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Zusammenfassung 

‐ 1 ‐ 

1. Zusammenfassung 

Vor  allem  den  in  Brokkoli  enthaltenen  Glucosinolaten werden  auf  Grund  von  epidemiologischen 

Studien antikanzerogene Eigenschaften zugesprochen.  In diesem Kontext werden die  Induktion von 

Fremdstoff‐metabolisierenden Phase‐II‐Enzymen durch Aktivierung des Keap1‐Nrf2‐Signalwegs und 

die Apoptoseinduktion als mögliche protektive Mechanismen angesehen. Da  zum Teil  jedoch  sehr 

hohe  Verzehrsmengen  von  glucosinolatreichem  Gemüse  erforderlich  sind,  um  eine  gesundheits‐

fördernde  Wirkungen  zu  erzielen,  sind  zunehmend  Nahrungsergänzungsmittel  und  funktionelle 

Lebensmittel  auf  Basis  von  Brokkoli‐Extrakten  und  synthetisierten  Verbindungen wie  Sulforaphan 

und Indol‐3‐Carbinol verfügbar. In den meisten Fällen mangelt es jedoch an validen Studien, um eine 

Risikobewertung und  toxikologische Beurteilung vornehmen  zu können,  so dass bei Einnahme von 

hochdosierten Präparaten unter Umständen mit adversen Effekten zu rechnen ist.  

Ein wichtiger Beitrag zur Klärung dieses Sachverhaltes wurde mit der vorliegenden Arbeit geleistet. 

Im  Rahmen  der  Untersuchungen  ging  es  zunächst  darum,  eine  Hochdurchsatz‐Genexpressions‐

methode  zu  etablieren,  mit  der  die  Aufnahme  von  zeit‐  und  konzentrationsabhängigen 

Genexpressionsprofilen ermöglicht wurde. Dabei wurde die These verfolgt, dass Verbindungen mit 

unterschiedlichen molekularen Wirkmechanismen  auch  ein  individuelles Genexpressionsmuster  in 

behandelten  Zellen  induzieren.  Zu  Beginn  der  Arbeiten  musste  zunächst  die  Auswahl  eines 

geeigneten Analysesystems und eines  individuellen Gensets erfolgen.  Im weiteren Verlauf wurden 

empirische  Daten  generiert  und  eine  passende  Analysensoftware  ausgewählt.  Nach  einer 

ausreichenden  Testphase  und  eingehenden  Prüfungen  wurden  Genexpressionsmuster  nach 

Behandlung von humanen Kolonkarzinomzellen mit verschiedenen Glucosinolat‐Hydrolyseprodukten 

aufgenommen.  

Neben  der  in  Brokkoli  am  häufigsten  vorkommenden  Verbindung  Sulforaphan  wurde 

Indol‐3‐Carbinol für die Genexpressionsuntersuchungen gewählt. Da sich beide Verbindungen sowohl 

in  ihren  strukturellen Merkmalen als  auch  in  ihren molekularen Wirkmechanismen unterschieden, 

wurde  davon  ausgegangen,  dass  ein  individuelles  Expressionsmuster  in  den  Zellen  induziert wird. 

Diese  These  wurde  durch  die  aufgenommenen  Genexpressionsprofile  bestätigt.  Abgesehen  von 

divergenten  Effekten  auf  die  Expression  von  oxidativen  Stressgenen,  wurden  substanzspezifische 

Effekte auf die Expression von Genen, die  in Verbindung mit dem Fremdstoffmetabolismus stehen, 

beobachtet.  So  induzierte  Indol‐3‐Carbinol  als  einzige  Verbindung  bereits  im  niedrigen 

Konzentrationsbereich  signifikant die Transkriptmenge von CYP1A1. Zudem wurden auf Grund der 

genotoxischen Wirkung der Verbindung selektiv DNA‐Reparatur‐ und Zellzyklusarrestgene aktiviert. 

Die  Genexpressionsprofile  beider  Substanzen  zeigten  sowohl  Hinweise  auf  einen  prooxidativen 

Mechanismus als auch die  Induktion von genotoxischem Stress. Vor allem anhand der signifikanten 



Zusammenfassung 

‐ 2 ‐ 

Aktivierung  von  Markergenen  wie  HMOX1  und  CDKN1A  konnte  die  Induktion  von  reaktiven 

Sauerstoffspezies  und  eine mögliche  Beeinflussung  der  genomischen  Stabilität  abgeleitet werden. 

Weiterhin war es von wissenschaftlichem  Interesse, ob sich einzelne synthetische Verbindungen  in 

ihrer Wirkungsweise  von  einem  isolierten Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  unterschieden. 

Resultierend  aus  dem  heterogenen Glucosinolatspektrum  und  dem Auftreten  von  synergistischen 

Effekten  einzelner  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukte  wurde  ein  teilweise  abweichendes  Gen‐

expressionsmuster  detektiert. Da  im  Extrakt  das  Isothiocyanat  Sulforaphan  dominierte, waren  die 

Effekte auf Expressionsebene vergleichbar mit der Reinsubstanz.  

Die auf Transkriptionsebene erhaltenen Effekte konnten  in anschließenden Versuchen auf Protein‐

ebene  überwiegend  verifiziert  werden.  So  wurde  eine  deutliche  Induktion  der  Cytochrom‐P450‐

Enzymaktivität nach Behandlung mit Indol‐3‐Carbinol detektiert. Ebenso führte eine Behandlung mit 

Ausnahme  von  Sulforaphan  zu  einer  signifikanten  Steigerung  der  Thioredoxinreduktase‐Aktivität. 

Ferner  konnte  anhand  der  Zellzyklusanalysen  und  der  ausgeprägten Arretierung  der  Zellen  in  der 

G0/G1‐Phase  ein  Einfluss  auf  die  Zellzyklusverteilung  beobachtet  werden. Weniger  aussagekräftig 

waren hingegen die Ergebnisse aus den Western Blot‐Analysen. Bis auf veränderte Proteinmengen 

von p21 und NQO1 wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. 

Anhand der  hier präsentierten Daten wird deutlich, dass  sowohl die  Einnahme  von  synthetischen 

Verbindungen  wie  Sulforaphan  und  Indol‐3‐Carbinol  als  auch  die  Supplementierung  mit  einem 

hochdosierten  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  kritisch  zu  betrachten  ist.  So  lieferten  die 

Untersuchungen Hinweise darauf, dass mit steigender Konzentration prooxidative und genotoxische 

Prozesse  induziert  werden  können.  Insofern  ist  die  Supplementierung  mit  Brokkoli‐basierten 

Nahrungsergänzungsmitteln im Hinblick auf die erhaltenen Ergebnisse kritisch zu hinterfragen. 
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detektiert werden konnte und ein Großteil der Substanz  im Magen bereits zu 3,3'‐Diindolylmethan 

dimerisierte (Anderton et al., 2004b). Zu einem ähnlichen Ergebnis kam eine klinische Phase‐I‐Studie, 

in  der  Probandinnen  in  einer  Einmal‐  bzw.  Mehrfachgabe  Indol‐3‐Carbinol  verabreicht  wurde. 

Lediglich innerhalb der ersten Stunde konnte Indol‐3‐Carbinol im Plasma detektiert werden, während 

eine maximale Plasmakonzentration  für 3,3'‐Diindolylmethan  in Abhängigkeit von der Dosis  in den 

ersten  Stunden  messbar  war  (Reed  et  al.,  2006).  Im  Gegensatz  zu  Indol‐3‐Carbinol  und 

Isothiocyanaten besitzt 3,3'‐Diindolylmethan  keine Thiol‐Reaktivität mehr, wodurch die Resorption 

und  Biotransformation  nicht mehr  von  Konjugationsreaktionen mit  reaktiven  Thiolen  geprägt  ist. 

Nach bisherigem  Stand wird davon ausgegangen, dass beide  Substanzen über passive Diffusion  in 

den  Enterozyten  aufgenommen  werden.  Der  anschließende  Efflux  wird  aktiv  über  Transporter 

vermittelt, wobei es  in Abhängigkeit von der Konzentration zur Sättigung der Transporter kommen 

kann  und  die Blutplasmakonzentration  infolge  dessen  ansteigt  (Reed  et  al.,  2006).  Ferner  zeigten 

in vitro‐  und  in vivo‐Studien,  dass  Indol‐3‐Carbinol  den  Efflux  von  Xenobiotika  über  die  direkte 

Interaktion mit dem multidrug‐resistance‐protein 1 (MDR1) reduziert und auf diese Weise auch den 

eigenen  Efflux  aus  der  Zelle  verringern  kann  (Christensen  und  LeBlanc,  1996; Arora  et  al.,  2005). 

Studien mit 10 µM radioaktiv markiertem Indol‐3‐Carbinol in der humanen Brustkrebszelllinie MCF‐7 

zeigten, dass die Substanz mit einer Halbwertszeit von 40 h  im Medium relativ  inert gegenüber der 

Metabolisierung war  (Staub  et  al., 2002). Maximal 2,1 % der Ausgangskonzentration wurden über 

passive Diffusion in die Zelle aufgenommen, wobei Indol‐3‐Carbinol zu 55 % gebunden an freie Thiol‐

Gruppen und zu maximal 17 % gebunden an Glutathion vorlag. Simultan stieg die Konzentration von 

3,3'‐Diindolylmethan zeitabhängig  in der nukleären Fraktion um 40 % nach 72 h an. In subzellulären 

Testsystemen  wurde  zudem  die  Metabolisierung  durch  isolierte  Enzyme  getestet.  Weder 

Peroxidasen,  N‐Acetyltransferasen  noch  Glutathion‐S‐Tranferasen  zeigten  eine  nennenswerte 

Affinität zum Substrat Indol‐3‐Carbinol (Staub et al., 2002).  

Untersuchungen mit  1 µM  radioaktiv markiertem  3,3'‐Diindolylmethan  in  humanen MCF‐7  Zellen 

zeigten  hingegen,  dass  die  Substanz  bereits  2 h  nach  der  Behandlung  innerhalb  der  nukleären 

Membran zu 35‐40 % akkumulierte und nur 10 %  im Zytosol  lokalisiert waren. Zu keinem Zeitpunkt 

der  Behandlung  war  die  Konzentration  im  Medium  kleiner  als  45 %  der  Ausgangskonzentration 

(Staub  et  al.,  2006).  Nach  der  Aufnahme  ins  Darmepithel  werden  Indol‐3‐Carbinol  und 

3,3'‐Diindolylmethan  über  das  Plasma  im  gesamten  Organismus  verteilt  und  erreichen  so  jedes 

Gewebe und Organ. Vor allem  in der  Leber kommt es  jedoch  zur Akkumulation größerer Mengen 

beider  Verbindungen  (Anderton  et  al.,  2004a).  Die  Biotransformation  erfolgt  hauptsächlich  über 

Cytochrom‐P450‐Monooxygenasen  und  führt  nach  einer  Epoxidierung  zum  2‐Hydroxy–

Diindolylmethan,  das  anschließend  über  Sulfotransferasen  (SULT) mit  einem  Sulfatrest  konjugiert 
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Verhoeven  et  al.,  1997). Vor  allem  die  positive Modulation  Fremdstoff‐metabolisierender  Enzyme 

wird als primärer, protektiver Mechanismus postuliert, über den die Substanzen die Tumorgenese 

selektiv  inhibieren  können.  Im Gegensatz  zu  Sulforaphan  induzieren  Indol‐Glucosinolate  nicht  nur 

Phase‐II‐, sondern auch Phase‐I‐Enzyme (zusammengefasst  in Hayes et al., 2008). In Studien konnte 

gezeigt werden, dass neben Indol‐3‐Carbinol vor allem 3,3'‐Diindolylmethan eine hohe Affinität zum 

aryl‐hydrocarbon‐receptor  (AhR)  besitzt  und  so  den  ligandenabhängigen  Transkriptionsfaktor 

aktivieren  kann  (Bjeldanes  et  al.,  1991;  Jellinck  et  al.,  1993).  Dieser  bindet  nach  erfolgreicher 

Aktivierung an Promotorregionen mit einem xenobiotic response element (XRE) und reguliert damit 

maßgeblich die Expression  zahlreicher Cytochrom‐P450‐Isoformen. Dies  kann  in Abhängigkeit  vom 

Xenobiotikum dazu führen, dass entweder geringere Mengen toxischer Metabolite gebildet werden 

oder die beschleunigte Biotransformation  zum ultimativen Kanzerogen  initiiert wird. Weiterhin  ist 

Indol‐3‐Carbinol, wenn auch weniger potent als Sulforaphan,  in der Lage, den Transkriptionsfaktor 

nuclear  factor‐E2‐related  factor  2  (Nrf2)  zu  aktivieren  und  die  Transkription  von  Nrf2‐regulierten 

Genen zu  induzieren  (McMahon et al., 2001;  Jeong et al., 2005). Nrf2 bindet an Promotorregionen 

mit einem antioxidant  response element  (ARE) und vermittelt  so primär die Expression von Genen 

wie  NAD(P)H‐Chinonoxidoreduktase‐1  (NQO1),  Glutathion‐S‐Transferase  (GST)  und  Thioredoxin‐

reduktase  (TXNRD),  die  für  detoxifizierende  und  antioxidativ‐wirkende  Proteine  codieren 

(zusammengefasst  in  Jung  und  Kwak,  2010).  Zudem  besitzt  sowohl  Indol‐3‐Carbinol  als  auch 

3,3'‐Diindolylmethan eine Affinität zum Estrogen‐Rezeptor  (ER). Angenommen wird, dass durch die 

Bindung  dieser  Verbindungen  an  den  ER  der  Metabolismus  von  Estrogenen  selektiv  moduliert 

werden  kann.  Ein  weiterer  in  diesem  Kontext  postulierter  Mechanismus  beruht  auf  der  bereits 

beschriebenen  Induktion  von Cytochrom‐P450‐Isoformen. So wird davon ausgegangen, dass durch 

die Induktion von CYP1A1 der Metabolismus von 17‐β‐Estradiol zu 2‐Hydroxyestradiol im Gegensatz 

zu  16‐α‐Hydroxyestradiol  begünstigt  wird.  Da  2‐Hydroxyestradiol  im  Unterschied  zu 

16‐α‐Hydroxyestradiol einen deutlich schwächeren Estrogen‐Rezeptor‐Agonist darstellt, zeigte Indol‐

3‐Carbinol  in  hormonabhängigen  Geweben  einen  reduzierten  Estrogen‐vermittelten  Wachstums‐

stimulus und antiproliferative Eigenschaften (zusammengefasst in Kim und Milner, 2005, Weng et al., 

2008). Ferner könnten die postulierten antikanzerogenen Effekte darauf beruhen, dass sowohl Indol‐

3‐Carbinol  als  auch  3,3'‐Diindolylmethan  zahlreiche  Signalwege  wie  Zellzyklus,  Angiogenese  und 

Apoptose  beeinflussen  und  so  beispielsweise  die  Proliferation  von  Brust‐,  Prostata‐  und 

Darmkrebszellen unterdrücken (zusammengefasst in Aggarwal und Ichikawa, 2005; Rogan, 2006).  
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spezifische  Effekte  ausgeglichen  werden,  da  sowohl  Referenz‐  als  auch  Zielgen  gleichermaßen 

betroffen  sind.  Voraussetzung  für  die  Verwendung  eines  Referenzgens  ist  dessen  konstitutive 

Expression  unter  wechselnden  physiologischen  Bedingungen  und  äußeren  Einflüssen.  In  diesem 

Zusammenhang  ist  zu  beachten,  dass  in  transformierten  Zellen  unter Umständen  eine  Regulation 

dieser  Gene  stattfindet  und  dass  kein  universelles  Referenzgen  existiert,  das  in  verschiedenen 

Geweben  unter  wechselnden  Bedingungen  konstitutiv  exprimiert  wird  (Bustin,  2002).  Die  am 

häufigsten verwendeten Programme zur Selektion von Referenzgenen sind geNorm und NormFinder. 

Beide  Programme  folgen  der  Empfehlung,  dass  aufgrund  der  beträchtlichen  Schwankungen  der 

Expressionsniveaus  von  Referenzgenen  nicht  nur  auf  einzelne  Referenzgene  normalisiert  werden 

sollte  (Bustin  et  al.,  2009).  Vielmehr  soll  durch  den  Einsatz  mehrerer  Referenzgene  eine 

zuverlässigere Normalisierung erreicht werden. Die Software NormFinder berücksichtigt zunächst die 

Einteilung der Proben  in Gruppen und errechnet aus dem untersuchten Panel  von Referenzgenen 

automatisch  Stabilitätswerte.  Hierbei  werden  die  Intra‐  und  Inter‐Gruppenvariationen  der 

Genexpression getrennt betrachtet. Der berechnete Stabilitätswert ist der geschätzte Fehler für jedes 

Referenzgen,  der  durch  die Normierung  eines  Zielgens  entstehen würde.  Im  Ergebnis werden  die 

Kandidatengene  in  absteigender Reihenfolge nach  ihrer  Stabilität  sortiert und  es wird  sowohl das 

stabilste  Gen  als  auch  die  beste  Kombination  zweier  Gene,  die  meist  noch  einen  geringeren 

Stabilitätswert als das einzelne Gen aufweisen, angegeben (Andersen et al., 2004). Im Unterschied zu 

NormFinder  werden  über  geNorm  die  Expressionsverhältnisse  von  mehreren  potentiellen 

Referenzgenen miteinander verglichen. Aus dem Pool werden dann die am stabilsten exprimierten 

Gene  zur  Errechnung  eines  Normalisierungsfaktors  herangezogen.  Zudem  wird  ein  Gen‐

Stabilitätswert, der die durchschnittliche paarweise Abweichung eines Referenzgens zu allen anderen 

Referenzgenen  beinhaltet,  ermittelt.  Referenzgene  mit  dem  höchsten  Stabilitätswert  weisen  die 

instabilste  Expression  auf  und  werden  aus  den  weiteren  Berechnungen  ausgeschlossen.  Dieser 

Vorgang wird  schrittweise wiederholt,  indem erneut ein  Stabilitätswert berechnet und das  jeweils 

instabilste  Gen  eliminiert  wird.  Daraus  resultieren  ein  stabilitätsabhängiges  Ranking  der 

Referenzgene  sowie  die  Berechnung  eines  Expressionsnormalisierungsfaktors,  basierend  auf  dem 

geometrischen Mittelwert.  Ferner  bietet  das  Programm  die Möglichkeit,  die  optimale Anzahl  von 

Referenzgenen  zu  ermitteln,  mit  denen  eine  noch  höhere  Stabilität  zur  Normalisierung  erreicht 

werden kann (Vandesompele et al., 2002). 
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3. Fragestellung 

Aus epidemiologischen Studien und  tierexperimentellen Befunden  ist bekannt, dass  zwischen dem 

Brassica‐Gemüseverzehr  und  der  Krebsinzidenz  in mehreren  Zielorganen  eine  inverse  Korrelation 

besteht (zusammengefasst  in Verkerk et al., 2009). Im Kontext der Darmkrebsprävention rückte vor 

allem die Gruppe der Glucosinolate, die  im Sekundärstoffwechsel der Pflanze gebildet werden und 

ausschließlich  in  Brassica‐Gemüsen  vorkommen,  in  den  wissenschaftlichen  Fokus.  Aus  der 

enzymatischen  Hydrolyse  der  dominierenden  Glucosinolate  Glucoraphanin  und  Glucobrassicin 

werden  die  biologisch  aktiven  Verbindungen  Sulforaphan  und  Indol‐3‐Carbinol  freigesetzt,  denen 

chemopräventive  Eigenschaften  zugeschrieben  werden.  Vor  allem  die  Induktion  Fremdstoff‐

metabolisierender Phase‐II‐Enzyme wird primär als protektiver Wirkmechanismus postuliert. Da zum 

Teil  sehr  hohe  Verzehrsmengen  von  glucosinolatreichem  Gemüse  erforderlich  sind,  um  eine 

gesundheitsfördernde Wirkung zu erzielen, wird von  industrieller Seite die Einnahme hochdosierter 

Nahrungsergänzungsmittel  zur  Supplementierung  empfohlen.  Häufig  haben  jedoch  isolierte 

Verbindungen  im Vergleich zu ursprünglichen Lebensmitteln den Nachteil, dass andere molekulare 

Mechanismen und mögliche adverse Effekte infolge von Überdosierungen zum Tragen kommen. Aus 

einem  BMBF‐Verbundprojekt  heraus  sollte  deshalb  in  vitro  der  molekulare  Mechanismus  einer 

möglichen  Darmkrebsprävention  von  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukten  näher  untersucht  werden. 

Dabei  war  es  von  besonderem  wissenschaftlichem  Interesse,  zu  untersuchen,  welche  Effekte 

aufgrund einer hochdosierten Anwendung auftreten können.  

Das  vorrangige  Ziel  dieser  Arbeit  war  es  zunächst,  eine  Hochdurchsatz‐RT‐qPCR‐Methode  zu 

etablieren, um konzentrations‐ und zeitabhängige Genexpressionsprofile nach Substanzbehandlung 

aufnehmen zu können. Dafür war es in erster Linie notwendig, die Auswahl für ein geeignetes Genset 

zu  treffen.  Im  Rahmen  der  Etablierung  wurden  anschließend  empirische  Daten  geniert  und  die 

systematische Auswertung der Messungen vorgenommen. 

Nach  erfolgreicher  Etablierung  sollte  in  anknüpfenden  Untersuchungen  in  vitro  der  Einfluss  von 

Sulforaphan  und  Indol‐3‐Carbinol  auf  die  Genexpression  untersucht  werden.  Aufgrund  der 

unterschiedlichen  chemischen  Strukturen und  intrazellulären Angriffspunkte wurde  von der  These 

ausgegangen, dass unterschiedliche Wirkmechanismen auch ein individuelles Genexpressionsmuster 

hervorrufen müssten.  Um  dennoch  den  Bezug  zu  Lebensmitteln  aufrecht  zu  erhalten,  wurde  in 

weiteren  Studien  der  Einfluss  eines  Myrosinase‐hydrolysierten  Gesamtglucosinolat‐Extrakts  aus 

Brokkoli  auf  die  Expression  untersucht.  Als  Zellkulturmodell  wurde  dafür  die  humane 

Kolonkarzinomzelllinie HCT 116 eingesetzt, da diese dem primären Expositions‐ und Resorptionsort, 

dem Darmepithelgewebe, nahe kam. Zudem waren für die Etablierung der Genexpressionsmethode 

die hohe Proliferationsrate und die geringe genetische Varianze der verwendeten HCT 116‐Zellen von 
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Vorteil.  Dabei  dienten  die  aufgenommenen  Genexpressionsprofile  zunächst  als  erste  Screening‐

Ergebnisse,  um  Anhaltspunkte  für  substanzspezifische,  zelluläre  Interferenzen  zu  akquirieren. 

Anhand der Erkenntnisse sollte im Anschluss die Planung weiterer Untersuchungen gezielt gefördert 

werden. So wurden  im weiteren Verlauf der Arbeit durchflusszytometrische Analysen durchgeführt, 

um  den  Einfluss  der  Substanzen  auf  die  Zellzyklusverteilungen  zu  ermitteln.  Ein  weiterer 

Schwerpunkt lag auf der Bestimmung von Enzymaktivitäten nach Inkubation mit Sulforaphan, Indol‐

3‐Carbinol  und Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli.  Dafür  wurde 

exemplarisch  die  Aktivität  der  Thioredoxinreduktase  und  Cytochrom‐P450‐Monooxygenase 

bestimmt. 

Ferner wurde  in Western  Blot‐Analysen  der  Einfluss  der  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukte  auf  den 

Proteinstatus von p53, NQO1, p21, PRDX und β‐Actin in HCT 116‐Zellen untersucht. Dabei war es von 

besonderem wissenschaftlichem  Interesse, ob die  Effekte  aus den Genexpressionsuntersuchungen 

auf Translationsebene verifiziert werden können. 
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Abbildung  14:  Zytotoxizität  von  3,3'‐Diindolylmethan  in  HCT  116‐Zellen  nach  24‐stündiger  Inkubation. 
Dargestellt  sind  die  Mittelwerte  aus  drei  unabhängigen  Bestimmungen  ±  SD.  Statistisch  signifikante 
Abweichung zur Kontrolle nach ANOVA mit Dunnett‐T Post‐Hoc‐Test: *** p < 0,001. 

 

Die  24‐stündige  Inkubation mit  Indol‐3‐Carbinol  führte  im  untersuchten  Konzentrationsbereich  zu 

einer vergleichbaren Abnahme der Zellzahl und Koloniebildungsfähigkeit. Die Behandlung zeigte eine 

moderate  konzentrationsabhängige  Abnahme  beider  Viabilitätsparameter  und  erst  aber  einer 

Konzentration von 500 µM sank die Koloniebildungsfähigkeit unter 70 %  im Vergleich zur Kontrolle. 

Dagegen  wurden  zytotoxische  Effekt  von  3,3'‐Diindolylmethan  bereits  in  einem  niedrigeren 

Konzentrationsbereich  detektiert  und  sowohl  Zellzahl  als  auch  Koloniebildungsfähigkeit  sanken 

bereits bei 75 µM auf 60 % ab. Zudem zeigten die Experimente, dass 3,3'‐Diindolylmethan bedeutend 

zytotoxischer  war  und  die  Zunahme  der  toxischen  Effekte  in  einem  wesentlich  engeren 

Konzentrationsbereich  stattfand.  Diesen  Vorversuchen  entsprechend, wurden  die  anschließenden 

Zellkulturexperimente in einem Konzentrationsbereich von 25 bis 500 µM Indol‐3‐Carbinol und 1 bis 

50 µM  3,3'‐Diindolylmethan  durchgeführt.  Auf  der  gleichen  Basis  wurde  die  Zytotoxizität  von 

Sulforaphan  (Piberger,  2014)  und  dem  verwendeten  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  in 

HCT 116‐Zellen  ermittelt  (siehe  Anhang  8.7.1.1).  Dabei  ergab  eine  24‐stündige  Inkubation  mit 

Sulforaphan erst  in stark zytotoxischen Konzentrationen ab 25 µM einen abweichenden Verlauf der 

Zellzahl von der Koloniebildung. Ein signifikanter Abfall der Zellzahl von 90 auf 38 % wurde im Bereich 

von  10  bis  25 µM  beobachtet.  Während  die  24‐stündige  Inkubation  mit  unhydrolysiertem 

Gesamtglucosinolat‐Extrakt aus Brokkoli keinen Einfluss auf die untersuchten Zellviabilitätsparameter 

zeigte, wurde eine deutliche Abnahme der Zellzahl auf 70 % nach Behandlung mit 25 µM Myrosinase‐

hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  beobachtet.  Resultierend  aus  diesen 
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eine  gesteigerte  Hämoxygenase‐Aktivität  zu  einer  Beschleunigung  des  intrazellulären  Häm‐

Katabolismus  kommen,  wodurch  unter  anderem  vermehrt  Fe2+‐Ionen  aus  dem  Protoporphyrin‐

IX‐Ring  des  Häms mobilisiert werden. Da  freie  Eisenionen  die  Bildung  von  ROS  über  die  Fenton‐

Reaktion katalysieren und  zytotoxische Effekte hervorrufen würden, wird vor allem die Expression 

von FTH1 induziert, während simultan die Transkription von TFRC reprimiert wird (zusammengefasst 

in  Gozzelino  et  al.,  2010).  Eine  ähnliche  zelluläre  Antwort  konnte  in  den  aufgenommenen  Gen‐

expressionsmustern nach Substanzbehandlung beobachtet werden. 

Des Weiteren ist aus den dargestellten Genexpressionsprofilen ersichtlich, dass sich trotz Aktivierung 

von  Nrf2  nicht  alle  Nrf2‐abhängigen  Gene  induzieren  ließen  und  sich  ein  individuelles 

Genexpressionsmuster für CAT, G6PD, GCLC, GPX1, GSR, PRDX1, SOD2, TXN und TXNRD1 ergab. Aus 

der Literatur  ist bekannt, dass diese Gene über Nrf2 reguliert werden können (zusammengefasst  in 

Baird  und  Dinkova‐Kostova,  2011).  Zwar  zeigte  die  zeitabhängige  Inkubation  mit  12,5 µM 

Sulforaphan  und  20 µM Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli,  dass 

zahlreiche Nrf2‐abhängige Gene induziert wurden, jedoch blieb beispielsweise die relative Expression 

der Nrf2‐abhängigen Gene GPX1 und  SOD2 unverändert. Aus diesem Grund  ist anzunehmen, dass 

neben  der  Nrf2‐vermittelten  Induktion  von  Signalwegen  noch  weitere,  bisher  nicht  im  Detail 

untersuchte  Mechanismen  existieren  müssen,  über  die  die  Genexpressionsinduktion  von 

antioxidativen Enzymen reguliert wird. Studien deuten darauf hin, dass unter anderem Kinasen wie 

Proteinkinase C (PKC), Phosphoinositid‐3‐Kinase (PI3K) und MAP‐Kinasen (MAPKs) an der Aktivierung 

von Nrf2 beteiligt sind und so die Signaltransduktion selektiv modulieren können (Huang et al., 2000; 

Keum et al., 2003). Ähnliche Effekte wurden bereits in einer Studie mit Indol‐3‐Carbinol, Sulforaphan 

und Allyl‐Isothiocyanat beobachtet  (Jeong et  al., 2005).  Zwar  konnten  alle drei Verbindungen den 

Transkriptionsfaktor  Nrf2  aktivieren,  jedoch  waren  die  Halbwertszeit  von  Nrf2  und  Art  der 

Aktivierung  von  der  jeweiligen  Substanz  abhängig.  Ebenso  korrelierte  die  Induktion  von 

Nrf2‐abhängigen Genen nicht immer mit der Stärke der Nrf2‐Aktivierung. Die gleiche Erkenntnis kann 

aus  den  aufgenommenen  Genexpressionsprofilen  abgeleitet  werden.  Zwar  induzierten  alle  drei 

Verbindungen Nrf2‐abhängige Gene, jedoch waren die Anzahl von regulierten Genen und die Stärke 

der Induktion von der jeweiligen Testsubstanz abhängig. 

Ein weiterer substanzspezifischer Effekt konnte auf die Expression von MT1X und MT2A beobachtet 

werden. Während Indol‐3‐Carbinol beide Gene zeitabhängig bis um das 3‐fach induzierte, führte die 

Behandlung  mit  Sulforaphan  und  Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus 

Brokkoli  dahingegen  zu  einer  Reprimierung  der  Expression. MT1X  und  MT2A  kodieren  für  zwei 

Metallothionein  (MT)‐Isoformen und können über multiple Mechanismen  reguliert werden. Neben 

der Regulation über das metal response element (MRE) kann die Expression über das glucocorticoid 

responsive element (GRE) und über das ARE gezielt modifiziert werden (zusammengefasst in Coyle et 
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al., 2002). Da die Aktivierung über das MRE primär durch Bindung eines Metalls an MT vermittelt 

wird, kann diese Form der Aktivierung  in diesem Zusammenhang vernachlässigt werden. Auch die 

Aktivierung von Metallothionein über das GRE ist unwahrscheinlich, da es sich bei den verwendeten 

HCT 116‐Zellen nicht um eine hormonsensitive Zelllinie handelt. Ob die  induzierte Expression nach 

Inkubation mit  Indol‐3‐Carbinol  tatsächlich über die Aktivierung von Nrf2 und Bindung an das ARE 

verlief, ist schwer zu beurteilen. Auffällig ist in diesem Kontext, dass Indol‐3‐Carbinol als einzige der 

drei untersuchten  Substanzen eine nachweisliche Affinität  zum AhR besitzt und demzufolge einen 

wirksamen  Agonisten  darstellt.  Obwohl  Metallothionein‐Gen  keine  typische  XRE‐Sequenz  in  der 

Promotorregion enthält, zeigten Studien mit anderen AhR‐Agonisten, dass die Expression von MT2A 

durch  die  Bindung  des  ligandenabhängigen  Transkriptionsfaktors  an  regulatorische  Elemente 

induziert werden kann (Sato et al., 2013). Somit kann die Induktion von MT1X und MT2A theoretisch 

mit der Bindung von Indol‐3‐Carbinol an den AhR in einen Kontext gebracht werden.  

Ferner  kann  über  die  mechanistischen  Hintergründe  der  MT1X‐  und  MT2A‐Reprimierung  nach 

Behandlung  mit  Sulforaphan  und  Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus 

Brokkoli  nur  spekuliert  werden.  In  diesen  Zusammenhang  wäre  eine  direkte  Interaktion  von 

Sulforaphan mit dem metal‐regulatory transcription factor 1 (MTF1) denkbar. Durch Aktivierung von 

MTF1 wird unter anderem die Expression von MT über das MRE induziert. Insofern wäre es möglich, 

dass Sulforaphan durch kovalente Bindung an  sensitive Thiol‐Gruppen von MTF1, die Bindung des 

Transkriptionsfaktors an die MRE‐Sequenz blockierte.  In der Konsequenz daraus, würde es zu einer 

Reprimierung  der  MT1X‐  und  MT2A‐Expression  kommen.  Dass  Sulforaphan  eine  ausgeprägte 

Reaktivität  gegenüber  Thiol‐Gruppen  besitzt,  konnte  in  der  Literatur  bereits  gezeigt  werden 

(Hanschen et al., 2012). 

 

4.3.2.2 Einfluss auf Gene, die mit Fremdstoffmetabolismus assoziiert sind 

In  diesem  Abschnitt  ist  der  zeitabhängige  Einfluss  von  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukten  auf  die 

Expression von Genen, die in Verbindung mit dem Fremdstoffmetabolismus stehen, dargestellt. Aus 

dem  Genexpressionsprofil  nach  Inkubation  mit  12,5  µM  Sulforaphan  ist  zu  entnehmen 

(Abbildung 21),  dass  vor  allem  NQO1  zeitabhängig  induziert  wurde.  Bereits  nach  16‐stündiger 

Sulforaphan‐Behandlung  wurde  die  Expression  des  Gens  um  das  2,3‐fache  induziert.  Mit 

zunehmender  Inkubationsdauer  stieg  die  Transkriptmenge bis  um das  2,6‐fache  nach  48 h  an. Da 

NQO1  eines  der  am  häufigsten  induzierten  downstream  Gene  nach  Nrf2‐Aktivierung  darstellt 

(zusammengefasst  in  Baird  und  Dinkova‐Kostova,  2011),  kann  die  Induktion  primär  auf  die 

Sulforaphan‐abhängige  Induktion  von  Nrf2  zurückgeführt werden.  Ferner  kann  die  Induktion  von 

NQO1  als  ein  protektiver  Mechanismus  angesehen  werden,  da  über  die  NAD(P)H:Chinon‐
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Insofern könnte die Induktion von CYP1A1 einen weiteren möglichen Mechanismus darstellen, über 

den ROS in den HCT 116‐Zellen induziert wurden.  

Weiterhin lässt sich aus dem Expressionsmuster eine klare Hierarchie ableiten, da die Induktion von 

EPHX1, GSTP1, NQO1 und  SULT1A1  im Vergleich  zu CYP1A1  erst mit  einer  zeitlichen Verzögerung 

einsetzte.  Mechanistisch  wäre  die  Induktion  von  EPHX1,  GSTP1,  NQO1  und  SULT1A1  durch  die 

Aktivierung von Nrf2 denkbar. In diesem Kontext  ist zu berücksichtigen, dass der Metabolismus von 

Indol‐3‐Carbinol  bzw.  3,3'‐Diindolylmethan  unter  anderem  über  Epoxidhydrolasen  und 

Sulfotransferasen verläuft.  Insofern könnte die Aktivierung von EPHX1 und SULT1A1  in Verbindung 

mit dem Metabolismus der Substanzen gebracht werden. Resultierend aus den Ergebnissen lässt sich 

festhalten,  dass  Indol‐3‐Carbinol  als  ein  bifunktionaler  Induzierer  angesehen  werden  kann,  der 

sowohl Phase‐1‐ als auch Phase‐2‐Enzyme des Fremdstoffmetabolismus induziert. Darüber hinaus ist 

zu  resümieren,  dass  sich  die  erhaltenen Genexpressionsergebnisse  sehr  gut  in  bereits  publizierte 

Daten  integrieren  lassen.  Obwohl  es  sich  bei  den  verwendeten  HCT  116‐Zelle  um  eine 

immortalisierte  Krebszelllinie  handelte,  konnten  zahlreiche  Analogien  zu  bisher  veröffentlichten 

Studien beobachtet werden. 

Ein  weiterer  Unterschied  im  aufgenommenen  Genexpressionsprofil  war  die  ausgeprägte 

Reprimierung von ABCC1 nach Behandlung mit Indol‐3‐Carbinol. Nach einer Inkubationszeit von 16 h 

konnte  nur  noch  das  0,2‐fache  der  ursprünglichen  Transkriptmenge  detektiert werden.  Prinzipiell 

wird die Transkriptmenge über die transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation gesteuert. 

Insofern wäre es denkbar, dass Indol‐3‐Carbinol entweder die Transkription des Gens blockierte oder 

die Stabilität der mRNA über RNA‐Interferenz negativ beeinflusste. Über welchen Mechanismus die 

Regulation der mRNA stattgefunden hat, kann mit der verwendeten Methode nicht geklärt werden. 

Dass  Indol‐3‐Carbinol  den  Efflux  von  Xenobiotika  durch  Modulation  von  ABC‐Transportern 

verhindern  kann,  konnte  in  Studien  bereits  gezeigt werden  (Arora  et  al.,  2005).  Demnach  zeigte 

Indol‐3‐Carbinol  einen  inhibitorischen  Effekt  auf  die  Expression  von  P‐Glykoproteinen,  die  in 

Verbindung mit der Entwicklung einer multiple drug resistance stehen. Ob Indol‐3‐Carbinol in diesem 

Kontext einen Einfluss auf die Expression von ABCC1 besitzt, wurde bislang noch nicht untersucht. 

Somit  zeigen die Ergebnisse erstmalig, dass die Verbindung neben ABCB1 auch die Expression von 

ABCC1 modulieren kann.  

 

4.3.2.3 Einfluss auf Gene, die mit dem Zellzyklus assoziiert sind 

Im Rahmen der durchgeführten Genexpressionsuntersuchungen wurde unter anderem der Einfluss 

von  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukten  auf  die  Expression  wichtigen  Zellzykluskontrollgenen  in 

HCT 116‐Zellen analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse nach Inkubation mit 12,5 µM Sulforaphan sind 
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Mechanismus nur  spekuliert werden. Obwohl  Indol‐3‐Carbinol  im Gegensatz  zu  Sulforaphan  keine 

klassische  Isothiocyanat‐Struktur  aufweist,  konnte  eine  Reaktivität  gegenüber  Thiol‐Gruppen 

beobachtet werden (Staub et al., 2002). Somit wäre theoretisch die direkte Modifikation von Keap1 

durch kovalente Bindung von Indol‐3‐Carbinol möglich.  

 

4.3.2.5 Einfluss auf Gene, die mit der DNA‐Reparatur assoziiert sind 

Die  genomische  Stabilität  einer  Zelle  wird  kontinuierlich  durch  das  Einwirken  von  endo‐  und 

exogenen Faktoren beeinträchtigt. Um adäquat auf die unterschiedlichen DNA‐Schäden zu reagieren, 

haben  sich  im  Laufe  der  Evolution  effiziente  Reparaturmechanismen  entwickelt.  So  lässt  sich  die 

DNA‐Reparatur  in Basen‐Exzisions‐Reparatur  (BER), Nukleotid‐Exzisions‐Reparatur  (NER), Mismatch‐

Reparatur  (MMR) und Doppelstrangbruch‐Reparatur gliedern  (Hoeijmakers, 2001).  Im Rahmen der 

Arbeit wurde unter anderem der Einfluss  von Glucosinolat‐Hydrolyseprodukten auf die Expression 

von Genen, die in Verbindung mit DNA‐Reparatur stehen, untersucht. Um eine bessere Übersicht zu 

erhalten, wurden die Gene nach ihrer Zughörigkeit zu DNA‐Reparaturwegen geordnet. 

Im Vergleich zu anderen Signalwegen zeigte die zeitabhängige Inkubation mit 12,5 µM Sulforaphan in 

den untersuchten HCT 116‐Zellen nur einen marginalen Einfluss auf die Expression von Genen, die an 

der DNA‐Reparatur beteiligt sind (Abbildung 28). Am deutlichsten waren die Expressionsunterschiede 

bei Genen, deren Proteine in der NER von zentraler Bedeutung sind. Auffällig war, dass einige Gene 

dieses  Reparaturwegs  einer  mehr  oder  minder  starken  Reprimierung  innerhalb  der  ersten  16 h 

unterworfen waren. Ausgeprägt war dieser Effekt vor allem bei den Genen ERCC2, ERCC5 und XPA, 

deren kodierte Proteine für die Ausbildung des Präinzisionskomplexes eine wichtige Rolle spielen. Im 

weiteren  Verlauf  zeigte  das  Expressionsprofile  dieser  Gene  eine  Reversion  der  relativen 

Genexpression.  Zuvor  reprimierte  Gene  wurden  im  Anschluss  in  einer  Art  Überkompensation 

induziert. Über die mechanistischen Hintergründe der  ausgeprägten Reprimierung  kann  in diesem 

Zusammenhang nur spekuliert werden. Denkbar wäre, dass Sulforaphan durch kovalente Bindung an 

zelluläre  Zielstrukturen  wie  Transkriptionsfaktoren  selektiv  die  Transkription  von  DNA‐Reparatur‐

genen blockierte. Resultierend aus diesen Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass die Behandlung 

mit  Sulforaphan  zu  einer  Reprimierung  der  Expression  von  DNA‐Reparaturgenen  zu  frühen 

Zeitpunkten führte, die im weiteren Verlauf wieder kompensiert wurde.  

Dass Sulforaphan gerade die  frühe Reparaturphase  inhibieren kann, zeigten bereits Daten aus dem 

eigenen Arbeitskreis (Piberger, 2014). Demnach war Sulforaphan  in der Lage, selektiv die Reparatur 

von (+)‐anti‐BPDE‐induzierten DNA‐Addukten zu inhibierten. Ob in diesem Kontext die Reprimierung 

von DNA‐Reparaturgenen eine wichtige Rolle  spielt,  ist  schwer  zu beurteilen,  zumal die Reparatur 
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Gesamtglucosinolat‐Extrakt aus 

Brokkoli [µM] 

 

Abbildung 33:  Einfluss  einer 24‐stündigen  Inkubation mit 100 bis 500 µM  Indol‐3‐Carbinol und 1 bis 20 µM 
Myrosinase‐hydrolysiertem Gesamtglucosinolat‐Extrakt aus Brokkoli auf die Proteinexpression von p53, NQO1, 
p21,  PRDX  in  HCT  116‐Zellen.  Die  β‐Actin‐Bande  diente  dabei  als  Referenz.  Dargestellt  sind  repräsentative 
Ergebnisse eines Versuches von insgesamt zwei unabhängigen Bestimmungen. 

 

Im  Vergleich  zu  p53  zeigte  die  Inkubation mit  500 µM  Indol‐3‐Carbinol  stärkere  Effekte  auf  die 

Proteinmenge von p21 und NQO1. Vor allem p21 wurde durch die Behandlung mit Indol‐3‐Carbinol 

konzentrationsabhängig  auf  Proteinebene  induziert.  Bereits  eine  24‐stündige  Behandlung  mit 

100 µM führte zu einer signifikanten Akkumulation des Proteins, die mit steigender Konzentration bis 

zu  400 µM  deutlich  zunahm.  Demgegenüber  konnte  p21  in  Kontrollzellen  nur  sehr  limitiert 

nachgewiesen  werden.  Somit  bestätigen  die  Ergebnisse  aus  den  Western  Blot‐Analysen  die 

Beobachtungen aus den Genexpressions‐ und Zellzyklusuntersuchungen und erklären die deutliche 

Arretierung der Zellen in der G0/G1‐Phase. Demnach hatte eine 24‐stündige Behandlung mit 500 µM 

Indol‐3‐Carbinol  die  Expression  von  CDKN1A  um  das  3,7‐fache  induziert  und  zu  einem 

Zellzyklusarrest  in der G0/G1‐Phase geführt. Ein etwas geringerer Effekt konnte auf den Gehalt von 

NQO1 beobachtet werden. Erst bei genauer Betrachtung war ein Unterschied zwischen der Kontrolle 

und den Behandlungen zu  sehen. Während die NQO1 Bande  in der Kontrolle  relativ  schwach war, 

zeigten  die  Behandlungen  mit  Indol‐3‐Carbinol  eine  konzentrationsabhängige  Steigerung  der 

Proteinmenge. Keine Effekte hingegen konnten auf das Proteinexpressionsmuster von Peroxiredoxin 

nach 24‐stündiger Inkubation mit Indol‐3‐Carbinol in den HCT 116‐Zellen detektier werden.  

Ein nahezu unverändertes Proteinexpressionsmuster konnte nach 24‐stündiger  Inkubation mit 1 bis 

20 µM Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  in  den HCT  116‐Zellen 

beobachtet werden. Weder auf die Stabilisierung von p53 noch auf den Gehalt von Peroxiredoxin 



Ergebnisse und Diskussion 

‐ 61 ‐ 

wurden  substanzspezifische  Effekte  detektiert.  Zudem  war  beachtlich,  dass  der  Myrosinase‐

hydrolysierte  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  bei  keiner  Inkubationskonzentration  einen 

Einfluss auf die Proteinmenge von p21 hatte. Die Ergebnisse stehen somit den Resultaten aus den 

Genexpressionsuntersuchungen  konträr  gegenüber.  Demnach  hatte  eine  24‐stündige  Behandlung 

mit 20 µM Myrosinase‐hydrolysiertem Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus Brokkoli eine  Induktion  von 

CDKN1A um das 3,6‐fache  zur  Folge. Die erhöhte Transkriptmenge  zeigte  zwar, dass Glucosinolat‐

Hydrolyseprodukte die  Expression  von CDKN1A  induzierten,  jedoch wurden  auf  Translationsebene 

keine Effekte beobachtet. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass auf Grund von posttranskriptionellen 

Regulationsprozessen bzw. durch RNA‐Interferenz die Translation der mRNA‐Sequenzen verhindert 

wurde. Somit passen die Ergebnisse zu den durchgeführten Zellzyklusanalysen, die nach 24 h noch 

keinen  signifikanten  Zelluyklusarrest  im Vergleich  zur Kontrollbehandlung  aufzeigten.  So befanden 

sich  58,1 %  der  Zellen  nach  24‐stündiger  Inkubation  mit  Myrosinase‐hydrolysiertem 

Gesamtglucosinolat‐Extrakt aus Brokkoli in der G0/G1‐Phase, während sich simultan 54,4 % der Zellen 

nach DMSO‐Behandlung in der G0/G1‐Phase befanden. Einen deutlichen Effekt zeigte der Myrosinase‐

hydrolysierte Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  auf  die  Proteinmenge  von NQO1. Während 

der Gehalt  in der Kontrollbehandlung verhältnismäßig niedrig war, erhöhte der eingesetzte Extrakt 

konzentrationsunabhängig  den  Proteingehalt.  Im  Vergleich  zur  Inkubation mit  DMSO wurden  bei 

allen  Konzentrationen  deutlich  intensivere  Banden  detektiert.  Somit  konnten  die  Ergebnisse  aus 

Genexpressionsuntersuchungen,  die  eine  signifikante  Induktion  von  NQO1  nach  24 h  um  das 

2,4‐fache  ergaben,  auf  Proteinebene  verifiziert  werden.  Dass  keine  konzentrationsabhängigen 

Effekte  festgestellt wurden, kann unter Umständen damit begründet werden, dass die Behandlung 

mit  Indol‐3‐Carbinol  die  NQO1‐Proteinmenge  bis  zu  einem  gewissen Maß  erhöhte  und  ab  einer 

bestimmten Proteinmenge keine Translation mehr stattfand. 

Resultierend  aus  den  Ergebnissen  lässt  sich  zusammenfassen,  dass  sich  die  Effekte  aus  den 

Genexpressionsprofilen  nur  teilweise  auf  Proteinebene  widerspiegeln.  Bis  auf  Veränderungen  im 

Proteinstatus von p21 und NQO1 konnten keine Effekte festgestellt werden. Eine mögliche Ursache 

dafür könnte  in der Sensitivität der Methode  liegen. So  sind geringe Änderungen  im Proteingehalt 

einzelner  Enzyme  nur  schwer  über  eine  Western  Blot‐Analyse  nachweisbar.  Erschwerend  zur 

Sensitivität der Methode kam hinzu, dass wie im Fall von p53, die Regulation wahrscheinlich primär 

über posttranslationale Modifikationen stattfand, so dass vor allem die phosphorylierten Formen von 

p53  intrazellulär akkumulierten. Da die  Identifizierung phosphorylierungsspezifischer Proteine nicht 

mit den verwendeten Antikörpern möglich war, konnten  in diesem Kontext keine Effekte detektiert 

werden. 
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In  diesem  Zusammenhang  wäre  die  Induktion  von  oxidativen  Basenschäden  auf  Grund  einer 

gestörten zellulären Redox‐Homöostase denkbar. Dass Sulforaphan zur vermehrten ROS‐Produktion 

in den HCT 116‐Zellen  führte, wurde bereits anhand der Genexpressionsprofile deutlich. Vor allem 

die frühe Induktion von oxidativen Stressgenen, gefolgt von der Induktion von Zellzyklusarrestgenen 

sowie  von TP53 deutete  auf prooxidative Mechanismen hin. Zwar wurden bisher Untersuchungen 

zum  Einfluss  von  Sulforaphan  auf  die  Zellzyklusverteilung  publiziert,  jedoch  zeigten  sich  sehr 

heterogener  Effekte.  In  Abhängigkeit  vom  Assay‐Design  und  von  der  untersuchten  Zelllinie  war 

Sulforaphan in der Lage, sowohl einen G0/G1‐Phase‐ als auch einen G2/M‐Phase‐Arrest zu induzieren 

(Bhamre et al., 2009; Bryant et al., 2010).  

Eine  nahezu  identische  Zellzyklusverteilung  wurde  nach  Inkubation  mit  20 µM  Myrosinase‐

hydrolysiertem Gesamtglucosinolat‐Extrakt aus Brokkoli erhalten (Abbildung 34 B). Auch hier führte 

die  Inkubation  zu  einer  signifikanten  Arretierung  der  Zellen  in  der  G0/G1‐Phase  nach  48 h.  Im 

Vergleich zur Kontrolle waren zum gleichen Zeitpunkt 8,3 % mehr Zellen in der G0/G1‐Phase arretiert. 

Da  angenommen  werden  kann,  dass  primär  Sulforaphan  das  dominierende  Glucosinolat‐

Hydrolyseprodukt nach der Freisetzung war, könnten auch die erhaltenen Effekte vornehmlich auf 

die Anwesenheit von Sulforaphan zurückgeführt werden. Demzufolge können für diesen Sachverhalt 

die vermuteten Mechanismen aus der Inkubation mit Reinsubstanz Sulforaphan übertragen werden. 

Die Zellzyklusverteilung nach  Inkubation mit 500 µM  Indol‐3‐Carbinol  ist aus der Abbildung 34 C zu 

entnehmen. Bereits nach 24‐stündiger Substanzbehandlung kam es zu einer signifikanten Arretierung 

der HCT 116‐Zellen von 66,1 %  in der G0/G1‐Phase.  Im weiteren Verlauf konnte eine zeitabhängige 

Zunahme von Zellen  in dieser Phase bis nach 48 h beobachtet werden. Simultan sank der Anteil an 

Zellen  in  der  S‐  und  G2/M‐Phase  nach  48 h  ab.  Somit  könnte  die  Arretierung  der  Zellen  in  der 

G0/G1‐Phase die Konsequenz aus der starken Induktion von CDKN1A um das 3,7‐fache nach 24 h bzw. 

7,8‐ und 10,8‐fache nach 36 und 48 h gewesen sein. CDKN1A kodiert für p21, das unter anderem den 

Übergang  der  Zellen  von  der  G1‐  in  die  S‐Phase  durch  Hemmung  des  Cyclin  E/CDK 2‐Komplexes 

verhindert. Des Weiteren interagiert p21 in der frühen G1‐Phase mit dem Cyclin D/CDK 4,6‐Komplex 

und verhindert so das Voranschreiten der Zellen in der G1‐Phase. Daher kann angenommen werden, 

dass die  Induktion  von CDKN1A und die  signifikante Arretierung der  Zellen  in der G0/G1‐Phase  im 

engen Zusammenhang stehen. 

Ein  weiterer  Anhaltspunkt  für  einen  ausgeprägten  Zellzyklusarrest  in  der  G0/G1‐Phase  war  die 

gleichzeitige Induktion von CDKN2B. CDKN2B kodiert für den CDK‐Inhibitor p15 und war bereits nach 

24 h  um  das  2‐fache  induziert.  p15  ist  ebenso wie  p21  an  der  Regulation  des  Cyclin  D/CDK 4,6‐

Komplexes beteiligt, indem es die Phosphorylierung von Rb und somit die Progression aus der G1‐ in 

die S‐Phase blockiert. Insofern deuten die signifikante Zellzyklusarretierung in der G0/G1‐Phase sowie 

die  aufgenommenen Genexpressionsprofile  darauf  hin,  dass  vermutlich  oxidativer  Stress  induziert 
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sowie  die  Regulation  des  Zellzyklus  gestört  wurde.  In  der  Literatur  wurde  bereits  häufiger  ein 

induzierter  Zellzyklusarrest  in  der G0/G1‐Phase  nach  Behandlung mit  Indol‐3‐Carbinol  beschrieben 

(Cover et al., 1998; Neave et al., 2005; Brew et al., 2006). Charakteristisch für alle Studien war, dass 

Indol‐3‐Carbinol  das Wachstum  von  Tumorzellen  hemmte.  So  berichteten  Brew  et  al.  von  einer 

Arretierung von MCF‐7‐Zellen nach Behandlung mit 300 µM Indol‐3‐Carbinol in der G0/G1‐Phase. Das 

Defizit aller Arbeiten  lag  jedoch darin, dass auf den zugrunde  liegenden Mechanismus bzw. auf die 

Ursache der Arretierung nicht weiter eingegangen wurde.  

Resultierend aus den erhaltenen Ergebnissen lässt sich festhalten, dass eine Behandlung mit 500 µM 

Indol‐3‐Carbinol  möglicherweise  die  zelluläre  Redox‐Homöostase  beeinträchtigte  und  so 

genotoxischen  Stress  in  den  Zellen  induzierte.  Sowohl  eine  indirekte  Induktion  von  oxidativen 

DNA‐Schäden durch die gesteigerte ROS‐Produktion als auch eine direkte  Interaktion mit der DNA 

durch Bildung von DNA‐Addukten wären als mögliche Mechanismen denkbar. 
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5. Zusammenfassende Diskussion 

Der  Fokus  der  hier  präsentierten  Arbeit  lag  primär  auf  der  toxikologischen  Betrachtung  der 

Glucosinolat‐Hydrolyseprodukte  Sulforaphan  und  Indol‐3‐Carbinol.  Vor  dem  Hintergrund,  dass 

Verbraucher  zunehmend  Nahrungsergänzungsmittel  und  funktionelle  Lebensmittel  zur 

Krebsprävention  sowohl  auf  Basis  einzelner  Glucosinolat‐Hydrolyseprodukte  als  auch  auf  Basis 

isolierter Brokkoli‐Extrakte konsumieren und bis dato keine validen Daten zur Risikoabschätzung bei 

erhöhter  Exposition  vorliegen,  machten  Untersuchungen  zur  toxikologischen  Bewertung  der 

einzelnen  Verbindungen  erforderlich.  Als  zugrunde  liegende  molekulare  chemopräventive 

Mechanismen werden vor allem die selektive  Inhibition Fremdstoff‐metabolisierender Phase‐I‐ und 

die  simultane  Induktion  von  Phase‐II‐Enzymen  postuliert.  Ferner  werden  die  Einleitung  eines 

Zellzyklusarrests  und  die  Apoptoseinduktion  in  Tumorzellen  als  antikanzerogene  und  damit  als 

potentiell  protektive  Effekte  angesehen  (zusammengefasst  in  Juge  et  al.,  2007;  Aggarwal  und 

Ichikawa, 2005). 

Neben dem aliphatischen Glucosinolat Glucoraphanin  ist das  Indol‐Glucosinolat Glucobrassicin das 

dominierende  Glucosinolat  in  Brokkoli.  Erst  durch  enzymatische  Hydrolyse  dieser  Verbindungen 

werden  die  bioaktiven  Substanzen  Sulforaphan  und  Indol‐3‐Carbinol  freigesetzt.  Im  Rahmen  der 

Arbeit  galt  es  zu  untersuchen,  ob  und  in welchem Maße  die  unterschiedlichen Verbindungen  ein 

individuelles Genexpressionsmuster  in HCT 116‐Zellen  induzieren. Anhand des substanzspezifischen 

Genexpressionsprofils  sowie weiterer  Untersuchungsergebnisse  aus  Zellzyklus‐  und Western  Blot‐

Analysen  sollte  im  Anschluss  eine  toxikologische  Bewertung  von  Nahrungsergänzungsmitteln  auf 

Sulforaphan‐, Indol‐3‐Carbinol‐ bzw. Brokkoli‐Basis erfolgen.  

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit  lag zunächst in der Etablierung einer Hochdurchsatz‐Genexpressions‐

methode,  um  zeit‐  und  konzentrationsabhängige  Genexpressionsprofile  detektieren  zu  können. 

Dafür  lag  der  Fokus  in  einem  ersten  Abschnitt  in  der  Auswahl  eines  geeigneten  Gensets,  in  der 

Generierung  von  empirischen  Daten  und  in  der  systematischen  Auswertung  der  generierten 

Ergebnisse.  Im Anschluss daran erfolgt die Aufnahme von Genexpressionsprofilen nach  Inkubation 

von  HCT  116‐Zellen  mit  Sulforaphan,  Indol‐3‐Carbinol  und  Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamt‐

glucosinolat‐Extrakt aus Brokkoli.  

Anhand  des  induzierten  Genexpressionsprofils  durch  Sulforaphan  konnte  zunächst  eine 

zeitabhängige  Aktivierung  von  zahlreichen  Nrf2‐regulierten  Targetgenen wie  TXNRD1,  GCLC,  GSR, 

PRDX1 und TXN beobachtet werden. In diesem Zusammenhang wurde deutlich, dass die Behandlung 

mit  Sulforaphan  nicht  alle  Nrf2‐regulierten  Gene  im  gleichen Maße  induzierte,  sondern  zu  einer 

selektiven  Induktion  dieser  Gene  in  HCT  116‐Zellen  führte.  Obwohl  GPX1  und  SOD2  ebenso 
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ARE‐Sequenzen  in  ihrer  Promotorregion  tragen,  wurde  kein  Einfluss  auf  die  Transkription  dieser 

Gene festgestellt. Daraus konnte die These abgeleitet werden, dass nach Aktivierung von Nrf2 nicht 

automatisch  alle  Nrf2‐regulierten  downstream  Gene  äquivalent  in  ihrer  Expression  beeinflusst 

werden.  Anzunehmen  ist,  dass  unter  anderem  Kinasen  und  Phosphatasen  gezielt  über 

Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierung an der Nrf2‐Signaltransduktion beteiligt und so für die 

Feinabstimmung  auf  Proteinebene  verantwortlich  sind.  Dies  könnte  einen  weiteren  wichtigen 

molekularen  Mechanismus  darstellen,  über  den  der  Keap1‐Nrf2‐Signalweg  in  Abhängigkeit  vom 

zellulären Redox‐Status und  veränderten physiologischen Bedingungen modifiziert und  feinjustiert 

werden kann. In diesem Zusammenhang haben einige Arbeiten bereits gezeigt, dass unter anderem 

Proteinkinasen wie MAPKs,  PI3K  und  PKC  an  der  Regulation  und  Signaltransduktion  beteiligt  sind 

(Huang  et  al.,  2000;  Keum  et  al.,  2003).  Insofern wäre  es  zu  erklären, weshalb  die  Sulforaphan‐

Behandlung nicht simultan zur Induktion von allen Nrf2‐abhängigen Genen in HCT 116‐Zellen führte. 

Ob die Aktivierung von Nrf2 durch kovalente Bindung von Sulforaphan an Cysteinreste von Keap1 

oder durch eine ROS‐induzierte oxidative Modifikation von Keap1‐Seitenketten erfolgte, konnte aus 

dem  aufgenommenen  Genexpressionsmuster  nicht  abgeleitet  werden.  Ein  Hinweis,  dass  die 

Aktivierung eventuell durch eine gesteigerte ROS‐Produktion erfolgte, könnte die deutliche Induktion 

des  early  response  gene  HMOX1  sein.  So  könnte  die  Expressionserhöhung  von  HMOX1  unter 

anderem  als  Marker  für  eine  gestörte  intrazelluläre  Redox‐Homöostase  und  damit  für  eine 

übermäßige  ROS‐Generierung  angesehen  werden.  Über  welchen  Mechanismus  Sulforaphan 

möglicherweise  intrazelluläre ROS  induzierte, konnte aus den Daten nur bedingt abgeleitet werden. 

Aus  der  Literatur  ist  bekannt,  dass  Sulforaphan  primär  über  passive  Diffusion  in  die  Zelle 

aufgenommen  wird  und  unmittelbar  über  Konjugationsreaktionen  an  Glutathion  bis  in  den 

millimolaren  Bereich  akkumuliert  (zusammengefasst  in  Zhang  und  Callaway,  2002).  In  diesem 

Kontext wäre  zu  hinterfragen  und  in weiteren  Studien  zu  klären,  inwieweit  die Depletierung  des 

intrazellulären GSH‐Levels für die gestörte Redox‐Homöostase verantwortlich war. Anhaltspunkte für 

eine  gesteigerte Glutathion‐Synthese  lieferte  bereits  die  zeitabhängige  Induktion  von GCLC. GCLC 

kodiert für die γ‐Glutamat‐Cystein‐Ligase, die primär für den geschwindigkeits‐bestimmenden Schritt 

in der Glutathion‐Neusynthese verantwortlich  ist,  indem  sie die Ligation von Glutamat mit Cystein 

zum Dipeptid γ‐Glutamylcystein katalysiert. Die Induktion von GCLC könnte somit als Antwort auf die 

Verringerung des zellulären Glutathion‐Pools angesehen werden. 

Weiterhin  lieferten die Genexpressionsuntersuchungen  in  Kombination mit den  Zellzyklusanalysen 

Hinweise  dafür,  dass  Sulforaphan  in  höheren  Konzentrationen möglicherweise  prooxidativ wirkte 

und  genotoxischen  Stress  in  HCT  116‐Zellen  induzierte.  Vor  allem  die  deutliche  Induktion  des 

Zellzykluskontrollgens  CDKN1A  nach  24 h  sowie  die  signifikante  Arretierung  der  Zellen  in  der 

G0/G1‐Phase  nach  36 h  unterstützen  diese  These.  Über welchen Mechanismus  die  Induktion  von 
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genotoxischem Stress verlief, kann nur spekuliert werden. Denkbar wäre in diesem Zusammenhang, 

dass  Sulforaphan  vermehrt  intrazelluläre  ROS  generierte  und  die  unmittelbare  Elimination  der 

reaktiven  Spezies  über  Superoxiddismutase  und  Katalase  nicht  mehr  in  ausreichendem  Maße 

gewährleistet  war.  Folglich  wurde  die  intrazelluläre  Redox‐Homöostase  negativ  beeinflusst.  Dass 

Sulforaphan  allein  jedoch nicht  in der  Lage  ist, oxidative Basenschäden und DNA‐Strangbrüche  zu 

induzieren,  haben Arbeiten  aus  dem  eigenen Arbeitskreis  gezeigt  (Piberger,  2014).  Insofern  ist  es 

fraglich,  inwieweit  die  Induktion  von  TP53  nach  Sulforaphan‐Behandlung,  als  Hinweis  für  das 

vermehrte  Auftreten  von  DNA‐Schäden  angesehen  werden  kann.  Somit  wäre  in  weiteren 

Untersuchungen  zu  klären,  ob  die  Ergebnisse  aus  den  Genexpressionsanalysen  auch  auf 

Proteinebene verifiziert werden können.  

In diesem Kontext muss darüber diskutiert werden, ob die Induktion von oxidativen Stressgenen wie 

HMOX1, TXNRD1, GCLC, GSR und PRDX als ein rein protektiver Effekt angesehen werden kann oder 

ob  die  Hochregulation  primär  das  Resultat  einer  übermäßigen  ROS‐Produktion  darstellt.  In  der 

Literatur  findet  häufig  keine  Differenzierung  statt,  ob  die  Induktion  von  antioxidativen  und 

Fremdstoff‐metabolisierenden Phase‐II‐Enzymen auch mit dem Auftreten von adversen Effekten  im 

Zusammenhang  stehen  kann.  In  der  einseitigen  Betrachtungsweise  wird  die  Aktivierung  dieser 

Enzyme  lediglich mit einer Steigerung der antioxidativen Kapazität  in Verbindung gebracht. Anhand 

der  hier  dargestellten  Daten  wurde  jedoch  gezeigt,  dass  diese  These  für  hohe  Sulforaphan‐

Konzentrationen relativiert werden muss. In Kombination mit einer gestörten zellulären Homöostase 

infolge von pathophysiologischen Prozessen oder der Exposition gegenüber anderen genotoxischen 

Noxen müsste mit weiteren  adversen  Effekten  gerechnet werden.  Somit  kann  in  der  Konsequenz 

festgehalten werden,  dass  bei  einer  Supplementierung mit  Sulforaphan  die  genomische  Stabilität 

unter Umständen negativ beeinflusst werden könnte. 

Das  vom  Myrosinase‐hydrolysierten  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  induzierte 

Genexpressionsprofil  in  HCT  116‐Zellen  war  im Wesentlichen  vergleichbar mit  dem  Sulforaphan‐

induzierten  Expressionsmuster. Nur  sporadisch wurden minimale Unterschiede  in  der Ausprägung 

der  Effekte  beobachtet.  Die  Ursache  für  die  Kongruenz  in  den  Daten  lag  wohl  in  der 

Zusammensetzung  des  Extrakts,  da  vor  allem  das  Glucosinolat  Glucoraphanin  knapp  48,9 %  des 

Gesamtglucosinolat‐Gehalts  ausmachte. Demnach  konnte davon  ausgegangen werden, dass durch 

die Hydrolyse vor allem Sulforaphan  freigesetzt wurde. Weiterhin konnte aus den Genexpressions‐ 

und Zellzyklusuntersuchungen abgeleitet werden, dass die primären Effekte auf die Anwesenheit von 

Sulforaphan zurückzuführen waren und andere Hydrolyseprodukte und Matrixbestandteile nur einen 

marginalen Einfluss auf die Modulation der Expression besaßen. Divergierende Ergebnisse wurden 

hingegen  bei  der  Bestimmung  der  Thioredoxinreduktase‐Aktivität  ermittelt.  Während  die 

Sulforaphan‐Inkubation  keinen  Einfluss  auf  die  Enzymaktivität  besaß,  führte  die  Behandlung mit 
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Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  zu  einer  4,4‐  bzw.  7,4‐fachen 

Steigerung  der  Aktivität.  Die  Daten  zeigten  insofern  konträre  Ergebnisse,  da  beide  Verbindungen 

zeitabhängig  die  Transkriptmenge  von  TXNRD1  induzierten.  Ob  die  Ursache  für  die 

Aktivitätssteigerung tatsächlich auf das heterogene Glucosinolat‐Spektrum zurückzuführen  ist, wäre 

in weiteren Untersuchen zu prüfen.  

Ein  nahezu  unverändertes  Proteinexpressionsmuster wurde  aus  den Western  Blot‐Analysen  nach 

24‐stündiger  Inkubation  mit  Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli 

erhalten.  Bis  auf  die  Proteinmenge  von  NQO1  konnten  keine  signifikanten  Effekte  festgestellt 

werden. Zu vermuten ist, dass die Sensitivität des verwendeten Assays nicht ausreichte, um geringe 

Änderungen im Proteinstatus zu detektieren. Mit Hilfe einer sensitiveren Referenzmethode wäre hier 

zu prüfen, ob die experimentellen Daten aus den Genexpressionsanalysen verifiziert werden können. 

Da  die  Ergebnisse  aus  den  Untersuchungen  mit  Sulforaphan  und  Myrosinase‐hydrolysiertem 

Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  in  weiten  Teilen  vergleichbar  waren,  können  für 

Nahrungsergänzungsmittel auf Basis von Extrakten die gleichen Schlussfolgerungen getroffen werden 

wie für eine Supplementierung mit Sulforaphan. Unter Berücksichtigung der potentiell prooxidativen 

und genotoxischen Wirkungsweise könnten bei Supplementierung mit hochdosierten Präparaten die 

postulierten chemopräventiven Eigenschaften unter Umständen vollständig aufgehoben werden.  

Ein  anderer molekularer Wirkmechanismus  konnte  aus dem Genexpressionsprofil nach  Inkubation 

mit  Indol‐3‐Carbinol  abgeleitet  werden.  Vor  allem  die  deutliche  Induktion  von  CYP1A1  auf 

Transkriptionsebene  zu  frühen Zeitpunkten  sowie die  signifikante Steigerung der Cytochrom‐P450‐

Monooxygenase‐Aktivität  auf  Proteinebene waren  Indol‐3‐Carbinol  spezifische  Effekte.  Bereits  im 

niedrigen Konzentrationsbereich von 50 µM wurde die Transkriptmenge um das 1,8‐fache und die 

Enzymaktivität  um  das  4‐fache  gesteigert.  Weder  die  Inkubation  mit  Sulforaphan  noch  mit 

Myrosinase‐hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  zeigten  ähnliche  Effekte.  Aus 

der  Literatur  ist  bereits  bekannt,  dass  Indol‐3‐Carbinol  eine  Affinität  zum  AhR  besitzt  und  den 

ligandenabhängigen Transkriptionsfaktor aktivieren kann (Bjeldanes et al., 1991; Jellinck et al., 1993). 

Insofern konnte davon ausgegangen werden, dass die Bindung von  Indol‐3‐Carbinol an den AhR für 

die CYP1A1‐Induktion verantwortlich war. Erst zu späteren Zeitpunkten und bei wesentlich höheren 

Konzentrationen  wurden  Effekte  auf  die  Expression  von  NQO1,  SULT1A  und  GSTP1  beobachtet. 

Demzufolge konnte aus dem Expressionsmuster eine Hierarchie  in der Aktivierung von Fremdstoff‐

metabolisierenden  Enzymen  abgeleitet  werden.  Ferner  konnte  aus  den  Untersuchungen  die 

Erkenntnis  abgeleitet  werden,  dass  Indol‐3‐Carbinol  im  Gegensatz  zu  Sulforaphan  einen 

bifunktionaler  Induzierer darstellt, der sowohl  in der Lage  ist, Phase‐I‐ als auch Phase‐II‐Enzyme zu 

induzieren.  In der Regel  stellt die  Induktion von Cytochrom‐P450‐Isoformen noch keinen adversen 

Effekt dar. Erst wenn potentiell mutagene Substanzen wie Benzo[a]pyren von Cytochrom‐P450 in das 
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ultimative Kanzerogen transformiert werden, sind adverse Effekte zu erwarten. Zu vermuten ist, dass 

durch die erhöhte CYP‐Aktivität unter anderem die Bildung reaktiver Intermediate beschleunigt wird 

und so die genomische Integrität negativ beeinflusst werden kann.  

Aus den konzentrationsabhängigen Genexpressionsprofilen wurde deutlich, dass erst mit steigender 

Indol‐3‐Carbinol‐Konzentration  zahlreiche oxidative  Stressgene wie CAT, HMOX1,  PRDX1,  TXN und 

TXNRD1  induziert wurden. Ob die Aktivierung dieser Gene über den Keap1‐Nrf2‐Signalsweg verlief, 

kann nur vermutet werden. In diesem Zusammenhang könnte die Induktion von KEAP1 und NFE2L2 

nach  Indol‐3‐Carbinol‐Behandlung  ein  möglicher  Hinweis  sein.  Auch  hier  könnte  nur  spekuliert 

werden, ob die Aktivierung durch kovalente Bindung von Indol‐3‐Carbinol an sensitive Thiol‐Gruppen 

von  Keap1  erfolgte  oder  durch  eine  gesteigerte  ROS‐Produktion  redox‐sensitive  Seitenketten  von 

Keap1 modifiziert wurden,  so dass Nrf2 nicht mehr dem proteasomalen Abbau  zugeführt werden 

konnte  und  in  den  Zellkern  translokalisierte.  Dass  die  Bindung  von  Indol‐3‐Carbinol  trotz  seiner 

indolischen  Struktur  an  reaktive  Proteinseitenketten  wie  Cysteine möglich  ist,  wurde  in  Studien 

bereits gezeigt (Staub et al., 2002). Somit wäre eine direkte kovalente Bindung an Keap1 theoretisch 

möglich.  

Weiterhin  konnten  aus  dem  Indol‐3‐Carbinol‐induzierten  Genexpressionsprofil  ähnlich  wie  bei 

Sulforaphan eine Aktivierung von oxidativen Stress‐ und Zellzyklusarrestgenen beobachtet werden. 

Neben dem Markergen für oxidativen Stress HMOX1 wurden die Gene CDKN1A, CDKN2B und TP53 

zeitabhängig  bereits  nach  8 h  verstärkt  transkribiert.  Die  Induktion  dieser Gene  könnte  somit  als 

Anhaltspunkt für induzierte DNA‐Läsionen angesehen werden. Dass Indol‐3‐Carbinol möglicherweise 

genotoxischen  Stress  in  den  HCT  116‐Zellen  induzierte,  könnte  zudem  aus  dem  eingeleiteten 

Zellzyklusarrest in der G0/G1‐Phase abgeleitet werden. Bereits nach 24 h kam es zu einer signifikanten 

Arretierung von 66 % der Zellen in dieser G0/G1‐Phase. Im weiteren Verlauf stieg der Anteil an Zellen 

in dieser Phase noch bis auf 89 % an. Die Ursache für den deutlichen Zellzyklusarrest könnte sowohl 

auf  direkte  als  auch  indirekt  induzierte  DNA‐Schäden  zurückzuführen  sein.  Mechanistische 

Untersuchungen in diesem Zusammenhang haben gezeigt, dass Indol‐3‐Carbinol die mitochondrialen 

membranständigen ATPasen  inhibieren konnte, wodurch es zu einer Hyperpolarisation der  inneren 

Mitochondrienmembran und  zu einem Absinken des  zellulären ATP  Levels  kam. Dieser  Effekt war 

wiederum mit einer Stimulation der mitochondriale ROS‐Produktion gekoppelt  (Song et al., 2005). 

Über diesen Mechanismus wäre die  indirekte  Induktion von oxidativen Basenschäden  infolge einer 

übermäßigen  ROS‐Produktion  denkbar.  Weiterhin  war  für  das  Indol‐3‐Carbinol‐induzierte 

Genexpressionsprofil  auffällig,  dass  zusätzlich  Gene,  deren  Proteine  in  der  DNA‐Reparatur  eine 

wichtige Rolle  spielen,  signifikant  induziert wurden. So wurden vor allem Gene aus der Nukleotid‐

Exzisions‐Reparatur  induziert.  Da  bereits  gezeigt  wurde,  dass  Indol‐3‐Carbinol  prämutagene 

DNA‐Läsionen  in Form von sperrigen DNA‐Addukten ausbildet  (Glatt et al., 2011; Schreiner, 2005), 
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wurde  vor  allem  eine  Stimulation  von  Genen  aus  der  Nukleotid‐Exzisions‐Reparatur  erwartet. 

Insofern passten die experimentellen Daten zum vermuteten DNA‐Schadensspektrum. Ein weiteres 

Indiz für die Induktion von DNA‐Schäden konnte aus den Western‐Blot‐Analysen abgeleitet werden. 

Vor  allem  p21  wurde  durch  die  Behandlung  mit  Indol‐3‐Carbinol  konzentrationsabhängig  auf 

Proteinebene  stabilisiert.  Somit  bestätigen  die  Ergebnisse  aus  den  Western  Blot‐Analysen  die 

Beobachtungen aus den Genexpressions‐ und Zellzyklusuntersuchungen und erklären die deutliche 

Arretierung der  Zellen  in der G0/G1‐Phase. Resultierend  aus den  Ergebnissen  lässt  sich  festhalten, 

dass  Indol‐3‐Carbinol  im niedrigen Dosisbereich vor allem zur  Induktion von CYP1A1 führte. Erst  im 

höheren  Konzentrationsbereich  traten  die  prooxidativen  und  genotoxischen  Eigenschaften  der 

Verbindung  in  den  Vordergrund.  Ferner  wäre  im  Hinblick  auf  das  in  der  Literatur  beschrieben 

mutagene  Potential  von  Indol‐3‐Carbinol  eine  Supplementierung  auf  Basis  dieser  Verbindung  aus 

toxikologischer Sicht nicht zu empfehlen. 

Die  experimentellen  Daten  zur  toxikologischen  Bewertung  von  Nahrungsergänzungsmitteln  auf 

Sulforaphan‐, Indol‐3‐Carbinol‐ bzw. Brokkoli‐Basis zeigten, dass adverse Effekte durch die Einnahme 

von hochdosierten Präparaten nicht ausgeschlossen werden können. Dies könnte unter Umständen 

dazu führen, dass sich gerade in Kombination mit weiteren genotoxischen Noxen die Kanzerogenität 

erhöht. Vor dem Hintergrund, dass Nahrungsergänzungsmittel  vor  allem  zur positiven  Stimulation 

von  gesundheitlich  bedeutsamen,  physiologischen  Parametern  im  Rahmen  der  Prävention 

eingenommen werden, müssen die postulierten antikanzerogenen Eigenschaften aus toxikologischer 

Sicht zum Teil in Frage gestellt werden. 

Die  zu  Beginn  der Arbeit  aufgestellte  These,  dass  chemische  Verbindungen mit  unterschiedlichen 

molekularen  Wirkmechanismen  und  intrazellulären  Angriffspunkten  ein  individuelles  Genexpres‐

sionsmuster  hervorrufen  müssten,  konnte  anhand  der  generierten  Expressionsprofile  bestätigt 

werden. Sowohl  für  Indol‐3‐Carbinol als auch  für Sulforaphan zeigten  sich  in Abhängigkeit von der 

Konzentration und dem zeitlichen  Inkubationsverlauf substanzspezifische Effekte auf die Expression 

von Genen.  So war  die  ausgeprägte  Induktion  von  Zellzykluskontrollgenen  und  CYP1A1  sowie  die 

beachtliche  Induktion  von  Genen,  die mit  der  DNA‐Reparatur  assoziiert  sind,  charakteristisch  für 

Indol‐3‐Carbinol.  Für  Sulforaphan  war  primär  die  Aktivierung  von  Genen,  deren  Proteine  an  der 

zellulären  Redox‐Regulation  beteiligt  sind,  kennzeichnend.  Anhand  der  Expressionsmuster  konnte 

demzufolge  auf  die  unterschiedlichen Wirkmechanismen  der  einzelnen Verbindungen  geschlossen 

werden.  Somit  bietet  die  etablierte  Methode  eine  Möglichkeit,  Genexpressionsanalysen  in  die 

toxikologische Beurteilung und Risikoabschätzung  von  chemischen Verbindungen mit einfließen  zu 

lassen.  Ein weiteres  vielversprechendes  Potential  dieser Methode  könnte  in  der  Aufnahme  eines 

toxikologischen  „Fingerprints“  liegen.  Mithilfe  dieses  Fingerabdrucks  könnten  zukünftig  aussage‐

kräftige Informationen zu den Toxizitätsmechanismen einzelner Substanzen gewonnen werden.  
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Membran adsorbiert wurden. Der Durchgang wurde verworfen und der Filter mit 350 µl membrane 

desalting buffer (MDB) gespült, indem bei 4 °C und 11.000 rpm für 1 min zentrifugiert wurde. Danach 

wurde der Durchgang erneut verworfen und die RNA einem DNase‐Verdau unterzogen. Es erfolgte 

die Zugabe von 95 µl DNase Reaktionsgemisch  (10 µl DNase und 90 µl DNase Reaktionspuffer) und 

ein 20‐minütiger DNA‐Verdau bei Raumtemperatur. In einem Waschschritt mit 200 µl RA2‐Puffer und 

einer Zentrifugation bei 4 °C und 9.000 rpm für 30 sek wurde die Reaktion gestoppt. Der Filter wurde 

auf ein neues Reaktionsgefäß überführt und die Probe erneut mit 600 µl RA3‐Puffer gewaschen. Es 

folgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 9.000  rpm  für 30 sek, ein weiterer Waschschritt mit 250 µl 

RA3‐Puffer  und  eine  2‐minütige  Zentrifugation  bei  4 °C  und  13.000  rpm.  Der  Durchgang  wurde 

verworfen  und  die  RNA  durch  1‐minütige  Zentrifugation  bei  13.000 rpm mit  25 µl  RNase‐freiem 

Wasser  in ein neues Reaktionsgefäß eluiert. Der Elutionsschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt 

und die isolierte RNA bei ‐80 °C gelagert. Der RNA‐Gehalt wurde direkt vor der Umschreibung in die 

cDNA  photometrisch  durch  Messung  der  Absorption  bei  260 nm  bestimmt.  Dazu  wurden  2 µl 

Probenmaterial auf eine NanoQuant‐Platte pipettiert und im Spektralphotometer (Tecan) vermessen. 

Zudem wurde die Absorption bei 280 nm ermittelt und das Verhältnis 260/280 nm berechnet. Jede 

Probe musste einen Absorptionsquotienten größer 2,00 aufweisen, da sonst die Probe zu stark mit 

Proteinen und Salzen verunreinigt war.  

Bestimmung der RNA‐Integrität mittels Elektrophorese 

Die  RNA‐Integrität  wurde  beispielhaft  für  einige  RNA‐Proben  mittels  denaturierender 

RNA‐Gelektrophorese überprüft. Zu diesem Zweck wurde ein 1,2 %iges Agarosegel durch Aufkochen 

von  1,2 g  Agarose  in  83 ml  Wasser  und  5 ml  20x  MOPS‐Puffer  sowie  durch  Zugabe  von  12 ml 

Formalin nach Abkühlung der Lösung auf 65 °C hergestellt. 1 µg isolierte RNA wurden mit Formamid‐

Denaturierungspuffer auf ein Gesamtvolumen von 15 µl gebracht und 10 min bei 65 °C im Heizblock 

denaturiert. Nach Zugabe von 1,5 µl Lämmli‐Ladepuffer (4x) wurde die Elektrophorese  in 1x MOPS‐

Puffer  bei  60 V  und  für  2 h  durchgeführt.  Die  anschließende  Detektion  erfolgte  im  Gel‐

dokumentationsgerät (Fuji LAS3000)  

Bestimmung der RNA‐Integrität mittels automatisierter Kapillar‐Elektrophorese 

Die  Integrität  der  isolierten Gesamt‐RNA wurde mit  dem  RNA‐6000‐Nano‐LabChip‐Kit  am Agilent‐

2100‐Bioanalyzer ermittelt. RNA‐Proben mit einem Gehalt von bis zu 500 ng/µl wurden  in die Chip‐

Wells  pipettiert  und  über  in  Glas  eingeätzte  Mikrokapillaren  elektrophoretisch  aufgetrennt.  Im 

Anschluss erfolgte die automatisch Detektion der RNA‐Fragmente über einen Fluoreszenzdetektor. 

Aus diesen Daten generierte der Bioanalyzer sowohl ein Elektropherogramm als auch ein virtuelles 

Gelbild. Über die Software wurde zudem für jede untersuchte RNA‐Probe eine RNA integrity number 

(RIN) generiert, wobei RIN 0 für komplett degradiert und RIN 10 für intakt steht.  
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cDNA‐Synthese 

Die  folgenden  Arbeiten  wurden  in  einem  separaten  Raum,  an  einer  PCR‐Arbeitsbank  und  mit 

kontaminationsfreien Verbrauchsmaterialien durchgeführt. Für die Umschreibung in die cDNA wurde 

das  Synthese‐Kit  von  Quanta  verwendet  und  jede  Probe  wurde  zweimal  umgeschrieben.  Der 

Reaktionsansatz, bestehend aus  je 1 µg RNA, 4 µl Reaktionsmix  (5x) und 1 µl reverse Transkriptase, 

wurde mit  Nuklease‐freiem Wasser  auf  20 µl  ergänzt,  kurz  gevortext  und  zentrifugiert.  In  einem 

Thermocycler erfolgte die anschließende cDNA‐Synthese  (Tabelle 1). Die cDNA wurde  im Anschluss 

zentrifugiert und bis zur Prämplifikation bei ‐20 °C gelagert. 

Tabelle 1: Temperaturprogramm zur cDNA‐Synthese 

Temperatur (°C)  Zeit (min) 

25  5 

42  30 

85  5 

4  ∞ 

 

Prä‐Amplifikation (Specific Target Amplifikation) 

Um eine ausreichende Menge an Template jedes Gens für die RT‐qPCR in den Proben garantieren zu 

können, war eine Prä‐Amplifikation jedes Gens mittels spezifischer Primer notwendig. Zu Beginn der 

Untersuchungen wurden  die  Primepaare  von  der  Firma  Fluidigm  designt  und  synthetisiert. Da  im 

Laufe  der  Versuche  das  Set‐Up  umgestellt  wurde,  wurde  ein  Teil  der  Primer  selbst  designt  und 

etabliert  (siehe Anhang 8.7.2). Zunächst wurde  je 1 µl  jedes 100 µM  forward‐ und  reverse‐Primer‐

Paars  in einem 500 µl Reaktionsgefäß gepoolt und mit DNA‐Suspensionspuffer auf ein Endvolumen 

von  200 µl  ergänzt.  Die  eingesetzte  Primer‐Konzentration  im  Ansatz  betrug  letztlich  500 nM.  In 

PCR‐Streifen wurde  in jedes Reaktionsgefäß zuerst der Supermix, besteht aus TaqMan PreAmp Mix, 

gepoolten  Primern  sowie Wasser  pipettiert,  und  anschließend  die  cDNA  zugegeben  (Tabelle  2). 

Zusätzlich zur cDNA wurde noch ein externer cDNA‐Standard, eine no template control (NTC) in Form 

von Wasser  sowie eine nicht umgeschriebene RNA‐Probe als  ‐reverse Transkriptase  (‐RT)‐Kontrolle 

mitgeführt.  Nach  kurzem  Vortexen  und  Zentrifugieren  erfolgte  die  Prä‐Amplifikation  im 

Thermocycler (Tabelle 3). 
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Tabelle 2: Pipettierschema zur Hestellung des Prä‐Amplifikations‐Mix 

Komponente  Volumen/Reaktion (µl) 

TaqMan PreAmp Mix (2x)  2,5 

500 nM gepoolte Primer  0,5 

Wasser  0,75 

cDNA  1,25 

 

Tabelle 3: Temperaturprogramm zur Prä‐Amplifikation 

Temperatur (°C)  Zeit (min) 

95  10 

95  15 sek 

60  4 

4  ∞ 

 

Exonukleaseverdau 

Damit nicht verbrauchte Primer‐Oligonukleotide vor der eigentlichen Amplifikation wieder aus dem 

System  entfernt  werden,  wurde  ein  Exonukleaseverdau  durchgeführt.  Dazu  wurden  je  2 µl 

Exonukleasemix,  besteht  aus  0,2 µl  Reaktionspuffer  (10x),  0,4 µl  Exonuklease  (20 U/µl)  und  1,4 µl 

Wasser, zur prä‐amplifizierten cDNA pipettiert. Nach kurzem Vortexen und Zentrifugieren wurde der 

Exonukleaseverdau  im  Thermocycler  bei  37 °C  für  40  min  durchgeführt.  Durch  anschließendes 

Erhitzen  auf  85 °C  für  15 min  wurde  die  Exonuklease  wieder  inaktiviert.  Die  Proben  wurden  im 

weiteren Verlauf 1:5 mit TE‐Puffer verdünnt und bis zur qPCR bei ‐20 °C gelagert. 

Primer‐ und Probenvorbereitung 

Die 100 µM  forward‐ und  reverse‐Primer‐Paare wurden zunächst auf eine Konzentration von 5 µM 

verdünnt.  In  eine 96‐Well‐Platte wurde  in  jedes Well  je 2,5 µl  eines  forward‐ und  reverse‐Primer‐

Paars  pipettiert  und mit  einem Mix  aus  22,5 µl  DNA‐Suspensionspuffer  und  25 µl  assay  loading 

reagent (2x) verdünnt.  

Zur  Probenvorbereitung wurden  in  PCR‐Streifen  je  2,25 µl  der  prä‐amplifizierten  cDNA mit  einem 

Mix, besteht aus 2,5 µl SsoFast EvaGreen Supermix (2x) und 0,25 µl DNA binding dye sample loading 

reagent (20x), versetzt. Des Weiteren wurde eine zusätzliche NTC in Form von Wasser mitgeführt. 

 

 

12x 



Material und Methoden 

‐ 77 ‐ 

qPCR 

Die qPCR‐Analyse erfolgte am BioMark‐System, einem Hochdurchsatz‐PCR‐Gerät, das die simultane 

Analyse  von  96  x  96  unabhängigen  PCR‐Reaktionen  ermöglichte.  Zunächst  wurden  die  Akku‐

mulatoren des dynamic array mit einem Fluid  im  integrated  fluidic circuits  (IFC)‐Controller geprimt. 

Dabei  wurde  das  Fluid  in  die  Kanäle  des  auf  dem  Chip  befindlichen  dynamic  array  geleitet.  Im 

Anschluss wurden je 5 µl der vorbereiteten Primer‐ und Probenlösung in die entsprechen Assay‐ und 

Proben‐Inlets  pipettiert  und  der  Chip  im  IFC‐Controller  erneut  geprimt,  so  dass  letztendlich  alle 

Reaktionskammern mit  je  einer  Probe  und  einem  Primer‐Paar  gefüllt waren.  Im weiteren Verlauf 

wurde der Chip im BioMark‐System platziert und die Real‐Time PCR durchgeführt (Tabelle 4). 

Tabelle 4: Analysenprogramm der Real‐Time PCR 

Segment  Prozess  Temperatur (°C)  Zeit (sek)  Heizrate (°C/Sek) 

1  Thermisches Mischen  70  2400  5,5 

    60  30  5,5 

2  Hot Start  95  60  5,5 

3  PCR (30 Zyklen)  96  5  5,5 

    60  20  5,5 

4  Schmelzkurvenanalyse  60  3  1 

    60‐95    1 °C/3 sek 

 

Auswertung über Real‐Time PCR Analysis 

Die Auswertung der Rohdaten wurde zunächst mit der Software Real‐Time PCR Analysis von Fluidigm 

durchgeführt.  Zuerst wurde  die  vollständige Beladung  der  einzelnen  Reaktionskammern  über  den 

Passiv‐Referenzfarbsoff ROX  überprüft. Die Detektion  der Amplifikate  erfolgte mit Hilfe  des  inter‐

kalierenden  Fluoreszenzfarbstoffs  EvaGreen,  wobei  die  Spezifität  jeder  PCR‐Reaktion  über  die 

Schmelzkurvenanalyse sichergestellt wurde.  In den Analyse‐Settings wurde mit  linearer Basislinien‐

Korrektur, mit der Cq‐threshold‐Methode auto‐detectors und mit einem quality‐threshold von 0,65 

gearbeitet.  In der Software wurden die Cq‐Werte über eine Farbskala kodiert und visuelle  in einer 

heat‐map dargestellt, in der nicht‐erfolgte PCR‐Reaktionen detektiert und gefiltert werden konnten. 

Über die mitgeführten NTCs  fand die Überprüfung auf eventuelle Kontaminationen  statt, während 

anhand der  ‐RT‐Kontrolle die Kontamination der RNA und die Spezifität der Primer‐Paare überprüft 

wurde.  Zudem  wurde  die  ‐RT‐Kontrolle  zur  Berechnung  der  genomischen  DNA‐Kontamination 

herangezogen. 
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Auswertung über GenEx 

Da die Verarbeitung der umfangreichen Daten über eine Standardsoftware nicht mehr möglich war, 

wurde die weitere Datenanalyse über die Software GenEx vorgenommen. Mit Hilfe der Software war 

es  zudem  möglich,  über  die  integrierten  Programme  NormFinder  und  geNorm  die  geeigneten 

Referenzgene zu selektieren. Insgesamt standen die 5 Referenzgene ACTB, B2M, GAPDH, GUSB und 

HPRT1 sowohl aus den Kontroll‐ als auch aus den Behandlungsgruppen für jede Analyse zur Auswahl. 

Die  Normalisierung  der  Daten  erfolgte  durch  das  bereits  beschriebene  relative  Quantifizierungs‐

modell (siehe Absatz 2.3.3).  

Überprüfung der PCR‐Produkte mit Hilfe der Agarose‐Gelelektrophorese 

Um  die  Spezifität  der  Primer  zu  überprüfen,  wurde  zusätzlich  zur  Schmelzkurvenanalyse  eine 

Agarose‐Gelelektrophorese durchgeführt, in der alle PCR‐Produkte überprüft wurden. So konnte die 

Amplifikation  auf  eine mögliche  Artefakt‐  und  Primer‐Dimerbildung  überprüft werden.  Zu  Beginn 

wurde ein 2 %iges Agarose‐Gel durch Aufkochen der Agarose  in TAE‐Puffer und Überführen  in eine 

Gelkammer  hergestellt.  Für  die  PCR  wurden  in  einem  20 µl  Ansatz  die  benötigten  Reagenzien 

pipettiert und die Reaktion im Thermocycler gestartet (Tabelle 5 und 6). Zur Überprüfung der Primer 

auf Dimerbildung wurde Wasser anstelle von cDNA pipettiert. 

Tabelle 5: Pipettierschema zur Hestellung des PCR‐Mix 

Komponente  Volumen/Reaktion (µl) 

SsoFast EvaGreen Supermix (2x)  10 

Wasser  8 

1 µM jedes Primer‐Paars  1 

cDNA  1 

 

Tabelle 6: Temperaturprogramm zur Amplifikation 

Temperatur (°C)  Zeit (sek) 

95  60 

96  5 

60  20 

4  ∞ 

 

Nach  erfolgter  Amplifikation  wurden  4,8 µl  Ladepuffer  zum  gesamten  Ansatz  pipettiert  und  8 µl 

davon  in  die  Geltaschen  geladen.  Als  Referenz  dienten  4 µl  DNA‐Leiter  (GelPilot,  50 bp). 

Anschließend wurde die Elektrophorese bei 100 V  für 80 min durchgeführt und die Amplifikate  im 

40x 
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Bestimmung der Thioredoxinreduktase‐Aktivität 

Um zu gewährleisten, dass alle Zellen quantitativ lysiert waren, wurden die Suspensionen zu Beginn 

kurz  sonifiziert  (5x pulse, output  control 1, duty  cycle 10). Anschließend erfolgte eine 15‐minütige 

Zentrifugation  bei  4 °C  und  8.500 rpm.  Bis  zur  weiteren  Analyse  wurde  der  Überstand  auf  Eis 

gelagert.  In  eine  96‐Well‐Platte wurden  gemäß  dem  Protokoll  verschiedene  Ansätze  zu  je  160 µl 

pipettiert und die Reaktion durch Zugabe von 20 µl NADPH und 20 µl DTNB gestartet. Nach 10 sek 

Schütteln  wurde  die  Absorption  am  Mikrotiterplatenlesegerät  (Tecan)  bei  405 nm  und 

Raumtemperatur  gemessen.  Im  weiteren  Verlauf  erfolgte  12 min  lang  im  1‐Minutenabstand  die 

erneute Messung der Absorption. 

Berechnung der Thioredoxinreduktase‐Aktivität 

In der Regel wurde mindestens über 6 Zyklen eine  lineare Absorptionsänderung zur Quantifizierung 

herangezogen  (Gleichung 6.1).  Im Anschluss wurde die Absorptionsänderung noch durch die nicht‐

Thioredoxinreduktase‐abhängige  DTNB‐Reduktionen  und  den  Blindwert  korrigiert  (Gleichung  6.2). 

Die  Thioredoxinreduktase‐Aktivität  konnte  unter  Berücksichtigung  des  Extinktionskoeffizient 

εTNB, 405 nm=6,35 mM‐1, des Gesamtvolumens, der eingesetzten Zellen  (1,16x106 Zellen)  sowie einem 

Umrechnungsfaktor  berechnet  werden  (Gleichung  6.3)  Eine  Unit  ist  definiert  als  die  NADPH‐

abhängige Produktion von 2 µmol TNB pro Minute bei 22 °C. 

 

  ∆Aସ଴ହ/min ൌ
Aସ଴ହሺZeitpunkt 2ሻ െ Aସ଴ହሺZeitpunkt 1ሻ
Zeitpunkt 2 ሺminሻ െ Zeitpunkt 1 ሺminሻ

  (Gl. 6.1) 

 
∆A/min ሺProbeሻ୩୭୰୰.= 

∆A/min ሺProbeሻ  െ  ሾ∆A/min ሺProbe ൅ ATMሻ െ ∆A/minሺBW ൅ ATMሻሿ 
(Gl. 6.2) 

  Enzymaktivität ሺUሻ ൌ
∆A/min ሺProbeሻ୩୭୰୰.

6,35 mMିଵ ·
0,2 ml
1,16

· 1000  (Gl. 6.3) 
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Reagenzmix  (140 µl Wasser + 40 µl Protein‐Assay‐Reagenz) versetzt und nach 5 min die Absorption 

bei  595 nm  in  einem Mikrotiterplattenlesegerät  (Tecan)  gemessen.  Der  Proteinextrakt wurde mit 

Ladepuffer  und  Reduzierungsagens  versetzt  und  durch  Zugabe  von Wasser  auf  einen Gehalt  von 

3 µg/µl eingestellt. Anschließend wurden die Proteine  in der Probe durch 10‐minütiges Erhitzen bei 

95 °C denaturiert und die denaturierten Extrakte bei ‐20 °C gelagert. 

SDS‐Page und Western Blot 

Für die SDS‐Page wurde die Elektrophoresekammer mit Lämmli‐Laufpuffer gefüllt und die Taschen 

des  Gels,  bestehend  aus  12 %  Trenngel  und  4 %  Sammelgel, mit  jeweils  45 µg  Protein  bzw.  6 µl 

Molekulargewichtsmarker beladen. Die elektrophoretische Trennung wurde bei einer Spannung von 

110 V  im  Sammelgel  und  130 V  im  Trenngel  durchgeführt.  Im  nächsten  Schritt  wurde  das  Gel 

entnommen,  zugeschnitten  und  für  15 min  im  eiskalten  Transferpuffer  konditioniert.  Die 

Konditionierung der Nitrozellulose‐Membran und des Whatman‐Papiers erfolgte ebenso  für 15 min 

in  eiskaltem  Transferpuffer.  Für  den  Blot‐Vorgang  wurde  das  Gel  direkt  auf  der  Nitrozellulose‐

Membran platziert und von beiden Seiten wurden Membran und Gel von je 6 Stück Whatman‐Papier 

eingebettet. Durch Andrücken des Stapels wurde sichergestellt, dass sich keine Luftblasen zwischen 

den einzelnen Schichten befanden. Der Proteintransfer erfolgte in einem Tank‐Blot‐Verfahren auf Eis 

bei einer Stromstärke von 400 mA (für 4 Gele, ca. 9,5 mA/cm2) über einen Zeitraum von 70 min. 

Immunmarkierung und Chemilumineszenz‐Detektion 

Zunächst wurde  die  Nitrozellulose‐Membran  nach  dem  Blot‐Vorgang  für  1 h  in  Blockierlösung  in 

einem  50 ml  Tube  inkubiert.  Die  Antikörper‐Inkubation  wurde  mit  5 ml  des  in  Blockierlösung 

verdünnten  Primärantikörpers  (siehe  Anhang  8.3)  über  Nacht  bei  4 °C  auf  einem  Rotator 

durchgeführt.  Bevor  mit  5 ml  des  in  Blockierlösung  verdünnten  Sekundärantikörpers  inkubiert 

werden  konnte, wurde  die Membran  dreimal  in  PBS‐T  gewaschen. Nach  1 h  Inkubation  auf  dem 

Rotator bei Raumtemperatur wurde die Membran erneut dreimal in PBS‐T und noch zweimal in PBS 

gewaschen.  

Die  Detektion  der  Chemilumineszenzreaktion  erfolgte  anschließend  nach  Zugabe  von  1 ml 

ECL Reagenz,  das  für  genau  1 min  auf  der Membran  belassen wurde,  im Geldokumentationsgerät 

(Fuji LAS3000). Grundlage  für die Detektion war dabei die Oxidation von Luminol durch die an den 

Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettich‐Peroxidase. Zusätzlich zur Chemilumineszenz wurde der 

Molekulargewichtsmarker durch Messung im Weißlicht aufgenommen. Für weitere immunologische 

Nachweise wurde die Membran in PBS‐T gewaschen und erneut mit Primär‐ und Sekundärantikörper 

inkubiert. 
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Giemsa‐Stammlösung  Roth (Karlsruhe) 

Glycin (≥ 99 %)  Roth (Karlsruhe) 

Indol‐3‐Carbinol (≥ 98 %)  Merck (Darmstadt) 
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Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4, ≥ 99 %) Merck (Darmstadt) 

Leupeptin    Sigma‐Aldrich (Steinheim) 
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Methanol (≥ 99, 5 %)  Roth (Karlsruhe) 

Milchpulver  Roth (Karlsruhe) 

3‐(N‐Morpholino)‐Propansulfonsäure (MOPS) Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Myrosinase (≥ 100 U/g)  Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

NADPH‐Tetranatriumsalz (≥ 97 %)  Roth (Karlsruhe) 

Natriumacetat  VWR (Darmstadt) 

Natriumchlorid (NaCl, ≥ 99,5 %)  Roth (Karlsruhe) 

Natriumdeoxycholat (DOC) Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Natriumdodecylsulfat (SDS), fest  Roth (Karlsruhe) 

Natriumdodecylsulfat (SDS)‐Lösung (10 %)  AppliChem (Darmstadt) 

Natriumfluorid (NaF, ≥ 99 %)    Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Natriumvanadat (Na3VO4, ≥ 90 %)    Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

PageRuler Prestained Protein Ladder  Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

PCR Certified Water  Teknova (Hollister) 

Penicillin‐Streptomycin‐Lösung (Penicillin: 5.000 U/ ml, Streptomycin: 
5 mg/ l) 

Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Pepstatin  Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, ≥ 99 %) Sigma‐Aldrich (Steinheim) 

Primer   Eurofins (Hamburg) 

Primer (Gene Expression Design)  Fluidigm (San Francisco) 

Protein Assay Farbstoff‐Konzentrat (Bradford‐ Reagenz)  BioRad (München) 

Protein Loading Buffer, 5x Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Reducing Agent, 20x  Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
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DNA‐Elektrophorese 

Agarosegel  2 g Agarose
100 ml TAE‐Puffer (1‐fach) 
10 µl GelRed 

TAE‐Puffer (50‐fach)  2 M Tris
1 M Eisessig 
0,05 M Na2EDTA 

Ladepuffer  3 ml Glycerin
7 ml H2O 
25 mg Bromphenolblau 

 
SDS‐PAGE 

Lämmli‐Laufpuffer (10‐fach)  30,24 g Tris
100 µl 10 % SDS oder 10 g 100 %,s SDS 
Mit destilliertem H2O auf 1 l auffüllen 

Lämmli‐Laufpuffer (1‐fach) 100 ml Lämmli‐Laufpuffer (10‐fach) 
900 ml bidest. Wasser 
14,4 g Glycin 

Trenngel 12 %  7,0 ml H2O
4 ml Tris 1,5 M, pH 8,8 
160 µl SDS 10 % 
4,8 ml Acrylamid 40 % (37,5 : 1) 
12,8 µl TEMED 
40 µl APS 

Trenngelpuffer (pH 8,8)  1,5 M Tris

Sammelgel 4 %  7,6 ml H2O
1,25 ml Tris 1,5 M, pH 6,8 
100 µl SDS 10 % 
1,0 ml Acrylamid 
6,4 µl TEMED 
20 µl APS 40 % 

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 1,0 M Tris
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Cyclin‐dependent kinase inhibitor 1 
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NM_001289746.1 

NM_002046.5 

GCLC  NM_001197115.1 

NM_001498.3 

Glutamate‐‐cysteine ligase catalytic subunit 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

GPX1  NM_000581.2 
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Glutathione peroxidase 1 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 
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Glutathione reductase, mitochondrial 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

GSTP1  NM_000852.3  Glutathione S‐transferase P 
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Beta‐glucuronidase 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

HMOX1  NM_002133.2  Heme oxygenase 1 

HPRT1  NM_000194.2  Hypoxanthine‐guanine phosphoribosyltransferase 

HSPA1A  NM_005345.5  Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 

IL8  NM_000584.3  Interleukin‐8 

JUN  NM_002228.3  Transcription factor AP‐1 

KEAP1  NM_012289.3 

NM_203500.1 

Kelch‐like ECH‐associated protein 1 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

LIG1  NM_000234.2 

NM_001289063.1 

NM_001289064.1 

DNA ligase 1 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

LIG3  NM_002311.4 

NM_013975.3 

DNA ligase 3 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

MAP3K5  NM_005923.3  Mitogen‐activated protein kinase kinase kinase 5 
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NM_001278462.1 
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MGMT  NM_002412.3  Methylated‐DNA‐‐protein‐cysteine methyltransferase 

MLH1  NM_000249.3 

NM_001167617.1 

NM_001167618.1 

NM_001167619.1 

NM_001258271.1 

NM_001258273.1 

NM_001258274.1 

DNA mismatch repair protein Mlh1 

(7 verschiedene Spleißvarianten) 

MSH2  NM_000251.2 

NM_001258281.1 

DNA mismatch repair protein Msh2 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

MT1X  NM_005952.3  Metallothionein‐1X 

MT2A  NM_005953.3  Metallothionein‐2 

MYC  NM_002467.4  Myc proto‐oncogene protein 

NAT1  NM_000662.6 

NM_001160170.2 

NM_001160171.2 

NM_001160172.2 

NM_001160173.2 

NM_001160174.2 

NM_001160175.2 

NM_001160176.2 

NM_001160179.2 

Arylamine N‐acetyltransferase 1 

(9 verschiedene Spleißvarianten) 

NFE2L2  NM_001145412.2 

NM_001145413.2 

NM_006164.4 

Nuclear factor erythroid 2‐related factor 2 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

NFKB1  NM_001165412.1 

NM_003998.3 

Nuclear factor NF‐kappa‐B p105 subunit 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

NFKBIA  NM_020529.2  NF‐kappa‐B inhibitor alpha 

NFKB2  NM_001077494.3 

NM_001261403.2 

NM_001288724.1 

NM_002502.5 

Nuclear factor NF‐kappa‐B p100 subunit 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

NQO1  NM_000903.2 

NM_001025433.1 

NM_001025434.1 

NM_001286137.1 

NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

OGG1  NM_002542.5 

NM_016819.3 

NM_016820.3 

NM_016821.2 

N‐glycosylase/DNA lyase 

(8 verschiedene Spleißvarianten) 
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NM_016826.2 

NM_016827.2 

NM_016828.2 

NM_016829.2 

PARP1  NM_001618.3  Poly [ADP‐ribose] polymerase 1 

PCNA  NM_002592.2 

NM_182649.1 

Proliferating cell nuclear antigen 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

PLK3  NM_004073.2  Serine/threonine‐protein kinase PLK3 

PMAIP1  NM_021127.2  Phorbol‐12‐myristate‐13‐acetate‐induced protein 1 

POLB  NM_002690.2  DNA polymerase beta 

POLD1  NM_001256849.1 

NM_002691.3 

DNA polymerase delta catalytic subunit 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

PPM1D  NM_003620.3  Protein phosphatase 1D 

PRDX1  NM_001202431.1 

NM_002574.3 

NM_181696.2 

NM_181697.2 

Peroxiredoxin‐1 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

RAD50  NM_005732.3 

NM_133482.1 

DNA repair protein RAD50 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

RAD51  NM_001164269.1 

NM_001164270.1 

NM_002875.4 

NM_133487.3 

DNA repair protein RAD51 homolog 1 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

RRM2B  NM_001172477.1 

NM_001172478.1 

NM_015713.4 

Ribonucleoside‐diphosphate reductase subunit M2 B 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

SEPP1  NM_001085486.1 

NM_001093726.1 

NM_005410.2 

Selenoprotein P 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

SIRT2  NM_001193286.1 

NM_012237.3 

NM_030593.2 

NAD‐dependent protein deacetylase sirtuin‐2 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

SLC30A1  NM_021194.2  Zinc transporter 1 

SOD1  NM_000454.4  Superoxide dismutase [Cu‐Zn] 

SOD2  NM_000636.2 

NM_001024465.1 

NM_001024466.1 

Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

SULT1A  NM_001055.3 

NM_177529.2 

Sulfotransferase 1A 

(5 verschiedene Spleißvarianten) 
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NM_177530.2 

NM_177534.2 

NM_177536.3 

TFRC  NM_001128148.1 

NM_003234.2 

Transferrin receptor protein 1 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

TNFRSF10B  NM_003842.4 

NM_147187.2 

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 10B 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

TP53  NM_000546.5 

NM_001126112.2 

NM_001126113.2 

NM_001126114.2 

NM_001126115.1 

NM_001126116.1 

NM_001126117.1 

NM_001126118.1 

NM_001276695.1 

NM_001276696.1 

NM_001276697.1 

NM_001276698.1 

NM_001276699.1 

NM_001276760.1 

NM_001276761.1 

Cellular tumor antigen p53 

(15 verschiedene Spleißvarianten) 

TXN  NM_001244938.1 

NM_003329.3 

Thioredoxin 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

TXNRD1  NM_001093771.2 

NM_001261445.1 

NM_001261446.1 

NM_003330.3 

NM_182729.2 

NM_182742.2 

NM_182743.2 

Thioredoxin reductase 1, cytoplasmic 

(7 verschiedene Spleißvarianten) 

UGT1  NM_019093.2 

NM_007120.2 

NM_019078.1 

NM_001072.3 

NM_205862.1 

NM_019077.2 

NM_019076.4 

NM_021027.2 

NM_019075.2 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A3 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A4 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A5 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A6 

 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A7 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A8 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A9 

UDP‐glucuronosyltransferase 1A10 

VEGFA  NM_001025366.2 

NM_001025367.2 

Vascular endothelial growth factor A 

(19 verschiedene Spleißvarianten) 



Anhang 

‐ 113 ‐ 

NM_001025368.2 

NM_001025369.2 

NM_001025370.2 

NM_001033756.2 

NM_001171622.1 

NM_001171623.1 

NM_001171624.1 

NM_001171625.1 

NM_001171626.1 

NM_001171627.1 

NM_001171628.1 

NM_001171629.1 

NM_001171630.1 

NM_001204384.1 

NM_001204385.1 

NM_001287044.1 

NM_003376.5 

XIAP  NM_001167.3 

NM_001204401.1 

E3 ubiquitin‐protein ligase XIAP 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

XPA  NM_000380.3  DNA repair protein complementing XP‐A cells 

XPC  NM_001145769.1 

NM_004628.4 

DNA repair protein complementing XP‐C cells 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

XRCC5  NM_021141.3  X‐ray repair cross‐complementing protein 5 

 

8.7.2.2 Parameter für das Primer‐Design 

Sofern es möglich war, wurden  in dieser Arbeit gezielt einzelne relevante Transkriptvarianten eines 

Gens untersucht. Dafür wurden zunächst alle Spleißvarianten, die für eine Isoform kodieren, in einer 

BLAST‐Suche ermittelt. Nicht immer war es jedoch möglich, isoliert nur eine Isoform zu erfassen, so 

dass für einzelne Gene wie ADH und UGT1 alle Isoformen als Summenparameter detektiert wurden. 

Für  das  Primer‐Design  wurde  die  spezielle  Software  Beacon  Designer  und  die  Internetplattform 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  verwendet. Dies  ermöglichte  die  Eingabe  von Designkriterien 

und prüfte unter anderem auf Fehlhybridisierung, Komplementärstrukturen und self annealing. Um 

die Koamplifikation mit genomischer DNA zu verhindern, wurden die Primer, sofern es möglich war, 

über eine Exon‐Exon‐Schnittstelle gelegt (Abbildung 38). Zudem konnte durch einen Sequenzabgleich 

sichergestellt werden, dass keine Pseudogene in der zu untersuchenden Sequenz existierten.  
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ATM  TACCAAGCAGCATGGAGGAA  GATTCATGGTAACTGGTTCCTTCTAC 

ATR  CATTCCAAAGCGCCACTGAA  CGCTGCTCAATGTCAAGAACA 

AXIN2  TGATAAGGTCCTGGCAACTCA  GCGTGGTCTCTCTGTCTCT 

B2M  AAGATGAGTATGCCTGCCGTGT  TCTTCAAACCTCCATGATGCTGCT 

BAX  GGGTTGTCGCCCTTTTCTAC  TCTTGGATCCAGCCCAACA 

BBC3  ACGACCTCAACGCACAGTA  ATGCTACATGGTGCAGAGAAAG 

BCL2  TGACAGAGGATCATGCTGTACTTA  TCCAATTCCTTTCGGATCTTTATTTCA 

BCL2L1  CCTCTCCCGACCTGTGATAC  GGCTCAACCAGTCCATTGTC 

BRCA1  GCTTGACACAGGTTTGGAGTATGC  GAGAGTTGGACACTGAGACTGGTT 

BRCA2  ATGCAGCAGACCCAGCTTA  TCCATGGCCTTCCTAATTTCCA 

BTRC  GAGCAGTGGTCAGAGTCAGAT  ACACAAGTTCAGCAGCACATAG 

CAT  AGAAGTGCGGAGATTCAACAC  CCTCATTCAGCACGTTCACA 

CCND1  AGAGGCGGAGGAGAACAAA  AGGGCGGATTGGAAATGAAC 

CDKN1A  GCAGACCAGCATGACAGATTTC  ACAAACTGAGACTAAGGCAGAAGA 

CDKN1B  AGGAAGCGACCTGCAACC  TTGGGGAACCGTCTGAAACA 

CDKN2B  TTACGGCCAACGGTGGATTA  GGCATGCCCTTGTTCTCC 

CYP1A1  AAACCAGTGGCAGATCAACC  AGGGGTGAGAAACCGTTCA 

DDB1  GGAGTCAATCACCTATCACAATGG  GGTATGTCAAGCACTCAGCAAT 

DDB2  TCAAAGGGATTGGAGCTGGAG  GTGACCACCATTCGGCTACTA 

DDIT3  TTAAGTCTAAGGCACTGAG  GGTGTGGTGATGTATGAA 

E2F1  AGCTCATTGCCAAGAAGTCCAA  TCCTGGGTCAACCCCTCAA 

EGFR  GAACCCCGAGGGCAAATACA  CACGAGCCGTGATCTGTCA 

EPHX1  CCACGACTTACACCAGAGGAT  AATCTCCACCTGCTTCTTCCA 

ERCC1  GCCGACTGCACATTGATCC  TCCGCTGGTTTCTGCTCATA 

ERCC2  TACCCCGAGCAGTTCTCCTA  CTGAGGGCATCTCCAGGAC 

ERCC4  CTTCTGGAATCTCTGAGAGCAA  GAGGTGCTGGAGTCAAGAAA 

ERCC5  TTGATGGGGATGCTCCACTA  TGGAGTCACTGGACGCTAA 

FTH1  TTACCTGTCCATGTCTTAC  CATCACAGTCTGGTTTCT 

G6PD  GCCGTCACCAAGAACATTCA  CTCCCGAAGGGCTTCTCC 

GADD45A  GCTCCTGCTCTTGGAGAC  CAGGATCCTTCCATTGAGATGAA 

GAPDH  ACACCATGGGGAAGGTGAAG  GTGACCAGGCGCCCAATA 

GCLC  TGGATGCCATGGGATTTGGAA  CTCAGATATACTGCAGGCTTGGAA 

GPX1  CACCCTCTCTTCGCCTTCC  GAGCTTGGGGTCGGTCATAA 

GPX2  GCTTTCATTGCCAAGTCCTTCTAT  TCATTCTGACAGTTCTCCTGATGT 
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GSR  TTGCGTGAATGTTGGATGTGTA  ATGGGACTTGGTGAGATTGTTT 

GSTP1  CACCCTGTACCAGTCCAATACC  TCCTGCTGGTCCTTCCCATA 

GUSB  CATCGATGACATCACCGTCAC  ACAGGTTACTGCCCTTGACA 

HMOX1  CAGTCAGGCAGAGGGTGATA  GCTCCTGCAACTCCTCAAA 

HPRT1  GCTTTCCTTGGTCAGGCAGTA  ACTTCGTGGGGTCCTTTTCAC 

HSPA1A  TCCTGTGTTTGCAATGTTGAA  CTGCATGTAGAAACCGGAAAA 

IL8  TTCAGAGACAGCAGAGCACAC  AAGTTCTTTAGCACTCCTTGGCA 

JUN  AAGAACTCGGACCTCCTCAC  TGGATTATCAGGCGCTCCA 

KEAP1  AACTTCGCTGAGCAGATTGG  CGTAGAACCGTCGCTGTT 

LIG1  TGGGAAGTACCCGGACATCA  GCTTCGGTGTCCAGGATGAA 

LIG3  TCCAGGACTTCCTTCGGAAA  CAGCAGCAGCTTCACTGTTA 

MAP3K5  ATCATTCGGAAGGCGGTACA  ACTCTCAGATGCAAGGCTGAA 

MDM2  CCATGATCTACAGGAACTTGGTA  GACACCTGTTCTCACTCACA 

MGMT  TGTGAAATTCGGAGAAGTGA  GAGGATGGGGACAGGATT 

MLH1  CTTCACCCAGACTTTGCTACC  GGCATAGACCTTATCACTACTTCC 

MSH2  CCAGCAGCAAAGAAGTGCTA  TGTTTCACCTTGGACAGGAAC 

MT1X  ACCACGCTTTTCATCTGTCC  GAGCAGTTGGGGTCCATTTC 

MT2A  AACCTGTCCCGACTCTAG  GAAGTCGCGTTCTTTACA 

MYC  GCCGCATCCACGAAACTTTG  GAGGCTGCTGGTTTTCCACTAC 

NAT1  AGGAAGAAGCAGCAATCTGTCT  TCGGATCTGGTGTTGAAGAATGT 

NFE2L2  CAGTCAGCGACGGAAAGAGTA  GGGCAACCTGGGAGTAGTT 

NFKB1  ACTTTCGAGGAAATACCC  GATAGAGGCTAAGTGTAGAC 

NFKB1A  AGAGTGCTGGAGTTCAGGATAAC  TGAAGGTGGATGATTGCTAAGTGT 

NFKB2  CCTGACTTTGAGGGACTGTATC  GGCTAGATGCAAGGCTGTT 

NQO1  TCGGACCTCTATGCCATGAAC  AAAGTTCGCAGGGTCCTTCA 

OGG1  GTGTACTAGCGGATCAAGTATGGA  CAGTCGCACACCTTGGAATT 

PARP1  TTCTGGAGGACGACAAGGAA  GTTGCTACCGATCACCGTAC 

PCNA  TCTGAGGGCTTCGACACCTA  CATTGCCGGCGCATTTTAGTA 

PLK3  ACTGTCCAGGTGAACTTC  GAAGCGAGGTAAGTACAAG 

PMAIP1  CAGTTGGAGGCTGAGGTTC  TCCTGAGTTGAGTAGCACACT 

POLB  AAGAAATTGCCTGGAGTAGGAACA  CAGATGGACCAATGCCACTAACT 

POLD1  AGCTGGTGGAGTCTAAGTACAC  GACGGAGTCAGTGTCACCATA 

PPM1D  AGCCAGAACTTCCCAAGGAAA  ACTACACGATTCACCCCAGAC 

PRDX1  GCCTTCCAGTTCACTGACAA  TTCGGCTGAATCTGAAGTCTTG 
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RAD50  TCCCTCCTGGAACCAAAGGAA  AGACGAATCTGGGCTCTCACA 

RAD51  GGGAAGACCCAGATCTGTCA  ATGTACATGGCCTTTCCTTCAC 

RRM2B  CCTTGCGATGGATAGCAGATAGA  AGTCCTGGCATAAGACCTCTC 

SEPP1  AAACTGCTCTCTCACGACTCTC  AGGTGCTGATGTCCATGATTGT 

SIRT2  TCAAGCCAACCATCTGTCACTA  CTCCACCAAGTCCTCCTGTT 

SLC30A1  AGAAGTGGTGATACAGTGGAAGT  GGGTCAGGGAAACATGGATTC 

SOD1  TGATCTCACTCTCAGGAGACCAT  ACCACAAGCCAAACGACTTC 

SOD2  AGGATCCACTGCAAGGAACA  GTGCTCCCACACATCAATCC 

SULT1A  AAGTTCATGGTCGGAGAAGTGT  ACGGTGGTGTAGTTGGTCATAG 

TFRC  CACCATCAAGCTGCTGAATGA  GCCTTACTATACGCCACATAACC 

TNFRSF10B  GCACCACGACCAGAAACAC  ACAATCACCGACCTTGACCAT 

TP53  CGAGATGTTCCGAGAGCTGAAT  TTTATGGCGGGAGGTAGACTGA 

TXN  TTACAGCCGCTCGTCAGA  CCCACCTTTTGTCCCTTCTT 

TXNRD1  GCATCCCTGGTGACAAAGAA  CCAACAACCAGGGTCTTACC 

UGT1  TCCCAGGAATTTGAAGCCTACAT  TCGTGTTGTTCGCAAGATTCG 

VEGFA  TACATCTTCAAGCCATCC  CTGTAGGAAGCTCATCTC 

XIAP  AGGAGTGTCTGGTAAGAACTACTG  GCATACTGTCTTTCTGAGCATTCA 

XPA  ACATCATTCACAATGGGGTGATA  ACCCCAAACTTCAAGAGACC 

XPC  TAAAGGGGTCCATGAGGACACA  CTGGCTGGCTGCAGATGTTA 

XRCC5  TGATTTGCTGGAGGACATTGAAAG  AATCGGCTGCTGAGGTCA 
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Abbildung  51:  HPLC‐Chromatogramm  einer  mit  Indol‐3‐Carbinol‐behandelten  Probe  nach  60‐minütiger 
Inkubation  mit  20 µM  7‐Ethoxyresorufin  und  NADPH‐generierendem  System.  Detektion  mit  dem 
Fluoreszenzdetektor bei 530 nm Anregungs‐ und 580 nm Emissionswellenlänge. 

 

8.7.4.2 Externe Kalibrierung 

Zunächst wurde eine 4,4 mM Resorufinstammlösung auf 40 nM  in Methanol verdünnt. Die externe 

Kalibrierung  wurde  durch  weiteres  Verdünnen  der  40 nM  Resorufinlösung  in  Methanol  erstellt. 

100 µl der verdünnten Lösung wurden in die HPLC eingespritzt.  

 

Abbildung 52: Externe Kalibriergerade im Bereich von 0,25‐14 pmol Resorufin 
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