3 102,7 122,0 1081 4,71
42 103,0 113,5 138,2 148,9 155,4 204,6 111,0 135,0 1110 4,77
43 102,4 124,8 141,9 132,5 149,3 194,9 102,6 120,9 1069 4,77
44 97,58 116,3 134,3 147,2 158,2 174,5 112,0 153,5 1094 5,01
\Y 45 105,0 132,85 151,6 135,5 149,7 176,2 11,7 1443 1108 5,42
46 100,8 122,5 142,5 148,4 153,9 190,4 108,2 108,8 1075 4,81
47 105,9 119,3 140,5 139,2 141,4 183,3 110,3 133,7 1074 5,22
48 96,61 122,58 143,3 1491 165,7 198,5 113,5 132,3 1122 4,97
49 94,59 117,3 146,6 147,2 143,3 181,3 90,12 113,7 1034 5,46
M 100,4 121,3 142,2 157,6 152,3 188,1 106,9 131,2 1085 5.00
SD 3,93 5,64 4,90 6,23 7,72 10,18 7,42 14,39 26,50 ’
51 109,7 127,0 148,4 160,7 167,5 196,4 103,0 156,3 1170 5,06
52 98,27 126,3 152,9 163,8 178,7 214,6 130,2 1481 1213 4,73
53 103,46 131,0 147.8 159,9 161,0 210,5 78,07 150,0 1142 4,75
Vv 54 113,0 117,3 140,5 150,3 151,7 202,6 97,52 160,7 1134 4,85
55 90,42 91,33 112,2 123,3 125,2 1747 149,2 1231 989,4 543
56 109,94 120,0 164,7 173,3 158,9 192,2 125,7 156,2 1201 5,34
57 123,29 146,9 178,9 177,0 184,7 238,4 121,6 149,0 1320 5,40
58 103,22 117,4 143,5 159,0 154,7 198,8 115,7 145,1 1137 5,30
59 100,8 122,6 138,8 163,0 165,8 199,6 112,5 138,6 1142 4,92
M 105,8 122,2 147,5 157,9 161,1 203,1 114,8 149,0 1161 507
SD 9,49 14,71 18,37 15,48 17,13 17,45 20,54 11,27 87,34 '
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Tabelle Alc: Wochentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme, Futter-
verwertung in Versuch 1
Versuch 1 Wéchentliche Futteraufnahme (g) F(S‘)G (g/\é)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15.21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.56
61 108,7 120,9 138,9 150,6 144,2 1717 110,0 151,6 1097 4,68
62 123,9 144,0 175,4 179,2 174,8 213,1 111,0 156,9 1278 5,04
63 116,7 120,5 155,3 1477 145,5 180,2 103,4 135,9 1105 5,36
64 108,1 128,0 168,5 183,0 186,5 237,0 137,3 105,4 1254 4,38
VI 65 96,7 108,3 138,6 141,6 139,6 209,9 96,18 139,9 1071 5,32
66 87,15 96,18 107,6 131,8 143,5 200,1 1171 140,0 1024 4,71
67 105,7 132,7 150,7 168,9 164,9 212,2 123,3 1441 1202 4,79
68 109,4 123,1 149,9 142,3 154,1 190,3 99,94 114,7 1084 5,30
69 105,7 131,5 163,1 170,9 184,1 200,2 103,6 151,3 1210 4,83
M 107,0 122,8 149,8 170,9 157,0 201,6 111,3 139,1 1148 4.91
SD 10,47 14,03 20,11 18,45 18,39 19,55 12,94 17,24 90,17 '
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Tabelle A2a: Wadchentliche Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahmen, tagliche Zunahmen in Versuch 1
Versuch 1 Lebendmasseentwicklung (g) uzge (;—/ﬁ)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.s56
01 98,30 141,8 186,2 226,3 254.8 286,1 296,8 319,2 261,7 4,67
02 92,90 136,4 168,5 194,6 220,2 231,5 236,2 245,8 184,9 3,30
03 101,4 140,3 174,4 205,3 229,6 248,5 259,2 273,8 212,4 3,79
04 97,90 1446 183,1 216,1 242.8 270,9 275,8 292,3 228,9 4,09
0 05 101,4 144,6 182,9 207,7 230,3 2542 258,3 266,1 202,3 3,61
06 105,4 148,8 192,5 226,4 2551 279,8 275,8 289,9 223,1 3,98
07 109,7 151,9 189,4 227,2 259,1 303,6 321,9 349,0 282,0 5,04
08 11,7 152,3 199,7 221,3 240,6 261,1 267,5 2849 216,4 3,86
09 95,60 138,7 181,7 216,5 2413 271,2 279,8 299,3 242.8 4,34
M 101,6 144 .4 184,3 215,7 2415 267,4 2746 2911 228 8 4.08
SD 5,95 5,36 8,77 10,59 12,45 20,28 23,06 30,06 ’ ’
11 93,00 133,9 179,7 218,8 2446 273,5 280,3 295,6 237,8 4,25
12 87,80 111,0 137,7 166,6 1914 233,6 248,0 2701 209,7 3,74
13 99,10 137,4 179,0 217,2 2421 2744 283,1 288,9 2271 4,06
14 106,1 149,4 192,7 223,6 249,9 276,6 284.4 300,8 237,5 4,24
| 15 100,5 1521 183,4 226,3 256,6 284,7 288,9 300,5 236,6 4,23
16 102,6 114,2 149,1 197,6 232,2 261,9 2774 293,9 2271 4,06
17 106,7 151,0 194,0 2357 260,5 296,1 307,2 317,0 249,8 4,46
18 111,4 153,8 191,1 2277 255,8 279,2 280,6 290,1 221,7 3,96
19 94,20 137,0 183,4 2229 2571 291,4 308,2 328,5 272,5 4,87
M 100,2 1449 176,7 221,2 249,9 2746 2842 298,4 2355 4.21
SD 7,08 7,82 18,71 10,40 8,99 17,37 16,71 16,77 ’ ’
21 80,50 1247 169,6 197,4 209,0 237,5 251,3 271,9 2139 | 3,82
22 92,40 125,4 170,7 207,5 2281 263,5 272,2 284.,4 2242 | 4,00
23 93,20 1331 168,1 205,7 231,9 251,5 263,6 273,5 2116 | 3,78
24 94,70 134,0 166,7 199,9 225,8 2457 256,8 263,3 200,0 | 3,57
Il 25 100,7 142,6 183,4 220,8 243,6 271,2 281,3 290,6 226,6 | 4,05
26 93,30 122,9 159,9 181,4 198,6 222,6 2273 237,8 1716 | 3,06
27 100,4 144,2 185,9 2147 2401 262,8 267,3 277,5 210,2 | 3,75
28 99,10 140,1 173,2 199,0 216,9 2442 2524 262,1 193,9 | 3,46
29 90,60 133,8 173,7 214,7 253,2 289,1 302,5 312,6 256,8 | 4,59
M 93,88 133,4 172,4 207,5 227.,5 2542 263,9 2749 2121 | 379
SD 5,87 7,43 7,63 8,03 16,30 18,63 19,87 20,77 ’ '




Anhang 143
Tabelle A2b: Wdchentliche Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahmen, tagliche Zunahmen in Versuch 1
Versuch 1 Lebendmasseentwicklung (g) L'E/SG (;—/ﬁ)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15.21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.56
31 84,90 109,7 146,8 180,2 205,7 235,0 239,9 250,2 191,9 3,43
32 78,20 113,9 151,8 181,4 206,2 234,7 248,5 266,1 206,0 3,68
33 101,6 146,6 192,2 226,4 251,8 281,2 289,4 309,6 2477 4,42
34 92,50 118,8 148,4 178,6 205,2 235,4 2417 2491 186,0 3,32
Il 35 97,70 134,9 1711 205,0 232,4 257,9 271,0 286,0 221,8 3,96
36 96,10 133,8 170,5 211,9 2440 283,5 2953 311,0 244.8 4,37
37 98,40 140,9 175,1 200,8 2254 228,9 230,0 2543 187,0 3,34
38 99,30 141,8 189,9 229,7 260,4 293,3 306,4 3249 256,0 | 4,59
39 87,30 126,0 169,9 204,0 236,0 262,1 278,0 299,6 243,8 4,35
M 92,89 129,6 168,4 202,0 229,7 256,9 266,7 283,4 2207 | 394
SD 7,39 12,40 15,74 18,02 19,62 23,26 26,00 29,29 ’ ’
41 94,00 134,6 177.,5 210,2 2417 267,7 275,9 287,9 229,2 4,09
42 81,60 109,2 143,2 179,0 208,7 243,9 265,9 292,7 232,6 4,15
43 100,7 139,7 178,4 207,3 233,4 263,7 270,0 286,2 2242 4,00
44 97,00 134,2 170,8 210,9 238,2 256,1 268,8 2811 218,1 3,89
\Y 45 104,6 146,9 183,5 206,1 229,0 252,0 261,3 268,6 2041 3,65
46 98,70 136,1 1771 208,3 234,5 260,5 269,6 289,4 223,5 3,99
47 104,1 141,4 180,0 207,3 223,7 247.,8 260,1 273,2 205,7 3,67
48 94,60 131,9 172,5 197,6 2411 268,5 280,1 293,8 2259 | 4,03
49 86,00 124,5 163,1 194,6 218,9 242.8 2410 2451 189,4 3,38
M 95,70 133,2 171,8 202,4 2291 255,9 265,9 279,8 217.0 387
SD 7,32 10,34 11,56 9,78 10,42 9,29 10,62 15,56 ’ ’
51 99,70 138,9 180,4 2227 249,5 270,0 275,8 289,9 2312 | 4,13
52 90,20 129,4 172,3 215,3 250,7 281,1 2991 316,6 256,6 | 4,58
53 97,20 1391 175,4 218,1 2425 273,9 286,4 302,6 240,6 | 4,30
54 102,9 134,4 163,2 199,4 230,9 268,1 282,2 296,5 2335 | 417
\Y, 55 90,70 108,8 140,5 167,2 183,7 215,0 232,9 246,7 182,2 | 3,25
56 106,1 138,8 192,7 226,1 2456 260,9 273,8 290,7 225,0 | 4,02
57 105,1 141,8 188,9 2240 253,0 285,7 299,4 311,7 2442 | 4,36
58 100,6 134,9 175,3 211,6 2341 2641 277,2 282,4 2146 | 3,83
59 94,50 132,1 165,9 204,4 234,3 260,3 272,0 287,8 2322 | 4,15
M 98,56 133,1 172,7 215,2 2426 264,3 277,6 291,7 2990 409
SD 5,62 9,36 14,57 8,95 7,97 19,26 18,51 20,29 ’ '
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Tabelle A2c: Wadchentliche Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahmen, tagliche Zunahmen in Versuch 1
Versuch 1 Lebendmasseentwicklung (g) uzge (;—/ﬁ)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.s56
61 100,8 136,4 175,6 212,2 235,8 256,9 270,0 292,8 2341 4,18
62 100,7 141,5 188.,9 223,2 247,3 275,8 288,5 313,4 253,5 4,53
63 96,40 127,6 158,1 185,7 204,7 230,4 248,7 268,1 206,0 3,68
64 100,4 134,2 187,9 236,6 270,5 304,4 - 349,0 286,5 5,12
Vi 65 98,80 1271 167,0 201,4 2242 255,9 256,2 265,9 2011 3,59
66 85,90 1121 135,2 167,8 196,8 234,0 255,9 282,9 2174 3,88
67 108,1 149,7 190,7 228,1 255,6 284.5 298.,4 318,7 2511 4,48
68 86,30 115,6 150,2 168,1 186,3 212,4 2247 272,2 204,4 3,65
69 100,5 140,9 190,9 228,1 262,8 283,6 288,8 305,9 250,4 | 4,47
M 97,54 131,7 171,6 210,4 231,6 259,8 266,4 296,5 233.8 418
SD 6,78 11,62 19,16 22,32 28,61 28,33 23,17 27,74 ’ '




Anhang 145
Tabelle A3a: Wochentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme, Futter-
verwertung in Versuch 2
Versuch 2 Wéchentliche Futteraufnahme (g) F(S‘)G (g/\é)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15.21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.56
011 69,21 122,79 1371 140,1 1477 155,9 149,0 126,1 1048 3,70
012 82,62 106,17 114,4 128,9 133,0 140,0 142,8 118,2 966,1 3,67
013 75,61 79,22 110,7 119,4 128,8 135,0 144,2 123,8 916,6 3,61
014 79,06 27,94 114,6 128,3 127,2 126,3 133,4 108,6 8454 3,56
0 015 82,28 109,67 115,5 123,4 136,3 141,3 137,2 131,4 977,0 4,12
016 89,67 119,27 120,4 128,6 137,8 1417 134,2 136,5 1008 4,42
017 99,18 101,76 132,8 143,3 140,0 141,4 139,3 142,9 1041 4,09
M 82,25 95,26 120,8 130,3 135,8 140,2 140,0 126,8 971,7 388
SD 9,71 32,90 10,16 8,57 7,00 8,87 5,67 11,46 71,81 ’
111 92,17 116,77 127,0 135,0 145,8 143,7 140,3 125,3 1026 3,60
112 88,56 111,3 132,5 151,3 145,7 144.3 146,1 125,3 1036 3,92
113 92,94 123,4 116,3 139,4 146,6 148,4 150,8 130,1 1048 3,53
114 92,37 120,6 135,2 141,3 135,9 158,5 144.8 127,8 1056 3,74
| 115 94,61 116,3 130,7 138,0 1471 148,9 148,2 162,8 1086 3,78
116 95,11 126,8 134,8 135,6 152,5 152,8 150,0 156,3 1104 3,60
117 100,2 112,4 151,4 159,1 165,9 170,0 170,6 175,5 1206 3,77
M 93,71 118,2 131,3 142,8 148,8 152,5 150,1 143,3 1080 3.71
SD 3,57 5,69 11,09 9,03 9,12 9,50 9,71 21,0 61,75 ’
211 76,27 1091 126,1 136,0 132,5 143,1 143,7 126,3 993,0 | 3,70
212 85,71 121,8 132,2 146,7 156,7 149,0 150,2 132,0 1074 | 3,75
213 84,87 119,3 135,3 142,3 150,9 147,9 163,4 129,0 1073 | 3,77
214 80,65 128,6 142,3 145,1 153,7 1541 157,0 137,5 1099 | 3,63
Il 215 77,66 1227 145,3 148,3 167,0 162,7 178,8 162,3 1165 | 3,68
216 87,95 126,7 137.,8 146,9 1471 145,1 149,2 160,4 1101 3,76
217 94,87 136,2 133,3 171,4 180,8 172,2 177,8 172,5 1239 | 3,83
M 84,00 123,5 136,0 148,1 155,5 153,4 160,0 145,7 1106 373
SD 6,44 8,44 6,45 11,05 15,26 10,52 13,96 18,78 77,51 ’
311 86,77 105,6 115,3 128,3 137,4 146,9 149,0 132,3 1002 3,66
312 88,33 111,8 115,7 132,0 141,4 136,8 146,7 122,6 995,2 3,66
313 85,62 111,6 125,5 130,8 142,8 143,3 146,4 125,2 1011 3,70
314 89,82 121,7 130,6 1441 157.,4 146,1 147.,5 128,4 1066 3,58
Il 315 81,46 110,9 123,5 123,2 149,11 136,2 155,2 145,0 1025 3,76
316 90,32 117,7 126,4 144,2 137,9 126,0 138,5 134,7 1016 3,74
317 95,26 119,3 128,1 127,5 148,8 154,1 142,4 140,0 1054 3,86
M 88,23 1141 123,6 132,9 145,0 141,3 146,5 132,4 1024 3.71
SD 4,30 5,66 5,94 8,19 7,19 9,14 5,25 7,86 26,51 ’
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Tabelle A3b: Wochentliche Futteraufnahme, Gesamtfutteraufnahme, Futter-
verwertung in Versuch 2
Versuch 2 Wéchentliche Futteraufnahme (g) F(Q)G (g/\é)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.s56
411 96,23 124,6 126,7 135,3 157,1 155,8 136,8 148,2 1081 3,85
412 94,02 119,5 130,6 145,8 151,7 142,3 122,8 141,1 1048 3,84
413 74,97 96,32 105,5 121,7 128,8 140,0 142,5 109,8 919,6 3,76
414 88,79 124,8 1254 146,8 155,4 139,8 1251 136,8 1043 3,75
\Y 415 87,27 118,1 136,2 140,6 141,0 138,9 125,8 155,2 1043 3,78
416 93,57 112,8 124,0 134,7 140,6 131,7 141,3 136,0 1014 3,82
417 95,26 109,8 1354 143,7 140,4 147.,8 132,7 169,6 1075 3,89
M 90,02 1151 126,2 138,4 145,0 142,3 132,4 142,4 1032 3.81
SD 7,42 9,99 10,32 8,75 10,14 7,64 8,05 18,59 54,21 ’
511 88,04 107,7 130,32 148,2 157.,4 154,1 160,5 133,2 1079 | 4,12
512 71,73 100,2 118,4 131,0 146,9 152,0 155,0 126,2 1001 3,70
513 73,19 109,2 119,2 141,7 141,2 146,4 144.6 126,8 1002 | 3,86
514 87,66 116,6 136,9 137,8 142,6 142,3 148,3 121,2 1033 | 3,63
\% 515 67,01 111,3 120,3 138,7 159,0 150,9 148,5 158,1 1054 | 3,56
516 85,43 1141 119,8 124,0 139,7 128,3 140,1 125,5 976,8 | 3,93
517 88,12 114,0 128,5 142,3 140,5 135,3 133,5 130,8 1013 | 4,09
M 80,17 110,4 124.,8 137,7 146,7 144,2 147,2 131,7 1023 3.84
SD 9,15 5,47 717 7,97 8,17 9,52 9,01 12,28 35,09 ’
611 87,72 97,42 131,3 1449 148,8 159,3 159,0 137,6 1066 3,63
612 71,42 1041 130,4 143,8 146,3 153,7 149,2 129,6 1028 4,11
613 79,89 98,81 122,0 135,3 139,1 136,9 139,9 113,2 964,9 3,69
614 71,88 1011 127,7 139,4 145,2 143,8 155,3 124,5 1009 3,62
\i 615 58,69 1051 126,9 125,3 128,6 128,8 144.6 132,9 950,9 3,81
616 82,05 93,82 120,5 126,2 135,7 123,2 138,3 142,0 961,7 3,76
617 88,49 109,83 114,0 134,1 134,0 137,0 147,5 139,3 1004 3,92
M 77,16 101,5 1247 135,6 139,7 140,4 1477 131,3 997,9 379
SD 10,59 5,36 6,19 7,81 7,41 12,91 7,61 9,98 41,54 ’
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Tabelle Ada: Wdchentliche Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahmen, tagliche Zunahmen in Versuch 2
Versuch 2 Lebendmasseentwicklung (g) L'E/SG (;—/ﬁ)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15.21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.56
011 92,70 1411 189,1 229,1 269,6 301,9 322,6 339,3 283,2 5,06
012 97,10 137,2 176,7 2147 250,0 279,6 302,6 320,9 262,9 4,69
013 97,20 118,6 165,2 202,9 241,7 273,4 2946 312,8 2542 4,54
014 95,50 137,9 175,9 215,0 245,8 265,5 2821 297.8 237,7 4,24
0 015 99,20 141,2 174,5 208,4 2412 266,6 284,2 297,7 2371 4,23
016 108,6 148,6 182,2 214.8 2433 263,3 279,9 292,8 228,3 4,08
017 109,0 140,6 183,5 226,4 256,6 2811 300,4 320,2 2547 4,55
M 99,90 137,9 178,2 216,0 2497 276,0 295,2 311,6 2512 4.48
SD 5,92 8,58 7,10 8,56 9,53 12,40 13,94 15,43 ’ '
111 107,6 152,4 194,5 234,7 273,6 298,2 319,6 341,0 284.8 5,09
112 105,6 150,8 189,4 233,3 264,9 286,4 305,0 322,2 264,2 4,72
113 110,0 159,1 196,3 242,8 278,6 312,8 3331 355,4 296,6 5,30
114 111,8 157,2 201,2 2423 275,2 307,1 324,0 342,3 282,2 5,04
| 115 113,3 157,8 203,7 243,5 278,1 302,7 322,1 348,3 287,4 5,13
116 115,8 165,7 210,0 2547 2929 323,0 346,1 371,4 307,0 5,48
117 123,8 181,5 237.,8 275,8 312,1 342,4 364,2 385,4 319,5 5,71
M 112,6 160,6 204,7 246,7 282,2 310,4 330,6 352,3 2917 591
SD 5,57 9,62 14,86 13,52 14,44 16,83 18,00 19,35 ’ '
211 94,60 135,5 181,2 2213 2541 284,9 305,4 325,0 268,7 | 4,80
212 105,7 157,2 201,9 242.8 2779 303,6 321,3 344,0 286,2 | 5,11
213 105,4 155,5 201,9 241,3 2774 298,5 327,0 343,7 2848 | 5,09
214 96,70 153,6 204,2 2489 287,7 320,3 342,4 363,0 302,9 | 5,41
Il 215 102,7 160,3 209,7 257,3 302,8 329,3 357,4 377,2 316,2 | 5,65
216 105,9 158,9 209,5 250,3 282,8 310,0 329,1 356,3 2929 | 5,23
217 119,5 172,1 21,3 260,7 308,8 337,0 359,3 390,1 323,7 | 5,78
M 104,4 156,2 202,8 246,1 284,5 311,9 334,6 357,0 296.5 529
SD 7,48 10,10 9,52 12,03 16,72 16,84 18,16 20,39 ’ '
311 102,4 139,2 1731 211,9 250,4 284.,4 307,6 329,9 273,5 4,88
312 102,9 143,2 175,2 217,5 258,0 288,1 308,7 329,6 271,9 4,86
313 106,3 151,5 196,7 233,7 272,4 298,3 314,9 332,2 273,3 4,88
314 108,5 156,5 200,7 245,6 286,4 314,4 332,3 357,7 297,7 | 5,32
Il 315 104,3 147.,5 189,5 2229 2641 290,0 311,9 333,7 272,6 4,87
316 109,0 153,8 197,5 240,5 273,0 295,3 308,6 334,1 271,3 4,84
317 113,4 158,6 200,4 237,7 278,1 305,1 319,5 339,2 272,8 4,87
M 106,7 150,0 190,4 230,0 268,9 296,5 314,8 336,6 276.2 4.93
SD 3,63 6,57 10,87 11,72 11,36 9,70 8,14 9,10 ’ '
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Tabelle Adb: Wadchentliche Lebendmasseentwicklung, Gesamtlebendmasse-
zunahmen, tagliche Zunahmen in Versuch 2
Versuch 2 Lebendmasseentwicklung (g) LIE/SISG (;—/fj)
Gruppe/Tier di.7 ds-14 d15-21 d22-28 d29-35 d36-42 d43-49 dso-56 d1.s56
411 108,2 157,1 195,5 233,7 269,2 300,1 308,6 337,3 280,6 5,01
412 106,2 157,1 194,8 235,8 271,3 295,6 297,9 330,3 272,8 4,87
413 93,60 125,5 158,8 195,1 2291 262,9 283,5 303,4 2445 | 4,37
414 106,5 157,8 195,3 240,0 278,3 300,0 308,1 337,9 278,0 | 4,96
v 415 110,0 156,3 203,8 241,6 2743 301,2 307,5 337,0 275,9 4,93
416 109,9 150,1 1941 2321 267,3 290,7 305,4 327,7 265,5 4,74
417 110,1 144,0 191,1 235,9 268,8 300,4 309,9 342,9 276,5 4,94
M 106,4 149,7 195,8 230,6 265,5 293,0 303,0 330,9 270.5 483
SD 5,43 10,93 3,88 14,82 15,25 12,76 8,76 12,18 ’ '
511 103,1 142,2 184,6 224 .4 260,4 281,9 301,5 319,1 262,3 | 4,68
512 96,60 128,3 169,6 210,9 252,4 282,1 302,6 328,0 270,6 | 4,83
513 90,00 131,1 173,5 2144 250,4 280,7 287,8 318,8 259,8 | 4,64
514 105,0 152,0 199,4 238,9 274,0 304,0 321,4 344,3 284,8 | 5,09
\% 515 89,5 142,0 189,6 2341 276,6 307.,8 392,2 357,1 2957 | 5,28
516 102,4 146,4 188,2 220,1 2577 278,8 297,3 310,5 248,4 | 4,44
517 108,1 147,7 192,9 234,6 263,7 286,2 298,5 314,5 2477 | 4,42
M 99,24 141,4 185,4 2253 262,2 288,8 301,5 327,5 267.0 477
SD 6,80 8,07 9,78 10,02 9,32 11,06 10,10 15,87 ’ '
611 107,3 140,5 190,0 2341 271,3 304,8 330,0 350,2 293,3 5,24
612 90,50 130,4 173,1 213,0 2471 275,4 289,3 307,5 250,4 4,47
613 102,9 136,3 179,9 219,6 2542 280,6 300,1 320,7 261,6 4,67
614 90,60 129,6 176,8 220,4 2571 289,1 316,2 337,8 278,5 | 4,97
\i 615 82,50 132,0 174,4 210,4 2427 270,2 289,2 310,8 2494 4,45
616 100,1 128,3 173,9 213,3 2471 270,7 290,7 317,2 255,7 4,57
617 106,0 143,0 183,1 2215 2542 279,7 300,2 3231 256,0 4,57
M 97,13 134,3 178,7 218,9 253,4 281,5 302,2 323,9 263.6 4.71
SD 8,66 5,30 5,67 7,36 8,70 11,25 14,37 14,05 ’ '
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Tabelle Aba: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten in Leber und Plasma von

Versuch 1
Versuch 1 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx TrxR1 ' TrxR2
(ng/kg)  (mU/mg Prot.) | (ng/kg) (mU/mg Prot.) (mU/mg Prot.) (Q:TrxR2/SDH)

01 35,15 1,98 24,28 9,85 2,06 0,25
02 28,06 2,63 24,23 7,92 1,99 0,25
03 26,56 3,00 23,51 10,46 1,37 1,49
04 25,43 2,54 18,15 11,81 1,57 1,04
05 33,10 3,00 21,61 5,39 2,12 0,59

0 06 28,80 3,61 21,89 5,43 2,16 0,60
07 25,41 2,30 18,88 4,62 1,74 0,39
08 27,60 2,59 19,77 6,71 1,18 0,33
09 24,31 2,32 18,71 11,96 1,30 0,33
M 28,27 2,66 21,22 8,24 1,72 0,54
SD 3,60 0,48 2,40 2,87 0,38 0,33
11 508,7 129,55 981,5 958,2 5,94 1,77
12 541,9 87,11 1005 659,5 6,00 1,71
13 549,2 94,85 1057 623,9 5,55 2,49
14 542,3 79,73 1130 661,2 5,99 3,23

[ 15 581,1 94,93 1048 5241 6,27 1,12
16 533,2 67,31 863,7 634,5 7,05 3,02
17 554,2 59,92 1039 662,3 6,47 2,48
18 609,7 85,78 1130 705,6 6,17 0,90
19 - 80,28 1143 830,0 5,11 1,85
M 552,5 81,24 1044 662,6 6,06 2,04
SD 30,7 12,42 88,6 85,65 0,55 0,72
21 496,6 59,92 1040 553,6 5,88 1,88
22 592,5 86,44 - - - -
23 506,8 79,48 1004 472,4 6,83 2,43

Il 24 542,0 70,17 1097 702,6 6,30 3,22
25 538,5 93,39 9221 616,8 6,84 3,58
26 528,6 62,93 1112 716,3 4,14 3,01
27 488,8 57,29 977,0 701,0 7,55 3,32
28 569,4 70,65 1159 726,2 6,37 3,74
29 643,0 62,47 1085 746,4 6,20 0,41
M 545,1 71,41 1050 654.,4 6,26 2,90
SD 49,70 12,55 78,4 97,57 1,00 0,87
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Tabelle A5b: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten in Leber und Plasma von

Versuch 1
Versuch 1 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx TrxR1 . TrxR2
(ng/kg)  (mU/mg Prot.) | (ng/kg) (mU/mg Prot.) (mU/mg Prot.) (Q:TrxR2/SDH)
31 695,4 79,80 2054 584,3 6,16 1,97
32 585,3 68,84 2173 494.6 6,47 2,63
33 582,8 53,19 2147 507,9 7,16 3,33
34 679,4 63,07 2402 602,6 7,39 2,12
1 35 681,7 65,25 2503 620,8 6,96 1,59
36 681,6 82,06 2160 559,2 6,58 2,45
37 636,8 66,96 2393 613,1 7,18 3,71
38 648,7 70,18 2375 549,4 7,12 2,13
39 735,8 69,80 1894 532,4 6,46 1,65
M 658,6 68,79 2233 562,7 6,83 2,43
SD 50,60 8,60 197,0 45,71 0,42 0,71
41 585,7 73,22 1274 502,7 5,95 1,60
42 559,5 63,91 2039 406,8 6,58 2,46
43 676,9 78,94 2467 475,3 5,97 1,03
44 636,6 77,14 2097 545,7 6,82 2,11
45 570,2 76,28 2050 4641 6,46 2,40
v 46 577,6 82,32 1486 540,7 6,75 3,10
47 619,5 78,87 2165 745,6 6,13 1,54
48 692,7 82,58 2250 506,1 7,36 2,09
49 726,2 82,93 2220 515,8 7,03 1,70
M 627,2 77,35 2184 522,5 6,56 2,00
SD 59,90 5,99 148,7 93,79 0,48 0,58
51 839,2 84,15 2953 284,3 6,28 2,84
52 788,9 66,83 3305 276,9 8,35 1,75
53 710,5 59,01 3074 354,2 8,17 3,60
54 655,2 68,46 2403 364,2 6,45 1,60
\Y, 55 710,3 74,62 2910 552,3 7,29 2,55
56 673,1 56,22 2512 440,8 7,39 2,12
57 - 124,68 3158 375,3 7,41 5,58
58 735,0 70,60 3057 306,2 7,15 3,39
59 822,0 104,33 2682 437,0 6,83 2,11
M 741,8 73,03 2895 376,8 7,26 2,70
SD 68,0 15,36 302,9 88,54 0,70 1,10
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Tabelle A5c: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten in Leber und Plasma von

Versuch 1
Versuch 1 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx TrxR1 ' TrxR2
(ng/kg)  (mU/mg Prot.) | (ng/kg) (mU/mg Prot.) (mU/mg Prot.) (Q:TrxR2/SDH)
61 737,2 70,26 3060 791,1 6,26 1,88
62 717,2 29,91 2929 805,0 7,23 2,22
63 591,8 49,60 2924 759,6 6,99 2,19
64 684,7 63,84 2878 546,0 7,99 4,00
W 65 567,0 62,00 2793 1934,2 6,06 2,95
66 599,7 61,96 2984 706,3 4,59 4,78
67 684,3 52,68 2792 713,2 6,59 1,41
68 713,4 59,55 2941 885,3 5,02 2,52
69 784,2 69,69 3381 763,3 6,41 3,31
M 675,5 57,72 2965 746,2 6,35 2,81
SD 73,70 12,46 177,8 98,58 1,05 1,01
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Tabelle A6a: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten in Leber und Plasma von

Versuch 2
Versuch 2 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx PHGPx
(ng’kg) (mU/mg Prot.) (ng’kg) (mU/mg Prot.) (mU/mg Prot.)

011 24,2 2,10 16,6 1,11 0,14

012 23,6 - 16,4 5,67 0,21

013 26,0 2,15 21,6 4,79 0,21

0 014 21,2 0,18 17,6 11,08 0,25

015 18,9 2,34 17,2 2,79 0,21

016 27,0 1,58 20,0 4,51 0,17

017 19,8 2,42 19,9 4,93 0,19

M 22,94 1,80 18,45 4,98 0,20

SD 3,10 0,85 2,01 3,10 0,03

111 525,3 125,4 1134 518,5 0,56

112 | 550,5 206,1 1140 437,5 0,46

113 | 518,1 117,9 1046 402,2 0,32

I 114 | 5449 137,5 958,5 415,9 0,32

115 | 554,7 110,5 1009 379,3 0,38

116 | 577,9 114,5 1102 388,8 0,42

117 | 534,8 108,3 984,2 435,2 0,51

M 543,7 119,0 1054 425,3 0,42

SD 20,1 10,87 73,30 46,53 0,08

211 560,2 88,03 1331 587,4 0,35

212 | 5174 126,7 1200 432,0 0,29

213 | 608,2 173,6 1244 496,0 0,32

1 214 | 5552 131,1 1423 530,9 0,31

215 | 567,7 160,4 1289 3191 0,48

216 | 607,2 128,0 1473 375,3 0,45

217 | 580,8 172,8 1439 440,3 0,38

M 571,0 148,8 1343 4544 0,37

SD 31,80 22,64 104,9 91,78 0,07

311 648,9 186,1 2547 493,5 0,35

312 | 665,5 124,8 2585 434,8 0,46

313 | 684,1 155,0 2252 373,2 0,33

1 314 | 640,3 192,2 2412 470,6 0,46

315 | 638,2 135,2 2473 501,4 0,32

316 | 645,1 161,7 2544 436,2 0,53

317 | 616,8 170,5 2090 472,4 0,58

M 648,4 160,8 2469 455,2 0,43

SD 21,4 24,83 122,8 43,76 0,10
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Tabelle A6b: Selengehalte und Selenoenzymaktivitaten in Leber und Plasma von

Versuch 2
Versuch 2 Blutplasma Leber
Gruppe Se pGPx Se cGPx PHGPx
(ng’kg) (mU/mg Prot.) (ng’kg) (mU/mg Prot.) (mU/mg Prot.)

411 | 6154 136,3 2954 431,6 0,34

412 | 595,2 136,5 2468 407,8 0,37

413 | 576,9 130,2 2287 376,2 0,28

v 414 | 5421 133,6 2299 451,5 0,35

415 | 665,8 158,6 2093 360,6 0,35

416 | 611,1 115,1 2217 366,0 0,34

417 | 662,6 119,4 2388 340,9 0,44

M 609,9 132,8 2292 390,7 0,35

SD 444 14,08 130,7 40,57 0,04

511 | 7514 138,3 3070 3221 0,42

512 | 662,2 134,1 2358 355,9 0,35

513 | 715,1 125,2 2945 2921 0,58

\Y, 514 | 689,8 143,2 2883 353,5 0,42

515 | 715,8 151,2 3200 2341 0,29

516 | 730,3 108,8 2947 307,3 0,34

517 | 679,9 155,3 3014 278,1 0,34

M 706,4 136,6 3010 306,1 0,39

SD 30,80 15,92 113,1 43,12 0,09

611 | 767,0 126,1 3337 461,3 0,57

612 | 695,5 125,3 2957 389,8 0,45

613 | 642,2 135,8 3297 493,3 0,46

Vi 614 | 688,6 122,0 2941 580,4 0,69

615 | 714,5 169,4 2888 415,0 0,40

616 | 7144 154,0 3022 396,6 0,44

617 | 721,6 152,1 2982 429,9 0,33

M 706,3 140,7 3060 4523 0,48

SD 37,80 18,03 180,4 67,19 0,11
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Tabelle A7a: Zellschutzparameter in der Leber von Versuch 1
Versuch 1 Leber
EREES (Ig;t:;?D?oT) (ug/Gmi;SISrjot.) LR (mU/nC:g:? Prot.) (U/n?gSIIrot.)
01 5,15 0,37 0,072 68,18 0,47
02 6,16 0,89 0,145 44,18 0,74
03 5,09 0,73 0,144 71,84 0,85
04 2,50 0,31 0,124 81,51 0,93
0 05 6,40 1,26 0,197 48,51 1,01
06 4,90 0,67 0,136 57,55 0,95
07 4,79 0,36 0,075 86,85 0,97
08 3,28 0,32 0,097 78,72 0,83
09 3,71 0,07 0,019 92,47 0,69
M 4,78 0,61 0,112 73,20 0,83
SD 1,24 0,32 0,052 16,91 0,17
11 12,24 1,18 0,096 41,90 0,50
12 2,91 0,56 0,192 44,59 0,73
13 5,71 1,32 0,232 48,66 0,61
14 6,19 1,48 0,239 55,84 0,63
| 15 4,34 1,46 0,337 43,02 0,49
16 4,76 1,02 0,215 35,06 0,45
17 5,15 1,52 0,296 49,29 0,59
18 8,24 1,86 0,226 60,48 0,59
19 6,17 1,28 0,207 34,78 0,95
M 5,43 1,30 0,243 45,96 0,62
SD 1,47 0,37 0,049 8,64 0,15
21 5,46 0,86 0,158 55,37 0,60
22 - - - - -
23 10,54 2,49 0,236 26,76 0,82
24 13,81 3,16 0,229 18,41 1,39
Il 25 6,67 1,39 0,209 20,10 1,11
26 7,82 1,47 0,188 31,38 1,01
27 7,66 1,74 0,227 27,55 0,65
28 8,45 2,45 0,289 30,82 0,62
29 7,92 2,28 0,288 65,81 0,90
M 7,79 1,94 0,233 30,05 0,89
SD 1,45 0,73 0,042 12,21 0,28
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Tabelle A7b: Zellschutzparameter in der Leber von Versuch 1

Versuch 1 Leber

CEEES (:g(;)/trilg;%?ol:) (ug?msgslgot.) CEEETEE (mU/nC:g:? Prot.) (U/mGgSI;rrot.)
31 9,58 2,68 0,279 59,04 0,87
32 4,67 1,00 0,214 62,58 1,43
33 5,60 1,14 0,204 46,53 1,02
34 6,38 1,65 0,259 70,72 1,91

[ 35 6,87 2,61 0,380 63,46 1,47
36 8,60 2,40 0,279 37,22 1,61
37 6,59 1,58 0,240 60,06 1,00
38 7,93 2,19 0,277 63,14 1,52
39 7,16 1,91 0,266 58,14 1,08
M 7,03 1,91 0,266 57,88 1,32
SD 1,50 0,61 0,051 10,05 0,35
41 4,62 1,35 0,292 60,26 0,72
42 5,25 1,26 0,241 58,32 1,53
43 5,20 1,43 0,275 71,33 0,79
44 5,32 1,66 0,312 47,84 0,93

IV 45 8,61 1,77 0,206 44,34 1,16
46 9,58 1,65 0,172 48,73 1,11
47 7,62 1,92 0,252 53,57 1,20
48 9,07 1,78 0,196 45,04 0,99
49 5,62 0,59 0,105 53,74 0,96
M 6,91 1,60 0,228 53,69 1,04
SD 1,89 0,22 0,065 8,64 0,24
51 11,12 3,05 0,274 68,97 1,18
52 9,27 1,56 0,169 45,39 1,11
53 7,08 2,06 0,291 41,96 0,85
54 11,77 2,81 0,239 39,40 0,97

\% 55 6,60 1,83 0,278 53,73 1,17
56 8,22 1,46 0,178 63,80 1,10
57 11,84 2,45 0,207 53,84 1,25
58 8,00 1,77 0,221 52,86 1,01
59 7,68 2,10 0,274 50,26 1,31
M 9,24 2,12 0,237 52,24 1,11
SD 1,97 0,55 0,046 9,62 0,14
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Tabelle A7c: Zellschutzparameter in der Leber von Versuch 1
Versuch 1 Leber
Cpree (Ig;tni;%?otf) (ug/Gmi;SISrjot.) CesEes] (mU/rf‘g:Q Prot.) (U/n?gSIIrot.)
61 7,36 2,03 0,277 51,00 0,63
62 8,03 2,01 0,250 45,92 0,56
63 8,01 1,79 0,223 55,71 1,04
64 10,27 2,18 0,212 54,39 0,87
Vi 65 7,67 1,69 0,220 45,39 0,98
66 6,02 1,62 0,269 53,88 1,20
67 7,46 2,07 0,277 63,47 1,25
68 8,34 2,29 0,275 55,22 0,84
69 7,75 2,27 0,292 46,24 0,59
M 7,89 1,96 0,255 52,36 0,88
SD 1,11 0,22 0,030 5,90 0,25
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Tabelle A8a: Zellschutzparameter in der Leber von Versuch 2
Versuch 2 Leber
Gruppe Total GSH GSSG GSSG/ GR GST aGST
(ug/mg Prot.)  (ug/mg Prot.) TGSH (mU/mg Prot.)  (U/mg Prot.)  (mU/mg Prot.)
011 6,15 0,45 0,073 28,23 0,91 178,3
012 9,29 0,50 0,054 33,61 1,02 178,7
013 8,14 0,50 0,061 32,59 0,85 168,3
0 014 9,46 0,70 0,074 32,32 1,00 127,8
015 7,48 0,45 0,060 39,69 1,14 152,8
016 10,10 0,52 0,051 38,44 0,99 148,2
017 8,64 0,50 0,057 40,26 1,10 208,8
M 8,46 0,52 0,06 35,02 1,00 166,1
SD 1,24 0,08 0,01 4,51 0,10 24,20
111 11,11 4,11 0,370 29,83 0,87 121,2
112 11,46 4,75 0,414 32,13 1,00 112,1
113 8,60 3,72 0,432 32,08 1,15 117,7
I 114 12,70 4,46 0,351 24,51 0,99 130,7
115 9,42 3,61 0,384 29,81 0,85 97,91
116 11,53 4,63 0,402 32,72 0,89 -
117 8,29 3,35 0,404 29,24 0,83 145,7
M 10,45 4,09 0,39 30,04 0,94 120,9
SD 1,55 0,50 0,03 2,80 0,11 14,87
211 12,41 3,93 0,317 34,17 1,16 115,7
212 12,69 1,89 0,149 36,08 1,18 129,7
213 11,44 2,47 0,216 34,69 1,20 133,4
Il 214 14,82 3,82 0,258 36,48 0,95 110,2
215 9,67 3,55 0,367 34,87 1,06 118,5
216 11,17 4,53 0,405 34,87 0,90 171,8
217 12,90 4,79 0,371 31,66 0,83 123,2
M 12,16 3,57 0,32 34,69 1,04 128,9
SD 1,50 0,97 0,07 1,56 0,15 18,99
311 12,28 3,29 0,268 35,85 0,99 159,2
312 12,21 3,91 0,320 35,80 0,90 147,9
313 13,52 5,17 0,382 33,98 0,95 145,1
314 16,02 4,92 0,307 3717 1,06 138,4
315 10,78 3,75 0,348 35,89 0,91 142,5
316 13,77 4,91 0,356 36,00 0,98 141,8
317 10,57 4,07 0,385 38,30 1,16 147,2
M 12,74 4,29 0,34 36,14 0,99 146,0
SD 1,75 0,66 0,04 1,33 0,09 6,20




158 Anhang
Tabelle A8b: Zellschutzparameter in der Leber von Versuch 2
Versuch 2 Leber
Gruppe Total GSH GSSG GSSG/ GR GST aGST
(ug/mg Prot.)  (ug/mg Prot.) TGSH (mU/mg Prot.)  (U/mg Prot.)  (mU/mg Prot.)
411 11,88 4,20 0,354 33,80 0,89 112,1
412 10,11 4,15 0,410 34,55 0,75 145,8
413 10,91 4,10 0,376 35,42 0,96 170,4
414 14,07 3,10 0,220 34,13 0,71 131,6
415 10,27 3,32 0,323 28,63 0,82 137,7
416 12,56 4,85 0,387 29,77 0,85 158,2
417 10,29 3,12 0,303 32,37 0,98 142,0
Y, M 11,44 3,83 0,36 32,67 0,85 142,5
SD 1,37 0,62 0,04 2,56 0,10 17,33
511 14,63 5,53 0,378 33,95 1,16 171,6
512 11,43 3,63 0,318 31,51 1,16 167,5
513 15,43 5,563 0,358 33,67 1,14 170,1
514 15,78 5,21 0,330 35,01 1,45 154,8
515 12,42 3,99 0,321 29,10 1,06 147,6
516 13,99 4,89 0,350 31,35 1,33 154,6
517 12,02 4,22 0,351 29,58 0,90 125,0
v M 13,67 4,71 0,34 32,03 1,17 155,9
SD 1,60 0,71 0,02 2,26 0,18 15,16
611 16,24 5,72 0,352 37,92 1,14 158,3
612 16,09 5,00 0,311 34,07 0,94 183,6
613 14,33 1,40 0,098 38,10 1,08 142,8
614 18,72 5,42 0,290 40,44 1,16 152,3
615 12,55 4,78 0,381 34,76 1,41 131,4
616 12,11 4,42 0,365 34,48 0,92 96,3
617 11,54 4,88 0,423 30,35 0,96 125,5
Vi M 14,51 5,04 0,35 35,73 1,09 149,0
SD 2,44 0,47 0,04 3,34 0,17 19,13
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Tabelle A9a:  Zellschadigungsparameter in der Leber von Versuch 1
Versuch 1 Leber

Gruppe (nTmEglo;éRFSM) (nmol/lrpng Prot.) (U/r¥1-gG F§rot.)
01 11,7 0,98 5,14
02 110,8 1,33 10,23
03 122,8 2,66 13,15
04 110,1 1,80 10,37

0 05 128,3 1,04 4,50
06 109,4 1,23 4,57
07 117,9 1,94 4,94
08 116,4 1,02 5,28
09 109,1 1,65 4,84
M 115,9 1,52 7,00
SD 6,78 0,56 3,30
11 92,22 0,79 9,68
12 85,50 1,36 14,19
13 71,81 0,75 7,72
14 88,20 1,66 8,19

| 15 79,11 2,80 5,96
16 92,94 0,76 6,69
17 101,50 3,94 9,62
18 93,52 3,02 6,32
19 98,57 1,21 19,86
M 89,26 1,54 8,55
SD 9,35 0,91 4,53
21 57,06 2,37 7,69
22 - - -
23 54,96 0,99 6,23
24 66,96 0,77 17,23

Il 25 58,84 3,00 7,58
26 51,64 1,58 7,95
27 75,73 1,82 8,55
28 70,50 0,94 9,84
29 73,64 2,35 8,17
M 63,67 1,54 8,00
SD 9,18 0,67 3,42
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Tabelle A9b: Zellschadigungsparameter in der Leber von Versuch 1

Versuch 1 Leber

e (nTm%%REM) (nmovag Prot.) (U/rZ]-g;Glgrot.)
31 50,74 1,53 14,57
32 54,80 1,42 7,02
33 51,44 1,71 9,00
34 52,05 2,63 9,81

n 35 52,53 1,50 10,16
36 50,69 2,56 6,86
37 38,65 0,73 5,32
38 45,63 1,63 8,84
39 48,05 1,19 14,36
M 49,40 1,68 9,55
SD 4,81 0,64 3,19
41 33,18 1,17 5,36
42 45,63 0,72 15,94
43 45,63 0,98 9,29
44 38,08 0,99 26,34

IV 45 29,72 1,68 15,32
46 44,83 1,05 9,58
47 35,98 0,84 4,11
48 39,30 0,61 7,13
49 29,13 1,03 13,03
M 37,94 1,01 9,97
) 6,51 0,30 6,86
51 16,06 0,86 7,74
52 16,03 1,34 8,42
53 28,73 1,04 3,65
54 25,02 0,80 3,67

V. 55 25,42 0,84 5,97
56 23,56 1,68 3,11
57 21,42 1,29 5,20
58 22,08 0,63 3,79
59 21,96 1,71 8,09
M 22,25 1,13 5,51
SD 4,17 0,39 2,12
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Tabelle A9c: Zellschadigungsparameter in der Leber von Versuch 1

Versuch 1 Leber
Cippe (nTm%|A/g_;RFSM) (nmol/i(g; Prot.) (U/rZ]-g;Glgrot.)

61 33,09 1,04 10,43
62 19,74 1,35 11,53
63 22,94 1,29 12,66
64 32,61 1,83 6,08

VI 65 29,79 1,56 9,50
66 27,58 1,57 8,57
67 26,94 1,70 5,00
68 25,56 1,80 6,24
69 25,52 0,72 10,21
M 27,09 1,43 8,91
SD 4,33 0,37 2,64

Tabelle A10:Genexpression der aGST A5, jpGlutamylcysteinsynthetase und »
Glutamyltranspeptidase ermittelt durch Microarray-Screening in

Versuch 1
Gen Auswertung x-fache Veranderung gegeniiber Kontrolle Se 0
Name Gruppe | Il ]| v \) Vi
aGST A5 (S 82820) Microarray 11,97 12,8 11,8 11,64 - -

v-Glutamylcysteinsynthetase

(J 051811) Microarray —-1,0 1,27 11,1 11,4 - _

y-Glutamyltranspeptidase
(NM 0538401)

Pfeile zeigen die Richtung der Expessionsanderung: 1 heraufreguliert, | herabreguliert, — keine
veranderte Regulation

Microarray 1,1 11,8 ™M,2 ™M,1 - -
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MWG-BIOTECH AG (Ebersberg, http://www.mwg-biotech.com/)
Microarray Analyse: Probenvorbereitung und Auswertung

Markierung und Umschreiben der RNA

Zunachst wurde die aufbereitete RNA (100 ug Total RNA) in 17,5 ul RNase-freiem
Wasser gelost und mit 1,0 ul Oligo-D(T+1520)-Primer (1,0 ug/ul) versetzt. Anschlielend
wurde der Reaktionsansatz 10 min bei 65°C und weitere 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach zweiminutigem Abkuhlen auf Eis wurden folgende Reaktions-
komponenten hinzupipettiert: 8,0 ul 5x RT Reaktionspuffer (Superscript Il Kit, In-
vitrogen), 4,0 ul ANTP- Mastermix, 4,0 ul Cy3-dCTP oder Cy5-dCTP (1 mM; NEN
oder Amersham Pharmacia), 4,0 ul DTT (0,1 M, Superscript Il Kit, Invitrogen) und 1,5
ul Superscript || (200 U Reverse Transkriptase, Invitrogen). Im Anschluss wurden die
Proben vorsichtig gemischt, abzentrifugiert und weitere 2 h bei 39°C inkubiert. Die
Zugabe von 10 ul NaOH (1 M) beendete die Reaktion. Die Proben wurden daraufhin
weitere 10 min bei 65°C inkubiert und durch hinzupipettieren von 10ul HCI (1M) und
200 pl TE-Puffer (10 mM TRIS, 0,5 mM EDTA, pH 7,5) neutralisiert. Uberschiissige
Nukleotide, Farbstoff und Primer wurden mit Hilfe des PCR Purification Kit's der
Firma Qiagen entfernt. Die cDNA wurde daraufhin in RNase freiem Wasser eluiert.
Nach der photometrischen Bestimmung der DNA-Konzentration wurde ca. 1 ug der
mit Cy3 markierten Probe mit 1 ng der mit Cy5 markierten Probe versetzt. Die so
entstandene Losung wurde abgedampft und das entstandene Pellet in 250 ul eines
Hybridisierungspuffer auf Salzbasis gelost.

Hybridisierung und Waschschritte

In einem ersten Schritt wird der Hybridisierungspuffer auf Salzbasis 10 min auf 42°C
und die markierte cDNA 3 min auf 95°C erhitzt. Fir den MWG Rat 10K Array ist ein
Hybridisierungsvolumen von 250ul vorgesehen. Die so geldsten Proben wurden im
Anschluss maximal 3 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert.
Daraufhin wurde mit Hilfe des Array-Finders der Zielbereich auf dem Objekttrager
gesucht und ein Rahmen (Gene Frame®) aufgebracht. Anschliefiend wurde die
Schutzfolie des Rahmens abgelost und die 250 ul der Losung aus markierter cDNA
und Hybridisierungspuffer auf den Objekttrager gebracht. Dann wurde der Rahmen
mit einer Polyesterfolie erneut verschlossen und die Lésung durch Druckausibung
gleichmalig verteilt. Hierbei wurde Uberschussige Losung entfernt und die Folie
konnte endgultig befestigt und der Rahmen somit verschlossen werden. Im An-
schluss wurden die Arrays in eine nasse Hybridisierungskammer gesetzt und die
Hybridisierungskammer mit den Arrays, in einem Schuttler, bei 42°C 16-24 h in-
kubiert. Nach der Hybridisierung wurden die Rahmen entfernt und die Arrays ge-
waschen. Die Waschschritte wurden in einem Anfarbeglas fiur Objekttrager bei
Raumtemperatur ausgefuhrt. Hierzu wurden 200 ml des auf 30°C vorgewarmten
Waschpuffers zu dem Array gegeben und dieser unter vorsichtigem Schwenken ge-
waschen. In den drei Waschschritten wurden folgende Puffer benutzt:

1. 2x SSC, 0.1% SDS

2. 1x SSC (0,015 M Natriumcitrat, 0,15 M NaCl, pH 7,0)

3. 0.5x SSC
Anschlielend wurden die Arrays in einem Spitzboden Zentrifugenrohrchen bei
Raumtemperatur mittels Zentrifugation (500 x g) getrocknet.
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Produkt und Qualitatssicherung

Die Produkt und Qualitatssicherung der MWG Microarrays erfolgt zum einen durch
ein Scanning, zur Uberprifung der Probenposition und zum anderen durch die
Hybridisierung mit markierten ,random oligonucleotides® zur Kontrolle der kovalenten
Bindung der Proben an der Microarrayoberflache. Des Weiteren wurde durch den
Einsatz von genspezifischer Arabidopsis Kontroll-Oligonucleotide eine Proben-
verschleppung wahrend der Vorbereitung bzw. des Spotting-Prozesses vermieden
und die korrekte Probenposition garantiert.

Bildauswertung

Die Expressionsmuster wurden mit Hilfe des Affymetrix 428 Array Scanners ermittelt.
Dieser Scanner ist mit zwei Lasern ausgestattet, welche bei 532 bzw. 632 nm die
fluoresenzfarbstoffmarkierten (Cy3, Cy5) cDNA Proben anregen. Die Expressions-
signale wurden von dem Photomultiplier des Scanners erfasst und als Falschfarben-
bild dargestellt. Hierbei wurde jeder Microarray bei einer Mehrzahl von Ampli-
fikationseinstellungen gescannt.

Die verschiedenen Bilddaten jedes Arrays wurden in das MAVI Pro 2.6.0 Programm
von MWG eingelesen und nur diejenigen Werte berucksichtigt, welche weder eine
Ubersattigung noch zu geringe Intensitaten aufwiesen. Daraufhin ermittelte das
Programm aus den verbliebenen Werten mittels linearer Regression anhand der
genspezifischen Amplifikate die Intensitaten und drlickte diese als Dezimalzahl aus.
Nach der Normalisierung der Daten konnte die Differenz der Versuchsgruppe
gegenuber der Kontrollgruppe auf dem Microarray als Quotient ausgedrickt werden.
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