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1 Einleitung

Zu der Gruppe der Mineralstoffe gehéren auch dier&pelemente. Fur Spurenelemente gibt es
zwei gebrauchliche Definitionen. Die eine besaggsdSpurenelemente in verschiedenen Medien
in Massenanteilen von weniger als 50 mg/kg vorkommnigie zweite Definition beschreibt
Spurenelemente als die chemischen Elemente, diewaitiger mit als 0,01 % an der
Kdrpermasse beteiligt sind, und bezieht sich s@uitdas Biosystem des Lebewesens [1]. Mit
einem Gesamtgehalt von 4,2 g fur Eisen und 2,3rgZfiilk im Korper sind diese beiden
Elemente die Spurenelemente, die auf haufigsteRomamen [2]. Unterteilt werden kdénnen
Spurenelemente in essentielle Spurenelemente witt essentielle Spurenelemente. Nicht
essentielle Spurenelemente kann aber bedeutenddess essentielle Funktion oder nitzliche
Aufgabe noch nicht bekannt ist. So kann man heutd aicht mehr von toxischen Elementen
sprechen, sondern von toxisch wirkenden MengenHKomkzentrationen. Fir zahlreiche der in
hoher Konzentration toxisch wirkenden Elemente wurdzwischen nachgewiesen, dass sie in
niedrigen Gehalten essentiell sind und dass Marsgieinungen auftreten, wenn sie nicht in
ausreichender Menge im Kdorper vorhanden sind. [eir gesunden Organismus ist daher eine
optimale Versorgung innerhalb der Grenzen zwisdbeginnendem Mangel und beginnender
Vergiftung notwendig. Spurenelemente, deren essdeniunktion nachgewiesen wurde oder die
als essentiell gelten, sind Arsen, Kobalt, Chromp#€r, Eisen, Mangan, Molybdan, Nickel,
Selen, Vanadium und Zink [3,4]. Die Form, in deeaente dem Koérper zugefuhrt werden, hat
einen starken Einfluss auf die Aufnahme, die Arreirang, den Transport und die Aktivitat im
lebenden Organismus. Fur die Sicherstellung desdfgung mit essentiellen Spurenelementen
hat der Organismus hoch spezielle Mechanismen ekt die die Aufnahme, Speicherung
oder den Transport bewirken. So gibt es eine Viglzan Proteinen, die Metalle transportieren
oder speichern kénnen. Auch bei der UmwandlungMetellen von ihrer anorganischen in eine
bioverfugbare Form fur die Aufnahme bzw. Ausschegisind Proteine bzw. Enzyme beteiligt.
Viele der Spurenelemente sind an Proteine gebunddnspielen eine wichtige biochemische
oder physiologische Rolle im Kérper. Aul3erdem sirelwichtiger Bestandteil bei der Synthese
oder strukturellen Stabilitat [5] von Proteinen uddkleinsauren sowie als Antioxidantien zum
Schutz vor reaktiven Sauerstoffverbindungen wie ZBemspiel in der Superoxid Dismutase
(Kupfer/zink, Mangan) und Glutathion Peroxidase I€8g Transportproteine wie das
Transferrin (Eisen) oder Albumin (Zink) Gbernehntka Verteilung von Elementen im Kdrper.
Speicherproteine wie das Ferritin (Eisen) bindeantéinte bei Uberschuss und gleichen eine
unzureichende Versorgung durch deren Remobilisgeauws.

Arsen gehort zur 5. Hauptgruppe mit der Ordnundgs2ahund besitzt eine atomare Masse von
74,92 u. Die biologische Bedeutung des Arsens &ir Menschen ist noch nicht vollstandig
geklart. Vermutlich wirkt es als Inhibitor fur feiSH-Gruppen bestimmter Enzymsysteme und
verhindert somit deren Wirkung. Meerestiere wie bhedn enthalten besonders viel Arsen und
dienen dem Menschen als Hauptquelle fur die Arseadéme.

Cadmium gehdort zur 2. Nebengruppe mit der Ordnualgs48 und besitzt eine atomare Masse
von 112,41 u. Ob Cadmium essentiell fur den Organssist, konnte noch nicht vollstandig
geklart werden. Der Transport von aufgenommenemnf@ad erfolgt durch Bindung an
Metallothionein [6]. Die Aktivierung der Biosynthesles Metallothioneins wird unter anderem
durch Cadmium induziert [7]. Die Akkumulation diss€admium-Metallothioneinkomplexes
erfolgt in der Leber und Niere und kann zur Schéwggdieser Organe fuhren. Im Fall der Niere
kann dies eine Proteinurie zur Folge haben [8].

Kobalt gehort zur 8. Nebengruppe mit der Ordnunigis2@ und besitzt eine atomare Masse von
58,93 u. Als essentielles Spurenelement ist esaBdil von Vitamin B, (Cobalamin) und wird
durch Darmbakterien synthetisiert. Ein Mangel anb&amin fuhrt zu Anamie und
neurologischen Schaden [9]. Eine Uberdosis an Kobann zu Haut-, Lungen-,
Magenerkrankungen, Leber-, Herz-, Nierenschaderkuabdsgeschwuren fuhren [10].



Chrom gehort zur 6. Nebengruppe mit der Ordnunds2élind besitzt eine atomare Masse von
52,00 u. Physiologisch haben Chromverbindungenmomsn mit Insulin Bedeutung fir den
Glucoseabbau im Blut. Von toxikologischer Bedeutsimgd nur die Chrom(VI)-Verbindungen.
Sie sind mutagen und schadigen die DNA. Gelangeriiler die Atemwege in den Korper,
kénnen sie das Lungengewebe schadigen. Bei einmenishhen Exposition auf diesem Weg
besteht ein erhdhtes Risiko fur Lungekrebs [1].

Die Alkalimetalle Rubidium und Céasium mit den Ordgszahlen 37 bzw. 55 besitzen atomare
Massen von 85,47 u bzw. 132,91 u. Uber die phygisttie Wirkung von Céasium auf den
Menschen ist wenig bekannt. Rubidium hingegen wirkt zentralen Nervensystem und
beeinflusst dort die Konzentration von Neurotrartgem [11]. Ein Einsatz von Rubidium als
antidepressiver Wirkstoff wird diskutiert. Ein Rdhimmangel kann bei Dialysepatienten
auftreten [12,13].

Kupfer gehort zur 1. Nebengruppe mit der Ordnunigis2@ und besitzt eine atomare Masse von
63,55 u. In geringen Konzentrationen wirken Kupfean antibakteriell. Der tagliche Bedarf
beim Menschen liegt bei ca. 2 mg [14]. Als Bestaildtles Hamocyanins, welches als
Blutfarbstoff dem Sauerstofftransport in vielen dfgieren und Gliederfil3ern dient. In hdheren
Lebewesen ist es wichtiger Bestandteil vieler EnzyAls Bestandteil der Atmungskette kommt
Kupfer in der Cytochrom oxidase vor, welche in dditochondrien lokalisiert ist. Uberdies sind
Kupferproteine an Redoxprozessen und antioxidatiehutzsystemen beteiligt (Superoxid
dismutase) [15]. Weiterhin werden sie fur die Sgsthvon Bindegewebsproteinen benétigt [16-
18]. Kupfermangelerscheinungen im Korper koénnerh siturch Stérungen des zentralen
Nervensystems und der Bildung von Elastin oderagsh aul3ern.

Eisen gehdrt zur 8. Nebengruppe mit der Ordnundg@&lind besitzt eine atomare Masse von
55,85 u. Eisen ist als Feund F&* essentiell firr alle Organismen. Uber die Nahrurigl was
Eisen dem Korper zugefuhrt. Dabei wird Uber die Bfegfiure das Eisen aus der Nahrung
herausgel6st und teilweise im Darm resorbiert Aln§ferrin wird es dann ins Blut transportiert
und zum Aufbau von Hamoglobin im Knochenmark, Rerrin der Leber, Myoglobin oder
Cytochrom im Muskel sowie im Enzym Katalase, daglém Peroxisomen der Zellen das im
Stoffwechsel entstehende Wasserstoffperoxid abbamnt, anderen Enzymen genutzt, die
wichtige Funktionen in Atmungs- und Sauerstofft@arsvorgangen ausiuben [1]. Man kann die
Eisenproteine in drei Gruppen unterteilen: Eisepbimproteinen, Eisenschwefelproteine und
Eisenproteine.

Mangan gehort zur 7. Nebengruppe mit der Ordnuinyjs2a und besitzt eine atomare Masse
von 54,94 u. Das in zahlreichen Enzymen enthaltelfamgan wird u.a. zum Aufbau von
Cholesterin oder Blutgerinnungsfaktoren bendétig.idEBestandteil der antioxidativ wirkenden
Superoxid dismutase (Mn-SOD), welche die Reduktion HO, katalysiert [19]. Ein Mangel
kann sich in Stérungen des Fett- und Sexualhormtima&tchsels aul3ern.

Molybdan gehort zur 6. Nebengruppe mit der Ordnmalgs42 und besitzt eine atomare Masse
von 9594 u. Das Molybdan ist primar Bestandteil s déMolybdan-Cofaktors der
Molybdanenzyme in der I6slichen Zellfraktion (Xainttoxidase und Aldehyd oxidase) und der
mitochondrialen Aul3enmembran [20-23]. Die Aldehyddase ist strukturell und chemisch mit
der Xanthin oxidase eng verwandt und beeinflussindeh unterschiedliche katalytische
Prozesse. Obwohl beide Enzyme die Oxidation vonoMgpthin zu Xanthin katalysieren,
erfolgt die Umwandlung von Xanthin zu Harnsaure durch die Xanthin oxidase. Ein Mangel
an Molybdan bzw. dem Molybdan-Cofaktor fuhrt zuigheeitigem Verlust der Sulfit oxidase-,
Aldehyd oxidase- und Xanthin oxidase-Aktivitat. Cdieeristisch fir Molybdan-
Cofaktormangel-Patienten sind neurologische Schadenin den meisten Fallen zu frihem
Kindstot aufgrund der geringen Konzentration dedfiSwxidase, die den Organismus,
insbesondere das Gehirn, vor toxischen Mengen Hih Siintitzt [24].



Nickel gehort zur 8. Nebengruppe mit der Ordnunigs28 und besitzt eine atomare Masse von
58,70 u. Zusammen mit Eisen kommt Nickel in Hydroggen vor. Unklar ist hierbei, ob das
Nickel darin notwendigerweise oder ersatzweiseadlieston Eisen vorkommt [25].

Selen gehdrt zur 6. Hauptgruppe mit der Ordnunds¥éhund besitzt eine atomare Masse von
78,96 u. Lange Zeit wurde angenommen, dass Selenanschlichen Kérper nur eine toxische
Wirkung hat. Durch zahlreiche Versuche wurde jedoabhgewiesen, dass es sich bei Selen um
ein Element handelt, welches fir den Organismusnsfotwendig ist. Das essentielle
Spurenelement Selen ist Bestandteil von Selendpesteund wird in diese in Form von
Selenocystein, der ,21. Aminosaure”, wahrend detdMnbiosynthese eingebaut [26]. Seit 1998
ist auch die 22. proteinogene Aminosaure Pyrroly$derivat des Lysins) bekannt, die in
Methyltransferasen der Archaebakterien gefunderdevf27]. Als Selenoproteine werden die
Proteine bezeichnet, die Selenocystein in ihrer Mas@uresequenz enthalten, wohingegen
selenbindende Proteine Selenomethionin enthalteese® wird allerdings nicht spezifisch,
sondern zufallig statt Methionin oder mit einer hoangeklarten Bindungsform in
Proteinsequenzen eingebaut. In Studien an der kaméschen Bevolkerung wurde durch
langjahrige Versorgung mit erhohten Dosen von Setethionin ein deutlicher Ruckgang der
Krebserkrankungen an Lunge, Dickdarm und Prostaliegb [28]. Die Selenoenzyme haben u.a.
protektive Eigenschaften in Bezug auf oxidativerre§t [29]. Der Mangel kann zu
Abwehrschwache, Herz- Kreislauf- und Gelenkerkraxggan flhren. Weiterhin wurde
festgestellt, dass ein Selenmangel zu Unfruchtlitabdeem Mann fihrt. Die Keshan-Krankheit
ist eine in China auftretende Herzmuskelschwécieeaus dem Verzehr der regional angebauten
und sehr selenarmen Feldfriichte resultiert [30}e Brhéhte Aufnahme von Selen (> 300
mg/Tag) lasst das Element toxisch wirken. Dies tfilbm Symptomen wie Haarausfall,
Ermiidung, Reizbarkeit, Ubelkeit, Erbrechen und Dgan welchen letztendlich der Tod folgt.
Mehr als 30 Selenoproteine in verschiedenen Geveogbebenaten und subzellularen
Zellkompartimenten der Ratte konnten mittels Radmdrtechniken gezeigt werden [31]. Bis
heute gehoéren zu den bekannten eukaryotischen dpetgainen vier Gluthationperoxidasen,
drei Thyroid Hormon Deiodinasen, drei Thioredoxiadrktasen, Selenophosphatsynthetase 2,
das 15 kD&Selenoprotein sowie die Selenoprotemel, W, N und R [32]. Die Mehrheit der
Selenoproteine bt eine bisher unbekannte Funldigs Alle Selenoproteine jedoch, deren
Funktion bekannt ist, katalysieren Redoxreaktionad sind somit an wichtigen Zellablaufen
beteiligt.

Titan gehort zur 4. Nebengruppe mit der Ordnungs2ahund besitzt eine atomare Masse von
47,88 u. Uber physiologische Wirkungen von Titamishts bekannt.

Vanadium gehort zur 5. Nebengruppe mit der Ordrezaigs23 und besitzt eine atomare Masse
von 50,94 u. Charakteristisch fur Vanadium ist,sdas sowohl anionisch als Vanadat, als auch
kationisch vorkommt und in beiden Formen mit Progein Wechselwirkung treten kann.
Vanadate besitzen groRe Ahnlichkeit zu Phosphateh haben dementsprechend &ahnliche
Wirkungen. Da Vanadat starker an geeignete Enzyim#ebals Phosphat, ist es in der Lage,
Enzyme der Phosphorylierung zu blockieren und ssteuern [1].

Zink gehort zur 2. Nebengruppe mit der Ordnungs38hund besitzt eine atomare Masse von
65,38 u. Es zahlt zu den wichtigsten essentiellmré&helementen und ist Bestandteil von vielen
Enzymen. Es erfillt wichtige Funktionen des Stoffiveels und wirkt als Stabilisator
biologischer Membranen und ist ein Bestandteil DbiAdender Proteine (Zinkfinger-Proteine).
Ein Zinkmangel kann u.a. zu Stérungen des Immuesyst Verdnderungen des Haut- und
Knochenbaus sowie zu Wachstumsstorungen fuhren.

Das Verdauungssystem der Ratte ist dem des Menseher@hnlich. Es umfasst den Rachen mit
der Zunge und den Speicheldrisen, die SpeiserdareMagen und den Darm. Dieser unterteilt
sich in Duodenum, Dinndarm, Blinddarm und Dickdardm.das Duodenum muinden der
Gallengang aus der Leber und die Bauchspeicheldrisbildung 1 zeigt schematisch den
Verdauungstrakt der Ratte.



Abb. 1: Schematische Darstellung des VerdauungstrakteRatés

Die Nahrung wird im Rachenraum grob zerkleinert unil Speichel geschmeidig gemacht.
Durch das im Speichel enthaltene Enzym Speicheld{Aseybeginnt die Verdauung von Starke
in der Nahrung. Uber die Speiserohre, die Langselaskowie ringférmige Muskeln besitzt,
wird durch peristaltische Bewegungen die Nahrungsemain den Magen beftrdert. Ein
SchlieBmuskel verhindert den Rckeintritt der Nalgamasse in die etwa 2 mm durchmessende
Speiserohre.

Der Magen besitzt ca. 0,5 % der Kdrpermasse deeRat ist ein sackférmiges Gebilde mit
zwei sich deutlich unterscheidenden Regionen. Waiftlurchscheinend mit Schleim-, aber
ohne Verdauungsdrisen stellt sich eine der beidginoRen dar. Die zum Ausgang des Magens
hin gelegene Region ist rétlich-grau, hochvaskuld muskulér. Sie weist zahlreiche interne
Langsfaltungen sowie Verdauungsdrisen auf. DurokerepH-Wert von 3,6, der im Magen
herrscht, wird die Wirkung der Speichel-Amylase e@®mt und ermdglicht dem
Verdauungsenzym Pepsin, Proteine zu hydrolysiddé®r einen SchlieRmuskel am Ausgang
des Magens kdnnen nur geringe Mengen an vorvendblaterung auf einmal in das Duodenum
gelangen.

Mit einer Lange von ca. 9-10 cm stellt das Duodeniem ersten Abschnitt des Darmes dar. Die
Mukosa des Duodenums bildet kammartige Falten vommlStarke und 5 mm L&nge quer zur
Langsachse des Verdauungsschlauches. In das Dundeiindet der Gallengang aus der Leber.
Aufgrund einer fehlenden Gallenblase im VergleiaimzMenschen besitzt die Ratte einen
Schlielmuskel, der die Abgabe des Gallensekretdas Duodenum kontrolliert. Neben der
Vielzahl an metabolischen Funktionen, die die Lebsiillt, dient das in der Leber gebildete
Gallensekret der Fettverdauung, indem es die Ligiohellgiert und fur fettspaltende Enzyme
(Lipasen) in kleine, angreifbare Tropfchen zersddats Gallensekret ist leicht basisch, um den
aus dem Magen austretenden Nahrungsbrei zu neidrah, so dass die Verdauungsenzyme der
Bauchspeicheldrise nicht gehemmt werden. Die vgstegn funktionellen Bestandteile sind
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jedoch die Gallensalze, denen eine zentrale Rollder Fettverdauung zukommt. Zahlreiche
Pankreasgange munden aus der Bauchspeicheldridss iDuodenum (beim Menschen mindet
nur ein Hauptgang ins Duodenum). Der Bauchspeiehéhdlt neben Pankreas-Lipase und -
Amylase die Vorstufe des Trypsins. Die Lipase hiiert Fette zu Fettsauren und Glycerol,
die Amylase hydrolysiert Starke und Dextrin zu Ma#. Durch das Trypsin werden einige
Aminosauren aus den Proteinen freigesetzt. Der t@itgBdoch liegt aber immer noch in Form
von Polypeptiden vor.

Durch eine La&nge von ca. 115 cm wird genigend CGudré fur die Nahrstoffaufnahme durch
die Darmwand des Dinndarms zur Verfligung gesteié. Muskulatur des Dinndarms ahnelt
der der Speiserbhre, so dass peristaltische Bewegumdglich sind. Dadurch wird der
Nahrungsbrei durchmischt und weiterbewegt. Die imvend ist in transversale Falten geworfen,
die zum einen die Oberflache erhohen, zum andersn naturliche Schwellen die
Durchmischung unterstiitzen. Sie sind aufRerdem \anireichen Zotten Uberzogen, die die
Oberflache noch weiter vergréfRern. Der gesamte Bémmn ist der Hauptort der Verdauung.
Hier nimmt die Darmwand die Nahrungsbestandteiloh{€nhydrate, Eiweil3stoffe, Fette,
Vitamine und Salze) auf, die durch die Verdauungger® am Ende des Verdaungsvorganges
entstanden sind. Das lleum, welches das Ende desdaims markiert, ist dariiber hinaus noch
fur die Immunabwehr zustandig.

Die Lange des Dickdarms betragt im Vergleich zunmilarm gerade mal ein Sechstel. Wenn
die Nahrung den Dickdarm erreicht, ist die Verdapweitgehend abgeschlossen. Im Dickdarm
erfolgt die Resorption von Wasser, wodurch der Nagsbrei verdickt wird [33].



2 Materialien und Methoden

In dieser Arbeit wurden elementanalytische Methodend Radiotracertechniken mit
biochemischen Methoden kombiniert. Die Beschreilemnder Methoden erfolgen weiter unten.
Detaillierte Angaben sind im Experimentellen Taedser Arbeit zu finden.

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Grundsatzlich wurden nur Chemikalien der Qualitér,Analyse” oder besser verwendet. Das
deinonisierte Wasser stammte aus einem Milli-Q-@ystder Firma Millipore (Eschborn,
Deutschland) und hatte einen Leitwert OMQ-cm™.

2.1.2 Radiotracer "°Se

Die Versuchstiere sowie die Zellkultur wuréte vivo bzw. in vitro mit "°Se markiert. Dieses
Nuklid hat eine Halbwertszeit von 120,6 Tagen uedatlt durch Elektroneneinfang ZeAs. Da
das eingefangene Elektron meist aus der innerdekir@henschale stammt, wird in dieser ein
Platz frei und Elektronen aus den &auf3eren Schaleken nach, wobei charakteristische
Rontgenstrahlung emittiert wird. Die emittiertgrStrahlen haben Energien von 121,1 keV,
136,0 keV, 264,7 und 279,5 keV. Zur Erzeugung @8e wurde angereichertes, elementares
"“Se ca. 180 Tage im Forschungsreaktor BERII des gl Zentrum Berlin mit Neutronen
bestrahlt. Mit konzentrierter Salpetersaure wurde 8elen zu seleniger Saure oxidiert. Diese
wurde mit Natronlauge neutralisiert und in physgcher Kochsalzlésung aufgenommen.

2.1.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden sechs Monate alte, mamali¢Vistar Ratten (Rattus norvegicus,
Charles River, Sulzfeld, Deutschland) verwendete Diiere wurden in der Abteilung
Nuklearmedizin des Universitatsklinikums Charité &ampus Benjamin Franklin bei einem
kunstlichen Tag-Nacht-Rhythmus (12 h) gehalten. Ragten erhielten ein spezielles Futter und
deinonisiertes Wasser. Eine Sorte des Futters izestas einem Selenmangelfutter mit einer
Selen-Konzentration von 3-7 ug/kg Trockenmasse,deeianderen Sorte handelte es sich um
selenadaquates Futter, welchem Natriumselenit =alggyg wurde und das eine
Selenkonzentration von 300 pug/kg Trockenmasse edtthilr die Versuche wurden die Ratten
mit dem Selenmangelfutter Uber mehrere Generatien®ihrt.

Die Markierung der Ratten mffSe erfolgte durch intraperitoneale (ip) Verabrefain vivo
durch 0,5 ml einer physiologischen Kochsalzl6suimy,der das radioaktive Natriumselenit
enthalten ist, mit einer spezifischen Aktivitat véd MBq. Die Totung der Tiere erfolge funf
Tage nach der Appliktation, um eine Metabolisierdeg’>Se zu gewahrleisten.



2.1.4 Zelllinie

HT29/B6 Zellen sind Subclone der humanen koloreatakarzenomzelllinie HT29, die sich
bekannter Mal3en differenziert, wenn sie ohne Glisastiviert wird. HT29/B6 sind intestinale
Epithelzellen und wachsen zu einem Monolayer heam.bilden einen apikalen Birstensaum
sowie interzellulare Schlussleisten. Weiterhin vaurdypische Eigenschaften von Kolonepithel,
wie die Sekretion von Mukus (Schleim) und Chlondchgewiesen [34]. Die Zellen wurden in
Kulturflaschen mit einem Zellkulturmedium (RPMI 1B4mit 2 % stabilisiertem N-acetyl-L-
Alanin-L-Glutamin und 2,0 g/l NaHC#) Biochrom KG, Berlin, Deutschland) mit 10 % fetale
Kalberserum, 100 Units/ml Penicillin, 100 pg/mlegttomycin (Biochrom) bei 37°C und einer
Atmosphare von 95 % Luft und 5 % g&ultiviert. Der Wechsel des Kulturmediums sowie di
Trypsinierung mit anschlieBender Neuaussaat, imhaigris 1:8, erfolgte alle vier Tage. Fur
analytische Untersuchungen wurden das Kulturmedalodekantiert, die Zellen dreimal mit
PBS-Puffer gewaschen und vom Boden der Zellkubisdhe abgeschabt. Anschliel3end wurden
die Zellen bei 200 x g zentrifugiert und sorgfakigm PBS-Puffer abdekantiert.

Die radioaktive Markierung der Zellen erfolgte durdie Zugabe von Natriumselenit mit einer
spezifischen Aktivitat von 6 kBg. Dabei wurde daatiimselenit dem Nahrmedium zugegeben
und Uber vier Tage inkubiert.

2.1.5 Antikorper

Um einzelne Proteine zu identifizieren, kann u.as d,Schlissel-Schlof3-Verhalten® von
Antikorper und Antigen ausgenutzt werden. Dazu wamd zum gesuchten Protein (Antigen)
passender Antikdrper hergestellt, indem das geyniProtein oder eine synthetische
Teilsequenz mehrfach in kleinen Dosen einer frem8pazies (meist Kaninchen oder Maus)
injiziert wird. Nach Einsetzen der Immunantwort kasher Antikorper aus dem Blut des Tieres
gewonnen werden. Antikorper besitzen auf der elBeite Gruppen, mit denen sie das Antigen
binden, auf der anderen Molekilseite sitzen Gruppem es den Makrophagen und anderen
Fresszellen ermdglichen, den Antigen-Antikorperkterp zu erkennen®. Fur die
immunochemischen Test wurden folgende Antikdrpeweadet: rabbit-anti-human-Superoxid-
Dismutase (SOD) von BioGenes (Berlin, Deutschlandjpuse-antp-Actin von Sigma
(Hamburg, Deutschland); goat-anti-rabbit-lgG vori€ar (Bad Homburg, Deutschland); goat-
anti-mouse-IgG von LiCor (Bad Homburg, Deutschlandbbit-anti-human-Dermatopontin
(DPT) von BioGenes (Berlin, Deutschland); rabbit-aat-Lysly Oxidase (LOX) von BioGenes
(Berlin, Deutschland); native-lapine-Metallothionei(MT) von AbD-Serotech (Oxford,
Grol3britanien); mouse-anti-rabbit-MetallothioneMT-l, MT-1l) von Stressgen (Ann Arbor,
USA); mouse-anti-rat-saures 15kDa-SelenoproteipISevon BioGenes (Berlin, Deutschland);
mouse-anti-Glutathionperoxidase (GPx3) von BioGermasuse-anti-human anti hnRNP L
(Zellkern-Marker) von abcam (Cambrigde, Grof3briga)i mouse-anti-Prohibitin
(Mitochondrien-Marker) von Acris Antibodies (Hiddeausen, Deutschland).



2.2 Methoden

2.2.1 Probenvorbereitung

Die Gewebeentnahme erfolgte durch die Betaubunydesuchstiere mittels Flourene® und die

darauf folgende Herzpunktion, bei der der gré3tiedes Blutes enthommen wurde. Diese milde
Art der Totung setzt die Bildung von Stressproteistark herab. Die Gewebe wurden nach ihrer
Entnahme bei -80°C bis zu ihrer Verwendung tiefgesfn.

Fur die analytischen Untersuchungen wurde die Prodngfgetaut und mit bidest. Wasser

gewaschen, um Speisereste, Haare, die durch dmalime der Gewebe anhafteten, und Kot zu
entfernen. Ebenfalls wurde vorhandenes Fettgewatiéeret. Flir spéatere Angaben der

Elementkonzentrationen bezogen auf die Trockenmasaeden die gereinigten Gewebe wieder
eingefroren und lyophilisiert.

2.2.1.1Homogenisierung der Gewebe und Zellen

Vor der Homogenisierung der Gewebe des Verdauualdstmwurden diese mit bidest. Wasser
gewaschen, wie unter 2.2.1 beschrieben. Mit Ausmaber’°Se markierten Tiere wurden die
Organe mittels eines Glaspotters (Braun, Deutsdhlamd des Tris-HN@Puffers von 2-3-
fachem Volumen (pH 7,4) bezuglich der Feuchtmasses dOrgans homogenisiert.
Bindegewebsstlicke und andere nicht zerkleinertesteéf® wurden durch Filtration durch eine,
zuvor mit 5% HNQ gereinigte, Gaze (Porengrdf3e 80 um) entfernt. \Baevendung einer
Mixtur von Proteaseinhibitoren wurde vermieden, ddiese meistens EDTA
(Ethylendiamintetraacetat) enthalten und die Metallus den Metall-Komplex-Proteinen
entfernen wirde.

Die Homogenisierung der°Se markierten Gewebe erfolgte durch den Einsatzsein
Handhomogenisators, Polytron PT 1300 der Firma tdateca (Littau-Luzern, Schweiz).

Mittels Ultraschall wurden die Zellen der ZellkulttiT29 in einem 2 fachen Volumen zur
Zellmasse homogenisiert.

2.2.1.2Differenzielle Zentrifugation

Durch differenzielle Zentrifugation wurden die gewenen Gewebehomogenate in ihre
subzellularen Kompartimente getrennt. Die Zellogjem nehmen unterschiedliche Funktionen
wabhr. Der Zellkern enthalt unter anderem die genbé Information. Die Mitochondrien liefern

durch oxidativen Abbau von Nahrstoffen Energie. Bamloplasmatische Ritikulum (ER) ist
zusammen mit den Ribosomen und dem Golgi-Apperatdan Proteinsynthese beteiligt.
Lysosomen und Peroxisomen dienen beispielsweise Alebau von Makromolekilen. Eine

Vielfalt von Stoffwechselprozessen finden im Zytostatt [35]. Die Auftrennung in die

Fraktionen Zellkerne, Mitochondrien, Mikrosomen <tahend Lysosomen, Peroxisomen,
Ribosomen, ER und Golgi-Apperat) und Zytosol istrctiu die Anwendung spezifischer
Puffersysteme und von unterschiedlichen Winkelbleseiigungen sowie Zentrifugationszeiten
maoglich, da die Zellkompartimente verschiedene @ndlind Dichten aufweisen.



Die Kernfraktion wurde durch Zentrifugation des Hmgenats bei 1000 x g fur 10 min erhalten.
Das Sediment (Pellet) enthielt die Zellkerne, wabreler Uberstand abdekantiert und bei
10000 x g fur 35 min erneut zentrifugiert wurde.dem dadurch entstehenden Pellet befanden
sich die Mitochondrien. Der Uberstand wurde abgemem und bei 100.000 x g fiir 80 min
nochmals zentrifugiert. Hierbei wurden die Mikrosam(Pellet) vom Zytosol (Uberstand)
separiert [36]. Alle Sedimente wurden gewaschendenm sie zweimal mit dem
Homogenisierungspuffer resuspendiert und zenteitwgivurden. Um die Kuhlkette nicht zu
unterbrechen wurde bei 4°C zentrifugiert. Verwerglufand eine Optima Max-XP
Ultrazentrifuge mit einem MLA-55 Rotor der Firmadkenan Coulter (Fullerton, USA).

2.2.1.3Mikrowellenunterstitzter Druckaufschluss

Die Bestimmung der Spurenelemente mittels AAS uB®-MS setzt voraus, dass die zu
bestimmenden Elemente in Ldsung vorliegen. Aus etiiesGrund wurden die zuvor
gefriergetrockneten Proben in PTFE (Polytetrafletiiglen) Druckbehdaltern eingewogen und
mit konz. HNQ (suprapur) und 30 % 4@, versetzt. Innerhalb von 10 min wurde der Inhalt de
GefalRe auf 180°C erhitzt und fur 20 min konstatadfen [37]. An diesem Punkt unterscheidet
sich der mikrowellenunterstitzte Aufschluss von exed Aufschlussverfahren. Durch die
Mikrowellenstrahlung werden die Dipole des vorharete Wassers in Rotation versetzt, durch
die damit verbundene Reibung entsteht die Warm&afal3. Bei anderen Aufschlussverfahren
wird die Warme von aul3en zugefuhrt. Das hat diehidle, dass zum einen die Aufheiz- und
Abklhlungszeiten langer dauern, zum anderen stedfienTemperatur sowie der Druck am
Zersetzungspunkt durch exotherme Reaktion schiggam. Bei dem druckkontrollierten
Mikrowellenaufschluss kann die Leistung der Mikrdiemestrahlung an diesem Punkt
automatisch verringert werden, sodass der Aufsshgsentlich materialschonender verlauft.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1Proteinbestimmung nach Bradford

Der Proteingehalt einer Probe kann kolorimetriselshnder Methode von Bradford bestimmt
werden [38]. Das Funktionsprinzip beruht auf eiddrsorptionsverschiebung des Farbstoffs
Coomassie-Brilliant-Blau G-250 von 465 nm zu 595 msaurer Lésung [39]. Der Farbstoff
bildet Komplexe mit kationischen sowie unpolarem dnydrophoben Seitenketten der Proteine.
Dabei bindet sich der Farbstoff an aromatische hagische Aminosauren wie Tryptophan oder
Arginin. Des Weiteren gibt es Wechselwirkungen bysin, Histidin, Tyrosin und Phenylalanin.
Die mit den Proteinen gebildeten Komplexe stalafish den Farbstoff in seiner blauen,
unprotonierten, anionischen Sulfonatform. Die Abpson korreliert direkt mit der
Proteinkonzentration. Die Farbreaktion ist aber fAvatein zu Protein verschieden, sodass eine
Kalibrierung mit einem Standardprotein erforderlisth. Fir die photometrischen Messungen
wurde ein Photometer der Firma Varian Typ: Carry(Mulgrave, Australien) benutzt. Als
Standardprotein wurde das bovine serum albumin (Bf#fwendet. Die hohe Empfindlichkeit
sowie die geringe Storanfalligkeit sind Vorteile ékeoteinbestimmung nach Bradford.



2.2.2.2Glycin-SDS-Gelelektrophorese nach Laemmli (SDS-PAGE

Die SDS-PAGE ist eine diskontinuierliche Gelelektiorese. Sie ermdglicht das Auftrennen
von Proteingemischen Uber die Molekulargré3e. Lakrantwickelte die Methode von Davis
und Ornstein weiter [40-42]. Diese bestand aus Selmond Trenngel. Laemmli verwendete
zudem noch sodium dodecyl sulfate (SDS), welch&ssach der Denaturierung des Proteins an
die Peptidketten im Verhaltnis von 1,4 g SDS :Argtein anlagert. Das entspricht in etwa
einem Molekll SDS pro drei Aminosauren. Die so amtdenen, negativ gelandenen Polypeptid-
Mizellen besitzen ein konstantes Verhaltnis vonuragzu Molekulargewicht. Die Eigenladung
des Proteins wird somit Uberdeckt. Als Matrix weth Co-Polymer aus Acrylamid und N,N’-
Methylenbisacrylamid und Tris-HCI/Tris-Glycin-Puféystem verwendet. Das Bisacrylamid
fuhrt zur Quervernetzung der Polyacrylamidstrange mittlere Porengrof3e hangt von der
eingesetzten Konzentration des Acrylamids und desadBylamids ab. Der pH-Wert des
Sammelgels betragt 6,8. Unter diesen Bedingungeisewedie Chloridionen eine héhere
Mobilitdt beim Anlegen einer Spannung auf, als e Laufpuffer enthaltenen Glycinionen.
Hinter den schnell wandernden Chloridionen komnaesiner Verarmung von Ladungstragern
und somit zu einer Verstarkung des elektrischemldselDas Resultat ist ein Stapeleffekt der
Proteine zwischen den Chlorid- und Glycinionen. Bieteine laufen dann als eine scharfe Front
in das Trenngel ein. Der pH-Wert des TrenngelsdgetB,8. Das Glycin wird vollstandig
ionisiert und die Mobilitat im elektrischen Felchéht sich. Das Trenngel wirkt wie ein Molsieb.
Die Proteine werden dort ihrem Molekilradius naalfgatrennt. Durch den Einsatz von
Proteinstandards (Marker) kann den Proteinen in Ri@be ein apparentes Molkllgewicht
zugeordnet werden. Die Zusammensetzungen der Lésundie fur die SDS-PAGE
Verwendung fanden, sind in den Tabellen 1 und 2lerngegeben.

Acrylamid-/ 30 % (wi/v)
N,N"methylenbisacrylamid-Lsg 0,8 % (wW/v)
SDS-Lsg 10 % (w/v)
TEMED (N,N,N"N’- 0,06 % (v/v)
Tetramethylethylendiamin)
APS (Ammoniumpersulfat) 10 %(w/v)
Tris-HCL 0,5 mol/L; pH 8,8
(Tris(hydroxymethyl)aminometan)

Tab. 1 Zusamensetzung der Losungen flr das Trenngel

Acrylamid-/ 30 % (w/v)
N,N"methylenbisacrylamid-Lsg 0,8 % (wW/v)
SDS-Lsg 10 % (w/v)
TEMED (N,N,N"N’- 0,1 % (v/v)
Tetramethylethylendiamin)
APS (Ammoniumpersulfat) 10 %(w/v)
Tris-HCL 0,5 mol/L; pH 6,8
(Tris(hydroxymethyl)aminometan)

Tab. 2 Zusamensetzung der Losungen fir das Sammelgel
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Die Proben wurden in SDS-Probenpuffer verdinnt fimcb min bei 95°C erwarmt. Tabelle 3
zeigt die Zusammensetzung des Probenpuffers.

Glycerol 87 % (wiv)
SDS-Lsg 10 % (w/v)
DTT (Dithiothreitol) 0,2 mol/L
Tris-HCL 0,5 mol/L; pH 6,8
Bromphenolblau 0,2 % (w/v)

Tab. 3Zusamensetzung des Probenpuffers

Der Laufpuffer bestand aus 50 mmol/L Tris, 200 mindklycin und 0,1 % (w/v) SDS. Die
Trennung erfolgte bei 25 mA fiir ca. 2,5 h.

2.2.2.3Tricin-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Tricin-PAGE)

Die Tricin-PAGE nach Schagger und von Jagow eigiadt besonders gut fir die Auftrennung
von Proteinen mit einer Molekularmasse von 1-10@ KEB]. Die Methode unterscheidet sich
von der nach Laemmli dadurch, das anstelle voniG[yacin eingesetzt sowie der pH-Wert des
Gels verringert wird. Die Besonderheit beim Einsabn Tricin gegentber Glycin liegt darin,
dass sich die Laufgeschwindigkeiten von Tricin z&m dProteinen sich geringer unterscheiden.
Die Proteine werden dadurch zwar weniger starkrgesat, konnen aber dafir in einem grof3er
porigen Gel getrennt werden. Kleinere Proteine,imlider Nahe des SDS laufen, geben deshalb
scharfere Banden, da sie friher vom SDS getrenrteme

2.2.2.4Zwei-dimensionale Gelelektrophorese (2D-PAGE)

Die zwei-dimensionale Polyarcylamid-Gelelektroplsaere eignet sich fur die Trennung
komplexer Proteingemische und kombiniert zwei uidaigige Trennverfahren. Im ersten Schritt
werden die Proteine isoelektrisch fokussiert. DigeBladung des Proteins in Abhangigkeit zum
pH-Wert des umgebenden Mediums ist die bestimmdfigenschaft. Im elektrischen Feld
wandert ein Protein in einem mit pH-Gradienten bstellten Gel bis zu einem gewissen Punkt
und verliert dort seine Nettoladung. An diesem, dmwmelektrischen Punkt (pl), ist die
elektrophoretische Beweglichkeit aufgehoben, uredRfioteine mit dem gleichen pl werden an
dieser Stelle fokussiert. Im zweiten Schritt deeAlnung lassen sich die so fokussierten Proteine
in einer SDS-PAGE nach ihrem Molekulargewicht sepan. Eine solche hochauflosende
Methode wurde von Klose sowie von O"Farrell entwltk44,45]. Bei der Auftrennung von
Proteingemischen mittels 2D-PAGE ist es mdglicle, @emische so hoch aufzulésen, dass auf
einem Gel bis zu 10000 Proteine aufgetrennt wekademen [46]. Ein weiterer Vorteil der 2D-
PAGE ist die Flexibilitat. Entsprechend der Prolemekteristik kann der pH-Gradient in der
ersten Dimension sowie die Quervernetzung in desitew Dimension angepasst werden. Diese
Methode findet neben der Proteomanalyse (Protegraiesh in der klinischen Diagnostik breite
Anwendung [47,48].
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2.2.2.5Zwei-dimensionale Gelelektrophorese (NEPHGE)

Bei der Kombination von isoelektrischer Fokussigrum der ersten Dimension und der SDS-
PAGE in der zweiten Dimension werden Proteine nmiem® pH-Wert von 4-7 aufgeldst.
Allerdings werden basische Proteine in einem IEBSYstem, in dem Tragerampholyte
verwendet wurden, nicht gut getrennt, da sie imgéitheinen nur schlecht in das IEF-Gel
einwandern [49]. Auch wenn mehr basische Amphofytgesetzt werden, ist die Ausdehnung
des pH-Gradienten im basischen Bereich nur genvegl auf Grund der Kathodendrift der
tatsachliche Gradient pH 7,5 nicht wesentlich Udeggt Durch die Anwendung der non
equilibrium pH gradient electrophoresis (NEPHGEE won O’Farrell beschrieben, kann dieses
Problem in der ersten Dimension umgangen werdeh [ Unterschied zur IEF besteht darin,
dass die Proben bei der NEPHGE auf der sauren 8SegeGels aufgetragen werden. Des
Weiteren wird im Gegensatz zur IEF die Fokussiesarg verringert, so dass der pH-Gradient
nicht vollstandig erreicht wird. Dadurch werden &imteine zwar nicht vollkommen an ihrem
isoelektrischen Punkt fokussiert, dennoch werdenesitsprechend ihrer Landungsunterschiede
getrennt.

2.2.2.6Doppelte SDS-PAGE (dSDS-PAGE)

Die 2D-PAGE (IEF/SDS-PAGE) stellt in der Proteinthemie die Standardmethode zur
hochauflosenden Trennung von Proteinen dar. Hietmmn die Probenvorbereitung in

Harnstoff-Puffern bei einigen Proteinen Problemereiben: so sind einige Spezies der
chaotropen Solubilisierung unter diesen Bedingungeht bzw. nur schwer zuganglich. In

diesem Fall lassen sich Proben alternativ in dppditen SDS-PAGE (dSDS-PAGE) auftrennen
[51]. Zwei einander nachgeschaltete Gele versched¥ernetzungsgerade nach Lammli oder
Schagger und von Jagow dienen als erste- bzw. e\ D@mension. Im Gegensatz zur 2D-PAGE,
bei der die Proteine nach isoelektrischem Punkt andchlieend nach Molekulargewicht

getrennt werden, macht man sich in der dSDS-Pagéigdrophobizitat der unterschiedlichen

Spezies zu Nutze. Hydrophobe Proteine binden wmib&alaRig groflere Mengen an

Natriumdodecaylsulfat (SDS) und erfahren eine eatdpend hdhere negative Ladung. In Gelen
mit niedrigerem Acrylamidgehalt fuhrt dies zu einelativen Mobilitatserh6hung. Bei groRerem
Vernetzungsgrad tUberwiegt hingegen der Molsiebeflekl die Proteine werden entsprechend
ihres Molekulargewichtes aufgetrennt. Dient bei d8DS-PAGE ein hochvernetztes Gel als
erste und ein niedrigvernetztes Gel als zweite Do, so bilden hydrophobe Proteine Spots,
welche Uber einer sich bildenen Protein-Diagon&i&alisiert sind.

2.2.2.7Coomassiefarbung von Polyacrylamid-Gelen

Nach der Elektrophorese werden die im Gel getrenieoteine mit Hilfe des Farbstoffs
Coomassie-Brilliant-Blue G-250 sichtbar gemachti @éieser Farbe-Methode liegt das gleiche
Prinzip zu Grunde wie bei der Proteinbestimmunghrdiadford. Die Proteine werden vor und
wahrend des Farbens (30 % (v/v) Ethanol, 10 % (#&s3¥igsaure, 0,2 % (w/v) Coomassie-
Brilliant-Blue G-250) denaturiert und ausgefallbduwerden somit im Gel fixiert. Zum Fixieren
werden Ethanol/Essigsaure/Wassermischungen verive3®% (v/v) Ethanol, 10 % (v/v)

Essigsaure). Uberall dort, wo Proteine im Gel vodem sind, entstehen blaue, definierte
Banden, die je nach Proteinkonzentration unterdtible stark eingefarbt sind. Mit dieser
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Methode lassen sich noch bis zu 100 ng Proteinnerande, bzw. ca. 50 ng pro Spot einer
2D-PAGE, nachweisen [52].

2.2.2.8Silberfarbung von Polyacrylamid-Gelen

Die Visualisierung der Proteine erfolgte bei ddb&ifarbung nach einer modifizierten Methode
nach Blumet al. [53]. Die Farbung beruht auf der Bildung von Komplexer &ilberionen mit
Glutamin-, Asparagin- und Cysteinseitenketten volypeptiden. In Gegenwart von alkalischem
Formaldehyd werden die Silberionen zu elementargberSeduziert. Im Gel entstehen je nach
Proteinmenge hell- bis dunkelbraune Spots. Das &lolehyd vernetzt allerdings die Proteine im
Gel Uber Methylenbricken und verhindert die Elutaer beim In-Gel-Verdau entstehenden
Peptide, so dass eine eingeschrankte massenspekismme Identifizierung moglich ist. Aus
diesem Grund wurde abweichend vom Originalprotokahiger Formaldehyd eingesetzt. Im
Vergleich zur Coomassiefarbung ist die Silberfahuveitaus sensitiver, so dass noch bis zu
10 ng Protein pro Bande oder 1 ng pro Spot eineP2GE nachgewiesen werden kdnnen. In
Tabelle 4 sind die fur die Silberfarbung verwenddiésungen wiedergegeben.

Fixierldsung 30 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsd)
Reduktionslésung 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat
Farbelbsung 0,2 % (w/v) Silbernitrat
Entwicklerldsung 3 % (w/v) Natriumcarbonat, 0,05 %)
Formaldehyd, 0,0004 %(w/v) Natriumthiosulfat

Tab. 4 Zusammensetzung fur die Silberfarbung verwendésaihgen

2.2.2.9Western Blot

Als Western Blot wird der Transfer von Proteiners &elen einer SDS-PAGE oder 2D-PAGE
im elektrischen Feld auf eine Nitrocellulose- od®&DF-Membran (Polyvinylidendifluorid)
bezeichnet [54]. Der Transfer erfolgt senkrecht zZ@el, wobei die Proteine Richtung Anode
wandern und auf Grund von hydrophoben Wechselwgkarauf der Oberflache der Membran
gebunden werden. Das Gel und die Membran werdeschen zwei mit Puffer getréankten
Filterpapieren gelegt, so dass eine Art Sandwidkteint. Diese spezielle Methode wird auch als
Semi-Dry Blotting bezeichnet [55]. Die Proteine csirauf diese Weise imunochemisch
detektierbar, sind massenspektrometrisch zugangiich kénnen eingefarbt oder sequenziert
werden. Verwendet wurde eine Apperatur der Firnaadi (Minchen, Deutschland).

Filterpapier mit
]
Anodenpuifer —{  Membran |
Filterpapier mit | ————— cel
Kathodenpuffer

J

Kathode
Abb. 2 Anordnung der einzelnen Komponenten beim Semifojting

Das Filterpapier sowie die Membran wurden fur ¢anfin in Blotpuffer inkubiert (50 mmol/L
Tris, 200 mmol/L Glycin und 20 % (V/V) Methanol).aldh dem Blotten wurde die Membran in
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PBS-Puffer, Phosphat gepufferte Salzlosung, (20 idhnidatriumphosphat, 150 mmol/L NacCl,
pH 7,4) gewaschen und in 10 % (w/v) TrockenmilclPBS-Puffer tber Nacht inkubiert, um die
Membran zu maskieren, damit der primére Antikorpehnt an ihr bindet.

2.2.2.10 Immunochemische Detektion

Bei diesem Verfahren werden die durch Blotten ané éNitrocellulosemembran Ubertragenen
Proteine mit einem spezifischen priméren Antikérpeubiert. Ein zweiter Antikorper wirkt
gegen den primaren Antikérper. Dieser sekundareikérger ist ein speziesspezifischer
Antikodrper, der zur Detektierung mit einem Fluoroptoder mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt ist. Die Detektion erfolge deitn Odyssey Infrared Imaging System der
Firma LI-COR (Lincoln, USA). Durch einen Laser wider Fluorophor angeregt. Nach dem
Verweilen im angeregten Zustand kann die Anregumgigge sowohl als Fluoreszenz als auch in
einem nicht strahlenden Prozess (z.B. Schwingulayson) abgegeben werden, woraufhin
anschliel3end der Fluorophor in seinen Grundzustarictkkehrt.

2.2.2.11 Autoradiographie

Auf eine ,Imaging-Plate* (IP) wird ein SDS-Gel, n@itner zuvor °Se markierten Probe, gelegt.
Diese flexible Platte ist ca. 0,3-0,5 mm dick uresteht aus einer Grundschicht aus Polyester,
einer Phosphor- und einer Schutzschicht. Der Hailter IP ist die Phosphorschicht, die aus
photo-stimulierbarem Phosphor besteht. Wenn marRliedioaktiver oder Rontgenstrahlung
aussetzt, so wird die Energie dieser StrahlungemRthosphorschicht gespeichert. Erst durch die
Bestrahlung mit Licht wird die gespeicherte EnergieForm von Licht emittiert. Dieses
Phanomen wird auch als ,photo-stimulated luminesetbezeichnet [56]. Eine bessere Image-
Qualitat sowie eine hdhere Sensitivitat bietet \dagiante der Computerradiographie (CR). Bei
dieser Variante werden anstelle des Phosphors kdeime Kristalle aus Bariumfluorobromid,
welche mit Europium dotiert sind verwendet (BaFBFTE [57]. Das Auslesen der IP erfolgt mit
einem He-Ne-Laser. Dieses Material emittiert Liohit einer maximalen Intensitat bei einer
Wellenlange von 390nm. Verwendet wurde ein Phodptager Bas1000 der Firma Fuji. Das
Loschen dieser IP erfolgt durch Bestrahlung mitLic
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2.2.2.12 Zellvitalitatstest

Die Reduktion von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2¢iphenyltetrazoliumbromid (MTT) ist eine
der meist verwendete Methoden fur die Bestimmung Lalwachstums. Diese Reduktion, so
wird angenommen, findet nur in aktiven Mitochondrlebender Zellen statt [58]. Die Hohe des
Umsatzes von MTT zu schwer l6slichem violettem Faram ist als Indikator fur die Zellvitalitat
zu erachten. Ungefahr 1000 Zellen wurden jeweils 30ipul Zellkulturmedium in eine der 96
Kammern (Well Plate) fur den Zellvitalitatstest getragen. 10 pl einer 5 mg/ml MTT-L6sung
wurden hinzu gegeben und die Zellen damit fur 4h3¥°C inkubiert. Nach der Inkubation
wurde das Medium sehr vorsichtig entfernt, so dagglichst keine Zellen mit entfernt wurden.
In 100 pl HCI-saurem Isopropanol wurden die Zebergelost und die Absorption bei 570 nm
mittels Photometer Opsys MR der Firma DYNEX Techgas (Berlin, Deutschland) bestimmt.

2.2.2.13 MALDI-MS

Die matrix-assisted laser desorption ionization assnspectrometry (MALDI) ist eine gut
geeignete Methode flr die Analyse von Makromolekiif&ie erweist sich seit ihrer Entwicklung
in den 1980er Jahren als besonders effektiv fliMiiesenspektrometrie von Proteinen [59]. Die
zu untersuchenden Proteine wurden aus dem Gelstasgen und mit 100 mM DTT reduziert.
Die Dehydratisierung erfolgte mit 50 % sowie 80 %e#onitril (v/v). Der tryptische Verdau
geschah im Gel mit 50ng Tyrpsin in einem Puffer 25siM Ammoniumbicarbonat (pH 8) bei
37°C. Die Peptidextraktion erfolgte dann mit 0,2T%fluoressigsaure (v/v), 20 % sowie 50 %
Acetonitril  (v/v). Nach Lyophilisierung wurde die iMur in 0,2% Trifluoressigsaure
aufgenommen, entsalzt und zusammenaxtyano-4-hydroxyzimtsaure auf einen Target Chip
gegeben und dort getrocknet. Die Peptide wurdemmaogen mit der Matrix aus Methanol
auskristallisiert. Die Matrix wurde so gewahlt, dase die Energie des Lasers stark absorbiert.
Mit kurzen, hochenergetischen Laserpulsen erfagdiesem Verfahren die Anregung, die nach
Relaxation im Kristallgitter zu explosionsartigemil€henablésungen an der Oberflache des
Kristalls fihrt. Gemeinsam mit der Matrix werderbdadie eingeschlossenen Analytmolekiile
mit in das Vakuum des Massenspektrometers Uberfitgit so der massenspektrometrischen
Analyse zugéanglich. Durch den tryptischen Verdaud udas daraus resultierenden
Spaltungsmuster kénnen die Proteine mit Hilfe degtischen Fingerprints und einer
Peptiddatenbank identifiziert werden. Die Analysenrden von der Firma Wita (Teltow,
Deutschland) ausgefuhrt. Dort wurde ein Bruker &eflll MALDI Massenspektrometer
verwendet.

2.2.2.14 LC/ESI-MS/MS

Elektrosprayionisation (ESI) ist eine Technik zurzétigung von lonen, die in der
Massenspektrometrie (LC/MS) verwendet wird. Als Kilespray wird ein Verfahren zur
Zerstaubung von Flussigkeiten mit Hilfe eines eiskhen Feldes bezeichnet. Das resultierende
Spray enthélt feine, geladene Tropfen mit einenmstbn Grol3enverteilung. Die Erzeugung der
lonen findet unter Atmospharendruck statt und ist leevorzugtes lonisationverfahren zur
Analyse von Biomolekilen bzw. zur Sequenzierung Rooteinen, da es sehr schonend fur das
Analytmolekil ist und kaum zu Fragmentationen fildte Analytldsung wird durch eine
Metallkapillare geleitet, an deren Spitze eine $pag angelegt ist. Durch die Spannung kommt
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es zur Bildung eines elektrischen Feldes zwisclegrKapillare und einer Gegenelektrode. Das
elektrische Feld durchdringt die Analytlbsung umd ihr befindliche lonen bewegen sich
elektrophoretisch auf die Gegenelektrode zu. Débldet sich an der Spitze der Kapillare ein
Uberschuss gleichartig geladener lonen, die sigemgeitig abstoRen und als feines Aerosol aus
der Kapillare austreten. Die Art der Spannung,atieder Kapillare angelegt wird, bestimmt die
Ladung der lonen, die erzeugt werden. Des Weiteverden bei dieser lonisationsmethode
haufig mehrfach geladene Molekilionen erzeugt, zliem Einen die Messung sehr grol3er
Molekule, wie z.B. ganzer Proteine, zum Anderen Diigchfiihrung von MS/MS-Messungen,
z.B. fUr die Sequenzierung von Peptiden, erméglitie Kopplung an ein LC-System (liquid
chromatography), meistens RP-HPLC (reversed phagestattet die Analyse komplexerer
Proben, da durch die LC eine Auftrennung der Aralyerfolgt [60]. Die von der Kapillarsaule
eluierten Peptide kbnnen durch das Massenspekteorigtdie CID-Analyse (collision-induced-
dissociation) ausgewahlt und deren Aminoséureseqaiegeleitet werden.

Die zu untersuchenden Proteine wurden aus dem @geatochen und mit 10 mM DTT
reduziert. Reduzierte Cysteine lie3en sich durdhaBdlung mit lodacetamid alkylieren. Der In-
Gel-Verdau geschah Tyrpsin in einem Ammoniumbicadbd’uffer (pH 8) bei 37°C. Die
Peptidextraktion erfolgte mit Trifluoressigsaurewsm Acetonitril. Die extrahierten Proteine
wurden mittels PepCle&d C-18 Spin Columns laut Protokoll des Herstellerfgareinigt.

2.2.3 Analytische Methoden

2.2.3.1lInstrumentelle Neutronen Aktivierungsanalyse (INAA)

Die INAA ist eine zerstorungsfreie Multielementayssmethode. Im Gegensatz dazu ist bei
optischen Elementanalysen wie der Atom-Absorbti®psktrometrie und der Plasma-
Emissions-Spektrometrie die Zerstorung der chereisdferbindung, in der der Analyt vorliegt,
erforderlich. Bei der Probenvorbereitung wird di@ zintersuchende Probe getrocknet,
homogenisiert und in hochreine Quarzampullen UGberfiNach Lyophilisierung und Wagung
wird die Ampulle zugeschmolzen. Die Bestrahlung Beobe mit Neutronen erfolgt in einer
kernnahen Position (DBVR) oder direkt im Kern (DBYKes Kernreaktors BER Il des
Helmholtz Zentrum Berlin flr eine bestimmte ZeiteiBler DBVR (Drehbare-Bestrahlungs-
Vorrichtung-am-Reflektor) werden Neutronenflusstichvon ca. 6,510 cmi®s™* thermischer
Neutronen erreicht. Mit der DBVK (Drehbare-Bestraigs-Vorrichtung-im-Kern) wird eine
Flussdichte thermischer Neutronen von -11P* cm?s! erzielt. Entsprechend ihres
Wirkungsquerschnittes fangen die Atome unterscluleei Elemente der Probe Neutronen ein.
Die so erzeugten instabilen Kerne kénnen unter &omsvony-Quanten mit nuklidspezifischen
Energien zerfallen, welche qualitativ auf die Eletzesammensetzung der Probe schliel3en
lassen. Vor der Detektion des Gammaspektrums migieles hochreinen Germanium-Detektors
werden die Ampullen von mdglichen Verunreinigungeam der AufRenwand mit Flusssaure,
Ethanol, Aceton und bidestilliertem Wasser gewaschin eine quantitative Aussage Uber die
Elementgehalte treffen zu konnen, werden mit deobé&r zeitgleich Elementstandards
bekannter Konzentration (Mulielementstandard, Me&rmstadt, Germany) mitbestrahlt, und
die Elementkonzentration durch den Vergleich ddri&éen ermittelt [61].
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Die Aktivitat eines neu gebildeten Isotops durchn deeutroneneinfang kann mittels der
Aktivierungsgleichung berechnet werden:

A=n[N, @ [1-e™)&"

A = Aktivitat [Bq]

n = Menge des Ausgangsisotops [mol]

Na = Avogadrokonstante

® = Neutronenflussdichte [cfrs™]

o = Wirkungsquerschnitt des Ausgangsisotop$[cm
f = Isotopenhaufigkeit

A = Zerfallskonstante des entstandenen Isotofs [s
ta = Bestrahlungszeit [s]

te = Wartezeit nach der Bestrahlung [s]

Durch die gleichzeitige Verwendung von Referenzmmtevie z.B. Bovine Liver (NIST,
Gaithersburg, USA) lassen sich die Ergebnisse dstr8hlung (Analyse) evaluieren.

Fur die Konzentrationsbestimmung von Mangan wurgke die Bestrahlungsposition in der
DBVR gewahlt, wahrend fur die Bestimmung der EletaeKobalt, Chrom, Casium, Eisen,
Rubidium, Selen und Zink die DBVK bevorzugt wurdla der Tabelle 5 sind einige
Eigenschaften der Radionuklide wieder gegebenbdieder Bestimmung der Gehalte mittels
INAA zum Einsatz kamen.

Radionuklid Halbwertszeit | y-Energie [keV]
>°Mn 2,58 h 847; 1811
®co 5,27 a 1173; 1332
*Icy 27,70d 320
134cs 2,06 a 796
*Fe 44,50 d 1099; 1292
8RDb 18,70 d 1077
se 120,64 d 136; 265
®Zn 244,30 d 1115

Tab. 5 Halbwertszeiten und zur Auswertung verwendete @eaer der y-Quanten einiger
Radionuklide

2.2.3.2Induktiv gekoppelte Plasmamassenspektrometrie (ICRS)

Die ICP-Massenspektrometrie ist eine sehr nachteelss Multielementmethode. Prinzipiell
besteht ein ICP-Massenspektrometer aus finf Kompgenedem Probenzufihrungssystem, der
Anregungseinheit (Plasmafackel), dem Massenseparattem Detektor und der
Datenverarbeitung. Der Probeneintrag in das Plasmfioégt als Aerosol. Das Aerosol wurde in
dieser Arbeit durch pneumatische Zerstdubung mitteines konzentrischen Meinhard-
Zerstaubers bzw. cross-flow-Zerstaubers erzeugt. Naehteil dieser Zerstauber liegt in ihrer
geringen Aerosolausbeute [62,63]. Um ein homogekm®sol in das Plasma zu Uberfihren
wurde dieses in einer temperierten Zerstauberkani8eatt-Kammer) von grol3eren Tropfchen
getrennt. Gelangt die Probe in das Plasma, so wied dort getrocknet, atomisiert und
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Uberwiegend einfach positiv ionisiert [64]. Die isation findet im heil3esten Teil des Plasmas
bei Normaldruck statt. Dort herrschen Temperatweam bis zu 10000 K sowie eine hohe Ar
lonen- und Elektronendichte-(®"° cm?). Das Plasma wird durch einen elektrischen Furiken
einem hochfrequenten, elektromagnetischen Feld 50@-2000 W Leistung erzeugt. Als
Plasmagas wurde Argon verwendet. Die Plasmafadsieht aus drei konzentrischen Rohren,
durch die das Argongas stromt. Der aul3ere Argomsieent dazu, das Glas der Fackel zu
kuhlen. Das Argon im mittleren Rohr ist das eigeh# Plasmagas. Durch die innere Rohre
gelangt das Gas, das vom Zerstauber kommt, weldass Aerosol transportiert in die
Plasmafackel. Bevor die erzeugten lonen den Detekteichen, missen sie ein Einlasssystem
(Interface) passieren, da der Detektor sich inraitdochvakuum befindet und die lonen bei
Normaldruck gebildet werden. Das Interface wirks @tstufige Druckreduktionseinheit und
bestent aus zwei kegelférmigen Lochblenden (Sampled Skimmer). Hinter der ersten
Lochblende (Sampler) wird ein Vorvakuum mit einenruék von 210° bar erzeugt
(Extraktionsstufe). Das Analysenvakuum befindeh siach dem Skimmer bei einem Druck von
810° bar. In der lonenoptik werden die aus dem Interfacistretenden lonen mit Hilfe
elektrostatischer Linsen gebiindelt. Die Optimierdag Flugbahn innerhalb der lonenoptik kann
nur fir ein Isotop (Masse zu Ladungsverhaltnisplgen, wahrend fur alle anderen lonen nur
unter Kompromissbedingungen eine Flugbahn eindestelden kann. Dieser Effekt wird als
Massendiskriminierung bezeichnet und hat zur Fobtigess trotz gleicher Konzentration fur
unterschiedliche Massen unterschiedliche Intersitérhalten werden. Nach dem Passieren der
lonenoptik werden die lonen im Massenfilter (QuaditiTyp) nach ihrem Masse-zu-
Ladungsverhaltnis (m/Z) getrennt und im Detektajistiert. Der Massenfilter besteht aus vier
gleich langen, parallel ausgerichteten Staben.eMreils gegenuber liegende Stabe wird jeweils
gleich entweder ein positives oder negatives D@mmal angelegt. Dieses Gleichspannungsfeld
Uberlagert ein oszillierendes Feld im Radiofreqbengich. Die lonen gelangen in dieses Feld
und beginnen planar um die Achse des Quadrupolsszillieren. Durch Variation der Felder
kann ein bestimmter Bereich gescannt werden. lamah Molekile mit dem gleichen m/z-
Verhaltnis kdnnen nicht unterschieden werden. Dbskammt es in Quadrupol-Spektrometern
haufig zu Isobaren- und Molekdlinterferenzen (sp@&tinterferenzen).

lon rmit instabiler

Flugbahn UM

Detektaor

lon mit stahiler
Flugbahn

lonen- ="

strahl

Abb. 3 Darstellung eines Quadrupols

Nicht spektrale Interferenzen haben ihre Ursach¥aranderungen in der Probenzufuhr, den
lonisierungesbedingungen, Verstopfungserscheinumgemterface oder Verschmutzungen in
der lonenoptik [65]. Diese Effekte kbnnen durch Werwendung interner Standards zum Tell
kompensiert werden [66]. Fur die Konzentrationshesungen wurde eine Elan 6000
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quadrupol-ICP-MS der Firma Perkin Elmer SCIEX (Raalglgesheim, Deutschland)
verwendet. In Tabelle 6 sind die bei den untersrchProben moglicherweise auftretenden
Interferenzen aufgefihrt.

Element m/Z Haufigkeit [%] Interferenz
Ti 48,94787 5,50 BMo*, 3510, #p0
>ly 50,94396 99,75 1o, HB*Ar, **CPK, N ClI
Cr 51,94051 83,79 2c®Ar, **0*°Ar, *c*ca
>Mn 54,93805 100,00 Hoca, 1°c¥K, C*Ar
>Fe 56,93540 2,20 Higp™, HMed, oMK, **o'H* Ar
>Co 58,93320 100,00 8 Bcd®0, “Na*Ar, POtH* Ar
*ONi 59,93079 26,10 *0*Cca,’%sn™, “Mg>Ar, “’Ne™Ar
%4Zn 63,92915 48,60 ®Ni, 1°0™Ti, “*Mg™Ar, *Cd°0, “°Si*°Ar
®Cu 64,92779 30,83 0™Ti, “Mg*°Ar, “Ba™
As 74,92160 100,00 >9C0™0, *CI*™°Ar, **K*Ar
825e 81,91671 9,20 82Kr, 1°0%%zn, *Cd™Ar
Rb 84,91180 72,17 “sdAr, ©°Ga*o
®Mo 97,90541 24,13 ®Ru,>Fe™Ar, *®Ni*Ar, ¥Kr*0, ¥°sd®0
Hacd 111,90276 24,13 PMo™0, “Ge™Ar, 1'%Sn
13%Cs 132,90543 100,00 | *'sn0, ®*Mo*®Ar, *"Mo>*Ar
0% 207,97664 52,40 192p¢%0, %050

Tab. 6 Wichtige Interferenzen der zu bestimmenden Element

Die bei den Messungen verwendeten Gerateparaniedenslabelle 7 wiedergegeben.

System ELAN 6000 (Perkin Elmer)

Zerstauber Mikrokonzentrischer PFA-Zerstauber
Gas-flow: 0,88 min™ Ar

Autosampler AS-90

Sprihkammer Scott-Sprihkammer (quartz)

Interner Standard Ir, Y, Ge, Rh (10 pg/l)

Sweeps/reeding 10

Readings/replicate 1

Replicates 5

Mode Peak hopping

Tab. 7: ICP-MS, Systemparameter

2.2.3.3Graphitrohr-Atom-Absorptionsspektrometrie (GF-AAS)

Zu den optischen Elementanalysen gehort die AtorseAliionsspektrometrie (AAS).
Grundlage der AAS ist die Fahigkeit von Atomen, @rundzustand elektromagnetische
Strahlung ganz bestimmter Wellenlange zu absonbienel dadurch in einen angeregten Zustand
Uberzugehen. Der von mir verwendete AAnalyst 600 Hema Perkin Elmer (Rodgau-
Jugesheim, Deutschland) besitzt als Atomisierungshitung ein mit pyrolytischem Graphit
beschichtetes,  querbeheiztes  Graphitronr mit  Zeddmargrundkorrektur.  Als
Strahlungsquellen dienen Hohlkathoden- (HKL) unekeddenlose Entladungslampen (EDL).
Sie enthalten die Elemente, die in der Probe bestiwerden sollen. Kirchhoff formulierte den
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Zusammenhang zwischen Emission und Absorptionnemeiallgemein gltigen Gesetz: Jeder
Stoff kann die Strahlung der Wellenldnge absorbiedke er selbst aussendet [67]. Fur die
Uberfiihrung des Analyten in den atomaren Zustand die zu untersuchenden Probe mittels
Mikropipette in das Graphitrohr geleitet. Durchlgtessche Widerstandsheizung lassen sich die
Graphitrohre auf Temperaturen von 20-3000°C auéiteizDabei wird in der Regel ein
Temperaturprogramm durchlaufen, welches im erstdmitsdie Trocknung der Probe beinhaltet
(130°C). Im zweiten Schritt wird die Probe pyrobrsj um organische Komponenten oder leicht
flichtige Elemente zu entfernen (ca. 400-1500°@, wiahrend des dritten und eigentlichen
Atomisierungsschritts (2000-2500°C) zu erhéhterningpezifischen spektralen Interferenzen,
der Untergrundabsorption, fihren. Der Ausheizstitiént der Entfernung schwerflichtiger
Begleitsubstanzen. Die Matrixabtrennung ist einer @riinde, weshalb die Graphitrohr-AAS
um bis zu 1000-fach empfindlicher gegeniiber demhkian-AAS ist. Die Verwendung von
Modifiern, im Fall von Selen und weiteren 20 EleteenPd(NQ), - Mg(NOy),, fuhrt in den
meisten Fallen zu einer hoheren thermischen St#bildes Analyten, so dass die
Pyrolysetemperatur erhéht werden kann und dadurchireer besseren Matrixabtrennung ohne
Analytverlust fuhrt [68]. Im Idealfall wird die tmenische Stabilitdt der Matrix gleichzeitig
erniedrigt. Ein Inertgas (Argon) ist fur die GF-AAferlasslich, da es zum einen das Rohr von
aul3en als Schutzgas vor verstarktem Abbrannt beerhoremperaturen bewahrt, und zum
anderen das Innere des Rohres durchspiilt und dmeemé der Trocknung oder Pyrolyse
entstehenden gasformigen Nebenprodukte entfernkeiem zeigen viele Analytatome eine
hohe Affinitdt gegeniber Sauerstoff und wirden mém Sauerstoff Oxide bilden. Im
Atomisierungsschritt wird der Gasfluss gestoppt, anmht die sich bildende Atomwolke
herauszuspulen. Eine Madglichkeit, die Untergrundgitson zu kompensieren, bietet der
Zeeman-Effekts erreicht werden. Die Energieniveaars Atomen in einem Magnetfeld werden
in 7- und o-Komponenten aufgespalten. Im ,normalen” Zeemarl&fhat dier-Komponente
dieselbe Wellenlange wie die urspriingliche Absorgiinie und ist linear parallel zum
Magnetfeld polarisiert. Dies-Komponenten hingegen sind im Vergleich zttKomponente
symmetrisch um den gleichen Betrag zu niedrigersh hoheren Wellenlange verschoben. Sie
sind zirkular und senkrecht zum Magnetfeld polarigi69].

r-Komponente

o—Komponente [ gr-Komponente
I I
vy Vi Va
Ursprungliche

Resonanzwellenlange

Abb. 4 Aufspaltung der Spektrallinie bei ,normalem* Zeewtaffekt

Der ,anomale” Zeeman-Effekt ist weitaus haufiges der ,normale”. Der ,annormale” wird
noch unterschieden nach der Zahl veiKomponenten: Bei ungerader Anzahl bleibt die
ursprungliche Wellenlange in einer Komponente ¢emal bei gerader Anzahl vom-
Komponentenverschwindet die urspringliche Wellegdénaus dem Spektrum. Die
Signalkorrektur resultiert aus der Detektion der s&etabsorption, von der die
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Untergrundabsorption subtrahiert wird. Die Schwathdes eingestrahlten Lichts héngt von der
Konzentration des Analyten ab und folgt, fur morochatische Strahlung und grof3en
Verdinnungen, dem Lambert-Beer’schen Gesetz.

E Extinktion
: I, Intensitit der ungeschwichten Strahlung
E=loglo=ceCed e O oo o :
. I, Intensitit der transmittierten Strahlung
C Konzentration des absorbierenden Stoffs [pg/L]

d Linge der Absorptionsstrecke [m]

€ dekadischer Extinktionskoeffizient [L m” ug"]

2.2.3.4Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit Kopplung an die ICP-
MS (HPLC-ICP-MS)

Bei der HPLC (high performance liquit chromatogrgphhandelt es sich um ein
chromatographisches Trennverfahren, bei dem dieuatersuchende Substanz Uber eine
Trennsaule geleitet wird. Die in der Séaule entim@t8ubstanz wird als stationére und der Eluent
als mobile Phase bezeichnet. Fur die Trennung wvaneiden in Zytosolen der von mir
untersuchten Geweben verwendete ich die GrolRerfdusschromatographie (size exclusion
chromatography, SEC). Als eine der mit am haufysimgesetzten Methoden ist sie eine sehr
schonende Variante der Saulenchromatographie éifdinnung von gelésten Makromolekulen.
Es treten nur sehr geringe Wechselwirkungen deseroaterials mit der stationaren Phase oder
der mobilen Phase, dem Elutionsmittel, auf. Einedderierung der Tertiar- oder Quartarstruktur
von Proteinen sowie ein Verlust von Metallkomplexeerden dadurch minimiert oder treten im
Idealfall gar nicht erst auf. Das Saulenmateriah. dlie stationare Phase, besteht aus einem
kleinkdrnigen, pordsen Gel (Verbindung aus quermstter Agarose und Dextran) mit einer
definierten PorengroRenverteilung. Der Trennefféleruht dabei auf einem umgekehrten
Siebeffekt und die Retentionszeit ist logarithmigoioportional zur Molekuilgro3e. Grol3e
Molektle, die nicht in die Poren eindringen konmegrd somit nicht permeieren, eluieren im so
genannten Ausschlusspeak. Im Gegensatz zu derekle@rdenden Probenmolekilen werden
sie durch das Zwischenkornvolumen gespdlt. Dienklen Molekile kdénnen, abhéngig von
ihrer Grol3e, in die Poren eindringen. Die Kleinstem ihnen konnen letztlich auch in die
kleinsten Poren eindringen und werden mit dem Patioespeak (bzw. Salzpeak) ausgespdlt.
50mmol Tris(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris-Puffevurde als Eluens verwendet und ist
somit der gleiche Puffer, wie er zur Zytosolgewingwbenutzt wurde. Der pH 7,4 entspricht
dem physiologischen pH-Wert und so kann angenommemden, dass unter diesen
Bedingungen am wenigsten Abweichungen vom nativestahid der Proteine, besonders im
Hinblick auf die Metallbeladung, auftreten. In dBroteinbiochemie ist dieser Puffer ein
gebrauchlicher Puffer fir den pH-Bereich von 73-§/0]. Er sorgt ausschliel3lich fir den
Transport der Probenbestandteile durch die Saulet &hem geeigneten Satz von
Kalibriersubstanzen (Molmassenmarkern) lassen <$&C-Saulen kalibrieren. Unter der
Annahme einer nahezu kugelférmigen Molekulgestaltis Wechselwirkungsfreiheit besteht
ein linearer Zusammenhang zwischen dem dekadidobgarithmus der Molekilmasse und der
Elutionszeit. Mit dieser Kalibrierung ist es moglicdie Molmasse einer unbekannten
Komponente abzuschatzen [71,72]. Der Nachteil deECSist das begrenzte
Auflésungsvermogen, da mehrere Substanzen ahnlibhaekilgréie oder Molekilform
nahezu gleichzeitig und damit nicht aufgetrenntee&n konnen. Durch die Kopplung der SEC
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an die ICP-MS lassen sich unterschiedliche abechgleitig eluierende Metalloproteine mit
verschiedenen Metallen erfassen und in den jevesiliglementprofilen betrachten. Verwendet
wurde ein HPLC-System HP 1100 der Firma Hewlett kRat’Agilent Technologies
(Waldbronn, Deutschland). Es umfasst einen Degas#ne quartandre Pumpe, ein
termostatisierbares automatisches Probenaufgabesygtutosampler) einen UV-Detektor fir
die gleichzeitige Aufnahme von bis zu vier versdeigen Wellenlangen. Die Férderung des
internen Standards erfolgte Uber eine weitere D@pfimenpumpe, HPLC-Pump 2248, der
Firma Pharmacia. Die UV-Detektion geschah auf deell&lange 280nm und 254nm. Bei
280nm liegt das Absorptionsmaximum fur Proteineanitmatischen Aminosauren (Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin) [73]. Cysteine in deruadrten Form koordinieren Metallionen tber
ihre SH-Gruppen [74]. Diese Metall-Thiolat-Bindumgeveisen UV-Absorptionen im Bereich
von 250nm auf. Aufgrund der starken Eigenabsorptiodes mit HN@ eingestellten Tris-
Puffers wurde auf die Messung bei 204nm verziclaiet,im Absorptionsbereich (200-220nm)
der Peptidbindungen von Proteinen liegt. Die Elehetektion erfolgte durch eine Agilent
7500C ICP-MS der Firma Agilent Technologies (Watdbr, Deutschland). Die System-
Parameter der HPLC bzw. der ICP-MS sind in Tal&bzw. 9 wiedergegeben.

System Agilent HP 1100

Saule Superdex 75 PC 3,2 x 300 mm
Amersham-Pharmacia

Vorsaule GFC 3000 4x3 mm
(Phenomenex security guard)

Eluent 50 mmol Tt Tris-HNC’, pH: 7,4

Interner Standard Ir, Y, Rh (10 pg/l) 5épin™

Flussrate 100 prhin™ bei 10 bar

Probenvolumen 20 pul

Detektor UV 254 nm, 280 nm

Tab. 8: HPLC, Systemparameter

System Agilent 7500c
Zerstauber Mikrokonzentrischer PFA-Zerstauber
Carrier-Gas: 0,82thin™ Ar
Make-up-Gas 0,27rhin™ Ar
Sprihkammer Scott-Spriihkammer (quartz)
RF-Power 1300 W

Tab. 9: ICP-MS, Systemparameter

2.2.3.5Laserablation mit Kopplung an die ICP-MS (LA-ICP-MS)

Fur die Analyse der Dotblots von Homogenaten unbzellularen Fraktionen von Zunge,

Magen, Duodenum, Dinndarm und Dickdarm wurde deetablation-Massenspektrometrie mit
induktiv gekoppeltem Plasma eingesetzt. Diesemytisehen Verfahren liegt die Fahigkeit des
fokussierten Laserstrahls zugrunde, die Analysdsmprdokal abzutragen. Nach dem
laserinduzierten Abtrag im Strom eines inerten Gqge, He) entsteht eine Plasmawolke, die
durch die Abklhlung in ein Aerosol Uberfuhrt windleiter wird das erzeugte Aerosol in die
Fackel des induktiv gekoppelten Plasmas mit denonbStdes Tragergases geleitet, wo die
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Aerosolpartikeln atomisiert und ionisiert werdene Dm Plasma erzeugten lonen werden auf
dem Massenspektrometer registriert, dabei entdprickas analytische Signal der
Analytkonzentration am Ort der Erzeugung.

Das fur die Analyse verwendete Laserablationssy&t8X213 (Cetac, Omaha, NB, USA) stellt
ein Festkorperlaser vom Nd:YAG-Typ mit der Gutedtthn (Q-Switching) und Vervielfachung
der Strahlungsfrequenz durch die Anwendung vontdiobaren optischen Medien dar. Als
aktives Medium fir die Erzeugung kohéarenter Straplwird ein Stab aus dem mit fid
dotierten Yttrium-Aluminium-Granat 3Is015 (YAG) verwendet. Die Anregung der Elektronen
im aktiven Medium erfolgt durch optisches Pumpeit iWasser umstrémte Xe-Blitzlampe). Die
am Ausgang des Resonanzraums erzeugte Laser-8galjAusgangsstrahlung) hat eine
Wellenlange von 1064 nm. Durch zwei optisch akHvistalle wird die Frequenz der Strahlung
zuerst verdoppelt (532 nm), dann vervierfacht (@69 und schliel3lich durch die Zumischung
von Ausgangsstrahlung verfiinffacht (213 nm). Kiez@rellenlangen begtinstigen die Analyse
von transparenten Objekten durch eine bessere iEkepplung in der Probe und reduzieren
ablationsbezogene Fraktionierungseffekte (Umvemeilvon Analyten wahrend der Ablation)
durch eine starkere Gewichtung nicht-thermisch@z&sse (Photoionisierung). Die maximale
Pulsenergie von ca. 10 mJ wird durch die Optikaauf4 mJ vermindert. Die Halbwertsbreite der
Pulsdauer betragt in etwa 4 ns. Die Fokussierung Haserstrahls erfolgt durch eine
Objektivlinse in der Nahe der Probenoberflache. Darchmesser des Laserstrahls lasst sich
durch eine Apparatur auf 10 um bis zu 200 um diesteNoch gréf3ere Strahldurchmesser
lassen sich beim Bedarf durch kontrollierte Entfdiarung erreichen. Die Probe kann
zusammen mit der Ablationskammer in X-, Y- und £iRung wahrend der Ablation durch
Schrittmotoren mit konstanter Geschwindigkeit betwvegrden.

Die Ablation kann als Uberwiegend thermischer Vergungsprozess angesehen werden, wobei
eine stationdre Verdampfungswelle fur relativ langeserpulse (> ps-Bereich) angenommen
wird [75]. Explosionseffekte sind, abh&ngig von deulsenergie, der Pulsdauersowie dem
Verhéltnis der Warmeleitfahigkeit und der Aufheierades Probenmaterials, zu beobachten
[76,77]. Eine explosionsartige Ablation fihrt zutding groRer Partikel, die im ICP-MS-Signal
starke Schwankungen verursachen. Die Auswahl dégefgases hat einen groRen Einfluss auf
die Partikelgré3e; denn es kihlt das durch denrLeskizierte Plasma ab. Eine langsamere
Abklhlung des Plasmas fuhrt zu einer verstarktéduBg grol3erer Partikel. Als Tragergas wird
dementsprechend Helium eingesetzt. Es hat im Melglezu Argon eine bessere
Warmeleitfahigkeit. AuBerdem kommt es bei Argoneiner intensiveren Redepositionierung
des ablatierten Probenmaterials rund um den Aliskiater.

Bei der scannenden, rdumlich aufgelosten Analyse was transiente analytische Signal in
Bezug auf die bewegliche Position des Laserstrahis Probe betrachtet [78,79]. Dabei
Uberlappen die Ablationsdurchmesser der einzelreserpulse. Die Tiefe der Ablation hangt
von der Anzahl der sich Uberlappenden Pulse abfuhd zu einem stufenférmigen Profil.
Neben der Fraktionierung sowie der matrixabhangijelationsrate ist die Signalverbreiterung
durch den Transport des laserinduzierten Aerosoie wichtigste Stérung [80,81].
Fraktionierung bedeutet dabei die Abweichung denzémtrationsverhaltnisse zwischen den
lonen der Elemente im Plasma der ICP und denersiclieaus der Zusammensetzung der Probe
ergeben. Als Ursache fiur die Abweichung werden $bwieermodynamische Gleichgewichte
und den daraus resultierenden ungleichmaligen dbtvarschiedener Elemente des
Probenmaterials wahrend der Ablation, als auchEtgenentumverteilung bei der Bildung der
Aerosolpartikel unterschiedlicher GroR3e, diskutiert
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Abb. 5 a) Die Position des Laserstrahls bewegt sich egtner Linie auf der Probenoberflache

(laterale Profilanalyse). b) Die Tiefenprofilanadyzeigt die pro Schuss entstehende Vertiefung
des Kraters.

Laserschuss 2
Laserschuss 3
Laserschuss 4

4——— Laserschuss 1

2.2.3.6Statistische Auswertung

Die ermittelten Daten der analytischen Untersuckangurden mittels t-Test (Student’s-Test)
auf Signifikanz untersucht. Aus dem Vergleich derrGf§63e mit tabellierten
Signifikanzschranken kann die Irrtumswahrscheikigh P bestimmt werden. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit reflektiert die Einstutum ein Signifikanzniveau wider. P-Werte von

< 0,05 werden als schwach signifikant, P < 0,01sarifikant und P < 0,001 als hochsignifikant
angesehen.
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3 Zielsetzung

Die Bedeutung und die Rolle von Spurenelementehluman- und tierischen Zellen ist seit
langerer Zeit ein immer wichtiger werdendes Forsgsobjekt, weil auf molekularer Ebene
Uber die Wirkung von Spurenelementen noch wenigiekist.

Ziel der geplanten Arbeiten ist, durch die Kombioatanalytischer Methoden (INAA, AAS,
ICP-MS, Ultra-Zentrifugation, = Chromatographie = und aditracertechniken)  mit
biochemischen/immunochemischen und molekularbistdgn Verfahren, die Verteilung von
Spurenelementen und Spurenelementproteinen in Geweds Gastrointestinaltraktes der Ratte
sowie in Humanzelllinien zu identifizieren, lokaéieen und zu charakterisieren.

Aufgrund bereits bekannter Hinweise bezliglich deziBhung zwischen Selen und dem
Verdauungstrakt sollen auch Untersuchungen duréhgefwerden, um die Verteilung der
exprimierten Gewebeproteine in Abhangigkeit vore8slatus zu Gberprifen

Mit Hilfe der induktiv gekoppelten Plasma-Massendpmanetrie (ICP-MS), der instrumentellen
Neutronenaktivierungsanalyse (INAA), der Laserabtat induktiv gekoppelten Plasma-
Massenspektrometrie und der Atomabsorptionsspéddpos (AAS) sollen qualitativ und
quantitativ die in einigen Gewebe des Verdauunggsakorhandenen Spurenelemente bestimmt
werden. Durch die Online-Kopplung von HPLC und IMIB- sollen erste Hinweise Uber
metallhaltige Proteine in den Zytosolen durch Aerittung der Proteine mittels
GrolRenausschlusschromatographie mit anschlieRentiealyse der Elemente in den
aufgetrennten Fraktionen erhalten werden.

Mittels elektrophoretischer Techniken, wie der SBSSE, der 2D-PAGE (isoelektrische
Fokussierung IEF/SDS-PAGE), sollen aunhvivo die mit Radiotracer markierten Proteine in
den Homogenaten einiger Gewebe aufgetrennt und Hilfe der Autoradiographie die
markierten Proteinbanden nachgewiesen werden. Mié Mon Antikérpern, gerichtet gegen
spezifische Proteine in den Homogenaten und inveeschiedenen Zellfraktionen, sollen durch
Immunotests die Seleno- und auch andere Spureneiproteine detektiert werden. Als
Vergleichsgewebe soll das Stoffwechselorgan Leleaugenommen werden.

Uberdies ist die Verteilung der exprimierten Pnaéein einigen Gewebehomogenaten unter
Bericksichtigung des Selenstatus zu untersuchesn.Uiltersuchungsmethode sollte die 2D-
Elektrophorese mit Giga-Gelen eingesetzt werden. e Didaraus resultierenden
Proteinverteilungsspektren sollen auf Unterschigdder Proteinexpression mittels speziellen
Computerprogrammen und Massenspektrometrie (MAL&}Mnalysiert werden. Im falle der
Identifizierung eines neuen, metallhaltigen Pratemden Geweben des Gastrointestinaltraktes
der Ratte, sollen Humanzelllinien durch Zusatz el@sprechenden Elemernisvitro untersucht
werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der Spurenelementverteilung

Fur die Bestimmung der Spurenelementverteilung bderen Konzentration wurden unter
anderem analytische Methoden mit biochemischenninefahren kombiniert. Dabei wurden
die subzellularen Kompartimente durch differeneiellZentrifugation in die Kern-,
Mitochondrien-, Mikrosomen- und Zytosolfraktion Kteoniert. Mit Hilfe der INAA wurden die
Spurenelementkonzentrationen in Geweben des gasstnalen Trakts der Ratte bestimmit.
AulRerdem wurden die Gehalte der Spurenelementennsdbzellularen Fraktionen ermittelt.
Die Verteilung zusatzlicher Spurenelemente in ddwesllularen Fraktionen erfolgte durch den
Einsatz der LA-ICP-MS, da mit der INAA Elemente vHepfer in biologischen Proben haufig
nur sehr schwer bestimmbar sind. Der Einsatz ddP-MS fiur die Bestimmung der
Gesamtgehalte ermoglichte die Erfassung weiterarrépglemente in der Zunge, Magen,
Duodenum, Diunndarm, Dickdarm und dem  Futter sowieer d humanen
Karzenomdickdarmzelllinie HT29. Die Gehaltsbestinmgumittels GF-AAS erfolgte zur
Validierung der Ergebnisse durch die ICP-MS flurgk@annten Gewebe, da fir einige Elemente
starke Interferenzen bei der ICP-MS auftreten.

4.1.1 Konzentrationsbestimmung mittels INAA

Die Gesamtgehalte fir die Elemente Kobalt, Chrogsi@n, Eisen, Mangan, Rubidium, Selen
und Zink wurden mit Hilfe der INAA von Zunge, Magebuodenum, Dinndarm und Dickdarm
ermittelt, um zu prifen, ob das Futter mit unteisdlichen Selenkonzentrationen, das die
Versuchstiere bekamen, Einfluss auf die Elementiotmationen hat. Eine der beiden Gruppen
von Versuchstieren bekamen Futter mit einer Selerdwtration von 3-7ug Se/kg. Die zweite
Gruppe erhielt Futter mit einer Selenkonzentratioon ca. 300ug Se/kg. Die
Konzentrationsangabe der Ergebnisse wird dabeidasfTrockengewicht der Probe bezogen.
Die Gewebe von jeweils drei Tieren mit Selenmand8e-) und Selen-adaquater (Se+)
Ernahrung sind fir die Untersuchung verwendet warddbildungen 6-13 zeigen graphisch die
in der Tabelle 10-17 ermittelten Durchschnittswerte
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Co Cr
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1.20 -
_ 0.080 1 100 -
o o
é 0.060 - é 0.80 -
~ 0.040 - = 0.60 1
0.40 -
0.020 - 0.20 1
0.000 - 0.00 -
Zu Ma Duo Du Di Zu Ma Duo Du Di
Cs Fe
0.060 - 180 -
160
0.050
140
0.040 - 120 -
T T 100 -
é 0.030 - ?
80 -
0.020 - 60 -
0.010 407
: 20
0.000 - 0 -
Zu Ma Duo DU Di Zu Ma Duo Du Di
Mn Rb
3.50 - 9.00 -
3.00 - 8.00
550 7.00 -
: 6.00 -
T 2.00 - T 5.00
é 1.50 - é 4.00 +
100 4 3.00 -
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0.80
% § 100.0
£ 0.60 - ?
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0.20
0.00 - 0.0 -
Zu Ma Duo Du Di Zu Ma Duo DG Di

Abb. 6-13 Diagramme der Durchschnittswerte (Anzahl n = 3) Klenzentrationen von Kobalt,
Chrom, Casium, Eisen, Mangan, Rubidium, Selen umk zh Zu-Zunge, Ma-Magen, Duo-
Duodenum, Du-Dinndarm, Di-Dickdarm selenadéaquaulolind selenmangel- (rot) ernahrter
Tiere.
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Co Cr
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.022 + 0.003 | 0.021 + 0.003 Zu 0.20 + 0.10 0.32 = 0.09
Ma 0.022 + 0.005 | 0.032 + 0.004 Ma 0.17 + 0.07 0.29 + 0.26
Duo | 0.026 + 0.003 | 0.025 + 0.003 Duo 0.29 + 0.18 0.33 + 0.15
Du 0.027 + 0.012 | 0.028 % 0.005 Du 0.25 + 0.17 0.16 + 0.04
Di 0.063 + 0.032 [ 0.042 + 0.014 Di 0.89 + 0.46 0.28 + 0.09
Cs Fe
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.047 + 0.008 | 0.038 + 0.004 Zu 122 + 4 141 + 9
Ma 0.026 + 0.014 | 0.026 + 0.004 Ma 65 £ 20 109 + 9
Duo | 0.045 + 0.012 | 0.038 % 0.008 Duo 124 + 28 144 + 14
Du 0.018 + 0.015 | 0.017 £ 0.003 Du 46 + 16 65 + 11
Di 0.019 + 0.008 | 0.015 + 0.002 Di 119 + 16 100 + 17
Mn Rb
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 1.10 + 0.21 1.18 + 0.37 Zu 7.57 + 0.34 7.52 + 0.63
Ma 199 + 0.21 2.29 + 0.67 Ma 3.48 + 1.48 4.57 + 0.69
Duo 2.65 + 0.26 253 + 0.23 Duo 5.53 + 0.66 6.12 + 1.74
Di 1.26 + 0.43 1.39 + 041 Du 2.35 + 1.06 273 £ 0.14
Di 2.58 + 0.74 1.80 + 0.65 Di 2.25 + 0.85 2.58 + 0.40
Se Zn
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 1.00 = 0.02 0.15 + 0.02 Zu 78 £ 3 74 £ 4
Ma 1.11 + 0.22 0.12 + 0.01 Ma 85 + 15 88 =5
Duo 1.17 + 0.09 0.24 + 0.03 Duo 92 + 3 89 £ 5
Du 0.64 + 0.12 0.16 + 0.05 Di 58 + 15 82 + 27
Di 0.98 + 0.08 0.12 + 0.02 Di 132 + 43 94 + 22

Tab. 10-17Tabellen geben die Durchschnittswerte (Anzahl3) der Konzentrationen [mg/kg

Trockenmasse] von Kobalt, Chrom, Casium, Eisen, ddan Rubidium, Selen und Zink in Zu-
Zunge, Ma-Magen, Duo-Duodenum, Du-Dunndarm, Di-Barkn selenadaquat (Se+) und
selenmangel- (Se-) ernéhrter Tiere wieder.

Der Selengehalt in den Geweben der Tiere, die méreSelenmangeldiat ernahrt wurden, ist
deutlich geringer als in den Geweben der Tiere,ethe selenaddquate Nahrung erhielten. Die
Gehalte unterscheiden sich um ca. eine GrolRenogdiiurzunge, Magen und Dickdarm. Beim
Duodenum und Diinndarm fallen diese Unterschiedeastweringer aus. Signifikante
Unterschiede (P <0,01) konnten fir die Selengehat Magen und Dunndarm beobachtet
werden. Als hochsignifikante Unterschiede (P < 0)OROonnen die Selenkonzentrationen in
Zunge, Duodenum und Dickdarm betrachtet werden Adgnahme von Eisen in der Zunge und
dem Magen (schwach signifikant mit P <0,05), def@@samtgehalte fur Selenmangeltiere
geringfugig erhoht sind, sind keine weiteren sigaifiten Unterschiede zwischen den beiden
Populationen erkennbar. Die Konzentrationen vorercibetragen in den Organen Zunge,
Duodenum und Dickdarm tber 100 mg/kg, Im Dunndaen likiden Populationen liegen die
Konzentrationen bei 46 mg/kg fur die Se(+)-Tierd & mg/kg fur Se(-)-Tiere sowie im Magen
der Gruppe der Se-adaquat ernahrten Tiere bei G&gmDie hochste Konzentration an Kobalt
war im Dickdarm mit 0,063 mg/kg fur die Se(+)- bzmit 0,042 mg/kg fur die Se(-)-Tiere zu
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beobachten. Fir Chrom wurde eine erhdhte Konzémtram Dickdarm der Se-adaquat

erndhrten Tiere festgestellt. Dieser Wert (0,8%my/ ist jedoch, &hnlich der

Kobaltkonzentration des Dickdarms der Se(+)-Tier@t einer hohen Standardabweichung
behaftet. Die Alkalimetalle Casium und Rubidiumdsinhomogen in den Geweben verteilt. Sie
weisen die hochsten Konzentrationen in Zunge unddeoum auf. Ebenso wie die genannten
Alkalielemente Cé&sium und Rubidium ist Mangan nidlamogen in den Organen des
gastrointestinalen Trakts verteilt. Die Zinkgehalleden Geweben kdnnen als nahezu gleich
betrachtet werden und variieren in den Grenzerstirdardabweichung zwischen 80-90 mg/kg.

4.1.1.1Imunochemischer Nachweis der subzellularen Kompannente durch
differenzielle Ultrazentrifugation

Fur die Untersuchungen von Spurenelementen aufeluldzer Ebene wurde auf eine Mixtur
von Proteaseinhibitoren verzichtet. Ebenfalls wuede vereinfachter Homogenisierungspuffer
aus 20 mmol Tris-HN® (pH 7,4) verwendet, um mogliche Elementkontamoragn zu
vermeiden. Die Glte der subzellularen Bestand{gkrne, Mitochondrien, Mikrosomen und
Zytosol) lie3 sich durch immunochemische Nachwefsieen Uberprifen. Dabei wurden die
Fraktionen mit dem Antikérper hnRNP L, welcher gedernspezifische Proteine gerichtet ist,
untersucht. Der Antikdrper Prohibitin wurde zur Wiéifung der Fraktionen auf Mitochodrien
eingesetzt. Der Superoxid dismutase-Antikdrpergesgen die zytosolische SOD gerichtet und
wurde auf die Gute der durch differenzielle Ultnaizdugation erhaltenen Fraktionen getestet.
Die Uberprifung der Qualitat der subzellularen Eomen wurde an einer Rattenleber
durchgefuhrt und ist reprasentativ fir die subi@étki Fraktionierung der Gewebe des
gastrointestinalen Trakts der Ratte. In Abbildudgl® sind die immunochemischen Tests fur
kernspezifische, mitochondriale und zytosolischatétne wiedergegeben.

MW
kDa
A

49—

26—
19—
15—

MP Cyt Ke Mt Mc

Abb. 14 Zellkernmarker hnRNP L in den subzellularen Lelsfionen der Ratte;
Cyt = Zytosol, Ke = Kerne, MT = Mitochondrien, McMikrosomen

Der Antikorpertest fir hnRNP L zeigt die Prasenmkpezifischer Proteine in der Kernfraktion
bei einer Molektlmasse von 65 kDa.
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Abb. 15 Mitochondrienmarker Prohibitin in den subzellularéeberfraktionen der Ratte;
Cyt = Zytosol, Ke = Kerne, MT = Mitochondrien, McMikrosomen

Durch den Antikdrpertest mit Prohibitin sind bei. cd80 kDa positive Signale fur die
Anwesenheit mitochondrialer Proteine in der Kemd Mitochondrienfraktion zu erkennen. Das
angewendete vereinfachte Protokoll zur subzellolaféraktionierung zeigt durch den
immunochemischen Nachweis, dass eventuell schwetecihbndrien bei der Trennung der
Kernfraktion co-sedimentieren. Dies lasst sichna¢ht vermeiden.
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Abb. 16 Zytosolmarker SOD in den subzellularen Leberfralitio der Ratte; Cyt = Zytosol,
Ke = Kerne, MT = Mitochondrien, Mc = Mikrosomen

Fur die Qualitatskontrolle der Fraktionierung wuale Zytosolmarker ein Antikbrper gewahlt,
der gegen die Superoxid dismutase der Isoform iclgget ist. Die SOD I ist ein rein

zytosolisches Protein. Die Prasenz des SOD im AViss bei ca. 14 kDa zu erkennen. In den
anderen Fraktionen ist in diesem Bereich kein Sidiaa einen positiven Antikdrpertest zu

beobachten.
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4.1.1.2Bestimmung der Spurenelementkonzentrationen in desubzellularen
Fraktionen mittels INAA

Fur die Verteilung der Spurenelemente und derenzBoimationen in den subzelluléren
Fraktionen wurden die durch differenzielle Ultrazéngation erhaltenen subzellularen
Kompartimente in hochreine Quarzampullen einpipgttund anschlieBend lyophilisiert. Das
Trockengewicht des bei der subzellularen Fraktiumg verwendeten Tris-Puffers wurde vor
der Berechnung der Elementkonzentrationen substtalidie Konzentrationsbestimmung von
Kobalt, Chrom, Ca&sium, Eisen, Mangan, Rubidium, eBelund Zink erfolgte fir die
Zellorganellen Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen ugytosol der Zunge, Magen, Duodenum,
Dunndarm sowie Dickdarm selenadaquat und selenfeangéarter Tiere. Hierfir wurden von
jeweils drei Tieren der beiden Populationen diezslblaren Fraktionen verwendet. Die
Tabellen 1-5 zeigen die ermittelten DurchschnittsgveFur die Elemente Kobalt und Chrom
konnen keine Mittelwerte aus drei verschiedenemehigler beiden Gruppen angegeben werden.
Zwei der drei Quarzampullen stammten aus einer randeCharge. Wahrend des
Herstellungsprozesses der Ampullen traten fir didsgiden Elemente inhomogene
Kontaminationen auf. Funf von zwdlf Leerampullenttéa wahrend der Messreihen
Konzentrationen fur Chrom von bis zu 0,24 mg/kge Ribbaltkontamination aller Leerampullen
betrug bis zu 0,26 mg/kg. FUr den dadurch einzigegmltenen Wert konnte lediglich die
Standardabweichung der Messung angegeben werderkKdaizentrationen, die unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, wurde der geringste Wert @egans angegeben und mit <X
(X=geringster Wert) gekennzeichnet. In den Tabellg+27 sind die erhaltenen Konzentrationen
der Spurenelemente fur die subzellularen Fraktiooen jeweiligen Organe der Se(+)- bzw.
Se(-)-Tiere wiedergegeben.

Element Elementkonzentration [mg/kg] von Zunge in Se(+)-Tieren

Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.07 = 0.01 0.13 + 0.02 0.19 + 0.02 0.09 = 0.01
Cr 247 = 0.21 270 £ 054 5.00 = 0.73 1.31 + 0.29
Cs <0.03 <0.03 0.05 = 0.01 0.14 + 0.04
Fe 9% + 12 160 + 23 363 + 80 223 + 37
Mn 1.40 = 0.53 <1.00 <1.00 2.33 + 0.67
Rb <10.88 <10.88 <10.88 15.01 + 4.43
Se 0.59 = 0.08 0.68 = 0.08 0.88 = 0.28 143 + 0.21
Zn 105 + 14 136 + 33 98 + 10 146 + 27

Tab. 18 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eisélangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zybbsn der Zunge selenadaquat ernahrter

Ratten
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Element Elementkonzentration [mg/kg] von Zunge in Se(-)-Tieren

Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.07 + 0.01 0.07 + 0.01 0.13 + 0.02 0.13 + 0.01
Cr 2,55 + 0.23 2.40 + 0.27 5.62 + 0.65 3.51 + 0.51
Cs <0.03 0.04 = 0.02 0.04 + 0.01 0.07 + 0.03
Fe 118 + 17 132 + 37 769 + 132 209 + 14
Mn 1.83 + 0.68 <1.00 <1.00 1.81 + 0.14
Rb <10.88 <10.88 <10.88 11.72 + 1.19
Se 0.28 + 0.04 <0.25 <0.25 <0.25
Zn 114 + 6 151 + 22 111 + 36 174 + 56

Tab. 19 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eisglangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zybbsn der Zunge selenmangelernahrter
Ratten

Mit Ausnahme von Chrom und Selen gibt es keine iBkgmten Unterschiede der
Konzentrationen in den subzellularen OrganellenZilgrge zwischen den beiden Populationen.
Die fast doppelt so hohe Konzentration von Chrom 4gtosol der Se(-)-Zunge kann aber
aufgrund der Anzahl der verwertbaren Messgrol3ent @ils signifikant angesehen werden. Bei
der Verteilung von Kobalt ist zu erkennen, dass site hochste Konzentration in den
Mikrosomen von Se(+)- und Se(-)-Tieren befindets Qkeiche ist auch fir Chrom zu sehen. Die
hdchste Konzentration von Casium und Rubidium wurdeZytosol erhalten. Der schwach
signifikante Unterschied im Gesamtgehalt bei Eistrauf subzellularer Ebene fir die Zunge
nicht zu erkennen. Eine um den Faktor 3 hdhere &womation von Eisen ist in den Mikrosomen
zu finden. Fur den Mangangehalt in den subzellul&eganellen ist zu erkennen, dass in den
Nuklei und im Zytosol die héchsten Konzentratiorenfinden sind. In der Kernfraktion der
Se(-)-Zunge befindet sich das einzige Uber der Watdgrenze detektierbare Selen. Der
Vergleich der Konzentrationen der beiden Kernfiakdin von Se(+)- und Se(-)-Zunge fur Selen
(0,59 mg/kg : 0,28 mg/kg) ist als signifikant (®901) einzustufen. Mit einer Konzentration von
1,48 mg/kg Selen im Zytosol liegt der Wert bei &e(+)-Zunge nahezu doppelt so hoch wie in
den Ubrigen Organellen. Die Verteilung von Zink kdiir beide Populationen in der Zunge als
homogen angesehen werden.

Element Elementkonzentration [mg/kg] von Magen in Se(+)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.08 = 0.01 0.06 + 0.01 0.05 = 0.01 0.09 = 0.01
Cr 0.96 = 0.18 0.44 + 0.06 0.75 = 0.14 1.37 £ 0.21
Cs <0.01 0.02 + 0.01 0.01 + 0.01 0.06 = 0.01
Fe 109 = 8 115 = 8 228 + 4 75 + 15
Mn 2.05 + 0.35 221 + 0.14 3.01 + 0.14 2.69 = 0.14
Rb <0.83 1.38 + 0.10 0.92 + 0.13 7.50 + 1.16
Se 0.92 + 0.17 1.58 + 0.05 2.35 = 0.06 2.34 = 0.04
Zn 152 + 15 217 £ 21 171 = 11 66 = 11

Tab. 20 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, C&sium, Eisglangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsles Magens selenadéaquat ernahrter
Ratten
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Element Elementkonzentration [mg/kg] von Magen in Se(-)-Tieren

Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.05 + 0.01 0.06 + 0.01 0.07 + 0.01 0.13 + 0.01
Cr 1.11 + 0.17 0.56 + 0.18 0.94 + 0.21 0.57 + 0.16
Cs <0.01 0.03 = 0.01 0.01 + 0.01 0.08 + 0.01
Fe 175 = 20 196 + 23 348 + 45 74 + 21
Mn 2.80 + 0.28 245 + 0.35 3.05 + 0.92 2.65 + 0.49
Rb <0.83 242 + 0.78 1.36 + 0.21 8.22 + 0.16
Se 0.24 + 0.04 <0.2 <0.2 0.21 + 0.01
Zn 180 + 63 189 + 19 202 + 37 80 + 6

Tab. 21 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eiséiangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsdes Magens selenmangelernahrter
Ratten

Die Kobalt-Konzentrationen im Magen der Se(+)-Tiestehomogen verteilt mit Werten von ca.
0,05 mg/kg. In den Se(-)-Tieren tritt die héchstenKentration im Zytosol (0,13 mg/kg) auf. Die
geringste Chromkonzentration wurde in den Mitoch@rd (0,44 mg/kg) und die héchste im
Zytosol (1,37 mg/kg) der Se(+)-Tiere festgestdllie Konzentration von Chrom ist in den
Mitochondrien (0,56mg/kg) und im Zytosol (0,57mgykaer Se(-)-Tiere am geringsten. Fur die
Alkalimetalle Casium und Rubidium konnten die hdehsKonzentrationen fur Se(+) und Se(-)
im Zytosol festgestellt werden. In den Mikrosomenhdie Eisenkonzentration fir selenadaquat
und Se-mangelerndhrte Tiere am hdchsten. Der Whieds zwischen den Konzentrationen
(Se(+) = 228 mg/kg, Se(-) = 348 mg/kg) in den Mgamen ist schwach signifikant (P < 0,05).
Bei der Manganverteilung im Se(+)-Magen ist in ddikrosomen der hochste Gehalt mit
3,01 mg/kg erkennbar, wahrend in den subzellul&ektionen der Se(-)-Magen das Mangan
homogen verteilt ist. Wie aus dem signifikanten égsthied fur Selen aus dem Gesamtgehalt
erwartet, sind die Unterschiede zwischen den slibdaetn Kompartimenten von Se(+) und Se(-)
ebenfalls signifikant (P < 0,01) bis hoch signifika P < 0,001). Die hochsten detektierbaren
Gehalte in den Se(-)-Tieren waren in der Kernfakgowie im Zytosol. In den Se(+)-Tieren ist
die Verteilung inhomogen. Die geringsten Konzeidran von Zink sind fur beide Populationen
im Zytosol des Magens bestimmbar.

Element Elementkonzentration [mg/kg] von Duodenum in Se(+)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.07 = 0.01 0.05 = 0.01 0.07 = 0.01 0.05 = 0.01
Cr 2.63 = 0.27 0.45 = 0.21 1.94 + 0.27 0.75 = 0.18
Cs <0.02 <0.02 0.02 + 0.01 0.08 + 0.01
Fe 148 + 48 139 = 13 476 + 76 74 £ 2
Mn 3.90 + 0.42 240 + 0.57 575 + 1.77 2.30 + 0.01
Rb <6.09 <6.09 <6.09 7.67 = 2.23
Se 0.62 = 0.03 1.11 £ 0.23 1.24 £+ 0.10 1.48 + 0.28
Zn 236 + 35 231 + 25 269 + 25 101 + 6

Tab. 22 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eisélangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zybbsdes Duodenums selenadaquat
ernahrter Ratten
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Element Elementkonzentration [mg/kg] von Duodenum in Se(-)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.22 + 0.02 0.06 + 0.01 0.07 + 0.01 0.06 + 0.01
Cr 7.01 + 0.58 1.77 + 0.25 1.35 + 0.23 0.87 + 0.22
Cs <0.02 <0.02 0.03 = 0.01 0.10 + 0.02
Fe 134 + 30 131 + 37 487 * 65 72 9
Mn 470 = 0.57 195 + 0.21 5.21 + 0.99 2.19 + 0.28
Rb <6.09 <6.09 <6.09 11.29 + 1.87
Se <0.13 <0.13 <0.13 0.17 + 0.06
Zn 243 + 33 257 + 35 245 + 59 113 + 22

Tab. 23 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eisélangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsles Duodenums selenmangelernahrter
Ratten

In den Se(+)-Tieren ist Konzentration an Kobaltden subzellularen Fraktionen homogen
verteilt mit Werten von ca. 0,05 mg/kg. Bei den-pé&{eren hingegen gibt es einen hohen
Kobaltgehalt in den Kernen (0,22 mg/kg). Chrom kamn Duodenum der Se(+)-Tiere als
inhomogen bewertet werden. Allerdings ist auch d@tKonzentration wie bei den Se(-)-Tieren
in den Kernen am héchsten (Se(+) 2,63 mg/kg; Se@d mg/kg). Casium sowie Rubidium sind
mit ihrer gré3ten Konzentration im Zytosol zu fimdeFur Eisen finden sich die héchsten
Konzentrationen in den Mikrosomen (ca. 480 mg/lBgi der Verteilung von Mangan in den
subzellularen Organellen konnten die hdchsten Kainagonen in der Kernfraktion bzw. in den
Mikrosomen bestimmt werden. Sie betragen 3,90 mfijikglie Se(+)-Tiere und 4,70 mg/kg fur
die Se(-)-Tiere. Selen ist in den Selenmangeltieranm Zytosol detektierbar. Dort konnte eine
Konzentration von 0,17 mg/kg bestimmt werden. Atinliverhalt es sich in den Se-adaquat
ernahrten Tieren. Dort konnte ebenfalls im Zytoswl 1,48 mg/kg die grofdte Menge erfasst
werden. Fur alle untersuchten subzellularen Fraktio konnten signifikante Unterschiede
zwischen den Se-adaquat und Se-mangelernahrtenenTidoestimmt werden. Die
Zinkkonzentration ist im Zytosol beider Populatiorean geringsten. Sie betragt ca. 100 mg/kg.

Element Elementkonzentration [mg/kg] von Dinndarm in Se(+)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.11 + 0.01 0.18 + 0.01 0.28 + 0.01 0.15 + 0.01
Cr 2.77 £ 0.26 0.61 + 0.21 2.61 = 0.32 1.18 £+ 0.23
Cs <0.07 <0.07 <0.07 0.08 = 0.01
Fe 123 + 8 119 + 26 280 + 13 58 + 17
Mn 2.05 + 0.07 2.85 = 0.06 1.52 + 0.40 1.48 + 0.23
Rb <5.08 <5.08 <5.08 6.66 * 2.23
Se 091 + 0.12 1.46 + 0.11 1.88 + 0.18 1.49 £ 0.05
Zn 229 * 32 307 + 37 278 + 26 126 + 18

Tab. 24 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, C&sium, Eisglangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zybbsles Diinndarms selenadaquat ernahrter

Ratten
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Element Elementkonzentration [mg/kg] von Dinndarm in Se(-)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.07 + 0.01 0.04 + 0.01 0.08 + 0.01 0.12 + 0.01
Cr 2.25 + 0.33 0.61 + 0.14 0.99 + 0.22 151 + 0.24
Cs <0.07 <0.07 <0.07 0.10 + 0.02
Fe 149 + 33 94 + 11 235 + 47 50 + 12
Mn 2.15 + 0.21 2.60 + 0.14 1.11 + 0.12 1.50 = 0.12
Rb <5.08 <5.08 <5.08 7.13 + 2.68
Se <0.12 0.16 + 0.05 <0.12 0.20 + 0.06
Zn 231 + 27 323 + 43 244 + 14 113 + 25

Tab. 25 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eiséiangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsles Dinndarms selenmangelernéhrter

Ratten

In den Mikrosomen der Se(+)-Tiere ist die Kobaltkentration mit 0,28 mg/kg am hdchsten.
Bei den Se(-)-Tieren hingegen ist der Gehalt anaitain Zytosol (0,12 mg/kg) am hochsten.
Der hochste Gehalt an Chrom wurde fur die Se(+)eTie der Kernfraktion (2,77 mg/kg) und in
den Mikrosomen (2,61 mg/kg) detektiert. In der Keaktion der Se(-)-Tiere liegt dort der
hochste Wert (2,25 mg/kg). Casium sowie Rubidiund siur im Zyotosol detektierbar. In den
Mikrosomen lagen die Gehalte fur Eisen bei 280 mdilk Se(+)- und 235 mg/kg fur Se(-)-
Dunndarme. Fur das Spurenelement Mangan befindeim die grol3ten Mengen in den
Mitochondrien gefolgt von den Nuklei. Selen konmealen selenmangelernahrten Tieren neben
dem Zytosol (0,20 mg/kg) auch in den Mitochondr(@l6 mg/kg) bestimmt werden. Beim
Vergleich mit den selenadaquat erndhrten Tiererhadintaber die mikrosomale Fraktion
(1,88 mg/kg) die hochste Konzentration. Insgesassdn sich auch bei der Betrachtung der
Selenelementkonzentration in den subzellularentieraén signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Populationen feststellen. Bei der Mertgivon Zink ist zu beobachten, dass fur die
Dunndarme von Se(+)- und Se(-)-Ratten die héchKmemezentrationen in den Mitochondrien
(ca. 320 mg/kg) bestimmt wurden, wahrend in dero&gten die geringste Konzentration (ca.
120 mg/kg) zu finden ist.

Element Elementkonzentration [mg/kg] von Dickdarm in Se(+)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.13 + 0.02 0.18 + 0.02 0.11 + 0.01 0.21 + 0.02
Cr 2.09 + 041 3.83 + 0.55 151 + 0.37 4.36 £ 0.72
Cs <0.04 <0.04 <0.04 0.06 + 0.02
Fe 120 + 19 157 + 14 621 + 71 129 + 26
Mn 3.51 + 0.14 3.40 + 0.71 1.32 + 0.12 3.05 + 0.49
Rb <9.48 <9.48 <9.48 10.53 + 1.48
Se 0.59 + 0.15 0.86 + 0.16 0.90 + 0.41 2.32 + 0.06
Zn 192 + 9 247 + 103 238 + 45 191 + 55

Tab. 26 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eiséiangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsles Dickdarms selenadéquat ernahrter

Ratten

35



Element Elementkonzentration [mg/kg] von Dickdarm in Se(-)-Tieren
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol
Co 0.19 + 0.01 0.13 + 0.03 0.08 + 0.01 0.14 + 0.02
Cr 444 + 0.32 3.71 + 0.61 1.95 + 0.35 2.92 + 0.58
Cs <0.04 <0.04 <0.04 0.06 + 0.01
Fe 85 + 27 150 + 16 655 + 120 90 + 23
Mn 3.30 * 0.57 3.07 + 0.66 1.50 + 0.57 245 + 0.64
Rb <9.48 <9.48 <9.48 16.45 + 2.37
Se <0.22 <0.22 <0.22 0.28 + 0.08
Zn 252 + 50 198 + 25 212 + 45 203 + 24

Tab. 27 Konzentrationen von Kobalt, Chrom, Casium, Eisglangan, Rubidium, Selen und
Zink fur Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytbsles Dickdarms selenmangelerndhrter
Ratten

Im Dickdarm der untersuchten Se(+)- und Se(-)-Tieedindet sich die geringste Menge an
Kobalt in den Mitochondrien (0,21 mg/kg bzw. 0,14/kg). Fur das Element Chrom finden sich
inhomogen Verteilungen in den subzellularen Ordanellm Zytosol der Se(+)-Tiere mit
4,36 mg/kg und in der Kernfraktion der Se(-)-Tiéde44 mg/kg) wurden die héchsten Gehalte
an Chrom gefunden. Die Alkalielemente Casium undi®Rum kommen in ihrer héchsten
Konzentration im Zytosol vor. Sehr hohe Werte figea sind in den Mikrosomen nachweisbar.
Mit Gber 600 mg/kg fur beide Populationen sind diig hochsten Konzentrationen gemessen
worden. Mit Ausnahme der mikrosomalen Fraktion Ndangan homogen verteilt. In den
Mikrosomen finden sich fir Se(+)- und Se(-)-Tiene deringsten Konzentrationen von ca.
1,40 mg/kg. Die Selengehalte fur Se(+)- als audh)SJeere sind im Zytosol (Se(+) 2,32 mg/kg;
Se(-) 0,28 mg/kg) am héchsten. Entsprechend dembiaig der Gesamtgehalte sind auch bei der
Verteilung des Selens in den subzellularen Fraktiosignifikante Unterschiede detektierbar.
Zink ist in beiden Populationen auf subzellulardseie mit Gehalten von ca. 200 mg/kg
homogen verteilt.

4.1.1.3Spurenelementverteilung in den subzellularen Fraktbtnen mittels LA-
ICP-MS

Fur die schnelle qualitative Bestimmung von Spuementen in den Zellfraktionen sowie
Gewebehomogenaten wurde Massenspektrometrie miktindgekoppeltem Plasma und laser-
unterstitzter Probenzufuhr eingesetzt. Dafiir wwetheVVolumen von 5 ul der Probe auf die
Oberflache einer Polymermembran aufgetragen undodetet. Die Membran mit der
getrockneten Probe wurde in eine mit Helium gespigeschlossene Kammer mittels gepulster
Laserstrahlung und mit einer konstanten Pulswiedengsrate, entlang einer durch (ungeféahr)
das Zentrum des Probenflecks gehenden Gerade ngesdader Fleck wurde dreimal gescannt.
Die laterale Geschwindigkeit der Verschiebung depbP hinsichtlich des Laserstrahls
(Scangeschwindigkeit) blieb wahrend der Messungstant. Das ablatierte Material wurde zur
Plasmafackel eines ICP-Massenspekirometers mittdldiumstroms transportiert. Am
Massenspektrometer wurden transiente Signale vorhraren Analyten quasi-simultan
aufgenommen. Aufgrund der moglichen Unterschiedenbablationsverhalten wurden die
registrierten transienten Signale auf das Refergnak das der Menge des ablatierten Materials
proportional ist, normiert. Als Referenzsignal werrdlas **C-Signal angenommen. Die
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Ablationsbedingungen wurden so eingestellt, dassggsamte Menge des Analyten innerhalb
der exponierten Oberflache der Probe komplett enttigurde. Die Analytsignale beim zweiten
Scan entlang der gleichen Linie waren unterhald\dahweisgrenze.

Alle aufgenommenen Signale wurden auf ein Gasbl&okrigiert und dann auf die
entsprechenden Werte désC-Signals bezogen. Die erhaltenen korrigierten iRroéler
Analyt/**C-Intensitatsverhaltnisse wurden nach dem AbzugBdmsislinie und einer 5-Punkt-
Medianfilter-Glattung integriert. Als Basislinieatite eine Gerade zwischen den Schnittpunkten
der Tangenten. Die Integralwerte fur die Intensuéthaltnisse wurden als proportional zur
Konzentration des Analyten in der Probe angenomn#gbildung 17 zeigt grafisch die
beschriebene Vorgehensweise am Beispiieé eines Mitochondrienflecks vom Magen eines
Se(-)-Tieres.
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Abb. 17 Berechnung der Integralwerte am Beispiel T(fe eines Mitochondrienflecks vom
Magen eines Se(-)-Tieres

Die so erhaltenen Integrationsflachen oder quasizKntrationen wurden fur die subzelluléaren
Fraktionen (Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen, Zyil)s der Gewebe Zunge, Magen,
Duodenum, Dinndarm und Dickdarm exemplarisch finejis ein Tier mit selenadaquater bzw.
Selenmangelnahrung verglichen. Abbildung 18 zdigtm@nsienten Signale am Beispiel ¥(Fe
von den subzellularen Fraktionen eines Se(+)- ue@)3Jieres nach der Korrektur mit den
erhaltenen Intensitaten des Referenzsigra®).(
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Abb. 18 Transiente aut®C korrigierte®’Fe-Signale mit 5-Punkt-Medianfilter-Glattung furedi
Zellorganellen Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen uBgtosol des Magens von Se(+)- und
Se(-)-Tieren

Untersucht wurden die Elemente Vanadium, Nickelpfi€éy Arsen, Molybdan und Cadmium.
Die erhaltenen Integralwerte sind in den Tabell@+82 wiedergegeben.

Integralwerte von Zunge in Se(+)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0086 + 0.0008 0.0074 + 0.0058 0.0110 + 0.0059 -0.0024 + 0.0010
Ni60 0.0590 + 0.0124 0.0329 + 0.0138 0.0319 + 0.0072 0.0244 + 0.0243
Cu65 0.8782 + 0.0862 1.0537 * 1.2694 0.3239 + 0.0337 0.1044 + 0.0404
As75 0.0121 + 0.0073 0.0082 + 0.0037 0.0337 + 0.0493 0.0123 + 0.0062
Mo98 0.0037 + 0.0004 0.0030 + 0.0001 0.0018 + 0.0001 0.0080 + 0.0101
Cd112 0.0067 + 0.0026 0.0079 + 0.0025 0.0156 + 0.0153 0.0196 + 0.0205

Tab. 28 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmium fir
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol denga selenadaquat ernahrter Ratten
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Integralwerte von Zunge in Se(-)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0095 + 0.0016 0.0094 + 0.0031 0.0168 + 0.0152 0.0163 + 0.0093
Ni60 0.0360 + 0.0059 0.0430 + 0.0053 0.0317 + 0.0046 0.0323 + 0.0078
Cub5 7.3990 + 1.1408 9.2187 + 0.4678 1.2177 * 0.0503 2.0678 + 0.1014
As75 0.0123 + 0.0026 0.0122 + 0.0020 0.0068 + 0.0039 0.0057 + 0.0008
Mo98 0.0042 + 0.0013 0.0044 + 0.0010 0.0016 + 0.0001 0.0046 + 0.0001
Cd112 0.0119 + 0.0044 0.0147 + 0.0031 0.0092 + 0.0029 0.0059 + 0.0018

Tab. 29 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmium fur
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol denga selenmangelerndhrter Ratten

Die erhaltenen Messergebnisse zeigen, dass fiZufige Cadmium und Arsen inhomogen in
den subzellularen Fraktionen der beiden Populatiorezteilt ist, wahrend Nickel in nahezu

gleichen Mengen in allen Fraktionen auftritt. Vaiaad konnte fir Se(-)-Zungen in hdheren
Mengen in den Mikrosomen und im Zytosol detektweerden, wahrend in der Se(+)-Zunge das
Gleiche nur fur die Mikrosomen gilt. Im Zytosol idte Konzentration so gering, dass nach
Korrekturrechnung der Wert negativ wurde und sowlié Konzentration unterhalb der

Nachweisgrenze liegt. Die Menge Kupfer ist in deernén sowie den Mitochodrien beider
Populationen am héchsten. Molybdan ist in den dubdeen Fraktionen fast gleich verteilt, mit

Ausnahme der Mikrosomen. Dort lasst sich die gstmdylenge feststellen.

Integralwerte von Magen in Se(+)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0098 + 0.0054 0.0113 + 0.0008 0.0189 + 0.0156 0.0076 + 0.0029
Ni60 0.0400 + 0.0041 0.0399 + 0.0103 0.0253 + 0.0123 0.0342 + 0.0076
Cub5 0.3457 + 0.0912 0.5512 + 0.0444 0.3595 + 0.0782 0.1768 + 0.0211
As75 0.0122 + 0.0047 0.1140 + 0.1709 0.0209 + 0.0168 0.0114 + 0.0023
Mo98 0.0093 + 0.0004 0.0199 + 0.0029 0.0120 + 0.0024 0.0143 + 0.0020
Cd112 0.0153 + 0.0083 0.0171 + 0.0090 0.0181 + 0.0153 0.0083 + 0.0044

Tab. 30 Integralwe_rte von Vanadium, Nickel, Kupfer, AFseMpbedén und Cadmium far
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desgéias selenadaquat ernéhrter Ratten

Integralwerte von Magen in Se(-)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0144 + 0.0072 0.0162 + 0.0107 0.0164 + 0.0069 0.0114 + 0.0124
Ni60 0.0296 + 0.0116 0.0332 + 0.0052 0.0362 + 0.0090 0.0264 + 0.0195
Cu65 0.4197 + 0.1683 0.3636 + 0.0361 0.3807 + 0.0914 0.2195 + 0.1053
As75 0.0129 + 0.0106 0.0082 + 0.0033 0.0104 + 0.0062 0.0167 + 0.0048
Mo98 0.0083 + 0.0013 0.0113 + 0.0019 0.0095 + 0.0025 0.0101 + 0.0056
Cd112 0.0132 + 0.0039 0.0146 + 0.0027 0.0242 + 0.0041 0.0140 + 0.0049

Tab. 31 Integralwe_rte von Vanadium, Nickel, Kupfer, AFSdVIpbedan und Cadmium fur
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desgdias selenmangelernahrter Ratten

Eine geringfligig hohere Menge an Vanadium ist in Bétochondrien von Se(+)- und Se(-)-

Magen erkennbar. Wahrend Kupfer in den Se(-)-Tienmmogen verteilt ist, ist in den

Mitochondrien von Se(+) die gréfite Menge bestimmBds inhomogen kann die Verteilung

von Arsen in diesen Se(+)- und Se(-)-Organen amgesgerden. Die hochsten Werte lie3en
sich fur Cadmium in den Mikrosomen beider Poputaio detektieren. Homogen verteilt sind
die Spurenelemente Nickel und Molybdan in den slildaeen Fraktionen.
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Integralwerte von Duodenum in Se(+)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0137 + 0.0013 0.0143 + 0.0050 0.0280 + 0.0324 0.0052 + 0.0050
Ni60 0.0580 + 0.0058 0.0583 + 0.0027 0.0409 + 0.0144 0.0290 + 0.0027
Cu65 0.3996 + 0.0456 0.4141 + 0.0872 0.4738 + 0.2563 0.1481 + 0.0872
As75 0.0131 + 0.0031 0.0154 + 0.0032 0.0125 + 0.0070 0.0070 + 0.0032
Mo98 0.0066 + 0.0013 0.0099 + 0.0032 0.0103 + 0.0053 0.0086 + 0.0032
Cd112 0.0464 + 0.0115 0.0439 + 0.0116 0.0460 + 0.0110 0.0162 + 0.0116

Tab. 32 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmium fir
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desoBenums selenadaquat ernahrter Ratten

Integralwerte von Duodenum in Se(-)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0117 + 0.0019 0.0102 + 0.0029 0.0103 + 0.0038 0.0134 + 0.0097
Ni60 0.0490 + 0.0010 0.0426 + 0.0037 0.0319 + 0.0098 0.0373 + 0.0078
Cu65 0.2457 + 0.0187 0.2886 + 0.0443 0.1183 + 0.0061 0.1242 + 0.0785
As75 0.0115 + 0.0004 0.0122 + 0.0057 0.0091 + 0.0043 0.0120 + 0.0034
Mo98 0.0060 + 0.0009 0.0097 + 0.0008 0.0048 + 0.0007 0.0085 + 0.0043
Cd112 0.0279 + 0.0068 0.0498 + 0.0070 0.0211 + 0.0021 0.0098 + 0.0025

Tab. 33 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmium fir
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desoBenums selenmangelernahrter Ratten

Bei den Se(+)-Tieren ist Vanadium in den Mikrosoraem meisten vertreten, wahrend es sich in
den Se(-)-Tieren homogen auf subzellularer Ebemnteilte In den Se(-)-Tieren ist Nickel
gleichmafig in den subzellularen Fraktionen vdrtdih Zytosol von Se(+)-Tieren ist die
geringste Konzentration detektierbar. Fir Kupfdérelbenso im Zytosol von Se(+)-Tieren die
geringste Menge nachweisbar, wahrend in den Nukddiin den Mitochondrien die hochsten
Mengen bei Se(-)-Tieren auftreten. Fur Arsen undybldin lassen sich fur beide Populationen
nahezu homogene Verteilungen bestimmen. Cadmium i$én Zellfraktionen von Se(+)- und
Se(-)-Tieren unterschiedlich verteilt. So gibt esden Se(+)-Tieren die geringste Menge im
Zytosol, wahrend in den Se(-)-Tieren die hochstenzémtration in den Mitochondrien
vorkommt.

Integralwerte von DUnndarm in Se(+)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0179 + 0.0024 0.0096 + 0.0014 0.0122 + 0.0045 0.0161 + 0.0084
Ni60 0.0289 + 0.0049 0.0351 + 0.0084 0.0360 + 0.0036 0.0296 + 0.0144
Cu65 0.3589 + 0.0773 0.2238 + 0.0092 0.1114 + 0.0208 0.0583 + 0.1834
As75 0.0177 + 0.0075 0.0126 + 0.0029 0.0097 + 0.0018 0.0157 + 0.0016
Mo98 0.0120 + 0.0028 0.0065 + 0.0011 0.0048 + 0.0008 0.0140 + 0.0023
Cd112 0.0355 + 0.0037 0.0191 + 0.0039 0.0247 + 0.0233 0.0225 + 0.0059

Tab. 34 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmium fir
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desnBdarms selenadaquat erndhrter Ratten
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Integralwerte von Dinndarm in Se(-)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0151 + 0.0013 0.0110 + 0.0030 0.0084 + 0.0008 0.0124 + 0.0079
Ni60 0.0418 + 0.0035 0.0275 + 0.0083 0.0276 + 0.0043 0.0297 + 0.0028
Cu65 0.2638 + 0.0061 0.4222 + 0.0577 0.1124 + 0.0083 0.1118 + 0.0157
As75 0.0178 + 0.0034 0.0156 + 0.0028 0.0085 + 0.0035 0.0096 + 0.0026
Mo98 0.0092 + 0.0021 0.0142 + 0.0042 0.0077 + 0.0013 0.0137 + 0.0015
Cd112 0.0294 + 0.0093 0.0568 + 0.0017 0.0267 + 0.0011 0.0148 + 0.0021

Tab. 35 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, Arsevplybdan und Cadmium fur
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desnBdiarms selenmangelernéhrter Ratten

Neben Vanadium ist auch Arsen nahezu gleichmaffigliausubzellularen Kompartimente der
Se(+)- und Se(-)-Tiere verteilt. Bei Nickel giltedie Gleichverteilung nur fur die Se(+)-Tiere. In
den Se(-)-Tieren erkennt man den hochsten GehdknrKernen. In Bezug auf Kupfer befinden
sich fur beide Populationen die hdchsten GehaltdeinKern- bzw. mitochondrialen Fraktion.
Die Werte fir Molybdan zeigen eine inhomogene \Memg in den Zellorganellen beider
Gruppen. Eine erhbhte Menge an Cadmium ist in dantaktion der Se(+)-Tiere und in der
mitochondrialen Fraktion der Se(-)-Tiere zu verhagn.

Integralwerte von Dickdarm in Se(+)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0159 + 0.0030 0.0107 + 0.0051 0.0109 + 0.0082 0.0063 + 0.0035
Ni60 0.0523 + 0.0071 0.0373 + 0.0113 0.0421 + 0.0196 0.0116 + 0.0108
Cu65 0.2334 + 0.0376 0.1934 + 0.0880 0.2317 + 0.1228 0.7915 + 1.1376
As75 0.0169 + 0.0029 0.0160 + 0.0006 0.0081 + 0.0032 0.0122 + 0.0037
Mo98 0.0081 + 0.0053 0.0028 + 0.0011 0.0024 + 0.0014 0.0037 + 0.0021
Cd112 0.0385 + 0.0226 0.0187 + 0.0144 0.0140 + 0.0120 0.0085 0.0051

Tab. 36 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, ArseMplybdan und Cadmlum fur
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desKdiarms selenadaquat erndhrter Ratten

Integralwerte von Dickdarm in Se(-)-Tier
Element
Kerne Mitochondrien Mikrosomen Zytosol

V51 0.0188 + 0.0062 0.0115 + 0.0019 0.0103 + 0.0074 0.0043 + 0.0023
Ni60 0.0416 + 0.0061 0.0383 + 0.0054 0.0432 + 0.0240 0.0204 + 0.0055
Cu65 0.2566 + 0.0384 0.1496 + 0.0380 0.1593 + 0.1130 0.1001 + 0.0255
As75 0.0241 + 0.0010 0.0107 + 0.0015 0.0140 + 0.0056 0.0145 + 0.0074
Mo98 0.0068 + 0.0036 0.0170 + 0.0228 0.0060 + 0.0059 0.0035 + 0.0007
Cd112 0.0204 + 0.0124 0.0120 + 0.0059 0.0127 + 0.0053 0.0035 + 0.0030

Tab. 37 Integralwerte von Vanadium, Nickel, Kupfer, Arseplybdan und Cadmium fur
Kerne, Mitochondrien, Mikrosomen und Zytosol desKdiarms selenmangelernéhrter Ratten

In beiden Populationen befindet sich die grofite ddemn Vanadium in den Kernen. Im
Gegensatz dazu wurde die geringste Nickelkonzémtrah den Zytosolen gefunden. Eine
homogene Verteilung von Kupfer ware in den Se(€rdim erkennbar, wenn nicht im Zytosol
der héchste Wert besteht, der allerdings mit esedwr hohen Standardabweichung versehen ist.
Bei den Se(-)-Tieren findet sich die grof3te Kupfenge in der Kernfraktion. Die grof3ten
Konzentrationen von Arsen sind in den Kernen be@rmppen detektiert worden. Der hichste
Gehalt von Molybdén ist bei den Se(+)-Tiere in déarnen, bei den Se(-)-Tieren in den
Mikrosomen nachzuweisen. Fir die Se(+)- sowie Sftjen ist die grofdite Menge an Cadmium
in den Kernen bestimmbar.
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4.1.2 Konzentrationsbestimmung mittels ICP-MS

Die Konzentrationsbestimmung mittels induktiv gegeler Plasma — Massenspektrometrie
erlaubt eine quasi-simultane Bestimmung mehreremEhte. So kann die Bestimmung der
Gehalte der Elemente Kobalt, Casium, Eisen, Mangamidium, Selen und Zink, die bereits
mit der INAA bestimmt wurden, zur Validierung derhaltenen Ergebnisse herangezogen
werden. Des Weiteren lieRen sich hier die Eleme¥xtsen, Cadmium, Kupfer, Molybdan,
Nickel, Titan und Vanadium bestimmen, die mittéN\®\A nicht erfasst werden konnten. Fir die
Untersuchung mittels ICP-MS wurden die Gewebe ZuMggen, Duodenum, Dinndarm und
Dickdarm von jeweils sieben Tieren unterschiedlict@elenstatus verwendet. Die Leber von
jeweils drei Tieren der beiden Gruppen wurde atdf®echselvergleichsorgan mit einbezogen.
Zusatzlich wurden die Elementgehalte einer reptasgen Probe der beiden Futtersorten
bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung der Spusmehte in der humanen
Karzenomzelllinie HT29 erfolgte durch Poolen voeid250 cni groRen Zellkulturflaschen. Die
Abbildungen 19-32 zeigen graphisch die in Tabeleb® ermittelten Durchschnittswerte. In
Tabelle 52 sind die Gesamtgehalte der humanen Kanzeelllinie HT29 wiedergegeben.
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Abb. 19-32Diagramme der Durchschnittswerte (Anzahl n =7, bzw 3) der Konzentrationen
von Arsen, Cadmium, Kobalt, Casium, Kupfer, Eiselangan, Molybdan, Nickel, Rubidium,
Selen, Titan, Vanadium und Zink in Zu-Zunge, Ma-MagDuo-Duodenum, Du-Dinndarm, Di-
Dickdarm, Le-Leber, Fu-Futter selenadaquat (blang) selenmangelernahrter (rot) Tiere.
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As75 Cd112
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.37 = 0.15 0.33 = 0.10 Zu 0.04 = 0.02 0.06 = 0.05
Ma 0.28 + 0.06 0.26 + 0.08 Ma 0.08 + 0.03 0.07 + 0.01
Duo 0.32 + 0.12 0.27 = 0.09 Duo 0.60 = 0.31 0.42 + 0.16
Du 0.23 = 0.06 0.18 = 0.06 Du 0.33 = 0.20 0.27 = 0.16
Di 0.33 + 0.12 0.23 + 0.06 Di 0.05 + 0.01 0.03 + 0.01
Le 0.84 + 0.21 0.57 = 0.13 Le 0.12 + 0.04 0.08 = 0.02
Fu 0.16 + 0.01 0.14 + 0.01 Fu 0.45 = 0.01 1.00 £ 0.02
Co59 Cs133
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.019 + 0.004 | 0.017 + 0.002 Zu 0.064 + 0.023 | 0.048 + 0.014
Ma 0.033 = 0.007 | 0.037 + 0.011 Ma 0.033 + 0.013 | 0.031 + 0.009
Duo | 0.043 + 0.022 | 0.030 + 0.012 Duo | 0.046 + 0.013 | 0.042 + 0.016
Du 0.047 + 0.014 | 0.038 + 0.012 Du 0.018 + 0.010 | 0.022 + 0.009
Di 0.052 = 0.020 | 0.043 + 0.015 Di 0.024 = 0.013 | 0.017 + 0.006
Le 0.055 + 0.005 | 0.054 + 0.009 Le 0.006 + 0.001 | 0.006 + 0.001
Fu 0.091 + 0.003 | 0.111 + 0.003 Fu 0.031 + 0.001 | 0.032 + 0.001
Cu65 Fe57
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 991 + 054 10.36 + 0.41 Zu 139 + 16 148 + 12
Ma 8.65 + 2.10 9.54 + 1.69 Ma 87 + 15 120 = 14
Duo 6.89 = 0.65 7.45 + 0.70 Duo 138 + 22 153 + 21
Du 7.08 = 2.66 6.96 + 2.86 Du 68 + 14 96 + 39
Di 7.10 = 0.39 6.21 + 2.46 Di 148 £+ 25 103 = 21
Le 10.79 % 0.26 11.72 £+ 0.83 Le 581 + 66 611 + 26
Fu 11.48 + 0.31 19.22 + 0.33 Fu 363 + 8 362 + 8
Mn55 Mo98
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 1.06 = 0.33 0.85 = 0.28 Zu 0.23 = 0.01 0.33 = 0.08
Ma 1.99 + 0.24 207 + 0.21 Ma 0.39 + 0.17 0.35 + 0.11
Duo 271 = 0.53 201 = 0.35 Duo 0.48 = 0.09 0.58 = 0.19
Du 1.15 £ 0.35 144 % 0.72 Du 0.49 + 0.13 0.48 = 0.23
Di 272 + 1.05 2.02 + 0.83 Di 0.30 + 0.17 0.29 + 0.19
Le 430 + 0.74 441 + 0.53 Le 1.69 %= 0.09 159 + 0.14
Fu 10.12 + 0.15 6.31 + 0.08 Fu 0.07 + 0.01 0.04 + 0.01
Ni60 Rb85
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.06 + 0.04 0.04 + 0.01 Zu 597 = 1.20 7.37 = 0.82
Ma 0.05 = 0.02 0.07 + 0.03 Ma 3.18 = 1.10 3.70 = 0.08
Duo 0.06 + 0.04 0.12 + 0.05 Duo 3.14 = 0.69 469 + 0.85
Du 0.13 + 0.06 0.09 + 0.04 Du 1.08 = 0.41 2.33 = 0.88
Di 0.10 = 0.03 0.08 + 0.01 Di 1.95 £+ 0.53 1.79 = 0.31
Le <NWG <NWG Le 7.98 + 0.56 11.32 £ 1.39
Fu 0.38 + 0.01 0.35 + 0.01 Fu 4.25 + 0.06 3.25 + 0.05
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Ti49 Se82
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 1.01 £ 0.10 1.15 £ 0.49 Zu 0.92 + 0.17 <NWG
Ma 0.84 + 0.34 0.79 + 0.25 Ma 1.18 £+ 0.12 0.12 + 0.04
Duo 1.61 = 0.52 1.49 £ 0.68 Duo 1.02 = 0.08 0.18 = 0.05
Du 1.20 = 0.29 1.34 £+ 0.80 Du 0.87 + 0.24 0.15 = 0.06
Di 156 + 0.28 1.32 + 042 Di 1.07 £ 0.17 0.11 + 0.01
Le 7.37 = 0.95 8.50 = 0.50 Le 1.85 = 0.17 0.06 = 0.01
Fu 2.62 = 0.15 1.77 £ 0.13 Fu 0.20 + 0.04 <NWG
V51 Zn66
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.13 + 0.05 0.12 + 0.01 Zu 67 + 11 70 + 13
Ma 0.04 = 0.01 0.06 = 0.03 Ma 86 + 3 83 =9
Duo 0.03 + 0.03 0.04 + 0.01 Duo 74 + 18 79 + 17
Du 0.04 + 0.02 0.05 + 0.02 Du 90 + 16 104 + 13
Di 0.08 = 0.05 0.04 = 0.02 Di 108 = 17 99 + 20
Le 0.07 + 0.02 0.05 + 0.01 Le 68 = 1 63 + 4
Fu 0.50 + 0.01 0.43 + 0.01 Fu 56 + 1 73 +1

Tab. 38-51 Die Tabellen geben die Durchschnittswerte (Anzah# 7, bzw. n=3) der
Konzentrationen [mg/kg Trockenmasse] von Arsen,n@lach, Kobalt, Casium, Kupfer, Eisen,
Mangan, Molybdan, Nickel, Rubidium, Selen, Titananédium und Zink in Zu-Zunge, Ma-
Magen, Duo-Duodenum, Di-Dunndarm, Di-Dickdarm, Leber, Fu-Futter selenadaquat (Se+)
und selenmangelernahrter Tiere (Se-) wieder.

Die durch die ICP-MS erhaltenen Konzentrationen Kobalt, Casium, Eisen, Mangan,
Rubidium, Selen und Zink korrelieren mit den Werthar INAA innerhalb der Fehlergrenzen.
Mit Ausnahme der Zunge kann hier von einer homogeverteilung gesprochen werden. Die
Konzentration von Kobalt in der Zunge betragt c& rg/kg fur Se(+)- und Se(-)-Ratten. Fur
die Gehalte an Eisen im Magen gibt es einen schvgaghifikanten Unterschied (P<0,05)
zwischen Se-adaquat und Se-mangelerndhrten Tierebei die héhere Konzentration mit
120 mg/kg (Se(+) 87 mg/kg) in den Se(-)-Tieren ieol

Der hochste Gehalt an Casium konnte in der Zunge Q®5 mg/kg) detektiert werden. In der
Leber als Stoffwechselvergleichsorgan wurde digngste Konzentration (0,006 mg/kg) an
Casium nachgewiesen. Wohingegen Rubidium dort @fdégren Mengen gefunden wurde, und
zwischen Se(+)- und Se(-)-Tieren ein schwach dgigmter Unterschied (P < 0,05) existiert
(Se(+) 8 mg/kg, Se(-) 11 mg/kg). In der Zunge wueblenfalls die hdchste Konzentration
gemessen. Der Gehalt in den Se(+)-Tieren betragy/8g und in den Se(-)-Tieren 7 mg/kg. Die
vergleichsweise hochste Konzentration an Eisemidger Leber beider Gruppen zu finden. Die
Konzentrationen dort sind mit ca. 600 mg/kg hohkr ia den untersuchten Futterproben.
Mangan ist ebenfalls in der Leber am hochsten kanieet. Die niedrigsten Mangangehalte
konnten in der Zunge mit ca. 1 mg/kg bestimmt werdaie Konzentrationen von Selen lagen
beim Selenmangelfutter sowie in der Zunge der Tigiee mit diesem Futter erndhrt wurden, fur
die ICP-MS unterhalb der Nachweisgrenze. Fir allew€be wurden hoch signifikante
(P < 0,001) Unterschiede zwischen Se(+)- und Seéden bestimmt. Der Selenanteil war in der
Leber der selenadéaquat erndhrten Tiere am hochdt&> mg/kg). In den Geweben der
selenadaquat ernahrten Tiere wurde ein Selengetialta. 1 mg/kg bestimmt. Der Gehalt an
Selen konnte mittels ICP-MS fir das Se(+)-Futtert n@,20 mg/kg, entgegen der
Herstellerangabe von 0,30 mg/kg Selen, bestimmdever

Die Verteilung von Arsen in den Geweben des gaststinalen Trakts ist homogen. Die
Arsenkonzentrationen in den Geweben Zunge, Magemd&num, Dinndarm und Dickdarm
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betragen ca. 0,3 mg/kg. In der Leber konnten Koimaganen von tber 0,60 mg/kg bestimmt
werden. Der Gehalt an Arsen im Futter betragt ¢a5 thg/kg. Besonders auffallig bei den
Gehalten an Cadmium ist, dass es im Duodenum umihd2iim in sehr hohen Konzentrationen
auftritt. So liegt der Gehalt im Duodenum im Durcsitt der beiden Gruppen bei ca.
0,50 mg/kg und im Dinndarm bei 0,30 mg/kg. Im SE(dter ist der Gehalt an Cadmium
1 mg/kg und somit doppelt so hoch wie im Se(+)€utf0,45 mg/kg). Kupfer ist mit ca.
10 mg/kg fast gleichmaRig auf alle untersuchten &mwverteilt. Molybdan weist im Futter
Konzentrationen von unter 0,10 mg/kg auf. Im. Duade und Dinndarm konnten mit
0,50 mg/kg die hochsten Konzentrationen im Verdgstrakt bestimmt werden. Mit einer
Konzentration von 1,60 mg/kg liegt in der Leber digchste Konzentration der untersuchten
Gewebe vor. Nickel konnte mittels ICP-MS in der €ebicht bestimmt werden. Dort lagen die
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenzen.em idbrigen Geweben liel3 sich Nickel mit
Konzentrationen von 0,05 mg/kg bis 0,10 mg/kg Ibesten. Fir Titan zeichnet sich ein
ahnliches Bild wie fiur Molybdan. Wahrend fur die W&be des Verdauungstraktes
Konzentrationen von ca. 1 mg/kg bestimmt wurdegemadie Konzentrationen in der Leber bei
ca. 8 mg/kg. Im Unterschied zu Molybdan betragt lomzentration von Titan im Futter etwa
2 mg/kg. Vanadium konnte in der Zunge mit ca. Ovigdkg quantifiziert werden. Im Futter tritt
Vanadium mit Gehalten von 0,50 mg/kg auf. Das Spelmment Zink konnte in den héchsten
Konzentrationen im Duanndarm und Dickdarm mit ca0 fhig/kg bestimmt werden. Die
geringste Konzentration findet man in der Zungeaait70 mg/kg.

Die erhalten Werte fir die Gehalte der Spureneléengnder Leber korrelieren mit denen die
Takahashet al bestimmen konnten [82].

HT29

Element  Elementkonzentration [mg/kg]
As75 0.61 + 0.08
Cd112 1.71 £ 0.05
Co59 0.035 + 0.006
Cs133 0.76 + 0.01
Cu65 <NWG
Fe57 46 + 9
Mn55 3.95 + 0.03
Mo98 0.65 = 0.04
Ni60 0.70 = 0.15
Rb85 1.20 £ 0.03
Ti49 19.50 + 11.50
Se82 0.52 + 0.26
V51 1.14 + 0.09
Zn66 72 + 2

Tab. 52 Diese Tabelle gibt die Durchschnittswerte der Kanationen [mg/kg Trockenmasse]
von Arsen, Cadmium, Kobalt, Casium, Kupfer, Eisklangan, Molybdéan, Nickel, Rubidium,
Selen, Titan, Vanadium und Zink der humanen Karaeradllinie HT29 wieder.

Bei der Bestimmung von Titan konnte zwar eine sefire Konzentration (19,5 mg/kg) in der
humanen Karzenomdickdarmzelllinie HT29 festgesteditden, jedoch ist diese mit einer grof3en
Standardabweichung verbunden. Der GesamtgehalupfeKlag unterhalb der Nachweisgrenze
und lief3 sich mittels ICP-MS nicht bestimmen. Digliste Konzentration der Spurenelemente,
die in der Zelllinie untersucht wurden, liegt bank mit 72 mg/kg noch vor dem Eisen mit
46 mg/kg vor. Ein weiteres mit hohen Konzentratioreuftretendes Element ist Mangan.
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Mangan wurde mit einem Gehalt von 3,95 mg/kg naeiegen. Die geringste Konzentration,
die mittels ICP-MS gemessen werden konnte, isOiB5 mg/kg das Kobalt.

4.1.3 GF-AAS

4.1.3.1Methodenentwicklung

Die Graphitrohr-Atom-Absorptionsspektrometrie isteeEinzelelementmethode. Da aber jedes
Element in einer Vielzahl chemischer Verbindungesrkemmen kann, die sich in ihren
physikalischen Eigenschaften und damit auch irriRhéchtigkeit oft stark unterscheiden, hangt
die Pyrolyse von der jeweiligen Elementspezies\Wklche Spezies in einer Analysenprobe
vorliegt oder wahrend der Pyrolyse gebildet wirdngt von den Begleitsubstanzen ab und ist
haufig unbekannt. Die Auswahl des Modifiers und Kenntnis Uber die ideale Pyrolyse- und
Atomisierungstemperatur sind vor allem im Berei@nr dlachweis- oder Bestimmungsgrenzen
unbedingt erforderlich. Der Modifier hilft, den Agten bei der Pyrolyse thermisch zu
stabilisieren, und fuhrt dazu, dass die Pyrolyetnaipir erhoht werden kann, ohne dass es zu
einem Verlust des Analyten kommt. Demzufolge isteeibessere Matrixabtrennung vom
Analyten mdoglich. Die Methodenentwicklung erfolgtedurch den Einsatz der
Standardreferenzmaterialien Bovine Liver 1577b idwetl Institute of Standards & Technology
NIST) und Horse Kidney H-8 (International Atomic &gy Agency IAEA). Mit matrixfreien,
wassrigen Bezugslosungen ist ndmlich keinesfatlsesgestellt, dass sich die Analytspezies, die
sich in der Analysenprobe befindet, &hnlich verh@ie Pyrolyse- bzw. Atomisierungskurven
werden fur die Elemente Arsen, Cadmium, Chrom, KypMangan, Molybdan, Nickel und
Selen in Abbildung 33-40 wiedergegeben.
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Abb. 33-34Pyrolyse- und Atomisierungskurve von Arsen und Ciadmin Bovine Liver 1577b
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Abb. 35-36Pyrolyse- und Atomisierungskurve von Chrom und kKuph Horse Kidney H-8
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Abb. 37-38 Pyrolyse- und Atomisierungskurven von Mangan undylddéan in Horse Kidney
H-8

Atomisierungstemperatur in C° Atomisierungstemperatur in C°
2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200
T T T T T T T T T T

. —a— Pyrolyse 0.0224 — :lin\.\ —=— Pyrolyse 0.26
0.0230 4 —e— Atomisierung 0.25+ o '\ —®— Atomisierung
4 0.0222 \ h
& @ . 025
* % .
» 40,0220 % 3 §
< 00225+ - ] <, 0204 L] =]
£ Hoo0218 2 £ . Jo2a
S " E] S \ S
B 5 35 5
2 4 0.0216 2 .
0.0220 = 015+ b >
5 = S \ 0.23 3
Q o Q o
< 4 < . @
& )

x .
- 0.0214
b \ 4022
0.0215 - 0.0212 0.10

T T T T T 0.0210 T T T T T 0.21
800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600

Pyrolysetemperatur in C° Pyrolysetemperatur in C°

Abb. 39-40Pyrolyse- und Atomisierungskurven von Nickel undeien Horse Kidney H-8

Die aus den Kurven hervorgegangen optimalen Pyeellggw. Atomisierungstemperaturen sind
fur Arsen 1200°C/1900°C. Fur Cadmium wurden als©\@&iadtemperatur bei der Veraschung der
Probe 400°C und als Atomisierungstemperatur 150§8@ahlt. Die optimalen Temperaturen
lagen fur: Chrom bei 1500°C/2300°C, Kupfer bei IMAY00°C, Mangan bei 1300°C/1800°C,
Nickel bei 1000°C/2300°C und Selen bei 1300°C/1800° Mit steigender
Atomisierungstemperatur wurden auch hohere Absmptverte fir Molybdan bis zur
geratespezifischen Maximaltemperatur von 2600°@lerh. Die Lebensdauer der Graphitrohre
ist unter anderem von der verwendeten Atomisieriemggeratur abhangig. Aus diesem Grund
wurde fur Molybdan eine Atomisierungstemperatur 2#%0°C verwendet. In Tabelle 53 sind
die Parameter fur die untersuchten Elemente wiedetoen.
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Strahlungsquelle Wellenlange [nm] Modifier Pyrolysetemperatur [°C] Atomisierungstemp. [°C]

Arsen EDL (400mA) 193.7 Pd(NO3),-Mg(NOs3), 1200 1900
Cadmium EDL (230mA) 228.8 Pd(NO3),-Mg(NO3), 400 1500
Chrom HKL (25mA) 357.9 Mg(NO3), 1500 2300
Kupfer HKL (15mA) 324.8 Pd(NO3),-Mg(NOs), 900 1900
Mangan HKL (20mA) 279.5 Pd(NOj3),-Mg(NOs3), 1300 1800
Molybdén HKL (30mA) 313.3 - 1600 2450
Nickel HKL (25mA) 232.0 - 1000 2300
Selen EDL (280mA) 196.0 Pd(NO3),-Mg(NO3), 1300 1800

Tab. 53 Messparameter der GF-AAS (EDL = elektrodenlose dehthgslampe, HKL =
Hohlkathodenlampe)

Aufgrund der sich wiederholenden Aufheizschrittehvetad einer Messreihe und dem damit
verbundenen Verschlei3 des Graphitrohrs ist digiici aul3erst wichtig. Sie wurde durch 125
hintereinander folgende Messungen eines wassriggndiémentstandards in 10 % HNQ@la in
Aufschlusslésungen Saurekonzentrationen von bi2¥% moglich sind, sowie mit einer 1 %
HNO; als Blindldsung Uberprift, wobei im Wechsel Eletstandard- und Blindldsung
gemessen wurde. Mdgliche Verschleppungseffektéesatladurch erkennbar werden.
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Abb. 41 Prazision von Arsen, Cadmium, Chrom, Kupfer, Mangddolybdan, Nickel, Selen in
Multielementstandards mit 10 % HN@Qnd einer 1 % HN@BIlindlésung
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Element Strd [Abs*s] [RSD%] | Blank [Abs*s] [RSD%]
As 0.0709 + 1.9 0.0056 + 7.4
Cd 0.3976 + 2.0 0.0012 + 165
Cr 0.3499 + 15 0.0011 + 114
Cu 0.1376 + 1.2 0.0034 + 104
Mn 0.0882 + 1.9 0.0005 + 73.9
Mo 0.0427 + 4.7 0.0022 + 27.8
Ni 0.0695 + 2.2 0.0019 + 20.0
Se 0.0310 + 1.6 0.0011 + 27.1

Tab. 54 Absorption der Prazisionsmessung der Multielemantirds in 10 % HN{sowie der

1 % HNG; Blindlésung und deren relative Standardabweichung

Die in Abbildung 41 gezeigten Prazisionen der Laitgzessungen zeigen selbst fur hoch
siedende Elemente wie Molybdan, Chrom und Nickéhéeé/erschleppungseffekte. Auch die
relativen Standardabweichungen fir die Absorpticrssv dieser Messungen liegen, mit
Ausnahme fur Molybdén, bei bis zu 2 %.

4.1.3.2Konzentrationsbestimmung mittels GF-AAS

Die Konzentrationsbestimmung mittels GF-AAS erfelgur Validierung der erhaltenen Werte
der INAA und ICP-MS fur die Gewebe des Gastroimbedtraktes. Hierflr wurden jeweils drei
Tiere mit Selenadaquat- oder Selenmangelerndhmitggaucht. Des Weiteren wurde der Gehalt
an Nickel in der Leber von jeweils drei Tieren lmidGruppen bestimmt. Die humane
Karzenomdickdarmzelllinie wurde auf Kupfer mitt&&-AAS untersucht. Die Abbildungen 42-
49 zeigen die Elementgehalte von Arsen, Cadmiumoi@hKupfer, Mangan, Molybdan, Nickel
und Arsen. Die entsprechenden Werte sind in Tab&Hl62 wiedergegeben.
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Abb. 42-49 Diagramme der Durchschnittswerte (Anzahl n = 3) Klenzentrationen von Arsen,
Cadmium, Kobalt, Chrom, Kupfer, Mangan, Molybdanckel und Selen in Zu-Zunge, Ma-
Magen, Duo-Duodenum, Du-Dinndarm, Di-Dickdarm satimuat (blau) und
selenmangelernahrter (rot) Tiere.
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As Cd
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.59 + 0.23 0.40 + 0.11 Zu 0.04 + 0.02 0.12 + 0.05
Ma 0.36 + 0.03 0.41 + 0.03 Ma 0.15 + 0.03 0.11 + 0.03
Duo 0.51 + 0.20 0.45 + 0.13 Duo 0.63 + 0.22 0.46 + 0.03
Du 0.25 + 0.05 0.20 + 0.08 Du 0.38 + 0.07 0.26 + 0.05
Di 0.34 + 0.10 0.33 + 0.06 Di 0.06 + 0.01 0.04 + 0.03
Cr Cu
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.27 + 0.17 0.28 + 0.10 Zu 11.83 + 0.35 11.24 + 1.07
Ma 0.21 + 0.11 0.24 + 0.08 Ma 12.02 + 1.20 11.43 + 1.58
Duo 0.42 + 0.26 0.50 + 0.05 Duo | 10.70 + 3.36 9.35 + 1.58
Da 0.25 £ 0.05 0.16 + 0.04 Di 6.12 + 1.17 5.16 + 0.24
Di 1.09 + 0.32 0.60 + 0.29 Di 6.74 + 2.51 4.35 + 0.82
Mn Mo
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 157 + 0.29 1.49 £ 0.19 Zu 0.53 + 0.30 0.37 + 0.12
Ma 2.56 + 0.38 2.58 + 0.46 Ma 0.29 + 0.06 0.26 + 0.03
Duo 2.92 + 0.45 2.47 + 0.08 Duo 0.64 + 0.25 0.59 + 0.15
Du 1.23 + 0.33 1.25 + 0.14 Du 0.40 + 0.23 0.37 + 0.07
Di 2.26 + 0.08 2.16 + 0.70 Di 0.27 + 0.15 0.20 + 0.18
Ni Se
Probe Elementkonzentration [mg/kg] Probe Elementkonzentration [mg/kg]
Se+ Se- Se+ Se-
Zu 0.14 + 0.05 0.12 + 0.02 Zu 1.09 + 0.11 0.12 + 0.02
Ma 0.12 + 0.04 0.10 + 0.03 Ma 1.27 + 0.09 0.13 + 0.03
Duo 0.09 + 0.03 0.13 + 0.08 Duo 1.20 + 0.04 0.23 + 0.03
Du 0.08 + 0.04 0.05 + 0.01 Di 0.69 + 0.18 0.13 + 0.02
Di 0.13 + 0.02 0.08 + 0.04 Di 0.96 + 0.09 0.10 + 0.03
Tab. 55-62 Die Tabellen geben die Durchschnittswerte (n =l8) Konzentrationen [mg/kg

Trockenmasse] von Arsen, Cadmium, Kobalt, Chrompf&y Mangan, Molybdan, Nickel und
Selen in Zu-Zunge, Ma-Magen, Duo-Duodenum, Du-Dianmg Di-Dickdarm selenadaquat
(Se+) und selenmangelernéhrter (Se-) Tiere wieder.

Der Gehalt an Arsen in den untersuchten Geweberadierwischen 0,2 mg/kg fur den

Dunndarm Se(-) bis ca. 0,6 mg/kg in der Zunge Sdr)erhalb der Standardabweichung ist
Arsen homogen in Geweben verteilt und korreliettaein durch die ICP-MS erhaltenen Werten
. Cadmium konnte in seinen hdochsten KonzentratiomeBuodenum und im Dinndarm beider
Gruppen bestimmt werden. Im Vergleich zu den Ulori@eganen ist der Gehalt im Duodenum
ca. 3- und im Dunndarm ca. 2-mal so hoch. Diesebafmis entspricht dem, welches mittels
ICP-MS ermittelt wurde. Chrom konnte mit seinen igien Gehalten im Dickdarm detektiert
werden. Vor allem im Dickdarm der Se(+)-Tiere erspohdie héchste Konzentration von

1.09 mg/kg. Dieses ist ein 2- bis 3-mal hoherer tVdés in den restlichen Geweben. Ahnliche
Werte wurden durch die Untersuchung mittels INAAaten und stimmen bei Einbeziehung der
Standardabweichung gut Utberein. Die hochsten Gekalt Kupfer wurden in der Zunge (ca.

11 mg/kg), dem Magen (ca. 12 mg/kg) und dem Duotheaa. 10 mg/kg) bestimmt. Die mittels

der GF-AAS gemessenen Kupferkonzentrationen kenexti mit den Ergebnissen der ICP-MS
innerhalb der Standardabweichung. Die Mangankoragoren kdnnen in den Geweben des
Verdauungstraktes als nicht homogen verteilt ariggsewerden. So sind die niedrigsten
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Konzentrationen von Mangan in der Zunge bzw. im marm zu finden. Dieses
Verteilungsprofil zeigt sich auch bei der INAA un@€P-MS. Die ermittelten Messdaten
entsprechen den mittels INAA und ICP-MS erhalteneierten. Die hoéchste
Molybdé&nkonzentration weist das Duodenum mit c&0®ng/kg auf. Der niedrigste Gehalt
wurde im Dickdarm (ca. 0,25 mg/kg) gemessen. BeiREstimmung der Gehalte fur Nickel
zeigte sich, dass dieses Spurenelement gleichmalden Organen des Verdauungstraktes
verteilt ist und Konzentrationen von ca. 0,10 mgéwweist. FUr Selen zeigten sich bei der
Bestimmung mittels GF-AAS hoch signifikante Untérisde (P < 0,001) zwischen den Tieren,
die mit unterschiedlicher Selenkonzentration gefiittwurden. Lediglich ein signifikanter
Unterschied (P <0,01) zwischen Se(+)- und Se(#)eRakonnte fur den Dunndarm ermittelt
werden. Die grof3te Menge an Selen wurde im MagenSe¢+)-Tiere (1,27 mg/kg) und die
geringste im Dickdarm der Se(-)-Tiere (0,1 mg/kghigelt. Der Gehalt an Nickel in der Leber
von Se(+)- und Se(-)-Tieren, der bei der MessurttetailCP-MS unterhalb der Nachweisgrenze
lag, wurde durch Bestimmung mit der GF-AAS auf t0B04 mg/kg fur die Se(+)- und
0,03 = 0,02 mg/kg fur die Se(-)-Tiere ermittelt.

Fur die humane Karzenomdickdarmzelllinie HT29 wurdee Konzentration fur Kupfer von
6,01 £ 0,13 mg/kg detektiert.

4.2 Zusammenfassung

Mit Hilfe der INAA, ICP-MS und GF-AAS wurden Untarshungen durchgefihrt, die die
Gehalte in den Geweben des gastrointestinalen dgaksowie der Leber als
Stoffwechselvergleichsorgan bestimmen. Des Weiteremrde in den subzellularen
Kompartimenten die Spurenelementverteilung qudntitaind qualitativ untersucht. Die
Gesamtgehaltsbestimmung wurde fur die Organe Zuliggen, Duodenum, Dinndarm und
Dickdarm durchgefiihrt. Dabei wurde der Einfluss 8etenstatus der Versuchstiere auf andere
Spurenelemente untersucht. Die Resultate der Wdleusigen mit den drei Methoden variieren
von Methode zu Methode ein wenig, stimmen aber rimdb der Standardabweichungen
Uberein. Diese Unterschiede kdnnen zum Teil duiehudterschiedliche Probenvorbereitung
bzw. den Zustand, wie die Probe der Analyse zugefiiind, zustande kommen. Fir die INAA
wird die zu untersuchende Probe lediglich lyophalis wahrend fir die Messungen mit der ICP-
MS und GF-AAS die Probe mittels Mikrowellendruckselluss weiter vorzubereiten ist. Mit
der INAA konnten die Konzentrationen der Spureneeta Kobalt, Chrom, C&sium, Eisen,
Mangan, Rubidium, Selen und Zink bestimmt werderitels ICP-MS lie3en sich zusatzlich die
Elemente Arsen, Cadmium, Kupfer, Molybdan, Nick&itan und Vanadium ermitteln. Der
Einsatz der GF-AAS diente zur Validierung der Gahatllie entweder mittels INAA oder ICP-
MS bestimmt wurden. Der Selenstatus konnte durtd ddei Methoden gut nachgewiesen
werden. So lag die Selenkonzentration in den Geweles Verdauungstraktes bei ca. 1 mg/kg
fur die selenadaquat ernahrten Tiere, wahrend in delenmangelerndhrten Tieren die
Konzentration durchschnittlich 0,15 mg/kg betrug. der Leber der Se(+)-Tiere konnte die
hdchste Konzentration (1,85 mg/kg) bestimmt werd¥amit liegt der Selengehalt um etwa eine
GroRRenordnung in den Se(+)-Tieren hoher als in 8e)-Tieren. Zwischen diesen beiden
Gruppen konnten hoch signifikante Unterschiede igezeerden. In der Zunge der Se(-)-Tiere
sowie im Selenmangelfutter lag die Konzentratiotetlralb der Nachweisgrenze fir die ICP-
MS. Der Selengehalt des Se(+)-Futters betrug 0 @Bgan

Beim Gesamtgehalt von Arsen konnte eine homogendellang Uber die Gewebe des
Verdauungstraktes beobachtet werden. Im Verglergaso der Leber, lag der Gehalt an Arsen
am hochsten. Die Konzentration von Arsen im Fuitgrug 0,15 mg/kg.
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Die hochsten Gehalte an Cadmium wurden im DuodemnehDinndarm bestimmt. Dort lagen
die Konzentrationen bei 0,50 mg/kg bzw. 0,30 mg/Rge Cadmiumkonzentration im Futter
unterschied sich erheblich. So konnte im Se(-)dfuttehr Cadmium detektiert werden als im
Se(+)-Futter.

Die mittels ICP-MS erhaltenen Werte fur Kobalt zig dass Kobalt in den untersuchten
Geweben mit Ausnahme der Zunge gleichmé&Rig vergtilin der Zunge liegen die geringsten
Konzentrationen mit ca. 0,20 mg/kg vor.

Casium ist inhomogen in den Geweben des Gastrtmisaktes verteilt. Die hochste
Konzentration konnte in der Zunge (0,06 mg/kg fé@(+9- und 0,05 mg/kg fur Se(-)-Ratten)
bestimmt werden. In der Leber liel3 sich Casium inusehr geringen Mengen (0,006 mg/kg)
nachweisen.

Rubidium hingegen ist gerade in der Leber am meistrtreten. Dort konnte ein schwach
signifikanter Unterschied von Rubidium zwischen des(+)- (7,98 mg/kg) und Se(-)-Ratten
(11,32 mg/kg) bestimmt werden. Im VerdauungstrakRubidium, ahnlich wie Cé&sium, in der
Zunge am hochsten konzentriert.

Ein schwach signifikanter Unterschied konnte im Bladir Eisen gezeigt werden. In den Se(+)-
Tieren lag dort die Konzentration bei 87 mg/kg, vedild sich in den Se(-)-Tieren eine
Konzentration von 120 mg/kg bestimmen liel3. Im Fah Eisen scheint der Selenstatus Einfluss
auf die Konzentration zu haben: Die vergleichswéi@ehsten Gehalte an Eisen konnten in der
Leber (ca.600 mg/kg) bestimmt werden und sind escgbar mit den Literaturwerten [83].

Die Verteilung von Mangan in den Geweben ist inhgero Die hdchste Konzentration war in
der Leber (4,3 mg/kg) zu finden. Die geringsten #Wesind in der Zunge (ca.0,5 mg/kg) und
dem Duodenum (0,6 mg/kg) zu beobachten.

Eine nahezu homogene Verteilung zeigte sich fukZibie Gehalte fur Zink lagen zwischen
70 mg/kg und 100 mg/kg.

Vor allem im Dickdarm der Se(+)-Tiere konnte diechgte Konzentration an Chrom bestimmt
werden. Sie betragt 1,09 mg/kg. Aufgrund der hoBamdardabweichung liel? sich jedoch keine
Signifikanz zwischen Se(+)-Tieren und Se(-)-Tiefestgestellen.

Die Kupferkonzentrationen lagen im Dinndarm undDmkdarm in den geringsten Mengen
vor.

Die hochsten Molybdankonzentrationen weisen Duogenmd Dinndarm mit ca. 0,5 mg/kg
auf, wahrend im Futter Molybdéankonzentrationen vOji mg/kg gefunden wurden. Im
Vergleichsorgan, der Leber, erbrachte der Nachtv@isng/kg.

Ein ahnliches Profil wie bei Molybdan zeigte siakch fur Titan. Wahrend in den Geweben des
Verdauungstraktes die Konzentrationen bei ca. kgnggen, konnte der Gehalt in der Leber
auf 8 mg/kg bestimmt werden.

Bei der Bestimmung von Nickel konnte gezeigt werdtass dieses Spurenelement gleichmaliig
in den Organen des gastrointestinalen Traktesiltaste

Die hochste Konzentration (0,1 mg/kg) wurde fur &dinm in der Zunge detektiert.

Die humane Karzenomdickdarmzelllinie HT29 wies es®hr hohe Konzentration von Titan
(19,5 mg/kg) auf, jedoch ist diese mit einer grol&tandardabweichung verbunden. Das
Spurenelement mit der hochsten Konzentration wak Zr2 mg/kg) noch vor Eisen (46 mg/kg)
in der Zelllinie. Das Element mit der geringstemientration war das Kobalt (0,035 mg/kg).
Wie aus den Gesamtgehalten fir Selen in den Gewad®iGastrointestinaltraktes zu erwarten
war, konnte Selen auch in den subzellularen Fraghodieser Gewebe mit signifikantem
Unterschied gezeigt werden.

Der schwach signifikante Unterschied, der in demsaBgkonzentrationen fur Eisen bestimmt
wurde, konnte auf subzellularer Ebene nur fur deagéh in den Fraktionen NukKlei,
Mitochondrien und Mikrosomen gezeigt werden. Dechisfe Gehalt an Eisen fand sich in allen
Geweben in der mikrosomalen Fraktion.
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Die Alkalielemente Rubidium und Céasium konnten fassschlie3lich im Zytosol der Gewebe
gezeigt werden.

Eine homogene Verteilung in den subzellularen koakih wies Zink in der Zunge und im

Dickdarm auf. Im Magen, Duodenum und Dunndarm hgegefinden sich die geringsten

Konzentrationen im Zytosol beider Populationen.

Fur die Verteilung der Elemente Kobalt, Chrom, MamgVanadium, Nickel, Kupfer, Arsen,

Molybdan und Cadmium konnten keine subzellularermartimente zugeordnet werden, in
denen sie, innerhalb der Populationen oder Fragtiprbesonders hohe oder niedrigere
Konzentrationen aufweisen.

4.3 Speziationsanalyse

Die Analyse von Elementen getrennt nach ihren cbkelmen oder physikalischen
Bindungsformen wird als Speziationsanalyse bezeicld#]. Dabei wird ein Trennverfahren mit
einem Verfahren zur Elementanalytik kombiniert. Algennverfahren wurde in dieser Arbeit die
GroRRenausschlusschromatographie verwendet. Die dalamalytik muss entsprechend
nachweisstark sein, da sich der Gesamtgehalt ddeRxuf verschiedene Spezies verteilt und die
Konzentrationen in der Probenlésung durch Verdugnmit dem Eluens der Saule zusatzlich
herabgesetzt wird. Hierfur eignet sich die ICP-M@&rvorragend, da sie neben ihrer
Multielementtauglichkeit einen grofRen linearen Miessich aufweist [85].

Mit den bisher beschriebenen Methoden konnten deredelementgehalte im gesamten
Gewebe bzw. in den subzellularen Fraktionen bestinmerden. Ob diese Elemente
proteingebunden oder ionisch in Losung vorlagemnk® damit aber nicht gezeigt werden.
Einige Elemente, wie Beispielsweise das Selen,efiegnter anderem in groRen Anteilen
proteingebunden vor [86]. Durch die GroRenausssbhhuematographie mit Kopplung an die
ICP-MS ist es moglich, Informationen dariiber zuadtdn, ob die untersuchten Elemente in den
zytosolischen Fraktionen an Proteine gebunden[8irid

4.3.1 Detektion spurenelementhaltiger Proteine mittels SE-ICP-MS

Der Aufbau der HPLC(SEC)-ICP-MS ist schematiscAlildung 50 wiedergegeben.

Eluens

ICP-MS

Sampler Skimmer

Degaser

L] HPLC-Pumpe
Probenaufgeber |
Zerstauber 1
[ UVv- HPLC-
Detektor Pumpe
SEC-Saule interne

Standardelement-
L6sung

Abb. 50: Schematischer Aufbau der HPLC-ICP-MS-Kopplung
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Die Probenaufgabe erfolgte mittels AutosamplertieL.C-Anlage. Der Autosampler wurde auf
4°C gekihlt. Nach der chromatographischen Saulé &ire interne Standardelementldsung tber
ein T-Stuck, zur spateren Korrektur von Matrix- oderifteffekten, zugeférdert. Die zu
untersuchenden Zytosole von Zunge, Magen, Duodeimndarm und Dickdarm von Se(+)-
und Se(-)-Tieren sowie der humanen Karzenomdickdeltiimie wurden durch
Homogenisierung und nachfolgende Ultrazentrifugatibei 100000 x g (4°C, 80 min)
gewonnen. AnschlieBend wurden sie auf die Elemdéwten, Cadmium, Kobalt, Casium,
Kupfer, Eisen, Mangan, Molybdén, Nickel, Rubidiumitan, Selen, Vanadium und Zink
analysiert.

Zur Abschatzung der molekularen Massen wurde digeSait einem Satz geeigneter Proteine
kalibriert, die in Tabelle 63 zusammengestellt siidki der Saulenkalibrierung wird die
Retentionszeit gegen den Logarithmus der moleknlddasse der Proteine aufgetragen. Die
Saulenkalibrierung zeigt Abbildung 51.

Protein Molmasse [kDe  Retentionszeit [s] Log Molmasse
Dinitrophenyl-L-Alanin 0.255 3124.16 2.40654018
Vitamin B-12 1.335 1247.84 3.12548127
Aprotinin 6.5 1281.8 3.81291336
Ribunuclease A 13.7 1059.02 4.13672057
Trypsininhibitor 20.1 880.16 4.30319606
Chymotrypsinogen A 25 1057.64 4.39794001
Ovalbumin 43 789.92 4.63346846
Catalase 57.586 733.7 4.76031691
BSA 67 651.26 4.8260748
Dextranblau 2000 650.66 6.30103

Tab. 63 Zur Séaulenkalibrierung verwendete Proteine mheaza kugelformiger Geometrie sowie
deren Molmassen und Retentionszeiten

Saulenkalibrierung

7
6.5
= 6 y = -0.0021x + 6.2962
Al R? = 0.7846
D]
w0
(%3]
©
£E
(@]
=
(@)]
o
|
2 T T T T
500 700 900 1100 1300 1500

Retentionszeit [g]

Abb. 51: Saulenkalibrierung mit den in Tabelle 3 aufgetesteProteinen
Der Saulenkalibrierung folgend liegt der linearefibereich zwischen 6 und 67 kDa. Aus den

erhaltenen Profilen koénnen den Retentionszeiten Beakmaxima Molekulargewichte
zugeordnet werden.
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4.3.1.1Arsen im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndan und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 52-56: Dargestellt sind die Arsenprofile nach chromatogrsgher Trennung der Zytosole
von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm und Dickdaen sklenadaquat (blau) und der
selenmangelernahrten Tiere (rot).

Aus den Profilen der Arsenmessungen sind in allewé&bezytosolen zwei Peaks erkennbar.

Nach Zuordnung der molekularen Massen liegt dee ens Bereich von 21 kDa und der zweite
im Bereich von 7 kDa.
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4.3.1.2Cadmium im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dirnarm und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 57-61: Dargestellt sind die Cadmiumprofile nach chromaapgischer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm utdarm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

Aus den Profilen der Cadmiummessungen resultiéitedie Zunge von Se(+)- und Se(-)-Tieren

zwei Peaks. Der erste liegt nach Zuordnung der Kiddemasse bei ca. 65 kDa und der zweite
bei ca. 12 kDa.

In den Cadmiumprofilen der Magenzytosole ist imddgn von 32 kDa ein Peak zu erkennen.
Darlber hinaus zeigt das Zytosol 2 ein weiteres@igei ca. 12 kDa.

In den Zytosolen des Duodenums sind zwei Peaksnirastar. Die entsprechenden Massen
liegen flr den ersten bei 37 kDa und fuir den zweite Bereich von 12 kDa.
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Die Cadmiumprofile der Dunndarmzytosole zeigendiiér Se(-)-Tiere sowie das Zytosol 4 Peaks
bei 35 kDa. Zytosol 3 und 4 der Se(+)-Tiere zeidaruber hinaus noch ein Signal bei 12 kDa.

In Zytosol 1 und 3 ist bei 65 kDa ein Peak bestimmBei ca. 45 kDa weisen alle Zytosole ein
Peakmaximum auf. Den Zytosolen 2 und 3 kann auBerdxh ein Peak bei 12 kDa zugeordnet

werd

en.

4.3.1.3Kobalt im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndrm und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 62-66: Dargestellt sind die Cadmiumprofile nach chromaap@ischer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm uletdarm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).
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In allen Kobaltprofilen der Zungenzytosole ist irerBich von ca. 30 kDa ein Peak zu erkennen.
Ein weiteres Signal ist, wenn auch nur sehr unadytinnerhalb der Kalibration bei ca. 8 kDa
erkennbar. Die Peakmaxima, die bei einer Retergibnzon 1250 s liegen, sind nicht mehr
innerhalb der Kalibration, so dass ihnen keine kdbre Masse mehr zugeordnet werden kann.
Bei ca. 30 kDa sind auch in den Zytosolen des Madgtaks zu erkennen. Ein Peak bei 8 kDa
ist noch am besten im Zytosol 1 und 3 erkennbar.

Mit Ausnahme des Zytosols 2, bei dem kein Signleéenbar ist, da hier die Kobaltkonzetration
fur eine Detektion nicht ausreicht, sind in allenddenumzytosolen Peaks im Bereich von ca.
30 kDa zu sehen. Nur sehr undeutlich ist in dent)S€ieren ein Signal bei ca. 7 kDa zu
beobachten. Im Zytosol 1 hingegen ist dieser Pebkiatensiv.

Die zuvor erkennbaren Peaks im Bereich von 30 kbd 8 kDa wiederholen sich in allen
Zytosolen des Dunndarms.

In den Dickdarmzytosolen sind drei Peakmaxima Xeramen. Die ersten beiden entsprechen
den Molmassen von 30 kDa und 8 kDa. Das dritte leakmum liegt bei einer Retentionszeit
von ca. 1250 s und damit aul3erhalb der Kalibration.

4.3.1.4Casium und Rubidium im Zytosol von Zunge, Magen, Dadenum,
Dunndarm und Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 67-71: Dargestellt sind die Rubidium- und Casiumprofilecmachromatographischer
Trennung der Zytosole von Zunge, Magen, Duodenuninndarm und Dickdarm der
selenadaquat (blau) und der selenmangelerndhréza {fot).

Aus den Profilen der Rubdium- und Casiummessungemiallen Gewebezytosolen ein Peak
erkennbar. Die Retentionszeit dieser Peaks liegtche 1750 s und somit aufRerhalb der
Kalibrierung.

4.3.1.5Kupfer im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndrm und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 72-76: Dargestellt sind die Kupferprofile nach chromatgdriacher Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm uic#darm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

Im Kupferprofil der Zungenzytosole sind vier Peatkennbar. Drei davon sind als Schultern
vom Peak bei ca. 27 kDa zu sehen. Das erste Siggalaul3erhalb der Kalibrierung mit einer
Molekularmasse von tber 67 kDa. Im Bereich von B@ kst eine weitere Schulter erkennbar.
Das vierte Signal, welches im Zytosol 1 noch antdreerkennbar ist, liegt bei ca. 15 kDa.

In den Magenzytosolen ist der Hauptpeak bei cakZ erkennbar. Ihm als Schultern
vorgelagert sind zwei Signale bei Uber 67 kDa ugicch. 43 kDa.

Die Kupferprofile der Duodenumzytosole zeigen eitauptpeak bei ca. 25 kDa. Ihm voran
kénnen zwei kleine Schultern beobachtet werden. Zdierdnung der Molekularmassen ergibt
einen Wert von Uber 67 kDa sowie im Bereich vorkBa. Ein weiterer und ziemlich breiter
Peak hat sein Maximum im Bereich von ca. 10 kDa.

Ein ahnliches Profil ist fur die Dinndarmzytosole sehen. Einem Hauptpeak bei ca. 27 kDa
sind Schultern bei Uber 67 kDa und im Bereich vdrkBa vorgelagert. Das Maximum eines
breiten Signals kann einem Wert von 10 kDa zugesirdierden.

In den Zytosolen des Dickdarms sind zwei Hauptdegbastimmbar. Im Zytosol 1 und 3 ist dem
deutlichsten Signal ein Wert von tber 67 kDa zudoen. Im Zytosol 2 und 4 hat der Peak im
Bereich von 27 kDa die hoéchste Intensitat.
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4.3.1.6Eisen im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinnda und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 77-81: Dargestellt sind die Eisenprofile nach chromatobisgher Trennung der Zytosole
von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm und Dickdaen sklenadaquat (blau) und der
selenmangelernahrten Tiere (rot).

In allen Eisenprofilen der Gewebezytosole sind zReaks zu erkennen. Nach Zuordnung der

molekularen Massen liegt der erste im Bereich adlerder Kalibration bei Uber 67 kDa und
der zweite im Bereich von 22 kDa.
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4.3.1.7Mangan im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dunretm und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 82-86: Dargestellt sind die Manganprofile nach chromatplischer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm utdarm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

In allen Manganprofilen der Gewebezytosole ist Beak zu erkennen. Nach Zuordnung der
molekularen Massen liegt dieser im Bereich von R8.kin den Zytosolen des Dickdarms ist
darUber hinaus noch ein Peak, der aul3erhalb ddorKiadn liegt, bei einer molekularen Masse
von Uber 67 kDa erkennbar.
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4.3.1.8Molybdéan im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dumdarm und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 87-91: Dargestellt sind die Molybdanprofile nach chromaamipischer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm ule#tdarm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

In allen Molybdanprofilen der Gewebezytosole simezPeaks zu erkennen. Nach Zuordnung

der molekularen Massen liegt der erste im Beremh 50 kDa und der zweite im Bereich von
7 kDa.
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4.3.1.9Nickel im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinram und

Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 92-96: Dargestellt sind die Nickelprofile nach chromatqrigcher Trennung der Zytosole
von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm und Dickdaen sklenadéaquat (blau) und der
selenmangelernahrten Tiere (rot).

Der in allen Gewebezytosolen erkennbare Hauptpegk dul3erhalb der Kalibration, so dass
ihm nur eine Masse von weniger als 6 kDa zugeordmeetien kann. Als kleine Schulter ist ihm
ein Signal bei ca. 8 kDa vorgelagert. In den Zyt@saler Zunge, des Magen und Dickdarms
sind Peaks bei Uber 67 kDa sowie im Bereich vork(38 zu erkennen. Die Zytosole von

Duodenum und Dinndarm weisen Peaks im Bereich v@m 67 kDa sowie im Bereich von

25 kDa auf.
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4.3.1.10 Selen im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinnda und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 97-101:Dargestellt sind die Selenprofile nach chromatolgisgher Trennung der Zytosole

von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm und Dickdaen sklenadaquat (blau) und der
selenmangelernahrten Tiere (rot).

In den Selenprofilen der Zungenzytosole sind Peakme fir die Se(+)-Tiere im Bereich von

37 kDa und im Bereich von 10 kDa zu erkennen. Dakeigkonzentration in den Zytosolen der
Se(-)-Tiere ist zu gering, um einen Peak einer kKdkrmasse zuordnen zu kdénnen. Lediglich
im Zytosol 1 ist im Bereich von 37 kDa ein Signalerahnen.

In den Magenzytosolen der Se(+)-Tiere sind PeakBeneich von Uber 67 kDa und im Bereich
von ca. 42 kDa zu beobachten. Die Zytosole der)Ségren weisen einen Peak im Bereich von
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42 kDa auf. Im Zytosol 2 ist dartiber hinaus ein tereis Signal im Bereich von 12 kDa
erkennbar.

Die Profile des Duodenums zeigen fiir die Zytosae sklenadaquat erndhrten Tiere ein Signal
bei 37 kDa. Diesem relativ breiten Peak ist einbuier im Bereich von 12 kDa angelagert. In
den Zytosolen der selenmangelernahrten Tieren Igididlich im Zytosol 1 Peaks erkennbar.
Diese weisen Molekularmassen im Bereich von 37 i@ 7 kDa auf.

Die Selenprofile der Dunndarmzytosole weisen P@akBereich von 35 kDa auf. In den Se(+)-
Zytosolen ist ein weiters Peakmaximum bei ca. 18 kikennbar.

Allen Zytosolen des Dickdarms kann ein Peak im Bargon 37 kDa zugeordnet werden.

4.3.1.11 Titan im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndan und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 102-106: Dargestellt sind die Titanprofile nach chromatodpapher Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm ule##darm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

Bei allen Titanprofilen der Gewebezytosole konnee Beak bei 34 kDa afSAr'®C-Stérung
identifiziert werden. Des weiteren weisen die Gesastosole zudem aber noch einen Peak und
eine ihm vorgelagerte Schulter im Bereich von weni@s 6 kDa, da dieser Peak aulR3erhalb der
Kalibration liegt, und im Bereich von 10 kDa auf.

4.3.1.12 Vanadium im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dimdarm
und Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 107-111: Dargestellt sind die Vanadiumprofile nach chromedpbischer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndarm utdarm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

In allen Vanadiumprofilen der Gewebezytosole simeizPeaks zu erkennen. Nach Zuordnung
der molekularen Massen liegt der erste im Bereiwh 82 kDa und der zweite aul3erhalb der
Kalibrierung in einem Bereich unter 6 kDa.

4.3.1.13 Zink im Zytosol von Zunge, Magen, Duodenum, Dinndam und
Dickdarm von Se(+)- und Se(-)-Tieren
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Abb. 112-116: Dargestellt sind die Zinkprofile nach chromatographer Trennung der
Zytosole von Zunge, Magen, Duodenum, Dunndarm ule##darm der selenadaquat (blau) und
der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

Die Zinkprofile aller Gewebezytosole weisen einearls verbreiterten Peak auf, dessen
Maximum im Bereich von 28 kDa liegt. Diesem Peak jesveils eine Schulter vor- bzw.
nachgelagert. Diese Schultern weisen molekularesbtayon tber 67 kDa bzw. weniger als
6 kDa auf.

4.3.1.14 Speziationsanalyse des Zellzytosols der ZelllinieT29

Die durch SEC-ICP-MS erhaltenen Elementprofile d&ellzytosols der humanen

Karzenomdickdarmzelllinie HT29 wurden zum Vergleicmit den entsprechenden
Elementprofilen des Dickdarmzytosols von Se(+)- Ged-)-Ratten fir die Elemente Cadmium,
Kupfer, Eisen, Mangan, Molybdan, Nickel, Selen dmak in Abbildungen 117-124 dargestellt.

Diese Elemente konnten im Zytosol nachgewiesen everBubidium und Casium wurden nicht
untersucht, da in den Gewebezytosolen diese Elenmemtim Permeationspeak auftraten.
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Abb. 117-124: Dargestellt sind die Elementprofile von Cadmium,pkar, Eisen, Mangan,
Molybdan, Nickel, Selen und Zink nach chromatograger Trennung der Zytosole der
Zellinie HT29 und Dickdarm der selenadaquat (blang der selenmangelernéhrten Tiere (rot).

Das Cadmiumprofil zeigt einen Peak mit starkem ifgjl so dass eine Zuordnung der
Molekularmasse nur bedingt méglich ist. Das Peakmam liegt au3erhalb der Kalibrierung
mit einer molekularen Masse von tber 67 kDa.

Das Kupferprofil zeigt drei Peaks. Die zugeordndtesse des ersten Peaks liegt, genau wie der
dritte Peak, aul3erhalb der Kalibration, so dassraikekulare Masse tUber 67 kDa bzw. weniger
als 6 kDa betragt. Der zweite Peak liegt im Bereich 34 kDa.

Das Eisenprofil zeigt einen Peak bei Uber 67 kQmam ctine Schulter nachgelagert ist, die im
Bereich von 30 kDa liegt.

Fur Mangan ist in dem Profil ein Peak zu erkenrdem eine Masse von 28 kDa zugeordnet
werden kann.

Im Molybdanprofil ist ein schwacher Peak bei ckDa zu sehen.

Im Nickelprofil sind Peaks bei Giber 67 kDa sowié¢ Weniger als 6 kDa zu erkennen. Dem Peak
bei weniger als 6 kDa ist eine Schulter vorgelaggesicher eine Molmasse von ca. 8 kDa
zugeordnet werden kann.

Fur Selen ist ein Peak im Bereich von 42 kDa zeseh

Dem Signal fur das Zinkprofil bei Gber 67 kDa sindlei Schultern nachgelagert. Diese weisen
Massen von ca. 38 kDa und ca. 12 kDa auf.
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4.4 Zusammenfassung

Durch Untersuchungen mittels GroéfRenausschlusschognaghie (SEC) und der online
gekoppelten Elementanalytik mittels ICP-MS konnézeajgt werden, dass die Spurenelemente
Arsen, Cadmium, Kobalt, Kupfer, Eisen, Mangan, Mwaln, Nickel, Selen, Titan, Vanadium
und Zink in den Geweben des gastrointestinalen tSraler Ratten mit unterschiedlichem
Selenstatus und der humanen KarzenomdickdarmzellHT29 in proteingebundener Form
vorliegen. Die Elemente Casium und Rubidum, didPienmeationspeak detektiert wurden, sind
hingegen nicht an Proteine gebunden. In den Gewedseten konnte fur Arsen gezeigt werden,
dass es bei 21 kDa und bei 7 kDa arsenbindendeifeogibt. Cadmiumbindende Proteine
wurden in den Zytosolen bei molekularen Massen areBh von 65 kDa, 45 kDa, 35 kDa und
12 kDa detektiert. Aus den Kobaltprofilen ist zukesrnen, dass Kobalt an Proteine mit
molekularen Massen von ca. 30kDa, 8 kDa sowie &lemis 6 kDa bindet. Kupferbindende
Proteine konnten fur Molmassen im Bereich von U®ékDa, 27 kDa, 43 kDa, 15 kDa und
10 kDa bestimmt werden. Die erhaltenen Eisenprodifgeben eisenbindende Proteine mit
Massen von uber 67 kDa und ca. 22 kDa. Bei mole&nldlassen von Uber 67 kDa und 28 kDa
wurden manganbindende Proteine detektiert. Aus deévolybdanprofil  konnten
molybdanbindende Proteine im Bereich von 50 kDaisow Bereich von 7 kDa bestimmt
werden. Nach Zuordnung der molekularen Massen konntliinf Proteine mit einer
nickelbindenden Doméane mit Grol3en von uber 67 kdaa,33 kDa, ca. 25 kDa, ca. 8 kDa und
weniger als 6 kDa bestimmt werden. In den Gewelospy¢n konnte fur Selen gezeigt werden,
dass es bei Uber 67 kDa, im Bereich von 37 kD&, 10 kDa und bei 7 kDa selenbindende
Proteine gibt. Titanbindende Proteine wurden in dgtosolen bei molekularen Massen im
Bereich von 10 kDa und bei weniger als 6 kDa geftmdihnlich ist es auch fir Vanadium. So
wurden vanadiumbindende Proteine im Bereich vok[32 und weniger als 6 kDa detektiert.
Zinkbindende Proteine konnten in Grélenordnungemilwer 67 kDa, im Bereich von 28 kDa
sowie bei weniger als 6 kDa beobachtet werden. éslementbindende Proteine konnten auch
fur das Zytosol der humanen KarzenomdickdarmzellfiT29 gezeigt werden. Metallbindende
Proteine wurden fiir Cadmium bei Uber 67 kDa, fupteun bei tber 67 kDa, 34 kDa und weniger
als 6 kDa, fur Eisen bei Uber 67 kDa und 30 kDa, Mangan im Bereich von 28 kDa, fur
Molybdan bei 7 kDa, fur Nickel bei tber 67 kDa, B&kund weniger als 6 kDa, fur Selen bei
42 kDa und fur Zink im Bereich von Uber 67 kDa, K8 und 12 kDa detektiert.

73



4.5 Zellkulturversuche

Vergleicht man die durch die SEC-ICP-MS erhaltemdolybdénprofile vom Zytosol der
Zelllinie mit den Zytosolen der Gewebe des Dickdargder Ratten mit unterschiedlichem
Selenstatus, zeigten sich fur das Dickdarmgewels Peaks, wahrend fir das Zellzytosol nur
ein Peak zu beobachten war. Der erste Peak wurdsabB0 kDa und der zweite bei ca. 7 kDa
fur die Zytosole des Dickdarms detektiert. Das Hatprofil vom Zytosol der Zelllinie hingegen
wies nur einen schwachen Peak bei einer molekulttasse von ca. 7 kDa auf. Daraufhin
wurde der Einfluss von Molybdan durch Inkubatiors dgements auf die Zelllinie untersucht.
Die Toxizitdt des zur Inkubation der Zelllinie vesmdeten Molybdans wurde mittels
Zellvitalititatstests ermittelt.

4.5.1 Zellvitalitatstest (MTT) mit Molybdan

Fur den Zellvitaltitatstest wurden die Zellen natdm Umsetzen Uber Nacht im Brutschrank
stehen gelassen. Dem Néahrmedium der Zellen wurden dnterschiedliche Konzentrationen
von Ammonium-Molybdat zugesetzt und die Zellen Ulgei Tage lang inkubiert. Der
Zellvitalitatstest wurde dann wie in 2.2.2.12 begaten durchgefihrt. Als Endkonzentrationen
fur die Inkubation mit Molybdan wurden 4 mg/l, 2 lagl mg/l, 500 pg/l, 250 pg/l, 125 pgl/l,
62,5 ug/l, 31,3 pg/l, 15,6 pg/l, 7,8 pg/l und 3g@lgewahlt. Abbildung 1 zeigt die Zellvitalitat
in % bezogen auf die Kontrollgruppe.
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Abb 1: Das Diagramm zeigt die Veranderung der Zellvitadtit der humanen
Karzenomdickdarmzelllinie HT29 bei der Inkubation it mAmmonium-Molybdat in
verschiedenen Konzentrationen.



Kontrolle 500 ug/l Mo

°
(-

1,0 mg/l | 2,0 mg/l |
Abb 2: Die Fotos zeigen die humane Karzenomdickdarmzelllini@®Hin deren Nahrmedium
unterschiedliche Konzentrationen von Molybdan zegesvorden ist.

Der Zellvitalitatstest zeigte, dass es ab einer z€otration von 500ug/l Molybdan zu einem
verringerten Umsatz von ca. 20des MTT kam. Bei mikroskopischer Beobachtung deter
konnte bei einer Konzentration von 2 mg/l Molybdéne morphologische Veranderung der
Zellen sowie eine deutlich verringerte Aufnahme WAMT um ca. 60 % gezeigt werden. Fur
weitere Experimente wurden die Zellen mit einer Yybolan-Konzentration von 500 g/l
inkubiert.

4.5.2 SEC-ICP-MS der Zelllinie HT29 nach Inkubation mit M olybdan

Der Einfluss der Inkubation der Zellen mit einer Iybml&nkonzentration von 500 pg/l wurde
mittels SEC-ICP-MS untersucht. Daflir wurde dem N#&dium der Zelllinie Ammonium-
Molybdat zugesetzt und die Zelllinie Uber drei Tageubiert. Das Nahrmedium wurde entfernt
und die Zellschicht dreimal mit einer Phosphat-dften Salzlésung (PBS-Puffer) gewaschen
und abgeschabt. Durch Zentrifugation bei 200 x gdeuwler PBS-Puffer (Uberstand) entfernt
und das Zellpellet in 20 mmol Tris-HN@®uffer aufgenommen und mittels Ultraschall
homogenisiert. Das Zellzytosol wurde durch Zengdtion bei 100000 x g fir 80 min
gewonnen. Die zytosolischen Proteine wurden ihrativan Molekularmasse nach durch
GroRRenausschlusschromatographie getrennt und wamderem auf Molybdan untersucht.
Abbildung 3 zeigt die Elementprofile fur Molybdam iZytosol der Kontrollgruppe und der mit
Molybdan inkubierten Gruppe.
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Abb. 3: Dargestellt sind die Molybdanprofile nach chromaapipischer Trennung der Zytosole
der Kontrollgruppe (schwarz) und der mit Molybdakubierten Gruppe (rot).

Das Molybdanprofil der Kontrollgruppe zeigte einaumr sehr schwachen Peak bei ca.7 kDa. Fur
die mit Molybdén inkubierte Gruppe ist dieser um ¥ielfaches deutlicher.

4.6 Zusammenfassung

Durch Untersuchungen mittels Zellvitalitatstest kten gezeigt werden, dass Konzentrationen
von Ammonium-Molybdat ab 1 mg/l fur die humane Karamzelllinie HT29 toxisch wird.
Dieses &auf3erte sich durch morphologische Verdnderursowie einem stark verringerten
Zellwachstum. Bei einer Konzentration von 500 pkdnnte mittels SEC-ICP-MS gezeigt

werden, dass es zu einer starkeren Expression 2ikiea-Molybdan-bindenden Proteins gefuhrt
hat.



4.7 Biochemische Trennverfahren und Autoradiographie

4.7.1 Auftrennung "Se markierter Proteine mittels SDS-PAGE und
Detektion des Tracers durch Autoradiographie

Die Detektion von Selen erfolgte bisher mittelsnedatanalytischer Methoden. In Erganzung
dazu wurden proteinchemische Untersuchungen mfe Hiés RadiotracerSSe durchgefiihrt.
Dieser wurde den Tieren mit unterschiedlichem Sx&ns intraperitoneal appliziert. Die
Markierung der Tiere erfolgt durchiSe mit hoher spezifischer Aktivitat von ca. 75 MEje
Verteilung dieses Radionuklids wurde fur die Gewdbs gastrointestinalen Traktes untersucht.
Aufgrund der kovalenten Bindungsform des Selendein Proteinen als Selenocystein ist SDS-
PAGE und die anschlieBende autoradiographischekiimtedes Isotop$®Se zur Auftrennung
der Selenoproteine hervorragend geeignet.

4.7.1.1Auftrennung der "Se-Proteine in den Homogenaten verschiedener
Gewebe mittels SDS-PAGE und Detektion des Tracersicch
Autoradiographie

Die Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE gfiel fir die Homogenate von Zunge,
Magen, Diinndarm und Dickdarm von selenmangelereghiteren. Die Lokalisierung déiSe-
haltigen Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der Awatdiographie. Die Abbildung 129 zeigt ein
Autoradiogramm der elektrophoretisch aufgetrenntBroteine von Homogenaten des
gastrointestinalen Traktes sowie der Leber alsf@éahselvergleichsorgan eines Se(-)-Tieres,
welches mit ca. 75 MB&’Se markiert wurde. Fiinf Tage nach der Markierungdendas Tier
getdtet und die Organe prapariert. Die Gewebe wurdié einem Homogenatpuffer bestehend
aus 5 mmol MgGt6 HO, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4) und einem Proteaseirtbiicocktail
homogenisiert. Fur die SDS-PAGE wurden aber amstd#r gleichen Proteinmengen die
gleichen Tracermengen fir jedes Gewebe aufgetragesich die aufgenommenen Mengen an
>Se zum Teil erheblich von einander unterscheidehdies zu Stérungen bei der Belichtung
der Imager-Platte fihren kann.
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Abb. 129: Autoradiogramm’®Se markierter Proteine in den Homogenaten von Dickdarm,
Du = Dunndarm, Ma = Magen, Zu = Zunge und Le = kefaeh SDS-PAGE

Das Autoradiogramm zeigt bei allen Homogenaten enei2h von 55 kDa eine starke Bande.
Diese Banden koénnen der Thioredoxin-Reduktase (Ipd8,89] zugeordnet werden. Des

Weiteren sind in allen Homogenaten Banden im Bhareion 23 kDa (Glutathion-Peroxidase

GPx) [90,91], im Bereich von 20 kDa (Phospholipigelrbperoxid-GPx PHGPXx) [92], bei ca.

18 kDa (18 kDa-Selenoprotein) [93] - mit Ausnahnes @inndarms, wo diese Bande lediglich
schattenhaft erkennbar ist - und im Bereich vork2& (15 kDa-Selenoprotein) zu beobachten
[94]. Im Homogenat des Dinndarms ist im Bereich 340 kDa eine schwach markierte
Bande zu erkennen. Weiterhin sind bei ca. 16 kDd @f kDa zwei zusatzliche Banden

detektiert worden [95,96]. Die bei ca. 10kDa detrke Bande im Homogenat des Diunndarms
ist auch im Homogenat der Zunge zu erkennen. Dasradiogramm des Magenhomogenats
zeigt eine zusatzliche Bande im Bereich von cakl8 Fur das Stoffwechselvergleichsorgan
Leber zeigt das Autoradiogramm zuséatzlich BanderBemeich von 45 kDa (Selenoprotein P
SelP) sowie bei ca. 28 kDa (Deiodase DI) [97,98]Abbildung 130 wurden zum Vergleich das

Homogenat und das Zytosol eines Se(-)-Tieres aaigen.
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Abb. 130: Autoradiogramm "°Se markierter Proteine im Hom = Homogenat und im
Cyt = Zyotsol der Leber eines Se(-)-Tieres nach $B&E

Die im Homogenat gezeigten Banden der Selenopmteimd grol3ten Teils auch im Zytosol
wieder zu finden. Das Zytosol zeigt allerdings irar&ich von 28 kDa sowie bei ca. 18 kDa
keine Bande.

4.7.1.2Auftrennung der "Se-Proteine im Homogenat der humanen
Karzenomzelllinie HT29 mittels SDS-PAGE und Detektn des
Tracers durch Autoradiographie

Mittels SDS-PAGE wurden die Proteine der humanenzé&@omdickdarmzelllinie HT29
aufgetrennt und die enthaltenen SelenoproteindHitié der Autoradiographie lokalisiert. Daftr
wurde dem Nahrmedium der ZelléPSe in Form von Natriumselenit mit einer spezifisthe
Aktivitat von 9 kBq zugefihrt. Die Homogenisieruagolgte wie in 2.2.1.1 beschrieben wurde.
Die Abbildung 131 zeigt das Autoradiogramm vom Haoeat der Zelllinie.
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Abb. 131: Autoradiogramm’>Se markierter Proteine im Homogenat der Zellline2BiThach
SDS-PAGE (links: Markerprotein, rechts: Homogenat)

Fur die humane Karzenomdickdarmzelllinie HT29 wurd®elenoproteine im Bereich von
55 kDa, 23 kDa, 18 kDa, 15 kDa und 13 kDa nachgsavie

4.7.2 Untersuchungen zur Selenoproteinverteilung mittel2D-
Gelelekrophorese und autoradiographischer Detektion

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese korebini man zwei unabhangige

Trennverfahren. Als erstes separiert die isoelsttten Fokussierung die Proteine ihrer
Ladungsunterschiede (pl) nach. Im zweiten Schrétden sie durch SDS-Gelelektrophorese
nach ihren molekularen Massen getrennt. Durch digegfahren kdnnen die Selenoproteine mit
ihren Isoformen in einer hohen Auflésung dargesterden, was durch eine einfache SDS-
PAGE nicht moglich ist. Da man im Vergleich zur SBAGE wesentlich geringere Mengen

Protein auftragen kann, ist es mdglich, dass ‘d&e markierten Proteine in zu geringer
Konzentration vorhanden sind, um autoradiographesctieutig nachweisbar zu sein.

4.7.2.1Untersuchungen zur Selenoproteinverteilung mittel2D-
Gelelekrophorese und autoradiographischer Detektiomn der Zunge

Fur die Untersuchungen zur Selenoproteinverteilungirden die Proteine in den
Gewebehomogenaten der Zunge eines selenadaquatines selenmangelernahrten Tieres
mittels 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt. In Ablaid 132 sind die Autoradiogramme nach
2D-Gelelektrophorese dargestellt.
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Abb. 132: Autoradiogramm der miSe markierten Proteine in den Homogenaten der Zfimge
Se(+)- auf der linken Seite und Se(-)-Tiere aufréehten nach IEF/SDS-PAGE

Im Homogenat der Zunge des Se(+)-Tieres sind demgivsten Spots bei ca. 25 kDa erkennbar.
In diesem Molmassenbereich befinden sich die GRxPH5Px und GIGPx. Hier sind ebenfalls
sehr intensive Spots beim Se(-)-Tier zu sehen. Aldde sind im Bereich von 15 kDa, 20 kDa,
45 kDa und 55 kDa deutliche Signale erkennbar, ddéi;m sauren 15 kDa Selenoprotein, der
PHGPx, dem SelP bzw. der TrxR zugeordnet werdeneédn

4.7.2.2Untersuchungen zur Selenoproteinverteilung mittel2D-
Gelelekrophorese und autoradiographischer Detektiomm Magen

Die folgenden Autoradiogramme (Abbildung 133) zeigie selenhaltigen Proteine nach der
2D-Gelelektrophorese, die im Homogenat vom MagereiSe(+)- bzw. eines Se(-)-Tieres
detektiert werden konnten.
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Abb. 133: Autoradiogramm der mif°Se markierten Proteine in den Homogenaten des Magen
fur Se(+)- auf der linken Seite und Se(-)-Tiere @erf rechten nach IEF/SDS-PAGE

Die starksten Spots im Homogenat des Se(+)-Tieogsiten im Bereich von 25 kDa (GPx)
detektiert werden. Im Vergleich dazu sind bei dakRa (PHGPx) und 15 kDa (saures 15 kDa
Selenoprotein) weniger intensive Spots zu erkenbas. Autoradiogramm vom Homogenat des
Se(-)-Tieres weist am deutlichsten erkennbare $&dmei ca. 25 kDa und 20 kDa auf, wobei der
Spot bei 20 kDa und mit dem pl-Wert von ca. 8,5 &HGPx angehoért. Als leichte
Schwarzungen sind Spots im Bereich von 55-60 kDeRYzu erkennen.

4.7.2.3Untersuchungen zur Selenoproteinverteilung mittel2D-
Gelelekrophorese und autoradiographischer Detektiomm Dinndarm

Die Selenoproteinverteilung wurde fur die Homogend¢s Dinndarms von Se(+)- und Se(-)-
Tieren untersucht. Daflr wurden die Proteine ndt@D-Gelektrophorese aufgetrennt und die
mit "°Se markierten Proteine mit Hilfe der Autoradiograplokalisiert und in Abbildung 134
dargestellt.
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Abb. 134: Autoradiogramm der mit’>Se markierten Proteine in den Homogenaten des
Dunndarms fir Se(+)- auf der linken Seite und S€igje auf der rechten nach IEF/SDS-PAGE

Im Homogenat des Se(+)-Tieres sind die intensiv@pnts bei ca. 15 kDa (saures 15 kDa
Selenoprotein), 20 kDa (PHGPx) und 25 kDa (cGPx @Gi@Px) erkennbar. Im Homogenat des
Se(-)-Tieres sind in diesem Bereich ebenfalls niensivsten Signale zu sehen. Zusétzlich sind
noch im Bereich von 55-60 kDa (TrxR) Spots zu bebben.

4.7.2.4Untersuchungen zur Selenoproteinverteilung mittel2D-
Gelelekrophorese und autoradiographischer Detektiomm Dickdarm

Die Selenoproteinverteilung wurde fur die Dickdaomtogenate eines selenadaquat und eines
selenmangelerndhrten Tieres mittels 2D-Gelelektwogge analysiert. In Abbildung 135 sind die
Autoradiogramme nach 2D-Gelelektrophorese dardestel

83



kDa
70+ .
- i v
304
- P $ .

201 4 e .
154 ’ .

1 1 1 > 1 1 1 >

4.5 6.0 9.0 p| 4.5 6.0 9.0p|

Abb. 135: Autoradiogramm’°Se markierter Proteine in den Homogenaten des Bicksl fiir
Se(+)- und Se(-)-Tiere nach IEF/SDS-PAGE

Aus den Autoradiogrammen ist zu erkennen, dassnt@nsivsten Spots im Homogenat des
Se(+)-Tieres im Bereich von 15 kDa (saures 15 kBeer®protein), 20 kDa (PHPGx), 25 kDa
(GPx) und 55 kDa (TrxR) liegen. Eine ahnliche Viutgg ist auch fur das Homogenat des
Se(-)-Tieres zu erkennen. Zusatzlich sind noch SpotBereich von 50 kDa (SelP) zu sehen.

4.7.3 Unterschiede des Proteoms im Verdauungstrakt der R&e in Abhangigkeit
vom Selenstatus: Lokalisation und Identifizierung

Wie die zuvor in Abschnitt 4.7.2 beschriebene Mdthaur Untersuchung der Selenoproteine
wurde zur Untersuchung des Proteoms fur die GewleseéVerdauungstrakts der Ratte auch die
2D-Gelektrophorese (NEPHGE) angewendet. Mit diddethode kdnnen die Proteine in den
Homogenaten des gastrointestinalen Traktes mir sigler hohen Auflésung dargestellt werden
und zum Vergleich der exprimierten Proteine in gemeiligen Organen der Se(+)- bzw. Se(-)-
Tiere herangezogen werden. Um die Proteine sichtbamachen, wurde die Silberfarbung
verwendet. In den Gelen (Abbildungen 136, 140, 14&) konnten somit zwischen 800 und
2000 Spots pro Gel mit Hilfe der Proteinanalysesafe MELANIE 6.0 detektiert werden.
Mittels dieser Software wurde bei den aufgeldstentdhen nach Spots gesucht, welche
Expressionsunterschiede zwischen selenadaquasal@edmangelernahrten Tieren aufwiesen.

84



4.7.3.1Unterschiede des Zunge-Proteoms der Ratte in Abhagkeit vom
Selenstatus: Lokalisation und Identifizierung

Abbildung 136 zeigt die Elektropherogramme der Hgemate der Zunge von einem Se(+)- und
Se(-)Tier.
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Abb. 136: Elektropherogramm der Zunge-Homogenate von SefR@d Se(-)-Tieren; blau:
starker exprimierte Proteine, rot: weniger starfrewierte Proteine

Mit Hilfe der Auswertungssoftware MELANIE 6.0 kommt 35 Expressionsunterschiede von
Proteinen bestimmt werden. Neun von ihnen wurdérket im Se(+)-Tier und 26 als starker
exprimiert im Se(-)-Tier detektiert. Die im Elekpmerogramm beschrifteten Proteine konnten
mittels MALDI-MS und mit Hilfe der Protein/Peptidédenbank identifiziert werden, indem die
Spots ausgestochen und wie in Abschnitt 2.2.2.18cHreeben analysiert wurden. Die
Identifizierung ergab fir (1) UDP-Glucose-6 dehygkpnase (MW: 54,9 kDa, pl: 7,48), (2)
Hydroxyl-Coenzyme A dehydrogenase (MW: 33,4 kDa,883) und (3) Ubiquitin C-terminale
Hydrolase Isozym L3 (MW: 26,1 kDa). Die Search-aeter sind in den nachfolgen Tabellen
fur die jeweiligen Proteine angegeben. Als Datekbanrde die MSDB 20060831 (3239079
sequences; 1079594700 residues) verwendet. Dieriduhge identifizierten Proteine sind alle
im Stoffwechsel des Verdauungstraktes involview bizeteiligt. Unter der Beriicksichtigung des
Selenstatus ist die Analyse und ldentifikation denannten Proteine ein neues und erstmalig
erzieltes Ergebnis.
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(1) UDP-Glucose-6 dehydrogenase:

Type of search Peptide Mass Fingerprint

Enzyme Trypsin

Variable modifications N-Acetyl (Protein),N-Form{rotein),
Propionamide (C)

Mass values Monoisotopic

Protein Mass Unrestricted

Peptide Mass Tolerance + 150 mmu

Peptide Charge State 1+

Max Missed Cleavages 2

Number of queries 49

Tab. 64: Search-Parameter, die fir die Proteinidentifikatidtiels MALDI-MS fir UDP-
Glucose-6 dehydrogenase verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbilddr8y wieder gegeben.

MNumber of Hits
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Abb. 137: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@fP), wobei P die
Wahrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmobachteten Treffer um einen zufalliges
Ereignis handelt. Protein scores grof3er als 56 amdignifikant zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 49, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 12. Damit wurde eine Sequenzibereinstimmwin 26 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefé® Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.

1 MVEIKKICCI GAGYVGGPTC SVIARMCPEI RVTVVDVNEA RINAWNPTL
51 PIYEPGLKEV VESCRGKNLF FSTNIDDAIR EADLVFISVN TPTKTY GMGK
101 GRAADLKYI E ACARRI VONS NGYKI VTEKS TVPVRAAESI RRIFDANTKP
151 NLNLQVLSNP EFLAEGTAIK DLKNPDRVLI GGDETPEGQR AVQAIAVYE
201 HWVPKEKLT TNTWSSELSK LAANAFLAQR ISSINSISAL CESTGADVEE
251 VATAIGMDQR IGNKFLKASYV GFGEECFKD VLNLVYLCEA LNLPEVARYW
301 QQVIDMNDYQ RRRFASR D SLENTVTDKK | Al LGFAFKK DTGDTRESSS
351 IYISKYLMDE GAHLHIYDPK VPREQIVVDL SHPGVSADDQ VSRLVISKD
401 PYEACDGAHA LVICTEWDMF KLDYERI HK RMLKPAFI FD GRRVLDGLHN
451 ELQTIGFQIE TIGKKVSSKR | PYTPCElI PK FSLQDPPNKK PKV
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Start - End Observed M (expt) M (calc) Del t M ss Sequence
103 - 114 1323. 65 1322.65 1322.67 -0.02 1 AADLKYI EACAR
108 - 114 825. 27 824. 27 824. 39 0.12 0 YI EACAR
116 - 135 2232.31 2231.31 2231.23 0. 08 2 | VONSNGYKI VTEKSTVPVR
208 - 220 1479.71 1478.71 1478.76 0. 05 0 | LTTNTWSSELSK
268 - 279 1157.59 1156.58 1156.53 0. 05 0 ASVGFGEECFXK
280 - 298 2215.15 2214.15 2214.17 0. 02 0 DVLNLVYLCEALNLPEVAR Propionamide (C)
318 - 329 1365.64 1364.63 1364.72 0. 08 0 |1 DSLENTVTDK
318 - 330 1493.68 1492.68 1492.81 0.13 1 || DSLFNTVTDKK
331 - 340 1107.55 1106.55 1106.69 0.13 1 | Al LGFAFKK
422 - 430 1202.51 1201.51 1201.61 0.10 1 ELDYERI HK
431 - 443 1606. 86 1605.86 1605.89 0. 04 2 RMLKPAFI FDGRR
471 - 480 1114.61 1113.60 1113.61 0. 00 0 | PYTPGEI PK

No match to: 787.36, 823.25, 832.50, 835.23, 849.67, 854.60,597873.58, 994.15, 1033.55, 1036.20, 1060.564 565
1073.58, 1082.57, 1092.52, 1136.60, 1140.57, 12251@35.54, 1302.68, 1308.65, 1320.60, 1380.672.889 1507.75,
1551.73, 1624.86, 1657.80,

(2) Hydroxyl-Coenzyme A dehydrogenase:

Type of search Peptide Mass Fingerprint
Enzyme Trypsin

Variable modifications Oxidation (M),Propionamide)(
Mass values Monoisotopic

Protein Mass 35 kDa

Peptide Mass Tolerance + 75 mmu

Peptide Charge State 1+

Max Missed Cleavages 2

Number of queries 59

Tab. 65: Search-Parameter, die fur die Proteinidentifikatiattels MALDI-MS fur Hydroxyl-
Coenzyme A dehydrogenase verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbilddr@8 wieder gegeben.
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Abb. 138: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@{P), wobei P die
Wabhrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmmbachteten Treffer um einen zufélliges
Ereignis handelt. Protein scores grof3er als 56amdignifikant zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 59, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen

betrug 13. Damit wurde eine Sequenzubereinstimmwumn 44 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefém Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.
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1 MAFVTRQFVR SMSSSSSASA AAKKILIKHV TVIGGGLMGA GIAQVWATG
51 HTVVLVDQTE DILAKSKKG EESLKRMAKK KFTENPKAAD EFVEKTLSSL
101 STSTDAASVV HSTDLVVEAI VENLKLKNEL FORLDKFAAE HTI FASNTSS
151 LQ TNI ANAT TRQDRAGLH FFNPVPMVKL VEVIKTPMTS QK TFESLVDF
201 CKTLGKHPVS CKDTPGHI VN RLLVPYLI EA | RLHERGDAS KEDI DTAMKL
251 GAGYPMGPFE LLDYVG.DTT KFILDGWHEM DPENPLFQPS PSMNNLVAQK
301 KLGKKTGEGF YKYK

Start - End Ohserved M (expt) M (calc) Delta M ss Sequence

68 76 1059. 64 1058.64 1058.61 0. 03 2 Kd EESLKR

126 - 133 1047.63 1046.62 1046.59 0.04 1 LKNELFQR

134 - 162 3135.51 3134.51 3134.60 0.09 1 LDKFAAEHTI FASNTSSLQ TN ANATTR

137 - 162 2779.38 2778.37 2778.39 0.02 0 FAAEHTI FASNTSSLQ TNI ANATTR

166 - 179 1651.81 1650.81 1650.81 0. 00 0 FAGLHFFNPVPMWK Oxidation (M)

166 - 179 1667.80 1666.79 1666.80 0.01 0 FAGLHFFNPVPMWK 2 Oxidation (M)

193 - 202 1259.57 1258.57 1258.59 0.02 0 TFESLVDFCK Propionamide (C)

203 - 221 2140.13 2139.13 2139.13 0. 00 2 TLGKHPVSCKDTPGFI VNR Propionamide (C)

207 - 221 1740.86 1739.86 1739.88 0.02 1 HPVSCKDTPGFI VNR Propionamide (C)

213 - 221 1018.59 1017.59 1017.52 0. 06 0 DTPGFI VNR

222 - 232 1299.80 1298.80 1298.80 0. 00 0 LLVPYLIEAIR

233 - 249 1915.93 1914.93 1914.91 0.02 2 LHERGDASKEDI DTAMK

250 - 271 2373.19 2372.18 2372.16 0.02 0 LGAGYPMGPFELLDYVGLDTTK Oxidation (M)
No match to: 832.51, 834.56, 881.48, 913.68, 929.65, 931.63, 973 .61, 1030.64, 1037.58, 1064.62,
1082.63, 1091.54, 1094.57, 1201.62, 1233.71, 1261.3 5, 1263.35, 1320.59, 1352.75, 1357.72,
1362.67, 1434.76, 1465.78, 1553.75, 1560.80, 1683.8 1,1707.78, 1716.85, 1816.19, 1838.92,
1851.92, 1855.86, 1867.91, 1869.86, 1871.85, 1885.8 5, 1946.00, 2091.13, 2103.18, 2142.05,
2176.05, 2286.16, 2393.24, 2399.03, 2476.26, 2582.2 3

(3) Ubiquitin C-terminale Hydrolase Isozym L3:

Type of search Peptide Mass Fingerprint
Enzyme Trypsin

Mass values Monoisotopic

Protein Mass 25 kDa

Peptide Mass Tolerance + 75 mmu

Peptide Charge State 1+

Max Missed Cleavages 0

Number of queries 39

Tab. 66: Search-Parameter, die fur die Proteinidentifikatintiels MALDI-MS fir Ubiquitin
C-terminale Hydrolase Isozym L3 verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbilddr39 wieder gegeben.
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Abb. 139: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@fP), wobei P die
Wabhrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmmbachteten Treffer um einen zufélliges
Ereignis handelt. Protein scores grof3er als 56amdignifikant zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 39, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 5. Damit wurde eine Sequenzubereinstimmungn v29 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefém Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.

1 MEGOQR\WLPLE ANPEVTNQFL KQLGLHPNWQ FVDVYGMEPE LLSMVPRPVC
51 AVLLLFPITE KYEVFRTEEE EKIKSQGQDV TSSVYFMKQT ISNACGIGL
101 IHAIANNKDK MHFESGSALK KFLEESVAMS PEERARAHLEN YDAI RVTHET
151 SAHEGQTEAP SIDEKVDLHF | ALVHVDGHL YELDGRKPFP | NHGKTSDET
201 LLEDAIEVCK KFMERDPDEL RFNAIALSAA

Start - End hserved M (expt) M (calc) Del ta M ss Sequence

6 - 21 1899.01 1898.01 1897.99 0.01 0 WL.PLEANPEVTNQFLK

122 - 134 1523.74 1522.74 1522.70 0.04 0 FLEESVAVSPEER

137 - 145 1130.54 1129.54 1129.55 -0.02 0 HLENYDAI R

166 - 186 2418.23 2417.22 2417.25 -0.03 0 VDLHFI ALVHVDGHLYELDGR

187 - 195 1037.52 1036.52 1036.58 -0. 07 0 KPFPI NH&K
No match to: 832.44,881.45,974.52, 1060.53, 1091.36, 1143.53, 1157.55, 1201.60, 1234.67,
1261.30, 1263.34, 1308.65, 1320.61, 1434.75, 1465.7 1, 1486.76, 1491.76, 1551.78, 1707.79,
1838.93, 1872.94, 1890.98, 1903.00, 1913.03, 1931.0 2,1954.02, 2134.14, 2367.24, 2398.99,

2566.21, 2582.21, 2872.25, 2902.29, 3052.41

4.7.3.2Unterschiede des Magen-Proteoms der Ratte in Abhaigkeit vom
Selenstatus: Lokalisation und Identifizierung

Die Elektropherogramme der Homogenate des Magensivem Se(+)- und Se(-)Tier sind in
Abbildung 140 wiedergegeben.
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Abb. 140: Elektropherogramm der Magen-Homogenate von Se(#p Se(-)-Tieren; blau:
starker exprimierte Proteine, rot: weniger starfraxierte Proteine

In den beiden Elektropherogrammen konnten 20 Esmesunterschiede mit Hilfe der
Auswertungssoftware MELANIE 6.0 bestimmt werden. 8a(+)-Tier waren 12 davon hdher
exprimiert. Acht starker exprimierte Spots konnten Se(-)-Tier gezeigt werden. Die
Identifizierung der Proteine, die in den Elektromiggammen beschriftet sind, wurde mittels
MALDI-MS und mit Hilfe der Protein/Peptid-Datenbaekreicht. Die Identifizierung ergab fur
(1) Actin-2 (MW: 41,8 kDa, pl: 5,31), (2) Prohibiti(MW: 29,8 kDa, pl: 5,57) und (3)
Zytokeratin und (4) FLJ20729. Die Search-Paramsied in nachfolgenden Tabellen fur die
jeweiligen Proteine angegeben. Als Datenbank wudie2 NCBInr (5162317 sequences;
1789512709 residues) verwendet. Actin-Proteine sindverschiedenen Zellmodaltitéaten
involviert. Prohibitin wird in Verbindung mit diveen Zellfunktionen gebracht, zu denen auch
die Zellzykluskontrolle gehort. Zytokeratine gehdreu einer Gruppe von wasserlgslichen
Faserproteinen, die Komponenten des ZytoskelettEpielermis und anderer Epithelzellen sind.
Prohibitin wurde unter anderem von @hal. mittels 2D-Gelelektrophorese und mit Hilfe der
MALDI-MS im Magen-Homogenat der Ratte bestimmt [99hter dem Einfluss des Selenstatus
ist die Identifikation der Proteine ein vollkommeaues Ergebnis.
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(1) Actin-2:

Type of search Peptide Mass Fingerprint

Enzyme Trypsin

Variable modifications N-Acetyl (Protein),Oxidatig),
Oxidation (HW)

Mass values Monoisotopic

Protein Mass Unrestricted

Peptide Mass Tolerance + 90 mmu

Peptide Charge State 1+

Max Missed Cleavages 0

Number of queries 18

Tab. 67: Search-Parameter, die fir die Proteinidentifikatiatiels MALDI-MS fir Actin-2
verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbildd4d wieder gegeben.
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Abb. 141: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@fP), wobei P die
Wabhrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmmbachteten Treffer um einen zufélliges
Ereignis handelt. Protein scores grof3er als 61lamdignifikant zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 18, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 6. Damit wurde eine Sequenzubereinstimmungn v13 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefém Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.

1 MG-LEVQPRV PLMGAAAHIG QPPLYTIRVL AGPTPFFLGL MLYKVTECWH

51 GFVSAGEQGR LFGPLESRVH VSDGELTFEG AYADVAGVAE LVTRDRD
101 VMAASRTPGD PASPSPARHP LRRPSSTPSL GGGGRDRSHT SPPAYTAFLS
151 AAPSSRPLPI AMEEEIAALV IDNGSGMCKA GFAGDDAPRA VFPSIBRPR
201 HQGVMVGMGQ KDSYVGDEAQ SKRGILTLKY PIEHGIVTNW DDM&KIHT
251 FYNELRVAPE EHPVLLTEAP LNPKANREKM TQIMFETFNT PAMYVAIQAV
301 LSLYASGRTT GIVMDSGDGV THTVPIYEGY ALPHAILRLD LAGRDIDYL
351 MKILTER GYS FTTTAEREIV RDIKEKLCYV ALDFEQEMAT AASSSSLEKS
401 YELPDGQVI T | GNERFRCPE ALFQPSFLGM ESCGIHETTF NSIMKCDVDI
451 RKDLYANTVL SGGTTMYPGI ADRMQKEITA LAPSTMKIKI IAPPERKYSV
501 WIGGSILASL STFQQMWISK QEYDESGPSI VHRKCF
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Start End bserved M (expt) M (cal c) Del ta M ss Pepti de
2 - 9 945. 57 944. 57 944. 51 0. 06 0 GFLEVQPR
98 - 106 1082. 55 1081. 54 1081. 45 0. 09 0 DWVMAASR + xidation (M
1 - 9 1118. 47 1117. 47 1117. 56 -0.09 0 MGFLEVQPR + N-Acety
358 - 367 1132.50 1131. 50 1131. 52 -0.02 0 GYSFTTTAER
400 - 415 1790. 81 1789. 81 1789. 88 -0.08 0 SYELPDGQVI TI GNER
257 - 274 1954. 00 1953. 00 1953. 06 -0.06 0 VAPEEHPVLLTEAPLNPK
No natch to: 1036.51, 1259.59, 1320.49, 1323.58, 1379.63, 1434.6 6, 1462.65, 1837.86, 2022.84,
2064.10, 2399.05, 3312.54
(2) Prohibitin:
Type of search Peptide Mass Fingerprint
Enzyme Trypsin
Variable modifications N-Acetyl (Protein),Oxidatight),
Oxidation (HW)
Mass values Monoisotopic
Protein Mass Unrestricted
Peptide Mass Tolerance + 90 mmu
Peptide Charge State 1+
Max Missed Cleavages 0
Number of queries 25

Tabelle 68:Search-Parameter, die fur die Proteinidentifikatittels MALDI-MS fir
Prohibitin verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbilddg® wieder gegeben.
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Abb. 142: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@fP), wobei P die
Wahrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmobachteten Treffer um einen zufalliges
Ereignis handelt. Protein scores gréf3er als 61amdignifikant zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 25 und die Wrder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 10. Damit wurde eine Sequenzibereinstimmwin 45 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefém Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.
Durch die Ubereinstimmung der bestimmten Peptidevas&ann gesagt werden, dass die
Identifikation des Proteins erfolgreich ist.
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1 MAAKVFESIG KFGLALAVAG GVVNSALYNV DAATDRFRGV QDIVEGTH
51 FLIPWVQKPI IFDCRSRPRK VPVI TGSKDL QNVNI TLRI L FRPVASQLPR
101 |1 YTSI GEDYD ERVLPSI TTE | LKSVVARD AGELI TOREL VSRQVSDDLT
151 ERAATFGLIL DDVSLTHLTF GKEFTEAVEA KQVAQQEAER ARFVVEKAEQ
201 QKKAAIISAE GDSK AAELI A NSLATAGDG. | ELRKLEAAE DI AYQLSRSR
251 NIT

Start - End Observed M (expt) M (calc) Del ta M ss Sequence

70 78 928. 53 927. 53 927.58 0. 05 1 KVPVI TGSK
79 - 88 1185.59 1184.59 1184.65 -0.07 0 DLQ\VN TLR
89 - 100 1396.75 1395.74 1395.83 -0.09 0 | LFRPVASQLPR
101 - 112 1460. 57 1459.56 1459.65 -0.08 0 1YTSI GEDYDER
113 - 123 1213.65 1212.65 1212.73 -0.08 0 VLPSI TTEI LK
129 - 138 1149.53 1148.52 1148.58 -0.06 0 FDACELI TQR
144 - 152 1062.49 1061.49 1061.50 -0.01 0 QVSDDLTER
182 - 190 1058.49 1057.48 1057.52 -0.03 0 QVAQQEAER
215 - 234 1998. 05 1997.05 1997.08 -0.03 0 AAELI ANSLATAGDGALI ELR
235 - 248 1606. 76 1605.76 1605. 84 -0.08 1 KLEAAEDI AYQLSR
No match to: 901.47,991.57,1037.51, 1107.49, 1117.46, 1165.52, 1190.57, 1235.49, 1254.53
1315.64, 1365.56, 1493.61, 1635.72, 1707.70, 1934.8 5
(3) Zytokeratin 8:
Type of search Peptide Mass Fingerprint
Enzyme Trypsin
Variable modifications Oxidation (M)
Mass values Monoisotopic
Protein Mass Unrestricted
Peptide Mass Tolerance + 80 mmu
Peptide Charge State 1+
Max Missed Cleavages 1
Number of queries 28

Tab. 69: Search-Parameter, die fur die Proteinidentifikatiattels MALDI-MS flur Zytokeratin
8 erwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbildd#$ wieder gegeben.

Number of Hits

_f

a] ale] 7a 16
Praobability Baged Mowse Score

Abb. 143: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@fP), wobei P die
Wabhrscheinlichkeit wiedergibt, dass es sich bei dmmbachteten Treffer um einen zufélliges
Ereignis handelt. Protein scores grof3er als 61lamdignifikant zu erachten (p<0.05).
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Die Anzahl der gesuchten Massen war 28, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 12. Damit wurde eine Sequenzubereinstimmwin 20 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefée Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.

1 MSTSGPRAFS SRSFTSGPGA RISSSSFSRV GSSSSSFRGS LGGRGYG
51 GITAVTVNQS LLNPLKLEVD PNIQAVRTQE KEQIKTLNNK FASFIDKVRF
101 LEQQNKMLET KWSLLQQQKT SRSNMDNMFE SYINNLRRQL EALKIQE.
151 EVELGNMQGL VEDFKNKYED EINKRTEMEN EFVLIKKDVD EAYMXEKLE
201 SRLEGLTDEI NFLRQIHEEE IRELQSQISD TSVVLSMDNS RSLDVDSI | A
251 EVRAQYEEI A NRSRAEAETM YQ KYEELQT LAGKHGDDLR FSKTEI SEMN
301 RNISRLQAEI DALKGQRATL EAAI ADAEQR GELAVKDANA KLEDLKNALQ
351 KAK QDVARQL REYQELMNVK LALDIEIATY RKLLEGEESR LESGMQNMSI
401 HTKTTSGYAG GLSSSYGGLT SPGFSYGMSS FQPGFGSVGG SSTVIY
451 VVKKIETRDG KLVSESSDIM SK

Start - End Ohserved M (expt) M (calc) Delta M ss Sequence

242 - 253 1348.60 1347.59 1347.67 0. 08 0 SLDMVDSI | AEVR
242 - 253 1364.57 1363.57 1363.67 0. 09 0 SLDMVDSI | AEVR Oxidation (M)
254 - 262 1093. 48 1092.48 1092.52 0.04 0 AQYEEI ANR
263 - 274 1442. 60 1441.59 1441.69 0. 09 1 SRAEAETMYQ K Oxidation (M)
275 - 284 1151.53 1150.53 1150.59 0. 06 0 YEELQTLAXK
292 - 301 1194.52 1193.52 1193.57 0. 05 1 SKTElI SEMNR
292 - 301 1210.51 1209.50 1209.57 0. 06 1 SKTElI SEMNR Oxidation (M)
306 - 314 1000. 55 999. 54 999. 56 0. 02 0 LQAEI DALK
306 - 317 1341.66 1340.66 1340.74 0. 08 1 LQAEI DALKGQR
318 - 330 1358.61 1357.61 1357.68 0. 08 0 ATLEAAI ADAEQR
354 - 361 1033.49 1032.49 1032.51 0. 02 1 QDOMARQLR Oxidation (M)
382 - 390 1060. 54 1059.53 1059.56 0. 02 1 KLLEGEESR
No nmatch to: 973.53, 982.44,991.58, 1088.55, 1107.50, 1117.48, 1157.53, 1174.53, 1235.46,
1308.56, 1365.57, 1493.61, 1707.69, 1741.68, 2717.1 6, 3224.46
(4) FLJ20729:
Type of search Peptide Mass Fingerprint
Enzyme Trypsin
Variable modifications Deamidation (NQ),Oxidatidvi)(
Oxidation (HW)
Mass values Monoisotopic
Protein Mass Unrestricted
Peptide Mass Tolerance + 100 mmu
Peptide Charge State 1+
Max Missed Cleavages 0
Number of queries 17

Tab. 70: Search-Parameter, die fur die Proteinidentifikatimttels MALDI-MS fir FLJ20729
verwendet wurden.

Der Probability Based Mowse Score ist in Abbildddg wiedergegeben.
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Abb. 144: Probability Based Mowse Score; lons score ist Eb@tP), wobei P die
Wahrscheinlichkeit ist, dass es sich bei dem bdubten Treffer um einen zufalliges Ereignis
handelt. Protein scores grof3er als 61 sind alsfigignt zu erachten (p<0.05).

Die Anzahl der gesuchten Massen war 17, und dieAinder Ubereinstimmenden Peptidmassen
betrug 11. Damit wurde eine Sequenzubereinstimmwmn 32 % erreicht. Die
Ubereinstimmenden Peptide (in rot) und die zutrefém Sequenzen sind nachfolgend gezeigt.

1 MDRVPVKEED CFKREVTEDT YKEEPQVNP RVGCKRKLAM SRCETCGTEE
51 AKYRCPRCMRYSCSLPCVKR HKAELMCSGY RDKTAYVSLQ RETEMNLLSD
101 YRFLEDVART ADRVSRDIFL TRPKRKKYLL FLKNRARKQG VYILR PSGF
151 SKRRENSTVF DHRNQOFCWH VKLQFPQSQA EYVEKRVPDD KTINEILKPY
201 IDPEKSDPVI RQRLK AYTQS QTGVQ LVRV ENMQONLI RY YELDPSKSLV
251 NNLRNKVIIE YPTLHVVLKG CSNDMQLLHQ VKSESAQKLG NGD

Start - End Observed M (expt) M (calc) Del ta M ss Sequence
22 - 31 1244.53 1243.53 1243.59 -0.06 1 VKEEPQWPR Deamidation (NQ); Oxidation
(M)
24 - 35 1388.60 1387.59 1387.62 0.03 1 EEPQWPRVGCK Deamidation (NQ)
61 - 69 999. 46 998. 46 998. 46 0. 00 0 YSCSLPCVK
73 - 81 965.53 964.53  964.45 0.08 0 AELMCSGVR
92 - 102 1405.62 1404.62 1404.62 0.01 0 FTEMALLSDYR Deamidation (NQ);
Oxidation (M)
145 - 153 1004.49 1003.49 1003.58 0.10 1 LLPSGFSKR
154 - 163 1260.52 1259.52 1259.60 0.08 1 RENSTVFDHR
155 - 163 1121.56 1120.56 1120.48 0.08 0 ENSTVFDHR Deamidation (NQ); Oxidation
(HW)
164 - 172 1190.55 1189.55 1189.53 0.01 0 NQQFCWHVK Deamidation (NQ)
216 - 229 1596. 76 1595.76 1595.80 0.04 0 AYTQSQIGVQ LMR Deamidation (NQ)
230 - 239 1248.53 1247.52 1247.57 0.05 0 VENMQO\LI R 4 Deamidation (NQ)

No match to: 899.59, 1053.48, 1119.48, 1300.53, 1436.59, 2085.97

4.7.3.3Unterschiede des Dunndarm-Proteoms der Ratte in Akdmgigkeit vom
Selenstatus: Lokalisation und Identifizierung

Abbildung 145 zeigt die Elektropherogramme der Hgemate des Diunndarms von einem
Se(+)- und Se(-)Tier.
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Abb. 145: Elektropherogramm der Dunndarm-Homogenate von)Seltd Se(-)-Tieren; blau:
starker exprimierte Proteine, rot: weniger stargrexierte Proteine

Mit Hilfe der Auswertungssoftware MELANIE 6.0 kommt 22 Expressionsunterschiede von
Proteinen bestimmt werden. 12 von ihnen wurdenkstdim Se(+)-Tier und 10 als starker
exprimiert im Se(-)-Tier detektiert. Eine sichedentifizierung der unterschiedlich exprimierten
Spots bzw. der Proteine gelang nicht.

4.7.3.4Unterschiede des Dickdarm-Proteoms der Ratte in Abdngigkeit vom
Selenstatus: Lokalisation und Identifizierung

Die Elektropherogramme der Homogenate des Dinndaom®inem Se(+)- und Se(-)Tier sind
in Abbildung 146 wiedergegeben.
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Abb. 146: Elektropherogramm der Dickdarm-Homogenate von Bafnd Se(-)-Tieren; blau:
starker exprimierte Proteine, rot: weniger stargrewierte Proteine

Nach Auswertung der Elekropherogramme konnten dudie Auswertungssoftware
MELANIE 6.0 13 Expressionsunterschiede von Proteibestimmt werden. Sechs von ihnen
wurden starker im Se(+)-Tier exprimiert. Im Se(i#T konnten sieben Spots als starker
exprimiert detektiert werden. Aufgrund der in dext $ehr geringen Proteinmengen konnte keine
sichere Aussage Uber die Identifizierung diesertsSSgetroffen werden.

4.8 Zusammenfassung

Bei Markierungsversuchen mit radioaktivénSe konnte gezeigt werden, dass die Versuchstiere
den Radiotracer in die Gewebe und somit in Proteites gastrointestinalen Traktes
inkorporieren. Die Detektion und Lokalisierung dearkierten Selenoproteine erfolgte durch
Auftrennung der Proteine in den Gewebe-Homogenatdtiels SDS-PAGE oder 2D-
Gelelektrophorese und anschlieRender Autoradioggaptmhand der Intensitat der detektierten
Banden scheint jedes Gewebe eine individuelle Zusamsetzung in Bezug auf die
Konzentration der Selenoproteine aufzuweisen. Egteeasich durch die SDS-PAGE, dass in
allen Geweben bei ca. 55 kDa eine Bande zu erkewaendie der Thioredoxin-Reduktase zu
geordnet werden konnte. Ebenfalls ubiquitar vertahnte in allen Gewebe-Homogenaten eine
Bande bei ca. 23 kDa der Glutathion-PeroxidaseBeareich von ca. 20 kDa der Phospholipid-
Hydroperxid-Glutathion-Peroxidase, bei etwa 18 kigan 18 kDa Selenoprotein und im Bereich
von 15 kDa dem 15 kDa Selenoprotein, zugeordnetieverDie Gewebe Zunge und Dinndarm
wiesen zusatzlich noch eine weitere Bande bei@&Dh auf. Im Dinndarm-Homogenat konnte
aulRerdem noch eine diffuse Bande im Bereich voA@BKDba detektiert werden. Im Bereich von
ca. 13 kDa konnte fiir das Homogenat vom Magen sth&vache Bande nachgewiesen werden.
Fur das Stoffwechselvergleichsorgan Leber zeigieh zusatzliche Banden im Bereich von
45 kDa und 28 kDa, die den Selenoproteinen SeleteiprP und Deiodase zugeordnet werden
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kénnen. Beim Vergleich von Homogenat und Zytosof deber war erkennbar, dass die
Selenoproteine bei 18 kDa und 28 kDa im Zytosohnietektiert werden konnten.

Bei den Untersuchungen zur Selenoproteinverteilaittgls 2D-Gelelektrophorese konnten die
meisten und intensivsten Spots in den HomogenatenSe(-)-Tiere detektiert werden. So
wurden im Homogenat der Zunge vom Se(-)-Tier SpotBereich von 15 kDa, 20 kDa, 25 kDa,
45 kDa und 55 kDa bestimmt. In den HomogenaterMiegens waren die deutlichsten Spots im
Massenbereich von 20 kDa und 25 kDa zu erkennenbé&ii 15 kDa und saurem pl erkennbarer
Spot im Se(+)-Homogenat war im Se(-)-Homogenattruchsehen. Daflr konnten im Bereich
von 55-60 kDa schwache Signale beobachtet werdpparnte Massen von 15 kDa, 20 kDa,
25 kDa und 55-60 kDa fur Selenoproteine konntendem Homogenaten des Diunndarms
festgestellt werden. Spots im Bereich von 15 kD&akRa, 25 kDa, 55 kDa und zusatzlich bei
50 kDa wurden fur die Dickdarm-Homogenate bestiminirch die erzielten Ergebnisse kann
allgemein gesagt werden, dass alle Molekularmasseidhe der bereits bekannten
Selenoproteine gezeigt werden konnten.

Mit Hilfe des Computerprogramms MELANIE 6.0 konfitei der Analyse der Proteinexpression
fur die Homogenate der Gewebe des gastrointestin@ltaktes Expressionsunterschiede in
jedem Gewebe bestimmt werden. Fir die HomogenateZdege konnten 35 Unterschiede
gezeigt werden. Starker exprimiert waren dabei 9otSpim Homogenat der
selenadaquaternéhrten Tiere. Die Analyse fur diembtgenate des Magens ergab 20
Unterschiede, wovon 12 Spots in Se(+)-Tieren starkgprimierte Spots waren. Die
Untersuchung der Homogenate des Dinndarms fihrte 2B signifikanten
Expressionsunterschieden. Wesentlich starker exgntiwwvaren 12 davon im Se(+)-Homogenat.
In den Homogenaten des Dickdarms wurden die wesmgsinterschiede entdeckt. Von 13
Expressionsunterschieden wurden im Se(+)-Homogaddis detektiert.

Mittels MALDI-MS konnten in der Zunge die ProteindDP-Glucose-6 dehydrogenase,
Hydroxyl-Coenzym A dehydrogenase und Ubiquitin @ri@ale Hydrolase Isozym L3
identifiziert werden. Weiterhin wurden die Proteifetin-2, Prohibitin, Zytokeratin 8 und das
bisher nurin silico bekannte Protein FLJ20729 in den Homogenaten degeMs identifiziert.
Die Analyse und Identifikation unter der Berticksighng des Selenstatus stellt bislang voéllig
neu erzielte Ergebnisse dar.

98



4.9 Detektion und Lokalisation von Spurenelementproteien mittels
Immunotests

Die Immunotests gelten als die spezifischsten Itizlerungsmethoden von Proteinen, sofern
geeignete Antikorper zur Verfligung stehen. Durah S8EC-ICP-MS konnte gezeigt werden,
dass die Spurenelemente Arsen, Cadmium, Chrom, |lKdhgfer, Eisen, Mangan, Molybdan,
Nickel, Selen, Titan, Vanadium und Zink an Protegadunden sind. Mit Ausnahme von Selen
werden diese Spurenelemente von den Proteinen mgihder SDS-PAGE durch die
Denaturierung der Proteine abgeldst. Versuche esglementbindende Proteine nach der SDS-
PAGE mittels LA-ICP-MS nachzuweisen, zeigten wddeaten Gelen noch auf PVDF-Membran
geblottete Proteine keinerlei positive Signale. Beirkierungsversuchen mitSe konnten die
Selenoproteine durch SDS-PAGE und 2D-Gelelektrogg®rnachgewiesen und zum Tell
charakterisiert werden. Im Rahmen der Untersuchundarch Immunotest wurden die
Homogenate der Zunge, des Magens, des Duodenumf)isendarms und des Dickdarms von
Ratten der beiden Populationen auf die Proteineei®upl dismutase (SOD), Dermatopontin
(DPT), Lysyl oxidase (LOX), Metallothionein (MT)5kDa Selenoprotein (Sepl5) und Plasma
Glutathion peroxidas (Gpx3) Uberpruft. Nach dem téarfnen der Proteine durch die SDS-
PAGE wurden die Proteine auf Nitrocellulosemembgeblottet und mit dem Priméren
Antikorper ca. 3 h inkubiert. Mittels eines fluarisrenden sekundaren Antikérpers wurde der
primare Antikdrper detektierbar. Die Inkubation degkundaren Antikdrpers betrug ca. 1h.

4.9.1 Immunochemischer Nachweis von Superoxid dismutas&QD)

Das Enzym Superoxid dismutase wandelt die Supetdridnen, eine reaktive

Sauerstoffspezies, die Proteine oder das Genondigemakénnen, in Wasserstoffperoxid um.
Die Superoxid-Anionen treten bei der Energiegewngauin den Mitochondrien als

Nebenprodukt auf. Zusammen mit dem Enzym Katalasm kias gebildete Wasserstoffperoxid
in Wasser und Sauerstoff katalysiert werden [L@H#i der SOD kann zwischen der Mn-
bindenden und Cu/Zn-bindenden Form unterschiederdeme Die Mn-bindende Form (ca.
25 kDa) ist den Mitochondrien lokalisiert, wahreaié Cu/Zn- bindende SOD (ca. 16 kDa) im
Zytosol vorkommt [101]. Der Immunotest erfolgte gagdie Cu/Zn- bindende SOD in den
Homogenaten des Verdauungstraktes selenadaquat-selethmangelernahrter Tiere. Den
Antikorpertest zeigt Abbildung 147.
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Abb. 147: Antikorpertest zum Nachweis der SOD (Cu/Zn) in #emogenaten von Se(+)- und
Se(-)-Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Malagen, Duo = Duodenum,
Du = Dunndarm, Di = Dickdarm

Der Antikorpertest fur die Cu/Zn-bindende SOD zgigsitive Signale im Bereich von 15 kDa
fur alle aufgetragene Homogenate. Das heil3t, sie &len Gewebehomogenaten vorhanden.

4.9.2 Immunochemischer Nachweis von Dermatopontin (DPT)

Das Dermatopontin ist ein weitgehend in der exthalZeen Matrix verteiltes Protein mit relativ

kleinem Molekulargewicht von ca. 22 kDa [102-10Bje extrazellulare Matrix spielt eine

fundamentale Rolle in der Morphogenese, Zelldifiererung oder Reparatur [105]. In der Haut
ist es hauptsachlich an der Oberflache der Kolltgenn lokalisiert. Das auch als TRAMP
(tyrosine rich acidic matrix protein) bezeichnetermatopontin wird in engem Zusammen mit
der Lysyl oxidase gebracht, da bei der Aufreinigudey LOX aus der Haut des Schweins
ebenfalls Aufgereinigt auftritt [106]. Der Antikéep Test wurde fur die Homogenate des
gastrointestinalen Traktes von Se(+)- und Se(-)eéhelurchgefuhrt.
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Abb. 148 Antikdrpertest zum Nachweis des DPT in den Homoggnaon Se(+)- und Se(-)-
Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Ma = MagdiJo = Duodenum, Du = Dunndarm,
Di = Dickdarm

Das positive Ergebnis auf den Antikorper Test depférbindenden Proteins Dermatopontin
zeigt sich fur alle eingesetzten Homogenate vor)sspwie Se(-)-Tieren. In den Homogenaten
der Zunge von Se(+)- und Se(-)-Tieren scheint esinier geringeren Konzentration vorhanden
zu sein. Die starkere Expression im Se(-)-Dickd&tomogenat gegeiber dem Se(+)-
Homogenat ist auf die Unterschiedliche Lauffrontr d&roteinbanden zurtickzufihren. Im
Gegensatz zu der in der Literatur angegebenen Mialekasse von 22 kDa zeigt die
Dermatopontin-Bande eine apparente Molekularmassea. 20 kDa.

4.9.3 Immunochemischer Nachweis von Lysyl oxidase (LOX)

Die Lysyl oxidase ist ein extrazellulares Metallogin, welches Kupfer als reaktives Zentrum
besitzt [107]. Es oxidiert Peptidyl lysin in Kollag und Elastin zu Aldehyden. Die Peptidyl
aldehyde kdnnen spontan durch Kondensation mitdidyaamten Amino-Gruppen oder anderen
Peptidyl aldehyd-Gruppen kovalente Bindungen eiegeh Dadurch kommt es zur
Quervernetzung von Kollagen bzw. Elastin [108].4@i€uervernetzung ist fir die Stabilitat von
Kollagen und die Elastizitat von Elastin essentigle Lysyl oxidase hat eine Molekilmasse von
ca. 47 kDa. Untersucht wurden die Homogenate vargéuMagen, Duodenum, Dinndarm und
Dickdar der Se(+) und Se(-)- Tiere. Der immunoclsefme Nachweis der LOX ist in
Abbildung 149 wiedergegeben.
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Abb. 149: Antikorpertest zum Nachweis der LOX in den Homodenason Se(+)- und Se(-)-
Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Ma = Magddijo = Duodenum, Du = Dinndarm,
Di = Dickdarm

Im Bereich von 47 kDa sind positive Signale auf demtikorpertest der Lysyl oxidase zu
erkennen fur alle untersuchten Homogenate und mci$pder in der Literatur angegebenen
ubiquitaren Verteilung der Lysyl oxidase.

4.9.4 Immunochemischer Nachweis von Metallothionein (MT-IMT-II)

Metallothioneine weisen in der Regel einen hohernalMgehalt auf. Ihre Funktion besteht aus
der homadstatischen Regulation der essentielleneBplemente im Cu- und Zn-Stoffwechsel,
dem Metalltransport, als Akutphasenprotein, als ikdffinger und Antioxidant sowie zur

Metalldetoxifikation [109-111]. Bei den S&augetiergibt es die beiden Hauptisoformen MT-I
und MT-II. Sie unterscheiden sich allerdings nurirggiigig in ihrer Aminosauresequenz,
besitzen aber unterschiedliche isoelektrische Rurikie Bildung dieser Metallothioneine wird

durch Metalle induziert [112]. So bewirkt die Argleerung von Schwermetallen wie Cadmium
einen Anstieg der MT-Gehalte in den Geweben, bemsndber in der Leber und der Niere
[113]. Weiterhin wird auch in der Literatur von em spezifisch in der Zunge vorkommenden
MT-IV Dberichtet [114]. Die Metallothioneine gelterals Proteine mit sehr kleinem

Molekulargewicht von 6-7kDa [115].
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Abb. 150: Antikdrpertest zum Nachweis des MT in den Homogematon Se(+)- und Se(-)-
Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Ma = Magddjo = Duodenum, Di = Dinndarm,
Di = Dickdarm

Der Nachweis von Metallothionein in den Homogenades Verdauungstrakts der Se(+)- und
Se(-)- Tiere zeigt positive Signale im Bereich vom 6 kDa. Die Expression dieses Proteins
scheint im Duodenum und Dinndarm der beiden Pdpokt mit unterschiedlichem
Selenstatus starker als in den anderen untersuG&erben zu sein.

4.9.5 Immunochemischer Nachweis des 15 kDa Selenoprotgifepl5)

Die zuvor durchgefiihrten Autoradiogramme der Hommage von Zunge, Magen, Dinndarm
und Dickdarm vonSe markierten Tieren zeigten Proteinspots im Bhreizn 15 kDa. Von
diesem Protein ist bislang bekannt, dass es ieivi€eweben exprimiert wird, dessen Funktion
allerdings noch nicht bekannt ist [116,117]. Vonrikigopoulos et. al. konnte gezeigt werden,
dass neben der Prostata, dem Gehirn oder der Lawgéd im Dickdarm das 15 kDa
Selenoprotein expremiert wird [118]. Der immunocieahe Nachweis des 15 kDa
Selenoprotein ist in Abbildung 151 wiedergegeben.
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Abb. 151: Antikdrpertest zum Nachweis des Sepl5 in den Homage von Se(+)- und Se(-)-
Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Ma = Magddio = Duodenum, Du = Dunndarm,
Di = Dickdarm

Die Untersuchung mittels Anitkorpertest auf daskDa Selenoprotein fur die Homogenate des
gastrointestinalen Traktes der Ratte zeigen, dass 1b kDa Selenoprotein starker in den
selenadaquaternahrten Tiere exprimiert wird. Auannvfir die selenmangelernahrten Tiere
kein positives Signal fur den AntikOrpertest zuesmken ist, bedeutet es nicht, dass es nicht
vorhanden ist, sondern unterhalb der Nachweisgreselbst fur diese hochempfindliche
Methode liegt. Dieser Effekt ist auf den Selenstatler Tiere zurtckzufuhren [119]. Die
intensivsten Signale fur die Se(+)-Homogenate smdDinndarm bzw. dem Duodenum zu
finden.

4.9.6 Immunochemischer Nachweis der Plasma Glutathion pexidase
(GPx3)

Bekannt sind vier Isoformen der GPx (GPx1-GPx4® BGemeinsamkeit aller GPx besteht in der
katalytischen Wirkung, bei der Peroxide mit Hilfenv Glutathion zu den entsprechenden
Alkoholen umgesetzt werden. Die im Plasma enthalt&Px3 wird hauptsachlich in den
Epithelzellen der proximalen Tubuli der Niere exmpert und in das Plasma sezerniert
[120,121]. Die extrazellulare Plasma Glutathionopetase besitzt eine Molekularmasse von ca.
26 kDa. Abbildung 152 zeigt den Antikorpertest dig GPx3 in den Homogenaten von Zunge,
Magen, Duodenum, Dinndarm und Dickdarm der Seg-%e(-)-Tiere.
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Abb. 152: Antikorpertest zum Nachweis der Gpx3 in den Homagem von Se(+)- und Se(-)-
Tieren; MP = Markerprotein, Zu = Zunge, Ma = Magdio = Duodenum, DU = Dunndarm,
Di = Dickdarm

Der Antikorpertest auf GPx3 zeigt eine PrasenzRieseins bei einer Molekularmasse von ca.
26 kDa in allen untersuchten Homogenaten der SEgre. Das starkste Signal ist im Magen zu
erkennen. Im Vergleich mit dem Magen scheint digrEgsion der GPx3 in den anderen
Geweben schwacher zu sein. In den HomogenatenederaBgel Tiere ist kein positives Signal
erkennbar.

4.10 Zusammenfassung

Durch die Anwendung von spezifischen Antikorpernnikie bei den imunochemischen
Untersuchungen von den Homogenaten der Zunge, dagem$, des Duodenums, des
Dunndarms sowie des Dickdarms, die BestandteiMgedauungstrakts sind, selenadaquat- bzw.
selenmangelernéhrter Tiere spurenelementhaltigeiReonachgewiesen werden.

Die Cu/Zn-bindende Superoxid dismutas (SOD) konmteallen untersuchten Gewebe-
Homogenaten mittels Antikdrpertest gezeigt werdda.Referenz-Antigen wurde eine von der
Firma Biocol gereinigte humane SOD verwendet. Eam#entrationsunterschied in der SOD in
den Geweben war nicht ersichtlich. Positive Sigrealé den Antikorpertest waren im Bereich
von 15 kDa erkennbar.

Das laut Literatur 22 kDa grof3e Kupfer bindendetétnoDermatopontin (DPT) wurde in allen
aufgetragenen und untersuchten Homogenaten im dBex@in ca. 20 kDa detektiert. Das als
Referenz-Antigen aufgetragene porcines DPT erschaber ebenfalls bei ca. 20kDa.
Unterschiede in der Expression gab es dabei weslisclzen den Geweben noch zwischen den
beiden Populationen mit unterschiedlichem Selenstat

Ein weiteres Kupfer bindendes Protein ist die Lysyidase (LOX). Dieses Protein besitzt eine
molekulare Masse von 47 kDa. In diesem Bereich temmuch positive Signale durch den
Antikorpertest auf die LOX in den Homogenaten dexdduungstrakts gezeigt werden. Ein
Expressionsunterschied zwischen den Geweben oderSeéét+)- und Se(-)-Tieren ist nicht
ersichtlich.
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Im Bereich von 6 kDa konnte durch den Antikorpdrtéas Protein Metallothionein in den
Homogenaten gezeigt werden Die starksten positBignale auf den Antikdrpertest waren in
den Homogenaten von Duodenum und Dinndarm der Safé)Se(-)-Tiere zu erkennen.

Die Homogenate der Gewebe des gastrointestinakgktds von Se(+)- und Se(-)-Tieren und das
15 kDa Selenoprotein als Antigen-Referenz, welches einer Rattenprostatazytosol gewonnen
und durch Séaurefallung sowie Dialyse aufkonzentrerde, wurden auf die Prasenz des Sepl5
imunologisch untersucht. Dabei zeigte sich deutlidass nur in den selenadaquaternahrten
Tieren das 15 kDa Selenoprotein nachgewiesen wekbemte. In den Homogenaten der
selenmangelernahrten Tieren konnte dieses Proteim detektiert werden. Die Konzentration
dieses Proteins in den Se(-)-Geweben ist selbstiéiso nachweisstarke Methode zu gering. Die
intensivsten Signale waren in den Homogenaten des@arms und des Duodenumes.

Das extrazellulare Selenoprotein Plasma Glutathemoxidase (GPx3) konnte wie beim 15 kDa
Selenoprotein nur in den Homogenaten der Se(+eTi@machgewiesen werden. Die
Molekularmasse dieses Proteins liegt bei 26 kD& Bxpression ist im Vergleich der Se(+)-
Homogenate im Magen am Hochsten.

Die beiden Selenoproteine Sepl5 und GPx3 konntem imu den Homogenaten
selenadaquaternéhrter Tiere gezeigt werden. DieMaalloproteine SOD, DPT, LOX und MT
konnten in allen Homogenaten des gastrointestinklaktes detektiert werden.

4.111dentifizierung des 7 kDa-Molybdan-bindenden Protens

Fur die Identifizierung des 7 kDa-Molybdan-bindendeProteins wurden jeweils die
zytosolischen Proteine des Dickdarms und der Laeb#els GroRenausschlusschromatographie
nach ihren nativen Molekulargewichten getrennt umd-raktionen gesammelt. Die Zytosole
lieBen sich durch Ultrazentrifugation bei 100008 %ir 80 min bei 4°C gewinnen. Diese
Fraktionen wurden mit Hilfe der GF-AAS auf Molybd#éntersucht. Abbildung 153 bzw. 154
zeigen das Molybdanprofil eines Dickdarmzytosolsvbzeberzytosols einer Selen-adaquat
ernédhrten Ratte.
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Abb. 153: Dargestellt ist das Molybdanprofil nach chromatgipacher Trennung des
Dickdarmzytosols einer selenadaquaternahrten Ratte.
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Abb. 154: Dargestellt ist das Molybdanprofil nach chromatpimacher Trennung des
Leberzytosols einer selenadaquaternéhrten Rattev@&auf von 20 min wurde verworfen.

Die Fratktionierung des Dickdarmzytosols erfolgtd tnml/30 s. Die durch Saulenkalibrierung
zugeordneten Molekularmassen betrugen fur die Bralir. 45 ca. 50 kDa und flr die Fraktion
Nr. 103 ca. 7 kDa. Ahnliche Molekularmassen konntem Fraktionen Nr. 6 und Nr. 34 des
Leberzytosols zugeordnet werden, wobei die Fraldrong mit 2 ml/min erfolgte. Um eine
maoglichst hohe Proteinkonzentration zu erhalten deurbei der Gewinnung des
Dickdarmzytosols das Gewebe mit einem 1-fachem Melu des Organs homogenisiert. Das
Lebergewebe hingegen wurde mit einem 3-fachem Veiumbes Tris-HN@Puffers (pH 7,4)
beziglich der Feuchtmasse homogenisiert. Trotz ediedUnterschiede in den
Zytosolverdiinnungen wurde eine 2-mal so hohe Altgorgrate fur Molybdan fir das 7 kDa-
Molybdan-bindende Protein gefunden. Beim 50 kDayMdBin-bindende Protein ist dieser
Unterschied sogar noch hoher. Aufgrund der vielenéh Proteinkonzentrationen in der Leber,
im Verhaltnis zu den viel geringeren Proteinkonzsidnen im Dickdarm, wurde fir die
weiteren Untersuchungen zur Identifizierung desDa-Molybdan-bindende Proteins das
Stoffwechselvergleichsorgan Leber verwendet.

Ein Aliquot von 400 ul der Fraktion 34 wurde lyoliiert, in 40 ul Probenpuffer aufgenommen
und mittels SDS-PAGE die Proteine in dieser Fraktler molekularen Grél3e nach aufgetrennt.
Eingesetzt wurde ein Gel mit hohem Vernetzungs@tZdoiges SDS-Gel). Abbildung 155 zeigt
das SDS-Gel der Fraktion 34.
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Abb. 155: SDS-Gel der Fraktion 34 aus der GroéfRenausschlussetographie (7 kDa-
Molybdéan-bindendes Protein) rechts; Markerprotaikd

Das SDS-Gel zeigt zwei Banden. Die apparenten Mitdernassen betragen ca. 7 kDa und ca.
40 kDa. Die Uberprifung der Einheitlichkeit desDakgroRen Proteins erfolgte mit Hilfe der

dSDS-PAGE. Hierbei handelt es sich um zwei einamdahgeschaltete Gele verschiedener
Vernetzungsgrade. In der ersten Dimension wurdd @i#higes SDS-Gel verwendet. Die zweite
Dimension bildete ein 15 %iges SDS-Gel.

Abb. 156: SDS-Gel der Fraktion 34 aus der Groéf3enausschlussetographie (7 kDa-
Molybdéan-bindendes Protein) rechts; Markerprotaikd

Die dSDS-PAGE zeigt, dass die Hauptspezies ber aipearenten Molekularmasse von 7 kDa
als Spot zu erkennen ist. In diesem Bereich sidddle noch weitere Proteine vorhanden. Dieses
zeigt sich durch die diffuse Art des Spots.

Die bei einer apparenten Molekularmasse von 7 kibbalene Proteinbande im SDS-Gel wurde

ausgestochen und fur die Analyse mittels LC/ESIMISdurch In-Gel-Verdauu, wie in 2.2.2.14
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beschrieben, vorbereitet. Die Analyse der LC/ESIIMIS ergab mehrere Mikrosequenzen. Die
statistische Validierung der Suchergebnisse wumteruwerwendung der Programme Peptide
Prophet und Protein Prophet durchgefiihrt. Diesgriarome weisen jedem identifizierten Peptid
bzw. Protein eine Wahrscheinlichkeit der richtigdentifizierung zu. Aus dem Vergleich der
erhaltenen Sequenzen mit verschiedenen Datenbamkeden sechs potentiell mdgliche
Proteine identifiziert. Diese sechs Proteine sif#l) ,Putative uncharacterized proteine
LOC500475% (2) Transcription factor E3, (3) Tm@8g(Transmembrane protease, serine 13),
(4) Coatomer subunit beta, (5) Zinc finger prot2@7B und (6) Nuclear receptor DAX-1.

Die Proteine (2)-(6) sind weitestgehend charakitatis Proteine, die in keinem Zusammenhang
stehen, molybdanhaltig zu sein. Die aus den Datdwra erhaltenen Informationen bzw.
Parameter fur die Proteine (2)-(6) sind im Anhangdergegeben.

Folgendende Informationen konnte fur das bislancharakterisierte Protein LOC500475 aus
den Datenbanken UniProtKB/TrEMBL sowie SWISS-Proeri EXPASy.org Expert Protein
Analysis System) erhalten werden. Der Sequenzvergleich fluru&szhomologien erfolgte
mittels BLAST Network Service. Mit Hilfe von netz&éiarenden Analyseprogrammen wie
ProtParam und NetPhos liel3en sich physikalische almanische Parameter fir das Protein
berechnen.

Put ati ve uncharacterized protein LOC500475

Names and origin
Protein names Submitted name:
Putative uncharacterized protein LOC500475 EMBL AAH79053.1
Gene names
Name: LOC500475 RGD 1563460
Organism Rattus norvegicus (Rat) EMBL AAH79053.1
Taxonomic identifier 10116 [NCBI]

Taxonomic lineage Eukaryota > Metazoa > Chordata » Craniata » Vertebrata »
Euteleostomi > Mammalia > Eutheria > Euarchontoglir es > Glires » Rodentia »
Sciurognathi > Muroidea > Muridae > Murinae > Rattu S

Protein attributes

Sequence length 491 AA.

Sequence status Complete.

Sequence processing The displayed sequence is not p rocessed.
Protein existence Evidence at transcript level.
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Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MRLRSSI il BNNIEERKAFD SMRVVDESQW NEAVCTLAGC QHRRREBVRAERGHPRIL
70 80 90 100 110 120
DTSSKSPWES EDKLPTLTVV NIMDTCLWAK KRVVQRQASE FTFPRERLKPASKCHGR
130 140 150 160 170 180
SWKSLRDKDA TSHSRPPKLS VLNLNEAKLP FSGDDRNMVV TWVREENIQEKAGVPS
190 200 210 220 230 240
RSVKKRRKKW GETSKPSLYY RGRRYLRSPA VLVPPPSPVH FLE@A®LWAQVDMLP
250 260 270 280 290 300
QDLLKECILS HEKSTACPEV KMELSKMKKS LPLEKSRPDS AVSSKIMY QRLTLQRPSL
310 320 330 340 350 360
RYPDCLKKLR HNLKRDSWKQ QEEKTSTKKQ EAKKKAKRDV EEQYREESDSFHDPSFH
370 380 390 400 410 420
DHVGLRISRR EIERKLLKGE VGMEKTSLER RVSVEEPMAY EFGSWSIY YTSPESALLY
430 440 450 460 470 480
ETIYQDLNDG EETELEVEAF SKDNNPKSLS AVMDNISWNP ELKLLEDA TEEENEEGHL
490
SRAQSEASLE A

Nurmber of amino acids: 491
Mol ecul ar wei ght : 56567.5
Theoretical pl:9.15

Ami no acid conposition:

Ala (A) 27 5.5% Arg (R) 38 7.7% Asn (N) 12 2.4% Asp (D) 22 4.5% Cys (C) 8
1.6% GlIn (Q) 18 3.7% Glu (E) 49 10.0% Gly (G) 16 3. 3% His (H) 12 2.4% lle (1)
13 2.6% Leu (L) 50 10.2% Lys (K) 46 9.4% Met (M) 14 2.9% Phe (F) 9 1.8% Pro
(P) 29 5.9% Ser (S) 55 11.2% Thr (T) 23 4.7% Trp (W ) 10 2.0% Tyr (Y) 13 2.6%
Val (V) 27 5.5% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) O 0.0% (Z) 0 0.0% (X) O
0.0%

Total nunmber of negatively charged residues (Asp + Gu): 71
Total nunmber of positively charged residues (Arg + Lys): 84

Carbon C 2477
Hydrogen H 3985
Nitrogen N 715
Oxygen O 755
Sulfur S 22

For mul a: C2477H3985N7150755522
Tot al nunber of atomns: 7954
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Extinction coefficients:
Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1, at 280 nm measured in
water.

Ext. coefficient 74870

Abs 0.1% (=1 g/l) 1.324, assuming ALL Cys residue s appear as half cystines
Ext. coefficient 74370
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.315, assuming NO Cys residues appear as half cystines
Estimated hal f-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met ).
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret iculocytes, in vitro).

>20 hours (yeast, in vi VO).

>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:
The instability index (Il) is computed to be 69.66
This classifies the protein as unstable.

Ali phatic index:71.49

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.812

Net Phos

MRLRSSIRTGSVMKGRKAFDSMRVVDESQWNEAVCTLAGCQHPQERGSIERR_ DTSSKSPWESEDKLPTLTVV 80
NIMDTCLWAKKRVVQRQASEFTFPKERSLLLKPASKCHGRSWKSLBBISBRPKLSVLNLNEAKLPFSGDDRNMVV 160
TWVPEEMAKKTIQEKAGVPSRSVKKRRKKWGETSKPSLYYRGRRYNASH?SPVHFLEQLHSEAIPLWAQVDMLP 240
QDLLKECILSHEKSTACPEVKMELSKMKKSLPLEKSRPDSAVSSKMRLTIRRPSLRYPDCLKKLRHNLKRDSWKQ 320
QEEKTSTKKQEAKKKAKRDVEEQYGEETMSSDSFHDPSFHDHVGLERIRREKGEVGMEKTSLERRVSVEEPMAY 400
EFGSYYTASYYTSPESALLYETIYQDLNDGEETELEVEAFSKDNNPKRABUBNISWNPELKLLRILQATEEENEEGHL 480

SRAQSEASLEA 560
..SS.LLS S S S... SS.S..S...... 80
.................. Sl SLLSLSL S S 160
..................... S . 240
......... S.Sn . SLSLSLLL eSS 320
..... S S.SLLSLLLLLLSLL eSS 400
............ S S .. 480
...S.S.. 560

Erwartete Phosphorylierungsstellen: Serine: 35

4.11Zusammenfassung

Mit Hilfe der Gré3enausschlusschromatographie nfiilir@-Kopplung an die GF-AAS wurden
in den Gewebezytosolen der Ratte vom Dickdarm saem Stoffwechselvergleichsorgan
Leber molybdanbindende Proteine im Bereich von B8 ksowie 7 kDa detektiert. Die
Uberprifung der Einheitlichkeit der ca. 7 kDa gno@roteinfraktion erfolgte mittels SDS-
PAGE und dSDS-PAGE. Durch die Anaylse der LC/ESIAMS konnte zum einen, wie in der
dSDS-PAGE angedeutet, gezeigt werden, dass esnsttdr untersuchten Fraktion um mehrere
Proteine handelte, zum anderen wurde durch die 8EMS/MS das bislang uncharakterisierte
Protein LOC500475 identifiziert und durch den Vergh mit den theoretischen Daten von
Proteindatenbanken sowie mit Analyseprogrammen Eeihrcharakterisiert werden.

Dieses Ergebnis wurde erstmalig erzielt.
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5 Diskussion

Fur biologische und physiologische Funktionen gpiebpurenelemente eine wichtige Rolle im
Organismus. Die Funktionen sind von der Konzerdratind der chemischen Spezies in den
Organen bzw. im Organismus abhéngig. Aus diesendgriiist die Bestimmung der Gehalte in
den Organen und deren Verteilung in den subzedold&raktionen wichtig. Dazu wurden
Untersuchungen durchgefihrt, die die Gehalte in @eweben des gastrointestinalen Traktes
sowie der Leber als Stoffwechselvergleichsorgantirnesen kdénnen. Zu den untersuchten
Geweben zahlen die Zunge, der Magen, das DuodedemDunndarm sowie der Dickdarm.
Diese Gewebe sind standig vielen oxidativen Speaigsgesetzt und benoétigen daher ein
spezifisches antioxidatives System.

Mit Hilfe von elementanalytischen Verfahren wurdbéa Gesamtgehalte und die Verteilung von
Spurenelementen in den Geweben des Verdauungstradagvie in den subzellularen
Kompartimenten quantitativ und qualitativ untersuddittels INAA, ICP-MS und GF-AAS
wurden die Gehalte von Arsen, Cadmium, Kobalt, Ghr&€asium, Kupfer, Eisen, Mangan,
Molybdéan, Nickel, Rubidium, Selen, Titan, Vanadiumd Zink in den Geweben Zunge, Magen,
Duodenum, Dunndarm, Dickdarm und Leber, die al$f@&zhselvergleichsorgan diente, sowie
der humanen Karzenomdickdarmzelllinie HT29 bestimomiter dem Gesichtspunkt, dass Selen
eine Beziehung zum gastrointestinalen Trakt hatdeuer Einfluss von Selen auf andere
Spurenelemente der Versuchstiere untersucht. Rjedaisse der Gehaltsbestimmungen mit den
drei Methoden variierten von Methode zu Methode wenig, stimmen aber innerhalb der
Standardabweichungen tberein. Die unterschiedichbenvorbereitung kann ein Grund fir die
Varianz der Ergebnisse sein. Fur die INAA wird dia untersuchende Probe lediglich
lyophilisiert, wahrend fur die Messungen mit derPHMS und GF-AAS die Probe mittels
Mikrowellendruckaufschluss weiter vorbereitet werdaeuss. Als ,,Universalmethode” kann aber
keine der drei Methoden betrachtet werden, dayedahnen ihre Vor- und Nachteile hat, die in
den meisten Féllen element- oder probenmatrixabgdsigd. So sind bei der INAA zum Teil
die Nachweisgrenzen nicht gering genug, oder dashduwie Bestrahlung entstandene
radioaktive Nuklid besitzt eine zu kurze HalbweeiszDie Nachweisgrenze spielt bei der ICP-
MS oder GF-AAS ebenfalls eine wichtige Rolle. ImhiReen des Mikrowellendruckaufschlusses
kénnen die Gehalte der zu bestimmenden Elementeh dderdiinnungen in den Bereich der
Nachweisgrenzen gelangen, da beim Mirkowellendruidchluss gewisse Bedingungen
eingehalten werden mussen. Die bei einem erfolgegicAufschluss verwendeten Reagenzien
durfen ein bestimmtes Volumen nicht unterschreif@ieses fiihrt zur ersten Verdinnung des
Elementgehaltes. Die quantitative Uberfiihrung defséhlusslosung und die auf ein bestimmtes
Volumen folgende Auffiillung fuhren zur zweiten Véarshung. Diese Aufschlusslosung kann im
Gegensatz zur ICP-MS schon bei der GF-AAS verweweeten. Obwohl die ICP-MS fir viele
Elemente nachweisstarker ist und einen weitausegedl3dynamischen Messbereich hat, muss
die Aufschlusslosung aufgrund der meist noch selmeh Saurekonzentration weiter verdinnt
werden, da die Stabilitat des Plasmas von der laoreentration abhéngig ist. Dies kann dazu
fuhren, dass dann ein zu bestimmendes Element mieht quantitativ nachgewiesen werden
kann. Ein weiterer Nachteil der ICP-MS sind dieehf#grenzen, die beispielsweise fur Arsen,
Selen oder Chrom auftreten kénnen. Die Detektio menoisotopischen Arsen&As) kann
durch eine’®Ar®*Cl-Interferenz gestért werden. Die Stérung kannudeld auftreten, weil Argon
als Plamagas eingesetzt wird und hohe Chloridkdregonen bei biologischen Proben keine
Seltenheit sind. Eine hohe Chloridkonzentrationnkamter Umstanden aber auch durch den
Einsatz von Salzsaure beim Aufschluss mit eingetrtagerden. Obwohl Chrom mehrere Isotope
besitzt, so kdnnen diese mit starken Interferenzelegt sein, so dass sich die Bestimmung
dieses Elements als sehr schwierig gestalten R4Bnund®*Cr sind durch die Interferenzen von
OArtaC bzw.*°Art*C gestort. Auf dem IsotoplCr liegt eine®Fe- und auf dem’Cr liegen®°Ti-
oder >®V-Stérungen. Ahnlich ist es auch beim Selen. Dieiptisotope®*Se und’®Se werden
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durch “°Ar*°Ar bzw. *8Ar*°Ar gestort. Die restlichen natirlichen Isotope &eden liegen bei
unter 10 %, was dazu fuhren kann, dass eine Satmneung nicht mehr quantitativ
vorgenommen werden kann. Wird der Zeitfaktor beiAleswahl der Methoden mit in Betracht
gezogen, so ist die Probenvorbereitung bei der INvar nicht ganz so aufwandig, jedoch kann
es einige Wochen dauern, bis die Ergebnisse veriie§ei einer Bestimmung von mehreren
Elementen ist die ICP-MS zu bevorzugen, da sidalsielementmethode bei mehreren Proben
die Ergebnisse innerhalb kirzester Zeit lieferti &aer Bestimmung von wenigen Elementen
und Proben ist die GF-AAS als Einzelelementmethesla gut geeignet, da sie aul3erdem nur
eine sehr geringe Probenmenge bendtigt und imvBalZytosolen oder Plasma die Bestimmung
direkt erfolgen kann.

Der Selengehalt lag in den Geweben des gastramaésst Traktes um etwa eine GréRenordnung
in den selenadaquat ernahrten Tieren hoher alsem sg¢lenmangelernahrten Tieren. Damit
konnte ich einen hochsignifikanten Unterschied ®G601) zwischen den beiden Populationen
feststellen. Arsen ist in den Geweben homogen itereobei die hochste Konzentration in der
Leber bestimmt werden konnte. Im Vergleich zu demweében ist die Konzentration von Arsen
im Futter deutlich niedriger, so dass vermutet warkann, dass es sich dabei um eine
Akkumulation oder eventuell um Essenzialitdt handeinn. Interessanterweise konnte bei der
Bestimmung von Cadmium in den Geweben eine 5- &wmal so hohe Konzentration im
Duodenun bzw. Dinndarm im Vergleich zu den Ubriggnganen detektiert werden. Dieses
entspricht der aus der Literatur bekannten Aufnalkime zeitlich begrenzten Speicherung von
Cadmium durch das Duodenum [122,123]. Eine nhahemblgene Verteilung von Kobalt konnte
mit Ausnahme der Zunge, beobachtet werden. In deg& war die Konzentration nur halb so
grof3 wie in den Ubrigen Organen. Casium, Rubidiud Mangan waren inhomogen in den
Geweben verteilt. In der Leber konnte Rubidium entem schwach signifikanten Unterschied
(P < 0,05) bestimmt werden. Einen ebenfalls schwsigmifikanten Unterschied (P < 0,05)
konnte ich fur den Eisengehalt im Magen detektieBa Eisenkonzentration lag bei den Se(-)-
Tieren hoher als bei den Se(+)-Tieren. In der hiter wird Gber dhnliche Unterschiede fur die
Leber, Niere und Milz berichtet, so dass man hiemvEinfluss des Selenstatus auf die
Konzentration von Eisen im Magen sprechen kann,[IZ5]. Die Spurenelemente Nickel und
Zink waren homogen auf die Gewebe des Verdauurgesraverteilt. Im Vergleich zu den
anderen Organen war die hochste Konzentration vickeNund Vanadium in der Zunge zu
finden. Fur Chrom konnte die héchste KonzentratranDickdarm der Se(+)-Tiere detektiert
werden, die jedoch mit einer hohen Standardabwagiersehen war, so dass eine Signifikants
nicht feststellbar war. Die geringsten Kupfergehalturden im Dinn- und Dickdarm im
Vergleich zu den anderen Organen gefunden. Siermiareé/ergleich zu den Ubrigen Organen
nur halb so grof3. Die hochsten Molybdankonzentnatioweisen Duodenum und Dunndarm fir
den gastrointestinalen Trakt auf. Im Vergleich d&msitzt die Leber eine drei mal so hohe
Konzentration. Diese Werte korrelieren mit dendm, Higginset al. fir verschiedene Gewebe
des gastrointestinalen Traktes sowie der Lebeirbesn konnte [126]. Die ermittelten Gehalte
in den Geweben sind je nach Art des Gewebes 3i@imal héher als im Futter, welches die
Versuchstiere erhielten, und spiegeln die Essatigialon Molybdén im Organismus wider
[127]. FUr Titan konnte eine acht mal héhere Komagion in der Leber im Vergleich zu den
Geweben des Verdauungstraktes bestimmt werden.

Der Vergleich der Spurenelementgehalte der humatsrenomdickdarmzelllinie HT29 mit
den Gehalten des Dickdarms der Se(+)- und Se(spTzeigte ahnliche Gehalte fir Kobalt,
Mangan, Rubidium, Kupfer und Zink. Eine doppelt lsohe Konzentration an Arsen und
Molybdéan war in der Zelllinie feststellbar. Fir @is war der Wert um den Faktor 3 hoher. Der
Gehalt an Cadmium ist im Vergleich zu den Gewebmnden Faktor 35 erhoht. Nickel sowie
Vanadium sind sieben- bzw. zehnfach erhoht. Eimitle um den Faktor 10 erhdhter Wert
konnte fur Titan festgestellt werden. Dieser wardogh mit einer sehr grof3en
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Standardabweichung behaftet. Fir Eisen und Selant&o vergleichsweise geringere Gehalte
festgestellt werden. Diese liegen bei ca. der Héaift Vergleich zu den Geweben.

Die Verteilung der Spurenelemente und deren Komagohen in den subzellularen Fraktionen,
die durch differenzielle Ultrazentrifugation ertetwurden, wurden zum einen mittels INAA
guantitativ und zum anderen mit Hilfe der LA-ICP-MB8asi quantitativ bestimmt. Aufgrund der
Anwendung eines vereinfachten Protokolls zur subZeen Fraktionierung wurde die Qualitat
der Fraktionierung durch immunochemische Nachwadiberprift. Der immunochemische
Nachweis zeigte, dass die Co-Sedimentation schwditichondrien bei der Trennung der
Kernfraktion sich haufig nicht vermeiden lasst.

Erwartungsgemald konnte ich auch auf subzellulafeen& zeigen, dass ein signifikanter
Unterschied fir Selen zwischen selenadaquat- uedrsangelernéahrten Tieren besteht. Die aus
der Literatur bekannte Verteilung von Selen in debzellularen Fraktionen der Se(+)-Tiere
wurde fur die Zunge, den Duodenum und den Dickdaestatigt werden [128]. Demnach
befindet sich in der Kernfraktion die geringste undder zytosolischen Fraktion die hochste
Konzentration von Selen. In den subzellularen Foakih des Magens und Dinndarms wurden
zwar ebenfalls die geringsten Gehalte in der Kektion bestimmt, jedoch zeigten die
mikrosomalen Fraktionen gleiche oder héhere Komaéinhen als die zytosolischen Fraktionen.
Der hochste Gehalt an Eisen lie3 sich in allen Gewein der mikrosomalen Fraktion
detektieren. Interessanterweise zeigten sich digmfe Unterschiede in der mikrosomalen
Fraktion der Gewebe Zunge und Magen flr selenadaqd selenmangerndhrte Tiere, wobei
die hohere Konzentration in den Se(-)-Tieren gefundiurde. Diese Ergebnisse stimmen mit
denen Uberein, die Chareonpong-Kawaneital. zeigen konnten [129]. Dort beobachtete man
eine dramatische Erh6éhung der Eisengehalte bemrsalegelernahrten Tieren in Leber, Niere,
Herz und Milz. Bei Parenchymal- und Kupffer-Zellder Leber zeigten sich morphologisch
veranderte Lysosomen, die Bestandteil der mikrogamBraktion sind. Dieser Effekt kénnte
vielleicht damit erklart werden, dass bei Selenneangfravaskulare Hemolyse begtinstigt wird.
Eine ahnliche Lokalisierung von Eisen in der Lebder der Niere wird oft bei Patienten mit
intravaskularer Hemolyse beobachtet [130]. Die Adtamente Rubidium und Casium kommen
fast ausschlieRlich im Zytosol der untersuchten &mwor. Uberdies wurde gezeigt, dass Zink,
mit Ausnahme der Zunge und des Dickdarms, homogeédia subzellularen Fraktionen verteilt
war. Kobalt, Chrom, Mangan, Vanadium, Nickel, Kupférsen, Molybddn und Cadmium
wiesen keine signifikanten Unterschiede zwischen dabzellularen Kompartimenten von
selenadaquat oder selenmangelernahrten TiererEautbesonderes Verteilungsmuster in den
subzellularen Fraktionen konnte nicht beobachtetere

Durch die Untersuchungen mittels Grofenausschlussatographie (SEC) mit Kopplung an
die ICP-MS konnte ich zeigen, dass die Spurenele&an@nsen, Cadmium, Kobalt, Kupfer,
Eisen, Mangan, Molybdan, Nickel, Selen, Titan, \@iom und Zink in proteingebundener Form
in den Zytosolen der Zunge, des Magens, des Dumdgndes Dinndarms, des Dickdarms
sowie der humanen Karzenomdickdarmzelllinie HT28iggen. Rubidium und Casium wurden
in allen Gewebezytosolen im Permeationspeak detektid.h., sie liegen nicht in
proteingebundener Form vor. Zur Abschéatzung derekudaren Massen wurde die Saule mit
einem Satz geeigneter Proteine kalibriert, bei dee® sich allerdings um globuléare Proteine
handelte. Aufgrund dessen kann nur ein BereichdiérMolekularmasse der Proteine in den
Zytosolen angegeben werden, da diese teilweisé giocbular sind. Nicht ganz auszuschliel3en
ist, dass bei der Praparation der Gewebe auch &g mit dem darin enthaltenen Blut und
dem entsprechend auch Serum nicht vollstandig remtfeurden. Aus diesem Grund konnten
metallbindende Proteine, die charakteristisch féis &erum sind, ebenfalls detektiert worden
sein. Arsenbindende Proteine wurden bei 21 kDa ukBa gefunden. Laut Literaturangaben
konnte es sich bei dem 7 kDa Protein um Metallothio handeln, welches mit As(lll)
interagieren kann [131]. In den Gewebezytosolenni@nch cadmiumbindende Proteine bei
molekularen Massen im Bereich von 65 kDa, 45 k@akBa und 12 kDa detektieren. Bei dem
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45 kDa Protein kdnnte es sich dabei um Betain-hgsteth S-Methyltransferase 1 handeln
[132]. Kupferbindende Proteine wurden fir die Moés@en im Bereich von Uber 67 kDa,
27 kDa, 43 kDa, 15 kDa und 10 kDa bestimmt. Bei d&otein im Bereich von 67 kDa kdnnte
es sich um die Lysyl oxidase 1 (LOX) [133] oder éihin [134] handeln, welches neben Zink
auch Kupfer oder Eisen bindet. Das bei 43 kDa drdtgne Protein kdnnte die Lysyl oxidase 6
(LOX) sein [135]. Der Superoxid dismutase 11l (SOkKpnnte das Protein bei 27 kDa und das
Protein bei 15 kDa der SOD | entsprechen [101]. Biasnbindenden Protein bei 67 kDa kann
dem Hamoglobin oder dem Albumin zugeordnet werdzas Protein bei 22 kDa kdnnte den
Isoformen des Ferritin entsprechen [136]. Eine mebgl Erklarung fiur das bei 28 kDa
manganbindende Protein ware die Aminopeptidase3r].[Den zinkbindenden Proteinen bei
67 kDa und 28 kDa konnten zum einen Albumin oder KOX 1 zugeordnet werden, zum
anderen die SOD Ill [138,139]. Aufgrund der zum|Tshr breiten Peaks des Nickelprofils
erwies sich die Kalkulation der daraus resultieeendolekularmassen als sehr schwierig.
Mogliche nickelbindende Proteine im Bereich vork®a konnten das Albumin, L-histidin oder
az-macroglobulin sein [140-142]. Fur den Bereich ughkBa kame die Aldolase A in Frage
[143]. Oligosacharide oder saure Peptide entspreclsm kalkulierten Massen mit geringem
Molekulargewicht [144]. Das im Bereich von 25 kDa&kelbindende Protein konnte dem
Lipovitellin 2 beta zugeordnet werden [145]. In déawebezytosolen konnte fur Selen gezeigt
werden, dass es sich bei dem Uber 67 kDa detektigRrotein mdoglicherweise um das
Selenoprotein O (SelO) handelt [146]. Das SelerteproP (SelP) entspricht dem Protein,
welches im Bereich von 37 kDa bestimmt worden 1€i7]. Auerdem konnten bei ca. 12 kDa
das Selenoprotein R (SelR), und bei 10 kDa dasn8ptetein W (SelW) zugeordnet werden
[148,149]. Bis heute sind Proteine, die Kobalt, &@inm, Molybdan oder Titan binden und in
einem Zusammenhang mit denen stehen kdnnten, digastrointestinalen Trakt detektiert
wurden, laut Literatur nicht bekannt. Die Elemeaofe der humanen
Karzenomdickdarmzelllinie zeigten im Vergleich zendElementprofilen der Dickdarmzytosole
der Se(+)- und Se(-)-Ratten eine sehr gute Ubdigimaing. Fir Cadmium konnte aufgrund des
starken tailings jedoch nur eine Molekularmasse iber 67 kDa gezeigt werden. Im Bereich
von weniger als 6 kDa ist ein zusatzlicher Kupfakp&orhanden. Besonders auffallig ist, dass
nicht nur die Dickdarmzytosole der Ratten fir Malgb ein molybdanbindendes Protein im
Bereich von 50 kDa aufweisen, sondern alle untétemcGewebezytosole. Dieses Protein ist im
Zytosol der Zelllinie nicht erkennbar.

In den mit radioaktiven’°Se durchgefiihrten Markierungsversuchen wurde gezeass die
Versuchstiere den Radiotracer inkorporieren. Inersmiiaquat erndhrten Tieren wird das
zugefiihrte’™Se mit dem in ausreichender Menge zur Verfiigungestgden Selen verteilt. Im
Gegensatz dazu wird d&e in selenmangelernahrten Tieren starker metédtliso dass eine
groRere Menge ar®Se in die Selenoproteine eingebaut wird und diese Hiife der
Autoradiographie leichter zu detektieren sind. Alissem Grund wurden die Homogenate der
Gewebe von Se(-)-Tieren mittels SDS-PAGE untersubli¢ Lokalisierung der markierten
Selenoproteine erfolgte mittels Autoradiographiesgesamt konnte ich neun Selenoproteine auf
diesem Weg zeigen. Die apparenten Molekularmasseanndabei 55 kDa, 36-40 kDa, 28 kDa,
23 kDa, 20 kDa, 18 kDa, 15 kDa, 13 kDa und 10 kidallen Geweben war bei ca. 55 kDa die
Thioredoxin-Reduktase [88,89] zu erkennen. Ebenfalbiquitdr verteilt wurde in allen
Gewebehomogenaten die Glutathion-Peroxidase (c&Day die Phospholipid-Hydroperoxid-
Glutathion-Peroxidase (ca. 20 kDa), das 18 kDa rfdgletein und das 15 kDa Selenoprotein
gefunden. Immunochemisch wurde in allen Gewebehematgn der Se(+)-Tiere die Plasma-
Glutathion-Peroxidase (GPx3) und das saure 15 kfdenSprotein nachgewiesen. Die Gpx3 ist
ein extrazellulares Protein, welches die Reduktimm HO, und organischen Peroxiden
katalysiert. Die Funktion des sauren 15 kDa Selstems ist nicht detailiert geklart. Die
Phospholipid-Hydroperoxid-Glutathion-Peroxidase  @G®%) tritt  zytosolisch  sowie
membrangebunden auf. Die Funktion soll der Schutr dellorganellen durch reaktive
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Sauerstoffspezies (ROS) sein [150]. Das 18 kDanBgl®tein wurde in Markierungsversuchen
mit "°Se als membrangebundenes Protein in den Mitoctemadter subzellularen Fraktionen
gefunden [93]. Dieses liel3 sich auch durch den Mgy des Autoradiogramms des Homogenats
und des Zytosols der Leber zeigen, in dem die Bdalel8 kDa im Zytosol nicht erkennbar
war. Die bei 10 kDa auftretende Bande bei den Hanaten der Zunge und des Dinndarms
kann dem Selenoprotein W (SelW) zugeordnet werBendiesem Protein handelt es sich um
ein zytosolisches Protein mit antioxidativer Fuakti Mittels SEC-ICP-MS konnte ich es
ebenfalls in den Zytosolen der Zunge und des Dummsldokalisieren. Eine diffuse Bande im
Dunndarmhomogenat bei 36-40 kDa konnte das SeleteprP (SelP) sein. Bei dem SelP
handelt es sich um ein Glykoprotein, das als Sasjrartprotein diskutiert wird. Durch das SDS
kénnen Zuckerreste abgespalten werden, so dass Fdatein mit unterschiedlichen
Molekularmassen erscheint, was eine diffuse Bandd-alge hat. Die bei 13 kDa erscheinende
Bande im Magenhomogenat kénnte von dem Selenoprdie(SelH) stammen. Es gilt als
zytosolisches Protein mit unbekannter Funktion [18%e bei 28 kDa detektierte Bande trat nur
im Leberhomogenat auf. Bei ihr handelt es sichnifium die Deiodase 1 (D1) [151]. Sie ist
ebenfalls wie das 18 kDa Selenoprotein ein memlataungdenes Protein. Fir das Homogenat
der humanen Karzenomdickdarmzelllinie HT29 wurden gleichen Selenoproteine detektiert
wie im Dickdarmhomogenat der Ratte.

Bei den Untersuchungen zur Selenoproteinverteilmiitels 2D-Gelelektrophorese konnte ich
die meisten und intensivsten Spots in den Homogender Se(-)-Tiere mit einer sehr guten
Auflésung detektieren. In den Homogenaten des \Mendgstraktes wurden Selenoproteine im
Bereich von 10-80 kDa und mit pl-Werten zwischehO3gefunden. Die Verteilung der Spots
der selenbindenden Proteine war in allen Homogeratmlich ahnlich. Allerdings ist aus den
verschiedenen Autoradiogrammen auch sehr gut ebeenrdass bei den Tieren mit einer
Selenunterversorgung verhaltnismalig mehr Seleandere Proteine eingebaut wird als in die
GPx, und unterstreicht somit deren Wichtigkeit inti@xidativen Schutzmechanismus. Dieses
steht im Einklang mit friiheren Untersuchungen verieet al, dass zuerst andere Proteine mit
Selen versorgt werden, bevor die GPx1 aufgefulitdwund sich somit eine Hierarchie der
Selenversorgung etabliert [128]. Diese Tatsachemededarauf hin, dass der praventiv wirkende
Mechanismus von Selen sich auf mehr als nur eimagtmente verteilt. Die Ergebnisse zeigten
alle Molekularmassenbereiche der bereits bekarigéanoproteine.

Fir die Untersuchungen des Proteoms der Gewebdeaud/erdauungstrakt der Ratte wurde die
2D-Gelelektrophorse (NEPHGE) angewendet. Mittelssei Methode kénnen die Proteine in
den Homogenaten des Verdauungstraktes von Se(#)-Saf-)-Tieren in einer sehr hohen
Auflésung dargestellt werden. Unter Zuhilfenahmes d@&omputerprogramms MELANIE 6.0
fuhrte ich eine Analyse der Proteinexpressionerctdund fand in der Zunge 35, im Magen 20,
im Dinndarm 22 und im Dickdarm 13 Proteinspots umiterschiedlichen Expressionen. Mittels
MALDI-MS konnten die Proteine UDP-Glucose-6 dehyg#pase, Hydroxyl-Coenzym A
dehydrogenase und Ubiquitin C-terminale Hydrolasezym L3 in der Zunge und Actin-2,
Prohibitin, Zytokeratin 8 und das bisher narsilico bekannte Protein FLJ20729 im Magen
identifiziert werden. Die UDP-glucose-6 dehydrogamast ein Schlisselenzym fur die Synthese
von UDP-glucuronat aus Glucose [152]. Dieses Sabsit flr eine Anzahl von Glucuronosyl
transfereasen (UDP-GT) notwendig. In verschiedéiiemmodellen konnte gezeigt werden, das
Selen vorbeugend bzw. therapeutisch bei Krebsekliragen eingesetzt werden kann [153,154].
Die Herabregulierung der UDP-GT, und damit auch dBP-glucose dehydrogenase steht im
Zusammenhang mit dem Selenstatus. So konnten Eviokkarasiet al zeigen, dass die UDP-
GT-Aktivitat signifikant herabgesetzt ist bei Raite denen krebsinduzierendes N-
Nitrosodiethylenamin (DEN) verabreicht wurde unchele Selen Uber das Futter vor bzw. nach
Verabreichung von DEN gegeben wurde [155].

Das Hydroxyacyl-Conzyme A dehydrogenase (HCAD) ash Abbau der Fettsaurerg-(
Oxidation) beteiligt [156]. Geht man bei einer 3@m@angelversorgung auch von erhéhtem
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oxidativen Stress aus, so kann dies in modifizigrtidativ geschadigten Fettsauren resultieren
[157]. Beim Vergleich der Expression des ProteifSAB in den Se(+)- bzw. Se(-)-Tieren
wurde dieses in den Se(+)-Tieren hoher exprimigre Herabregulierung in den Se(-)-Tieren
kann zwei moégliche Grinde haben. Zum einen konrestigidigte Lipo-Proteine nicht in die
Zellen eindringen. Als Folge davon kommt es zu &efirOxidation und zur Verfettung der
Arterien (Arteriosklerose) [158]. Intrazellular kandas Ausbleiben von Fettsauren zur
verminderten Bildung der HCAD des Organismus aléswbnt fuhren. Auf der anderen Seite
waren oxidativ geschadigte Lipide intrazellular mit hohem Energieaufwand verwertbar. Eine
solche Verwertung kdnnte sich nicht fur den Orgawis lohnen, so dass die Herabregulierung
der HCAD eine Folge davon ist [159].

Die Ubiquitinierung dient als Signal fir den Abbaines Proteins (proteasomalen Abbau) [160].
Die Funktion einer jeden Ubiquitin hydrolase (Uak) das Abspalten des Ubiquitins vom
Substrat (Protein). Dabei konnte von Koeei@l gezeigt werden, dass das Deubiquitinieren die
Halbwertszeit des Selenoproteins Deiodianse erfi#i]. Dieser Umstand wirde die hohere
Expression der Uch-L3 in selenmangelernéahrten mienklaren. Das Ubiquitin C-terminale
hydrolase Isozym L3 (Uch-L3) und die Ubiquitin-spieeprocessing protease 33 (VDU1)
gehdren der gleichen Enzymfamilie an. Jeehgl zeigten, dass das Selenoprotein 56 (SP56) an
VDUL1 bindet und es damit wahrscheinlich aktivid62]. Fir dieses Protein ist Selen essenziell.
In der Literatur gibt es Hinweise, die einen Zusanhang zwischen der Uch-L3 und
Krebserkrankungen nahe legen. So war die Rickfalleei Brustkrebspatientinnen deutlich
erhoht, wenn die Uch-L3 hochreguliert war [163]. &arden aber auch Autoantikdrper im
Serum der Patienten nachgewiesen, die an Blasenkrklankt waren [164]. Die Uch-L3 wurde
aulBerdem immunochemisch in verschiedenen Krebsgaweafd Karzenomzelllinien detektiert
[165]. Die Hinweise auf die Zusammenhénge zwisctlen Uch-L3 und Krebserkrankungen
erharten sich, zieht man die antiopoptotisch wideekigenschaft der Uch-L3 mit in Betracht
[166-169].

Aktine sind Strukturproteine, die in allen eukaigohen Zellen vorkommen und in verschiedene
Formen der Zellmotalitat involviert sind. Sie siBéstandteil des Zytoskeletts und gleichzeitig
die funf haufigsten Proteine in Eukaryoten. In delle bildet Aktin dynamische Filamente, die
als Bestandteil des Zytoskeletts zur Stabilisierdeg auf3eren Zellform dienen, intrazellulare
Transporte und zentraler Bestandteil des Kontrakpparats der Muskeln sind. Durch
oxidativen Stress hervorgerufene VeranderungenAdane konnen zu Muskel- oder anderen
Erkrankungen fuhren. Die Expression des Actin-Zsthvon der Selenkonzentration abhangig
zu sein. Das entspricht dem Ergebnis, welches dusmh et al im Zusammenhang zu
Untersuchungen zur Zellalterung mit Selen erhaiven [170].

Das Prohibitin (PHB) ist ein ubiquitar exprimiertesotein, welches in verschiedenen zellularen
Kompartimenten, hauptsachlich aber in den Mitochiemd lokalisiert ist. Es wird mit
verschiedenen Zellfunktionen in Verbindung gebrachi diesen zahlen unter anderem die
Zellzykluskontrolle, die Zellalterung, Apoptose umike Stabilisierung von mitochondrialen
Proteinen [171-173]. Rajalingaet al konnten eine bis dahin unerforschte Rolle von RMB
Signalweg der Extracellular-signal Regulated Kin#dB&K), die zu Apoptose fuhrt, zeigen
[174]. Dieser Signalweg wird aber auch durch Seletiviert [175]. Die Krebsforschung konnte
aber auch zeigen, dass ERK an der onkogenen Trarafon von Zellen, das heil3t an der
Veranderung normaler Zellen zu Krebszellen, bejeist. Dieser Signalweg ist bei 30 % aller
Krebsarten hyperaktiviert [176]. Die erh6hte Exgres von Prohibitin im Magenhomogenat der
Se(+)-Tiere und somit die erhéhte Mdoglichkeit, imez geschadigten Zelle die Apoptose
einzuleiten, spricht fur einen besseren Schutzmmesimus des Organismus.

Zytokeratine gehoren zu einer Gruppe wasserlosli€faserproteine, welche Bestandteil des
Zytoskellets von Epidermis- oder Epithelzellen simffusgehend von der Tatsache, dass
Arsentrioxid giftig und krebserregend ist, konntBamirez et al. zeigen, dass Arsenit die
Expression von Zytokeratin in der humanen Lebdmglinduziert, was auf eine hohe Affinitat
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der trivalenten Arsenspezies gegentuber den Thippg des Zytokeratins zurlickzufuhren ist
[177,178]. Die gefundene hohere Expression im H@nagdes Magens der Se(-)-Tiere und die
damit verbundende geringere Selenkonzentration dadurch auch geringere protektive
Wirkung wirde mit diesen Ergebnissen in Einklareeth.

Das im Magenhomogenat der Se(+)-Tiere starker eneriein silico Protein FJL20729 kdnnte
durch den Selenstatus der Tiere ein selenbinddPiadsin oder sogar ein Selenoprotein sein.
Die Analyse und Identifikation unter der Berlicksighng des Selenstatus stellt bislang véllig
neu erzielte Ergebisse dar.

Mit Hilfe immunochemischer Tests wurden neben deiddn Selenoproteinen (Sepl5 und
GPx3) die Metalloproteine SOD, DPT, LOX und MT detert. Beim Vergleich der
Expressionsintensitaten konnten keine Unterschig@ddie SOD, LOX und das DPT beobachtet
werden. Eine hohere Expression in den Homogenaem®dodenums und Dianndarms waren fur
das Metallothionein zu erkennen. Aufgrund des Sttns detektierte ich erwartungsgemal die
Selenoproteine Sepl5 und GPx3 nur in den selenati@jnéhrten Tieren. Dabei wurde die
GPx3 im Vergleich zu den anderen Gewebehomogenatetdiomogenat des Magens am
starksten exprimiert. Im Fall des Sepl5 waren wlienisivsten Signale in den Homogenaten des
Dunndarms und Duodenums zu finden.

Das Protein Dermatopontin, MT, Sepl5, GPx3 sowie DDX wurden von mir mittels
immunochemischer Tests erstmalig in den GewebengdsBointestinalen Traktes der Ratte
nachgewiesen. Allerdings wurden die GPx3 und dieXLi@® verschiedenen Geweben, unter
anderem auch im Verdauungstrakt der Maus, gez&if1,180]. Das detektierte DPT soll die
Funktion eines Cu-Lieferanten fur das Enzym LOXdrab

Aufgrund der Ubereinstimmung, der durch die SEC-M® erhaltenen Molybdanprofile, fur
die Gewebezytosole des Verdauungstraktes lag drenieng sehr nahe, dass das gleiche
Protein auch in der Leber als Stoffwechselvergkachan zu finden war. Aus diesem Grund
habe ich eine GrdlRenausschlusschromatographie élmweme Dickdarm- und Leberzytosole
durchgefuhrt und die gesammelten Fraktionen mit@&sAAS auf Molybdan untersucht. Es
zeigte sich fur die Leberzytosole ein ahnlichesWdBnprofil wie fir die Dickdarmzytosole. So
konnte gezeigt werden, dass es auch in der Lebtbd@nbindenende Proteine im Bereich von
50 kDa und 7 kDa gibt. Fur die Untersuchungen zentifizierung des 7 kDa--Molybdan-
bindenden Proteins wurde die Leber herangezogesiedan Vergleich zum Dickdarm bedeutet
grof3er ist. Sie weild3t mit ca. 15-20 g im Verglemhm Dickdarm (ca. 0,5 g) ein Vielfaches an
Gewicht auf und enthalt mengenmafig die meistetelPi@ Fir die gleiche Proteinmenge aus
dem Dickdarm waren mindesten 50 Ratten sowie deraparation nétig und hatte den Rahmen
der Promotion Uberschritten. Bei der Fraktion 34 tleberzytosols handelte es sich um das
Peakmaximum des Molybdanprofils. Diese Fraktion deufiber einen Zeitraum von 1 min
gesammelt. Dem entsprechend bestand die Méglighdass sich in dieser Fraktion Proteine mit
Molekulargewichten von ca. 5-9 kDa befinden, da @ewebezytosol aus einem komplexen
Proteingemisch besteht. Weiterhin gilt die Kalibratder S&ule nur fir globuléare Proteine. Aus
diesen Grinden wurde die Fraktion 34 mittels SD&EBAIntersucht. Durch die Denaturierung
der Proteine wahrend dieser Methode werden diesalten und ihrer molekularen Masse nach
getrennt. Bei einer apparenten Molekularmasse vkDa/ konnte eine Bande gezeigt werden.
Diese Molekularmasse korreliert sehr gut mit ddkieerten Masse fir das Molybdanprofil,
welches aus der GroRRenausschlusschromatographateertwurde. Die Homogenitat dieser
Bande wurde mittels dSDS-PAGE uberprift, und egteesich, dass die Hauptspezies bei 7 kDa
als diffuser Spot zu erkennen war, was auf weikayetaminationen (Proteine), wenn auch nur
in geringen Konzentrationen, schlieRen lasst. DeSDS-Gel vorhandene Proteinbande bei
7 kDa wurde ausgestochen und mit Trypsin behantiéttels LC/ESI-MS/MS wurden die
Aminosauresequenzen der erhaltenen Peptide bestiDet Analyse und Vergleich der
Aminosauresequenzen mit den Datenbanken UniProtfkB/BL sowie SWISS-Prot ergab
sechs madgliche Proteine und bestatigte die Verng tdass der diffuse Spot in der dSDS-PAGE
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mehrere Proteine enthielt. Finf der sechs potémti@fjlichen Proteine konnte ich ausschlief3en,
da diese weitestgehend charakterisiert sind undt nmoolybdanbindend sind. Fir das
uncharakterisierte Protein LOC500475 wurde ein 8eguergleich durchgefiihrt und erfolgte
mittels BLAST Network Service. An dieser Stelle ktm ausgeschlossen werden, dass das
Protein unter anderem Namen gelaufig war. Ebenkalisite ausgeschlossen werden, dass das
Protein in einer anderen Spezies Beispielsweiséanschen nicht aber in der Ratte bekannt
war. Beim Aminosduresequenzvergleich in Bezug aefjuBnzhomologien wurden zwei
Proteine in der Maus und ein Protein im Menschdnrgken, die alle allerdings aber ebenfalls
funktionell nicht charakterisiert sind. Die Proteirder Maus zeigten eine relativ geringe
Abweichung, konnten aber ebenfalls ausgeschlosseden. Mit Hilfe des netzbasierenden
Analyseprogramms NetPhos konnte eine hohe Anzahlevevarteten Phosphorylierungsstellen
(35 Serine) berechnet werden. Die sehr grof3e Arerattheoretisch phosphorylierbaren Serinen
lasst vermuten, dass es sich bei LOC500475 umetinfein reguliertes Eiweiss handelt. Die
Regulation von Aktivitat als auch subzellularer Bbkierung von Proteinen wird haufig durch
multiple Phosphorylierungen realisiert. Hierbei avidie Ubertragung von Phosphatgruppen in
der Regel durch spezifische Proteinkinasen umgedstre regulierte Transportfunktion ist vor
diesem Hintergrund durchaus denkbar. Dadurch iedultdass das neue Protein ein
molybdanbindendes Protein ist. Die daraus gewormmdfikenntnisse fuhrten zu erstmalig
erzielten Ergebnissen.

Ausblick

Zur vollstandigen Charakterisierung des neu gefoedemolybdanbindenden Proteins soll die
Primarstruktur des untersuchten Proteins ermittelden. Aus der Primarstruktur sollen Peptide
(je 10-12 Aminosauren) ausgewahlt werden, und igiiPdoduktion von Peptid-Antikérper durch
Immunisierung von zwei Kaninchen produziert werdenschlieRend soll der Erfolg des Peptid-
Antikorpers getestet werden. Dabei soll zum einenLdkalisierung des Proteins in den Zellen
verschiedener Organe des gastrointestinalen Trdddssmmt werden. Zum anderen soll die
Lokalisation des molybdanbindenden Proteins in Feoreszensmikroskopie am Modell der
humanen Karzenomdickdarmzelllinie HT29 durchgefutwtrden. Des Weiteren soll der
Antikorper mittels Koimunprazipitation und anscllender massenspektrometrischer und
elementanalytischer Methoden mdgliche Bindungs- .bzunteraktionspartern des
molybdanbindenden Proteins identifizieren. Absdddied sind Bindungsstudien mit potentiellen
Interaktionspartnern geplant, die durch den Eingatz kaloriemetrischer Titration, analytischer
Ultrazentrifugation und Oberflachenplasmonenrese+pektroskopie erreicht werden sollen.

119



6 Zusammenfassung

Die Wichtigkeit der Spurenelemente in der Atiologiei Erkrankungen des Verdauungstraktes
ist wahrscheinlich zum einen auf die protektive kiyg der Spurenelementproteine gegen die
Schadigung der Zellen durch aggressive Peroxidezund anderen auf Kettenreaktionen von
Missfunktionen unkorrekt exprimierter Proteine atkizu fihren. Untersuchungen an Zelllinien,
die mit den jeweiligen Spurenelementen Se, Cu, Mer &n inkubiert wurden, zeigten, dass
dabei einige Proteine exprimiert werden, die ihi@dgische Aktivitat erst entfalten kdénnen,
wenn sie derartige Elemente binden. Berichtet wuate anderen Autoren auch, dass Metallo-
/Metalloidproteine im Stoffwechsel der Gewebe desdduungstraktes involviert sind.

Die durchgefuihrten Experimente und die daraus geaoen Ergebnisse dieser Arbeit sind dem
Verdauungstrakt, einem System dessen Wichtigkeidié@ Aufrechterhaltung eines gesunden
Organismus von sehr grof3er Bedeutung ist, gewidmet.

Neben analytischen, biochemischen und zellbioldgisc Methoden wurden Verfahren der
Immunchemie angewendet. Mit Hilfe der analytiscidathoden INAA, ICP-MS und AAS
wurden die Gehalte der Spurenelemente As, Cd, €C€ Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Rb, Se, Ti, V
und Zn in Geweben des Verdauungstraktes von Laemraunter Bertcksichtigung des
Selenstatus der Versuchstiere untersucht. Ein sdhwignifikanter Unterschied durch den Se-
Einfluss war fir den Gesamtgehalt an Fe festzestelrir die anderen untersuchten Elemente
konnte kein Einfluss des Se beobachtet werdengéssilt wurde aber, dass jede der drei
verwendeten Methoden nur fir bestimmte Elementdagget ist. Die ICP-MS ist als eine
Multielementbestimmungsmethode hervorragend in ldmge, in kurzer Zeit Ergebnisse zu
liefern, und sollte deswegen als erstes angewemdeten, sofern ausreichend Probenmaterial
zur Verfigung steht. Bei geringen Probenmengen,deie subzellularen Kompartimenten, ist
INAA der ICP-MS flUr quantitative Bestimmungen vorihen. Mit Hilfe der INAA konnte die
Verteilung sowie die Gesamtkonzentration der Spelesnente Co, Cr, Cs, Fe, Mn, Rb, Se und
Zn in den Zellorganellen (Kerne, Mitochondrien, Mikomen und Zytosol) der Organe des
Verdauungstrakts bestimmt werden. Es konnte gerneaigien, dass die Fe-Gehalte signifikante
Unterschiede in den Mikrosomen des Magens von -Sate Se(+)-Tieren aufweisen. Durch die
Kopplung von Laserablation mit ICP-MS war die gtadive Bestimmung uber die Verteilung
der Elemente As, Cd, Cu, Mo, Ni, und V in den slioien Fraktionen auch bei extrem
geringen Mengen erfolgreich. Aus den Geweben degrajatestinalen Trakts der Ratte mit
unterschiedlichem Selenstatus sowie der humanenzeKamdickdarmzelllinie HT29
gewonnenen Zytosole wurden durch Onlinekopplung @eilRenausschlusschromatographie
(SEC) mit der induktiv gekoppelten Plasma-Massekispmetrie zuerst die Proteine in den
Zytosolen mit Hilfe der SEC fraktioniert und anseRkend die in den Proteinen enthaltenen
Elemente mittels Massenspektrometrie bestimmt. édialtenen chromatographischen Profile
von As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Ti, V und &eisen darauf hin, dass diese Elemente
proteingebunden vorliegen. Fir Rb und Cs gilt dadtnDieses Resultat legt den Verdacht
nahe, dass diese Elemente auch Bestandteile msttdridentifizierter Proteine sind. Bei der
Detektion spurenelementhaltiger Proteine mittelsC$EP-MS wurde unter anderem das
Element Molybdan im Dickdarm-Zytosol in zwei vergafenen Molekularmassen (ca. 50 und
7 kDa) identifiziert, wahrend im Zytosol der humart€arzenomdickdarmzelllinie HT29 nur die
7 kDa Fraktion zu identifizieren war. Aufgrund déesErgebnisses wurde die Zelllinie HT29 mit
Mo inkubiert um festzustellen, ob Mo auch in Prnoési mit hoheren Molekularmassen dieser
Zellen bindet. Parallel zu diesen Untersuchungendeiudie Leber als Vergleichsgewebe
herangezogen. Durch Fraktionierung der Leberzellerde das Zytosol gewonnen. Mittels SEC
wurden die gesammelten Fraktionen durch AAS-AnabsgkeMo untersucht. In den Proteinen
des Leber-Zytosols fanden sich neben der 50 kD#&eiAfraktion auch die molybdanhaltige
7 kDa-Proteinfraktion. Die Analyse durch LC/ESI-NW& ergab ein bislang uncharakterisiertes
Protein (Priméarstruktur von LOC500475 wurde thasobt berechnet).
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Die Identifizierung von Selenoproteinen erfolgterauin vivo Markierung der Ratten von
unterschiedlichem Selenstatus KiBe nach der Trennung der Proteine mittels SDS-PAGE
anschlieBender Autoradiographie der Homogenate.eiDafirden in den Homogenaten der
Se(-)-Tiere im Molekularmassenbereich zwischen D@ knd 70 kDa Selenoproteine gefunden.
Diese Selenoproteine konnten mit Hilfe der 2D-Higghorese bestatigt und durch eine sehr
gute Aufspreizung der Proteinbanden mit IP-Wertgisehen 3,5 und 9,0 und Molekularmassen
zwischen 10 kDa und 80 kDa eindeutig detektiertear

Das fir die Analyse der Proteinexpression geeig@etmputerprogramm Melanie 6.0 lieferte
fur die Homogenate der Zunge von Se(+)- und Saé)en 35 Proteinexpressionsunterschiede.
9 dieser Proteinspots im Se(+)-Homogenat wareniféignt starker exprimiert als im Se(-)-
Homogenat. In den Homogenaten des Magens waremgérddhiede detektierbar. Von diesen
Proteinspots waren 12 starker im Se(+)-Homogenptimert. Die Analyse der Dunndarm-
Homogenate ergab 22 unterschiedliche Expressiomarhei 12 davon in den Se(+)-
Homogenaten wesentlich starker exprimiert warerddn Dickdarm-Homogenaten der beiden
Populationen konnten 13 Ungleichheiten beobachtetd@n. Davon waren sechs in den
Homogenaten der Se(+)-Tiere signifikant starkeriexiert. Die Identifizierung der Proteinspots
1-3 im Homogenat der Zunge von selenadaquat eevéifilieren mittels tryptischer Spaltung
sowie die Bestimmung der Massen einiger Peptidehddie Massenspektrometrie (MALDI-
MS) erfolgte durch den Vergleich mit den theordtest Daten der Peptide/Proteine. Identifiziert
wurden die Proteine UDP-Glucose-6 dehydrogenaseHildroxyl-Coenzym A dehydrogenase
(2) und Ubiquitin C-terminale Hydrolase Isozym L3.(Im Magen-Homogenat der Se(+)- und
Se(-)-Tiere konnten die Proteine Actin-2, ProhihiZytokeratin 8 sowie das bisher narsilico
bekannte Protein FLJ20729 (Spot 1-4) identifiziegtden.

Die Detektion von metallhaltigen Proteinen sowideS8eproteinen in den Homogenaten des
Gastrointestinaltraktes erfolgtdurch immunochemische Untersuchungen. Die verwendet
Antikorper, gerichtet gegen bestimmte Proteinegtesi positive Signale fur die Proteine SOD,
LOX, MT-I und MT-II, plasma GPx (GPx3), das sauteKDa-Selenoprotein sowie flr das neu
entdeckte Cu-haltige Protein Dermatopontin (DPT)J wurden, mit Ausnahme der SOD fur
den Darmtrakt, erstmalig mittels immunochemischeteRtion in dieser Arbeit nachgewiesen.

Summary

The importance of the trace elements in the etipldfgyastro-intestinal diseases is likely to lead
back to two reasons: Firstly to the protective @ffg of the trace element containing proteins
against the damage of cells by aggressive perax@ksondly to a rank of chain reactions with
dysfunction of uncorrected expressed proteins.stigations of cell lines which were incubated
with the elements Cu, Mn, Se, Mo, and Zn have shtvat some proteins were expressed,
which are able to unfold their biological activifythey bind such elements. Additionally, it was
also reported by other authors that metalloproteind metalloid containing proteins are
involved in the metabolisms of the tissues of tigestion tract.

The experiments carried out in this thesis andréisellts obtained are devoted to the digestion
tract, a system whose correct function is indispblesfor the organism.

For the realisation of the experiments concernimgthesis analytical, biochemical, molecular
and immunochemical procedures were applied. By sieéihe INAA, ICP-MS, and AAS the
contents of the trace elements As, Cd, Co, CrQ0sFe, Mn, Mo, Ni, Rb, Se, Ti, V, and Zn in
rat tissues of the digestive tract were examinetbvAsignificant value was observed regarding
the total content of Fe by the influence of Se. &iber elements a significant effect could not be
observed. As a result, after the application of difeerent analytical methods it could be said
that each method is suitable only for some elemétgsertheless, the ICP-MS should be used at
first, because the measurements can be carriequickly and the results are obtainable very
fast. In the case of very low amounts of the samjilés better to take the measurements by
means of the INNA for quantitative analysis. By meaf the INAA, the concentration and the
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distribution of the trace elements As, Co, Cr, e, Rb, Se and Zn were determined in the cell
organelles (nuclei, mitichondria, microsoms anasgt) of several tissues of the intestinal tract.
It was proved that the Fe concentration showedfgignt differences in the microsomes of the
tongue and stomach of the Se(-) und Se(+) aninBgighe coupling of the laser ablation with
the ICP-MS, the qualitative determination concegnihe distribution of the elements As, Cd,
Cu, Mo, Ni, and V in the subcellular fractions, alith extremely little contents, was very
successful. The proteins in the cytosols, whichenadstained of the tissues of the rats fed with
different selenium concentrations as well as of theman colon cell-ines HT29, were
determined at first in the cytosols by the onlireyaling of the size exclusion chromatography
(SEC) with the inductively coupling plasma-massecsometry. Afterwards, the elements
inside the proteins were determined by mass spwetry. The obtained chromatographic
profiles of As, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Se, Vi, and Zn indicate that the elements above
are binding to proteins. This could not be foundRb and Cs.

By means of these results it is assumed that thieseents are part of proteins which are still
unknown. By the detection of trace elements coirigiproteins by means of SEC-ICP-MS it
was found that the element Mo was bound to theepretwith the molecular mass of 7 kDa and
50 kDa, whereas in the cytosol of the human coleiitlimes the Mo was bound only to the
protein with the molecular mass of 7 kDa. As a Itestithis outcome the cell-line HT29 was
incubated with Mo to find out if the element alsods to proteins with higher molecular masses
than 7 kDa. Parallel to this investigation, expemts were carried out with the liver cytosol.
The liver cells were fractionated. The proteingha obtained cytosol were separated by SEC.
The resulted protein fractions were analysed watjard to Mo by means of the AAS. In the
proteins of the liver cytosol besides the 50 kDatgin a further Mo containing protein with the
molecular mass of 7 kDa was identified. Based efdhtained result the cell lines HT 29 was
incubated with Mo to find out if Mo is able to birid proteins with higher molecular masses.
Parallel to this study the organ liver was usea a®omparison tissue. By fractionation of the
liver cells the cytosol was separated by meansk@ 8f the total fraction presence of Mo was
checked by AAS analysis. In the protein mixturehaf liver cytosol it could be detected the Mo-
containing protein with the molecular mass of 7 k&a besides of them the other Mo-
containing protein with the molecular mass of 5(akias also detected. The analysis of the 7
kda protien by LC/ESI-MS/MS resulted the still uokm protein LOC500475. The primary
structure of this protein is predicted only by ttegiral calculation of the amino acids.

The identification of the selenoproteins in the logenates of the gastrointestinal-tract was done
by labelling the rats witd°Sein vivo, separating the proteins by SDS-PAGE, and detémgnin
the selenium in the proteins by autoradiographyeréby, labelled proteins in the homogenate of
the (Se-)-rats were detected in the molecular masge between 10 kDa and 70 kDa. These
proteins were also found using the 2D-electrophsrdsstributed in the pl-range between 3.5
and 9.0 and molecular masses between 10 kDa akD&0

For the analysioof the expressed proteins the appropriate compotegram Melanie 6.0
provided 35 differences of the expressed proteinthé tongue homogenates of the (Se+)- and
(Se-)-rats. 9 of these proteins were expressedfisamtly higher in the Se(+)-homogenate than
in the Se(-)-homogenate. In the homogenate of thiach 20 differences were found. 12 of
these proteinspots were expressed higher in tl{e)S@mogenate.

The analysis of the small intestine provided 22edénces of the expressed proteins. 12 of them
were expressed higher in the Se (+)-homogenatéhdncolon homogenate of the (Se+) and
(Se-)- rats 13 differences were observed. 6 ofeth@®tein spots were expressed stronger
significant in the Se (+)-homogenate. The iderdifen of the protein spots 1-3 in the (Se+)-
homogenate of the tongue was reached by the MALBI4¥ter tryptic digestion of the proteins
and comparison of the obtained peptide massesthettheoretical data for peptide masses.
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Identified were the proteins UDP-Glucose-6 dehydrage (1), Hydroxyl-Coenzym A
dehydrogenase (2), and Ubiquitin C-terminale hyakelisozym L3 (3). Each of these proteins is
involved in the metabolic processes of the gastiestinal tract.

In the stomach homogenate of the Se(+)- und Safs)-the proteins Actin-2, Prohibitin,
cytokeratin 8 as well as the protein FLJ20729 (9pdj were identified. The latter is up to now
only known byin silico investigations.

The detection of the metalloproteins as well ashef selenoproteins in the homogenate of the
digestion tract was reached by the application efeml immunochemical tests. The used
antibodies provided positive signals for the pmgeSOD, LOX, MT-I and MT-II, plasma GPx
(GPx3), and for the acid 15 kDa-Selenoprotein all &g the new discovered Cu-containing
protein DPT. In this thesis with exception of SObBege proteins had been shown to be
expressed in the gastro intestinal tract at tis¢ fime by means of immunochemical methods.
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Anhang

Tnprssl3 predicted simlar to Transnenbrane protease, serine 13

Names and origin

Protein names Submitted name:

Tmprss13 protein EMBL AAI66801.1
Gene names
Name: Tmprss13 EMBL AAI66801.1 RGD 1310872
Organism Rattus norvegicus (Rat) EMBL AAI66801.1
Taxonomic identifier 10116 [NCBI]

Taxonomic lineage Eukaryota > Metazoa > Chordata » Craniata » Vertebrata »
Euteleostomi > Mammalia > Eutheria > Euarchontoglir es > Glires > Rodentia »
Sciurognathi > Muroidea > Muridae > Murinae > Rattu S

Protein attributes

Sequence length 539 AA.

Sequence status Complete.

Sequence processing The displayed sequence is not p rocessed.
Protein existence Evidence at transcript level.

Ontologies
Gene Ontology (GO)
Biological process proteolysis

Inferred from electronic annotation. Source: InterP ro
Cellular component membrane

Inferred from electronic annotation. Source: InterP ro
Molecular function scavenger receptor activity

Inferred from electronic annotation. Source: InterP ro
serine-type endopeptidase activity

Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MDRGSHRNAS PARPSPQASP ARASPQASPA RTPPPQASPA RASHPRRASPARASPV

70 80 90 100 110 120
RASPARAPPS RSSSGRSSSA RSASTTSSPT RVYLVRAIPV GTVIRRSR SAPATRATRE

130 140 150 160 170 180
SPGLSFPKFS WQETQRQLPL IGCVLLLISL VISLILLFYF WRGHTGIKYK EPLESCPKHA

190 200 210 220 230 240
VREBBENNBE K MKSDELGCVR FDWDKSLLKV YSGSSGEWLP VCESSVBERTCQQLGF

250 260 270 280 290 300
DSAYRTTEVA HRDVTSSFLL SEYNSTIQES LTRSECPSRR YVSLQE@BG LRAMTGRIVG

310 320 330 340 350 360
GALTSESKWP WQVSLHFGTT HICGGTLIDA QWVLTAAHCF FVTREEG WKVYAGTSNL

370 380 390 400 410 420
HQLPEAASIS QIINGNYTD EQDDYDIALV RLSKPLTLSA HIHPACL PLH GQTFGLNETC

430 440 450 460 470 480
WITGFGKTKE TDEKTSPFLR EVQVNLIDFK KCNDYLVYDS YLTPREAG DLRGGRDSCQ

490 500 510 520 530
GDSGGPLVCE QNNRWYLAGV TSWGTGCEBEINEPGVYTKVT EVRRWIESEVRFRKS
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Number of amino acids: 539
Molecular weight: 59261.1
Theoretical pl: 9.16

Amino acid composition:

Ala (A) 43 8.0% Arg (R) 41 7.6% Asn (N) 12 2.2% Asp
3.5% GIn (Q) 21 3.9% Glu (E) 24 4.5% Gly (G) 37 6.9
21 3.9% Leu (L) 44 8.2% Lys (K) 22 4.1% Met (M) 6 1
(P) 39 7.2% Ser (S) 64 11.9% Thr (T) 37 6.9% Trp (W
Val (V) 31 5.8% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) O
0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp +
Total number of positively charged residues (Arg +

Atomic composition:

Carbon C 2603
Hydrogen H 4090
Nitrogen N 754
Oxygen O 782
Sulfur S 25

Formula: C2603H4090N7540782S25
Total number of atoms: 8254

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1,
water.

Ext. coefficient 96465
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.628, assuming ALL Cys residue

Ext. coefficient 95340
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.609, assuming NO Cys residues
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret
>20 hours (yeast, in vi
>10 hours (Escherichia

Instability index:

The instability index (Il) is computed to be 57.47
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 71.69

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.374
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(D) 22 4.1% Cys (C) 19
% His (H) 12 2.2% lle (1)
1% Phe (F) 15 2.8% Pro
) 13 2.4% Tyr (Y) 16 3.0%
0.0% (Z) 0 0.0% (X) O

Glu): 46
Lys): 63

at 280 nm measured in

s appear as half cystines

appear as half cystines

).

iculocytes, in vitro).
VO0).
coli, in vivo).



Transcription factor E3

Gene:
Tcfe3 ( Rattus norvegicus )
transcription factor E3

Synonyms:  similar to Tcfe3 protein; RGD1559642; RGD 1559642 predicted;
transcription factor E3 (predicted); Tcfe3_predicte d; similar to Tcfe3

protein (predicted); LOC317376;

ArraylDs: 5814282; 6733566; 1388967_at; 6433756; 13 78919 at; rc_AI012945 at;
6193232; 6319388; 1389985 _at; 6168203; 6400839; 605 5661; 6595241;
A_43_P20681; 6192246; 6115108; 5808233; A_44_P16674 9; 6211708; 5886241,
6429979; A_43_P10707; 5654095; GE1183917; GE1152931 ; 6325045; 5881114;

Gene Type: protein-coding

Annotation

Molecular Function

Gene Ontology

DNA binding, transcription factor activity, prote in binding ...
Biological Process

Gene Ontology

positive regulation of transcription, DNA-dependent , biological_process,
regulation of osteoclast differentiation

Cellular Component

Gene Ontology

cellular_component

Disease

Ontology

Carcinoma, Renal Cell

Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MSSSSSRVLL RQQLMRAQAQ EQERRERREQ AAAAPFPSPA PASAEIYSAGGHTLSR

70 80 90 100 110 120
PPPAQVPREV LKVQTHLENP TRYHLQQARR QQVKQYLSTT LGPKRASTPPPGPSSAQ

130 140 150 160 170 180
PLPAPETAHA TGPTGSAPNS PMALLTIGSS SEKEIDDVID EIISLESSYN DEMLSYLPGG

190 200 210 220 230 240
TAGLQLPSTL PVSGNLLDVY SSQGVATPAI TVSNSCPAEL PNIKREBET EAKALLKERQ

250 260 270 280 290 300
KKDNHNLIER RRRFNINDRI KELGTLIPKS NDPEMRWNKG TILKASYY| RKLQKEQQRS

310 320 330 340 350 360
KDLESRQRSL EQANRSLQLR IQELELQAQI HGLPVPPNPG LLSLASSS DSLKPEQLDI

370 380 390 400 410 420
EEEGRPSTTT FHVSGGPTQN APPQQPPAPP SDTLLDLHFP SDHLGDP FHLGLEDILM

430 440 450 460
EEEGMVGGLS GGALSPLRAA SDPLLSSVSP AVSKSSBRESISESNE-DE

Number of amino acids: 468

Molecular weight: 50641.9
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Theoretical pl: 5.89

Amino acid composition:

Ala (A) 36 7.7% Arg (R) 30 6.4% Asn (N) 15 3.2% Asp
0.2% GIn (Q) 31 6.6% Glu (E) 35 7.5% Gly (G) 28 6.0
20 4.3% Leu (L) 55 11.8% Lys (K) 18 3.8% Met (M) 8
(P) 47 10.0% Ser (S) 59 12.6% Thr (T) 23 4.9% Trp (
Val (V) 19 4.1% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) O
0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp +
Total number of positively charged residues (Arg +

Atomic composition:

Carbon C 2193
Hydrogen H 3571
Nitrogen N 643
Oxygen O 713
Sulfur S 9

Formula: C2193H3571N6430713S9
Total number of atoms: 7129

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1,
water.

Ext. coefficient 14440
Abs 0.1% (=1 g/l) 0.285, assuming ALL Cys residue
Ext. coefficient 14440
Abs 0.1% (=1 g/l) 0.285, assuming NO Cys residues
Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret
>20 hours (yeast, in vi
>10 hours (Escherichia

Instability index:

The instability index (Il) is computed to be 81.36
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 81.97

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.579
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(D) 20 4.3% Cys (C) 1
% His (H) 10 2.1% lle (1)
1.7% Phe (F) 6 1.3% Pro
W) 1 0.2% Tyr (Y) 6 1.3%
0.0% (Z) 0 0.0% (X) O

Glu): 55
Lys): 48

at 280 nm measured in

s appear as half cystines

appear as half cystines

)-

iculocytes, in vitro).
VO0).
coli, in vivo).



Coat oner subunit beta:

Names and origin
Protein names Recommended name:
Coatomer subunit beta'
Alternative name(s):
Beta'-coat protein
Short name=Beta'-COP

pl102
Gene names
Name: Copb2
Organism Rattus norvegicus (Rat)

Taxonomic identifier 10116 [NCBI]

Taxonomic lineage Eukaryota > Metazoa > Chordata »
Euteleostomi > Mammalia > Eutheria > Euarchontoglir
Sciurognathi > Muroidea > Muridae > Murinae > Rattu

Protein attributes

Sequence length 905 AA.

Sequence status Complete.

Sequence processing The displayed sequence is furth
mature form.

Protein existence Evidence at transcript level.

General annotation (Comments)
Function

The coatomer is a cytosolic protein complex that bi
reversibly associates with Golgi non-clathrin-coate
mediate biosynthetic protein transport from the ER,
trans Golgi network. Coatomer complex is required f
membranes, and is essential for the retrograde Golg
dilysine-tagged proteins. In mammals, the coatomer
membranes associated to ADP-ribosylation factors (A
binding proteins; the complex also influences the G
as well as the processing, activity, and endocytic

By similarity.

This coatomer complex protein, essential for Golgi
trafficking, is a selective binding protein (RACK)
epsilon type. It binds to Golgi membranes in a GTP-
Subunit structure

Oligomeric complex that consists of at least the al
delta, epsilon and zeta subunits. Probably interact
similarity.

Subcellular location

CytoplasmBYy similarity. Golgi apparatus membrane; P
protein; Cytoplasmic sideBy similarity. Cytoplasmic
vesicle membrane; Peripheral membrane protein; Cyto
Note= The coatomer is cytoplasmic or polymerized on
the Golgi, as well as on the vesicles/buds originat
Sequence similarities

Craniata > Vertebrata »
es > Glires > Rodentia »
S

er processed into a

nds to dilysine motifs and

d vesicles, which further
via the Golgi up to the

or budding from Golgi
i-to-ER transport of

can only be recruited by
RFs), which are small GTP-
olgi structural integrity,
recycling of LDL receptors

budding and vesicular
for protein kinase C,
dependent manner.

pha, beta, beta', gamma,
s with PEX11A By

eripheral membrane
vesicle > COPI-coated
plasmic sideBy similarity.
the cytoplasmic side of
ing from it By similarity.
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Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MPLRLDIKRK LTAMSDRVKS VDLHPTEPWM LASLYNGSVC VWNHEVXTFEVCDLPV

70 80 90 100 110 120
RAAKFVARKN WVVTGADDMQ IRVFENYNTLE RVHMFEAHSD YIRGHRAT QPFILTSSDD

130 140 150 160 170 180
MLIKLWDWDK KWSCSQVFEG HTHYVMQIVI NPKDNNQFAS ASLDRMW QLGSSSPNFT

190 200 210 220 230 240
LEGHEKGVNC IDYYSGGDKP YLISGADDRL VKIWDYQNKT CVQTPEAQ@ NVSCATFHPE

250 260 270 280 290 300
LPIITGSED GTVRIWHSST YRLESTLNYG MERVWCVASL RGSNNVAY DEGSIIVKLG

310 320 330 340 350 360
REEPAMSMDA NGKIIWAKHS EVQQANLKAM GDTEIKDGER LPLAMKIS CEIYPQTIQH

370 380 390 400 410 420
NPNGRFVVVC GDGEYIIYTA MALRNKSFGS AQEFAWAHDS SEYABRES VVKIFKNFKE

430 440 450 460 470 480
KKSFKPDFGA ESIYGGFLLG VRSVNGLAFY DWENTELIRR IEIQPKHAW SDSGELVCIA

490 500 510 520 530 540
TEESFFILKY LSEKVLAAQE THEGVTEDGI EDAFEVLGEI QEIVKTAWYV GDCFIYTSSV

550 560 570 580 590 600
NRLNYYVGGE IVTIAHLDRT MYLLGYIPKD NRLYLGDKEL NIVSYSLVS VLEYQTAVMR

610 620 630 640 650 660
RDFSMADKVL PTIPKEQRTR VAHFLEKQGF KQQALTVSTD PEHRRED LGELKIAYQL

670 680 690 700 710 720
AVEAESEQKW KQLAELAISK CQFSLAQECL HHAQDYGGLL LLATABG MVNKLAEGAE

730 740 750 760 770 780
RDGKNNVAFM SYFLQGKLDA CLELLIRTGR LPEAAFLART YLPSQW®V KLWRENLSKV

790 800 810 820 830 840
NQKAAESLAD PTEYENLFPG LKEAFVVEEW VKETHADLWP AKQYIFRW EERNVMEEAK

850 860 870 880 890 900
RFQPSRATAQ QEPDGKPASS PVIMASQTTH KEEKSFQELE DDLDOBIEIDTTDINLDE
DILDD
Number of amino acids: 905
Molecular weight: 102551.2

Theoretical pl: 5.15
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Amino acid composition:

Ala (A) 67 7.4% Arg (R) 39 4.3% Asn (N) 38 4.2% Asp
1.7% GIn (Q) 39 4.3% Glu (E) 77 8.5% Gly (G) 51 5.6
50 5.5% Leu (L) 84 9.3% Lys (K) 55 6.1% Met (M) 21
(P) 33 3.6% Ser (S) 62 6.9% Thr (T) 47 5.2% Trp (W)
Val (V) 64 7.1% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) O
0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp +
Total number of positively charged residues (Arg +

Atomic composition:

Carbon C 4578
Hydrogen H 7105
Nitrogen N 1219
Oxygen O 1386
Sulfur S 36

Formula: C4578H7105N121901386S36
Total number of atoms: 14324

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1,
water.

Ext. coefficient 153055
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.492, assuming ALL Cys residue

Ext. coefficient 152180
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.484, assuming NO Cys residues

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret
>20 hours (yeast, in vi
>10 hours (Escherichia

Instability index:

The instability index (Il) is computed to be 35.47
This classifies the protein as stable.

Aliphatic index: 85.66

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.328

(D) 54 6.0% Cys (C) 15
% His (H) 23 2.5% lle (1)
2.3% Phe (F) 35 3.9% Pro
19 2.1% Tyr (Y) 32 3.5%
0.0% (Z) 0 0.0% (X) O

Glu): 131
Lys): 94

at 280 nm measured in

s appear as half cystines

appear as half cystines

).

iculocytes, in vitro).
VO).
coli, in vivo).
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Zinc finger protein 297B

Names and origin
Protein names Recommended name:

Zinc finger and BTB domain-containing protein 4
Alternative name(s):

Zinc finger protein 297B
Gene names
Name: Zbtb43
Synonyms: Kiaa0414, Zfp297b, Znf297b
Organism Mus musculus (Mouse)
Taxonomic identifier 10090 [NCBI]
Taxonomic lineage Eukaryota > Metazoa > Chordata »
Euteleostomi > Mammalia > Eutheria > Euarchontoglir
Sciurognathi > Muroidea > Muridae > Murinae > Mus

Protein attributes

Sequence length 467 AA.

Sequence status Complete.

Sequence processing The displayed sequence is not p
Protein existence Evidence at transcript level.

General annotation (Comments)
Function

May be involved in transcriptional regulation.
Subunit structure

Interacts with BDP1 By similarity.
Subcellular location

NucleusProbable.
Sequence similarities

Belongs to the krueppel C2H2-type zinc-finger prote
Contains 1 BTB (POZ) domain.
Contains 3 C2H2-type zinc fingers.

Ontologies
Keywords
Biological process Transcription
Transcription regulation
Cellular component  Nucleus
Domain  Repeat
Zinc-finger
Ligand DNA-binding
Metal-binding
Zinc
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Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MEPGTNSFQV EFPDFSSTIL QKLNQQRQQG QLCDVSIVVQ GHIFBAN LAASSPYFCD

70 80 90 100 110 120
QVLLKNSRRI VLPDVMNPRYV FENILLFSYT GRLVMPAPEI VSYLTABFL QMWHVVDKCT

130 140 150 160 170 180
EVLEGNPTVL CQKLNHGSDH QSPSSSNYNG LVESFELGSG GHTBERKLRDGENEEES

190 200 210 220 230 240
TKDELSSQVT EHEYLPSNSS TEHDRLSTEM ASQDGEEGTN DSTERFYLYSKPSIMAH

250 260 270 280 290 300
RRWIHVKPER LEQAWDGMDYV HAAYDEHQVT ESVNTMQTDH SAQGEEGRIVEKKVEV

310 320 330 340 350 360
EFDEQAEGSS YDEQVDFYGS SMEEFSGEKL GGNLIGHKQE AALABYIEMAMGIKEE

370 380 390 400 410 420
ASHLGFSATD KLYPCQCGKS FTHKSQRDRH MSMHLGLRPY GCSKaG IR <

430 440 450 460
IHTGIKPYEC NICAKRFMWR DSFHRHVTSC TKSYEAAKAE QNTTEAN

Number of amino acids: 467
Molecular weight: 52651.5
Theoretical pl: 5.42

Amino acid composition:

Ala (A) 28 6.0% Arg (R) 17 3.6% Asn (N) 18 3.9% Asp (D) 22 4.7% Cys (C) 11
2.4% GIn (Q) 27 5.8% Glu (E) 46 9.9% Gly (G) 30 6.4 % His (H) 25 5.4% lle (1)
15 3.2% Leu (L) 31 6.6% Lys (K) 26 5.6% Met (M) 16 3.4% Phe (F) 20 4.3% Pro
(P) 18 3.9% Ser (S) 46 9.9% Thr (T) 24 5.1% Trp (W) 40.9% Tyr (Y) 15 3.2%
Val (V) 28 6.0% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) 0 0.0% (Z) 0 0.0% (X) 0
0.0%

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 68

Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 43

Atomic composition:

Carbon C 2289
Hydrogen H 3515
Nitrogen N 643
Oxygen O 734
Sulfur S 27

Formula: C2289H3515N6430734S27
Total number of atoms: 7208
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Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1,
water.

Ext. coefficient 44975
Abs 0.1% (=1 g/l) 0.854, assuming ALL Cys residue

Ext. coefficient 44350
Abs 0.1% (=1 g/l) 0.842, assuming NO Cys residues

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret
>20 hours (yeast, in vi
>10 hours (Escherichia

Instability index:

The instability index (Il) is computed to be 52.64
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 61.80

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.650

Nucl ear receptor DAX-1

Names and origin
Protein names Recommended name:
Nuclear receptor subfamily 0 group B member 1
Alternative name(s):
Nuclear receptor DAX-1
Gene names
Name: Nrob1
Synonyms: Ahch, Dax1
Organism Rattus norvegicus (Rat)
Taxonomic identifier 10116 [NCBI]
Taxonomic lineage Eukaryota > Metazoa > Chordata »
Euteleostomi > Mammalia > Eutheria > Euarchontoglir
Sciurognathi > Muroidea > Muridae > Murinae > Rattu

Protein attributes
Sequence length 472 AA.
Sequence status Complete.

Sequence processing The displayed sequence is not p

Protein existence Evidence at transcript level.

General annotation (Comments)
Function

Orphan nuclear receptor. Component of a cascade req
of the hypothalamic-pituitary-adrenal-gonadal axis.
protein that inhibits the transcriptional activity

through heterodimeric interactions. May also have a
of the embryo and in the maintenance of embryonic s
similarity.

Subunit structure
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iculocytes, in vitro).
VO0).
coli, in vivo).

Craniata > Vertebrata »
es > Glires > Rodentia »
S

rocessed.

uired for the development
Acts as a coregulatory

of other nuclear receptors
role in the development
tem cell pluripotency By



Homodimer. Interacts with NR5A1/SF-1, NR5A2, NROB2
similarity.
Subcellular location

NucleusBy similarity. CytoplasmBYy similarity. Note=
cytoplasm and nucleus. Homodimers exits in the cyto
By similarity.

Domain

Homodimerization involved an interaction between am
involving LXXLL motifs and steroid binding domain (
Heterodimerizes with NR5A1/SF-1 and NROB2 through i
By similarity.

Sequence similarities

Belongs to the nuclear hormone receptor family. NRO

Ontologies

Keywords

Biological process Transcription
Transcription regulation

Cellular component Cytoplasm
Nucleus

Domain Repeat

Molecular function Receptor
Repressor

Gene Ontology (GO)

Biological process adrenal gland development

Inferred from sequence or structural similarity. So
negative regulation of transcription factor activit

Inferred from mutant phenotype. Source: RGD
negative regulation of transcription from RNA polym

Inferred from mutant phenotype. Source: RGD
regulation of steroid biosynthetic process

Traceable author statement. Source: RGD
response to organic substance

Inferred from expression pattern. Source: RGD
response to peptide hormone stimulus

Inferred from expression pattern. Source: RGD
spermatogenesis

Inferred from expression pattern. Source: RGD
Cellular component nucleus

Inferred from sequence or structural similarity. So
polysomal ribosome

Inferred from sequence or structural similarity. So
Molecular function DNA hairpin binding

Inferred from sequence or structural similarity. So
RNA binding

Inferred from sequence or structural similarity. So
basal transcription repressor activity

Inferred from sequence or structural similarity. So

and with COPS2 By

Shuttles between the
plasm and in the nucleus

ino and carboxy termini
AF-2 motif).
ts N-terminal LXXLL motifs

subfamily.

urce: HGNC
y

erase |l promoter

urce: HGNC

urce: HGNC

urce: HGNC

urce: HGNC

urce: HGNC
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double-stranded DNA binding

Inferred from mutant phenotype. Source: RGD
ligand-regulated transcription factor activity

Inferred from sequence or structural similarity. So urce: HGNC
sequence-specific DNA binding

Inferred from sequence or structural similarity. So urce: HGNC
steroid hormone receptor activity

Inferred from electronic annotation. Source: InterP ro
transcription factor activity

Pr ot Par am

10 20 30 40 50 60
MAGEDHPWHG SILYNLLMSA KQKHGSREER EVRLGAQCWG CARGGEMEEGLPGGQAL

70 80 90 100 110 120
SLLYREEBESCIENEERQGGIL YSMLTNARQP SGATEAPRAR FRTRCAGSNAKPLYGRX

130 140 150 160 170 180
GLPAGQVPSL LYRCCFCGKK HPRQGSILYS LLTNAQQTHYV SREVARS GEWWQLSYCT

190 200 210 220 230 240
HNVGGPEGLQ STQAMAFLYR SYVCCEEQPQ QSSVASDTPV RADAPPEQPRAPWWDT

250 260 270 280 290 300
SSGVQRPIAL KDPQVVCEAA SAGLLKTLRF VKYLPCFQIL PLDQQLVR SCWAPLLMLE

310 320 330 340 350 360
LAQDHLHFEM MEISEPNLMH EMLTTRRQET EGPEPADPQA TEQRAE/AGHVLSVAAV

370 380 390 400 410 420
QAIKSFFFKC WSLNIDTKEY AYLKGTVLFN PDLPGLQCVK YIESLORVQ QILTEHIRLM

430 440 450 460 470
QREYQIRSAE LNSALFLLRF INTDVVTELF FRPIIGAVSM DDMMLEMCA KL

Number of amino acids: 472
Molecular weight: 52755.8

Theoretical pl: 6.50
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Amino acid composition:

Ala (A) 39 8.3% Arg (R) 28 5.9% Asn (N) 11 2.3% Asp
4.4% GIn (Q) 36 7.6% Glu (E) 32 6.8% Gly (G) 33 7.0
15 3.2% Leu (L) 54 11.4% Lys (K) 14 3.0% Met (M) 14
(P) 32 6.8% Ser (S) 30 6.4% Thr (T) 23 4.9% Trp (W)
Val (V) 25 5.3% Pyl (O) 0 0.0% Sec (U) 0 0.0% (B) O
0.2%

Total number of negatively charged residues (Asp +
Total number of positively charged residues (Arg +

Atom composition:

As there is at least one ambiguous position (B,Z or
considered, the atomic composition cannot be comput

Extinction coefficients:

Extinction coefficients are in units of M-1 cm-1,
water.

Ext. coefficient 75620
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.433, assuming ALL Cys residue

Ext. coefficient 74370
Abs 0.1% (=1 g/l) 1.410, assuming NO Cys residues

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is M (Met
The estimated half-life is: 30 hours (mammalian ret
>20 hours (yeast, in vi
>10 hours (Escherichia

Instability index:

The instability index (Il) is computed to be 48.70
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 80.64

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -0.224

(D) 13 2.8% Cys (C) 21

% His (H) 13 2.8% lle (I)
3.0% Phe (F) 15 3.2% Pro
10 2.1% Tyr (Y) 13 2.8%
0.0% (Z) 0 0.0% (X) 1

Glu): 45
Lys): 42

X) in the sequence
ed.

at 280 nm measured in

s appear as half cystines

appear as half cystines

).

iculocytes, in vitro).
VO).
coli, in vivo).
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