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1. Einleitung

1.1. Spurenelemente — Allgemeine Einleitung

Zu einer ausgewogenen Erndhrung zdhlen neben Fetten, Kohlenhydraten, Proteinen, Vitaminen
auch Minerastoffe. Diese Mineralstoffe kommen as Mengenelemente und/oder als
Spurenelemente vor. Von den Mengenelementen ist bekannt, dass eine tagliche Zufuhr von
mindestens 100mg notwendig ist, um keine Mangelerscheinungen zu bekommen.
Spurenelemente hingegen kommen in Konzentrationen von weniger as 60 mg je Kilogramm
Korpermasse im Organismus vor (1) und sind nicht immer essentiell sondern sogar schadlich.
Eine Uberdosierung von einem Spurenelement wie Blei oder Quecksilber fiihrt immer zu
toxischen Krankheitsbildern. Zu den essentiellen Spurenelementen gehdren neben Anderen die
untersuchten Elemente Kupfer (2), Zink (3), Nickel (4), Kobalt (5), Mangan (6) und Selen (7).

1.1.2 Bedeutung von Spurenelementen in Organismen

Spurenelemente sind meist an Proteine gebunden, deren tertidre oder quartére Struktur sie
stabilisieren und dadurch die Funktion der Proteine ermdglichen. Hierbei sind die metallischen
Spurenelemente meist im aktiven Zentrum komplex gebunden, wo sie auch dem Substrat als
Bindungsstelle dienen (8). Nichtmetallische Spurenelemente wie Selen oder Jod sind kovalent
wie z.B. in Selenoproteinen oder Thyroxin, welches ein Schilddriisenhormon ist, gebunden (9,
10). Das Selen wird co-trandational in Form von Selenocystein, welches als die 21. Aminosdure
bezeichnet wird, in Selenoproteine eingebaut. Ihre physiologische Bedeutung tritt besonders in
ihrer Funktion als Starkung der Immunabwehr, Aufrechterhaltung der Fertilitdt (11), dem Einfang
freier Radikale oder der Reduktion von Stoffen, die oxidativen Stress ausldsen und somit Krebs
wie z.B. Prostatakrebs ausldsen konnten. Das Spurenelement Zink ist in Form von Zinkfinger-
Proteinen bei der Genexpression beteiligt. Hierbel spielen die Zinkfinger-Proteine eine Rolle als
Transskriptionsfaktoren, wobei sie an die DNS binden und den Transskriptionsvorgang initiieren
(12).

1.1.3. Eigenschaften und Vorkommen der untersuchten Spurenelemente

In der vorliegenden Dissertationsarbeit wurden auf3er dem Selen die Spurenelemente Mangan,
Kobalt, Nickel, Kupfer, Arsen, Cadmium und Zink untersucht.



Mangan ist ein Ubergangsmetall mit der Ordnungszahl 24 und steht in der 7. Gruppe im PSE. Es
kommt nattirlich nur as ;>Mn vor.

Im Organismus kommt es in einer Konzentration von durchschnittlich 0,3 mg/kg vor und ist
Bestandteil einiger Co-faktoren bestimmter Enzyme. Diese Enzyme wiederum katalysieren
Phospholierungen und die Synthese von Cholesterin und Blutgerinnungsfaktoren. Es schiitzt des
Weiteren den Organismus vor oxidativem Stressin Form der MnSOD (13). Ein Mangel &ufiert
sich u.a. in Stérungen des Fett- und Sexual hormonstoffwechsels (14, 15).

Das Ubergangsmetall Kobalt mit der Ordnungszahl 27 und der Masse 59 steht in der 9. Gruppe
des PSE zwischen Eisen und Nickel und ist wie diese ferromagnetisch. 1735 entdeckte der
Schwede Georg Brandt das Element. Doch bereits seit dem Mittelater sind dessen arsenhaltige
Erze bekannt. Kobalterze treten haufig zusammen mit Nickelerzen auf.

Physiologisch ist nur das Cobalamin oder Vitamin B12 von Relevanz, welches durch
Darmbakterien synthetisiert wird. Ein Mangel an Cobalamin fihrt zu An&mie und neurologischen
Schiden (15). Ein Uberschuss an Kobalt fiihrt u.a. zu Herzmuskel schwiche (16).

Im PSE hat Nickel die Ordnungszahl 28 und steht zwischen Kupfer und Kobalt. Es kommt
natUrlich in finf stabilen Isotopen vor, von denen digenigen mit den Massen von 58 und 60 am
haufigsten auftreten.

Zusammen mit Eisen kommt Nickel u.a in Hydrogenasen auf. Unklar ist hierbei ob das Nickel

darin notwendig oder ersatzweise anstelle von Eisen vorkommt (17).

Das Ubergangsmetall Kupfer mit der Ordnungszahl 29 kommt natiirlich in den beiden Isotopen
Scuund 2Cuvor, zahlt zu den Edelmetallen und ist sehr duktil. Bereits seit der Antike wird
Kupfer mit Zink zu Messing legiert (14).

Im Korper kommt Kupfer zu etwa 3 mg/kg Kopergewicht bei Erwachsenen vor und ist
grofdtenteils an Proteine gebunden. Zahlreiche dieser kupferbindenden Metalloproteine sind
essentiell und haben Schllsselfunktionen u.a. bel der Bindegewebsbildung (Lysyl oxidase (18,
19, 20)) oder dem Schutz vor oxidativem Stress (Superoxid dismutase (21)). Ein Mangel an
Kupfer zeigt verschiedenste Krankheitsbilder, &uf3ert sich aber vor allem in Stérungen des
zentralen Nervensystems und der Bildung von Elastin, Kollagen und Hamoglobin. Des weiteren
spielt Kupfer eine immens wichtige Rolle bei der Funktion des Prion-Proteins, welches in

Zusammenhang mit der neurol ogischen Krankheit Morbus Alzheimer steht (21, 22).



Zink hat die Ordnungszahl 30 und kommt in fuinf 1sotopen vor von denen$Zn, 27n und $Zn
die wichtigsten sind (14).

Im Organismus ist eine durchschnittliche Konzentration von ca. 40 mg/kg Zink vorhanden.
Physiologisch gesehen ist Zink eines der wichtigsten Spurenelemente, da es in vielen Enzymen
als aktives Zentrum vorkommt (13). Zinkmangel fihrt unter anderem zu Stérungen des
Immunsystems, Veranderungen des Haut- und Knochenbaus, Wachstumsstérungen und
Stérungen der psychomotorischen Entwicklung (23). Als Teil des aktiven Zentrums in der
Alkoholdehydrogenase (ADH) ist Zink ein Bestandteil eines wichtigen Proteins der
Detoxifikation von Ethanol (24).

1817 wurde Cadmium as Verunreinigung von Zinkcarbonat von F. Strohmeyer und C.S.
Hermann entdeckt. Es ist das letzte Element in der zweiten Ubergangsmetallreihe und hat die
Ordnungszahl 48 in der 12. Gruppe. Cadmium verhdt sich dhnlich wie Zink und kommt
ausschliesslich as Verunreinigung in Zinkerzen vor. Im Gegensatz zu Zink sind die Oxide des
Cadmiums sehr giftig. Es gibt insgesamt acht stabile Isotope des Cadmiums, wovon die
haufigsten Nuklearmassen zwischen 110-114 haben (14).

Das Halbmetall Arsen hat die Ordnungszahl 33 und ist in der 15 Gruppe direkt unter Phosphor
und neben Selen. Esist sait dem Altertum bekannt und kommt sowohl kationisch als Arsensulfid
als auch anionisch als Arsenid vor. Es gibt vom Arsen nur ein stabiles Isotop mit der
Nuklearmasse 75 (14).

Bisher sind keine physiologisch relevanten Arsenverbindungen bekannt, aber es wird auf Grund
der Ahnlichkeit zu Selen, welches einige Selenoproteine bildet, vermutet, dass auch Arsen
essentiell sein konnte. Des weiteren ist bekannt, dass Arsen durchschnittlich 1 pg/kg ubiquitér im
Organismus vorkommt. Daflr sind zahlreiche Krankheiten bekannt, die durch eine erhdhte
Arsenkonzentration im Korper hervorgerufen werden. Hierzu zahit die ,,blackfoot“-Krankheit,
die das Absterben von Gliedmalien als Folge von Schadigungen der Haut und Blutgeféassen hat
(25).

Das dem Schwefel in seinen Eigenschaften sehr dhnliche Selen hat die Ordnungszahl 34 und
kommt natiirlich in den sechs Isotopen 'Se, 2Se, [/Se, Se, ¥Se, ZSevor. Es igt ein

Halbmetall aus der 16. Gruppe und zeigt sich in der Natur in elementarer Form oder kationischer
Form als Selenit, Selenat und Selenid (26).



Selen kommt im menschlichen Korper in einer Konzentration von 3-20 mg vor, wobel es
grofdtenteils gebunden in Form von Selen bindenden Proteinen oder Selenoproteinen vorliegt.
Selen wird durch die verschiedenen Darme resorbiert und analog dem Schwefel in die
Aminosauren Selenocystein und Selenomethionin eingebaut. Nur in Form von Selenocystein hat
Selen eine eigenstandige Funktion in Enzymen, wohingegen es in Form von Selenomethionin die
selben Funktionen hat wie Schwefel. Diese Selenoenzyme haben u.a. protektive Eigenschaften in
Bezug auf oxidativen Stress (27) oder Einfluss auf Schilddrisenhormone (10, 28, 29). Die
Resorption von Selen wird durch das Vitamin E gefoérdert. Bei einem Mangel an Selen im
Organismus treten verschiedene Krankheitsbilder auf. Die Keshan-Krankheit ist eine in China
auftretende Herzmuskelschwéche, die aus dem Verzehr der regional angebauten und sehr
selenarmen Feldfrichte resultiert (30). Eine andere Auswirkung des Selenmangels kann im
verminderten Knochenbau bei Kindern beobachtet werden, was al's Kashin-Beck-disease bekannt
ist (31).

Allerdings ist eine Selenzufuhr von mehr als 300 mg am Tag zu vermeiden, da es ansonsten
toxisch wirkt und zu Haarausfall, Ermidung, Reizbarkeit, Ubelkeit, Erbrechen und Zyanose
fuhren kann, obwohl inzwischen eine Bandlung mit hochdosiertem Selen zu therapeutischen

Zwecken existiert.

1.2. Selenocystein

Charakteristisch fur Selenoproteine und Selenoenzyme ist das Vorhandensein mindestens eines
Selenocysteins in der Aminosduresequenz des Proteins. Es ist ein Homologes zu dem Cystein,
welches anstelle des Selens Schwefel bindet. In Relation zu Cystein besitzt Selenocystein einen
kleineren pK-Wert von 5,2. Bel physiologischem pH liegt die Selenolgruppe vollstandig
dissoziiert vor, wohingegen beim homologen Cystein die Thiolgruppe nur teilweise dissoziiert
vorliegt (32). Von alen anderen Aminosauren unterscheidet sich Selenocystein vor allem durch
seine co-tranglationale Synthese und einen eigenen Elongationsfaktor. Das bisher als Stopcodon
geltende Triplett UGA wird alternativ fir den Selenocysteineinbau decodiert. Charakteristisch fir
den Selenocysteineinbau sind das SECIS-Element und das SELB. Beide Teile zusammen sind
verantwortlich fur die richtige Decodierung des Stopcodons auf der mRNA.

Die t-RNA** wird durch Katalyse von Seryl-Synthase mit Serin beladen. Anschliessend wird mit
Selenophosphat und unter Katalyse durch Selenocystein-Synthetase der Serylrest in einen
Selenocysteinrest  umgewandelt. Unter ATP-Verbrauch wird aus Selenid in ener
Selenophosphat-Synthetase katalysierten Reaktion das Selenoposphat gebildet. Zur Ausbildung
des terndren Komplexes am Tranglationsort ist der Elongationsfaktor ,,SELB* essentiell, was in
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Bindungsstudien bewiesen wurde. In eukaryotischen Zellen sind einige der Schritte im Einbau
des Selenocysteins in Proteine und der dazugehdrigen Enzyme noch unbekannt. Bisher wurden
einige t-RNA>* und eine Selenophosphat-Synthase (SPS2) charakterisiert. Das SECIS-Element
liegt anders als bei prokaryotischen Zellen weiter entfernt vom Stop-Codon (33, 34).

1.3. Selenoproteine und selenbindende Proteine

Als Selenoproteine werden alle Proteine bezeichnet, die Selenocystein in ihrer
Aminosauresequenz enthalten. Selen bindende Proteine hingegen enthalten Selenomethionin,
welches nicht spezifisch in Proteinsequenzen eingebaut wird sondern zuféllig statt Methionin
oder mit einer noch ungeklarten Bindungsform eingebaut wird (35). Die spezifischen
Selenoproteine, welche die biologischen Funktionen des Selens ausiiben, werden aus einem
intermedidren Selen-Pool versorgt. Die Menge der exprimierten Proteine unterliegt der
Homoostase. Bei Versuchen mit Ratten, die einen Selenmangel hatten, wurde festgestellt, dass
sowohl bestimmte Organe als auch bestimmte Selenoproteine einer Hierarchie unterliegen (36,
37).

Zu den Selenoproteinen gehoren die drel grof3en Klassen der Glutathionperoxidasen (GPx), die
Thioredoxinreduktasen (Trx) und die Deiodinasen. Daneben gibt es Selenoproteine deren
Funktion noch unbekannt ist und die noch keine aussagekrédftigen Namen besitzen. Die GPx
werden vor alem nach ihrem Auftreten im Korper unterschieden, je nachdem ob es die
Spermienkerne, das Plasma oder das Zytosol ist. Hierbel ist die zytosolische GPx (cGPx)
digenige die ubiquitdr im Organismus vorkommt (38, 39). Die Funktion der cGPx ist es,
Superoxide, die als Abfallstoffe bei der Energiegewinnung in den Mitochondrien anfallen, in
nicht schadliche Stoffe zu reduzieren. Die einzigen schadlichen Peroxide, die die cGPx nicht
reduzieren kann, sind die Phospholipidperoxide. Diese Funktion hat jedoch die Phospholipid-
hydroperoxid-glutathionperoxidase (PHGPx) inne (40).

Die Thioredoxinreduktasen katalysieren die Reduktion von Thioredoxin, welches das
Redoxgleichgewicht in den Zellen reguliert. Daher sind die Trx ubiquitér in den Zellen
vorhanden (41, 42).

Die dritte grosse Gruppe der Selenoproteine, die Delodinasen, katalysieren die spezifische
Abtrennung eines lodatoms aus dem Thyroxin, um das Trijodthyronin als aktive Form des
Schilddrisenhormons zu erhalten (43, 44) und die spétere Deaktivierung des Hormons (45)
herbei zuf Uhren.

Von keinem weiteren Selenoprotein ausser der Selenophosphat-Sythetase ist bekannt, welche

Funktion das Selenoprotein hat, so dass sie nach ihrer Molekularmasse, ihrem Vorkommen oder
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dem Alphabet benannt sind. Diese Selenophosphat-Sythetase katalysiert die Synthese von
Selenophosphat aus Selenid und AMP (46). Dieses Selenophosphat wird wiederum fir die
Selenocysteinsynthese benttigt. Fir andere Selenoproteine wird im Einzelfall eine Funktion
vermutet, konnte aber bisher nicht bestétigt werden. Weitere hier untersuchte Selenoproteine
waren das 18-kDa Selenoprotein (47), das saure 15-kDa Selenoprotein (48,49), das neutrale 15-
kDa Selenoprotein (49), das prostataspezifische 15-kDa Selenoprotein (50), das Selenoprotein T
(Sel T) (51) und das Selenoprotein P (SeP) (52, 53).

1.4. Die Prostata

Die Prostata ist Teil des méannlichen Reproduktionsapparates und gehdrt zu den inneren
mannlichen Geschlechtsteilen, zu denen auch die Hoden, Nebenhoden, Blé&schendriisen und
Samenleiter gehdren. Zu den aulReren mannlichen Geschlechtsteilen gehoren der Hodensack und
der Penis. Die humane Prostata, welche ca. 20g wiegt und die Form einer Kastanie besitzt,
umschliefdt die Harnréhre direkt unter der Harnblase. Ausserdem liegt sie in der Nadhe des
Mastdarms, wo sie im Falle einer Erkrankung (Prostatitis, Prostatakrebs) durch den Arzt mit der
Ldigitalen Untersuchung™ ertastet werden kann. Die auch als Vorsteherdriise bekannte Prostata
besteht aus ca. 40 einzelnen Driisen, die durch eine Kapsel aus Bindegewebe umschlossen sind.
Die Drisen wiederum bestehen aus drei verschiedenen Zelltypen: Bindegewebszellen,
Drisenzellen und Stromazellen. Die einzelnen Driisen sind wiederum von Bindegewebe
umgeben, welches sie von Muskeln separiert. Dieses Muskelgewebe um die Drisen soll das
Prostatasekret bei der Ejakulation in die Harnréhre hinauspressen, wo auch die Samenleiter enden
und den Spritzkanal bilden. Hier vermengen sich die Spermien mit dem Seminalplasma, welches
zu ca. 75% aus dem Samenblasensekret und zu 25 % aus dem Prostatasekret besteht. Die
Spermien machen nur ca. 5-10% des Ejakulats aus, wadhrend der Rest des Ejakulats das
Seminalplasmaist. Das Sekret der Bléaschendrisen enthélt vor alem Fruktose, Phosphorylcholin
und Ascorbat, welche die Spermien mit Nahrstoffen versorgen, wohingegen das Prostatasekret
Cholesterin, Phospholipide und Proteasen sowie Spermin und Spermidin enthalt, die das Sekret
dunnfltssig halten sollen, so dass eine gute Motilitat der Spermien gewahrleistet wird.

Da es in dieser Arbeit nicht moglich war auf humane Gewebe in Form von Biopsien
zurlickzugreifen, wurden die Experimente an der Rattenprostata durchgefihrt. Die Rattenprostata
ist der humanen Prostata in ihrer Funktion und Beschaffenheit recht dhnlich. Der grésste
Unterschied zwischen den Prostatas der beiden Spezies ist deren Form. Im Gegensatz zu der

kastanienférmigen humanen Prostata hat die Rattenprostata eine Dreiteilung: ein Mittelsttick und

10



zwei Loben. Wahrend sich in den Loben ein grosserer Anteil an Driisengewebe befindet, ist der
Mittelteil grofdtenteils aus Bindegewebe beschaffen.

Blase | samenwege |

Vesicular Coagulating
Gland Gland

. Ureter
Urinary

Bladder Ampullary
Prostate ol
Gland

Penis

o

Samen-

Cowper's Gland
leiter

Vas Deferens

Glans ' Preputial
Penis i Gland

pritzgang Corpus L | Caput

amenkbldschen
Prostata

Schliessmuske SRS Eﬂdl‘:-ymls
= Anus ePlp
Harnrihre " ‘ Cauda
yerumontanum Scrotu Epidiymis

Graphiken 1 + 2. Diese beiden Schemata zeigen die humanen inneren
Reproduktionsorgane, die um die Prostata lokalisiert sind (1 links) und die inneren
Reproduktionsorgane des Rattenbocks (2 rechts).

1.4.1. Prostatakrebs und Einfluss von Spurenelementen auf Prostatakrebs

Eine der haufigsten beim Mann vorkommenden Krebsformen ist der Prostatakrebs. Ahnlich wie

das Drisengewebe bei der Frau (Brust) ist beim Mann die Prostata das fur Krebs anfalligste
Organ.

Prozentuale Verteilung der Kerbsneuerkrankungen

18,7%

O Prostata
B Lunge

ODarm

4.7% O Leukamie

W Blase
4.9%

O Magen

5,6% B Nieren

O Mund & Rachen
6,3%

6,3% 16,1% W andere

Graphik 3: Dieses Diagramm zeigt die prozentuale Vertellung der haufigsten Krebsneuer-
krankungen bei Mannern in Deutschland im Jahr 2002.

Quéelle: Arbeitsgemeinschaft bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland. “Krebs in
Deutschland“ 3. erweiterte, aktualisierte Ausgabe Saarbriicken 2002
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Die vorhergehende Graphik zeigt, dass die Haélfte aller Krebsneuerkrankungen durch
Prostatakrebs, Lungenkrebs und Darmkrebs hervorgerufen wird. Trotz dieser Zahlen ist
Prostatakrebs in nur wenigen Féllen tédlich, da die Prostata kein Iebensnotwendiges Organ ist.
Nur wenn das Prostatakarzinom Metastasen in anderen Organen bildet, ist estédlich.

Es gibt enige Risikofaktoren wie oxidativen Stress, benigne Prostata Hyperblasie oder
Prostatitis, die Prostatakrebs hervorrufen konnen. Es gibt aber auch Spurenelemente die einen
Einfluss auf das Entstehen oder Verhindern von Prostatakrebs haben (54). Bei Spurenelementen
wie Arsen (55, 56, 57) oder Cadmium (58, 59) ist bekannt, dass sie kanzerogen wirken und das
Entstehen und das Wachstum von Neoplasmen induzieren und férdern. Eine herabgesetzte
Konzentration von Zink (60) und/oder Selen (61) in der Prostata kann genauso einen Risikofaktor
darstellen. Eine ausreichende Zufuhr dieser beiden Spurenelemente ist geradezu notwendig um
Krebszellen abzutGten oder zu vermeiden. Zink in Form von Zinksalzen ist dafir bekannt, dass es
die Apoptose in Krebszellen induziert, so dass diese absterben (62). Auch Selen (63, 64) und
Kupfer (65, 66) wirken, nachweislich gegen Krebszellen. Aber besonders in organisch
gebundener Form als aktives Zentrum in Proteinen sind Spurenelemente wie Selen (67), Zink
oder Kupfer wirksam (68). Besonders Proteine wie die SOD (enthadlt Kupfer und Zink) und die
GPx (enthalt Selen) wirken u.a. gegen oxidativen Stress, der kanzerogen wirkt. Aber auch
Proteine deren Funktion noch unbekannt ist wie das SeP fordern bei einem Mangel die
Entstehung von Krebs (69).

Eine Uberdosierung dieser Spurenelemente hingegen wirkt in einigen Félen gegen den
préaventiven oder protektiven Effekt, den sie haben. So ist eine Uberdosierung von Zink mit
verantwortlich, dass aus der benignen Prostata Hyperblasie ein Tumor entstehen kann (70).
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2. Material

2.1. Chemikalien
MnCl;, * 4 H,O
CuCl, * 2 H,O
CdCl;, * 5 H,0 98%
CoCl; * 6 H,O
CaCl;*2 H,0
NiCl,

MgCl, *6 H,O
EDTA

NaS,03 * 5 H,0
AgNO;3
6-Aminohexansaure
Na;HPO,*12 H,0
NaN3

Harnstoff

Na,COs
Essigsdure 100%
Ethanol
Formaldehyd 37%
n-Butanol

NaCl

NaHCO;

NaOH

HCI 37%
(NH4)25:0s
Bromphenolblau
Dithiothreit 99 %
KoCO3 >98 %
NaSCN
Coomassie brilliant blue
Glycin

Harnstoff

cell culture tested
Analysegrad
Wasserfrei
Anaysegrad
Titriplex 111 ®
Suprapur
Analysegrad

Reinst
flr biochem. Zwecke
Reinst

Absolut

Reinst
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Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Fluka
Serva
Serva
Serva



PM SF Sigma
SDS kristallin Serva
TEMED reinst Serva
TWEEN 20 Detergent molekular biology grade Calbiochem
Proteinmarker : Mark 12 Invitrogen

Nahrmedium RPMI 1640 + L-Glutamin

2.2.Gerdte:

Blotkammer

Mikrowelle
Autoradiographische Platten
Gefrierschrank
Geltrockner

Pumpe fur den Geltrockner
|EF-Kammer

| EF-Stromversorger
Kuhlfalle der Speedvac
Kuhlschranke
Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-40°C)
Gefrierschranke (-80°C)
Multichannel analyser
Nal-Detektor
Stromversorger

Magnetrihrer

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Scanner fur Autoradiographie
Schttler fur Gelfarbungen

V akuumpumpen
Vortexer

GIBCO/Invitrogen

BioRad Transfer Blot SD221 Br
Privilege 9023

Fuji

Colora UF 85-300S

Biometra D62

Leybolt Divac 2.4 |

Bromma Multiphor Il 2117
Amersham EPS 3501 XL

Jouan RTC60

Triter Hannover

Liebherr Oko System

Bosch GS 368T

Heraeus instruments HFU 86
Canberra Serie 35

crismatic AS17

Biometra High voltage power pack P30

IKA RTC

IKA RET-G

IKA MCT

Knick 760 Calimatic

Beckmann DU 650 Spectrophotometer
Eppendorf

Fujifilm FLA-3000

GFL 3016

IKA KS 260 basic

Leybold-Heraeus mini A
Heidolph REAX 2000
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Waagen

Thermoblock fur Eppendorfgefasse
Perestaltikpumpe

Plastikklvetten fur UV-VIS-spektrometer
Scanner

UV-VIS-spektrometer
Chromatographieséulen
Chemoluminiszenz-Detektor
Kuhlschrank

Zentrifugen

Zentrifuge
Ultrazentrifugen

Rotor der Ultrazentrifuge

Zentrifuge der Speedvac
p-imager

2.3.Versuchstiere

Mettler PC 440 Delta-range
Mettler PE 2000

sartorius 1872

Biometra TB1 Thermoblock
Ismatec IPN-8

Plastibrand PMMA

UMAX Powerlook I11

Cary 50BIO

BioRad Econo Column
Odysses LI-COR 9120
Liebherr Kristall KGK 3584.1
Centricon T324

Eppendorf 5415C

Heraeus primo R

Beckmann L8-70
Beckmann Optima MAX
Beckmann Ti-75

Jouan RC10.22
Biospace

Fur die Versuche mit Tieren wurden mannliche Ratten vom Stamm Wistar (Charles River,
WIGA GmbH, Sulzfeld) verwendet, die bel einem kinstlichen Tag-Nacht-Rhythmusvon 12 him
Universitéts-Klinikum Benjamin Franklin (Berlin) gehalten und mit einem speziell hergestellten
(ICN  Pharmaceuticals, Cleveland, USA) ernahrt,

Zuchtbedingungen zu schaffen. Die Ratten wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, die eine

Trockenfutter um einheitliche
unterschiedliche Selendiét erhalten haben, ansonsten jedoch identische Bedingungen vorfanden.
Das Futter enthielt auf der einen Seite ca. 5 ng/kg Selen und auf der anderen Seite ca. 300 pug/kg
Selen. Die Diét, die nur 5 pg/kg enthdlt, stellt eine starke Selenmangeldidt und die Dié von 300
pg/kg eine normale bis leicht erhdhte Selenzufuhr dar. Um sicher zu gehen, dass die Tiere der
Selenmangeldiét ( Se(-)-Tiere) auch kein Selen von der Parentalgeneration erhalten, wurde die
Diét Uber mehrere Generationen hinweg aufrechterhalten. Da die Mannchen der Se(-)-Tiere in
ihrer Fertilitét beeintrachtigt waren, wurden die Weibchen von Méannchen mit ausreichender
Selenzufuhr begattet. Im Alter von sechs Monaten wurden die Ratten getttet ihre Organe
entnommen und fur die Versuche unmittelbar danach bei —20°C eingefroren.
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2.4. Humane Prostatakar zinomzelllinie DU145

Diese Zdlllinie wurde aus dem Prostatakarzinom eines 69 Jahre alten Mannes etabliert. Die
Biopsie wurde im Jahr 1975 vorgenommen (71). Hierbei handelt es sich um eine von zwei
gebréuchlichen und in der Literatur beschriebenen Prostatakarzinomzelllinien. Eine Prostata-
karzinomzelllinie aus der Ratte konnte aus Grinden der erhthten Sicherheit nicht benutzt
werden. Die Dul45 wurden in Zelkulturflaschen mit dem Nahrmedium RPMI 1640 + L-Glu-
tamin mit Zusdtzen eines Antibiotikums aus Penicillin/Streptomycin und fétalem Rinderserum
(ca. 10-20%) herangezogen (alles von der Firma GIBCO/Invitrogen; USA). Das Ernten der
Zellen geschah durch das Inkubieren der vom N&hrmedium befreiten Zellen mit Trypsin und
anschliessender Zentrifugation. Das Pellet, das aus den Zellen bestand, wurde jeweils drei mal
mit PBS-Puffer gewaschen um Kontaminationen durch Proteine aus dem fotalen Kalberserum

auszuschliefien.

2.5. Probenvorbereitung

2.5.1. Radioaktive Markierung

Die Versuchsratten und die Zelllinie Dul45 wurden zu Versuchszwecken mit radioaktiven
Isotopen markiert. Die hierbel benutzten Isotopen waren das "Se (t », = 120d) , ® As (t 4 =
80,3d), >*Mn (t 1, = 312,2d) und ®*Cu (t , = 12,70h).

Die Zellen wurden einfach durch Zugabe der jeweiligen Inkubationsldsung zu dem Nahrmedium
mit den jeweiligen radioaktiven Isotopen (°Se & "*As) markiert.

Die Versuchsratten wurden per Schlundsonde oral mit den Radiomarkern inkubiert. Eine
Ausnahme gab es bei der Darreeichung des Selens, welches intraperitoneal verabreicht wurde.
Die Inkubationszeit der Probanden betrug jeweils finf Tage, wonach sie dann geerntet bzw.
geschlachtet wurden. Eine Ausnahme stellte das Kupfer dar, welches nur ca. eine Halbwertszeit
lang inkubiert wurde.

Sowohl das Arsen a's auch das Selen wurden in anionischer Form als Na;SeO; oder al's NagAsOs
dargereicht, wohingegen Kupfer und Mangan in kationischer Form als Cu(NOg3), und MnCl;
verabreicht wurden. Um unvorhersehbare Schadigungen der Tiere durch Verdtzung
auszuschlief3en, wurden die Inkubationsl 6sungen auf einen fir die Tiere leicht vertréglichen pH-
Wert von 5,5 6,0 eingestel|t.

Die beiden Isotope des Selens und des Kupfers wurden am Reaktor BER |1 am Hahn-Meitner-
Institut (in Berlin Wannsee) erzeugt, wohingegen die Isotope des Mangans und Arsens kauflich

erworben wurden.
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Die folgenden Formeln zeigen die Zerfalle der benutzten I sotope an. Hierbei steht EC fir electron

capture (Elektroneneinfang aus der K-Schale).

M3 (stabill+n  —=——> 8¢ EC c—=> Phs(stabill+h*v

- B = BT (stabil) + h * v (41%)
B30 (stabil)+ n ——== % Cu
EC/- B Tom  ®Zn (stabil) + b * v (59%)

S0Mn EC/- B === 3Cr (stabil) + h * v

Bhg EC —> G (stabil) + h * v

2.5.2. Mortalisierung, Probenentnahme und Frostung der Versuchstiere

Sofern nicht anders beschrieben wurden die verwendeten Gewebe der Ratten wie folgt behandelt:
Die fur die Schlachtung vorgesehenen sechs Monate alten mannlichen Ratten wurden mit einer
Uberdosis des Betaubungsmittels Fluorene® durch Inhalation in einem GlasgefaR auf milde Art
getttet, um die Bildung von Stressproteinen zu vermeiden. Nach einer Herzpunktuation, bei der
der grofdte Teil des Blutes entnommen wurde, wurden alle anderen Organe entnommen und fir
die Versuche eingefroren. Durch Zentrifugation wurde aus dem Blut das Plasma gewonnen. Fur
die weiteren Versuche wurden die entnommenen Prostatas zum einen bei —80°C tiefgekuhlt oder
fUr die Dinnschnitte bei —198°C Uber fllissigem Stickstoff schockgefroren.

2.5.3. Kryoschnitte

Dunnschnitte sind sehr diinne Querschnitte von ganzen Geweben, die mit Hilfe eines Kryotoms
angefertigt werden (Leica CM 3050 S). Hierbei werden durch eine sehr scharfe diinne Klinge die
Gewebe auf einer Halterung in 10um dinne Teile geschnitten und auf einen Objekttisch
geschoben, von wo sie mit einem Objekttréger vorsichtig aufgenommen werden kénnen und
anschliessend an der Luft getrocknet werden. Die Arbeitstemperatur des Kryotoms betrug
-25°C.
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3. Aufgabenstellung

Ziel der geplanten Arbeiten ist es, durch Kombination analytischer Methoden (INAA, AAS, ICP-
MS, Ultra-Zentrifugation, Chromatographie und Radiotracer-Techniken) mit biochemischen/
immunochemischen und molekularbiologischen Verfahren die Verteilung von Spurenelementen
und Spurenelementproteinen in der Prostata der Ratte zu identifizieren und zu charakterisieren.
Aufgrund der bereits bekannten Beziehung zwischen Selen und der Prostata sollen auch
Untersuchungen unter Berticksichtigung des Selenoproteoms in Abhéngigkeit vom Selenstatus
durchgefihrt werden.

Mit Hilfe der instrumentellen Neutronenaktivierungsanalyse (INAA), der induktiv gekoppelten
Massenspektrometrie (ICP-MS) und der elektrothermalen Atom-absorpsionsspektroskopie (ET-
AAYS) sollten qualitativ und quantitativ die in der Prostata vorhandenen Spurenelemente bestimmt
werden. Zusétzlich sollen mit der AAS die Spurenelementkonzentrationen im Prostatazytosol
bestimmt werden. Erste Hinweise Uber metallhaltige Proteine in den Zytosolen sollen durch
online-Kopplung von HPLC und ICP-MS zur Auftrennung der  Proteine mit der
GrolRenausschlusschromatographie  und  anschliessender Analyse der Elemente in  den
aufgetrennten Fraktionen erhalten werden. Diese Untersuchungen weisen auf die Existenz
spurenelementhaltiger Proteine in der Prostatadriise hin.

Durch elektrophoretische Techniken wie der SDS-PAGE, der isoelektrischen Fokussierung und
der zweidimensionalen Elektrophorese sollen die in vivo mit Radiotracer markierten Proteine in
den subzelluldren Fraktionen der Prostatazellen aufgetrennt werden. Anschliessend soll mit Hilfe
der Autoradiographie der Tracer sowohl in Kryoschnitten als auch in den Proteinbanden
nachgewiesen werden. Die Selenoproteine und anderen Spurenelementproteine sollten mit Hilfe
von Immunotests (Antikorper gerichtet gegen spezifische Proteine in den verschiedenen Zell-
Fraktionen) detektiert werden.

Um den Einfluss des Selenstatus auf die Expression von Proteinen zu untersuchen, sollen 2D-
Elektrophoresen von den Prostatahomogenaten der Ratten mit unterschiedlichem Selenstatus
angefertigt werden. Die daraus resultierenden Proteinspektren sollen auf Unterschiede in der
Proteinexpression untersucht werden. Auf die gleiche Weise sollen auch die zytosolischen
Proteinspektren mit einander verglichen werden. Vorhandene Expressions-Unterschiede sollen
mit speziellen Computerprogrammen erfasst werden. Signifikante Unterschiede zwischen den
Proteinspektren der Selenmangel- Rattenprostatas und der Kontroll- Rattenprostatas sollten mit
Hilfe der MALDI-/ESI-MS analysiert werden und nach ihrer biologischen Bedeutung

klassifiziert werden.
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4. Methoden

4.1. Homogenisierung

Bevor die Prostatas homogenisiert wurden, wurden alle Gewebe, wie Fettanlagerungen und
Blutgeféaide, die die Prostata umschlief3en oder durchziehen, manuell entfernt. Je Gramm Gewebe
wurden drei Milliliter Homogenatpuffer, welcher ein Gemisch aus Proteaseinhibitoren enthielt,
zur Verhinderung des Zersetzungsprozesses der Proteine durch Proteasen hinzugefiigt und alles
zusammen mit einem Handhomogenisator homogenisiert. Bindegewebsstiicke und andere nicht
zerkleinerte Feststoffe wurden durch Filtration durch eine Gaze ( Porengréf3e 80 um) entfernt.

Mit dieser Methode der Homogenisation ist eine schnelle und einfache Aufbereitung moglich,
jedoch eignet sie sich aus Grinden der Kontamination nicht fur die Spurenelementanal ytik.
Hierfir mussten ale Gerdte sdurefest und fir die zu messenden Spurenelemente
kontaminationsfrei sein. Alle hierfir benutzten Gerdte, Gefdl3e etc. wurden mit 5%-iger
Sapetersaure gereinigt.  Zum Homogenisieren wurde ein Glaspotter statt eines
Handhomogenisators aus Edelstahl benutzt. Die Kontamination mit Silizium u.a. im Glas
vorkommenden Elementen spielten keine Rolle bel den Messungen, da sie nicht gemessen
wurden und keinen Einfluss auf die zu messenden Spurenelemente austibten.

Daeine komplexe Matrix die Messungen stéren wirde, wurde ein einfacherer Homogenatpuffer
benutzt, der keine storende Matrix hat.

Homogenatpuffer (normal): 0,25 M Saccharose, 5 mM MgCl,-6 H,O, 20 mM Trig/HCI, pH 7,4
Homogenatpuffer (analytisch): 20 mM Tris'HNO; (Suprapur) pH 7,4

4.2. Subzellulédre Fraktionierung durch differentielle Zentrifugation

Das Ziel der subzelluléren Fraktionierung ist die Separation von Zellorganellen mit moéglichst
geringem Schaden. Durch diese Separation ist es moglich Proteine oder Spurenelemente den
einzelnen Fraktionen zuzuordnen oder sie darin zu lokalisieren.

Aus den erhaltenen Gewebehomogenaten konnten Fraktionen mit unterschiedlichen Dichten
separiert werden, indem die unldslichen Zellkompartimente durch Zentrifugation bei
unterschiedlichen Winkelbeschleunigungen und Zentrifugationszeiten sedimentiert  wurden.
Hierbei konnten eine nukleare, eine mitochondriale, eine mikrosomale und ein zytosolische
Fraktion gewonnen werden. Bei einer Winkelbeschleunigung von ca. 1000 x g und einer
Zentrifugationsdauer von ca. 10 Minuten konnte die nukleare Fraktion als erste von den anderen

Fraktionen abgetrennt werden, da sie die hochste Dichte hat. In der nuklearen Fraktion befinden
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sich fast ausschliesslich die Zellkerne, jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass Teile
des den Kern umgebenden Endoplasmatischen Retikulums (ER) in dieser Fraktion
vorkommen. Um die Verunreinigung der nuklearen Fraktion vom ER zu minimieren, wurde
siemit einem Triton X-haltigen Puffer gewaschen.

Bei 20-mintter Zentrifugation und einer Winkelbeschleunigung von 10.000 x g konnte aus
dem Uberstand die mitochondriale Fraktion sedimentiert werden. In diesem Sediment
befinden sich vorwiegend die Mitochondrien aber auch andere Zellkompartimente mit
gleicher Dichte wie der Golgi Apparat.

Im darauf folgenden Schritt wurden aus dem Uberstand bei 90-miniitiger Zentrifugation und
einer Winkelbeschleunigung von 100.000 x g die mikrosomale Fraktion und das Zytosol
gewonnen. Das sedimentierte Pellet bildet die mikrosomale Fraktion, welche unter anderem
das Endoplasmatische Retikulum beinhaltet. Der jetzt klare Uberstand besteht aus den
Inhaltsstoffen des Zytoplasmas der Zelle, welches aus |0slichen Proteinen, Salzen, frelen
Aminosauren usw. besteht, sowie aus dem benutzten Puffer.

Alle Pellets wurden nach der Sedimentation vorsichtig mit einem Tris-Puffer gewaschen und

danach im Verhdtnisvon 1:1 in ihm aufgenommen.

Gewebe

Homogenisieren
h 4

Homo genat

Zentrifugieren 1000g
h 4

Tberstand Pellet
(Eemfraktion)

Zentrifugieren 10.000g
h 4

Therstand Pellet {mito-
chondriale Fraltion)

Zentrifugieren 100.000g
¥

Zytosol FPellet (mikrosomale
Fralktion)

Graphik 4: Dieses Schema zeigt in vereinfachter Form die Gewinnung der verschiedenen

benutzten Fraktionen im Uberblick.

Bei der subzelluléaren Fraktionierung fir die analytischen Spurenelementnachweise wurde
ausschliesslich mit dem analytischen Homogenatpuffer gearbeitet, um Kontaminationen zu
vermeiden.

Triton X-Puffer: 0,25 M Saccharose, 5 mM MgCl,-6 H,0, 20 mM Tris/HCI, 1% Triton X, pH 7,4
Tris-Puffer : 20 mM Tris/HCl pH 7,4
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4.3. Mikrowellenaufschliisse

Um das Gewebe analytisch auf die darin enthaltenen Spurenelemente zu untersuchen, musste es
im Vorhinein prapariert werden, da dies so nicht mit der AAS oder ICP-MS messbar ist. Die
besten Resultate fur diese Messmethoden liefern wassrige, leicht saure Ldsungen. Durch
Mikrowellenaufschltisse ist es moglich Gewebe jeder Art in wassrige Lésungen zu tGberfihren.
Hierbel werden allerdings samtliche Strukturen in den Proben zerstort, so dass keine
Matrixeffekte bei den Messungen auftreten.

Die Lyophilisation der Proben vor dem Mikrowellenaufschluss ermoglicht eine hohere
Konzentration der Spurenelemente in der Ldsung der Probe.

In hochreine, sduregereinigte Teflonbomben wurden die lyophilisierten Gewebeproben
zusammen mit einem Gemisch aus Wasserstoffperoxid und Salpeterséure (Iml H2O5; 2ml HNO3
je 200 mg Trockenprobe) gegeben und verschlossen. Daraufhin wurde die verschlossene Bombe
innerhalb von 10 Minuten auf 200°C erhitzt und weitere 10 Minuten bel dieser Temperatur
belassen, um eine vollsténdige Zersetzung der Gewebes zu gewahrleisten. Die zersetzten
Probenlésungen wurden hierauf mit hochreinem Wasser fur die Anaysen verdinnt, da die

Proben eine zu hohe Saurekonzentration hatten.

4.4. Analytische Methoden
4.4.1. Messung radioaktiver Substanzen mit dem Nal-Detektor

Das Prinzip dieses Verfahrens beruht auf der Lumineszenz bestrahlten dotierten Natriumjodids.
Der Natriumjodidkristall ist mit Thallium dotiert, wodurch Luminszenz bei Absorption von y-
Strahlen erméglicht wird. Mittels eines Photomultipliers und elektronischer Hilfsgerédte kann das
Signal auf einem Bildschirm optisch dargestellt werden. Dieser Detektor ist ein sogenannter
,Bohrloch-Detektor mit dem es moglich ist den grossten Teil der emittierten Strahlung
einzufangen und zu detektieren. Die Zerfallsraten werden in counts per minute (cpm) angegeben.

4.4.2. Instrumentelle Neutronenaktivierungsanalyse (INAA)
Bei der INAA handelt es sich um eine analytische Methode bei der Elemente durch

Neutronenbeschuss in instabile | sotope hoherer Masse Uberfihrt werden, die isotopenspezifische

y-Quanten emittieren. Diese y-Quanten konnen dann durch die Gammaspektrometrie den
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entsprechenden Elementen zugeordnet werden. Eine Quantifizierung der Elemente erfolgt Uber
den Zahlratenvergleich der Proben mit einem zeitgleich mitbestrahlten Standard.

Je nach Isotop ist eine andere Bestrahlungsweise vorteilhaft, da die entstehenden
Tochternuklide unterschiedliche Halbwertszeiten haben oder der Einfangquerschnitt der
Elemente ungleich ist. Hierbei gibt es u.a. die Mdglichkeiten die Proben im Reaktorkern oder
an Reflektoren in Reaktornghe zu bestrahlen, wo der Neutronenfluss geringer ist als im
Reaktorkern. Elemente deren Tochternuklide stabil sind oder zu geringe Halbwertszeiten
haben kdnnen nicht gemessen werden.

Die Proben mussen zur Analyse nur lyophilisiert und im Achatmdrser homogenisiert werden

bevor sie in hochreinen Quarzampullen eingeschmolzen und darin bestrahlt werden.

4.4.3. Induktiv gekoppelte Plasmamassenspektr oskopie (ICP-M S)

Bei der ICP-MS handelt es sich um eine Multilementanalyse. Die durch den
Mikrowellenaufschluss erhaltenen Losungen werden durch einen Nebulizer zerstaubt und in
einem Gasstrom (Argon) zur Plasmafackel beférdert, wo die Tropfchen zu ionisiertem Gas
erhitzt werden. Dieses ionisierte Gas wird durch verschiedene Linsen fokussiert bevor es
durch ein magnetisches Feld eines Quadrupols in Schwingungen versetzt wird. Nur die
Schwingungen eines bestimmten Masse-Ladungs-Quotienten erreichen den Detektor,
wohingegen andere schwingende lonen herausgefiltert werden. Das Quadrupol wechselt in
bestimmten Intervallen die Frequenz der Magnetfelder, so dass nacheinander ale Masse-
L adungs-Quotienten gefiltert werden.

So werden nicht nur die Elemente gemessen, sondern alle stabilen Isotopen eines Elements,
da sie unterschiedliche Massen haben. Durch die hohe Temperatur der Plasmafackel (ca.8000
K) entstehen auch ionische Molekile deren Bestandteile aus der Losung stammen, die zum
Tell die Signale bestimmter Elemente Uberlagern, da sie den gleichen Masse-Ladungs-
Quotienten haben ( z.B.(*CI*®*0)* < °V*). Diese Uberlagerungen kénnen teilweise
dadurch umgangen werden, dass ein anderes | sotop des jeweiligen Elements gemessen wird.
Um die Elemente nicht nur qualitativ zu bestimmen, wird der zu untersuchenden Lésung ein
Standard bekannter Konzentration hinzugefigt und mitgemessen. So werden durch Vergleich
der Zahlraten des zu untersuchenden Elements mit denen des Standards relativ zueinander die
Elementkonzentrationen bestimmt. Graphik einer ICP-MS im Kapitel 4.4.4.
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4.4.4. GrolRenausschlusschr omatographie (Size exclusion chromatography SEC)

Die SEC ist eine Methode zum Separieren von Bestandteilen einer Losung nach ihrer Grofze
und wurde in dieser Dissertation in Kombination mit der ICP-M S verwendet.

Die SEC ist eine FlUssigchromatographie (LC), bel der in Losung vorliegende Proteine nach
ihren Massen aufgetrennt werden kénnen.

Das Prinzip diessr Trennung basiert darauf, dass die gelosten Proteine durch eine
Saulenmatrix, welche als statische Phase bezeichnet wird, mit einer Membranpumpe befordert
werden und die unterschiedlich grof3en Proteine mit ihr in Wechselwirkung treten, aber
weiterhin durch einen Puffer, welcher die mobile Phase bildet, umspllt werden. Die mobile
Phase drangt somit die Proteine wieder aus der statischen Phase heraus. Da die kleineren
Proteine der mobilen Phase einen geringeren Stromwiderstand bieten as die grésseren
Proteine, verbleiben sie [anger an dem Gel der statischen Phase. Somit erfolgt die Trennung
der Proteine. Die massereicheren Proteine sind so in den zeitlich gesehen ersten Fraktionen,
welche aus der Saule treten, zu finden, wohingegen die kleineren Proteine spéter die Saule
verlassen. Durch die Kalibration der Sdule mit Proteinen bekannter Masse kdnnen den
Durchflusszeiten bestimmte Proteinmassen zugeordnet werden. Die limitierenden Faktoren
sind das darin befindliche Gel, welches den Massenbereich der Trennung vorgibt, der
Saulendurchmesser, welcher die Gesamtproteinmenge begrenzt, und die Saulenlénge, die die
Auflésung beeinflusst.

" SEC - ICP-MS
el Coupling

Degasser

Reotary
paura

SEC g4 » ICP-MS
bidirectional communication

Graphik 5: Dieses Schema zeigt eine SEC und ICP-M S die in Reihe geschaltet
sind.
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4.4.5. Elektrothermale Atom-absor ptions-spetrometrie (ET-AAS)

Die AAS ist die genaueste benutzte Methode zur Spurenelementbestimmung. Sie ist eine
photometrische Einelementanalyse, bei der aus der Absorption von elementspezifischem
Licht durch eine verdampfte Probe Rickschllsse auf deren Elementkonzentration gezogen
werden koénnen. Hierbel wird Licht durch Hohlkatodenlampen (HKL), die angeregte lonen
eines Elements erzeugen und deren Ruckfall in den Grundzustand Lichtquanten bestimmter
elementspezifischer Frequenzen emittiert, durch zwei Kandle geleitet. Einer dieser Kandle
dient als Nullabgleich, wohingegen der andere Kanal ein beheizbares Graphikrohr zur
Verdampfung der Probe enthélt. Der Lichtstrahl, der durch die atomisierte Wolke der Probe
hindurchgeht, wird von ihr durch Absorption abgeschwécht, wohingegen der Lichtstrahl im
Nullabgleich durch nichts abgeschwécht wird. Der nicht abgeschwéachte Lichtstrahl mit der
maximalen Lichtintensitdt wird hier als 1(0) bezeichnet und der Lichtstrahl mit der
verminderten Intensitét |. Durch das Lambert-Beer'sche Gesetz kann anhand dessen die

Konzentration des untersuchten Elementsin der Probe bestimmt werden.

E = Extinktion ¢ = elementspezifischer
_ -1
E=log[1-1(0)7] c = Konzentration K oefizient
. s = Wegstrecke des | = durch Absorption ver-
E=e*cCc*s Lichts durch die ringerte Lichtintensitét

Probe [(0) = Licht maximaler

Intensitét

Monochro- Probenkammer
HKE o Ofen Saanet Detektor
1)

Graphik 6: Dieses Schema stellt vereinfacht ein ET-AAS-Gerét mit Zeeman-
Kompensation dar

Um den Untergrund der Messungen zu minimieren, wurde ein Gerdt mit Zeeman-
Kompensation benutzt, welches durch ein starkes Magnetfeld das Hintergrundrauschen aus
dem Signal herausfiltert.
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4.4.6. Autor adiographie

Die Aufnahme eines Autoradiogramms erfolgt durch Belichtung der Image-Plates der Firma
Fuji mit einer getracerten Probe auf einem SDS-Gel in einer lichtdichten Kassette. Die hierbel
benutzten Image-Plates sind mit Bariumfluorobromid beschichtet, das mit Eu?* dotiert ist.
Wenn das Material bestrahlt wird, gehen die Molekile in einen energetisch htheren Zustand
Uber und bleiben dort bis sie entweder durch spontane oder induzierte Emission in den
Grundzustand gelangen. Beim Scannen der Plates mit einem He-Ne-Laser relaxieren die
Molekile durch stimulierte Emission und geben dabei selber Energiequanten ab, die durch
einen Detektor in elektrische Signale umgewandelt werden konnen und letztendlich an einem

Computer optisch dargestellt und bearbeitet werden kénnen.
4.4.7. Autor adiogr aphie mittels p-imager

Bei der Aufnahme von Autoradiogrammen mit dem p-imager (Biospace, Frankreich) handelt
es sich um eine hochauflésende und sehr schnelle Methode zur Autoradiographie von
kleineren Objekten (3 x 4 cm), wie z.B. DUnnschnitten. Hierzu wird ein Objekttrager mit dem
darauf befindlichen Dunnschnitt mit einer 2um dicken Polyethylenfolie bedeckt, um die
Probe von einer zweiten Folie mit einer radiosensitiven Beschichtung abzugrenzen. Dieses

,,Paket“ wurde daraufhin im p-imager ausgelesen und digital bearbeitet.

4.5. Allgemeine M ethoden
45.1. Die Gleichgewichts-Dialyse
Bei der Gleichgewichts-Dialyse handelt es sich CGraphik 7: Dialyse (Biochemie, Stryer

5. Auflage, S. 89)
um ene  Trennmethode, um  Teilchen R

- N, T i L W

i AN p e %

verschiedener Voluminavoneinander zu trennen. (\\\f/ &\‘_j/

Im Speziellen geht es darum, die Proteine von /T, = R

Dialyseschlauch~_| . RSN .

Salzen und anderen hydrophilen Verunreini- \ i

gungen zu trennen. Der Effekt beruht auf der befans By -'-_ '4

Ausnutzung des osmotischen Drucks von Sl |

Puffer — | .l o |

Fllssigkeiten unterschiedlicher Konzentration, die sk SR |
f e

durch eine semipermeable Membran getrennt | ., G |

N T o (BB

sind. Hierzu verwendet man Dialysemembranen ey i

zu Beginn der Dialyse im Gleichgewicht
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aus regenerierter Cellulose. Aus diesen Membranen werden Dialyseschlduche gefertigt, die
durch ihre Cutoff-Werte unterschieden werden. Der Cutoff-Wert gibt das Molekulargewicht
der Proteine an, die zu 90% von der Membran zurtickgehalten werden. Die Abtrennung beruht
auf der Diffusion der kleinen, hydrophilen Molekile und der Zurtickhaltung der Proteine.
Erfahrungsgemal? kénnen grof3e Volumina durch haufigeren Pufferwechsel die Abtrennung
noch steigern. Wenn gegen destilliertes Wasser dialysiert wird, kann die lonenstarke der

Losung stark absinken, so dass viele Proteine durch die Anderung des pH-Wertes ausfallen.

4.5.2. Einengen von Proben mittels Speed-Vac

Bel der Speed-Vac handelt es sich um eine Methode, um Lésungen zu konzentrieren.
Zugrunde liegt, dass im Vakuum Ldsungen schneller verdunsten, da der Gasdruck erniedrigt
wird. Die Losungsmittel beginnen dann bereits bei Raumtemperatur zu kochen, was zu
verstarkter Verdunstungskdte fuhrt, weshalb die Lésungen sich abkihlen. Um der
Blasenbildung entgegen- zuwirken und die Verdunstung zu beschleunigen, wird eine
beheizbare Zentrifuge verwendet. Da bei der Verdunstung nur das Lésungsmittel entfernt
wird, reichern sich Salze in der Losung an, diese kdnnen dann durch die Diayse abgetrennt

werden. (s. 5.6. Gleichgewichts-Dialyse)

4.6. Biochemische Standar dmethoden

4.6.1. SDS-Gelelektrophorese nach Lammli

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophore- ‘\“\v/ﬁ\wm o )(L.N/EZ\N)OK/
se (SDS-PAGE) ist ein Verfahren zur Auftrennung von e At
Proteingemischen nach ihrer scheinbaren Masse. SDS, ein SI i

ionisches Detergenz mit negativer Ladung und Natrium als 2507 Gulsadialien
Gegenionen, denaturiert die Proteine. Durch nichtkovalente ‘ : y
Wechselwirkung bindet ein SDS alle 2wei Aminosarenan |~ L~ T [T
dieliniearisierten Proteine. Durch Kochen mit DTT werden {;2:}”“

Disulfidbriicken geldst. Dadurch ergeben sich liniearisierte cont, CON"é}f\”“ jom o

Proteine mit gleichem Masse-Ladungs-Verhaltnis, was die ™ > > > "~ ™ s

Auftrennung nach der GroRe in einem elektrischen Feld Polyacryl- amids aus Acrylamid und
Methylen- bisacrylamid durch

ermdglicht. Bel der PAGE besteht die Matrix hierbei aus radikalische Poly- merisation
einem  Co-Polymer aus Acrylamid und NN’'- (Biochemie, Stryer S. 93)

Methylenbisacrylamid (Graphik 8). Bel der Methode von Laemmli (72) handelt es sich um
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eine diskontinuierliche Zonen-elekrophorese. Das Gel besteht aus zwei verschiedenporigen,
Ubereinandergeschichteten Teilen. Der untere Teil ist das Trenngel und ist engporig mit einem
pH von 8,8, wohingegen der obere Tell das weitporige Sammelgel mit einem pH von 6,8 ist.
Im Laufpuffer sind CI'-lonen und Glycin enthalten, welche einen Stapel effekt bewirken durch
das Zusammenspiel der lonen und des pH-Werts im Sammelgel. Im Trenngel bewirkt der
Siebeffekt eine Auftrennung der Proteine nach Molekularmassen. Insgesamt erfolgt also eine

Auftrennung nach Ladung und Molekularmasse.

Acrylamidlosung : 30 % Acrylamid, 0.8 % Methylen-Bis-Acrylamid

Trenngelpuffer @ 1,5M TrispH 8,8 (HCI)

Sammelgelpuffer : 0,5M TrispH 6,8 (HCI)

Laufpuffer : 25mM Tris, 0,3 M Glycin, 10 mM SDS

Probenfuffer . 25 % Sammelgel puffer, 40 % v. 10%iger SDS-Ldsung, 20 % Glycerin,
20mM DTT , 0.2 % Bromphenolblau

4.6.2. Die zweidimensionale Elektrophor ese (2D-E)

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden die Proteine zuerst nach ihrem
isoelektrischen Punkt durch die isoelektrische Fokussierung (IEF) und anschliessend nach
ihren scheinbaren Massen in der SDS-PAGE nach Lammli getrennt (IEF/SDS-PAGE). Die
IEF erfolgt durch Auftragung des Proteins auf einen kauflichen Strip. Durch die
anschliessende Stromzufuhr bildet sich auf dem Gel des Strips ein pH-Gradient aus, wodurch
die Proteine in dem Gel des Strips wandern. Jedes Protein hat bei einem bestimmten pH-Wert,
dem isoelektrischen Punkt, eine Gesamtladung nach aussen von Null. Bei einem anderen pH-
Wert hingegen werden die Proteine deprotoniert oder protoniert, was die Gesamtladung nach
aulden andert und die Proteine somit im elektrischen Feld wandern. Nach hinreichend langer
Fokussierung werden die Strips auf ein SDS-Gel fest positioniert und wie eine SDS-PAGE
behandelt (s.4.6.1.).

4.6.3. Zweidimensionale Gelelektrophor ese mit mobilem Gradienten (NEPHGE) Grol3-
Gele

Bei der NEPHGE (Non Equilibrium pH Gradient Electrophoresis) baut sich der pH-Gradient
wahrend der Fokussierung auf. Empfindliche Proteine werden bei dieser Methode nicht
extremen pH-Werten ausgesetzt, was die Gefahr des Ausfallens bzw. der Aggregation
verringert. Es tritt keine Kathodendrift auf, die sich bel den IPG-Strips oft in fehlenden
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basischen Proteinen aul3ert. Grol3ere Proteine fokussieren langer als kleine, die sich mit der
Zeit an der Kathode sammeln und nicht aufgetrennt werden. Es werden Roéhrchengele
gegossen. Nach der Fokussierung werden diese auf ein SDS-Gel Ubertragen und die Proteine
in der 2. Dimension getrennt.

Die NEPHGE wurde fir Large-Gele im Format 200 x 300 x 0,9 mm angewandt. Als
Uberschichtungslosung fur die erste Dimension wurde 31,6 % (w/v) Harnstoff, 53 %
Glycerin, 5,3 % (v/v) Servalyte 2-4, A. dest. verwendet. Die Inkubationslésung mit pH 6,8
setzte sich aus 1,5 % (w/v) Tris/H3POa,, 40 % (v/v) Glycerin, 3 % (w/v) SDS, 1 % (w/v) DTT
zusammen. Die Rohrchengele wurden auf der zweiten Dimension mit 1,5 % (w/v)
Tris’H3PO4, 0,1 % (W/v) SDS, 1 % (w/v) Agarose fixiert. Der Laufpuffer enthielt 1,45 % (w/v)
Glycin, 0,3 % (W/v) Tris, 1 % (w/v) SDS. Das Cap-Gél setzte sich aus 12 % (w/v) Acrylamid,
0,13 % (w/v) PDA, 9 M Harnstoff, 5 % (v/v) Glycerin, 0,06 % (v/v) TEMED, 4 % (v/V)
WITAlyte, A. dest. zusammen. Das Trenngel der 1. Dimension bestand aus 4 % (w/v)
Acrylamid, 0,3 % (w/v) PDA, 9 M Harnstoff, 5 % (v/v) Glycerin, 0,06 % (v/v) TEMED, 4 %
(v/v) WITAIlyte, A. dest. Das Gel der zweiten Dimension setzte sich aus 15 % (w/v)
Acrylamid, 0,2 % (w/v) N,N-Methylen-Bisacrylamid, 375 mM Tris, 0,1 % (w/v) SDS, 0,03 %
(v/v) TEMED, A. dest. zusammen.

4.6.4. Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test ist eine Methode, mit der sich Craphik 9: Coomassie-Brilliantblau
G-250 (als Sulfonat)

relativ. schnell Konzentrationen von Proteinen  aus Bioanalytik von Lottspeich /
bestimmen lassen. Die zugrunde legende Resktion ist ~ £07Pas(S. 41) "

die Bindung von Coomassie-Brilliantblau G-250 an Naqs ‘%}
Proteine, bei der sich das Absorptionsmaximum von C“? %

465 nm nach 595 nm verschiebt. Dabei ist die ot Q
Zunahme der Absorption bei 595 nm proportional zur ~( oo
Proteinkonzentration. Grund der Verschiebung des

Absorptionsmaximum liegt sehr wahrscheinlich in der Stabilisierung der unprotonierten,
anionischen Sulfonat-Form durch Komplexbildung zwischen Farbstoff und Protein. Der
Farbstoff bindet dabei recht unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe
Seitenketten. Am wichtigsten ist die Wechselwirkung zu Argenin. Mit Lysin, Histidin,
Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin bildet Coomassie ebenfalls Wechselwirkungen aus.
Der Vortell gegenuber den anderen quantitativen Farbetests, die auf der Kupferreduktion

basieren (BCA-Test & Lowry-Test), ist die Geschwindigeit (2 min), sowie die relative
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Unempfindlichkeit gegentiber reduzierenden Reagenzien. Nachteilig wirkt sich aus, dass die
Reaktion in einem sauren Milieu ablauft, in dem manche Proteine ausfallen. Der Test ist
anfalig fur Detergenzien (>0,5% Triton X-100, >0,1% SDS; nach Bioanalytik/L ottspeich F.).
Da die Wechsdwirkungsstéarke durch die Seitenketten bestimmt wird, kommt es zu
unterschiedlich starken Farbénderungen bel unterschiedlichen Proteinen. Die Nachweisgrenze
des Tests liegt zwischen 0,05-0,5 pg/mL Protein und ist damit der sensitivste quantitative
Farbetest.

4.6.5.Gel-Trocknung

Die Gel-Trocknung ist ein Verfahren zur Konservierung und leichteren Aufbewahrung von
Gelen. Dabel wird mittels Vakuum und Hitze das Wasser aus dem Gel entfernt. Da das
Polyacrylamid sehr briichig ist, wird zundchst durch Austausch von Wasser mit einem
Glycerinpuffer das Gel geschmeidiger gemacht und dann auf einem Trégermaterial
getrocknet. Diese Tragermaterialien konnen Filterpapier oder Cellulosefolie sein. Der Vortell
von Cel-lulosefolie ist, dass man das Gel mit Durchlicht scanen kann, da das Materia

durchsichtig ist.

4.6.6.\Wester nblot

Das Blotten ist eine elektrophoretische Ubertragung der Proteine aus einem Gel auf eine
geeignete Blottmembran (Nitrocellulose, PVDF) senkrecht zur Gelfléche. Die Auftrennung,
die im Gel erreicht wurde, wird beibehalten. Durch die Ubertragung werden die Proteine
immobilisiert und fir die Antikorperdetektion zuganglich gemacht (s. 4.7.4. Antikorpertest).
Die Ubertragung von einem Gel (dreidimensional) auf eine Membran (zweidimensional)
ermdglicht schnelle Reinigungsschritte, so wie das Abtrennen von Detergenzien, die bel der
Detektion storen wurden. Durch das Entfernen von SDS konnen sich die Proteine teilweise
wieder in den nativen Zustand zurtick falten, was zur Ausbildung von Antikérperepitopen
fahrt, was letztlich erst den Antikorpertest ermoglicht. Die verwendeten Blottmembranen
unterscheiden sich in Porengrof3e, so wie in ihrem Proteinbindeverhalten und leicht in ihrer
Handhabung. Die Membranen konnen zur besseren Kontrolle mit Ponceau S angefarbt
werden. Dieser Vorgang ist reversibel, weil der Farbstoff leicht in PBS-Puffer
herausgewaschen werden kann.

Blot Puffer: 0.05 M Aminohexansaure in Wasser
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4.7 Nachweismethoden
4.7.1. Die Gelfarbung

Bei der Gel-Farbung geht es um die Anfarbung von Proteinen in einem Polyacrylamidgel. Es
gibt verschiedene Féarbemethoden, die sich beziglich der Sensitivitdt und der

Quantifizierbarkeit unterscheiden.

4.7.2. Silberfarbung

Die Silberfarbung ist die sensitivste Gel-Farbemethode. Mit ihr lassen sich noch ~5 ng pro
Proteinbande (Der Experimentator: Proteinbiochemie 4. Auflage, S. 13) nachweisen. Die
Silberfarbung beruht auf einer Reduktion der Silberionen (Ag") zu elementarem Silber (Ag).
Die Silberionen komplexieren dabei mit Glutamat-, Aspartat- und Cysteinresten. Die genaue
Reaktion ist nicht bekannt. Die Variabilitéat der Farbung ist dabei sehr grof3, weshalb eine

Quantifizierung nicht moglich ist.

4.7.3. Coomassie-Férbung

Die Coomassie-Féarbung ist nicht so sensitiv wie die Silberférbung. Die Nachweisgrenze liegt
hier bei ~100 ng pro Proteinbande (Der Experimentator: Proteinbiochemie 4. Auflage, S. 13).
Die Farbung beruht auf der Wechselwirkung des Farbstoffs mit den Proteinen (s. 4.6.4.
Bradford). Der Vorteil der Farbung ist, dass sich die Proteinbanden quantifizieren lassen, da
Coomassie die Proteine fast gleichmafdig anféarbt. Der Nachteil bei der Coomassie-Farbung ist
die lange Entférbezeit.

Férbel 6sung: 30% EtOH, 10 % Me-COOH, 2 Tabletten/ L PhastGel Blue R

4.7.4. Der Antikorpertest

Unter dem Antikorpertest versteht man den Proteinnachwels auf einer Blottmembran. Dabei
wird durch einen primdren Antikorper das Protein gebunden und der sekundére Antikorper,
Tréger eines Detektionsmolekils, bindet an den priméren Antikérper. Bei den
Detektionsmolekillen kann es sich direkt um Chromophore handeln oder um Enzyme, die eine
Nachwei sreaktion ablaufen lassen (s. 4.7.5. Chemilumineszenz-Nachweis). Bei den priméren
Antikorpern kann es sich entweder um einen monoklonalen Antikérper handeln, was den
Vorteil bringt, dass nur ein Epitop genau erkannt wird, oder um polyklonale Antikérper, d.h.

ein Gemisch aus verschiedenen Antikorpern, die an das gleiche Protein binden. Bei den
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priméren Antikorpern handelt es sich um 1gG und bei den sekundéren Antikorpern um anti-
IgG desjeweiligen Tieres, in dem der primére Antikorper hergestellt wurde.

Dabei muss die Membran geblockt werden mit Proteinen (und dem Detergent Tween 20), so
dass die Antikorper nicht unspezifisch an die Membran binden und so einen erhéhten Signal-
hintergrund liefern. Zum selben Ergebnis kommt es, wenn der priméare oder der sekundére
Antikorper mit dem Blockmedium interagiert. Deswegen empfiehlt es sich, die Antikorper
immer in Blockmedium auf die Membran zu geben. Der Antikorpertest liefert neben der
Masse aus der Gelauftrennung einen weiteren, spezifischen Hinweis auf das Protein. Zudem
l&sst sich ein Protein mit dieser Methode quantifizieren (s. 4.7.6.0dyssee).

Waschpuffer: 50 mM Na,HPO,4, 10 mM NaH,PO,4, 0.1 M NaCl, 1 % Tween 20

Blockpuffer : 5 % Trockenmilchpulver in Waschpuffer

Antikorperlosungen: Antikorper in Blockpuffer, Spuren NaNs

4.7.5. Chemilumineszenznachweis
Graphik 10: Chemilumineszenz-
Reaktion am Beispiel von AMPPD

Be dem  Chemilumineszenz- (Bioanalytik: S. 665)

Nachweis wird ene akalische 0-0 ocn,

Phosphatase verwendet, die an den )

sekundéren Antikodrper gebunden A:i:zzc \j@

. Dabei wird durch die T

Phosphatase ein Phosphat von )% . {O Iy o]‘ . Ejo . Dlowears_ T
\, " »

einem  Substrat  abgespalten, e adamantann S

welches dann instabil wird und Ml

unter  Lichtemission  zerfallt.

AMPPD ist 3-(4-Methoxyspiro[1,2-dioxetan-3,2’-tricyclo[3.3.1.1.>"] decan]-4-yl)phenyl-
phosphat, Nap.

Die Lichtaussendung wird durch Auflegen eines Photofilms dokumentiert.

4.7.6. Detektion nach Odyssee

Bei dem Odyssee handelt es sich um ein Detektionsgerét, welches mittels Laser die an den
Antikorpern gebundene Chromophore anregt. Diese Chromophoren werden durch den
Pumpvorgang des Lasers aus dem Grundzustand in einen angeregten Zustand gebracht.
Dieser metastabile Zustand hdt alerdings nicht lange an und einige Chromophore fallen

durch spontane Emission in den Grundzustand zuriick und senden dabel Licht einer
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spezifischen Wellenlénge aus, die andere angeregte Chromophoren zu stimulierter Emission
anregt. Das anhaltende Pumpen des Lasers wiederholt diese Vorgange mehrmals. Diese
Lichtverstarkung der Chromophoren kann dann detektiert werden. Zudem werden die Daten

digital erfasst, was eine computergestitzte Quantifizierung ermdaglicht.

4.7.7. Proteinsequenzierung mittelsMALDI-M S

Die Matrix unterstitzte Laser Desorptions/lonisations-Massenspekrometrie (MALDI-MYS) ist
eine Methode, bei der man speziell Makromolekile identifizieren kann, indem man die
Molekile ionisiert und deren Massenbruchstticke bestimmt. Die MALDI-MS st vor alem fir
Molekile geeignet, deren Massen grosser als ein kDa und kleiner als ein MDa sind.

Hierbei wird die Probe in eine Matrix eingebettet und mittels eines Lasers verdampft und
ionisiert. Die positiv geladenen Massenbruchstiicke werden beschleunigt und mit  einem
Detektor erfasst. Auf Grund der unterschiedlichen Zeiten, die die einzelnen
Massenbruchstlicke bendtigen, um eine Strecke zu bewadltigen, je grosser die Massen sind,
desto grosser ist deren Tréagheit und um so kleiner die Beschleunigung, kann daraus auf deren
Masse geschlossen werden.

Die Probe wird in die Matrix eingebettet, weil die Matrix unterstiitzende Wirkung hat beim
Verdampfen und beim lonisieren. Des Weiteren separiert die Matrix die Biomolekile

voneinander, damit keine I nteraktionen zwischen den Molekilen mdglich sind.

4.7.8. Hamalaun-Eosin-Farbung von Dinnschnitten

Die auf Objekttrager gezogenen Dinnschnitte wurden zur besseren Beobachtung unter dem
Mikroskop mit Hamalaun ( Mayers Hamalaun, Merck) und Eosin (Sigma) angeféarbt. Im
ersten Schritt wurden die Objekttrager mit dem Dunnschnitt kurz (ca. 10 s) in saurem
Hamalaun geschwenkt und daraufhin in 0,25%-iger NaHCOs-L 6sung geférbt, um die typische
Blaufarbung der Kerne zu erhalten. Nach dem Waschen mit demineralisiertem Wasser
wurden die Dunnschnitte in der Eosinlosung fur 8 Minuten geférbt. Nach einem weiteren
Waschgang mit demineralisiertem Wasser wurden die Dinnschnitte getrocknet und konnten

dann fur die Mikroskopie verwendet werden.
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5. Ergebnisse

5.1. Analytische Unter suchungen

5.1.1.Spur enelementgehaltbestimmung mittels INAA

Mit Hilfe der INAA wurden die Spurenelementgehalte der Prostatas von jeweils drel Selen
unterversorgten und von drei ausreichend versorgten Ratten untersucht. Des Weiteren wurden die
subzelluléren Fraktionen von jeweils drel Se(-)- und drei Se(+)-Rattenprostatas auf deren
Spurenel ementkonzentrationen Uberpruft.

Hierfir wurden die Prostatas von dem sie umgebenden Hautchen und dem Fett befreit. Dazu
wurden ale Gerédte, die direkten Kontakt mit den Proben hatten, das Keramikbesteck, die
Einweggefdl’e und bei den subzelluldren Proben der Glaspotter grindlich mit 5%-iger
Salpetersaure gereinigt, um Kontaminationen vorzubeugen. Nach dem lyophilisieren der Proben,
wurden sie in einem Achatmorser homogenisiert und in Quarzampullen mit einer Einwaage von
circa 10 mg eingeschmol zen.

Auf Grund der Art der Spurenelementgehaltsbestimmung mit Neutronenbestrahlung ist es nicht
maoglich ale Elemente nachzuweisen, da ihre Tochternuklide zu kurzlebig oder stabil sind.
Deswegen werden die Proben auf zwei unterschiedliche Arten bestrahlt, um mdglichst viele
Elemente nachweisen zu konnen. Mit der DBVR wurden die Elemente Mangan und Arsen auf
Grund ihrer kurzen Halbwertszeit bestimmt (As-76, ty» = 26,4 h; Mn-56, t1,= 2,58 h), wohingegen
mit der DBVK Elemente mit |angeren Halbwertszeiten gemessen werden konnten.

Fir alle Messungen wurde der gleiche Detektor, der aus hoch-reinem Germanium (HPGe) besteht,
benutzt.

In der folgenden Tabelle 1 sind alle Werte angegeben, die in den ganzen Prostatas gemessen
wurden, und in der Graphik 11 as Diagramm graphisch dargestellt wurden.

Kanzentration Probe der Prastataivan

Tier 1 (Sed)  |Tier2 (Set)  |Tier 3 (Se+) (& Tiere Se(+)iTier 1 (Se)  |Tier 2 (Se) Tier3 (Se) |0 Tiere Se(-)
Se mokg 2214003 [1A2 £003 (209 +003 204 £016 021 £003 (024 £003 026 + 023+002
Zn mafky B8 1 82 &1 72 &1 7 th B4 %1 5 &1 67 x1 63 x4
hn mgdkg 202+002  [341 £002 (311 0002 285 £060 14 +002 (338 002 244 #0002 241 £081
Fe mofky 121 £3 176 +3 166 +3 154 +24 107 +3 186 +3 144 +3 146 +£32

Cemghkg 005001 [004 £001 |005 001|005 £0 004 +001 [003 +001  |005 001 |004+1

Cr mylkg 099+005 121 +005 [067 +005 102 +004 (089 +005 [083 +005  [111 005 |095+0,09
Comghkg  |024+004 [024 +004 019 004  |022 £002 (038 +004 |01 +004 |02 +004 (0234011
Rbmghkg  [145+02 |123 £02 151 z02 141 £13 1132 £02  [144 £02 142 +02 [139205

Sb mafky b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l
56 madky b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l
As molky b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l b.d.| b.d.l b.d.l

Tabelle 1: In Dieser Tabelle sind die Konzentrationen einiger Elemente aufgelistet, die mit
der INAA gemessen werden konnten. Die Werte wurden fur die ganzen Prostatas in mg/kg
Trockenmasse angegeben. Die Bezeichnung b.d.l. bedeutet: below detection limit und gibt an,
dass diese Elemente gemessen wurden aber nicht nachzuweisen waren.
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Spurenelementkonzentration in Prostatagewebe abhangig vom Selengehalt
T4 63 154 46

Konzentration in mglkg

Graphik 11: Dieses Diagramm zeigt graphisch die Durchschnittswerte der ermittelten
Elementkonzentrationen in den Rattenprostatas der mit Selen ausreichend ernaghrten Ratten und
der unter Selenmangel |eidenden Ratten.

Aus der Tabelle und dem daraus resultierenden Diagramm geht hervor, dass die Elemente Selen,
Zink, Mangan, Eisen, Casium, Chrom, Kobalt und Rubidium nachgewiesen werden konnten,
wohingegen die Elemente Arsen, Antimon und Scandium nicht nachweisbar waren.

Die Messung, die den Selengehalt bestimmte, zeigt eindeutig, wie der Selengehat von der Diéat
abhangt. Die Se(+)-Tiere haben eine Selenkonzentration von 2,04 mg/kg in der Prostata, die um
ca. eine GrofRenordnung Uber der Selenkonzentration der Se(-)-Tiere (0,23 mg/kg) liegt. Ob der
Selengehalt die Konzentrationen der anderen Spurenelemente beeinflusst, sollte mit Hilfe der
durchgefiihrten Messungen ermittelt werden.

Es konnten die Elemente Zink, Mangan und Eisen bestimmt werden, als die Elemente bel denen es
Unterschiede zwischen den beiden unterschiedlich mit Selen gefiitterten Tiergruppen gab. Die
Werte bei Casium, Chrom, Kobalt und Rubidium variierten zwischen den beiden Gruppen nur
innerhalb der Fehlertoleranz und kénnen al's identisch angesehen werden.

Die hochste Konzentration hatte das Eisen. Mit Werten von 154 mg/kg und 146 mg/kg lag die
Konzentration sehr hoch im Vergleich zu den anderen Spurenelementkonzentrationen.

Es ist bekannt, dass Zink in der Prostata stark angereichert ist (73). Mit Werten von 74 mg/kg fur
Se(+)-Tiere und 63 mg/kg fur Se(-)-Tiere liegen diese weit Uber den anderen Spurenelementen

abgesehen vom Eisen bei dem, wie erwéhnt, keine genauen Aussagen getroffen werden kénnen.
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Der Einfluss vom Selengehalt ist gering aber eindeutig. Alle drei gemessenen Prostatawerte der
Se(+)-Tiere lagen Uber allen Werten der Se(-)-Tiere. Anscheinend hat der Selengehalt einen
direkten oder indirekten Einfluss auf den Zinkgehalt.

Mangan ist das einzige weitere Element, dass Unterschiede in der Konzentration der beiden
Gruppen von Rattenprostatas hat, die bei 2,85 mg/kg bei den Se(+)-Tieren und bei 2,41 mg/kg bel
den Se(-)-Tieren liegt.

Rubidium ist mit ca.14 mg/kg das dritthaufigste Element in der Rattenprostata, welches mit der
INAA nachgewiesen werden konnte. Die Funktion des Rubidiums in der Prostata ist bislang
unbekannt.

Die Werte fur Chrom (ca. 1 mg/kg), Kobalt (ca. 0,22 mg/kg) und Césium (ca.0,05 mg/kg) liegen
nur knapp Uber der Nachweisgrenze und unterscheiden sich kaum in den beiden unterschiedlich

erndhrten Rattengruppen.

5.1.2. Spurenelementgehaltbestimmung mittels AAS

Da mit der INAA nicht alle Elemente bestimmt werden konnten, wurde die AAS benutzt, um
einige weitere Elemente zu bestimmen und einige der bereits bestimmten zu verifizieren. Dabel
wurden die Elemente Arsen, Selen, Eisen, Zink, Kobalt und Mangan gemessen und zusétzlich
Kupfer und Cadmium bestimmt. Dadurch, dass die elektrothermale AAS niedrigere
Nachweisgrenzen als die INAA hat, ist es moglich, Arsen mit der AAS in der Prostata
nachzuwei sen.

Hierfir wurden die Proben lyophilisiert und durch Mikrowellenaufschluss aufgeschlossen. Nach
dem Mikrowellenaufschluss mussten die Proben verdunnt werden, um zu verhindern, dass das
Graphitrohr mit der Saure reagiert und CO bildet, welche leicht fllichtige Carbonyle mit einigen
Spurenelementen bildet, und so ein zu geringer Wert ermittelt wird.

Zwischen 80 und 100 ug der lyophilisierten Probe wurden mit 1,5 ml Salpetersdure und 0,5 ml
Wasserstoffperoxyd versetzt. Anschliessend wurden die Proben verdinnt mit bidestilliertem
Wasser und die Dichte der L dsung bestimmt.

Die Massen der Proben vor und nach der Lyophilisierung und deren Einwaage in die Bomben sind
in der nachfolgenden Tabelle 2 und die Werte der Messungen fur Arsen, Selen, Eisen, Zink,
Kobalt und Mangan in der gesamten Prostata in Tabelle 3 angegeben. Die Werte aus der Tabelle 3
sind in Graphik 12 graphisch dargestellt.
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Frostata von Feuchtmasse [mg] | Trockenmasse [mg] Einwaage [mg]
Tier 1 Sef+) 5109 1083 107 5
Tier 2 Seft) 560 1113 86 9
Tier 3 Sef+) 512 1101 85 4
Tier 1 Sgf-) 521 9 a0.7 a0 .7
Tier 2 Sef-) 6351 104 2 78
Tier 3 Saf- B32.1 1052 8953

Tabelle 2: In dieser Tabelle sind die Probenmassen vor der Lyophilisierung dargestel It
und deren getrockneten und in die Bombe eingewogenen Massen.

Konzentration Prostata von
Tier 1 Seft] | Tier? Sft) | Tier3Se(+) | @ Sef Tier 1 5ef) | Tier2 5efy | Tier3 Sef) @ Se)
Cu mdky 411 i/ 402 394018 41 383 332 395011
Se mdky 21 242 214 22201 036 031 03 0,32 +0,03
Cd mdky 0,0043 0,0033 00044 |0,0044 +0,0004; 00045 0,0041 0004  [0,0042 +0,0003
M kg 2% 432 33 3534058 289 412 321 341052
As mglg 025 b.dl b.dl hd.l. 025 0.2 021 0.4

Tabelle 3: In dieser Tabelle sind die Konzentrationen der einzelnen Elemente fir die Se(+)
und Se(-)-Prostatas angegeben. (b.d.l. = below detection limit)

Konzentration in mog'ka

Spurenelementkonzentrationen in Prostatagewebe abhangig vom Selengehalt

Cu

Se

cd

0,0044 00042

B Se(+)
O Sei-

hin

bdl

As

0,24

Graphik 12: In diesem Diagramm sind die Mittelwerte der Konzentrationen der Elemente
aus der obigen Tabelle graphisch dargestellt.
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Die Messungen der elektrothermalen AAS zeigen leichte Abweichungen von den Werten der
INAA. Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass bel den Probenaufbereitungen fir die AAS kleinere
Kontaminationen aufgetreten sein konnten. Aber im Ganzen bestdtigen die AAS-Messungen
digenigen von der INAA.

Wie zu erwarten war, lagen die Werte bei der Selenmessung weit auseinander bei den beiden
unterschiedlich mit Selen gefitterten Tiergruppen. Die Se(+)-Tiere hatten eine Selenkonzentration
von 2,22 mg/kg und die Se(-)-Tiere einen Wert von 0,32 mg/kg, was bel beiden Werten eine
Abweichung von 0,1 mg/kg von den INAA-Werten ergibt.

Die Abweichungen fir das gemessene Mangan sind erheblich grésser, liegen aber in der gleichen
Grolenordnung wie die Manganwerte der INAA-Messung. Sie zeigten aber auch, dass die Se(+)-
Tiere mit 3,53 mg/kg eine hohere Mangankonzentration haben als die Se(-)-Tiere mit 3,41 mg/kg.
Diese Messungen bestdtigen die Annahme, dass die Selenkonzentration einen Einfluss auf den
Manganstatus in der Prostatain der Weise hat.

Die anderen beiden untersuchten Elemente Kupfer und Cadmium zeigen nur geringste
Unterschiede zwischen den beiden Tiergruppen und liegen nur innerhalb der Fehlertoleranz.
Kupfer hat eine Konzentration von 3,95 mg/kg und Cadmium nur 0,0043 mg/kg. Der Selenstatus
scheint keinen Einfluss auf die Konzentrationen von Cadmium und Kupfer in der Prostata zu
haben.

Im Gegensatz zur Messung mit der INAA konnte Arsen in den Se(-)-Tieren mit 0,24 mg/kg
nachgewiesen werden, nicht jedoch in den Se(+)-Tieren. Diesen Unterschied zu den Messungen
der INAA kann man sich nur auf zweierlel Weisen erkléren. Entweder ist es eine Kontamination
der Probe an sich oder die Ratten wurden in vivo mit etwas Arsenhaltigem in Kontakt gebracht.
Wenn der zweite Fall zutrifft, dann erkennt man, dass die Se(-)-Tiere Arsen besser inkorporiert
haben als die Se(+)-Tiere.

5.1.2.1. Spurenelementbestimmung in den Prostatazytosolen mit der AAS

Das Zytosol, eine der subzellularen Fraktionen (Uberstand bei 100.000 x @) der Prostata, wurde
ohne weitere Behandlung mit der AAS direkt gemessen. Die anderen subzelluléren Fraktionen wie
die Kerne, Mitochondrien und Microsomen konnten nicht gemessen werden, da die Probenmengen
far den Aufschluss nicht ausreichten. Da im Zytosol sdmtliche Stoffe gelGst vorliegen, entfiel die
Notwendigkeit des Aufschlusses.

Die Zytosole von drei weiteren Prostatas je Gruppe wurden separat behandelt. Je Gramm
Probenmenge wurden 3 ml 20 mM Tris-Puffer (pH:7,4/HNOs) hinzugefligt. Durch differentielle
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Zentrifugation wurden alle anderen sedimentierbaren Bestandteile von der Losung, welche das
Zytosol ist, abgetrennt. Durch den Bradford-test wurde in den Zytosolen der Proteingehalt
gemessen, damit es einen Bezugswert zu der Spurenelementkonzentration gibt. Hierbel wurde eine
Konzentration um ca. 20 pg/ul eingestellt.

Die Durchschnittswerte der gemessenen Spurenelemente in den drei Zytosolen je Gruppe sind in
Tabelle 4 nachfolgend aufgelistet und im folgenden Diagramm als Graphik 14 dargestellt:

Konzentration der Spurenelemente in den Zytosolen
inmg pro kg
& Se(+)-Tiere w1 Sel-]-Tiere
Cu 2651014 25801
e 094 £008 b.d.l.
Cd 00065 +0,0004 | 00067 +0,0004
fln 281 +£041 1593+0,39
Az b.d.l. b.d.l.

Tabelle 4: Diese Tabelle zeigt die Durchschnittswerte der gemessenen Spurenelemente:
Kupfer, Selen, Cadmium, Mangan und Arsen in den Zytosolen der beiden
Rattengruppen.

Spurenelementkonzentrationen in Prostatazytosolen

W Se (+)
265 2,58 O5e (-]

o]
1

0,94 bdl

Konzentration in mgfkg

=
|

0,0068 0,0067

Cu Se Cd Mn As

Graphik 14: Dieses Diagramm stellt die Werte der Tabelle 4 graphisch dar und
zeigt die Konzentrationen von Spurenelementen in Prostatazytosolen an.

Die Prostatazytosole zeigen im Allgemeinen eine geringere Spurenelementkonzentration als die
Losungen der Mikowellenaufschllisse der ganzen Prostatas. Nur die Elementkonzentrationen fir
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das Cadmium lagen um ca. 50 % hoher als bei den ganzen Prostatas, welche nur bei ca. 0,004
mg/kg und im Zytosol bei Gber 0,0065 mg/kg lag.

Der Selengehalt der Se(+)-Prostatazytosole lag bei knapp unter 1 mg/kg, wohingegen die
Konzentration bel den Se(-)-Zytosolen nicht messbar war, da sie unterhalb der Nachweisgrenze
lag.

Die Werte fur Kupfer lagen bel 2,65 mg/kg und 2,58 mg/kg und unterscheiden sich nur innerhalb
der Fehlertoleranz, so dass auch hier kein erkennbarer Einfluss vom Selenegehalt zu erkennen ist.
Fir den Mangangehalt ergibt sich ein viel deutlicherer Unterschied zwischen den Zytosolen der
beiden unterschiedlich Selen-gefitterten Tiergruppen. Mit 2,61 mg/kg Mangan liegt der Wert der
Se(+)-Tiere deutlich Gber dem Wert der Se(-)-Tiere mit nur 1,93 mg/kg. Fir die Expression von
manganhaltigen Proteinen scheint die Anwesenheit von Selenoproteinen unabdingbar zu sein.
Arsen konnte in den Zytosolen nicht nachgewiesen werden.

Die Cadmiumwerte in den Zytosolen liegen Uber den Werten der gesamten Prostata. Dabei
unterscheiden sich die Werte der Se(+)-Tiere und Se(-)-Tiere nur innerhalb der Fehlertoleranz
und scheinen nicht vom Selenstatus beeinflusst zu werden.

Um die Werte der INAA und der AAS zu verifizieren, wurden die aufgeschlossenen Prostatas

noch mit Hilfe der ICP-M S gemessen.

5.1.3. Spurenelementgehaltbestimmungen mittelsICP-M S

Mit der induktiv-gekoppelten-Plasma-Massenspektroskopie (ICP-MS) lassen sich leicht viele
Elemente gleichzeitig messen. Allerdings sind die Messungen nicht so genau wie die der AASund
benttigen die gleiche aufwendige Probenvorbereitung wie bel der AAS.

Auch hier wurden jeweils drei Prostatas je Gruppe lyophilisiert und anschliessend mit dem
Mikrowellenofen aufgeschl ossen.

Ein weiteres Problem bestand darin, die richtigen Parameter zu wéhlen um optimale Ergebnisse zu
erzielen. Hierbei wurden folgende Parameter benutzt, um eine méglichst geringe Oxydrate zu
bekommen und wenige doppelt geladene Metalionen zu erhalten bel  groftmoglicher
Plasmaintensitét:
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System: Agilent 7500c

Zerstauber: mikrokonzentrischer PFA-Zerstauber (~100 pl/min)

Sprihkammer: Scott-Kammer gekihit auf 4°C

Intensitaten: Li, m/z = 7: 130.970 cps; Y, m/z = 89: 221.940 cps; Tl, m/z = 205: 138.250 cps fur

10 g/l Standard
Oxidrate: 0,93 % (CeO"/Ce" = 156/140)

doppeltgeladenen lonen: 1,47 % (Ce™/Ce" = 70/140)

Plasmaleistung: 1420 W
Zerstaubergas: 0,84 I/min, Make-up Gas: 0,24 |/min

Die Elemente Cadmium (Cd-111) und Mangan (Mn-55) wurden im Standardmodus ohne
Kollisionsgas gemessen, Arsen (As-75) und Kupfer (Cu-63) wurden mit Kollisionszelle im
Heliummodus bel einem Gasfluss von 4 ml/min an Helium gemessen. Die Selenmessung (Se-78)

erfolgte im Wasserstoffmodus (2 ml/min).

Fur diese Einstellungen wurden folgende Werte erhalten:

Konzentration |CP-MS Messung der Prostatas von

miky Tier | oe() [ Tier? Se[F) [Tier3 5eft) | @ Sef+) | Tiert o | Tier? e | Tier35el) | @ SefY
Cu 351 313 37 34504 351 395 328 361027
5 171 1 57 245 201032 0,12 015 013 0,15+ 0,03
Cd 001y | 00067 | 0p044 |00073+00033| 00057 | 00064 | 00043  |0,0046 +0,0007
Win 43 43 358 408+ 0,38 413 358 368 390+ 0,18
Ag 039 02 032 0,32 0,06 041 04 042 041+0,1

Tabelle 5: In dieser Tabelle sind die Werte aus der ICP-M S Messung fiir die gesamten
Prostatas der beiden Selengruppen aufgelistet.
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Spurenelementkonzentrationen in der gesamten Prostata

B Se(+)
O Se(-)

Konzentration in mg/kg
%)

032 041

0,0073  0,0046

Cu Se Cd Mn As

Graphik 15: In diesem Diagramm sind die Werte aus Tabelle 5 graphisch
dargestellt und zeigen die Spurenelementkonzentrationen in der Prostata von Se(+)
und Se(-) Ratten.

Die ICP-MS Daten bestétigen die vorangegangenen Messungen der AAS und der INAA mit
geringen Abweichungen. Auffallig ist nur die messbare Konzentration von Arsen, welche in den
vorhergehenden Messungen nur in geringsten Mengen gemessen werden konnten oder unter der
Nachweisgrenze lagen.

Die Selenkonzentration in den Prostatas, die mit Hilfe der ICP-M S gemessen wurden, dhneln stark
denen der INAA. Sielagen bel 2,01 mg/kg und 0,15 mg/kg.

Die Kupferwerte differierten nur leicht von denen der AAS und lagen mit 3,45 mg/kg fir Se(+)-
Tiere und 3,61 mg/kg fur Se(-)-Tiere knapp unter den Werten der AAS.

Waéhrend die Cadmiumwerte bel der AAS noch recht nahe beieinander lagen, differierten die
gemessenen Werte der ICP-MS fir beide Gruppen betrachtlich. Die Se(+)-Tiere lagen mit 0,0073
mg/kg deutlich Uber den Werten der Se(-)-Tiere mit 0,0046 mg/kg.

Die mit der ICP-MS gemessenen Manganwerte liegen sowohl tber den Werten der INAA as auch
der AAS. Wiederum liegt der Wert der Se(+)-Tiere mit 4,08 mg/kg Uber denen der Se(-)-Tiere mit
3,90 mg/kg, wie schon bel der INAA und der AAS. Es fallt auf, dass die Se(+)-Tiere wesentlich
weniger Arsen aufgenommen haben als die Se(-)-Tiere. Mit Werten von 0,32 mg/kg fur die Se(+)-
Tiereund 0,41 mg/kg fur die Se(-)-Tiere, ist eine Anreicherung in den Se(-)-Tiere zu erkennen.
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Zusammenfassung von K apitel 5.1: Spurenelementgehaltsbestimmungen

Mit Hilfe der INAA, der ICP-MS und der AAS konnte eine Spurenelementgehal tbestimmung in
der ganzen Prostata und mit Hilfe der AAS auch eine Bestimmung im Zytosol der Prostata
durchgefiihrt werden. Hierbei wurde auch der Einfluss des Selenstatus der Versuchstiere auf
andere Spurenel emente untersucht.

Die Resultate der Messungen mit den drei Methoden variierten von Methode zu Methode ein
wenig, was zum Teil an der Probenvorbereitung (Gefriertrocknung und Homogenisieren fur die
INAA und Mikrowellenaufschluss fur die ICP-MS und AAS) liegt. Mit der INAA konnten die
Konzentrationen der Elemente: Se, Mn, As, Zn, Fe, Cr, Co, Sb und Rb gemessen werden, jedoch
keine Cu- und keine Cd- Konzentrationen.

Mit den beiden Methoden AAS und ICP-MS konnten die Konzentrationen der Elemente: Se, Mn,
As, Cd und Cu bestimmt werden.

Hierbel zeigt sich, dass bei den Messungen mit den drei Methoden der Selenstatus der
Rattenprostatas gut nachgewiesen werden konnte. Der Selengehalt der Se(+)- Rattenprostatas lag
zwischen 2,01 und 2,22 mg kg™ wahrend der Selengehalt der Se(-)- Rattenprostatas bei 0,15 bis
0,32 mg kg™ lag. Die Selenkonzentrationen in den Se(+)- Rattenprostatas lagen somit um ca. eine
Grolenordnung hoher als die Selenkonzentration der Se(-)- Rattenprostatas.

Die Mangankonzentrationen der Rattenprostatas variieren etwas starker von Methode zu Methode.
Die héchsten Mangankonzentrationen wurden mit der ICP-MS mit 4,08 mg kg™ fir die Se(+)-
Rattenprostatas und 39 mg kg' fir die Se(-)-Rattenprostatas und die niedrigsten
Mangankonzentrationen mit der INAA mit 2,85 mg kg™ fiir die Se(+)- Rattenprostatas und 2,48
mg kg™ fir die Se(-)- Rattenprostatas bestimmt. Ausser bei den AAS-Messungen, wo die Werte
der Mangankonzentrationen nahezu gleich waren, zeigten die Mangankonzentrationen einen etwas
hoheren Wert bei den Se(+)-Rattenprostatas als bei den Se(-)- Rattenprostatas. Da die
Unterschiede der Mangankonzentrationen zwischen den drei Methoden grosser sind as die
Unterschiede der Mangankonzentrationen zwischen den Se(+)-Rattenprostatas und den Se(-)-
Rattenprostatas kann mit letzter Sicherheit keine Abhangigkeit der Mangankonzentration vom
Selenstatus gezeigt werden, auch wenn es eine leichte Tendenz gibt, dass ein hoher Selenstatus der
Ratten auch einen héheren Manganstatus in der Rattenprostata hervorruft.

Die Arsenkonzentrationen in den Rattenprostatas konnten nicht mit der INAA und nur bedingt mit
der AAS bestimmt werden, da die Werte unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Mit der AAS
konnten nur die Arsenkonzentrationen der Se(-)- Prostatas (0,24 mg kg™®) bestimmt werden. Mit
der ICP-MS konnten sowohl die Arsenkonzentrationen in den Se(+)- Rattenprostatas
(0,32 mg kg?) as auch in den Se(+)- Rattenprostatas (0,41 mg kg™) bestimmt werden. Hierbei
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zeigt sich eine deutliche Tendenz, dass die Arsenkonzentration mit abnehmendem Selenstatus
zunimmt.

Die Eisenkonzentrationen und Zinkkonzentrationen wurden nur mit der INAA gemessen, da bei
der Probenvorbereitung fir die ICP-MS und die AAS erfahrungsgeméass zu starke
Kontaminationen aufgetreten waren und die Resultate verfélscht hétten. Die Eisenkonzentration
war in den Se(+)- Rattenprostatas (154 mg kg™) ein wenig héher al's bei den Se(-)- Rattenprostatas
(146 mg kg™), was noch innerhalb der Fehlertoleranz liegt. Die Zinkkonzentrationen zeigen in den
Se(+)- Rattenprostatas (74 mg kg™) ebenfalls einen etwas héheren Wert an as die Se(-)-
Rattenprostatas (63 mg kg™). Diese Konzentrationsangaben liegen nicht mehr innerhalb der
Fehlertoleranz, kénnten aber kontaminiert sein. Sowohl die Messungen der Eisen- as auch der
Zinkkonzentration sind wenig aussagekréftig und geben keinen Riickschluss auf einen Einfluss des
Selenstatus auf diese beiden Elemente.

Das Element Cadmium konnte nicht mit der INAA sondern nur mit der AAS und der ICP-MS
gemessen werden. Sowohl die Konzentrationen der Se(-)- Rattenprostatas als auch die der Se(+)-
Rattenprostatas hatten einen Wert von ca 0,004 mg kg' . Der Selenstatus hatte keinen
erkennbaren Einfluss auf die Cadmiumkonzentration in den Rattenprostatas.

Ebenfalls nur mit der AAS und der ICP-MS war das Element Kupfer messbar. Die
Kupferkonzentration in den Rattenprostatas lag zwischen 3,45 mg kg™ und 3,95 mg kg™ und war
vom Selenstatus unabhangig.

Die nur mit der INAA bestimmten Konzentrationen fir Chrom und Kobalt sind ebenfalls vom
Selenstatus unabhangig. Die Konzentration fir Kobalt in den Rattenprostatas lag zwischen 0,22
mg kg™ und 0,23 mg kg™*. Die Chromkonzentrationen in den Rattenprostatas |lag zwischen 1,02 mg
kg und 0,98 mg kg™, was unter Beriicksichtigung der Fehlertoleranz keinen Unterschied darstellt.
Die Konzentrationen in den Rattenprostatas unterscheiden sich nur fir Selen und Arsen in
Abhangigkeit vom Selenstatus signifikant. Die leichten Unterschiede bel den Eisen-, Zink- und
Mangankonzentrationen in Abhéngigkeit vom Selenstatus lassen einen Einfluss vom Selenstatus
auf die Konzentrationen dieser Elemente in den Rattenprostatas vermuten, kdnnen aber nicht mit
Sicherheit bestdtigt werden. Ein Einfluss des Selenstatus auf die Konzentrationen der Elemente
Chrom, Kobalt und Kupfer in den Rattenprostatas ist nicht zu erkennen.

Beim Vergleich der AAS Messungen der Rattenprostatas mit den Rattenzytosolen sind kleine
Unterschiede zu erkennen.

Die Selenkonzentration konnte mit 0,94 mg kg nur fir die Se(+)-Zytosole bestimmt werden,
wahrend die Selenkonzentration der Se(-)-Zytosole unter der Nachweisgrenze lag. Bis auf die



Cadmiumkonzentrationen lagen auch die Konzentrationen aller anderen gemessenen Elemente bel
den Zytosolen niedriger als bei den gesamten Rattenprostatas.

Die Cadmiumkonzentrationen lagen unabhangig vom Selenstatus mit ca. 0,007 mg kg™ wesentlich
héher in den Zytosolen als mit ca. 0,004 mg kg™ in den gesamten Rattenprostatas.

Der Unterschied zwischen den Mangankonzentrationen der Se(+)-Zytosole und Se(-)-Zytosole war
mit 2,61 mg kg™t (Se(+)) und 1,93 mg kg™t (Se(-)) grosser as bei den ganzen Prostatas, was
beweist, dass der Selenstatus einen Einfluss auf die Mangankonzentrationen zumindest im Zytosol
hat.

Der Vergleich zwischen den AAS-Messungen des Zytosols und der Gesamtprostata zeigt vor
allem, dass die Konzentrationen der Elemente Se, Cu, Mn und As abgenommen haben, aber auch
dass die Cadmiumkonzentration im Zytosol hoher ist. Der Selenstatus hatte bis auf die
Bestimmungen der Mangankonzentrationen in den Zytosolen den selben Einfluss wie auch schon
in der Gesamtprostata.

Aufgrund der durchgefiihrten zahlreichen Messungen mit den drei verschiednen Methoden kann
gesagt werden, dass jede Methode geeignet ist die Konzentrationen bestimmter Elemente
anzugeben. Die INAA sollte jedoch als Erste Bestimmungsmethode angewendet werden, da sie
den Vorteil hat, dass sie eine Multielementmethode ist und die Probenvorbereitung einfach und
kontaminationsarm ist.



5.2. Chromatogr aphisch- analytische Unter suchungen
5.2.1. Detektion von spurenelementhaltigen Proteinen im Gewebezytosol der Prostata mit
Hilfeder SEC-ICP-MS

Durch die bisher beschriebenen Methoden konnten die Spurenelementkonzentrationen in den
Gewebe- und den Zytosol proben quantitativ bestimmt werden. Jedoch konnte damit nicht gezeigt
werden, ob diese Spurenelemente an Proteine gebunden oder aber frel in Ldsung vorliegen.
Einige Spurenelemente wie z.B. das Selen liegen bis zu 85 % proteingebunden vor (74).

Durch die vor die ICP-MS gekoppelte GrofRenausschlusschromatographie (engl. Size exclusion
chromatography / SEC) kénnen in Ldsung befindliche Stoffe wie Proteine in den Zytosolen nach
ihrer Grofe aufgetrennt werden. So kdnnen Proteine entsprechend nach ihrer Masse aufgetrennt
werden und gleichzeitig deren Spurenelementgehalt gemessen werden. Die SEC ist ein sehr
schonendes Trennverfahren, bei dem die Auftrennung der Proteine unter Erhat der
Proteinstruktur und der Spurenelementbeladung stattfindet. Eine Einschrénkung ist jedoch das
beschrénkte chromatographische  Auflésungsvermdgen, es konnen vorwiegend nur
Proteinfraktionen aufgetrennt werden und nur in Ausnahmeféllen einzelne Proteine. Daher kann
nur eine Aussage Uber Fraktionen bestimmter Massenbereiche und deren gebundene Metalle und
Metalloide getroffen werden.

Fir die Durchfiihrung der Chromatographie wurden drei Prostatagewebe je Tiergruppe in eéinem
Ultraschallbecher (Branson Sonifier, W-450 mit parabolischem Becherresonator, Heinemann,
Germany — Parameter: 4 °C, 10 min, 450 W und 50 % Pulsation) homogenisiert und
anschlief3end durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g (4 °C, 80 min) aufgetrennt, um das
Zytosol zu gewinnen. Diese Zytosole wurden anschlief?end durch die Chromatographie
fraktioniert.

Fir die Probentrennung wurden folgende Parameter gewahlt:

Chromatographie System: Agilent Series 1100

Probenmenge: 10 pl (gekuhlter Autosampler 4°C)

Mobile Phase: 50 mmol/l TrisHNO; (pH: 7,4)

Flussrate: 100 pl/min, Druck: p = 18 bar

Saule: Amersham Pharmacia Superdex 75PC 3.2/30

Vorsaule: Phenomenex security guard mit GFC-3000 (4L x 3.0 ID)
Detektor: UV 204, 258, 280 nm.



Vor den Chromatographieldufen wurde die Saule grindlich mit einem SDS und EDTA- Puffer
gereinigt und mit ca. 25 Saulenvolumina Laufpuffer gesplilt.

Die Detektion der Elemente erfolgte mittels online gekoppeltem ICP-MS.

|CP-M S-System: Agilent 7500c

Modus. Standard (kein Kollisionsgas)

Zerstauber: mikrokonzentrischer PFA-Zerstauber (~100 pl/min) mit gekuhlter Scott-Kammer
(4°C)

Intensitaten: for 10 pg/l Standardiésung Y, m/z = 89: 221.940 cps

Oxidrate: <1 %

doppeltgeladene lonen: <2 %

Plasmaleistung: 1300 W

Zerstaubergas: 0.84 I/min, Make-Up Gas: 0.25 I/min

Es wurde ein interner Standard mit 10 pg/l Rh, Ir, Ge, Y in 0.12 % HNO; verwendet, der Uber
ein T-Stuick zwischen dem UV-Detektor und dem Zerstauber mit einer Flussrate von 50 pl/min

zugegeben wurde.

Die Resultate der SEC-ICP-MS-Messungen wurden als Intensitéts-Retentionszeit-Profile
dargestellt. Uber eine Saulenkalibrierung, bei der die Retentionszeit bekannter Einzelproteine
gegen den Logarithmus ihrer molekularen Massen aufgetragen wird, erhdt man eine
Kalibriergerade. Mit deren Hilfe kdnnen die ungefahren Molekularmassen der Proteinfraktionen
anhand der Retentionszeit abgeschétzt werden. Die Intensitédt ist in Zahlimpulse je Sekunde
(counts per second) und die Retentionszeit in Sekunden (s) angegeben. Die Profile sind folgend
abgebildet:
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Graphik 16: Dargestellt sind die Selenprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat erndghrten Tiere (schwarz).

Das Profil des Se(+)-Zytosols zeigt ein Signal bei t = 800 s, wohingegen das Profil des
Se(-)-Zytosols kein Signal zeigt.

SEC-ICP-MS ®Zn (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 17: Dargestellt sind die Zinkprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaguat ernahrten Tiere (schwarz).

Beide Profile zeigen Signale bei t = 650, 880, 1140 und 1230 s. Die Se(-)-Zytosole zeigen
ein zusatzliches Signal bel t = 1040 s.
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SEC-ICP-MS ®Cu (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 18: Dargestellt sind die Kupferprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der
Selen-mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat ernadhrten Tiere (schwarz).

Die Signale beider Profile liegen bei t = 640, 870, 1140 und 1210 s. Die Se(+)-Zytosole
weisen ein zusétzliches Signal bei t =980 s.

SEC-ICP-MS *°Co (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 19: Dargestellt sind die Kobaltprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat erndhrten Tiere (schwarz).

Sowohl die Profile der Se(+)-Zytosole als auch die Profile der Se(-)-Zytosole zeigen sehr
verrauschte Signale bei t = 810, 1080 und 1290 s.
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SEC-ICP-MS "As (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 20: Dargestellt sind die Arsenprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaguat ernahrten Tiere (schwarz).

Das Se(-)-Zytosole zeigt zwei Signale bei t = 910 und 1150 s. Wohingegen das Se(+)-
Zytosol kein Signal bel t = 1150 s zeigt.

SEC-ICP-MS >°Mn (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 21: Dargestellt sind die Manganprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der
Selen-mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat ernahrten Tiere (schwarz).

Sowohl die Zytosole der Se(-)- als auch der Se(+)-Tiere zeigen die gleichen Signale bei
t=820und 1070 s.
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SEC-ICP-MS ®Ni (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 22: Dargestellt sind die Nickelprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der
Selen-mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat erndhrten Tiere (schwarz).

Beide Zytosole zeigen bei t = 1060, 1140 und 1280 s anndhernd gleiche Signale. Im
Bereich zwischen t = 700 und 900 s ist ein sehr schwaches nicht genau lokalisierbares

Signal in beiden Profilen zu sehen.

SEC-ICP-MS *%Fe (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 23: Dargestellt sind die Eisenprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adéguat erndhrten Tiere (schwarz).

Beide Zytosole zeigen Signale bei t = 640, 800, 910 und 1050 s, wobei die Signale bei
t = 640 und 800 s der Se(+)-Zytosole schwécher sind als bel dem  Se(-)-Zytosol. Die
manuelle Praparation der Gewebe in Hinsicht auf die Entfernung der Blutgefdle war
schwierig, so dass unterschiedliche Blutgehalte in den Prostatas moglich sind.
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Graphik 24: Dargestellt sind die Zinnprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der Selen-
mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaguat erndhrten Tiere (schwarz).
Die Zytosole zeigen unabhangig von dem Selenstatus das gleiche Signal bel t = 1060 s.

SEC-ICP-MS '!Cd (Zytosol der Rattenprostata)
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Graphik 25: Dargestellt sind die Cadmiumprofile der aufgetrennten Prostatazytosole der
Selen-mangeligen Tiere (grau) und der Selen-adaquat ernéhrten Tiere (schwarz).

Zwel verbreiterte Signale sind bei t = 810 und 1100 s in den Profilen der Zytosole zu
erkennen, wobei der Peak bei t = 1100 s nur sehr schwach ausgeprégt ist.
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Durch die fur die SEC kalibrierte Saule konnen den Banden und Peaks Molekularmassen
zugeordnet werden. Hierbel sind die Zuordnungen der Molekularmassen entsprechend dem
Trennbereich der Saule nur zwischen 5 kDa und 75 kDa méglich.

Das Selenprofil (Graphik 16; S.47) zeigt eindeutig nur einen verbreiterten Peak um 42 kDa bei
den Se(+)-Tieren, wohingegen keine Peaks oder Banden bel den Se(-)-Tieren erkennbar waren,
bzw. sie unter der Nachweisgrenze lagen.

Die beiden Zinkprofile (Graphik 17; S.47) zeigen klare Banden, die aussagekréftigere Resultate
lieferten. Die beiden Profile weisen ein sehr dhnliches Bandenmuster auf, wobel die Se(-)-
Zytosole bel ca. 12 kDa ein deutlich starker ausgepragtes Signal aufweisen. Ansonsten zeigen
beide Profile die Existenz von mindestens 4 Proteinfraktionen mit den Molekularmassen von 85
kDa, 28 kDa, 8 kDaund <6 kDa an.

Auch die beiden Kupferprofile (Graphik 18; S.48) zeigen eine gute Auflosung. Diese beiden
Profile sind sich auch sehr dhnlich, unterscheiden sich jedoch in dem Gehalt einer kupfer-
bindenen Proteinfraktion. Jedoch ist es hier so, dass die Se(-)-Zytosole eine Proteinfraktion
weniger enthalten als die Se(+)-Zytosole. Diese Proteinfraktion hat eine ungeféhre Masse von 17
kDa Vier weitere Proteine bel 85 kDa, 32 kDa, 9 kDa und bei <6 kDa sind bei beiden
Zytosolen vorhanden.

Die beiden Kobaltprofile (Graphik 19; S.48) zeigen trotz einer relativ schlechten Auflosung viele
Ahnlichkeiten. Die Signale sind zum Teil schwer vom Untergrundrauschen zu unterscheiden.
Beide Profile zeigen recht unscharfe Banden bei 40 kDa, 12 kDa und bei < 6kDa. Es fallt auf,
dass bei den Se(-)-Tieren die 40 kDa-Bande wesentlich schwacher ausgeprégt ist als die bei den
Se(+)-Tieren.

Die beiden Profile der Arsenmessungen (Graphik 20; S.49) zeigen ein deutliches Bild mit
scharfen Peaks. Beide Profile unterscheiden sich jedoch deutlich voneinander. Bel 27 kDa
zeigen beide Profile einen eindeutigen Peak, wobei der Peak bei den Se(-)-Zytosolen verbreitert
ist und sein Maximum scheinbar bei 23 kDa hat. Des Weiteren unterscheiden sich die Profile
dadurch, dass das Se(-)-Zytosol einen zusétzlichen Peak bel 8 kDa aufweist.

Bei den Manganmessungen (Graphik 21; S.49) sind beide Profile deutlich erkennbar und
unterscheiden sich im Grunde nicht. Beide Profile weisen bei 32 kDaund bei 12 kDa Peaks auf.
Der Selenstatus scheint keinen Einfluss auf die mangangebundenen Proteine zu haben.

Die beiden Nickelprofile (Graphik 22; S.50) weisen eine dhnliche Struktur auf. Das Profil der
Se(-)-Tiere zeigt weniger ausgepragte Peaks als das Profil der Se(+)-Tiere. Zwei Banden von
Proteinfraktionen mit den Molekularmassen von 11 kDa und 9 kDa sind deutlich erkennbar.
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Diese Banden sind im Gegensatz zu den Signalen von hohermolekulareren Proteinfraktionen
sehr gut bestimmbar, auch wenn bei den Se(-)-Profilen keine genaue Abgrenzung, sondern ein
Plateau zwischen diesen beiden Fraktionen zu beobachten ist. Eine dritte Bande ist auRerdem
noch bei einer Molekularmasse weit unter 6 kDa deutlich zu sehen. Da beide Profile das gleiche
Muster von Nickelproteinfraktionen zeigen, jedoch in unterschiedlicher Intensitét, scheint der
Selenstatus einen Einfluss auf alle Nickelproteinfraktionen gleichermal3en zu haben und nicht
auf einzelne Fraktionen wie bel den Zinkprofilen beschrankt zu sein.

Bei den Eisenmessungen (Graphik 23; S.50) wurden zwel Profile erhalten, die die gleichen vier
Peaks bzw. Schultern aufwiesen, jedoch deren Signalstarke teilweise sehr voneinander variiert.
Es gibt Peaks bzw. Schultern bei 81 kDa, 41 kDa, 25 kDa und 12 kDa. Bis auf die Bande bei 25
kDa sind alle anderen Banden stérker bei den Se(-)-Zytosolen ausgepragt als bei den Se(+)-
Zytosolen. Bel den Zytosolen der Se(-)-Tiere sind die vier Banden sehr gut zu erkennen,
wohingegen die beiden hohermolekularen Banden im Profil der Se(+)-Zytosole sehr schwach
ausgepragt sind. Diese Unterschiede werden beeinflusst, von Kontaminationen durch Blutgefal3e
in den Geweben, die manuell nicht entfernbar gewesen sind.

Fir das Element Zinn (Graphik 24; S.51) ergaben sich zwei fast identische Profile mit jeweils
nur einem Peak. Da das Untergrundrauschen bei diesen Messungen sehr grold war, ist es nicht
auszuschlief3en, dass noch weitere schwache Peaks vorhanden sind. Der deutlich sichtbare Peak
liegt um 12 kDa. Durch das Rauschen ist diese Angabe nicht sehr genau und kénnte um 3 kDa
variieren.

Far Cadmium (Graphik 25; S.51) ist die Interpretation der Profile recht schwierig, da einerseits
das Rauschen recht hoch ist und andererseits bei dem Zytosol der Se(+)-Tiere ein sehr grof3er
und breiter Peak andere Peaks zum Teil stark Uberlagert. Beide Profile zeigen wahrscheinlich die
gleichen drei Signale bei ca. 85 kDa, 39 kDa und 6 kDa. Die Maxima der Signale waren nur
schwer zu bestimmen, weil die Peaks sehr breit sind. Bel den Se(-)-Zytosolen waren alle drel
Signale sehr flach, aber deutlich zu erkennen, wohingegen bei den Se(+)-Zytosolen die Bande
bei ca 39 kDa eine hohe Intensitét besitzt und die anderen beiden Peaks Uberdeckte, so dass

diese nur als Schultern zu erkennen waren.
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5.2.2. Proteintrennung und Nachweis proteingebundener Radiotracer

Mit der SEC-ICP-MS konnen die Proteine in den Proteinfraktionen zwar auf deren
Spurenelementgehalt Uberprift werden, aber danach sind sie zerstort und nicht welter
analysierbar. Deswegen mussten die Proben mit Hilfe einer anderen zerstérungsfreien Methode
detektiert werden, um weitere Analysen durchfihren zu kénnen. Auf Grund dessen wurden die
Versuchstiere mit unterschiedlichen radioaktiven Elementen markiert. Die Prostata des
jeweiligen Versuchstieres wurde wie bereits beschrieben aufgearbeitet und aus dem Homogenat
das Zytosol gewonnen. Auch hier erfolgte eine Fraktionierung mittels SEC und die einzelnen,
gesammelten Fraktionen wurden mit einem Nal-(Tl)-Bohrlochdetektor auf deren Aktivitét hin
Uberprift. Folgende radioaktive Isotope wurden jewells in getrennten Versuchen verwendet :
*Se: %Cu und >*Mn.

Da "Se nach Verstoffwechselung im Organismus vorwiegend kovalent in den Proteinen
gebunden vorliegt, und in dieser Form auch durch Denaturierung nicht mehr abgetrennt wird,
kann es autoradiographisch nach einer SDS-PAGE mit einer analytisch hdheren Aufldsung
nachgewiesen werden (dieses wird in Kapitel 5.3 genauer beschrieben). Beim Kupfer und
Mangan ist dies nur bedingt moglich, da sie nicht kovalent gebunden sind, sondern als Metallion-
Protein-Komplex vorliegen und so leicht bei der SDS-PAGE abgetrennt werden kdnnen.

Da das ®Cu nur eine Habwertszeit von 12 h besitzt, wurde bei diesem Versuch die
Inkubationszeit von 5 Tagen auf 12 Stunden reduziert, um geniigend Aktivitét in den Proben
nach der Aufarbeitung zur Verfigung zu haben bzw. die Tiere nicht einer unndtig hohen
Strahlenbelastung auszusetzen. Es wurden fiir den Tracerversuch mit dem ®Cu sechs Tiere

verwendet, um statistisch korrekt zu sein.

Fir die Probentrennung wurden folgende Parameter gewéhlt:

System: Beckmann Gold

Probenmenge: 10 pl (ungekihlter Autosampler)

mobile Phase: 50 mmol/l TrisHNOs (pH: 7,4)

Flussrate: 100 pl/min, Druck: p = 16 bar

Saulenmaterial: Amersham Pharmacia Superdex 75PC 3.2/30
Vorsaule: Phenomenex security guard mit GFC-3000 (4L x 3.0 ID)
Detektor: UV 204, 258, 280 nm.

Nal - Detektor ( Bohrlochdetektor): crismatic AS17
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Nach der chromatographischen Auftrennung wurden die einzelnen, aufgefangenen Fraktionen im
Bohrlochdetektor gemessen. Es wurden zum Vergleich auch Messungen von Gehirnzytosolen
und Leberzytosolen der **Cu-markierten Tiere durchgefiihrt. Die aus diesen Messungen

resultierenden Profile sind unten angefuhrt.

SEC-Gammaspektrum der Prostata SEC-Gammaspektrum des Gehirns
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/ \ %Cu-markierten Ratten.  Die

750

gesammelten Fraktionen wurden mittels
Y /V \ eines Szintillationsdetektors vermessen

und die Zahlraten des Energiebereichs
um 511 keV aufgetragen

250

Da die Profile der sechs Tiere quasi identisch waren, wurden hier nur die Profile fur jeweils ein
Organ exemplarisch dargestellt.

Die Szintillationsprofile fir die Prostatazytosole und die Gehirnzytosole ergaben nur
unzureichende Informationen, da die Aktivitdten in den Fraktionen sehr knapp Uber der
Hintergrundstrahlung lagen. Und selbst diese geringfigigen Abweichungen von der
Hintergrundstrahlung scheinen Stérungen zu sein, dain dem Labor zeitgleich andere radioaktive
Proben verarbeitet wurden. Bei der Leber jedoch ist deutlich zu erkennen, dass das **Cu an
Proteine gebunden vorliegt. Daraus &8sst sich schliessen, dass 12 h nicht ausreichend sind, bis
das ®*Cu in Proteinen gebunden oder in freier Form in der Prostata ankommt. Der Korper der
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Ratte scheint das ®*Cu zuerst in der Leber zu metabolisieren bevor es in anderen Organen
nachgewiesen werden kann. Beim Gehirn kann die Blut-Hirnschranke eine Rolle als Blockade
fur Anreicherung des ®*Cu im Gehirn spielen.

In @nlicher Weise wurde mit dem Mangan verfahren. Jedoch wurden diesmal die Tiere mit
*MnCl, fir funf Tage inkubiert. Da dieses Manganisotop eine Halbwertszeit von (iber 300
Tagen hat, war es moglich, dem Koérper der Ratte gentigend Zeit fur die Manganmetabolisierung
Zu geben. Daraufhin wurden die Gewebe genauso verarbeitet wie bel dem Versuch mit dem
%Cu, um die Zytosole zu gewinnen. Nach der gleichen VVorgehensweise wurden sie mit der SEC
fraktioniert und dann im Bohrlochdetektor gemessen.

Die folgenden chromatographischen Profile wurden erhalten.

SEC-Gammaspektrum von **Mn markiertem Prostatazytosol
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Graphik 29: Diese Szintillationsprofile zeigen die fraktionierten Prostatazytosole
und deren Aktivitdten in Impulsen pro Stunde. Das helle Profil entspricht dem
Se(-)-Zytosol und das dunkle das Se(+)-Zytosol.

In diesen beiden Profilen erkennt man, dass auch hier zwei Maximalwerte zu beobachten sind,
wie sie bereits bei den nicht radioaktiv markierten Versuchen mit der SEC-ICP-MS zu sehen
waren.

Das Szintillationsprofil der Se(-)-Zytosole zeigt einen geringeren Mangangehalt als das
Szintillationsprofil der Se(+)-Zytosole, was an einer hdheren Verdinnung des Zytosols liegt.
Man erkennt deutlich, dass der hdhermolekulare Peak wesentlich weniger >*Mn enthalt als der
niedermolekulare. Dies kann zwel Grinde haben, entweder ist bei der hdhermolekularen
Fraktion der Mangandurchsatz recht hoch, dass bereits ein Teil des radioaktiven Isotops durch
das nicht radioaktive Mangan ersetzt wurde, welches in der normalen Nahrung der Ratten in
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geringen Mengen vorkommt, oder dass in den funf Tagen der Inkubation nur ein Tell des
Mangans im Protein durch das radioaktive Isotop ausgetauscht wurde. Eine genauere Erklérung
kann hier nicht gegeben werden.

Eine genauere Bestimmung, um welche **Mn-bindenden Proteine es sich in den am stérksten
radioaktiv markierten Fraktionen handelt, konnte nicht mit Hilfe der SDS-PAGE und
anschliessender Autoradiographie gemacht werden, da das >*Mn bei der SDS-PAGE von den

Proteinen abgetrennt wurde.
5.2.3. Autoradiographie von Dunnschnitten von unter schiedlich markierten Organen

Fir eine Anreicherung der radioaktiven Isotope in bestimmten Tellen der Prostata kdnnen
histol ogische Schnitte der Gewebe autoradiographisch untersucht werden.

Fir diese Untersuchungen wurden Telle der Prostata und der Leber as Vergleichsorgan, in der
viele Stoffe metabolisiert werden, direkt nach der Entnahme aus dem Tier auf Aluminiumfolie
gelegt und Gber flissigem Stickstoff bei ca. —196°C schockgefrohren, um eine Denaturierung des
Gewebes wahrend eines langsamen Gefrierprozesses zu umgehen. Die Organe wurden dann an
einem Mikrotom mit Kryozelle in 10 um dinne Schnitte geschnitten und auf Objekttrager
gezogen. Die Proben wurden dann an der Luft fir 48 h (ausser bei den ®*Cu-Proben) getrocknet,
um die Dunnschnitte der Organe auf dem Objekttrager zu fixieren. Daraufhin wurden die Proben
auf den Objekttragern im p-imager (Biospace, Frankreich) gemessen, um die Autoradiogramme
der verschiedenen Organe mit den unterschiedlichen Isotopen aufzunehmen. Die folgenden
Graphiken zeigen die Autoradiogramme der "Se- und **Mn-markierten Prostatas und *Cu-
markierter Vergleichsorgane im Vergleich zueinander und im Vergleich zu enem
Hamalaun/Eosin-gefarbten DUnnschnitt der Prostata.

Graphik 30: Hier ist ein Tell eines Lobuses des H/E-
geféarbten Prostatadiinnschnittes zu sehen. Deutlich kann
hier die schwammartige Struktur der Prostata erkannt
werden. Eine etwas stéarkere Farbung tritt an den
Réndern auf

Graphik 31: Dieses Autoradiogramm einer "Se-
markierten Prostata zeigt, dass das Se ubiquitdr verteilt
ist und der H/E-geférbten Prostata hnelt..
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Graphik 32: Dieses Autoradiogramm einer **Mn-

markierten Prostata zeigt, wie vor alem die Peripherie
- 5 eine Anreicherung von Mn zeigt, wohingegen kaum Mn
' . Im Inneren der Loben zu sehen ist. Eine leichte

Anreicherung ist aul3erdem im Mittelstiick erkennbar.

Graphik 33: Dieses Autoradiogranm einer ®Cu-
markierten Prostata zeigt, dass kein Radiotracer in den
12 Stunden Inkubationszeit in der Prostata angekommen
ist.

Graphik 34: Dieses Autoradiogranm einer ®Cu-
markierten Niere zeigt, dass der Radiotracer vor allem
im Kortex (auf3erer Bereich der Niere) der Niere zu
finden ist, wohingegen kein ®Cu in der Metula (innerer
Bereich der Niere) gefunden wurde.

Graphik 35: Dieses Autoradiogranm einer ®Cu-
markierten Leber zeigt, dass der Radiotracer fast in der
ganzen Leber gleich verteilt ist. Die Gewebeteile, die
nicht markiert wurden, kénnten Bindegewebe darstellen.

Die mikroskopische Aufnahme der H/E-geféarbten unmarkierten Prostata zeigt, dass die Prostata
eine schwammartige Struktur aufweist, was fir Drisengewebe typisch ist. In Graphik 31,
welches das Autoradiogramm der °Se-markierten Prostata darstellt, ist klar das gleiche porése
Muster wie bel der H/E-geféarbten Prostata zu sehen. Der Tracer ist gleichférmig in alen Zellen
der Prostata verteilt. Im Vergleich dazu ist der Tracer der **Mn-markierten Rattenprostata vor
allem in den Epithelzellen und in dem Mittelstiick der Rattenprostata angereichert, wo mehr
Bindegewebszellen vorhanden sind. Das Autoradiogramm der *Cu-marktierten Prostata zeigt
keine Anwesenheit des Tracers, obwohl diese Probe zwel Halbwertszeiten lang gemessen wurde.
Daraus folgt, dass innerhalb von 12 Stunden kein Kupfer in der Rattenprostata inkorporiert wird.
Im Gegensatz zum Autoradiogramm der **Cu-marktierten Prostata zeigen die Autoradiogramme
der ®Cu-marktierten Leber und Niere eine deutlich Anwesenheit des Tracers. Bei der Leber ist
der Tracer ausser in kleinen Stellen im Inneren ubiquitér verteilt. Auch konnte die hoéchste
Aktivitét in der Leber gemessen werden. Bei der Niere hingegen ist der Tracer nur in den
auf3eren Schichten, dem Kortex, zu finden, wohingegen in dem inneren Bereich, der Metula, kein
Tracer gefunden wurde.

Die verschiedenen Tracer wurden von der Prostata auch unterschiedlich stark inkorporiert. Selen
wurde ubiquitér in hohem Mal3, Mangan nur in geringen Mengen in der Epithelschicht und

Kupfer gar nicht aufgenommen.
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5.2.4. Einflussvon Metallen auf das Wachstum von humanen Prostatakar zinomzellen
(Du145)

Die Zéelllinie Dul45 wurde, wie im Methodenteil beschrieben, in Zelkulturflaschen (150 mi
Fassungsvermogen) kultiviert. Einen Tag nach der letzten Umsetzung der Zellen wurden dem
Nahrmedium, in dem die Zellen herangezogen wurden, eine Metallsalzlsung zugegeben. Den
Zéellen wurde entweder Cadmium, Nickel, Kobalt, Kupfer, Mangan oder Zink einzeln zugegeben.
Die Endkonzentration der Metalllésungen betrug ¢ = 0,5 mg/l. Diese Konzentration wurde
gewdhlt, damit sichergestellt ist, dass nicht der Grofdeil der Metallsalze durch das Medium
gebunden wird. Nach einer Zellinkubationszeit von drei Tagen wurde das Wachstum der Zellen
mit den verschiedenen zugesetzten Metallsalzlésungen unter dem Mikroskop (Axiovert 25,
Zeiss) betrachtet.

Hierbei zeigten sich phénomenologische Verdnderungen bei den Zellen, die unten dargestellt
sind.

Graphik 36: Dieses Bild zeigt die

Zelllinie Dul45, die keinen Zusatz
von metallhaltigen Lésungen bekam.

- normale Zelle /flachig

- tote Zelle/ sphérisch

Graphik 37: Dieses Bild zeigt die
Zdllinie Dul45, die mit Ni im
Medium herangezogen wurde.

- normaleZdle

- toteZele

- eongierte Zelle
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Graphik 38: Dieses Foto zeigt die
Zéelllinie Dul45, die Mn im
Nahrmedium enthalt.

normale Zelle

tote Zelle

elongierte Zelle

Zellcluster

Die drei Bilder zeigen untereinander deutliche Unterschiede. Wahrend bei dem Bild der Zellen
ohne Zugabe von Metallldsungen ein dichter Rasen von flachigen Zellen mit nur sehr wenigen
toten bzw. nicht entwickelten Zellen zu sehen ist, zeigt sich bei der Zugabe von Nickel ein
anderes Bild, wo die Zellen nadelformig elongiert, vereinzelt und mit sehr vielen toten Zellen
vorliegen. Dieses Bild mit der Nickellésung ist représentativ auch fir die mit Cadmium, Kobalt
und Kupfer inkubierten Zellen. Die mit Zink versetzten Zellen zeigten hingegen keine auf3eren
Veranderungen im Vergleich zu den Kontrollzellen, denen keine zusétzlichen Metalllésungen
zum Nahrmedium zugesetzt wurden. Eine auffallige Sonderstellung nehmen die mit Mangan
inkubierten Zellen ein, da neben den normalen, elongierten und toten Zellen auch Cluster zu
beobachten sind. Diese Cluster bestehen wahrscheinlich auch aus abgestorbenen denaturierten

Zellen, daMangan die Apoptosein Zellen einleiten kann.

5.2.5. Detektion von Spurenelementproteinen in den Zytosolen der metallinkubierten
Zéellen der humanen Prostatakar zinomzelllinie Du145

Aus den inkubierten Zellen, die in Kapitel 5.2.4. herangezogen wurden, wurden Zytosole
gewonnen, um diese mit der SEC-ICP-MS zu analysieren, wie dies in Kapitel 5.2.1. mit den
Rattenzytosolen gemacht wurde. Die gesauberten Zellen wurden in 50 mmol TrissHNO;
aufgenommen und im  Ultraschalbecher homogenisiert, um im nachfolgenden
Zentrifugiervorgang die Zellorganellen abzusondern und das Zytosol zu gewinnen.

Diese Zytosole wurden dann unter identischen Bedingungen wie die Rattenzytosole mit der SEC
aufgetrennt und der ICP-MS analysiert. Die aus diesen Messungen erhaltenen Profile der
gewonnenen Zytosole aus der Zelllinie Dul45 wurden mit den Profilen der Rattenzytosole
verglichen und in den folgenden Graphiken dargestellt.
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Graphik 39: Dieses Bild zeigt das chromatographische Cadmiumprofil des Zytosols der mit
Cadmium inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die Cadmium-
profile der Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 25; S. 51). Es gibt ein einziges

Signal bei t =950 s.
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Graphik 40: Dieses Bild zeigt das chromatographische Kobaltprofil des Zytosols der mit
Cadmium inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die Kobalt-
profile der Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 19; S. 48). Es kdnnen ein
schwaches Signal bel t = 900 sund ein starkes Signal bei t = 1080 s beobachtet werden.
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Graphik 41: Dieses Bild zeigt das chromatographische Manganprofil des Zytosols der
mit Mangan inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die
Manganprofile der Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 21; S. 49). Hier
konnten die selben beiden Signale beobachtet werden, die auch schon in den Profilen
der Rattenzytosole zu sehen waren. Diese liegen bei t = 820 und 1070 s. Das
niedermolekularere Signal ist vergleichsweise schwacher ausgepragt als das
hohermolekulare.
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Graphik 42: Dieses Bild zeigt das chromatographische Nickelprofil des Zytosols der
mit Nickel inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die
Nickelprofile der Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 22; S. 50). Zwei
schwache Signale sind bei t = 1060 und 1120 s sowie ein starkes Signal bei t = 1240
zu beobachten.
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Graphik 43: Dieses Bild zeigt das chromatographische Zinkprofil des Zytosols der mit
Zink inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die Zinkprofile der
Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 17; S. 47). Es kénnen ein schwaches
Signal bei t =840 sund ein starkes Signal bei t = 960 s beobachtet werden.
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Graphik 44: Dieses Bild zeigt das chromatographische Kupferprofil des Zytosols der mit
Kupfer inkubierten Zelllinie Dul45. Rechts daneben sind zum Vergleich die Kupfer-
profile der Prostatazytosole der Ratten abgebildet (Graphik 18; S. 48). Es kann hier nur

ein starkes Signal bei t = 980 s beobachtet werd
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Im Vergleich zu den Rattenzytosolen zeigen alle Zytosole der Zelllinie Dul45 sehr deutliche
Profile, jedoch mit geringerer Anzahl an Peaks. Die Unterschiede der Zytosole der humanen
Karzinomzelllinie zu den Tierzytosolen sind wesentlich grosser as die zwischen den
Tierzytosolen mit unterschiedlichem Selenstatus. Wahrend ein Vergleich der Profile der
Rattenzytosole grofdtenteils Proteinfraktionen mit dhnlicher Molekularmasse aufwiesen, zeigen
die Profile der Z€llinienzytosole Peaks von Proteinfraktionen mit deutlich unterschiedlichen
Molekularmassen.

Die einzelnen Elementprofile der Messungen der inkubierten Dul45-Zytosole fur Mangan,
Kobalt und Nickel @hnelten stark denen der Tierzytosole. Es traten Peaks mit sehr ahnlichen
Molekularmassen auf, die sich jedoch in ihren Intensitéten teilweise stark unterschieden.

Die drei Nickelprofile (Graphik 42; S.53) unterscheiden sich vor allem in der Intensitét der
nickelbindenden Proteinfraktionen, zeigen aber ein sehr dhnliches Peakmuster. Die nickel-
bindenden Proteinfraktionen scheinen unabhangig von Selenstatus oder Spezies gleich in den
Prostatazellen vorhanden zu saein.

Fir die Manganprofile (Graphik 41; S. 53) gilt, dass in alen Zytosolen Banden gefunden
wurden, deren zugehorige Fraktionen eine ungefdhre Masse von 32 kDa und 12 kDa haben,
jedoch ist die niedermolekulare Proteinfraktion bel den Dul45 wesentlich weniger stark
ausgepragt als bei den Tierprostatas.

Die Kobaltprofile (Graphik 40; S. 52) unterscheiden sich dadurch, dass bei dem Dul45-Zytosol
eine kleines Signal bei ca. 40 kDa fehlt oder durch den erhohten Kobaltuntergrund Uberdeckt
wird, dafir eine Schulter bel ca. 25 kDa vorliegt. Aber das Augenfélligste ist, dass die
Proteinfraktion bei ca. 12 kDa bei den Du145 in wesentlich stdrkerem Mal3 vorkommt als bei den
Tierzytosolen. Ob es sich hierbee um die gleichen Proteine handelt, wie bel den
Manganuntersuchungen, wo sie bei den Dul45 verringert vorkommen, konnte weder bestétigt
noch widerlegt werden, da genauere Messungen nicht mehr durchgefihrt werden konnten.

Die Profile der Zytosole der mit Zink, Cadmium und Kupfer inkubierten Zelllinie Dul45
variierten erheblich von den Profilen der Tierzytosole. Keine der in den Tierzytosolen
gefundenen Proteinfraktion, die spurenelementbindend war, konnte in diesen Dul45-Zytosolen
wiedergefunden werden.

Bei den Tierzytosolen konnten bei der Cd-Messung drei Banden/Peaks bel ca. 85 kDa, 39 kDa
und 6, kDa festgestellt werden, die ale bei den Du145 nicht zu finden waren. Daflr konnte eine
Proteinfraktion von ca. 20 kDa beobachtet werden, deren Intensitdt den hdchsten gemessenen

Wert erreichte. Hoher Wahrscheinlichkeit nach sind die bei den Tierzytosolen gefundenen
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Fraktionen auch in den Dul45-Zytosolen vorhanden, sind aber durch die hohe Intensitét des neu
gefundenen Peaks Uberdeckt worden.

Auch die Zinkmessungen der Zink inkubierten Dul45-Zytosole ergaben ein vollkommen von
den Tierzytosolen abweichendes Bild. Keine der 4 bis 5 Banden der Profile der Tierzytosole
konnte im Profil der Dul45-Zytosol e nachgewiesen werden, wohingegen eine kleine Schulter bei
34 kDaund ein scharfer Peak bei 19 kDa erkennbar waren.

Das Kupferprofil des Duld5-Zytosols unterscheidet sich deutlich von den komplexen
Kupferprofilen der Rattenzytosole. Statt der 4 bis 5 Banden/Peaks bel den Tierzytosolen konnte
nur ein einziger Peak bei den Dul45-Zytosolen beobachtet werden, dessen Masse bei 17 kDa
lag. Auch dieser Peak hat eine immens hohe Intensitdt und konnte andere Peaks Uberlagern.
Kupfer scheint sich genauso wie Cadmium in Prostatakarzinomzellen anzureichern und speziell

in der zytosolischen Fraktion um 17 kDa eine erhohte Konzentration aufzuweisen.

Zusammenfassung von K apitel 5.2: Chromatogr aphisch-analytische Unter suchungen

Durch die online-Kopplung der Grof¥enausschlusschromatographie (SEC) mit der induktiv
gekoppelten Plasmamassenspekrometrie (ICP-MS) konnten die Spurenelemente nachgewiesen
werden, die proteingebunden in den Zytosolen der Rattenprostatas mit unterschiedlichem
Selenstatus und der humanen Prostatakarzinomzelllinie Dul45 vorlagen. Des Weiteren konnte
durch diese Methode ein Molekularmassenbereich von Proteinfraktionen angegeben werden, die
Spurenel emente binden.

In diesem Zusammenhang wurden die Zytosole der Rattenprostatas auf die Proteinfraktionen
untersucht, die Se, Zn, Cu, Co, As, Mn, Ni, Fe, Sn oder Cd binden. Die Zytosole der Zdlllinie
Du145 wurden hingegen nur auf die Elemente Uberprift mit denen die Zélllinie Dul45 einzeln
vorher inkubiert wurden (Zn, Cu, Co, Mn, Ni, Cd und Zn).

Die Profile der vom Selenstatus abhangigen Prostatazytosole der Ratten zeigten bis auf ein Profil
(Selenprofil d. Se(-)-Rattenprostatazytosols) mindestens ein Signal einer metall- oder
metall oidbindenden Proteinfraktion.

Die Zinkprofile beider Zytosole [Se(+) und Se(-)] der Rattenprostata zeigen nahezu vier gleiche
Signale (MW = 85 kDa, 28 kDa, 8 kDa und < 6 kDa) und ein Signal bei 12 kDa, welches beim
Se(-)-Zytosol stérker ausgepréagt ist. Das mit Zink inkubierte Zelllinienzytosol zeigte keines der
Signale, sondern stattdessen Signale bei MW= 34 kDa und 17 kDa.

Die Kupferprofile der Rattenprostatazytosole zeigen ebenfalls vier nahezu gleiche Signale bei
(MW = 85 kDa, 32 kDa, 9 kDa und < 6 kDa) und ein Signal einer Proteinfraktion von 17 kDa,
welches im Se(+)-Zytosol wesentlich stérker ist. Dieses Signal bei 17 kDa konnte auch im Profil
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des Cu-inkubierten Zytosols der Du145 wiedergefunden werden. Allerdings ist dieses Signal so
stark, dass es wahrscheinlich andere Signale Uberlagert.

Beide Kobaltprofile der Rattenprostatazytosole zeigen die gleichen drel Signale (MW= 40 kDa,
12 kDa und <6 kDa) und unterscheiden sich nicht signifikant. Im Profil des Zytosols der Dul45
ist nur noch das Signal der 12 kDa-Fraktion zu sehen, welches mégliche andere Signae
Uberdeckt.

Die Manganprofile der Prostatazytosole als auch das Manganprofil der Zelllinie zeigen jeweils
zwel Signale von Fraktionen im Bereich von 32 kDa und 12 kDa, wobei nur das etwas
schwéchere Signal der 12 kDa-Fraktion der Zelllinie etwas von den anderen beiden Profilen
abweicht.

Die drei Nickelprofile zeigen jewells drel Signale im Bereich von 11 kDa, 9 kDa und <6 kDa.
Sie unterscheiden sich nur in der Gesamtintensitdt, wobel die Signale der Profile der
Zéelllinienzytosole stérker sind als die der Prostatazytosole.

Die Cadmiumprofile der beiden Prostatazytosole zeigen jeweils drei Signale von Fraktionen im
Bereich von 85 kDa, 39 kDa und 6 kDa. Hierbei waren die Signale der Se(-)-Prostatazytosole
durchweg schwécher als die der Se(+)-Prostatazytosole. Das Cd-Profil der Zdllinienzytosols
weist kein Signal auf, welches in den Profilen der Rattenprostata zu sehen war, sondern ein
Signal einer Fraktion im Bereich von 20 kDa, welches eine sehr hohe Intensitdt hat und andere
Signale Uberdecken konnte.

Die Eisenprofile wurden nur von den Rattenprostatazytosolen angefertigt und zeigen Signale von
Fraktionen im Bereich von 81 kDa, 41 kDa, 25 kDa und 12 kDa, wobei alle Signale beim bei
dem Se(-)-Zytosol stérker ausgepragt sind bis auf das Signal bei 25 kDa.

Beide Arsenprofile der Rattenprostatazytosole zeigen ein Signal bei 27 kDa, und das Profil des
Se(-)-Zytosols zusétzliche ein Signal bei 8 kDa.

Die beiden Zinnprofile der Rattenprostatazytosole zeigen jeweils nur ein Signal bei 12 kDa.

Der Selenstatus der Ratten beeinflusste die Metall- bzw. Metalloidgehate einiger
Proteinfraktionen im Zytosol der Rattenprostata. Die stérksten Unterschiede waren fir Zink (12
kDa), Kupfer (17 kDa), Arsen (8 kDa), Cadmium(39 kDa) oder Eisen (81 kDa, 41 kDa)
erkennbar. Dabei bewirkte ein Selenmangel eine Erhdhung der Signalintensitéten fur Eisen, Zink
und Arsen und eine Verringerung fur Kupfer, Nickel und Cadmium. Keinen Einfluss hatte der
Selenstatus der Zytosole fur Kobalt, Mangan und Zinn.

Nur die Nickel- und Manganprofile zeigen Ahnlichkeiten in den untersuchten Zytosolen der
Rattenprostata und der Zelllinie. Bei den anderen vier verglichenen Profilen zeigte sich ein

immenser Unterschied. Die benutzte Saule zeigt eine gewisse Ungenauigkeit bel der
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Molmassenabschétzung fir nicht ideale ProteinlGsungen wie Zytosole, da die darin enthaltenen
Proteine  auch mit der Saulenmatrix  wechselwirken  konnten. Die  hohen
Konzentrationsunterschiede der Metallgehalte in den Tierzytosole und den Zelllinienzytosolen
erhoht die Ungenauigkeit der Messungen zusétzlich. In dieser Arbeit konnte deswegen nicht
geklart werden, ob dieser Unterschied in der Zusammensetzung der metallbindenden
Proteinfraktionen von der Spezies abhéngt oder von dem Gesundheitszustand der Zellen.

Die inkubierten Zellen der Dul45 zeigten nicht nur Unterschiede beziiglich der Verteilung der
spurenelementbindenenden Proteinfraktionen, sondern auch im Aussehen der Zelllinie.

Die mikroskopische Untersuchung der inkubierten Zelllinie Dul45 zeigte auch, dass es einen
phanomenol ogischen Unterschied gab zu den Kontrollzellen. Die mit Cd, Ni, Co, Cu und Mn
inkubierten Zellen zeigten eine verminderte Wachstumsrate und eine Degeneration in der
Zellform. Die mit Mangan inkubierten Zellen zeigten zudem eine Art Cluster von Zellen.

Durch Markierungsversuche der Ratten in vivo konnte durch die Autoradiographie der
Dunnschnitte gezeigt werden, dass die Spurenelemente Mangan und Selen unterschiedlich in der
Ratteenprostata verteilt sind. Wahrend das Selen ubiquitdr in der Prostata verteilt war, reicherte
sich das Mangan in der Epithelschicht der Prostata an. Ein dritter Markierungsversuch mit
Kupfer zeigte, dass das Kupfer nach 12 Stunden nicht in der Prostata ausreichend metabolisiert
wird, wohingegen esin der Leber und der Niere (vor allem im Kortex) metabolisiert wird. Durch
die Auftrennung der markierten Prostatazytosole mit der SEC und der Messung der einzelnen
Fraktionen im Bohrlochdetektor konnte gezeigt werden, dass das Kupfer in der Leber auch

proteingebunden vorliegt.
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5.3. Biochemische Trennverfahren und Autor adiographie
5.3.1. Auftrennung der Se-Proteinein den Homogenaten und Zytosolen ver schiedener
Gewebe mittels SDS-PAGE und Detektion des Tracers durch Autoradiographie

Da Selen ds eines der wenigen Spurenelemente kovalent in Form von Selenocystein oder
Selenomethionin an Proteine gebunden ist, kann es auch nach der Auftrennung der selenhaltigen
Proteine mittels SDS-PAGE autoradiographisch in Proteinbanden lokalisiert werden.

Fir diesen Versuch wurden Ratten mit unterschiedlicher Selendi&t herangezogen und mit "Se
markiert. Nach der Tétung der Ratten durch Herzpunktuation wurden die Organe entnommen
und prapariert, um sie zu homogenisieren (Homogenatpuffer: 5 mM MgCl, - 6 H,0O, 20 mM
TrigHCI, pH 7,4 + Proteaseinhibitorcocktail). Ein Teil des Homogenates wurde zur weiteren
Aufbereitung abgenommen und bei 100.000 g zentrifugiert, so dass Pellets aus Zellorganellen
und Uberstande aus |6slichen Proteinen, dem Zytosol, entstanden.

Die Homogenate von Prostata, Hoden, Niere, Herz, Leber und Muskel und die Zytosole aus den
Homogenaten dieser Organe wurden jewells durch ein SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die getrockneten Gele wurden mit Hilfe von Imagerplatten fr die Autoradiographie vorbereitet.
Auf den folgenden Graphiken sind die 15 %-igen SDS-Gele der Homogenate und Zytosole von
Se(-)- Tieren vergleichend nebeneinandergestellt.
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Graphiken 45 & 46: Das linke SDS-Gdl ( Graphik 45) zeigt die Proteinaufspaltung in den
Homogenaten der verschiedenen Gewebe nach ihrer relativen Masse. Das rechte
Autoradiogramm (Graphik 46) des SDS-Gels zeigt die mit "°Se markierten Selenoproteine
an.

(Ho = Hoden; Mi = Milz; Ni = Niere; He = Herz; Le = Leber; Pros = Prostata ; Mu =

L=z
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Das SDS-Gel zeigt die gesamten Proteine in einem Molekularmassenbereich von ca. 8 kDa bis
ca. 200 kDa an. Jedes Gewebehomogenat zeigt hierbei eine andere Proteinzusammensetzung, bei
der aber einige Proteinbanden in jedem Gewebe, wenn auch zum Teil in unterschiedlicher
Stérke, vorhanden sind. Das Autoradiogramm zeigt, dass nur wenige Proteine, die im SDS-Gel
zu sehen sind, Selenoproteine darstellen. Von den tiber 100 Banden des SDS-Gel's je Homogenat
sind nur 10 bis 15 Proteine as Selenoproteine zu erkennen. In der Prostata, dem Herz und den
Muskeln ist die Aktivitdt der Selenoproteine vergleichsweise schwach. Jedoch ist in allen
Homogenaten eine ungleichméfdige Verteilung der Selenoproteine zu erkennen, bel welcher im
Bereich um 66 kDa drei bis vier Banden und im Bereich zwischen 15 kDa und 25 kDa mehrere
Banden erkennbar sind.

Im Bereich knapp unter 66 kDa, bei ca. 58 kDa, ist bel allen Homogenaten eine stark
ausgepragte Bande zu erkennen, welche vermutlich das Selenoprotein P (SeP) darstellt. Bel
relativ genau 66 kDa ist eine schwachere Bande bel allen Homogenaten zu beobachten, die
wahrscheinlich vom Albumin stammt, welches unspezifisch Selen in Form von Selenomethionin
einbauit.

Zwischen 15 kDa und 25 kDa befinden sich vier weitere Selenoproteine bei allen Homogenaten.
Bei 15 kDa, 18 kDa, 20 kDa und 25 kDa sind diese vier Banden, die durch Anwendung
entsprechender Antikorper gerichtet gegen diese Proteine identifiziert wurden, lokalisiert. Das
saure 15-kDa-Selenoprotein, welches bereits in vielen Geweben gefunden wurde, taucht auch
hier bei einer Molekularmasse von 15 kDa auf. Bel etwa 20 kDa scheint die Phospholipid-
hydroperoxy-glutathionperoxydase (PHGPx) eine scharfe Bande anzuzeigen, welche bei den
Hoden besonders hervorsticht, da sie dort und in Spermatozoen stark exprimiert wird (75). Im
Bereich zwischen 20 kDa und 25 kDa sind verschiedene Glutathionperoxydasen anzutreffen,
deren Masse abhangig ist von ihrem Vorkommen im Plasma (PI-GPx) oder Zytosol (cGPx). Da
die PI-GPx von vielen Organen exprimiert wird, tritt sie entsprechend nicht nur im Plasma,
sondern in sehr vielen Organen auf. Diesist besonders der Fall in der Niere und der Milz, wo die
PI-GPx-Bande am stérksten ausgepragt ist (76).

Etwas Uber 30 kDa tritt nur bei den Hoden eine deutlich sichtbare Bande auf, die als das Protein
sn-GPx identifiziert wurde und nur in den Spermienkernen vorkommt und dessen Masse bel 34
kDa bestimmt wurde (77).

Das SDS-Gel der Zytosole zeig t nur die 16slichen Proteine der Organe.
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Graphiken 47 & 48: Linksist das Elektropherogramm mit den nach ihrer Masse aufgetrennten
Proteinen und rechts das dazugehorige Autoradiogramm dargestellt. Die mit "°Se markierten
Zytosole der verschiednen Gewebe zeigen deutliche schwarze Banden im Autoradiogramm.

(Ho = Hoden; Mi = Milz; Ni = Niere; He = Herz; Le = Leber; Pros = Prostata ; Mu = Muskel)

Bel der Betrachtung der Auftrennung der Proteine auf dem SDS-Gel falt auf, dass die Proteine
unterhalb von ca. 20 kDa (siehe Trennlinie) eine wesentlich h6here Konzentration aufweisen als
bei den hohermolekularen Proteinen, was bel dem SDS-Gel der Homogenate noch andersist und
die Proteine > 28 kDa relativ gesehen hoherkonzentriert vorliegen, was durch die starke Farbung
mit Silber angezeigt wird.

Bel den Autoradiogrammen féllt sofort auf, dass die sn-GPX in den Hoden und das Selenprotein
bei ca. 18 k Da in alen Zytosolen gar nicht mehr vorhanden sind. Da die Kerne und andere
Zellorganellen abgetrennt wurden, fehlen natirlich digenigen Selenoproteine, die an diese
Organellen gebunden vorlagen. Da im Bereich von 18-19 kDa das Selenoprotein T vorkommt
und es am Endoplasmatischen Retikulum (78, 51) gebunden vorliegt und dieses bei der
subzelluléren Fraktionierung entfernt wurde, war zu erwarten, dass das 18 kDa-Selenoprotein

nicht mehr zu finden ist.

5.3.2. Vergleich der Selenoproteinverteilung in den subzelluléren Fraktionen der

Prostata von Tieren mit unter schiedlicher Selendiat

Um die Verteilung der Selenoproteine in den subzelluléren Fraktionen der Prostata der Ratte zu

untersuchen, wurden je eine "“Se-markierte Prostata eines Se(+) und eines Se(-)-Tieres
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homogenisiert und durch Zentrifugation bel unterschiedlichen Beschleunigungen in eine
Kernfraktion (1000 x g), eine mitochondriale Fraktion (10.000 x g), eine mikrosomale Fraktion
(100.000 x g) und ein zytosolische Fraktion voneinander separiert. Die Proteine der Fraktionen
wurden dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt und autoradiographisch untersucht.

Das SDS-Gel und das Autoradiogramm des Se(+)-Tiers sind unten abgebildet.
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Graphiken 49 & 50: Hier ist das "“Se markierte SDS-Gel der subzelluldren
Fraktionen der Rattenprostata eines Se(+)-Tieres (x) neben dem dazugehorigen
Autoradiogramm  dargestellt.(Hom =  Homogenat, Nu = Nukleare
Fraktion/Kernfraktion, Mt = Mitochondriae Fraktion, Mk = Microsomale Fraktion,
Zyt = Zytosolische Fraktion)

Im Autoradiogramm ist deutlich zu erkennen, dass im Homogenat die meisten Banden zu
beobachten sind, was daher rihrt, dass im Homogenat alle Proteine der Zelle vorhanden sind. Im
Bereich > 38 kDa sind vier Banden vorhanden, die durch Selenoproteine oder Selen-bindende
Proteine entstanden sind und bei ca. 70 kDa, 58 kDa, 45 kDa und 38 kDa lokalisiert sind. Die
Bande um ca. 70 kDa kodnnte das Albumin sein, welches das Selen unspezifisch bindet. Dieses
Protein ist in dem Homogenat und auch in den subzelluldren Fraktionen vorhanden, wo es am
deutlichsten in dem Zytosol vorkommt. Des Weiteren ergibt sich bei ca. 58 kDa die markanteste
Bande in diesem Bereich und stellt mit hoher Wahrscheinlichkeit das Selenoprotein P dar,
welches ebenfalls ubiquitér in allen Fraktionen vorhanden ist. Die beiden Proteine bei 45 kDa
und 38 kDa sind in allen Fraktionen vorhanden, aber in der microsomalen Fraktion und dem
Zytosol besonders hervorgehoben, wovon die Proteinfraktion von 45 kDa Isoformen des SeP
darstellen (79).

Im Bereich unter 28 kDa, wo die anderen Selenoproteine lokalisiert sind, zeigen sich Banden im
Homogenat bei ca. 25 kDa, 22 kDa, 20 kDa, 18 kDa und eine Doppelbande um die 15 kDa, bei
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der keine Abgrenzung mehr zwischen den beiden Banden auszumachen ist. Jedoch ist eine
Parallele zur Kernfraktion zu erkennen, bei der beide Banden auf Grund der geringeren
Uberlagerung durch die radioaktiven Proteine voneinander zu unterscheiden sind.

Die Banden bei 25 kDa, 20 kDa und bei um 15 kDa sind ubiquitdr in alen subzelluldren
Fraktionen vorhanden, wenn auch zum Teil in unterschiedlich starker Auspragung. Das Protein
bei 22 kDa st nur noch in der Kernfraktion und in der mitochondrialen Fraktion zu finden. Es ist
maoglich, dass dieses Protein am Endoplasmatischen Retikulum (ER) gebunden vorliegt, welches
teils noch an der Kernfraktion und teilsin der mitochondrialen Fraktion vorliegt. Das Protein mit
der Molekularmasse von 18 kDa ist in allen Fraktionen, ausser in dem Zytosol, zu finden.
Besonders stark ist die Auspragung in der mitochondrialen Fraktion, was mit bereits
erschienenen publizierten Daten Ubereinstimmt (47). Moglicherweise ist dieses Protein an eine
bestimmte Zellorganelle in der Mitochondrialen Fraktion gebunden und nur deswegen in der
Kernfraktion und der mikrosomalen Fraktion zu finden, weil bel der Zentrifugation zu geringen
Teillen die Mikroorganellen der vorhergehenden und nachfolgenden Fraktion sedimentiert
werden. In der zytosolischen Fraktion ist dieses Protein nicht vorhanden. Die beiden Proteine um
15 kDa sind vor allem in der mikrosomalen und mitochondrialen Fraktion zu finden, wo beide
Proteinbanden sich Uberlagern. Nur in der Kernfraktion ist eindeutig zu erkennen, dass es sich
hierbei um zwei Banden handelt. Auch im Zytosol tiberlagern sich beide Banden, sind aber nicht
so stark ausgepragt wie bel der mitochondrialen und mikrosomalen Fraktion. Da bekannt ist,
dass esim Bereich von 15 kDa drei Selenoproteine (saures 15 kDa Selenoprotein (80), neutrales
15 kDa Selenoprotein (48) und prostataspezifisches Selenoprotein (49)) gibt, ist es moglich, dass
in der mitochondrialen und mikrosomalen Fraktion eines dieser Proteine angereichert ist und in
den anderen Fraktionen nicht vorkommt. Weiteren Aufschluss dartiber geben die im folgenden
Kapitel durchgefiihrten zweidimensionalen Gel el ektrophoresen.

Das gleiche Experiment wurde auch mit dem SDS-Gel eines Se(-)-Tieres durchgefuhrt. Das Gel
und das Autoradiogramm sind folgend abgebildet.
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Graphiken 51 & 52: Hier ist das "°Se markierte SDS-Gel der subzelluldren Fraktionen der
Rattenprostata eines Se(-)-Tieres (X) neben dem dazugehdrigen Autoradiogramm dargestel|t.
(Hom = Homogenat, Nu = Nukleare Fraktion/Kernfraktion, Mt = Mitochondriale Fraktion,
Mk = Mikrosomale Fraktion, Zyt = Zytosolische Fraktion)

Das Autoradiogramm des Se(-)-Tiers zeigt grosse Ahnlichkeiten zu dem Autoradiogramm des
Se(+)-Tieres und unterscheidet sich nur sehr wenig von diesem. Auch hier zeigt das Homogenat
Banden bei ca. 70 kDa, 58 kDa und 45 kDa, jedoch keine Bande bel 38 kDa. Dafir sind zwei
sehr schwache Banden bei ca. 30 kDa und 32 kDa zu erkennen, die besonders in der
Kernfraktion angereichert sind. Im Bereich unter 30 kDa sind dieselben Banden wie bei dem
Se(+)-Tier anzutreffen. Diese liegen bei ca. 25 kDa, 22 kDa, 18 kDa und bei 13-15 kDa. Welitere
Unterschiede sind nur in der differenten Intensitdt einiger Banden auszumachen. So ist die
besonders aufféllige Bande bei ca. 18 kDa bel dem Se(+)-Tier wesentlich weniger stark
ausgepragt als bei dem Se(-)-Tier, was darauf schliessen lasst, dass dieses Protein in der
Hierarchie der mit Selen zu versorgenden Proteine eine untergeordnete Position einnimmt, was
daran liegen kann, dass das Selen unspezifisch in Form von Selenomethionin eingebaut wird.
Andererseits kann auch der Selenmangel eine Expression dieses Proteins verringern. Ahnlich
verhdlt es sich, wenn man die Proteine bel ca. 20 kDa und 25 kDa im Zytosol der beiden
unterschiedlich mit Selen versorgten Tiere betrachtet. Wahrend bei dem Se(+)-Tier die 25 kDa-
Bande eine hohere Aktivitét zeigt als die 20 kDa-Bande, ist es bel dem Se(-)-Tier genau
umgekehrt. Es scheint so, als ob bei einem Selenmangel das Protein/die Proteine bei 20 kDa
vorrangiger sind und wichtiger fir den Organismus als das Protein/die Proteine bel 25 kDa. Da
es sich bel diesen Proteinen um die PHGPx (ca. 20 kDa) und cGPx (ca.25 kDa) handelt, ist es so,
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dass beide Proteine dhnliche Funktionen haben und Peroxyde reduzieren. Jedoch steht die
PHGPx in der Selenversorgung in der Hierarchie tber der cGPx (36, 37, 81).

5.3.3. Untersuchungen zu der Selenoproteinverteilung in den subzellularen Fraktionen der

Prostata mittels 2D-Gelelekrophorese und Autor adiographie

Um die Unterschiede in der Selenoproteinverteilung besser darzustellen, wurden von den Proben
zweidimensionale Grof3-Gele (200 x 300 x 0,9 mm ) angefertigt. Diese haben den Vorteil, dass
die einzelnen Banden eines SDS-Gels noch nach ihrem isoel ektrischen Punkt aufgetrennt werden
und somit die einzelnen Proteine und deren Isoformen zu Tage treten und besser bestimmbar
sind. Der Nachteil ist, dass nur 1/10 der Probenmenge fur eine SDS-PAGE aufgetragen werden
kann und diese geringe Menge auf eine wesentlich gréssere Fléche verteilt wird. Bel mit °Se
markierten Proben hat man den Vorteil einer sehr hohen Auflésung der Proteine, aber den
Nachteil, dass die Proteine teilweise zu geringe Signale (Schwéarzungen) ergeben, die nicht so
einfach mit der Autoradiographie nachgewiesen werden kénnen.

Die Homogenate der Prostatas der beiden unterschiedlich mit Selen erndhrten Ratten wurden
mittels NEPHGE (82) aufgetrennt und ihre Verteilung autoradiographisch analysiert.

SDs

PAGE sos
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Graphiken 53 & 54: Diese beiden Autoradiogramme zeigen die Verteilung der Selenoproteinein
den Homogenaten der Se(+)- und Se(-)-Ratte nach der NEPHGE. B‘edeutung der Pfeile:

* In beiden Gelen vorhandene Proteine mit vergleichbarer Intensitét; ¥ In beiden Gelen vorhan-

dene Proteine mit unterschiedlicher Intensitét ; ¢ nur in enem Gel vorhandenes Protein
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Die Autoradiogramme der beiden durch die NEPHGE aufgetrennten Proteine in den
Homogenaten der Rattenprostata zeigen eine dhnliche Verteilung der Selenoproteine.

So wurden in beiden Gelen, wie es zu erwarten war, Spots gefunden, die den Molekularmassen
von 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa, 45 kDa, 58 kDa und 70 kDa entsprechen. Das sind digjenigen
Molekularmassen, die auch in den Autoradiogrammen der SDS-Gele zu finden waren. Banden,
die schwéacher bel den eindimensionalen Autoradiogrammen zu sehen waren, sind im 2D-
Autoradiogramm nicht zu erkennen, da die Aktivitdt nicht ausreichte, um ein Schwérzung
hervorzurufen.

Der grofte Unterschied zwischen den beiden Proteinspektren ist ein Spot bel ca. 25 kDa, der im
Se(-)-Homogenat nur schwach auftritt, jedoch beim Se(+)-Homogenat die grosste Intensitédt hat.
Drei weitere Spots mit einer etwas geringeren Molekularmasse um 22 kDa, jedoch im sauren | P-
Bereich, treten des Weiteren nur im Se(+)-Homogenat auf. Im Gegenzug sind drei Spots im
Molekularmassenbereich von ca. 20 kDa und einem IP von 8-9 etwas intensiver in ihrer
Schwérzung im Se(-)-Homogenat zu beobachten. Diese Tatsache bestétigt die Aussage, die in
Kapitel 12 Uber die Homogenate getroffen wurde, dass diese Proteine dhnliche Funktionen
haben, aber die Proteine um ca. 20 kDa essentieller fir den Organismus zu sein scheinen. Es ist
wahrscheinlich, dass es sich bei den Spots um 20 kDa um verschiedene Formen der PHGPx
handelt und bei den Spots um 25 kDa um unterschiedliche Formen der GPx (83).

Ein weiterer Unterschied zeigt sich in der Anzahl der Spotsim Bereich zwischen 45 kDa und 70
kDa. In diesem Bereich zeigen sich drei schwacher geschwarzte Spots in dem Autoradiogramm
des Se(-)-Homogenats, welche in dem anderen Autoradiogramm nicht zu finden sind. Die Néhe
Zu drei weiteren Spots des gleichen Molekularmassenbereichs lasst vermuten, dass es sich
hierbei um Isoformen eines Proteins handelt, welches wahrscheinlich das Selenoprotein Pist.

Ein letzter augenfalliger Unterschied zeigt sich darin, dass das Autoradiogramm des Se(+)-
Homogenats im Molekularmassenbereich von ca. 70 kDa einen sehr schwachen und wenig
scharf abgegrenzten Spot zeigt, aber dass das Autoradiogramm des Se(-)-Homogenats an der
gleichen Stelle zwei scharf voneinander abgegrenzte Spots zeigt, die sich nur geringfigig in ihrer
Aziditat unterscheiden. Vermutlich handelt es sich hierbel um Formen des Albumins, welches
unspezifisch das Selen bindet (84).

Auch die Se markierten Proteine in den einzelnen Organellen der Prostatazellen wurden mittels

NEPHGE getrennt und autoradiographisch analysiert.
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Die folgenden beiden Autoradiogramme zeigen die "°Se markierten Proteine in der Kernfraktion
der Rattenprostata.
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Graphiken 55 & 56: Diese beiden Autoradiogramme zeigen die Vertellung der Selenoproteine in
den Kernfraktionen der Se(+)- und Se(-)-Ratte nach der NEPHGE. ' Bedeutung der Pfeile:

+ In beiden Gelen vorhandene Proteine mit vergleichbarer Intensitét; ¥ In beiden Gelen vorhan-
dene Proteine mit unterschiedlicher Intensitét ;  ©  nur in einem Gel vorhandenes Protein
Die erhaltenen Autoradiogramme nach der NEPHGE der beiden Kernfraktionen zeigen weniger
Spots als in den Autoradiogrammen der Homogenate. Des Weiteren ist die Schwérzung auf den
Imagerplatten durch die Selenoproteine wesentlich weniger deutlich, was auf eine geringere
Aktivitét der Proteine schliessen lésst. Es sind pro Gel nur noch jewells funf Spots zu sehen.
Von diesen funf Spots sind nur zwei Spots in beiden Gelen identisch. Diese beiden Spots
befinden sich im sauren Bereich bel ca. 15 kDa, so wie es auch in den Autoradiogrammen der
Homogenate zu sehen war. Ein weiteres Protein ist auf3erdem noch bel beiden
Autoradiogrammen zu beobachten, jedoch in unterschiedlicher Intensitdt. Im Molekular-
massenbereich um 60 kDa und einem IP von 8 ist dieses Protein anzufinden. Bel der Se(+)-
Kernfraktion ist dieses Protein im Vergleich zu der Se(-)-Kernfraktion nur sehr schwach zu
sehen.
Der grosste Unterschied zwischen den beiden Autoradiogrammen sind jeweils zwei Spots, diein
dem anderen Autoradiogramm nicht vorkommen. Hierbei handelt es sich um die bereits oben
erwahnten Spots bel ca. 25 kDaim Se(+)-GEL und die Spots bel ca. 20 kDaim Se(-)-Gel.
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Die Autoradiogramme der NEPHGE der anderen subzelluléren Fraktionen lieferten keine
aussagekréftigen Resultate, da die selenhaltigen Proteine nicht in ausreichender Proteinmenge
vorhanden waren.

Deswegen wurden kleinere 2D-Gele ( 140 x 120 x 1,2 mm) angefertigt, die grossere
Probenvolumina aufnehmen kénnen.

Der Vorteil dieser Methode ist eindeutig die Aufnahme einer grosseren Probenmenge und damit
auch einer grosseren Aktivitét, wodurch auch Proteine mit geringerer Aktivitét sichtbar werden.
Die Nachteile liegen in einer viel geringeren Auflésung der Proteine, wodurch Uberlagerungen
von Proteinspots entstehen kénnen und einzelne Proteine Ubersehen werden kénnen.

Die Homogenate und subzelluléaren Fraktionen wurden zuerst durch die IEF nach ihren
isoelektrischen Punkten (IP) auf Stripes aufgetrennt und dann per SDS-PAGE nach ihrer Masse
aufgetrennt. Die jewellige Fraktion wurde daneben als Markerprotein zum Vergleich
aufgetragen, und die Gele autoradiographisch untersucht.

MW SDs- MY sSDs-
IEF IEF
{kDa} PAGE (kDa) I O PAGE

16

T T T

T
45 6,1 7,0 76

Graphiken 57 & 58 : Die beiden Autoradiogramme zeigen die Homogenate der Se(+)-
Rattenprostata (links) und der Se(-)-Prostata (rechts) nach ihrer Auftrennung nach IP
und Masse.

Wie zu erwarten war, zeigen sich bei dieser Art der 2D-Elektrophorese mehr Spots, jedoch mit
geringerer Auflosung als bei der NEPHGE. Aufféllig hierbei sind vor alem einige Spots
zwischen 25 kDa und 45 kDa, die in den NEPHGE-Autoradiogrammen gar nicht erkennbar
waren und die sehr schlechte Aufspaltung der Selenoproteine im héheren Massenbereich.

Im Bereich um 15 kDa erkennt man deutlich, dass dort mehr as die in der NEPHGE
beschriebenen zwei sauren Proteine vorkommen. Insgesamt sind es 11 Proteine mit einer Masse
unterhalb von 20 kDa. Dominant sind die beiden Spots um 15 kDa mit einem IP von ca. 4,5, die
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auf Grund ihrer sehr hohen Aktivitét nicht mehr voneinander unterscheidbar sind und das saure
15 kDa-Selenoprotein darstellen konnten. Allerdings ist auch der Spot des neutralen 15 kDa-
Selenoproteins gut bel einem P von 7,3 zu erkennen, was mit bereits publizierten Ergebnissen
Ubereinstimmt (48). Des Weiteren ist ein Protein um 18 kDa und einem IP von ca. 5,0 gut zu
erkennen, bel dem es sich um das membrangebundene 18 kDa-Selenoprotein (47) handeln
konnte. Im Massenbereich unter den dominanten 15 kDa Spots sind noch Spots erkennbar, bei
denen es sich um Isoformen des Selenoproteins R (85) oder dem Selenoprotein M handeln
konnte (86).

Diedrel Spots der PHGPx im Bereich um 20 kDa und einem leicht basischen IP sind hier nur als
ein langgezogenes Band zu erkennen. Im sauren Bereich um IP 4,6 zeigt sich eine weitere
Isoform der PHGPX, die in den NEPHGE-A utoradiogrammen nicht zu sehen war.

Die drei Spots, die nicht in den NEPHGE-Autoradiogrammen zu sehen waren, gehdren zu den
Deiodinasen, die bereits in friheren Studien identifiziert wurden. Die Molekularmasse der
Deiodinase | liegt bel 27 kDa (87). Auch hier ist gut zu erkennen, wie be den
Autoradiogrammen der NEPHGE, dass die GPx wesentlich stérker in den Se(+)-Homogenaten
zu erkennen ist als in den Se(-)-Homogenaten. Genau umgekehrt verhalt es sich bei der PHGPX,
die stérker inden Se(-)-Homogenaten zu erkennen ist.

Weitere Informationen bezlglich der Zusammenhange unter Berticksichtigung des Selenstatus

wurden nicht erhalten.

Die Kernfraktionen wurden nach der NEPHGE ebenfalls autoradiographisch untersucht. Sie sind

im Folgenden beschrieben.

Mw IEF SDS- MW SDS-

(kDa) PAGE (kDa) , d8F PAGE

66 * 56 -|

38+

284

45 51 70 16 45 51 10 76

Graphiken 59 & 60: Diese beiden Autoradiogramme zeigen die Verteilung der Seleno-
proteine in der nuklearen Fraktion der Se(+)-Rattenprostata (links) und der Se(-)-
Rattenprostata (rechts).
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Die beiden Autoradiogramme unterscheiden sich erheblich in der Intensitét der angezeigten
Selenoproteine, was auf eine sehr geringe Radioaktivitét in der Kernfraktion des Se(+)-Tieresim
Vergleich zu der Kernfraktion des Se(-)-Tieres zurtickzufihren ist. Auf Grund dessen wiirde ein
direkter Vergleich zu unkorrekten Aussagen fuhren.

In beiden Autoradiogrammen ist jedoch zu sehen, dass das saure 15 kDa-Selenoprotein und zwei
Proteine bei ca. 12 kDa und 8 kDa und einem IP von ca. 6 vorhanden sind.

Auffallig ist auRerdem, dass Proteine mit einer htheren Molekularmasse als 30 kDa nicht gut

vertreten sind.

Die "Se-markierten Proteine der mitochondrialen Fraktion wurden ebenso wie die Proteine der
Homogenate und der Kerne zweidimensional aufgetrennt und die Verteilung der markierten

Proteine autoradiographisch untersucht.

MW 3DS- MW SDS-
IEF IEF
{kDa) PAGE {kDa) g e PAGE

66~
384

28+

20+

151

1 1 1 1

4:5 5:1 7.0 786 45 5:1 70 71,6
Graphiken 61 & 62: Hier sind die Autoradiogramme der 2D-Gele der mitochon-
drialen Fraktion der Se(+)- (links) und Se(-)-Rattenprostata (rechts) dargestellt.
Die Se markierten Proteine sind al's Schwarzung zu sehen.

Die Autoradiogramme der mitochondrialen Proteinfraktion zeigen einige Gemeinsamkeiten zu
denen der Homogenate.

Zwischen den beiden Autoradiogrammen treten jedoch auch mehrere Differenzen auf, wie z.B.
das Fehlen der Spots der Deiodinase. Dies liegt daran, dass diese mit den ER, die mit der
Kernfraktion anhaften, ausfallen.
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Im Molekularmassenbereich von ca. 13 kDa und einem IP von 5,3 ist ein Selenoprotein im
Autoradiogramm der Se(-)-Ratte zu beobachten, welches nicht bel der Se(+)-Ratte vorhanden ist.
Des Weiteren ist dieses Protein auch bei keiner weiteren Fraktion, ausser dem Homogenat, zu
beobachten. Dies fuhrt zu der Annahme, dass es sich um en fir diese Fraktion spezifisches
Protein handelt. Daflr ist ein Selenoprotein mit der Molekularmasse von ca. 16 kDa und
gleichem IP von 5,3 in der Se(+)-Ratte zu finden, welches bei der Se(-)-Ratte nicht vorkommt.
Ahnlich verhdlt es sich bei dem neutralen 15 kDa-Selenoprotein, welches in beiden Tiergruppen
stark exprimiert vorkommt, speziell in der Se(+)-Ratte. Nach der Synthese dieses Proteins im
Zytosol ist es moglich, dass dessen anschliessender Transport zu den Kompartimenten der
mitochondrialen Fraktion erfolgt.

Die Abhangigkeit der PHGPx bei ca. 20 kDa und den GPx bei ca. 25 kDa zwischen den beiden
Rattengruppen entspricht den Aussagen, die schon fur das Homogenat getroffen wurden (S. 63).
Besonders interessant ist die Beobachtung eines neutralen (IP = 7,0) Selenoproteins mit der
Molekularmasse von ca. 18 kDain der mitochondrialen Fraktion der Se(+)-Ratte, bel dem essich

um das Selenoprotein T handeln konnte.

Die Verteilung der “Se-markierten Proteine in den mikrosomalen Fraktionen der Se(+) und
Se(-)-prostata wurden nach der Auftrennung der Proteine mit der zweidimensionalen

Elektrophorese autoradiographisch detektiert.

MW SDS- MW SDS-
IEF
(kDa) IRF PAGE (kDa) T A PAGE
66 o ; -
33
T T T I 1 L§ 1 1
45 51 70 76 45 81 70 76

Graphiken 63 & 64: Diese beiden Autoradiogramme der "*Se-markierten Proteine in den der
mikrosomalen Fraktion der Se(+)- und Se(-)-Rattenprostata wurden von den jeweiligen 2D-
Gelen aufgenommen. Die "°Se-markierten Proteine sind al's Schwérzung zu sehen.
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Die Verteilung der Selenoproteine in diesen beiden Autoradiogrammen zeigt, wie in den anderen
Autoradiogrammen zuvor auch, die Abhangigkeit der PHGPx und der cGPx vom Selenstatus.
Das neutrale 15 kDa-Selenoprotein kommt in beiden Autoradiogrammen vor, jedoch zeigt sich
diesmal eine umgekehrte Verteilung wie bei den mitochondrialen Fraktionen. Das Selenoprotein
im Massenbereich von 18 kDa und einem IP von 7,0, welches wahrscheinlich das Selenoprotein
T ist, bindet am ER und kommt somit auch in der mitochondrialen Fraktion vor.

Ein Selenoprotein, welches nur in den mikrosomalen Fraktionen zu finden ist, zeigt sich bei 10
kDa und einem IP von ca. 4,9. Es befindet sich zwischen zwei Selenoproteinen mit identischer
Masse und den IPs von 4,7 und 5,1, die jedoch auch in den Homogenaten und den
mitochondrialen Fraktionen ebenfalls zu finden waren. Dieses Protein mit dem IP von 4,9

scheint jedoch ausschliesslich in der mikrosomalen Fraktion zu finden zu sein.

Auch die léslichen Proteine der Zytosole wurden mit der 2D-Elektrophorese aufgetrennt und
anschliessend autoradiographisch anaysiert.

MW IEF SDS- Mw SDS-

PAGE {kDa) e e, PAGE
' Ve e . 7y i ".""f'-'

66

38 38

20+ 20—

15414 15

v
--------

4,'5 5:1 750. 3 TI,S . 45 5:1 TjO 76
Graphiken 65 & 66: Diese beiden Autoradiogramme zeigen die Verteilung der mit Se
markierten Selenoproteine in der zytosolischen Fraktion der Se(+)-Rattenprostata (links)
und der Se(-)-Rattenprostata (rechts) nach der Auftrennung mit der 2D-Elektrophorese.

Beim Betrachten der beiden Autoradiogramme fallt as Erstes auf, dass im
Molekularmassenbereich Uber 38 kDa die meisten Selenoproteine im Vergleich zu den anderen
subzellularen Fraktionen anzufinden sind.

Im Bereich um 58 kDa, wo das Selenoprotein P anzufinden ist, erkennt man deutlich einen
Unterschied zwischen den beiden Rattengruppen mit unterschiedlicher Selendidt. Das Zytosol
der Se(+)-Ratte enthélt deutlich mehr Selenoprotein P a's das Zytosol der Se(-)-Ratte.
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Die Ausprdgung des Einflusses der Selendidt auf die Proteine PHGPx und GPx ist hier am
deutlichsten zu beobachten.

Das Selenoprotein mit der Molekularmasse 10 kDa und dem IP von 4,9 ist in keinem der beiden
Autoradiogramme zu beobachten, was die Annahme bestétigt, dass es sich um ein spezifisch in
der mikrosomalen Fraktion vorhandenes Protein handelt. Bel diesem Protein handelt es sich
wahrscheinlich um das Selenoprotein W (88, 89), welches immunologisch nicht detektiert
werden konnte auf Grund veralteter SelW-Antikorper.

Das benachbarte Protein mit der gleichen Molekularmasse und dem etwas saureren IP bel 4,7 ist
im selenadaquat erndhrten Tier wiederzufinden, jedoch nicht im mangelernghrten Tier.

Zusammenfassung von Kapitel 5.3: Biochemische Trennverfahren und Autoradiographie

In Kapitel 5.3.2. konnte gezeigt werden, dass mit "°Se markierte Ratten den Radiotracer auch in
der Prostata inkorporieren. Aus diesem Grund wurden die selenhaltigen Proteine in
verschiedenen Gewebehomogenaten und in den subzelluldren Fraktionen der Prostata untersucht.
Die selenhaltigen Proteine in den markierten Rattenorganen wurden mit der SDS-PAGE
aufgetrennt und autoradiographisch untersucht.

Es zeigte sich durch die Autoradiographie, dass etwa 10 bis 15 Banden in den SDS-Gelen der
Homogenate der verschiednen Organe Selenoproteine sind. Jedes Gewebehomogenat zeigte
dabei eine andere spezifische Zusammensetzung der Selenoproteine, die sich grofdtenteils in der
Konzentration der einzelnen Selenoproteine zueinander unterschieden. Es gab vier
Selenoproteine, die ausser in dem Prostatahomogenat auch bei alen anderen Homogenaten
gefunden wurden und den Selenoproteinen: Selenoprotein P (58 kDa), cGPx (20-25 kDa),
PHGPx (20kDa) und dem sauren 15 kDa-Selenoprotein (15 kDa) zugeordnet.

Der Vergleich der Autoradiogramme der mit der SDS-PAGE aufgetrennten Gewebehomogenate
mit denen der verschiednen Gewebezytosole zeigte, dass im Zytosol die hohermolekularen (Uber
28 kDa) Selenoproteine abgereichert und die niedermolekularen Selenoproteine angereichter
wurden. Ein Selenoprotein im Bereich von 18 kDa fehlte in den Autoradiogrammen der Zytosole
as Bande.

Die eindimensionale Auftrennung der Proteine in den einzelnen subzelluldren Fraktionen der
Prostata (Nuklei, mitochondriale Fraktion, mikrosomale Fraktion und Zytosol) unter
Bertcksichtigung des Selenstatus mit der SDS-PAGE und die anschliessende Autoradiographie
zeigten die unterschiedliche Verteilung der Selenoproteine in diesen Fraktionen. Im Homogenat
der Se(+)-Prostata, wo alle Zellbestandteile der Prostata vorhanden sind, konnten die meisten
Banden beobachtet werden, die im Bereich von 70 kDa, 58 kDa, 45 kDa, 38 kDa, 25 kDa, 22
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kDa, 20 kDa, 18 kDa und zwel Banden um 15 kDa lagen. Die Banden im
Molekularmassenbereich von 25 kDa, 20 kDa und 15 kDa sind in allen Fraktionen ubiquitér
verteilt. Andere Selenoproteine sind nur in bestimmten Fraktionen zu finden, wie das
Selenoprotein dessen Bande bel 22 kDafokussiert, das ausser im Homogenat noch in den Nuklei
und der mitochondrialen Fraktion zu finden. Das Selenoprotein im Molekul armassenbereich von
18 kDa ist in alen Fraktionen ausser dem Zytosol zu finden, da es ein membrangebundenes
Protein ist, wie esin friheren Studien belegt wurde (47). Die ubiquitér verteilten Proteine um 15
kDa sind am starksten in der mitochondrialen und der mikrosomalen Fraktion vertreten. Der
Vergleich des Autoradiogramms der SDS-Gele mit den subzelluldren Fraktionen der Se(+)-
Prostata mit der Se(-)-Prostata zeigt, dass das Protein bei 38 kDa nicht in dem Autoradiogramm
der Se(-)-Prostata zu finden ist. Dafir sind zwei Selenoproteine mit geringer Konzentration in
der Se(-)-Prostata im Molekularmassenbereich von 30 kDa und 32 kDa erkennbar, die vor allem
in den Nuklei angereichert sind. Weitere Unterschiede gibt es nur in der unterschiedlichen
Intensitdt der einzelnen Selenoproteine. Die grossten Unterschiede in den Intensitéten der
Selenoproteinbanden sind im Bereich von 25 kDa und 18 kDa, die in der Se(-)-Prostata
schwécher ausgepragt sind, sowie im Bereich von 20 kDa, die in der Se(-)-Prostata starker
ausgepragt ist, zu erkennen.

Die Autoradiogramme der mit der NEPHGE erstellten 2D-Gele, zeigen nur fir die beiden
Homogenate mit unterschiedlichem Selenstatus aussagekréaftige Resultate. Die Autoradiogramme
der NEPHGE-Gele mit den subzelluldren Fraktionen, waren wegen zu niedriger Konzentrationen
der Selenoproteine auf den Gelen nicht aussagekréftig. Die Autoradiogramme der vom
Selenstatus abhangigen Homogenate, zeigen ein unterschiedliches Spotspektrum an
Selenoproteinen. Das Autoradiogramm der Se(+)-Homogenats zeigt im Bereich von 25 kDa drei
Spots der cGPx, die in dem Autoradiogramm des Se(-)-Homogenats nur schwach oder gar nicht
erkennbar sind. Dafur sind im Autoradiogramm des Se(+)-Homogenats die Spots der PHGPx
und des SeP in ihrer Intensitét starker zu erkennen. Spots im Bereich von 15 kDa und niedrigen
IP, sowieim Bereich von ca. 55-70 kDa sind in etwa gleicher Intensitdt zu erkennen.

Die Autoradiogramme der kleinen 2D-Gele aller subzelluléren Fraktionen der Se(+)- und Se(-)-
Prostata zeigen im Vergleich zu den Grof3-Gelen der NEPHGE mehr Spots der Selenoproteinein
geringerer Aufldsung. Vor allem zeigt sich der Unterschied zwischen den Autoradiogrammen
der grofRen und kleinen Gelen darin, dass im Molekularmassenbereich unter 20 kDa statt nur
zwei Spots 11 Spots zu beobachten sind. Ausser dem dominanten Spot des sauren 15 kDa-
Selenoproteins (IP 4,5) konnten der Spot des neutraen 15 kDa-Selenoproteins (IP 7,3) und
mehrere Spots um 12 kDa und einem IP 4,5 — 5,2 erkannt werden. Die Deiodinase | kann im

83



Molekularmassenbereich von 27 kDa wiedergefunden werden. Der Unterschiedliche Selenstatus
zeigt sich auch hier vor alem in den Intensitét der Spots der cGPx und der PHGPx. Die cGPx ist
im Autoradiogramm des Se(+)-Homogenats stérker und die PHGPx schwécher exprimiert alsim
Autoradiogramm des Se(-)-Homogenats.

Ein Vergleich des Autoradiogramms der Se(+)-Kerne mit dem Autoradiogramm der Se(-)-Kerne
ist auf grund mangelndes Radiotracers in den Se(+)-Kernen nicht méglich. In beiden
Autoradiogrammen kann das saure 15 kDa-Selenoprotein sowie ein 12kDa- und ein 8 kDa-
Selenoprotein mit einem IP von 6 beobachtet werden.

In den Autoradiogrammen der mitochondrialen Fraktionen zeigt sich, dass zwei Selenoproteine
von 16 kDa und einem IP von 5,3 sowie 18 kDa und einem IP von 7,0 nur und das neutrale 15
kDa-Selenoprotein vorwiegend in der Se(+)-Ratte zu finden sind. DafUr ist ein Selenoprotein von
13 kDaund einem IP von 5,3 nur in dem Autoradiogramm der Se(-)-Ratte fokussiert.

Die Autoradiogramme der mikrosomalen Fraktion &neln stark denen der mitochondrialen
Fraktion. Auch hier kénnen das Selenoprotein im Bereich vonl8 kDa und einem IP von 7,0
sowie das neutrale 15 kDa-Selenoprotein detektiert werden. Ein Selenoprotein bei 10 kDa und
einem |P von ca. 4,9 kommt unabhangig vom Selenstatus nur in der mikrosomalen Fraktion vor.
Die autoradiographisch untersuchten Gele der beiden Zytosole zeigen, dass eindeutig mehr SeP
und cGPx in dem Se(+)-Zytosol alsim Se(-)-Zytosol enthalten sind. Die PHGPx ist dafir starker
indem Se(-)-Zytosol enthalten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit Hilfe der 2D-Gele, unabhéngig davon ob es
sich um grosse NEPHGE-Gele oder kleine 2D-Gele mit Stripes handelt, die Proteinbanden,
welche in den 1D-Gelen zu sehen waren und wenig aufschlussreich waren, gut aufgespreizt
wurden, um sie sehr deutlich zu erkennen.

Mit den kleinen 2D-Gelen konnten hervorragend sehr viele Spots dargestel It werden, auch wenn
deren Aktivitat nur gering war, alerdings mit einer weniger guten Auflosung wie bei den
NEPHGE-Gelen. Die NEPHGE-Gele wiederum zeigten eine hervorragende Auflésung der
Proteine mit hoher Aktivitéat, wodurch Spots unterschieden werden konnten, die in den kleinen
Gelen als ein verschmierter grof3er Spot zu sehen war. Mit dieser Methode konnten allerdings
nur Proteine mit hoher Aktivitét gut beobachtet werden, wohingegen Selenoproteine geringer
Aktivitét nicht mehr erfasst werden konnten.
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5.4. Proteinexpressionsunter schiede im Rattenprostatapr oteom in Abhangigkeit vom
Selenstatus: L okalisation und Identifizierung

5.4.1. Untersuchung der Proteinexpression in den subzelluléren Fraktionen der
Rattenprostata abhangig von der Selendiat mittels NEPHGE

Die Grol3-Gele der NEPHGE, mit denen auch die Autoradiogramme angefertigt wurden, eignen
sich auf Grund ihrer hohen Auflésung hervorragend zum Vergleich der exprimierten Proteine in
den subzelluldren Fraktionen der Se(+)- und Se(-)-Ratte. Die mit Silber angefarbten NEPHGE-
Gele zeigen ungefahr 2000 Spots.

Fir den Vergleich zwischen den Se(+)-Ratten und den Se(-)-Ratten wurden die beiden Gele der
Homogenate verglichen und die beiden Gele der Zytosole auf Unterschiede untersucht.

Die Gele wurden mit der Proteinanalyse-Software Proteomweaver ™ ausgewertet und es wurde
im Proteom nach Spots gesucht, welche Expressionsunterschiede zwischen selenmangel- und
selenadaquater Erndhrung zeigen.

Die beiden NEPHGE-Gele der beiden Rattenhomogenate sind folgend angefihrt.

MW IEE SDS.

65 "

25

15

=L z — ot IS, | . o
T — pH T — PH
3 10 3 10

Graphiken 67 & 68: Diese beiden NEPHGE-EIlektropherogramme zeigen die Proteinverteilungen in
den Rattenhomogenaten der Se(+)-Ratten (X links) und der Se(-)-Ratten (Y rechts). Unterschiede in
der Proteinexpression sind durch dunkle Kreise markiert. Die fir die MALDI ausgestochenen Spots
wurden zusétzlich hell markiert.
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Unter Zuhilfenahme des Programms Proteomweaver konnten in den beiden NEPHGE-
Elektropherogrammen 42 Spotpaare gefunden werden, die sich signifikant in ihrer Intensitét
unterscheiden. Hierbei fallt auf, dass bei den Se(+)-Ratten mit 28 Spots mehr Spots eine hohere
Intensitdt haben als bei den Se(-)-Ratten. Die meisten Unterschiede lassen sich im IP-Bereich
zwischen 5 und 8 und dem Molekularmassenbereich zwischen 15 kDa und 20 kDa erkennen. Im
sauren Bereich um IP 4,5-5 und dem Molekularmassenbereich um 15 kDa treten die meisten
Spots auf, die bei den Se(-)-Rattenhomogenaten stérker exprimiert sind als bel den Se(+)-
Rattenhomogenaten. Ein Protein mit der Molekularmasse von ca. 40 kDa wurde bei den
Se(+)Homogenaten und vier Proteine wurden bel den Se(-)-Homogenaten im Massenbereich von
18- 30 kDa nicht exprimiert.

Vier Spotpaare bei denen deutliche Unterschiede in der Expression aufgetreten sind, wurden mit

der MALDI im folgenden Kapitel untersucht.

Nach der Abtrennung sémtlicher unldslicher Proteine aus den Homogenaten der Se(+)-Ratten
und Se(-)-Ratten durch die Zentrifugation wurden, wie bereits beschrieben, die Zytosole
gewonnen. Deren Proteine wurden dann ebenfalls mit der NEPHGE aufgetrennt und mit der

Proteomweaver-Software verglichen.

MW IEF SDS-

(kDa) PAGE Sby

PAGE

65

25

Graphiken 69 & 70: Diese beiden NEPHGE-Elektropherogramme zeigen die Protein-

verteilungen in den Rattenzytosolen der Se(+)-Ratten (69 links) und der Se(-)-Ratten (70
rechts). lInterschiede in der Proteinexnression sind diirch Kreise markiert.
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In den NEPHGE-Gelen der Se(+)- und Se(-)-Zytosole konnten nur noch etwa 33 Spotpaare
gefunden werden, die sich in ihrer Intensitét ausreichend stark unterscheiden. Das Se(+)-Gel
weist 17 Spots auf, die in ihrer Intensitét hoher sind als bei den Spots des Se(-)-Gels. Ein Spot
mit der Molekularmasse von ca. 18. kDa und einem IP von 7,8 ist im Gel des Se(-)-Zytosols gar
nicht zu sehen. Zwel Spotsim Massenbereich von ca. 40 kDa, einem IP von 6,3 und 22 kDa und
einem |IP von 5,2 konnten in dem Se(-)-Zytosol gefunden werden, aber nicht in dem Se(+)-
Zytosol. Diese Spots wurden auch in den Gelen der Gesamtprostata nicht gefunden, was darauf
deutet, dass es sich um rein zytosolische Spots handelt, die in den Homogenaten in zu niedriger
Konzentration vorliegen, als dass sie detektiert werden konnten.

Aus den Resultaten der Vergleiche der NEPHGE-Elektropherogramme der Homogenate
(Graphiken 67 & 68) und der Zytosole (Graphiken 69 & 70) zeigt sich eine eindeutige
Abhangigkeit der Proteinverteilung von dem Selenstatus. Der Selenmangel wirkt sich vor alem
darin aus, dass Selenoproteine in geringerem Mal3 exprimiert werden.

5.4.2. Analyseder vom Selenstatus abhangigen Proteine der Rattenprostata mittels
MALDI-MS

Die in den Graphiken 67 und 68 dargestellten NEPHGE-Elektropherogramme zeigen die
Proteinaufspaltung von Rattenhomogenaten abhéangig von ihrem Selenstatus. Vier Unterschiede
in den Proteinverteilungen der Homogenate sind in diesen Graphiken besonders hervorgehoben
(helle Kreise). Diese markieren die Spots wurden fur die Anayse mit der MALDI-MS
ausgestanzt. Hierbei wurden jedoch die Proteinspots der Spotpaare ausgestochen, die stérker im
jeweiligen Gel exprimiert waren, da eine hohe Proteinmenge die Erfolgschancen der
Identifizierung der Proteine erhoht.

Die Proteine wurden mit Hilfe der Datenbank NCBI (National Center for Biotechnology
Information) identifiziert, soweit sie in der Proteindatenbank vorhanden waren. Fir die Suche
nach weiteren Informationen zu den einzelnen Proteinen wurde der EXPASy (Expert Protein

Analysis System) Proteomics-Server des Schweizer Instituts fir Bioinformatik genutzt.

Die Analyse des ausgestochenen Spots 4 ergab eine 34 %-ige Ubereinstimmung der ermittelten
Fragmente mit dem Selenoprotein cGPx 1 der Wanderratte (rattus norvegicus). Die durch die
MALDI-MS ermittelte Molekularmasse betrug 22,2 kDa und hatte einen P von 7,66.

Es konnten sieben Massen von Peptiden ermittelt werden, die nahezu identische Massen haben
wie Peptide aus der cGPx-Aminosauresequenz.
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Die ermittelten Massen wurden folgenden Peptiden zugeordnet:

Masse der Peptide (kDa) |entsprechende Aminosauresequenz
des Peptids

1655.85 VLLIENVASLCGTTTR

1957.92 YVRPGGGFEPNFTLFEK

2717.28 YVRPGGGFEPNFTLFEKCEVNGEK

1101.57 AHPLFTFLR

1207.53 YIIWSPVCR

1155.59 FLVGPDGVPVR

1311.63 FLVGPDGVPVRR

Tabelle 6: In dieser Tabelle sind die durch die MALDI-MS ermittelten Peptidmassen mit den
entsprechenden Aminosauresequenzen abgebil det.

Diese Aminosauresequenzen wurden mit der Sequenz der cGPx 1 aus der Datenbank verglichen

und ergaben folgende Ubereinstimmungen.

1 MSAARLSAVA QSTVYAFSAR PLAGGEPVSL GSLRGK
51 DYTEMNDL QKRLGPRGALV VLG-PCNQFG HQENGKNEEI LNSLK

101 NA LPAPSDDPTA LMIDPK
151 NDI SW NFEK YSRR FRTI DI EPDI  EALLSKQPSN
201 P

Tabelle 7: Hier ist die Aminosduresequenz der cGPx 1 der Wanderratte abgebildet. Die grau
markierten Sequenzen entsprechen den durch die MALDI-MS ermittelten Sequenzen. Die
schwarz markierten Seaiienzen konnten nicht ermittalt werden.
Allerdings wurden auch 21 Massen ermittelt, deren Peptide nicht mit der angegebenen Sequenz
ubereinstimmen.
Durch den Antikorpertest in Kapitel 5.5 konnte die cGPx in der Prostata der Ratte nachgewiesen
werden.

Die Analyse des Spotpaares 3 durch die MALDI-MS identifizierte dieses Protein, welches
ahnlich der Carbonyl- Reduktase 3 (Chr 3) der Maus (mus muskulus) ist. Dieses Protein hat die
berechnete Molekularmasse von 30,9 kDa mit einem 1P von 6,15 (90, 91).

Die ermittelten Peptidmassen und deren apparente Aminosauresequenzen sind in der folgenden
Tabelle aufgelistet.
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Masse der Peptide (kDa) |entsprechende Aminosauresequenz
des Peptids
1192.61 KFSGDVVLTAR
1064.62 FSGDVVLTAR
1467.67 AAVQQLQAEGLSPR
1935.00 KEYGGLNVLVNNAGIAFR
1806.88 EYGGLNVLVNNAGIAFR
1794.85 NVCTELLPIMKPHGR
1502.60 FVEDTKNEVHER
3002.73 TVEEGAETPVYLALLPPDATEPHGQLVR

Tabelle 8: In dieser Tabelle sind die durch die MALDI-MS ermittelten Peptidmassen, die
nach dem Trypsinverdau des Proteins von Spot 3 gemessen wurden, mit den entsprechenden
Aminosauresequenzen abgebil det.

Diese acht Peptidsequenzen konnten auch in der Proteinsequenz der Cbr 3 aus der Maus
wiederentdeckt werden. Es gibt eine Ubereinstimmung von 35 %.

1 MBSCSRVALV TGANKG GFA | TRDLCR DE ARGR

51 FH QLDI DDPQSI RALRDFLR VDDP
101 TPFDI QAEVT LKTNFFATR VWNI SS LQGLKALENC
151 REDLQEKFRC DTLTEVDLVD LMKK EGAP DSAYGVSKLG
201 VTVLTRI LAR QLDEKRKADR | LLNACCPGW VKTDVARDQG SR
251 DKWQTW

Tabelle 9: Hier ist die Aminosduresequenz der Cbr 3 aus der Maus abgebildet. Die grau
markierten Sequenzen entsprechen den durch die MALDI-MS ermittelten Sequenzen. Die
schwarz markierten Senitienzen konnten nicht ermittalt werden.

Die anderen gefundenen Mol ekularmassen und deren apparenten Sequenzen konnten nicht in der

Proteinsequenz wiedergefunden werden.

Als Vorstufe des Proteins Disulfid-Isomerase (PDI; protein disulfide-isomerase homolog P5
precursor) konnte das Protein, welches als Spot 2 im NEPHGE-Gel bezeichnet wurde,
identifiziert werden (92, 93).

Trotz einer héheren Ubereinstimmung der gemessenen Molekularmassen der Peptide mit einem
anderen Protein, musste dieses Protein ausgeschlossen werden, da es sich um das Protein einer

anderen Spezies handelt und nicht um ein Protein der Wanderratte.
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Die gefundenen Molekularmassen der Peptide, die mit den Peptiden des PDI Ubereinstimmen,
sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Masse der Peptide (kDa) |entsprechende Aminosauresequenz
des Peptids

2571.48 VGAVNADKHQSLGGQYGVQGFPTIK

1816.77 HQSLGGQYGVQGFPTIK

1163.52 NKPEDYQGGR

1386.57 TGEAIVDAALSALR

1854.77 TGEAIVDAALSALRQLVK

1527.64 LAAVDATVNQVLASR

1667.62 IFQKGESPVDYDGGR

1151.49 GESPVDYDGGR

2704.59 TCEEHQLCVVAVLPHILDTGATGR

Tabelle 10: In dieser Tabelle sind die durch die MALDI-MS ermittelten Peptidmassen, die
nach dem Trypsinverdau des Proteins von Spot 2 gemessen wurden, mit den entsprechenden
Aminosauresequenzen abgebil det.

Mit einer Ubereinstimmung von 24 % konnten die neun Peptidsequenzen in der

Aminosauresequenz des PDI Proteins wiedergefunden werden.

1 SCTFFLAVSA LYSSSDDVI E LTPSNFNREV | QSDSLW.VE FYAPWCGHCQ
51 RLTPEVWKKAA SALKDWVK | FGANK
101 DRL GGRSGGYSSG KQGRGDSSSK
151 KDVWVELTDDT FDKNVLDSED VWWEFYAPW CGHCKNLEPE WAAAATEVKE
201 QIKG&KVK YA KGFPT | K TRS

251 DI VSRALDLF SDNAPPPELL El | NEDI AKK

301 NSYLEV LLKLADKYKK KMAGW.WEA GAQYELENAL G GGFGYPAM
351 AAI NARKMWKF ALLKGSFSEQ G NEFLRELS FGRGSTAPVG GGSFPNI TPR
401 EPWDGKDGEL PVEDDI DLSD VELDDLEKDE L

Tabelle 11: Hier ist die Aminosduresequenz der PDI aus der Ratte abgebildet. Die grau
markierten Sequenzen entsprechen den durch die MALDI-MS ermittelten Sequenzen. Die
schwarz markierten Seaiienzen konnten nicht ermittelt werden.

Weitere 11 Massen von Peptiden konnten detektiert werden, jedoch konnten sie nicht in der

Sequenz des PDI Proteins eingeordnet werden.

Die Zuordnung des Proteins, welches im NEPHGE-GEL als Spot 1 bezeichnet wurde, gestaltete
sich schwieriger als bei den anderen drei ausgesuchten Spots, da sieben Proteine verschiedener
Spezies eine gute Ubereinstimmung mit den Peptidsequenzen hatten. Alle Proteine, die nicht von
einem Nagetier stammen, wurden ausgeschlossen, so dass dieses Protein hochstwahrscheinlich
der Vorlaufer des endoplasmatische Retikulumsproteins 99 oder das Tumor-Abwehr Antigen gp

96 der Mausist, welches zwei verschiedene Namen des gleichen Proteins darstellen (95, 96).

90



Masse der Peptide (kDa) |entsprechende Aminosauresequenz
des Peptids

1785.79 EEEAIQLDGLNASQIR

1081.49 FAFQAEVNR

963.65 LIINSLYK

1544.65 ELISNASDALDKIR

2030.01 LISLTDENALAGNEELTVK

1187.54 SILFVPTSAPR

1015.49 GLFDEYGSK

1485.57 GVVDSDDLPLNVSR

1139.48 LGVIEDHSNR

2250.06 FQSSHHSTDITSLDQYVER

1031.49 IYFMAGSSR

1047.47 IYFMAGSSR

1175.42 IYFMAGSSRK

1278.48 KEAESSPFVER

1150.44 EAESSPFVER

1119.42 FQNVAKEGVK

949.62 ESREATEK

1004.56 KTFEINPR

979.52 AYGDRIER

Tabelle 12: In dieser Tabelle sind die durch die MALDI-MS ermittelten Peptidmassen, die
nach dem Trypsinverdau des Proteins von Spot 1 gemessen wurden, mit den entsprechenden
Aminosauresequenzen abgebil det.

16 Peptidsequenzen konnten nicht zugeordnet werden. Dafur stimmten die gefundenen
Sequenzen zu 22 % Uberein mit der Proteinsequenz aus der Datenbank. Obwohl es sich hier nicht

um die gleiche Spezies, sondern um Maus und Wanderrate handelt, stimmen die Sequenzen gut

Uberein.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801

MRVLW/LGA.C CVLLTFGFVR ADDEVDVDGI VEEDLGKSRE

R
LR
GVGMTREELV
SAFLVADKVI
LKEEASDYLE
EEKEESDDEA
EEDEYKAFYK
KSDYI K
LQQHKLLKVI
TRLAKLL
LLK
SEKTK
QYGABGNMER
| KEDEDDKTV
PEAQVEEEPE
EL

ELR EKSEK

KNLGTI AKSG TSEFLNKMTE
VTSKHNNDTQ HI V\ESDSNEF
LDTI KNLVRK YSQFI NFPI Y
AVEEEEEEKK PKTKKVEKTV
SFSKESDDPM AY! HFTAEGE
LYVRRVFI TD DFHDMVPKYL
RKKLVRKTLD M KKI ADEKY
R
KGYEVI YLTE PVDEYCl QAL
EFEPLLN WKDKALKDK
| MKAQAYQTG KDI STNYYAS
MDLAWLFET ATLRSGYLLP
EEPEDTSEDA EDSEQDEGEE

MVK
| KCDK
AQEDGQSTSE
SVI ADPRGNT
VWSSKTETVE
WDWEL MNDI K
VTFK
NFVK
NDTFWKEFGT
MKEKQDK
PEFDGKR
| EKAVWWSQRL

K
DTK

GSRTDDEWQ

NKEI F
EKNLLHVTDT
LI GQFGVGFY
LGRGTTI TLV
EPLEEDEAAK

Pl WORPSKEV

ET
NI K

FDE
TESPCALVAS
HPLI RDMLRR

M_RLSLNI D

MDAGT EEEEE

ETEKESTEKD

Tabelle 13: Hier ist die Aminosauresequenz der gp 96 aus der Maus abgebildet. Die grau
markierten Sequenzen entsprechen den durch die MALDI-MS ermittelten Sequenzen. Die
schwarz markierten Sequenzen konnten nicht ermittelt werden.
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Dieses Protein ist auch unter dem Namen 94 kDa glucose-regulated protein (GRP 94) bekannt
und hat eine Molekularmasse von 94 kDa und einem IP von 4,8. Es gehtrt zu den

Hitzeschockproteinen bzw. den Chaperonen.

Zusammenfassung von Kapitel 5.4. Proteinexpr essionsunter schiede im
Rattenprostataproteom in Abhangigkeit vom Selenstatus: L okalisation und I dentifizierung

Die zweidimensionalen Grol3-Gele der NEPHGE zeigten bis zu 2000 Proteinspots an. Der
Vergleich des Grol3-Gels des Se(+)-Rattenprostatahomogenats mit dem Gel des Se(+)-
Rattenprostatahomogenat und der Vergleich des Gels des Se(-)-Rattenprostatazytosols mit dem
Gel des Se(+)-Rattenprostatazytosols zeigte Unterschiede in der Expression einzelner Proteine.
Beim Vergleich der Gele des Se(+)-Homogenats mit dem Se(-)-Homogenat sind 42 Spotpaare
gefunden worden, die sich signifikant unterscheiden, von denen 28 Spots in dem Se(+)-
Homogenat stérker exprimiert vorkommen. Beim Vergleich des Gels des Se(+)-Zytosols mit
dem Gel des Se(-)-Zytosols konnten nur noch 33 Spotpaare gefunden werden, die sich in der
Expression deutlich unterscheiden. Davon sind 17 Spots stérker im Se(+)-Zytosol exprimiert.
Vier Spots, die sich beim Vergleich der NEPHGE-Gele der Homogenate zeigten und die
deutliche Unterschiede in der Expression aufwiesen, wurden mit der MALDI-MS identifiziert.
Jeder mit der MALDI-MS untersuchte Spot war schwécher oder gar nicht in dem Se(-)-
Homogenat exprimiert. Es wurden nur Proteinspots des Gels von dem Se(+)-Homogenat mit der
MALDI-MS untersucht, jedoch keine Spots von Gelen der Zytosole.

Der Spot 4 wurde als cGPx 1 der Wanderratte mit der MALDI bestimmt. Dieses Protein mit der
angegebenen Molekularmasse von 22 kDa und einem IP von 7,66 stimmt ungefdhr mit dem in
dem NEPHGE-Gel gefundenen Wert Uberein. Die Fragmente des untersuchten Spots stimmiten
Zu 34 % mit der Proteinsequenz der cGPx 1 Uberein.

Als ein der Carbonyl-Reduktase 3 verwandtes Protein der Maus wurde Spot 3 identifiziert. Die
berechnete Molekularmasse von 30,9 kDa und einem IP von 6,15 dieses Proteins stimmt
annaherungsweise mit der Fokussierung des untersuchten Spots Uberein. Trotz des Unterschiedes
der Spezies zwischen Ratte und Maus konnte eine Ubereinstimmung von 35 % erzielt werden.
Als Vorstufe der Proteins Disulfid-lsomerase konnte Spot 3 identifiziert werden. Die
Ubereinstimmung der Fragmente des untersuchten Spots mit der Aminosiuresequenz dieses
Proteins liegt bel nur 24 %.

Noch geringer liegt die Ubereinstimmung der Fragmente des letzten untersuchten Spots 1

(22 %) mit dem des zugeordneten Proteins, des Tumor-Abwehr Antigen gp 96. Andere Proteine
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die eine hohere Ubereinstimmung gehabt hatten scheiden wegen der Abstammung aus einer
anderen Spezies aus.

Die vier Unterschiede in der Proteinexpression der NEPHGE-Elektropherogramme der
Rattenprostatahomogenate konnten mit Hilfe der MALSDI-MS und dem Datenbankvergleich
vier Proteinen zugeordnet werden. Andere auch untersuchte Spotpaare, die sich in den beiden
Gelen unterschieden haben, wurden als Rattenkeratin, welches durch Verunreinigungen vor
allem bel der Probenentnahme in die Probe gelangte, identifiziert. Die vier identifizierten
Proteine waren die cytosolische Glutathionperoxidase 1, ein der Carbonyl-Reduktase 3 dhnliches
Protein, eine Vorstufe des Proteins Disulfid-lsomerase und das Tumor-Abwehr Antigen 96. Die
Aussagen hinsichtlich der Expression von cGPx, die in Kapitel 5.3 getroffen wurden, bestétigt
werden. Die cGPx wird in den Se(-)-Ratten in wesentlich geringerer Konzentration exprimiert
asbei den Se(+)-Ratten.
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5.5. Detektion und L okalisation von Spurenelementproteinen mittels Immunotests

Nach den durchgeflihrten Analysen durch die INAA, AAS oder SEC-ICP-MS, wurde
nachgewiesen, dass Selen und andere Spurenelemente in der Prostata enthalten und an
Proteine gebunden sind. Durch Markierungsversuche mit Radioisotopen wie "Se konnten die
Selenoproteine nachgewiesen werden und zum Teil charakterisiert werden. Fur die
Markierung anderer Spurenelementproteine konnten Versuche mit Radionukliden nicht
angewendet werden, da die Metalle sich wéhrend der SDS-PAGE von den hierbel
denaturierten Proteinen abldsten, wie es bei meinen Versuchen mit der SDS-PAGE
herausgefunden wurde, deren Halbwertszeiten zu kurz waren um Analysen durchzufihren
oder der Umgang mit einigen I sotopen stark reglementiert wurde.

Um zu Uberprifen ob einige spurenelementgebundene Proteine in der Prostata vorhanden
sind, wurden immunol ogische Tests durchgefihrt bel denen Antikorper an die entsprechenden
Proteine binden und sie sich dadurch nachweisen lassen. Im Rahmen dieser Untersuchungen
wurden vier Selenoproteine (die cytosolische Glutathi onperoxidase (cGPx), das Selenoprotein
P (SeP), das saure 15 kDa-Selenoprotein und das Selenoprotein T (Sel T)) und vier
Metdloproteine (die Superoxid dismutase (SOD), die Lysyl oxidase (LOX), das
Dermatopontin (DPT) und das Metallothionein (M T)) untersucht.

Als Proben dienten drei Prostatagewebe von Se(+)-Ratten, die humane Karzinomzelllinie
Dul45 und, je nach zu untersuchendem Protein, Vergleichsgewebe von Herz, Leber oder
Niere und die jeweiligen Reinproteine.

Nach der Auftrennung der Proteine in den subzelluldren Fraktionen der Prostata mittels SDS-
PAGE wurden die Proteine auf Nitrocellulose-Membranen im semi-dry Verfahren geblottet,
mit Milch in PBS-Puffer geblockt und danach mit den jeweiligen Antikdrpern fir ca. 15
Stunden inkubiert. Um die Antikérper dann detektierbar zu machen, wurden sie mit
fluoreszierenden Sekundarantikorpern inkubiert und anschliessend mit einem IR-Fluoreszenz-

Scanner der Marke Odyssey verarbeitet und ausgewertet.

5.5.1. Immunologischer Nachweis von Selenoprotein P (SeP) in der Rattenprostata

Das erste untersuchte Protein war das Selenoprotein P, welches vor allem im Blutplasma
vorkommt. Es ist das einzige Selenoprotein, von dem bekannt ist, dass es mehr als einen
Selenocysteinrest enthdlt (bei humanem SeP 10 SeCys; bel Ratten 12 SeCys (96)) und eine
relative Masse von 57 kDa hat (97, 98, 99, 100). Die genaue Funktion dieses glycolysierten
Selenoproteins ist nicht bekannt, aber man vermutet, dass SeP ein Transportprotein fur Selen
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ist oder in Redoxprozessen involviert ist (101, 102). Der hier benutzte Peptidantikdrper ist
sowohl fir SeP aus der Ratte und als auch humanes SeP geeignet, was die Spezifitét des
Antikorpers ein wenig herabsetzt.

Die analysierte Blotmembran ist nachfolgend dargestellt und beschrieben.

Mw

SDS-
{iDa) PAGE

P Vsl
50

37

25

20

SeP  Hom  Nu Mt Mk Zyt

Graphik 71. Auf dieser Blotmembran wurden die subzelluléaren Bestandteile der Ratten-
prostata auf das Vorhandensein des SeP untersucht. Als Vergleich diente aus Humanplasma
gewonnenes SeP. MP = Markerproteine; SeP = humanes SeP; Hom = Homogenat; Nu =
Nuclei ; Mt = mitochondriale Fr.; Mk = Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol

Der Antikorpertest zeigt eindeutig die Prasenz des Selenoproteins P in dem Homogenat, der
mitochondrialen Fraktion und dem Zytosol. In der Kernfraktion und der mikrosomalen
Fraktion konnte kein SeP nachgewiesen werden.

5.5.2. Immunologischer Nachweisvon cGPx in der Rattenprostata

Ein weiteres oben in den Autoradiogrammen benanntes Protein ist die cytosolische
Glutathionperoxidase (GPx). Sie wurde vor allem bel adadquater Selenzufuhr angezeigt. Die
Funktion der cGPx ist eine essentielle, da sie fir den Korper schadliche Peroxide, die bei der
Energiegewinnung der Zelle entstehen, reduzieren kann (103) und dadurch entgiftet. Bel einer
Molekularmasse von 23 kDa ist die GPx auf der Blotmembran nach der SDS-PAGE
anzufinden. Der immunologische Test der Blotmembran mit den subzelluléren Fraktionen der
Rattenprostata auf die cGPx sieht wie folgt aus:
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Graphik 72: Auf dieser Blotmembran wurden die subzelluléren Bestandteile der Rattenprostata auf
das Vorhandensein der cGPx untersucht. Als Vergleich dienten Zytosole aus Leber und Niere und
das Reinprotein. MP = Markerproteine; cGPx = cGPx; Hom = Homogenat; Nu = nukleare Fraktion;

Mt = mitochondriale Fr.; Mc = Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol; Le = Leber; Ni = Niere

Der Antikorpertest auf cGPx zeigt eine Prasenz des Proteins bei einer Molekularmasse von
ca. 23 kDa in alen untersuchten Fraktionen. Besonders stark war dieses Signal allerdings nur
in den Vergleichsproben und nur sehr leicht in den einzelnen Fraktionen der Prostata zu
finden. Esist gut bekannt, dass polyclonale Antikorper wie der hier benutzte Antikorper keine

sehr hohe Spezifitét zeigen, so dass auch andere Proteine markiert wurden.

5.5.3. Immunologischer Nachweis des sauren 15 kDa-Selenoproteins in der
Rattenprostata

In den vorangegangenen Autoradiogrammen wurden Spots im Bereich von ca. 15 kDa und
einem sauren IP ermittelt. Da es sich dabel wahrscheinlich um das saure 15 kDa
Selenoprotein handelt, wurden die subzelluléren Fraktionen der Prostata immunologisch auf
dieses Selenoprotein untersucht. Der durchgefiihrte Immunotest zeigt folgendes Ergebnis:
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Graphik 73: Diese Blotmembran zeigt den Antikorpertest der subzelluldren Fraktionen der
Rattenprostata auf das saure 15-kDa-Selenoprotein. MP = Markerproteine; Hom = Homogenat;
Nu = Nuklei; Mt = mitochondriae Fr.; Mk = Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol; 15kDa-SP = 15-
kDa-Selenoprotein

96



Bei ca. 15 kDa zeigt sich in allen untersuchten Fraktionen ein positives Signal des Antigen-
Antikorper-Komplexes. Die starksten Signale sind in dem Homogenat, den Nuklei und dem
Zytosol zu finden. In den Fraktionen, die die Mitochondrien und Mikrosomen enthalten, sind

nur schwache Signale erkennbar.

5.5.4. Immunologischer Nachweisvon Selenoprotein T (Sel T) in der Rattenprostata

Ein sehr wenig beschriebenes Protein ist das Selenoprotein T (Sel T). Es ist groftenteils im
Endoplasmatischen Retikulum durch eine hydrophobe Doméne lokalisiert. Von diesem
Selenoprotein, dessen Molekularmasse in der SDS-PAGE bei ca. 21 kDalliegt, ist keine genau
Funktion bekannt, jedoch gibt es Berichte Uber den Zusammenhang zwischen der
Konzentration von Sel T und der Kalziumkonzentration in Zellen (78, 104).

Der Immunotest der einzelnen subzelluldren Fraktionen der Rattenprostata auf das Sel T zeigt

folgendes Bild:
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Graphik 74: Diese Blotmembran zeigt den Antikorpertest der subzelluléren Fraktionen der
Rattenprostata auf das Selenoprotein T mit einer Molekularmasse von 15 kDa.

MP = Markerproteine; Hom = Homogenat; Nu = Nuklei; Mt = mitochondriale Fr.; Mk =
Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol;

Die Blotmembran zeigt einen positiven Antikorpertest der Proben auf das Selenoprotein T,
welches durch die Arbeitsgruppe SF6 des HMI isoliert wurde und den Antikdrper gegen
dieses Protein entwickelte. Nur im Homogenat und besonders in der Kernfraktion ist dieses
Protein wiederzufinden. Die anderen Fraktionen zeigen keinen positiven Nachweis. Zwar

werden in alen Fraktionen Proteine erkannt, aber nur in den besagten Fraktionen ist ein
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Nachweis bei ca. 21 kDa zu erkennen. Die Erkennung anderer Proteine, auf3er dem Sel T,
rohrt daher, dass es sich bel dem benutzten Antikdrper um einen nicht sehr sauberen

polyclonalen Antikorper gehandelt hat.

5.5.5. Immunologischer Nachweis von Super oxid dismutase (SOD) in der Rattenprostata

Aul%er den Selenoproteinen wurden auch Metalloproteine in den subzelluléren Fraktionen der
Prostata nachgewiesen, wie z.B. das wichtige Metalloprotein ,die Superoxid dismutase,
welche eine immens wichtige Funktion in den Zellen erfillt. Die bei der Energiegewinnung in
den Mitochondrien anfallenden schéadlichen Superoxidradikale werden durch die SOD in
Superoxide durch Reduktion umgewandelt. Zusammen mit der GPx und der Katalase wandelt
die SOD fir den Organismus sehr schéadliche Superoxidradikale in Sauerstoff und Wasser um.
Je nach Vorkommen der SOD enthdlt sie in ihren aktiven Zentren entweder Mangan oder
Kupfer und Zink. Die Mangan bindende SOD (ca. 21 kDa) kommt in den Mitochondrien vor
und die Cu/Zn-bindende SOD (ca. 16 kDa) im Zytosol vor (105).

Hier wurden die subzellulédren Fraktionen der Prostata auf die Cu/Zn-bindende SOD
untersucht, da hier die von der Arbeitsgruppe SF6 produzierten Antikdrper gegen dieses

Protein verwendet wurden.
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Graphik 75: Dieser Antikorpertest zeigt den Nachweis von SOD(Cu/Zn) in den
subzelluléren Fraktionen der Rattenprostata und einigen Herzfraktionen zum Vergleich.

MP = Markerproteine; Hom = Homogenat; Nu = Nuklei; Mt = mitochondriale Fr.; Mk =
mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol; Du 145 = humane Prostatakarzinomzelllinie; He = Herz

Der Antikorpertest zeigt eine positive Prasenz der SOD im Homogenat, in der
mitochondrialen Fraktion, in der mikrosomalen Fraktion und besonders deutlich im Zytosol,
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sowie in den Vergleichsfraktionen aus dem Herz. In der Kernfraktion konnte die SOD nicht
gefunden werden.
Eine weitere vom Antikorper gut erkannte Bande zeigt sich im Homogenat der humanen

Prostatakarzinomzelllinie Dul45 beal einer Molekularmasse von ca. 20 kDa.

5.5.6. Immunologischer Nachweis von Metallothionein (MT) in der Rattenprostata

Ein Metalloprotein, welches verschiedene Metallionen binden kann, ist das Metallothionein.
Das niedermolekulare cysteinreiche Metallothionein hat nicht nur eine Funktion as
Metallionen-transporter, sondern dient auch als Radikalfanger fur reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) (106, 107). Die Molekularmasse des Metallothioneins liegt bel ca.7 kDa. Die folgende
immunologische Untersuchung der subzelluléren Fraktionen der Prostata auf das
Metalloprotein MT zeigt folgenden Antikorpertest.
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Graphik 76: Dieser Antikorpertest zeigt den Nachweis von MT in den subzelluléren
Fraktionen der Rattenprostata; MP = Markerproteine; Hom = Homogenat; Nu = Nuklei; Mt =
mitochondriale Fr.; Mk = mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol;

Der Antikdrpernachweis in den Proteinen der subzelluléren Fraktionen der Prostata auf
Metallothionein verlief positiv fir das Homogenat, die mitochondriale Fraktion, die
mikrosomale Fraktion und vor allem fir das Zytosol. Es gibt kein erkennbares Signal fir die
Nuklei.
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5.5.7. Immunologischer Nachweisvon Lysyl oxidase (LOX) in der Rattenprostata

In der Prostatadriise laufen viele Redox-Prozesse ab, bei denen Reduktasen und Oxidasen
beteiligt sind, die Metallionen enthalten. Ein gut untersuchtes Metalloprotein ist die Lysyl
oxidase, die in ihrem aktiven Zentrum Kupfer bindet (108, 109). Da dieses Protein bislang
nicht in der Prostata untersucht wurde, wurde dies im Rahmen dieser Arbeit erledigt. Dieses
Protein ist dafiir zusténdig die Seitenkette von Peptidyl-lysin zu oxidieren. Dadurch ist erst
eine Vernetzung von Collagen und Elastin moglich, welche fur den Organismus essentiell ist.
Die LOX besitzt eine ungefahre Molekularmasse von 47 kDa.

Auch auf dieses Protein wurden die Subzelluldren Fraktionen der Rattenprostata untersucht
und mit den Proteinen der humanen Karzinomzelllinie Dul45 und den Zytosolen aus Leber

und Nieren verglichen.
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Graphik 77: Dieser Antikorpertest zeigt den Nachweis von LOX in den subzelluléren
Fraktionen der Rattenprostata im Vergleich zur humanen Prostatakarzinomzelllinie und den
Zytosolen aus Nieren und Leber. MP = Markerproteine; Hom = Homogenat; Nu = nukleare
Fraktion; Mt = mitochondriale Fr.; Mc = Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol; Du 145 = humane
prostatakarzinomzellinie; Ki = Niere; Li = Leber

Dieser Antikdrpernachweis zeigt im Molekularmassenbereich von ca. 47 kDa das
Vorhandensein der LOX im Homogenat der Rattenprostata, der mitochondrialen Fraktion und
den Zytosolen von Prostata, Leber und Nieren, sowie in dem Homogenat. Da die LOX ein

membrangebundenes Protein ist, wurde sie wie zu erwarten in der mitochondrialen Fraktion
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wiedergefunden. Neu ist die Tatsache, dass die LOX auch in dem Zytosol gefunden wurde,
wo sie moglicherweise in Transportprozesse involviert ist.

5.5.8. Immunologischer Nachweis von Der matopontin (DPT) in der Rattenprostata

Bei der Fraktionierung der LOX aus der Prostata und auch anderen Geweben wurde
beobachtet, dass die LOX in einer engen Beziehung zu einem anderen Protein steht. Nach
einer Reihe von Untersuchungen (s. Kapitel 5.6.) wurde das Protein von mir als
Dermatopontin identifiziert.

Das Protein Dermatopontin, welches eine Molekularmasse von ca. 22 kDa hat, ist in seiner
Funktion noch nicht genau beschrieben, aber es wird vermutet, dass es ein extrazelluléres
Matrixprotein ist, welches in der Pathogenese der Prostata eine gewisse Relevanz zu haben
scheint. Das auch as TRAMP ( tyrosine-rich acidic extracellular matrix protein) bezeichnete
Dermatopontin wurde von mir in dem folgenden Kapitel ndher untersucht und ist ein Kupfer
bindendes Enzym.

Aus diesem Grund wurden auch die subzelluléren Fraktionen der Prostata auf die Préasenz von
DPT Uberpruft.

MW
(kDa) SDS-
PAGE

MP DPT  Hom Nu Mt Mc Zyt

Graphik 78: Dieser Antikorpertest zeigt den Nachweis von DPT in den subzelluldren
Fraktionen der Rattenprostata MP = Markerproteine; Hom = Homogenat; Nu = nukleare
Fraktion; Mt = mitochondriale Fr.; Mc = Mikrosomale Fr.; Zyt = Zytosol

Der Immunologische Test der subzellul&ren Fraktionen der Rattenprostata zeigte ein positives
Ergebnis auf das Vorhandensein des kupferbindenenden Proteins DPT im Homogenat, der
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mitochondrialen Fraktion und der mikrosomalen Fraktion. In der Kernfraktion und dem
Zytosol scheint kein DPT angezeigt zu werden, was die Angaben in der Literatur zu
bekraftigen scheinen, wo es als Matrixprotein beschrieben wird. Es wird hier in dem

Antikorpertest ein wenig unter der angegeben Molekularmasse von 22 kDa detektiert.

Zusammenfassung des Kapitels 55. Detektion und Lokalisation von
Spurenelementproteinen mittels Immunotests

Mit Hilfe von immunochemischen Untersuchungen konnten mit spezifischen Antikdrpern
bestimmte spurenelementhaltige Proteine in den subzelluldren Fraktionen der Rattenprostata
identifiziert werden.

Die subzelluléren Fraktionen der Rattenprostata und eine mit Selenoprotein P angereicherte
Fraktion aus aufgereinigtem humanem Plasma, welche als Referenz diente, wurden
immunologisch auf das Vorhandensein von Selenoprotein P untersucht. Der Antikorpertest
zeigt am deutlichsten das Vorhandensein des Selenoproteins P in der Referenz. Aber auch in
dem Homogenat, der mitochondrialen Fraktion und dem Zytosol der Rattenprostata konnte
das SeP im Mol ekularmassenbereich von 57 kDa nachgewiesen werden.

Das Selenoprotein ¢cGPx konnte ebenfalls in den subzelluléren Fraktionen der Rattenprostata
wiedergefunden werden. Die detektierten Banden bei 23 kDa waren jedoch nur sehr schwach
zu erkennen im Gegensaiz zu den Referenzen aus Rattenleberzytosol und
Rattennierenzytosol, bei denen deutlichere Signale zu sehen waren.

Das saure 15 kDa-Selenoprotein konnte in alen subzelluldren Fraktionen der Rattenprostata
detektiert werden. Die deutlichsten Signale wurden im Homogenat, dem Zytosol und in den
Kernen detektiert.

Auch das Selenoprotein T konnte in der Rattenprostata nachgewiesen werden. Es gab aber nur
ein schwaches positives Signal im Homogenat und ein deutliches Signal in den Nuklel.
Allerdings wurde es nicht bei 18 kDa sondern bel ca. 21 kDa detektiert.

Auch das Zink und Kupfer bindende Protein SOD konnte in einigen Fraktionen der
Rattenprostata und als Referenz im Homogenat und Zytosol des Rattenherzens gefunden
werden. Bis auf die Nuklein konnten ale untersuchten Fraktion positiv getestet werden.
Besonders hohe Konzentrationen der SOD waren in dem Homogenat und dem Zytosol sowie
den Referenzen zu finden. In der Zdlllinie Dul45 konnte statt der Cu/Zn-SOD die Mn-SOD
detektiert werden.

Das Metalloprotein Metallothionein mit der Molekularmasse von 6 kDa wurde ebenfalls in

alen subzelluléaren Fraktionen der Rattenprostata bis auf die Nuklei gefunden. Besonders
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intensive Signale wurden im Homogenat, der mikrosomalen Fraktion und dem Zytosol
detektiert.

Die Lysyl oxidase, die ein kupferbindendes Protein ist, hat eine Molekularmasse von 47 kDa
und wurde im Homogenat der Rattenprostata sowie der Zelllinie Dul45, der mitochondrialen
Fraktion und dem Zytosol der Rattenprostata sowie den Zytosolen der Niere und der Leber
detektiert. Die Detektion der LOX in den Zytosolen stellt eine neue Erkenntnis dar und wurde
bisher nicht in der Literatur erwahnt.

Auch das Kupfer bindende Protein Dermatopontin, welches eine Molekularmasse von 22 kDa
besitzt, in dem Homogenat, der mitochondrialen Fraktion und der mikrosomalen Fraktion
Nachgewiesen werden.

Insgesamt konnten vier Selenoproteine (SeP, Sel T, cGPx und das saure 15 kDa
Selenoprotein) sowie vier Metalloproteine (MT, DPT, LOX und SOD) in mindestens einer
subzelluléren Fraktion der Rattenprostata detektiert werden.
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5.6.Identifizierung und Char akterisierung des Proteins Der matopontin als

kupferbindendes Protein

In Kapitel 5.5. wurde mit Hilfe der Immuntests nachgewiesen, dass sowohl das Dermatopontin
als auch die Lysyl-oxidase in mindestens einer subzelluldren Fraktion der Prostata vorhanden ist.
Mittels DEAE lonen-Austausch-Chromatographie konnte aus der Haut des Schweins eine
Fraktion gewonnen werden, die das Dermatopontin in hoher Konzentration enthalt (110). Aus
der Aorta des Schweins konnte ebenfalls mit Hilfe der DEAE |onen-Austausch-Chromatographie
eine Fraktion mit hoher Lysyl oxidase- Konzentration gewonnen werden (111). Aus der Literatur
ist bekannt, dass eine Co-Aufreinigung beider Proteine zu beobachten ist (112).

Es konnte mit der AAS gezeigt werden, dass in beiden isolierten Fraktionen hohe
Kupferkonzentrationen vorliegen (DPT = 79 pg/l; LOX = 156 pg/l). Durch die Dialyse beider
Proteinfraktionen gegen einen EDTA-Puffer [0,1 mol EDTA; 0,1 mol TrissHCl (pH = 7,4)]
konnte ein Grof3teil der Kupferionen aus den Fraktionen entfernt werden (DPT < 2 pg/l; LOX <
2ug/l). Daraufhin wurden beide Fraktionen mit ®*Cu beladen und anschliessend mit der SDS-
PAGE aufgetrennt, um die daraus entstehenden SDS-Gele autoradiographisch zu untersuchen.
Das Elektropherogramm beider Proteinfraktionen und dessen Autoradiogramm sind folgend
abgebildet. Das Autoradiogramm wurde zur Verdeutlichung der Banden mit erhéhter ®*Cu-
konzentration mit dem Programm Aida densitometrisch analysiert (Graphiken 81 & 82).

MW MW
{kDa) AR {kDa) SDS-PAGE

66 [ ; 5 66

7 | S — 47

15— 15

DPT LOX

DPT LOX

Graphiken 79 & 80: Das linke SDS-Gél zeigt die Auftrennung der Proteinfraktionen von
Dermatopontin und Lysyl-oxidase nach der SDS-PAGE. Das rechte Autoradiogramm
zeigt wo das ®Cu in den beiden Proteinfraktionen gebunden vorliegt. Die mit dem
Programm Aida digital ausgewerteten Spalten des Autoradiogramms sind durch Balken
markiert. Die Stellen im Autoradiogramm mit erhohter *Cu-Konzentration sind mit
Ziffern durch das Programm angegeben.
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Das Autoradiogramm zeigt nur sehr undeutlich, wo das *Cu lokalisiert ist. Zur besseren
Lokalisierung des ®*Cu wurden folgende densitometrische Profile erstellt. Diese zeigen sehr

deutlich wo das Autoradiogramm erhthte *Cu-konzentrationen detektiert hat.
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Graphiken 81 & 82: Hier sind die Profile firr die Spalten des mit **Cu markierten DPT ( links)
und des mit ®*Cu markierten LOX (rechts) dargestellt, die das Programm Aida erstellt hat.
Beide Profile zeigen jeweils zwei Banden mit erhéhter *Cu-konzentration an. Diese Stellen

wurden auf das Autoradiogramm (Graphik 80) Ubertragen und sind als Markierungen (Ziffern)
kenntlich gemacht.

Die Autoradiogramme der SDS-Gele mit den aufgetrennten und ®‘Cu-markierten
Proteinfraktionen zeigen jeweils zwel Banden von kupferbindenden Proteinen. ES zeigt sich,
dass beide Banden im Molekularmassenbereich von ca. 20-25 und 45-50 kDa. Diese beiden
Banden entsprechen den Banden des DPT und der LOX (113, 114) .

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die LOX als auch das DPT kupferbindend sind und dass
beide Proteine eine enge Bindung zueinander haben.

Dieses Ergebnis wurde erstmalig erzielt.
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6. Diskussion der Ergebnisse

Spurenelemente sind essentiell fir die Gesundheit und Entwicklung von Sadugetieren. Viele
dieser Spurenelemente liegen proteingebunden vor. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte die
biologische Relevanz einiger Spurenelemente im Organismus und speziell in der Prostatadriise
geklart werden. Der qualitative und quantitative Nachwels von Spurenelementen in der Prostata
war Teil dieser Arbeit. Des weiteren sollte der Einfluss des Spurenelements Selen auf die
Konzentrationen anderer Spurenelemente und auf die Expression spurenelementbindender
Proteine in der Prostata Uberpriift werden. Selenoproteine und selenhaltige Proteine werden am
stérksten vom Selenstatus in der Prostatadriise beeinflusst, aber auch andere Proteine sind in
ihrer Expression vom Selenstatus abhéngig. Einige Selenoproteine und Metalloproteine konnten

in der Prostata nachgewiesen werden durch immunochemische Untersuchungen.

Diskussion zur Spurenelementanalyse

Die INAA gilt unter den benutzten drei Analysemethoden in ihrer Handhabung als digjenige mit
der geringsten Kontamination, da die Probenaufbereitung vergleichsweise einfach ist und in
unseren Laboren routinemdldig durchgefihrt wird. Trotz dessen sind Kontaminationen nicht
vollstdndig vermeidbar gewesen, weil bel der Prostataentnahme aus den Versuchstieren
erfahrungsgemald immer Kontaminationen auftreten, obwohl stdndig mit geeigneten
Instrumenten gearbeitet wurde. Fir bestimmte Elemente wie das Eisen oder Zink sind die
angegeben Daten nur mit einer gewissen Fehlertoleranz zu betrachten.

Da die Prostata gut durchblutet ist, befindet sich in der Prostatadriise viel gebundenes Eisen im
roten Blutfarbstoff Hamoglobin. Die Entfernung samtlicher Blutgefasse aus den Proben war
nicht moglich, so dass der Unterschied zwischen den Eisenkonzentrationen der Se(+)-Prostata
und der Se(-)-Prostata auf den unterschiedlichen Erfolg die Blutgefésse zu beseitigen
zurlckzufihren ist.

Es ist sehr schwierig fur das Element Zink sehr genaue Konzentrationen zu bestimmen, da das
Zink in der Umwelt in verschiedener Form vorliegt und die Proben dadurch leicht
kontaminationsanfallig sind, was allgemein bekannt ist. Es ist trotzdem wahrscheinlich, dass die
Unterschiede bei der Bestimmung der Zinkkonzentrationen in den Se(+)-Prostatas und Se(-)-
Prostatas vom Selenstatus abhangen, da Selen Einfluss auf die Expression von zinkbindenden
Proteinen haben konnte. Weitergehende Untersuchungen zu diesem interessanten Thema

konnten aus zeitlichen Grtinden nicht mehr durchgefihrt werden.
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Auch die hohen Schwankungen der Einzelwerte bel der Bestimmung der Mangankonzentration
innerhalb der beiden untersuchten Gruppen mit unterschiedlicher Diét, lasst eine vollkommene
Sicherheit Uber den Einfluss von Selen nicht zu, aber die Tendenz zeigt, dass Selen bzw. die
Selenoproteine einen positiven Einfluss auf die Expression von manganhaltigen Proteinen
ausiiben.

Das Element Rubidium ist nicht an Proteine gebunden, weshalb es auch keinen Einfluss durch
Selen oder Selenoproteine geben kann, was man daran sieht, dass sich die
Rubidiumkonzentrationen der beiden Gruppen nur innerhalb der Fehlertoleranz unterscheiden.
Da sich die INAA-Werte fur die Elemente Chrom, Kobalt und Casium der beiden
unterschiedlich mit Selen versorgten Rattengruppen nicht unterscheiden, hat Selen keinen
Einfluss auf die Inkorporation dieser Elemente in der Rattenprostata.

Auf Grund dessen, dass mit der INAA keine Konzentrationen fur Kupfer und Cadmium
bestimmt werden konnten, wurden zusétzlich Spurenelementgehaltsbestimmungen mit der |SP-
MS und der AAS vorgenommen, um fir diese beiden Elemente Konzentrationen angeben zu
koénnen und fur Selen, Mangan und Arsen die Konzentrationsangaben zu bestétigen.

Die Bestimmungen der Spurenelementkonzentrationen mit Hilfe der AAS und der ICP-MS
bestétigten im Wesentlichen die Resultate, die durch die INAA gewonnen wurden.

Die Kupfer- und Cadmiumkonzentrationen, die durch die AAS ermittelt wurden, zeigten keine
Unterschiede zwischen Se(+)-Prostatas im Vergleich zu den Se(-)-Prostatas. Im Vergleich zu den
INAA-Messungen, konnte zumindest fur die Se(-)-Prostatas eine Arsenbestimmung
vorgenommen werden. Die Bestimmung der Arsenkonzentrationen mit der ICP-MS zeigte, dass
in beiden Proben Arsen enthalten ist, aber hthere Arsenwerte bel den Se(-)-Prostatas als bei den
Se(+)-Prostatas gemessen wurden, was auch in der Literatur erwahnt wird (115). Arsen ist dem
Selen und dem Schwefel in seinen Eigenschaften relativ ahnlich ist, weshalb es moglich ist, dass
das Arsen anstatt von Schwefel oder Selen in Proteine eingebaut werden kann. Besonders
Proteine die einen gewissen Anteil an nicht spezifisch gebundenem Schwefel in Form von
Methionin haben, kdnnten Arsen einbauen. Es ist bekannt, dass Methionin wahlweise Selen oder
Schwefel einbaut. Daher liegt die Vermutung nahe, dass diese Aminosdure auch Arsen einbauen
konnte. Da in den Se(+)-Tieren der Selengehalt hoch ist, ist die Wahrscheinlichkeit kleiner, dass
Arsen inkorporiert wird as bel den Se(-)-Tieren, wo der Selengehalt fast um den Faktor 100
niedriger ist.

Beim Vergleich der mit der AAS gemessenen Spurenelementkonzentrationen in den Zytosolen

mit den aufgeschlossenen Proben aus der gesamten Prostata fiel auf, dass dle
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Spurenelementkonzentrationen in den Zytosolen verringert waren, was vermutlich durch eine
hohere Verdiinnung der Zytosole hervorgerufen wurde.

Bei den Messungen der Elemente in den Prostatazytosolen mit der AAS zeigte sich eine hohere
Mangankonzentration in den Se(+)-Prostatazytosolen im Vergleich zu den Se(-)-
Prostatazytosolen, was bedeuten konnte, dass die Selenkonzentration den Mangangehalt
beeinflusst. Des weiteren fiel auf, dass die Cadmiumkonzentrationen in beiden Zytosolen
deutlich Uber den Cadmiumkonzentrationen beider Aufschliisse der ganzen Prostata lag. Es
scheint, als ob der grofdte Teil des Cadmiums im Zytosol vorlag. Da Cadmium ein giftiges
Spurenelement ist, ist es mdglich, dass dieses Element im Zytosol durch bestimmte Proteine
gebunden wird und aus der Zelle transportiert wird, um eine Schadigung der Zellorganellen
durch das Cadmium zu verhindern , wiein der Literatur berichtet wird (116,117,118).

Diskussion zu den Chromatogr aphisch-analytischen Unter suchungen

Die Profile aus den Messungen der gekoppelten SEC mit der ICP-MS zeigten, dass die
untersuchten Spurenelemente im Zytosol proteingebunden vorliegen. Die Angabe der
Molekularmassen der metallbindenden Proteine in den Fraktionen ist nicht sehr genau, da die
Saule mit einzelnen globuldren Proteinen kalibriert wurde. Allerdings liegen die Proteine im
Zytosol als Gemisch vor und sind teilweise nicht globul&r.

Es konnte gezeigt werden, dass in den Zink-, den Kupfer-, den Cadmium-, den Arsen- und den
Eisenprofilen Unterschiede zwischen beiden vom Selengehalt abhangigen Zytosolen der
Rattenprostata in mindestens einer metallbindenden Proteinfraktion zu erkennen ist. Dabei
bewirkte ein Selenmangel eine Erhéhung der Metallkonzentration in mindestens einer Fraktion
der Elemente: Eisen, Zink und Arsen und eine Verringerung fur Kupfer, Nickel und Cadmium.
Keinen Einfluss hatte der Selenstatus auf die in den Zytosolen vorkommenden K obalt-, Mangan-
und Zinnproteine.

Es ist moglich, dass digjenigen Proteine, die in den Se(-)-Zytosolen in geringeren Mengen
vorhanden sind, Selenoproteine oder andere von Selen abhangige Proteine bendtigen, um normal
exprimiert zu werden. Andererseits scheint es, dass digenigen metallhatigen Proteine, die
stérkere Signale in den Profilen der Se(-)-Zytosole zeigen, deshalb verstérkt exprimiert werden,
um Funktionen derjenigen Proteine zu Ubernehmen, die durch den Selenmangel weniger
exprimiert werden.

Die Profile der mit verschiedenen Metallen inkubierten Zelllinie Dul45 zeigen im Allgemeinen
weniger metallhaltige Proteine aber dafir stérkere Signale als die Profile der Proteine in den
Rattenzytosolen. Dieses liegt daran, dass wahrscheinlich zu viel von der Metalll 6sung zugegeben
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wurde, da nicht abschétzbar war, wie viel von den Metalll6sungen durch das Nahrmedium der
Zéelllinie absorbiert wird und der Zelllinie zur Verfigung steht. Deshalb wére es moglich, dass
einige schwachere Signale in den Profilen der Dul45 von den stérkeren Signalen Uberdeckt sind.

Nur die Nickel- und Manganprofile der untersuchten Rattenprostatazytosole und der
Zelllinienzytosole zeigen Ahnlichkeiten. Bei den anderen vier (Cd, Co, Cu, Zn) verglichenen
Profilen der Rattenprostatazytosole und der Zelllinienzytosole zeigte sich ein immenser
Unterschied.

Hierbel spielen neben der unterschiedlichen Intensitét der Peaks auch der Speziesunterschied und
mit Sicherheit der Zustand der Zellen eine Rolle.

Waéhrend bei den Kobalt inkubierten Dul45-Zellen im Vergleich zu den Rattenprostatazytosolen
nur die Intensitét eines Peaks verstarkt wurde (wahrscheinlich durch ein unspezifisch
Metallionen bindendes Protein), scheinen die mit anderen Metallionen inkubierten Dul45-Zellen
einen drastischen Unterschied im Metabolismus entwickelt zu haben. Dieser Unterschied im
Proteinmetabolismus kann daran liegen, dass es sich zum enen um gesunde bzw.
Karzinomzellen handelt oder dass der Metabolismus von Mensch und Ratte in dieser Hinsicht
unterschiedlich ist. Das Cadmiumprofil der Zelllinie zeigte von allen untersuchten Profilen die
hochsten Intensitéten. Es scheint so, als ob eine Anreicherung von Cadmium in den
Karzinomzellen stattfindet, was den Literaturangaben (119,120, 121) entsprecht. Eine genauere
Aussage konnte durch die Untersuchung von Prostatazytosolen aus humanen Biopsien und aus
Karzinomzelllinien der Rattenprostata nicht getroffen werden. Beides konnte aus
Sicherheitsgrinden (maoglicherweise mit Papillomaviren kontaminierte Rattenzelllinien) oder
Probleme der Beschaffung innerhalb dieser Arbeit nicht durchgefihrt werden.

Die Dunnschnitte der Organe aus den mit verschiedenen Radiotracern markierten Ratten zeigten,
dass vor adlem in der Epithelschicht die Radiotracer angereichert sind. Da vor alem die
Epithelschicht gegen aul3ere Einflisse wie reaktive Sauerstoffspezies anféllig ist, ist es moglich,
dass Proteine , die Mangan und Selen binden und redoxaktiv sind, genau dort lokalisiert sind, um

diese schadigenden Einflusse unschédlich zu machen.

Diskussion zu den biochemischen Trennverfahren und der Autoradiographie

Die Autoradiogramme der eindimensional aufgetrennten Proteine in den Homogenaten von mit
Se-markierten Rattenorganen zeigten je Homogenat eine unterschiedliche Verteilung von
Selenoproteinen. Vier Selenoproteine konnten in alen Homogenaten, wenn auch in zum Teil
stark variierenden Konzentrationen, in allen Organen wiedergefunden werden. Diese Resultate
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stimmen mit den Ergebnissen friiherer Arbeiten Uberein (122). Diese Proteine sind die cGPx, die
PHGPX, das SeP und das saure 15 kDa-Selenoprotein. Von den beiden Peroxidasen ist bekannt,
dass sie die Zellen vor reaktiven Sauerstoffspezies schiitzen. Daher liegt die Vermutung nahe,
dass auch das SeP und das saure 15 kDa-Selenoprotein eine fur jede Zelle notwendige Funktion
haben, die aber fir beide Proteine noch unbekannt ist. Andere Selenoproteine, die nur in
bestimmten Organen vorkommen, scheinen organspezifische Funktionen zu haben.

Die Autoradiogramme der eindimensional aufgetrennten Proteine in den subzelluléren
Fraktionen der Prostata zeigten, dass Proteinbanden im Molekularmassenbereich der cGPX,
PHGPx und des sauren 15 kDa-Selenoproteins in allen subzelluldren Fraktionen vorhanden sind.
Andere Selenoproteine waren nur in bestimmten Fraktionen vorhanden und in anderen
Fraktionen nicht. In der eindimensionalen Auftrennung der subzelluldren Fraktionen der
Rattenprostata konnte kein grof3er Unterschied zwischen der Se(+)-Prostata und Se(-)-Prostata
festgestellt werden. Auf Grund dessen wurde die sensitive 2D-Elektrophorese durchgeftihrt.

In den Autoradiogrammen der aufgetrennten Proteine mittels IEF und SDS-PAGE aus den vom
Selenstatus abhangigen Homogenaten der Rattenprostata konnten den Proteinen: Selenoprotein P
(58 kDa), Deiodinase | (27 kDa), cGPx (22 kDa), pl-GPx (25 kDa), PHGPx (20 kDa), saures 15-
kDa-Selenoprotein und neutrales 15-kDa-Selenoprotein eindeutig Spots zugeordnet werden.

Das Selenoprotein P trat in alen Fraktionen auf, jedoch am stérksten in dem Zytosol. Da es als
extrazelluldres Protein gilt, ist das verstérkte Vorkommen in dem Zytosol zu erwarten und
bestétigt die Vermutungen in der Literatur, dass das Selenoprotein P ein Transportprotein
darstellt (123).

Dasin alen Fraktionen dominierende saure 15-kDa-Seleoprotein wird in der Literatur als Protein
erwdhnt, das am haufigsten in den Endoplasmatischen Retikuli (ER) anzufinden ist. In den
gewonnenen subzelluléren Fraktionen befinden sich die ER in der mikrosomalen Fraktion und
den Nuclei. In den Autoradiogrammen der 2D-Elektropherogramme zeigte sich das saure 15-
kDa-Selenoprotein am stérksten in den Nuclei und der mikrosomalen Fraktion. Dieses Protein
soll zusammen mit dem Glycoprotein Glucosyltransferase (UGTR) interagieren, von dem
bekannt ist, dass es eine Rolle in der Proteinfaltung als Transportprotein spielt (124).

Die PHGPx ist ein membrangebundenes und zytosolisches Protein, dessen Funktion der Schutz
der Zellorganellen durch reaktive oxydative Spezies (ROS) zugeschrieben wird (125). Dadurch,
dass dieses Protein in die Mitochondrien eingeschleust wird, ist auch dort eine erhdhte
Anwesenheit des Proteins, wie in den Autoradiogrammen gezeigt wird. Auch in den

Autoradiogrammen der mikrosomalen Fraktionen war eine besonderst starke Auspragung dieses
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Proteins zu beobachten, was nicht verwunderlich ist, dasich in dieser Fraktion viele Membranen
befinden.

Die Wirkungen der Selendiéten zeigten eine Hierarchie der einzelnen Selenoproteine auf, was
durch Behne et al. Bereits gezeigt wurde (36, 37). So wird die cGPx in den Autoradiogrammen
der Se(+)-Ratte sehr stark angezeigt, wohingegen die cGPx in der Se(-)-Ratte in sehr geringen
Mengen vorkommt. Dies zeigt, dass andere Selenoproteine bevorzugt mit Selen versorgt werden
und die cGPx in der Hierarchie der Selensupplementation eine untergeordnete Rolle spielt (36).
Dieser Verlust der cGPx-Aktivia wird durch andere antioxidative Proteine ausgeglichen, um
einen Schutz der Zellen zu gewéhrleisten. Dies erkléart die erhdhte Konzentration der PHGPx in
den selenunterversorgten Tieren, da die PHGPx eine @nliche Funktion wie die cGPx hat. Daher
wurde die PHGPx in den Autoradiogrammen der selenunterversorgten Ratte in hoheren
Konzentrationen angefunden asin den der Se(+)-Ratte. Das zeigt die Ubergeordnete Position der
PHGPx gegenuber der cGPx in der Selensupplementation.

Die von Behne et a. beschriebene Hierarchie der Selenoproteine bei Selenmangel konnte
dadurch bestétigt werden.

Diskussion zu den Proteinexpressionsunterschieden im Rattenprostataproteom in
Abhéngigkeit vom Selenstatus

Die mit bloRem Auge und dem Programm Proteomweaver entdeckten Spots von den
Homogenaten der Se(+)-Prostata und der Se(-)-Prostatain den Gro3-Gelen der NEPHGE wurden
auf Unterschiede in der Expression einzelner Proteine zwischen den beiden Gelen untersucht. Es
konnten 44 Spotpaare entdeckt werden, die sich in ihrer Intensitét unterscheiden. Vier Spots mit
deutlich unterschiedlichen Intensitéten konnten mit Hilfe der MALDI-MS as cGPx1, Carboryl-
Raduktase 3, Vorstufe der Disulfid-lsomerase und als Tumor-Abwehr Antigen 96 identifiziert
werden. Drel weitere Spots mit deutlichen Expressionsunterschieden wurden durch die MALDI-
MS als Rattenkeratin identifiziert. Ob von den anderen Spots mit unterschiedlicher Intensitét
auch einige darunter sind, die ebenfalls Formen von Keratin darstellen, ist unbekannt.

Die cGPx1, die Chr 3, sowie die Vorstufe der PDI konnten mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
identifiziert werden. Bei der gp96 gab es eine etwas geringere Ubereinstimmung der durch die
MALDI-MS erhaltenen Fragmente mit der Aminosauresequenz der gp96 aus der Datenbank.
Trotz hoher Ubereinstimmung der ermittelten Fragmente mit Aminosiuresequenzen anderer
Proteine als der gp96, konnten andere Proteine ausgeschlossen werden, da sie anderen Spezies

angehorten.
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Diskussion zu den | mmunochemischen Unter suchungen:

Es konnten mit Hilfe immunochemischer Tests die Selenoproteine SeP, Sel T, cGPx und
saures 15 kDa-Selenoprotein sowie die Metalloproteine SOD, MT, DPT und LOX in den
subzellularen Fraktionen der Prostata detektiert werden.

Bel der immunochemischen Detektion des SeP fiel auf, dass dieses Protein  nur im
Homogenat, der mitochondrialen Fraktion und dem Zytosol zu finden ist. Es kann gesagt
werden, dass das SeP in Transportprozessen zwischen den Mitochondrien und dem
extrazelluldren Raum beteiligt ist, was in der Literatur bereits angedeutet wurde (123). Das
konnte erkléren, warum in den Mitochondrien mehr SeP gefunden wird as im Zytosol, wo es
synthetisiert wird. Andererseits ist es moglich, dass das SeP ubiquitér anzufinden ist und die
Empfindlichkeit der Methode nicht ausreichte, um das SeP in anderen subzelluléren
Fraktionen zu detektieren.

Die cGPx ist ein ubiquitéares Protein, das in allen subzelluldren Zellbestandteilen wieder
gefunden wurde, was durch die Autoradiogramme gezeigt wurde. Die nur sehr schwache
Présenz in den Prostataproben erklart sich vor allem durch die nicht ausreichende
Proteinmenge, die beim Blotten Gbertragen wurde. Jedoch wurde bestétigt, dass die hochste
Konzentration an cGPx im Vergleich zu anderen Organen in der Leber zu finden ist.

Die von Korotkov (124) dokumentierten Ergebnisse, dass das saure 15 kDa-Selenoprotein am
stérksten in den Endoplasmatischen Retikuli (ER) konzentriert ist, konnten bestétigt werden.
Das gefundene starke Signal in der Kernfraktion kann eventuell durch das Haften der Kerne
an den ER erklat werden. Da dieses Protein am zweitstarksten in dem Zytosol
wiedergefunden wurde, zeigt dies, dass das dieses Protein im Zytosol synthetisiert wird und
von dort in andere Zellorganellen transportiert wird. Die Signale in der mikrosomalen und der
mitochondrialen Fraktion konnten von Kontaminationen von Zytosol in den Fraktionen
stammen.

Dass das Sel T in den Kernen wiedergefunden wurde, liegt an der Tatsache, dass die Nuklei
und die ER aneinander hafteten. Diese Untersuchung bestétigt die Aussagen von Grumolato
(78), dass essich beim Sel T um ein ausschliesslich am ER lokalisierten Protein handelt.

Das Metallothionein konnte in allen subzelluléaren Fraktionen, ausser in den Kernen, der
Prostata detektiert werden. Im Molekularmassenbereich von 6-8 kDa zeigten sich bei allen
Fraktionen der Prostata Doppelbanden, was auf zwei Isoformen dieses Proteins schliessen
l&sst. In den Fraktionen, in denen das MT detektiert wurde, wurde auch bel ca. 20 kDa das

MT detektiert, welchesein Trimer des MT sain konnte.
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Im Falle der Antikoérpertests zur Detektion der SOD war der Antikorper nicht so spezifisch,
dass er die SOD(Mn) von der SOD(Cu/Zn) unterscheiden konnte, da sowohl die
mitochondriale Fraktion als auch das Zytosol eine eindeutige positive Prasenz anzeigten. Die
Anwesenheit der SOD in der mikrosomalen Fraktion deutet auf eine Kontamination durch die
Fraktionen der Mitochondrien und des Zytosols hin. Eine neue Erkenntnis durch diesen
Antikorpertest wurde fur die humane Prostatakarzinomzelllinie Dul45 gewonnen. Die
Mangan-bindende SOD, mit einer Molekularmasse von ca. 21 kDa, konnte als besonders
intensives Signal wiedergefunden werden, wohingegen die Cu/Zn-SOD nicht detektiert
wurde.

Dadie Prostata auch Bindegewebe enthélt, wie esin allen Organen mit einem gewissen Anteil
an Muskelgewebe so ist, sollte das Enzym LOX auch in der Prostata detektiert werden. Die
LOX scheint allerdings ihre enzymatische Aktivité im Zytosol zu haben, von wo aus das
oxydierte Peptidyl-lysin in den extrazelluléren Raum beférdert wird. Auch in der Zelllinie
Dul45 scheint sich eine feste Struktur zu bilden (s. Graphik 77 in Kapitel 5.5), die durch
Collagen gebunden scheint, daauch hier die LOX in veritabler Konzentration vorkam.

Da die LOX auch in den Zytosolen der Vergleichsorgane gefunden wurde, scheint sich die
Vermutung Uber den Ort der Wirkung der LOX in der Zelle zu bestétigen.

Nur in den festen Kompartimenten der Zelle, wie den Nuklel, der mitochondrialen und der
mikrosomalen Fraktion konnte das Protein DPT gefunden werden, was vermuten |&sst, dass es
sich bei der DPT um ein matrixgebundenes bzw. membrangebundenes Protein handelt.
Zusammenfassend konnte die Prasenz der Selenoproteine cGPx, SeP, SeT und saures 15-kDa-
Selenoprotein  nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der  immunochemischen
Untersuchungen der Selenoproteine erganzen sich sehr gut mit den Untersuchungen zu den
">Se-markierten Proteinen der Autoradiogramme nach der zweidimensionalen Elektrophorese.
Darlber hinaus konnten die Kupfer bindenden Proteine SOD, MT, sowie erstmalig das
Enzym LOX und das Protein DPT in der Prostata nachgewiesen werden. Die Présenz von
Dermatopontin in der Prostata wurde bisher von anderen Autoren nicht beschrieben.

Eine Kombination von geblotteten 2D-Gelen mit den immunochemischen Tests scheitert
daran, dass die Ubertragenen Proteinmengen auf die Blotmembran zu gering waren, um sie
mit den AntikOrpern detektieren zu konnen.
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7.0. Zusammenfassung

Die durchgefuihrten Experimente und die daraus gewonnenen Ergebnisse dieser Arbeit sind der
Prostatadriise, einem Organ dessen Krankheitsgrad in den letzten Jahren stark gestiegen ist,
gewidmet.

HierfUr wurden analytische und biochemische Methoden sowie Verfahren der Immunchemie
angewendet. Mit Hilfe der INAA wurde der Gehalt der Spurenelemente Se, Mn, As, Zn, Fe, Cr,
Co, Sb und Rb in der Prostata von Laborratten unter Bertcksichtigung des Selenstatus der
Versuchstiere untersucht. Mit den beiden Methoden AAS und ICP-MS wurden die
Konzentrationen der Elemente Se, Mn, As, Cd und Cu bestimmt. Durch den Vergleich der
gemessenen Elementgehalte, zeigte sich ein deutlicher Einfluss (As-Konzentration steigt bel
abnehmender Se-Konzentration) von Se auf As. Der Se-Einfluss auf die Gehalte von Zn und Fe
war gering. Bel den anderen untersuchten Elementen konnte kein eindeutiger Se-Einfluss
festgestellt werden. Festgestellt wurde aber, dass jede der drei verwendenden Methoden nur fir
bestimmte Elemente geeignet ist, jedoch die INAA als eine Multielementbestimmungsmethode
zuerst angewendet werden sollte.

Durch die online- Kopplung der Grof3enausschlusschromatographie (SEC) mit der induktiv
gekoppelten Plasmamassenspektroskopie (ICP-MS) wurden zuerst die Proteine in den
Prostatazytosolen von Ratten mit unterschiedlichem Selenstatus und in dem Zytosol der humanen
Prostatazellline Dul45 mit Hilfe der SEC fraktioniert und anschliessend die in den Proteinen
enthaltenen Elemente mittels Massenspektroskopie bestimmt. Die aus den Messungen der
Rattenprostatazytosole gewonnenen chromatographischen Profile von Se, Zn, Cu, As, Co, Mn, Ni,
Fe, Sn und Cd weisen darauf hin, dass alle untersuchten Elemente proteingebunden vorliegen. Die
Zytosole der Zelllinie Dul45 wurden hingegen auf die Elemente Zn, Cu, Mn, Ni, Cd und Co
Uberpruft, mit denen die Zelllinie Dul45 vorher einzeln inkubiert wurde. Dabei zeigten die
chromatographischen Profile auch, dass diese Elemente proteingebunden vorliegen. As, Cu, Fe,
Mn, Se und Zn sind bekannt als essentielle Bausteine von vielen redox aktiven Enzymen sind.
Erstmalig wurden Co, Ni, und Sn in den Prostatazytosolen detektiert. Durch diese Resultate liegt
der Verdacht nah, dass diese Elemente auch Bestandteile bisher nicht identifizierter Proteine sind.

Die mikroskopisch untersuchten Zellen der Zelllinie Du 145 zeigten nach der Inkubation mit den
einzelnen Elementen im Vergleich zu den Kontrollzellen eine verminderte Wachstumsrate, was
daran liegt, dass diese Elemente in dieser Konzentration ohne zusétzliche Zugabe von Selen
toxisch fur die Zellen sind.

Durch in vivo Markierungen von Ratten mit unterschiedlichem Selenstatus mit Se konnten

Selenoproteine nach der Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE und anschliessender
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Autoradiographie in den Homogenaten und den subzellul&ren Fraktionen (Nuklel, mitochondriale
Fraktion, mikrosomale Fraktion und Zytosol) identifiziert werden. Dabel wurden sowohl in den
Homogenaten der Se(+)-Tiere as auch in den Homogenaten der Se(-)-Tiere im
Molekularmassenbereich zwischen 10 kDa und 70 kDa ale Selenoproteinbanden gefunden,
wohingegen in den subzellularen Fraktionen und Zytosolen die Verteilung der
Selenoproteinbanden von Organell zu Organell unterschiedlich war. Mit Hilfe der 2D-
Elektrophorese wurden sowohl in den Homogenaten als auch in den Zytosolen die Selenoproteine
bestétigt und durch eine sehr gute Aufspreizung der Proteinbanden mit IP-Werten zwischen 3,5
und 9,0 und Molekularmassen zwischen 10 kDa und 80 kDa eindeutig detektiert.

Die Analyse der Proteinexpression in den Homogenaten der Se(+)- und Se(-)-Tiere mittels des
dafir geeigneten Computerprogramms Proteomweaver lieferte 42 Proteinexpressionsunterschiede.
28 dieser Proteinspots im Se(+)-Homogenat waren signifikant stéarker exprimiert as im Se(-)-
Homogenat. Im Zytosol gab es 33 unterschiedlich exprimierten Proteinspots, wovon 17 im Se(+)-
Zytosol signifikant starker exprimiert sind als im Se(-)-Zytosol. Mittels tryptischer Spaltung
einiger Proteinspots (1-4) aus dem Se(+)- Homogenat und der Bestimmung der Massen einiger
Peptide durch die Massen-Spektrometrie (MALDI-MS) wurden die Proteine cGPx, Carbonyl-
reduktase 3, Disulfid-Isomerase und Tumor-Abwehr Antigen gp 96 durch den Vergleich mit den
theoretischen Daten der Peptide/Proteine identifiziert. Eine Identifizierung weiterer Proteinspots
konnte in dieser Arbeit nicht mehr dokumentiert werden.

Durch immunochemische Untersuchungen wurden metallhaltige Proteine und Selenoproteine in
den Homogenaten und den subzelluldren Fraktionen der Prostata von normal erndhrten Ratten und
im Homogenat der Zelllinie Dul4d5 detektiert. Die verwendeten Antikorper, gerichtet gegen
bestimmte Proteine zeigten positive Signale fur die Selenoproteine SeP, Sel T, cGPx und das saure
15 kDa-Selenoprotein, das ein prostataspezifisches Protein ist, sowie fur die metallhaltigen
Proteine MT, LOX, SOD und fur das erstmalig identifizierte Cu-bindende Protein Dermatopontin.

Mittels chromatographischer Verfahren wurde das bekannte Protein Dermatopontin aus der
Schweinehaut aufgereinigt und Antikorper gegen dieses Protein produziert, die fir die Erkennung
des Proteins in den Prostatafraktionen eingesetzt wurden. Durch die Produktion von ®Cu, das im
Reaktor BER 11 (HMI) hergestellt wurde, wurden die isolierten Proteine LOX und Dermatopontin
mit ®Cu inkubiert und anschliefend mit der SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels Autoradiographie
wurde der gebundene Tracer in beiden Proteinbanden identifiziert. Das bestétigte unsere Theorie,
dass Dermatopontin ein Cu-bindendes Protein ist und fir das Enzym LOX, einem Cu-bindenden

Protein mit dem es co-eluiert wird, eine Funktion als Cu- Lieferant hat.
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7.1. Summary

The experiments carried out in this thesis and the results obtained in this way are concerned with
the prostate gland, an organ that during the last years has been increasingly affected by diseases.
For this purpose analytical, biochemical methods and immunohistochemical procedures have been
applied.

By means of INAA the contents of the trace elements As, Co, Cr, Fe, Mn, Rb, Sb, Se and Zn

were determined in the prostate and prostate cytosol of laboratory rats with a different selenium
status.
AAS and ICP-MS have been used to measure the concentration of the elements As, Cd, Cu, Mn
and Se. The comparison of the data showed an inverse relationship between Se and As (The As
concentration increased with decreasing Se levels). There was only a dslight effect of the Se status
on the contents of Fe and Zn, and no effect was observed with regard to the other elements
investigated. Each of the methods applied was best suited to the determination of certain elements,
but INAA as a method for multielement analysis was the most versatile procedure and should be
applied in the first place.

The proteins in the prostate cytosols of the rats with different selenium status and in the human
prostate cell line Dul45 were separated by size exclusion chromatography (SEC). By online
coupling of the HPLC with the inductively plasma mass spectrometry (ICP-MS) the elements in
the protein fractions were then determined by mass spectrometry. The chromatographic profiles
obtained in this way for As, Co, Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, Sn and Zn in the rate prostate cytosols
indicate that al these elements were bound to proteins. In case of the human cell line Dul45 Cd,
Cu, Mn, Ni, Sn and Zn were analysed in the cytosolic fractions after the cells had been incubated
separately with these elements. The chromatographic profiles demonstrated that these elements
were likewise bound to proteins. As, Cu, Fe, Mn, Se und Zn are known to be essential components
of many redox enzymes. The elements Co, Ni and Sn were detected for the first time in the
prostate cytosol. The results suggest that these elements may be components of proteins not yet
identified.

The investigation by light microscopy showed a decreased growth rate of the cells incubated
with the different elements as compared with the control cells. This is understandable as these
elements are dlightly toxic in this concentrations without additional selenium supplementation.

Experiments on rats with different selenium status labelled in vivo with ™Se led to the
identification of selenoproteins in the homogenates and in the nuclear, mitochondrial, microsomal
and cytosolic fractions by separation of the proteins by means of SDS-PAGE in these samples and
determination of selenium in the proteins by means of autoradiography. In the Se(+)-animals as
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well asin the Se(-)-animals all selenoproteins present in the molecular mass range between 10 and
70 kDa were detected, whereas the distribution of the selenoprotein bands in the subcellular
fractions and cytosols differed from micro organelle to micro organelle. The 2D-electrophoresis
with a very good resolution for the protein bands with Pl-values between 3.5 and 9.0 and
molecular masses between 10 kDa and approximately 80 kDa then alowed the accurate
identification of these selenoprotein bands.

The analysis of the protein expression in the homogenates of the Se(+)- and Se(-)-animals by

using an appropriate computer program caled Proteomweaver showed 42 differences in the
expressed protein spots. 28 of these protein spots were expressed significantly stronger in the
Se(+)- homogenate than in the Se(-)-homogenate. In the cytosol were 33 proteins differently
expressed whereas in Se(+)-cytosol 17 proteins were expressed significantly stronger than in the
Se(-)-cytosol. By tryptic fragmentation of some proteins spots (1-4) of the Se(+)-homogenate,
determination of the masses of several peptides by MALDI-MS and comparison with the
theoretical data for the peptides or proteins the proteins cGPx, carbonyl reductase 3, disulfid-
isomerase and the tumor rejection antigen gp96 were identified. The identification of some further
proteins could not be completed in time to be included in this thesis.
By means of immunochemical investigations several metal-containing proteins and selenoproteins
were detected in the homogenate and in subcellular fractions of the prostate of adequately fed rats
and in the homogenate of the prostate cell line Dul45. The used antibodies adjusted against
defined proteins, showed positive signals for the selenoproteins Sel P, Sel T, cGPx and the acid 15
kDa-selenoprotein, which is a specific prostatic protein as well as for the metal-containing proteins
MT, LOX, SOD and for dermatopontin, a protein which for the first time was identified as a Cu-
containing protein.

By application of chromatographic procedures the known protein dermatopontin was purified
from pork skin and antibodies against this protein were produced which were applied in the
detection of this protein in several fractions of the prostate. After production of ®*Cu in the BER I
(HM1), the isolated proteins LOX and dermatopontin, proteins, treated with EDTA prior to the
incubation, were incubated with ®*Cu and separated by SDS-PAGE. The protein-bound tracer was
then determined in both proteins by autoradiography.

The result confirmed our hypothesis that dermatopontin may be a Cu-binding protein and
suggests that dermatopontin is a Cu-supplier for the Cu-Enzyme LOX, a Cu-binding protein which

co-eluates with Dermatopontin.
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