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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).  

 



 T2.1.4

Mittlerw

3,3'‐Diin

antikanz

Substanz

Tumoren

werden,

vom  ein

3,3'‐Diin

wurde, 

promovi

auch  die

kann.  Zw

geringer

2‐Hydrox

ausgewi

Weiterh

hin,  das

zellfreien

charakte

DNA‐Add

Glucobra

Salmone

höchste 

DNA‐Add

DNA‐ un

1998; Gl

über  ein

binden k

TA100‐h

einen  en

besaßen

Neogluc

Toxikologis

weile   werde

dolylmethan

zerogenen  E

zen  im  hoh

ntstehung  im

 jedoch zeigt

ngesetzten  K

dolylmethan

wurde  die 

ierend  (zusa

e Modulatio

war wird  du

rem  Umfang

xyestradiol 

esenen Kanz

in deuteten 

ss  nach  Hyd

n  System  s

erisieren, wu

duktbildung 

assicin zeigte

ella‐Typhimu

DNA‐Addu

dukte zu erz

nd Protein‐Ad

latt et al., 20

n  reaktives  C

kann (Abbild

hSULT1A1, de

ntscheidende

n (Glatt et al.

obrassicin u

sche Betrac

en  von  viele

n‐Basis  ange

Eigenschafte

hen  Dosierun

m chemisch‐

ten weitere 

Kanzerogen 

n während d

Tumorentst

ammengefas

on  des  Estro

urch  Indol‐3‐

g  auch  die  E

aus  17‐β‐E

zerogen (zus

erst  Studie

rolyse  einze

tattfand  (Ba

urden das mu

mittels 

en Neogluco

urium‐Stamm

uktbildungsr

zeugen (Baas

dduktbildung

011; Barknow

Carbokation 

ung 3). Der V

er die huma

en  Einfluss  a

., 2011). Dar

nd dem Hyd

htung von i

en  Hersteller

eboten.  Ver

n  ohne  da

ngsbereich  z

induzierten

in vivo‐Studi

und  von  de

der  Initiation

tehung  häuf

st  in  Dashw

ogen‐Metabo

Carbinol  vor

Expression  v

Estradiol  sim

ammengefas

n mit Brokk

elner  Glucos

aasanjav‐Ger

utagene Pote
32P‐Postlabe

obrassicin un

m.  Von  den

ate  auf. 

sanjav‐Gerbe

g in Studien 

witz et al., 20

verläuft,  da

Vergleich zw

ane Sulfotran

auf die meta

über hinaus 

rolyseprodu

Einleitung

‐ 9 ‐ 

indolischen

rn  Nahrungs

marktet  we

rauf  hinzuw

zu  adversen

Kanzerogen

ien, dass die

er  Spezies  a

ns‐ und Prom

fig  begünsti

wood,  1998).

olismus  unte

r  allem  die 

von  CYP1B1

multan  zur

sst in Bradlo

koli‐Extrakt u

sinolate  dur

rber  et  al., 

ential versch

eling‐Method

nd Sinalbin e

n  getestete

Nur  hydro

er et al., 201

mit Neogluc

014). Dabei w

as  an  zellulä

wischen dem

nsferase 1A1

abolische Ak

konnte die 

kt 1‐Methox

n Glucosino

sergänzungs

erden  diese 

weisen,  dass

n  Effekten  f

ese‐Modell 

 Tumorentst

abhängig  w

motionsphase

igt  und  bei

.  Zudem wir

er  Umstände

Expression  v

.  Daher  kom

  Bildung  v

ow, 2008).  

und  später m

ch  Myrosina

2011a).  Um

hiedener Glu

de  nach  H

eine erhöhte

n  Glucosino

olysierter  B

11b). Aufgek

cobrassicin u

wurde angen

äre Nukleop

 Salmonella‐

1 exprimiert

ktivierung un

DNA‐Addukt

xyindol‐3‐Car

laten 

mittel  auf  In

Präparate  v

s  ein  Supp

führen  könn

im Tier konn

tehung vom 

ar.  Wenn  In

e der Kanzer

de  Substan

rd  oft  nicht 

en  zu  adver

von  CYP1A1

mmt  es  neb

von  4‐Hydr

mit  reinen G

ase  eine  DN

m  die  Verb

ucosinolate im

Hydrolyse

e Mutationsr

olaten  wies 

Brokkoli‐Extra

lärt wurde d

nd 3‐Methy

nommen, da

hile wie  Pro

‐Typhimurium

e,  zeigte, da

nd die DNA‐

tbildung in F

rbinol an Mä

ndol‐3‐Carbi

vor  allem  m

lementierun

nte.  Eine  ve

nte zwar be

Expositionsp

ndol‐3‐Carbi

rogenese ve

zen  wirkten

berücksicht

rsen  Effekte

  induziert,  j

ben  der  Bild

roxyestradiol

Glucosinolate

NA‐Adduktbi

bindungen  w

m Ames‐Tes

untersucht. 

rate  im verw

s  Glucobrass

akt  war  p

der Mechani

lindol (Skord

ass die Adduk

oteine  oder 

m‐Stamm TA

ass Sulfotran

‐Addukt‐Bild

ütterungsstu

äusen belegt

inol‐  und 

mit  ihren 

ng  dieser 

erringerte 

eobachtet 

protokoll, 

nol  bzw. 

rabreicht 

n  tumor‐

tigt,  dass 

n  führen 

edoch  in 

dung  von 

l,  einem 

en darauf 

ldung  im 

weiter  zu 

t und die 

Neben 

wendeten 

sicin  die 

potenter, 

smus der 

dos et al., 

ktbildung 

die  DNA 

A100 und 

nsferasen 

dungsrate 

udien mit 

t werden. 



Die höch

der Beha

 

Abbildun
et  al.,  20
PAP=3'‐P
 

 2.2 G

Die DNA

der Eryt

ca. 22.50

einige  d

zeitlich s

in  Form

hsten Adduk

andlung beo

ng 3: DNA‐ und
011;  Barknow
hosphoadeno

Genexpres

A  ist Trägerin

hrozyten, be

00 Gene bek

ieser  Gene 

strikt regulie

  von  RNA  (

ktbildungsrat

bachtet (Sch

d Protein‐Add
witz  et  al.,  2
osin‐5'‐phosph

ssion und i

n der geneti

esitzt einen Z

kannt, die  in

konstitutiv 

ert transkribi

(primäres  Ge

ten wurden i

humacher et 

duktbildung du
2014)  (SULT=S
hat) 

ihre Regula

schen Erbinf

Zellkern mit 

n der human

exprimiert w

iert. Die Bios

enprodukt) 

Einleitung

‐ 10 ‐ 

in den Dickd

al., 2014). 

urch Indol‐3‐C
Sulfotransfera

ation 

formationen

einer Kopie 

nen DNA cod

werden, we

synthese die

oder  eines 

darmabschnit

Carbinol (mod
ase;  PAPS=3'‐

n und  jede Z

der genetisc

dieren (Perte

rden  andere

eser funktion

Proteins  (se

tten Caecum

difiziert nach S
‐Phosphoaden

Zelle des Kör

chen Inform

ea und Salzb

e  nur  in  spe

nellen und  in

ekundäres  G

m und Colon 

Staub et al., 2
nosin‐5'‐phos

rpers, mit A

mationen. 201

berg, 2010). W

ezifischen  Ze

ntakten Gen

Genprodukt) 

8 h nach 

 

002; Glatt 
phosulfat; 

usnahme 

10 waren 

Während 

ellen  und 

produkte 

aus  den 



genetisc

Ablesen 

ermöglic

erfolgen

Transkri

transfer‐

Umschre

Gegeben

des gene

Kontrolle

Umwelte

 

Abbildun
nach Free
 

chen  Inform

der  DNA 

chen,  muss 

n.  Auf  diese 

ption eingele

‐RNA  (tRNA)

eibung  der 

nheiten noch

etischen Info

e  über  zellu

einflüsse adä

ng 4: Schemat
eman, 2010) 

ationen  wir

und  gleichz

in  einem 

Weise  wird

eitet. Im Ver

),  ribosomal‐

reifen  mRN

h posttransla

ormationsflu

uläre Differe

äquat zu rea

tische Darstel

d  als  Genex

zeitige  Ums

ersten  Schr

d  der  Zugan

rlauf der Tran

‐RNA  (rRNA)

NA‐Sequenz 

ational mod

usses kann an

ntiation, Mo

gieren (Abbi

lung des gene

Einleitung

‐ 11 ‐ 

xpression  b

schreiben  in

ritt  zunächs

ng  von  RNA

nskription en

) und messe

in  das  fu

ifiziert werd

n jedem dies

orphogenese

ildung 4).  

etischen  Info

ezeichnet  (D

n  die  komp

t  die  Auflo

A‐Polymerase

ntstehen so 

enger‐RNA  (m

nktionale  P

den kann  (Kr

ser Punkte e

e  und  die An

rmationsfluss

Deckwer  et 

plementäre 

ckerung  de

en  zur  DNA 

die drei RNA

mRNA).  Im A

Protein,  das 

rebs et al., 2

erfolgen. Som

npassungsfä

 

es  innerhalb 

al.,  1999). 

RNA  überh

er  Chromati

ermöglicht 

A‐Transkriptv

Anschluss er

  je  nach  z

2011). Die Re

mit wird der 

higkeit  gege

einer Zelle (m

Um  das 

haupt  zu 

nstruktur 

und  die 

varianten 

rfolgt die 

zellulären 

egulation 

Zelle die 

eben,  auf 

modifiziert 



 T2.2.1

Die  Reg

Kontrolle

Ebenen 

die  DNA

macht. Z

(Promot

werden.

reguliere

wirken k

ein Gen 

(cis‐Elem

von  der

2011). 

 

2.2.1.1 

Etwas  fü

was  die

Generell

beeinflu

können 

eingetei

Präinitia

element

und  ze

Signalem

aktiviert

cis‐Elem

auch  H

Transkri

diese  ko

ermöglic

 

Transkriptio

ulation  der 

e  der  Genex

reguliert we

A  durch  Me

Zum anderen

ter,  Silencer

 Cis‐Kontroll

ende  Gen  b

können. Erst

abgelesen w

ment), eines 

r  Zugänglich

Transkript

ünf bis  zehn 

e  große  Bed

l  können  T

ssen,  in dem

Transkriptio

lt werden (B

tions‐RNA‐P

te, wie zum 

llspezifisch 

mpfangs‐  un

t  oder  repr

ent vermitte

Heterodimer

ptionsfaktor

ombinatorisc

cht. 

onelle Regu

Transkriptio

xpression  (V

rden: Zum e

ethylierung 

n kann die G

r,  Enhancer

lelemente w

befinden,  w

t die  Interakt

wird. Somit h

Transkriptio

keit  dieser 

ionsfaktoren

Prozent de

deutung  der

Transkription

m sie die Exp

onsfaktoren 

Blackburn et 

Polymeraseko

Beispiel der

exprimiert 

nd  einer  tra

imiert  werd

elt. Zu dem b

re  auszubi

ren  führt.  Di

che  Zusamm

ulation 

on  in  Eukary

Voet  et  al., 

einen existier

und  Histonm

enaktivierun

)  und  tran

wirken nur, w

ährend  tran

tion dieser S

hängt die Tra

onsfaktors (tr

Regulatorse

n 

r Gene  in eu

r  genetische

nsfaktoren  d

pression entw

in  allgem

al., 2006). B

omplexes  un

r TATA‐Box. 

und  best

ansaktivieren

den  soll,  w

besitzen eini

ilden,  was

ie  selektive 

mensetzung, 

Einleitung

‐ 12 ‐ 

yonten  ist  m

2010).  So  k

rt die epigen

modifikation

ng über eine 

ns‐Elementen

wenn sie sich

ns‐Elemente

Steuereleme

anskription v

rans‐Elemen

quenz  für  d

ukaryotische

en  Regulatio

die  Ableseh

weder  induz

eine  (basal

Basale Trans

nd  binden  a

Spezifische 

tehen  typis

nden  Domän

ird  der  Pol

ge Transkrip

s  gleichzei

Induktion  o

sowie  durch

mit  Abstand

kann  die  Tra

netische Regu

nen  für  Tran

kombinator

n  (Transkrip

h auf dem gle

zwischen  v

ente entsche

von der Anw

nt), der diese

den  Transkri

e Zellen kod

on  widerspie

häufigkeit  ei

zieren oder r

e)  und  sp

kriptionsfakt

an  allgemein

Transkriptio

cherweise 

ne  (Blackbu

lymerase  du

ptionsfaktore

tig  zu  v

oder  Repress

h Wechselw

d  die  wichtig

anskription  v

ulation auf C

nskriptionsfa

rische Wechs

ptionsfaktore

eichen DNA‐

verschiedene

eidet darübe

esenheit ein

e Regulators

ptionsfaktor

ieren  für Tra

egelt  (Vaque

ines  Gens 

reprimieren.

ezifische  Tr

toren sind hä

ne  DNA‐Mot

nsfaktoren w

aus  einer 

rn  et  al.,  2

urch  Bindun

en die Möglic

erschiedene

sion  eines  G

wirkung mit w

gste  Möglic

von  Genen 

Chromatin‐Eb

aktoren  zug

selwirkungen

en)  gezielt 

‐Abschnitt w

en  DNA‐Abs

er, ob und w

ner Regulato

equenz erke

r  ab  (Watso

anskriptions

erizas  et  al

in  zwei  Ric

. Nach  ihrer 

ranskriptions

äufig Bestan

tive  bzw.  P

werden nur 

DNA‐Binde

2006).  Welc

ng  an  das 

chkeit, nebe

en  Variante

Gens wird  er

weiteren  Ko

hkeit  zur 

auf  zwei 

bene, die 

änglicher 

n von cis‐ 

reguliert 

wie das zu 

schnitten 

wie häufig 

rsequenz 

ennt, und 

on  et  al., 

faktoren, 

.,  2009). 

chtungen 

Funktion 

sfaktoren 

ndteil des 

romotor‐

gewebe‐ 

e‐,  einer 

ches  Gen 

jeweilige 

en Homo‐ 

en  von 

rst  durch 

ofaktoren 



 P2.2.2

Nachdem

Regulati

gesteuer

mRNA‐S

der  pos

unmittel

 

2.2.2.1 

Bereits w

splicing, 

unterein

Effektivit

Modifika

essentie

überwie

nichtkod

(splicing

anschlie

Spleißos

alternati

transkrib

gleichzei

Anknüpf

darin,  d

(Watson

 

2.2.2.2 

Die  mR

einzugre

wobei si

Stunden

eine hoh

Posttranskr

m  die  DNA 

on  die  ansc

rt. Neben de

tabilität und

sttranskriptio

lbar auf Stre

Prozessier

während  de

capping und

nander  geko

tät  beeinflu

ation aus me

ll  ist  als  a

gende Anzah

dierenden  I

)  werden  d

ßend wiede

som‐Kompon

ives  Spleiße

bierten  Pro

itigen Anhän

fen eines Po

die  mRNA  z

n et al., 2011

mRNA‐Sta

NA‐Stabilität

eifen. Allgem

ich die Halbw

 bewegen k

he Halbwerts

riptionelle R

in  die mRN

chließende  P

er Prozessier

d die Translat

onellen  Reg

sssituatione

ung der prä‐

er  Transkript

d tailing co‐t

oppelt  ablau

ussen.  Beim 

ethyliertem G

auch  die  m

hl der Gene 

ntron‐Seque

ie  Introns  d

r verknüpft. 

nenten  förd

en,  so  dass 

teins  hervo

ngen einer P

oly(A)‐Schwa

zu  stabilisier

).  

bilität und ‐A

t  bietet  ein

mein unterlieg

wertszeit für

ann. Gene, d

szeit und erm

Regulation

NA  transkribi

Proteinbiosy

rung der prä

tionseffizien

gulation  ver

n und veränd

‐mRNA 

ion  beginnt 

transkription

ufen  und  sic

sogenannte

Guanosin an

mRNA  vor 

ist durch ei

enzen  geke

durch  das  S

Flankierend

dern  oder 

aus  ein  u

orgehen  kön

Polyadenylier

nzes gibt. Ä

ren  und  de

Abbau  

ne  weitere 

gen mRNAs 

r einzelne Tr

die auf eine

möglichen e

Einleitung

‐ 13 ‐ 

iert  wurde, 

ynthese  über

ä‐mRNA kön

z beeinflusst

rfügt  die  Z

derte physio

die  Prozess

nell ablaufen

ch  wechsels

en  capping

ngefügt, was 

einem  cyto

nen alternie

nnzeichnet. 

Spleißosom  a

de regulatori

unterdrücke

nd  derselbe

nnen.  Schli

rungssequen

Ähnlich wie b

n  nukleocyt

Option,  in 

einer hohen

ranskripte  im

m hohen Ni

in breites Ze

wird  im  Pr

r  unterschie

nen die zellu

t werden (Ja

Zelle  über

ologische Bed

sierung  der 

. Allen drei M

seitig  sowoh

wird  an  da

sowohl für 

osolischen  E

erenden Wec

Im  simult

aus  der  prä

sche Elemen

en  und  bild

en  prä‐mRN

eßlich  ende

nz, die der Po

beim  cappin

toplasmatisc

den  geneti

n Umsatzrate

m Bereich vo

veau exprim

eitfenster fü

ozess  der  p

edliche  Regu

uläre Lokalis

nning und Kn

die  Möglich

dingungen zu

prä‐mRNA, 

Mechanisme

hl  in  Spezifi

as  5'‐Ende 

die Ausschle

Exonukleasev

chsel aus kod

an  ablaufe

ä‐mRNA  entf

nte können d

den  damit 

A  verschied

et  die  Tran

oly‐A‐Polyme

g  liegt die F

chen  Transp

ischen  Infor

e (Rate aus S

on einigen M

miert werden

r die Transla

posttranskrip

ulationsmech

sation der m

nust, 2008). 

hkeit,  adäq

u reagieren. 

indem  die  V

n ist gemein

ität  als  auc

der  prä‐mR

eusung aus d

verdau  schü

dierenden E

nden  Spleiß

fernt  und  d

die Rekrutie

die  Grund

dene  Isoform

nskription  m

erase das Si

Funktion bei

port  zu  unte

rmationsflus

Synthese und

Minuten bis m

n, haben  in d

ation. Damit 

ptionellen 

hanismen 

mRNA, die 

Mit Hilfe 

uat  und 

Vorgänge 

n, dass sie 

h  in  der 

RNA  eine 

dem Kern 

ützt.  Die 

xon‐ und 

ßvorgang 

die  Exons 

rung von 

dlage  für 

men  des 

mit  dem 

gnal zum 

m  tailing 

erstützen 

ss  gezielt 

d Abbau), 

mehreren 

der Regel 

kann die 



steady  s

Gegensa

Proteine

werden 

Onkogen

über die

weil  sie

enthalte

die  mR

Exonukle

mRNA b

Poly(A)‐S

betroffe

 

 T2.2.3

Die  dire

Stabilität

Phasen 

geschwin

stattfind

Translat

beeinflu

Kappens

der  Tran

spezifisc

Regulati

faktoren

proteink

translati

anderem

Spaltung

Anlageru

selektiv 

state‐Menge

atz  dazu  be

expression  a

kann.  Zum 

ne  kodieren,

e Modulation

e  entweder 

en, die über 

RNA  jedoch

easeverdau 

ei und förde

Schwanzes  d

nen mRNA e

Translation

ekte  Regulat

t von geringe

Initiation, El

ndigkeitsbes

det  (zusamm

ionsregulatio

sst. Die mei

struktur, Pol

nslationsmas

chen Regulat

on  basiert  v

n  oder  der 

komplexe wi

ert,  können

m können Ub

g  und  das  A

ung und Diss

reversibel od

 der mRNA 

esitzen  mR

auf  Grund  v

Beispiel  be

,  kurze  Halb

n der mRNA‐

einen  Defe

mRNA‐Abba

h  durch  d

geschützt.  V

ert zudem di

durch  eine 

eingeleitet (z

nsregulation

tion  der  Tra

er Relevanz.

ongation un

stimmenden 

mengefasst  in

on die Trans

sten mRNAs

y(A)‐Schwan

schinerie  zu

tion untersch

vornehmlich

Ribosomen,

e miRNAs un

n  die  synthe

biquitinierun

Anhängen  vo

soziation vo

der irreversib

jedoch nich

NAs  mit  e

von  wechse

esitzen  mRN

bwertszeiten

‐Stabilität ve

ekt  aufweise

au die Expres

ie  modifizi

Vor  allem  d

e Translation

Exonuklease

zusammenge

n und postt

nslation  ist 

Die an den 

d Terminatio

Schritt  dar

n  Sonenberg

slationseffizi

s besitzen ch

nz, untransla

u  interagiere

hieden (zusa

  auf  der M

,  während 

nd mRNA‐bin

etisierten  P

ng, Phosphor

on  Fettsäure

n weiteren F

bel modifizie

Einleitung

‐ 14 ‐ 

ht  innerhalb 

einer  niedrig

elnden  phys

NAs,  die  für 

n  und  die  G

ermittelt. Ein

en  oder  die

ssion des jew

erten  5'‐

der  Poly(A)‐S

n. Kommt es

e‐vermittelte

efasst in Guh

translatione

im  Vergleic

Ribosomen s

on einteilen

rstellt  und 

g  und Hinne

enz und die

harakteristisc

atierte Bereic

en.  Generel

mmengefass

Modifikation 

die  spezifis

ndende Prot

roteine  viel

rylierung, Hy

en  ein  Prote

Faktoren ka

ert werden.

kurzer Zeit 

gen  Halbwe

siologischen 

Cytokine,  W

enexpressio

nige mRNAs 

e  Transkript

weiligen Gen

und  3'‐End

Schwanz  trä

s zu einer ex

e  Deadenylie

haniyogi und 

elle Regulat

ch  zur  Trans

stattfindend

. Vieles spric

die  Regulat

ebusch,  2009

 Affinität vo

che Struktur

che und offe

l  wird  zwis

st in Preiss u

einzelner,  g

che  Regulat

teine induzie

fältigen  Mo

ydroxylierun

ein  posttrans

nn die Aktiv

signifikant g

ertszeit  den

Bedingunge

Wachstumsfa

n wird  zum 

werden jedo

te  eine  reg

ns dämpft. Im

den  vor  e

ägt  maßgebl

onukleolytis

erung, wird 

Brewer, 200

tion 

skriptionsreg

e Translation

cht dafür, da

tion  vor  alle

9). Häufig w

on Translatio

r‐ und Seque

ene Leserast

chen  einer 

nd W. Hentz

enereller  Tr

tion  vor  alle

ert wird. Ist d

odifikationen

g, Glykosylie

slational  ver

ität und Sta

geändert we

n  Vorzug,  d

en  sofort  a

faktoren  ode

überwiegen

och gezielt a

gulatorische 

m Wesentlic

einem  cyto

lich  zum  Sc

schen Verkür

die  Degrada

01).  

gulation  und

n lässt sich in

ass die  Initia

em  in  diese

werden  inner

onsinitiations

enzmerkmale

ter, um mit 

globalen  u

ze, 2003). Di

ranslationsin

em  über  R

die mRNA sc

n  unterliege

erung, prote

rändern.  Au

abilität eines

erden.  Im 

dass  die 

angepasst 

er  Proto‐

nden  Teil 

abgebaut, 

Sequenz 

chen wird 

solischen 

chutz  der 

rzung des 

ation  der 

d  mRNA‐

n die drei 

ation den 

er  Phase 

rhalb  der 

sfaktoren 

e wie die 

Faktoren 

nd  einer 

e globale 

nitiations‐

egulator‐

chließlich 

n.  Unter 

eolytische 

ch  durch 

 Proteins 



 2.3 P

 P2.3.1

Die  Poly

Standard

Ziel  ist 

spezifisc

DNA‐Pol

muss die

cDNA um

Random

prinzipie

entsteht

weiteren

Schmelz

Templat

werden 

Desoxyn

jedem P

als  Tem

PCR‐Zyk

Polymeras

Prinzip 

ymerasekett

dmethoden 

es  dabei,  e

cher  Oligon

lymerasen zu

ese vor dem 

mgeschriebe

 Hexamer‐ o

ell in drei Sch

t  aus doppe

n  Verlauf  w

temperatur 

e  anlagern 

die  Prime

nukleosid‐Tri

CR‐Zyklus en

mplate,  wob

lus kommt. I

sekettenre

tenreaktion 

in  der  Mol

eine  ausgew

ukleotide,  s

u vervielfält

Einsatz in de

en werden  (R

oder spezifisc

hritte unterte

lsträngigen 

wird  der  Rea

der Primer 

können  (A

er  von  ei

phosphaten 

ntstandenen

ei  es  theor

n der Regel 

eaktion 

(polymerase

ekularbiolog

wählte  DNA‐

sogenannten

igen  (Mullis 

er PCR erst n

RT‐PCR). Als

che Primer e

eilen (Abbild

DNA‐Molekü

aktionsansatz

abhängig  ist

nnealing).  M

ner  DNA‐a

(dNTPs)  un

 Produkte (A

retisch  zu  e

werden zwis

Einleitung

‐ 15 ‐ 

e  chain  rea

gie,  um  Gen

‐  bzw.  RNA

n  Primern, 

und Faloon

noch mittels 

s Primer  für 

eingesetzt w

dung 5). Im e

ülen  (dsDNA

z  auf  ein  b

t, herunterge

Mittels  ansc

bhängigen 

nd  Magnesiu

Amplifikate) 

einer  Verdo

schen 20‐40 

action  ‐  PC

nexpressions

‐Sequenz,  a

in  zyklisch

a, 1987). Um

reverser Tra

die  reverse 

werden. Der A

ersten Schritt

A) einzelsträn

estimmtes  T

ekühlt, so da

chließender 

DNA‐Polym

um‐Ionen  ve

dienen in de

opplung  der

Zyklen pro P

R)  gehört  m

suntersuchun

uch  Templa

en  Reaktio

m RNA quan

nskriptase in

Transkriptio

Ablauf eines 

t, der Denatu

ngige Matriz

Temperaturn

ass sich die 

Temperatur

merase  in 

erlängert  (El

em nachfolg

r  Template‐

PCR‐Ansatz d

mittlerweile 

ngen  durchz

ate  genannt

onen  mit  H

ntifizieren zu

n die komple

on können O

PCR‐Zyklus 

urierung bei 

zen‐DNA  (ssD

niveau,  das 

Primer spez

rerhöhung  a

Anwesenhe

longation). 

genden Zykle

Menge  nac

durchgeführt

zu  den 

zuführen. 

t,  mittels 

Hilfe  von 

 können, 

ementäre 

Oligo‐dT‐, 

lässt sich 

92‐95 °C, 

DNA).  Im 

von  der 

ifisch am 

auf  72 °C 

it  freier 

Die  nach 

en wieder 

h  jedem 

t. 



Abbildun
 

 R2.3.2

Die  Rea

konvent

nach  jed

kann dsD

1993),  z

eingeset

Fluoresz

ng 5: Schemat

Real‐Time P

al‐Time  PCR,

ionellen PCR

dem  Zyklus m

DNA mit Hilf

zum  andere

tzt  werden 

zenzsignal nu

ischer Ablauf 

PCR 

,  auch  quan

R dar. Das H

mittels  Fluo

fe von interk

en  können  F

(Saiki  et 

ur gemessen

der Polymera

ntitative  PC

Hauptuntersc

reszenzemis

kalierenden 

Fluorophor‐g

al.,  1985). 

n werden kan

Einleitung

‐ 16 ‐ 

asekettenreak

CR  (qPCR)  g

cheidungskri

ssion über e

Fluoreszenzf

getaggte,  se

Ein  Vorteil

nn, wenn di

ktion 

genannt,  ste

terium  ist, d

ine CCD‐Kam

farbstoffen d

equenzspezif

  von  Sond

e Sonde dur

ellt  eine  We

dass die amp

mera detekti

detektiert we

fische  Oligo

en  ist  ihre

rch die 5'‐3'‐

 

eiterentwick

plifizierte DN

iert wird. Zu

erden (Higuc

nukleotide 

e  Spezifität,

‐Exonuklease

lung  der 

NA direkt 

um einen 

chi et al., 

(Sonden) 

  da  ein 

eaktivität 



der  Pol

unmittel

eingeset

sicherzu

Der Kurv

 

Abbildun
al., 2006)

 
Während

untersch

zur  expo

einem La

Reaktion

quantific

innerhal

Verschie

Differen

zunehme

eine  Pla

ymerase  hy

lbarer Nachb

tzt,  muss  a

stellen, dass

venverlauf ei

ng 6: Schemat
) 

d der Initial‐

hieden werd

onentiellen 

auf dauert, i

nsbedingung

cation cycle 

b  eines  Ver

ebung  inner

z  zwischen 

ender Zyklen

ateau‐Phase.

ydrolysiert 

barschaft  zu

am  Ende  d

s nur die Ziel

iner PCR läss

tische Darstel

‐Phase ist da

en zu könne

Signalentwic

ist die korre

gen  herrsch

(Cq) ist grun

rsuchs  und 

rhalb  der  e

zwei  Cq‐W

nzahl allmäh

.  Die  Ursac

wird,  so  d

u einander  li

er  qPCR  e

sequenz und

st sich in vier

lung einer Am

s Fluoreszen

en. Erst mit z

cklung.  Nur 

kte Quantifiz

en.  Die  Fe

ndsätzlich wi

Gens  in  de

xponentielle

Werten  kon

hlich ab und

chen  hierfür

Einleitung

‐ 17 ‐ 

ass  Reporte

egen. Wird 

ine  Schmel

d keine Artef

r Phasen eint

mplifikationsk

nzsignal noch

zunehmende

in  dieser  e

zierung mög

stlegung  ei

llkürlich, jed

r  exponenti

en  Phase  d

nstant.  Schli

 es kommt 

r  können  vi

erfarbstoff 

ein  interkal

zkurvenanal

fakte wie Pri

teilen (Abbild

kurve  in der R

h zu schwach

er Akkumula

exponentielle

glich, da wäh

nes  Thresh

och muss er

iellen  Phase

ie  absolute

ießlich  flach

zum Überga

ielschichtig 

und  Quenc

ierender  Far

yse  durchge

mer‐Dimere

dung 6).  

RT‐qPCR (mod

h, um eindeu

ation von Am

en  Phase,  d

hrend dieser 

old  in  Verb

r so gewählt 

  befindet.  Z

n  Cq‐Werte

ht  die  Amp

ang  in eine  l

sein.  Neben

cher  nicht 

rbstoff  zur D

eführt  werd

e amplifiziert

difiziert nach 

utig vom Hin

mplifikaten k

die  wenige  Z

Phase die o

bindung  mi

werden, da

Zwar  veränd

e,  jedoch  b

plifikationsku

lineare und 

n  den  limit

mehr  in 

Detektion 

den,  um 

t wurden. 

 

Kubista et 

ntergrund 

kommt es 

Zyklen  in 

optimalen 

it  einem 

ss er sich 

dert  eine 

leibt  die 

urve  mit 

später  in 

tierenden 



Faktoren

Pyropho

(Kainz, 2

 

 R2.3.3

Die RT‐q

Bereichs

mRNA‐T

RT‐qPCR

von Plas

die  Qua

Genexpr

bezogen

Referenz

Referenz

et  al., 

Expressi

Quantifi

mRNA‐Q

Reduzier

RNA‐Ext

Zielgen u

wird  de

uneinhe

die einh

nötig  sin

untersch

herstelle

werden.

Hilfe der

Cq‐Wert

subtrahi

dem  ΔCq

n  wie  Prim

osphat und d

2000).  

Relative Qu

qPCR zählt m

s  zu  der  a

Transkripten 

R  zur Auswa

smid DNA, RT

antifizierung 

ression  des 

n. Durch  die 

zgene  sollte

zgen‐Index, 

2002;  Pfa

onsergebnis

zierung noch

Quantifizieru

rung der Var

raktionseffiz

und Referen

er  Cq‐Wert 

itlichen Nom

eitliche Schr

nd, um  ein d

heidet,  zu  e

erspezifische

 Die Express

r sog. 2 ∆∆

t  des  Refer

ert  (Gleichu

q‐Wert der 

mer,  dNTPs 

die synthetis

uantifizieru

mittlerweile a

m  meisten 

geht  (Busti

hl. Die Quan

T‐PCR‐Produ

eines  Zielg

Zielgens  au

in  der  Prax

en  mehrere 

verwendet w

affl  et  al., 

se  bezeichn

h weiter opt

ng  dar  (Pfaf

rianz der Exp

zienzen  sow

nzgen gleiche

herangezog

menklatur die

reibweise Cq

definiertes  F

erreichen  (K

en Algorithm

sionsuntersc

‐Methode 

enzgens  vo

ng 1.1). Ans

Behandlung 

und  Anza

ierten Ampl

ng 

auf Grund de

angewandt

in,  2002).  G

ntifizierung  k

ukten oder s

gens  relativ 

uf  ein  weite

xis  vorkomm

Referenzge

werden, um 

2004).  D

net.  Durch  E

timieren und

ffl,  2001).  D

pressionserge

ie  Fehler  be

ermaßen bet

gen.  Die  Au

eser Quantif

 vor (Bustin 

Fluoreszenzn

Kubista  et  a

men,  jedoch k

chiede könne

berechnet w

m  Cq‐Wert 

schließend w

gebildet  (G

Einleitung

‐ 18 ‐ 

ahl  an  Pol

ifikationspro

er Sensitivitä

ten  Method

Generell  ste

kann  zum ei

ynthetisierte

durchgefüh

eres  ubiquitä

menden  natü

ene  in  Tran

reproduzier

ieser  Vorga

Einbeziehung

d  stellt  in di

Der  Vorteil  d

ebnisse, da G

ei  der  revers

treffen. Als 

utoren  der 

fizierungszyk

et al., 2009)

niveau  (thres

al.,  2006).  D

kann dessen

en anschließ

werden  (Liva

des  zu  un

wird die Diff

leichung 1.2

ymerase‐Mo

odukte zune

ät, Genauigk

de,  wenn  e

hen  zwei  Q

inen, basiere

er DNA, abso

hrt  werden

är  und  hom

ürlichen  Exp

skriptanalyse

rbare Ergebn

ang  wird

g  der  PCR‐E

ieser Form d

dieser  Form 

Gewebe‐ und

sen  Transkri

Maß  für die

MIQE  Guide

klen (thresho

). Er entspric

shold), das  s

Die  Berechn

n Lage durch

ßend auf der

ak und Schm

tersuchende

ferenz aus d

2). Der  relati

olekülen  kö

hmend die P

eit und des 

es  um  die 

Quantifizierun

end auf eine

olut erfolgen

(Bustin,  200

mogen  exprim

ressionsschw

en,  zusamm

nisse zu erha

auch  als 

ffizienzen  lä

die bis dato 

der  Norma

d Matrixeffe

ption  innerh

 Quantifizier

elines  schla

old cycle (Ct)

cht der Anza

sich  signifika

ung  des  thr

h den Anwen

r Grundlage 

ittgen, 2001

en  Gens  inn

em  ΔCq‐We

ive Expressio

önnen  entst

Polymerase 

breiten dyna

Quantifizier

ngsstrategie

er Verdünnu

n. Zum ande

04).  Dabei 

miertes  Ref

wankungen 

mengefasst  i

alten  (Vande

Normalisier

ässt  sich  die

genaueste F

lisierung  lieg

ekte, untersc

halb  einer  P

rung der Sta

gen  auf  Gr

), crossing po

hl an PCR Zy

ant  vom Hin

resholds  ba

nder manue

dieser Cq‐W

1). Zunächst 

nerhalb  eine

ert der Kont

onsuntersch

tehendes 

hemmen 

amischen 

rung  von 

n  in  der 

ungsreihe 

eren kann 

wird  die 

erenzgen 

einzelner 

in  einem 

esompele 

ung  der 

e  relative 

Form der 

gt  in  der 

hiedliche 

robe  das 

artmenge 

rund  der 

oint (Cp)) 

yklen, die 

ntergrund 

siert  auf 

ll  justiert 

Werte mit 

wird der 

er  Probe 

rolle und 

ied einer 



Probe  z

bezogen

 

 

 

Allerding

Produkte

durchsch

Effizienz

aus  dem

dem  be

ermittelt

auch  in 

fällt aus 

 

 

 

 

 N2.3.4

Die  Nor

Prozesse

effizienz

Zeitpunk

häufigste

Genexpr

untersch

wischen  de

n auf eine Sta

gs beruht die

e in jedem Z

hnittlich zwis

z‐korrigierte 

m  berechnete

erechneten 

t (Gleichung

der Behand

der Berechn

Normalisier

mierung  ist 

es  Schwank

z ausgegliche

kten innerha

e  Methode

ressionserge

hiedliche RN

r  Behandlun

andardprobe

∆∆

ese Methode

Zyklus. In der

schen 1,6‐1,

relative Qua

en  Expressio

Expressionsu

 2.1). Idealer

lung sind die

nung heraus 

Ratio
ER

Ratio

Ratio

rung mittel

ein  essentie

ungen  in  d

en werden. 

lb einer Ana

e  und  der

bnissen  geh

A‐Isolierung

ng  und  der 

e, ergibt sich 

∆Cq CqZ

∆Cq  ∆CqB

Rat

e auf einer id

r Praxis liegt 

7 (Mülhardt

ntifizierungs

onsunterschi

unterschied 

rweise ist da

e Cq‐Werte 

(Gleichung 2

EZ
∆

R
∆

EZ
∆

EZ
∆

s Referenzg

eller  Bestan

der  mRNA‐E

Normiert we

lyse. Die Ver

r  goldene 

ht  (Logan  et 

seffizienzen,

Einleitung

‐ 19 ‐ 

Kontrolle  (

aus der arit

CqR

B ∆

tio 2 ∆∆C

dealen Ampl

 die PCR‐Effi

t, 2009). Aus

smodell entw

ied  zwischen

zwischen  B

as Referenzg

identisch  (G

2.3). 

∆C Z K

∆C R

∆C Z K

ER

∆C Z K

gen 

dteil  von  so

Extraktion,  r

erden kann 

rwendung vo

Standard, 

  al.,  2009). 

, Interferenz

(Ratio),  nor

hmetischen 

 

∆CqK

 

lifikationseff

izienz jedoch

sgehend von 

wickelt (Pfaff

n Behandlun

Behandlung 

en nicht reg

Gleichung 2.2

B

K B

B

B

oliden  qPCR‐

reversen  Tra

über viele P

on Referenzg

wenn  es 

Durch  diese

zen während

malisiert  zu

Formel 2 ∆∆

fizienz mit ei

h unter optim

der 2 ∆∆ ‐

fl, 2001). Dar

ng  und  Kont

und  Kontro

uliert und so

2). Somit wir

 

 

 

‐Versuchen, 

anskription 

Parameter u

genen als int

um  die  N

e  Form  der 

d der cDNA‐S

m  Referenz

∆  (Gleichun

(Gl

(Gl

(Gl

iner Verdopp

mierten Bed

‐Methode w

rin wird der 

trolle  im  Zie

olle  im  Ref

owohl in Kon

rd der Nenn

(Gl

(Gl

(Gl

da  innerha

und  Amplif

nd  zu versch

terne Kontro

Normalisieru

Normierung

Synthese und

zgen  und 

ng 1.3). 

l. 1.1) 

l. 1.2) 

l. 1.3) 

plung der 

ingungen 

wurde das 

Quotient 

lgen  und 

erenzgen 

ntrolle als 

ner 1 und 

l. 2.1) 

l. 2.2) 

l. 2.3) 

lb  dieses 

fikations‐

hiedenen 

olle ist die 

ung  von 

g  können 

d Matrix‐



Einleitung 

‐ 20 ‐ 

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 
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hydrolysiertem  Gesamtglucosinolat‐Extrakt  aus  Brokkoli  beobachtet.  Resultierend  aus  diesen 

***

15,0

***

***

***

10

100

0 20 40 60 80 100

Ze
llv
ia
bi
lit
ät
 (%

 d
er
 K
on

tr
ol
le
)

3,3'‐Diindolylmethan [µM] 

Koloniebildungsfähigkeit

Zellzahl



Versuche

glucosin

 

 4.3 B

Die Mod

transkrip

Verände

einzelne

oder  rep

und  Ko

Genexpr

aufgeno

Analyse 

dem von

der Sele

Art der A

prinzipie

Analyse 

eine  Se

Auswert

Diffizilitä

alle  Gen

Genexpr

untersuc

finden. 

spezifisc

Genexpr

GPX2, HS

Niveau  e

möglich 

untersuc

Summen

 

en  wurden 

olat‐Extrakt 

Beeinfluss

dulation  zell

ptioneller  E

erungen  nac

er Verbindun

primiert wird

nzentration 

ressionsprofi

mmen. Ein S

herangezoge

n einer signif

ektion bei M

Analyse wird

ell möglich, d

ausgeschlos

lektion  anh

tung  ist  in 

ät und Komp

ne  und  Sign

ressionsprofi

chten Gene 

Durch  Kateg

chen  Signa

ressionsprofi

SPA1A, SEPP

exprimiert w

war,  wurde

cht. Nicht  im

nparameter d

für  weiterf

aus Brokkoli

ung der Ge

ulärer  Signa

bene  statt. 

ch  Substanzi

gen ableiten

d,  ist  zum e

abhängig. 

ile der  Tests

Set, bestehe

en. Häufig w

fikanten diff

icroarray‐An

d jedoch die 

dass biologis

sen werden.

hand  eines 

Kapitel  6.2 

plexität der e

nalwege  eing

ile  befindet 

in  Kapitel 4

gorisierung, 

alwegen  ko

ile  erreicht w

P1 sowie UG

wurden,  kon

en  in  dieser

mmer war die

detektiert w

Ergebn

führende  Ex

i eingesetzt.

enexpress

alwege  und 

Letztendlic

inkubation, 

n. Ob und in w

inen  substan

Aus  diesem

substanzen m

nd aus 95 au

wird in der Lit

ferenziellen G

nalysen ange

biologische 

sch‐relevante

. Aus diesem

fold  chang

aufgeführt. 

erzeugten D

gegangen  w

sich  im  Anh

4.1.1  sowie d

Ordnen  nac

onnte  ein

werden. Da 

T1 in den ve

nten  diese 

r  Arbeit  gez

es jedoch m

urden. 

nisse und Dis

‐ 31 ‐ 

xperimente 

ion 

die Modifizi

ch  lassen  s

selektiv  Rüc

welchem Ma

nzspezifisch 

m  Grund  w

mit Hilfe de

usgewählten

teratur ein w

Genexpressi

ewandt, um 

Relevanz ein

e Gene aufg

m Grund wurd

e  vorzuneh

Bedingt  du

aten kann  in

werden.  Ein 

hang  8.7.2.5

der  jeweilige

ch  relativer G

e  systema

die Gene A

erwendeten 

nicht  zur Au

zielt  einzelne

öglich, so da

kussion 

12,5 µM  Su

ierung  der G

sich,  durch 

ckschlüsse  a

aß die Transk

und  zum an

wurden  kon

r Hochdurch

n Genen vers

willkürlicher 

on gesproch

die Auswert

nzelner Gene

grund  ihrer g

de in dieser A

men.  Eine 

urch  das  en

n der vorlieg

vollständige

5. Weiterhin

en  kodierten

Genexpressi

atische  Au

ABCB1, ADH,

HCT 116‐Zel

uswertung  h

e  relevante 

ass für einze

ulforaphan 

Genexpressio

Analyse  de

auf  intrazell

kription nach

nderen von d

zentrations‐ 

hsatz‐RT‐qPC

schiedener S

Faktor (fold 

hen wird. Hä

tung zu simp

e nicht berüc

geringen  Ind

Arbeit bewu

ausführliche

orme  Daten

genden Arbe

r  Überblick 

n  ist  eine  Zu

n Proteine  im

on  und  Zuo

swertung 

ALDH1A1, A

len nur auf e

herangezogen

Transkriptv

elne Gene m

und  20 µM

on  finden  h

er  transkrip

ulare  Angrif

h Inkubation

den Parame

  und  zeita

CR  in HCT 1

Signalwege w

change) def

äufig wird die

plifizieren. B

cksichtigt. So

duzierbarkeit

usst darauf ve

e  Beschreib

nvolumen  so

eit nicht  im D

über  die  e

usammenfas

m Anhang 8

ordnung  der 

der  entst

AXIN2, BBC3

einem sehr n

n werden.  S

varianten  ein

ehrere Isofo

 Gesamt‐

äufig  auf 

ptionellen 

ffspunkte 

n aktiviert 

etern Zeit 

bhängige 

16‐Zellen 

wurde zur 

finiert, ab 

ese Form 

Bei dieser 

o wäre es 

t von der 

erzichtet, 

bung  der 

owie  der 

Detail auf 

erzeugten 

sung  der 

8.7.2.1  zu 

Gene  zu 

tandenen 

3, DDIT3, 

niedrigen 

Sofern  es 

nes  Gens 

ormen als 



 K4.3.1

Um  de

Genexpr

verschie

 

4.3.1.1 

Die Ursa

Abbau v

sowohl 

Bedingu

physiolo

Hämoxy

In Abbild

Genen, 

Genexpr

zu einer 

Vor  alle

Indol‐3‐C

1,4‐fach

Inkubati

vergleich

TXNRD1 

Aktivieru

MT2A so

Vor  alle

Indol‐3‐C

das Enzy

Häm  zu 

diesem K

mittels  B

eine zell

al., 2003

für intra

Konzentrat

en  konzentr

ression  zu  u

denen Indol

Einfluss au

ache für die E

von reaktiven

endogene  a

ngen endoge

ogisches  Ma

genase, Kata

dung 15 ist d

die  mit 

ressionsprofi

konzentrati

m  die  Trans

Carbinol  erh

en  Expres

onskonzentr

hbarer  Einflu

beobachtet

ung dieser G

owie SOD2 n

m  die  deutl

Carbinol  zur 

ym Hämoxyg

den  Endpro

Kontext wirk

Biliverdin‐Re

uläre Antwo

3). Die Aktivi

zellulär gene

tionsabhäng

rationsabhän

untersuchen,

‐3‐Carbinol‐

uf Gene, die 

Entstehung v

n Sauerstoffs

als  auch  ex

en gebildete

ß  hinaus,  k

alase oder G

der konzentr

der  zellulä

il nach 24‐st

onsabhängig

skriptmenge

höht.  So  füh

sionserhöhu

ration  bis 

uss  nach  Su

t werden.  Zu

ene bis um d

ur marginal 

liche  Indukt

Induktion v

genase kodie

odukten  Koh

kt vor allem 

eduktase  ent

ort auf die In

erung von H

erierte ROS a

Ergebn

giger Einflu

ngigen  Einf

 wurden  Ge

Konzentratio

mit der zellu

von oxidative

spezies (reac

ogene  Fakto

en ROS einer

kommt  es 

lutathionper

rationsabhän

ären  Redox

tündiger  Inku

gen Aktivieru

e  von  HMOX

hrte  die  Ink

ung  im  V

um  das  5,

bstanzbehan

u  erkennen 

das 2,8‐fache

beeinflusst.

ion  von  HM

von oxidative

ert, das den 

hlenstoffmon

das Häm‐Ab

tsteht,  als A

duktion von

HMOX1 nach 

angesehen w

nisse und Dis

‐ 32 ‐ 

ss von Indo

fluss  von 

enexpression

onen in HCT 

ulären Redox

em Stress lie

ctive oxygen

oren  verant

r strikten Reg

zur  erhöhte

roxidase.  

ngige Einfluss

x‐Regulation 

ubation  ist z

ung zahlreic

X1  wurde  ko

kubation  mit

Vergleich  z

,6‐fache  na

ndlung  konn

ist, dass mi

e stattfand. S

MOX1  liefert 

em Stress  in

geschwindig

noxid,  Eisen 

bbauprodukt 

Antioxidants.

n oxidativem 

 Inkubation 

werden. 

kussion 

ol‐3‐Carbino

Glucosinola

nsprofile  nac

116‐Zellen a

x‐Regulation

egt in einem 

species ‐ RO

twortlich,  w

gulation unte

en  Genexpr

s von Indol‐3

assoziiert 

zu entnehme

her Gene, de

onzentration

t  100 µM  In

zur  Kontro

ch  Behandl

nte  auf  die  E

t  steigender

Simultan wu

Hinweise  d

n HCT 116‐Ze

gkeitsbestim

und  Biliver

Bilirubin, da

  Insofern  st

Stress dar (z

mit Indol‐3‐

ol 

t‐Hydrolysep

ch  24‐stünd

aufgenomme

n assoziiert s

Ungleichgew

OS). Für die B

wobei  die  un

erliegen. Ent

ession  zahlr

3‐Carbinol au

sind,  dar

en, dass die 

er antioxidat

nsabhängig  v

ndol‐3‐Carbin

olle,  die 

ung  mit  5

Expression  v

r Konzentrat

rde die Expr

arauf,  dass 

ellen  führte.

mmenden Sch

din  bzw.  Bil

as durch Red

ellt  die Akti

zusammenge

Carbinol kan

produkten 

iger  Behand

en. 

sind 

wicht aus Bild

Bildung von 

nter  physiol

tstehen ROS

reicher  Enzy

uf die Expres

rgestellt.  A

Substanzbeh

tiven Abweh

von  100  bis

nol  bereits 

mit  zune

500 µM  anst

von G6PD, G

tion  eine  sig

ression von C

die  Behand

. Durch HMO

hritt des Ab

lirubin  katal

duktion von B

ivierung  von

efasst in Ott

nn somit als 

auf  die 

dlung mit 

dung und 

ROS sind 

logischen 

 über ein 

yme  wie 

ssion von 

us  dem 

handlung 

hr führte. 

s  500 µM 

zu  einer 

hmender 

tieg.  Ein 

GCLC  und 

gnifikante 

CAT, GSR, 

dlung mit 

OX1 wird 

baus von 

ysiert.  In 

Biliverdin 

n HMOX1 

erbein et 

Indikator 



Abbildun
relative G
sind  die
± 95 %‐Ko
Hoc‐Test

 

4.3.1.2 

Hinsicht

Induktio

(GST),  U

protektiv

potentie

werden 

Im Folge

die  in V

zeigte d

Carbinol

Zudem  z

CYP1A1‐

wesentli

Inkubati

Vergleic

beeinflu

0

1

2

3

4

5

6

7
Re

la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

ng  15:  Einflus
Genexpression
e  Mittelwert
onfidenzinterv
: * p < 0,05; *

Einfluss au

lich der chem

on von detox

UDP‐Glucuro

v angesehen

elle  Kanzerog

können.  

enden ist der

Verbindung m

ie Verbindun

l  führte  zu 

zeigte  die  B

‐Expression 

ich geringere

on mit 500 

h  dazu,  wu

sst.  

ss  einer  24‐st
n von Genen, 
te  aus  zwe
vall. Statistisc
* p < 0,01; **

uf Gene, die 

mopräventiv

ifizierenden 

onosyltransfe

n (zusammen

gene  aufgru

r Einfluss vo

mit  dem  Fre

ng auf die E

einer  signifi

ehandlung m

bis  um  da

er Einfluss ko

 µM  Indol‐3

urde  die  Tr

*
*
*
*
*
*
*

*
*
*

Ergebn

tündigen  Inku
deren Protein
ei  unabhängi
ch signifikante
** p < 0,001.

mit Fremdst

ven Wirkung 

Enzymen de

erase  (UDP‐G

ngefasst in Ju

und  der  gest

n Indol‐3‐Ca

emdstoffmet

xpression vo

ikanten  Indu

mit  steigend

s  9,3‐fache 

onnte auf die

3‐Carbinol  zu

ranskriptmen

*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

nisse und Dis

‐ 33 ‐ 

ubation mit  I
ne an der zellu
igen,  in  Dr
e Abweichung

toffmetaboli

von Glucosi

es Fremdstof

GT)  und  NA

uge et al., 20

teigerten  Ph

arbinol auf d

tabolismus  s

on CYP1A1. 

uktion  der  C

den  Konzent

  nach  Beha

e Expression 

u einer 2,9‐f

nge  von  GS

*

kussion 

ndol‐3‐Carbin
ulären Redox‐
reifachbestim
g zur Kontroll

ismus assozi

nolat‐Hydro

ffmetabolism

AD(P)H‐Chin

007). So wird

hase‐II‐Enzym

ie relative E

stehen  (Abbi

Bereits eine

CYP1A1‐Tran

rationen  ein

andlung  mi

von NQO1 b

fachen Aktiv

STP1  durch 

*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

nol  (I3C)  in  H
Regulation be
mung  durch
e nach ANOV

iert sind 

lyseprodukte

mus wie Glut

onoxidoredu

d unter ande

maktivitäten

xpression vo

ldung  16). D

  Inkubation 

nskriptmenge

ne  dosisabhä

t  500 µM  I

beobachtet w

ierung der N

die  Behan

HCT  116‐Zelle
eteiligt sind. D
hgeführten  V
VA mit Dunne

en wird vor 

tathion‐S‐Tra

uktase‐1  (NQ

erem postul

n  schneller  e

on Genen da

Den  größten

mit 100 µM

e  um  das  3

ängige  Induk

Indol‐3‐Carb

werden. So f

NQO1‐Expre

ndlung  nur 

DM

10

20

30

40

50

 

en  auf  die 
Dargestellt 
Versuchen 
ett‐T Post‐

allem die 

ansferase 

QO1)  als 

iert, dass 

eliminiert 

argestellt, 

n  Einfluss 

M  Indol‐3‐

3,9‐fache. 

ktion  der 

inol.  Ein 

ührte die 

ssion.  Im 

marginal 

*
*
*
*
*
*
*

*
*
*

MSO

0 µM I3C

0 µM I3C

0 µM I3C

0 µM I3C

0 µM I3C



Über we

Kontext 

Aus  kom

eine  Aff

CYP‐Isof

(Perdew

Insofern

von CYP1

Abbildun
relative G
sind  die
± 95 %‐Ko
Hoc‐Test

 

4.3.1.3 

Zum Sch

sogenan

durch  fe

Replikat

somit  im

Replikat

Mutatio

In  Abbil

Genexpr

elchen Mech

wäre eine A

mpetitiven  B

finität  zum 

formen  über

w und Babbs,

 stellt die Bi

1A1 induzier

ng  16:  Einflus
Genexpression
e  Mittelwert
onfidenzinterv
: *** p < 0,00

Einfluss au

hutz der gen

nnte  Checkpo

ehlende  Wa

ion  erfolgen

m  Falle  von

ionsgabeln. A

nen führen. 

dung  17  ist

ression von G

0

2

4

6

8

10

12

Re
la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

anismus die 

Aktivierung d

indungsanal

AhR  besit

r  den  AhR  i

, 1991; Hest

indung an d

rt wurde. 

ss  einer  24‐st
n  von Genen
te  aus  zwe
vall. Statistisc
1. 

uf Gene, die 

nomischen  In

oints  überw

achstumsstim

n.  Die  Zellen

n  DNA‐Schä

Auf diese W

 

t  der  konze

Genen, die m

*
*
*

*
*
* *

*
*

*
*
*

Ergebn

Induktion vo

durch die Bin

ysen mit  Ind

zt  (Bjeldane

in  vitro  und 

ermann und

er AhR eine

tündigen  Inku
, die  in Verb
ei  unabhängi
ch signifikante

mit dem Zel

ntegrität we

acht.  Die  Ak

muli  als  auc

n  arretieren 

äden  die  R

eise wird ve

entrationsab

mit dem Zellz

*
*
*

nisse und Dis

‐ 34 ‐ 

on CYP1A1 v

ndung an de

dol‐3‐Carbin

es  et  al., 

in  vivo  dur

d Brown, 200

n plausiblen

 

ubation mit  I
indung mit d
igen,  in  Dr
e Abweichung

lzyklus asso

rden die ein

ktivierung  d

ch  durch  D

infolgedess

eparatur  be

rhindert, das

bhängige  Ein

zyklus in Ver

kussion 

verlief, kann

en aryl‐hydro

nol  ist  bereit

1991).  Zude

rch  Indol‐3‐C

03; Okino et

n Mechanism

ndol‐3‐Carbin
em  Fremdsto
reifachbestim
g zur Kontroll

ziiert sind 

nzelnen Phas

ieser  Zellzyk

DNA‐Schäden

sen  in  ihrer 

eziehungswe

ss die DNA‐S

nfluss  von  In

rbindung ste

*
*
*

*
*
*

nur spekulie

ocarbon‐rece

ts  bekannt, 

em  konnte 

Carbinol  ber

t al., 2009; K

mus dar, übe

nol  (I3C)  in  H
offmetabolism
mung  durch
e nach ANOV

senübergäng

klus‐Kontroll

n  und  Störu

Zellzyklusph

eise  die  Wi

Schäden vers

ndol‐3‐Carbi

hen, dargest

*
*
*

*
*
*

D

10

20

30

40

50

ert werden. I

eptor  (AhR) 

dass  die Ve

die  Indukt

reits  gezeigt

Kawajiri et a

er den die Ex

HCT  116‐Zelle
mus  stehen. D
hgeführten  V
VA mit Dunne

ge  im Zellzyk

punkte  kann

ungen  inner

hase  und  er

iederherstel

stärkt zu ver

inol  auf  die

tellt. Demna

DMSO

00 µM I3C

00 µM I3C

00 µM I3C

00 µM I3C

00 µM I3C

n diesem 

denkbar. 

rbindung 

tion  von 

t  werden 

l., 2009). 

xpression 

 

en  auf  die 
Dargestellt 
Versuchen 
ett‐T Post‐

klus über 

n  sowohl 

halb  der 

rleichtern 

lung  der 

erbbaren 

e  relative 

ch zeigte 



die Beha

CDKN2B

mit 500 

p21,  der

Senesze

p15 kodi

Dass ein

Cyclin‐ab

(zusamm

durchgef

Kinase‐In

Schutzm

Inwiewe

wurde in

 

Abbildun
relative  G
Mittelwe
intervall. 
* p < 0,05

 

 

andlung mit 

. Beide Gene

µM  Indol‐3‐

r  nach Aktiv

nz führt  (Ab

iert, der ebe

e Behandlun

bhängigen  K

mengefasst 

führten  Unt

nhibitoren  in

mechanismus

eit  die  Zellzy

n anschließe

ng  17:  Einflus
Genexpressio
rte  aus  zwei
Statistisch 

5; ** p < 0,01;

0

1

2

3

4

Re
la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

Indol‐3‐Carb

e wurden ko

‐Carbinol  ind

vierung  zum 

bas und Dut

enso wie p21

ng mit Indol‐

Kinase‐Inhibi

in  Rogan, 

tersuchunge

n HCT 116‐Z

  der  Zelle 

yklusverteilun

nden Zellzyk

ss  einer  24‐st
on  von  Genen
  unabhängige
signifikante  A
; *** p < 0,00

 

*
*

*
*
*

Ergebn

binol einen m

nzentrations

duziert. CDK

Zellzyklusar

tta, 2009). V

 den Arrest d

‐3‐Carbinol z

itoren  führt

2006).  In  A

n  vergleichb

Zellen. Prinzi

nach  Einwi

ng  durch Ak

klusanalysen 

tündigen  Inku
n,  die  für  ze
en,  in  Dreifac
Abweichung 
1. 

*
*
*

nisse und Dis

‐ 35 ‐ 

moderaten A

sabhängig bi

KN1A  kodiert

rrest  in  der 

Von CDKN2B

der Zelle in d

zur Modulati

t,  wurde  be

Analogie  zu

bare  Effekte

piell kann d

rkung  von 

ktivierung  vo

tiefergehen

ubation mit  I
ellzyklusreguli
chbestimmun
zur  Kontroll

kussion 

nstieg der Tr

s um das 2,8

t  für den Cy

G1/S‐  sowie

 wird der Cy

der G1‐Phase

on von den 

ereits  in  za

u  den  bishe

e  auf  die  Ex

ie Aktivierun

genotoxisch

on  CDKN1A

d untersucht

ndol‐3‐Carbin
erende  Prote
ng  durchgefüh
e  nach  ANO

ranskriptmen

8‐ bzw. 2,6‐fa

yclin‐abhäng

e G2/M‐Phas

yclin‐abhäng

e einleitet. 

Cyclin‐abhän

ahlreichen  Z

erigen  Ergeb

xpression  vo

ng von Kinas

em  Stress 

und  CDKN2B

t (siehe Kapi

nol  (I3C)  in  H
eine  kodieren
hrten  Versuch
OVA  mit  Dun

*

*
*
*

D

1

2

3

4

5

nge von CDK

ache nach In

gigen Kinase‐

se  und  zur  z

gigen Kinase‐

ngigen Kinas

Zelllinien  be

bnissen  zeig

on  Cyclin‐ab

se‐Inhibitore

verstanden 

B  beeinfluss

itel 4.6.1). 

HCT  116‐Zelle
n.  Dargestellt
hen  ±  95 %‐K
nnett‐T  Post‐

DMSO

100 µM I3C

200 µM I3C

300 µM I3C

400 µM I3C

500 µM I3C

KN1A und 

nkubation 

‐Inhibitor 

zellulären 

‐Inhibitor 

sen sowie 

obachtet 

gten  die 

hängigen 

en als ein 

werden. 

st wurde, 

 

en  auf  die 
t  sind  die 
Konfidenz‐
‐Hoc‐Test: 



 Z4.3.2

Um  den

untersuc

hydrolys

zu versch

 

4.3.2.1 

Im Folge

von  Gen

aufgeno

deutliche

von 8 h z

verblieb 

4,7‐fach

Represso

HMOX1 

Promoto

geschleu

2‐related

Nrf2‐abh

HMOX1 

oxidative

multiple

diesem Z

mit  Sulfo

12‐fache

natürlich

Insofern

Ferner 

Behandl

gesteige

Induktio

Depletie

Zeitabhäng

n  zeitabhäng

chen,  wurde

siertem Gesa

hiedenen Ze

Einfluss au

enden ist der

nen,  die  m

mmenen Ge

e  Induktion 

zur Induktio

die  Transk

e zurückging

or  Bach1,  d

bindet, strik

orregion ver

ust  wird.  D

d  factor  2 

hängigen  Ge

als  sogenan

en Stress akt

 AREs  in de

Zusammenh

oraphan erk

e nach Behan

hen  Induzier

 deuten die

kann  durch

ung  mit  Su

erte  ROS‐Pro

on  von  reak

erung denkb

giger Einflus

gigen  Einflus

en  HCT 116

amtglucosino

eitpunkten G

uf Gene, die 

r zeitabhäng

it  der  zellu

enexpression

des Gens H

n der HMOX

riptmenge  a

g. Unter phys

der  an  das 

kt reguliert. E

hindert, so d

ies  wiederu

(Nrf2)  die  B

ens  HMOX1 

nntes  early 

tiviert wird (

er  regulatoris

ang kann die

klärt werden

ndlung mit 1

rer  des  Kea

e  Ergebnisse 

h  die  ausge

lforaphan  zu

oduktion  ve

ktiven  Sauer

ar. So konnt

Ergebn

ss von Gluco

ss  von  Gluco

‐Zellen  entw

olat‐Extrakt a

enexpressio

mit der zellu

gige Einfluss 

ulären  Redox

nsprofilen ze

MOX1. So  fü

X1‐Expression

auf  einem  h

siologischen 

antioxidant 

Erst durch Ein

dass der Rep

um  ermöglic

Bindung  an 

(zusammen

response  ge

zusammenge

schen  Seque

e frühzeitige

n.  Ferner unt

12,5 µM Sulfo

p1‐Nrf2‐Sign

darauf hin, 

eprägte  Indu

ur  Generier

rlief,  kann 

rstoffspezies 

te  in Studien

nisse und Dis

‐ 36 ‐ 

osinolat‐Hy

osinolat‐Hyd

weder  mit 

aus Brokkoli

nsprofile auf

ulären Redox

von Glucosin

x‐Regulation

eigte sich de

ührte die  Ink

n um das 11

hohen  Nivea

Bedingunge

responsive 

nwirkung vo

pressor nicht

cht  dem  Tr

die  nun  fre

ngefasst  in  G

ene  in  der 

efasst in Abr

enz die  Tran

 und ausgep

terstützt die

oraphan die

nalwegs  dar

dass  Sulfor

uktion  von 

ung  von  RO

nur  spekulie

aufgrund  e

n bereits ge

kussion 

ydrolysepro

drolyseprodu

12,5 µM  Su

i oder 500 µ

fgenommen

x‐Regulation

nolat‐Hydrol

n  assoziiert 

r stärkste Ef

kubation mit

1,5‐fache (Ab

au  bevor  die

en wird die E

element  (A

n ROS wird d

t mehr bind

anskriptions

eie  Promoto

Gozzelino  et

Literatur  po

raham und K

nskription de

prägte Indukt

e  signifikante

 These, dass

rstellt  (Dinko

raphan den 

HMOX1  an

OS  führte.  Ü

ert  werden.

einer  möglic

zeigt werde

odukten 

ukten  auf  di

ulforaphan, 

M Indol‐3‐Ca

. 

n assoziiert s

yseprodukte

sind,  darge

ffekt bereits 

t 12,5 µM Su

bbildung 18).

e  Expression

xpression vo

RE)  in  der 

die Interaktio

et und  folgli

faktor  nucle

orregion  und

t  al.,  2010).

ostuliert,  da

Kappas, 2008

es Gens besc

tion von HM

e  Induktion 

s Sulforaphan

ova‐Kostova 

Keap1‐Nrf2‐

ngenommen

Über  welche

  In  diesem 

chen  intraze

n, dass Sulfo

ie  Genexpre

20 µM  My

arbinol inku

sind 

en auf die Ex

estellt.  In  a

 nach 8 h du

ulforaphan  i

. Im weitere

n  nach  48 h

on HMOX1 d

Promotorreg

on von Bach

ich aus dem

ear  factor 

d  die  Induk

  Des Weite

s  unmittelb

8). Zudem ka

chleunigt we

MOX1 nach In

von HMOX1

n einen der 

und  Talalay

‐Signalweg  a

n  werden, 

en  Mechanis

  Kontext  w

ellulären  Gl

oraphan prim

ession  zu 

rosinase‐

biert und 

xpression 

llen  drei 

urch eine 

nnerhalb 

n Verlauf 

  auf  das 

durch den 

gion  von 

1 mit der 

m Nukleus 

erythroid 

ktion  des 

eren  wird 

ar  durch 

nn durch 

erden.  In 

nkubation 

1 um das 

stärksten 

y,  2008). 

ktivierte. 

dass  die 

smus  die 

wäre  eine 

utathion‐

mär über 



passive 

Glutathio

 

Abbildun
relative G
sind  die
± 95 %‐Ko
Hoc‐Test

 

Dass  inf

Induktio

PRDX1, T

Ein  ver

hydrolys

Untersch

Kontext 

innerhal

neben G

wurde  z

aus  Brok

Gesamtg

abgeleite

Hydrolys

 

0

2

4

6

8

10

12

14

Re
la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

Diffusion  in 

on bis in den

ng  18:  Einflus
Genexpression
e  Mittelwert
onfidenzinterv
: * p < 0,05; *

folge  der  Su

on von zahlre

TXN sowie TX

rgleichbares 

siertem Gesa

hied in der E

wäre  denkb

b  der Matri

Glucosinolate

usätzlich ein

kkoli  aufgen

glucosinolat‐

et, dass die 

seprodukte z

*

*
*
*

die Zelle au

n millimolare

s  einer  zeitab
n von Genen, 
te  aus  zwe
vall. Statistisc
* p < 0,01; **

ulforaphan‐B

eichen Nrf2‐

XNRD1 berei

Genexpres

amtglucosino

Expressionsh

bar,  dass  sy

ix  für  die  st

en noch weit

n Genexpres

nommen  (Da

‐Extrakt aus 

ermittelten 

zurückzuführ

*
*
*
*
*

*
*

*
*

Ergebn

ufgenommen

en Bereich in

bhängigen  Ink
deren Protein
ei  unabhängi
ch signifikante
** p < 0,001.

ehandlung m

‐abhängigen 

its nach 8 h s

ssionsprofil 

olat‐Extrakt 

öhe ergab si

ynergistische

ärkere  Indu

ere reaktive 

ssionsprofil m

aten  nicht  d

Brokkoli kei

Effekte prim

ren sind.  

*
* *

*

*
*
*

*
*
*

*
*
*
*
*
**
*

nisse und Dis

‐ 37 ‐ 

n wird und u

ntrazellulär a

kubation mit 
ne an der zellu
igen,  in  Dr
e Abweichung

möglicherwe

Genen. So w

signifikant in

wurde  na

aus Brokkol

ich ein übere

e  Effekte  ve

ktion  verant

 Verbindung

mit 20 µM u

dargestellt). 

nen Einfluss

mär auf die b

*
*
***
*

*
*
***
*

*
*
*

kussion 

unmittelbar 

kkumuliert (

12,5 µM  Sulf
ulären Redox‐
reifachbestim
g zur Kontroll

eise  Nrf2  ak

wurde die E

nduziert.  

ach  Inkuba

li  erhalten  (A

einstimmend

rschiedener 

twortlich wa

gen im unters

unhydrolysie

Weil  die  Be

 auf die Gen

bei der Hydr

*
*
*
*
*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*

über Konjug

Zhang, 2000

foraphan  in H
Regulation be
mung  durch
e nach ANOV

tiviert wurd

xpression vo

tion  mit 

Abbildung  1

des Expressio

Glucosinola

aren. Da  anz

suchten Extr

rtem Gesam

ehandlung m

nexpression z

rolyse freiges

**
*
*

*
*
*

*
*
*
*

*

gationsreakt

0).  

HCT  116‐Zelle
eteiligt sind. D
hgeführten  V
VA mit Dunne

de,  zeigte  zu

on G6PD, GC

20 µM  My

19). Bis  auf 

onsmuster. I

at‐Hydrolyse

zunehmen w

rakt enthalte

mtglucosinola

mit  unhydro

zeigte, wurd

setzten Gluc

*
*
***

tionen an 

 

en  auf  die 
Dargestellt 
Versuchen 
ett‐T Post‐

udem  die 

CLC, GSR, 

rosinase‐

minimale 

n diesem 

produkte 

war,  dass 

en waren, 

at‐Extrakt 

lysiertem 

de daraus 

cosinolat‐

*
*
*
*
*
***
*
*
*
***
*

DMSO
8 h
16 h
24 h
36 h
48 h



Abbildun
Gesamtg
Proteine 
unabhäng
signifikan
*** p < 0

 

Ein  etw

erhalten

Transkri

Expressi

der Nrf2

die Beha

Stressge

Da  aus  S

Zellkultu

bereits z

ausgega

Zellkultu

Carbinol

50 µM 3

 

0

2

4

6

8

10

12

14

16
Re

la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

ng  19:  Ein
lucosinolat‐Ex
an  der  zell

gigen,  in  Dr
nte  Abweichu
0,001. 

was  anderes 

n (Abbildung 

ptmenge  vo

on um das 7

2‐abhängigen

andlung mit 

enen. 

Stabilitätsun

urmedien  zu

zu 50 % statt

ngen  werd

urmedium  vo

l in HCT 116‐

,3'‐Diindolyl

*

*
*
*

fluss  einer 
xtrakt aus Bro
lulären  Redo
reifachbestim
ung  zur  Kontr

Genexpres

20). Ähnlich

on  HMOX1 

7,6‐fache de

n Gene GCLC

Indol‐3‐Carb

ntersuchunge

u  3,3'‐Diindo

tgefunden ha

en,  dass  n

orlag.  Um  d

‐Zellen nähe

methan aufg

*
* *

*
*

*
* *

*
*

*
*

*
*
*

Ergebn

zeitabhängi
okkoli  in HCT 
x‐Regulation 

mmung  durch
rolle  nach  AN

ssionsprofil 

 wie im Sulfo

signifikant 

tektiert wer

C, GSR, PRDX

binol verglei

en mit  Indol

olylmethan  d

at (Bradlow u

neben  Indo

den  Einfluss 

r zu untersuc

genommen (

*
*
*

*
*
*
*
*
*
*
*
***
*

nisse und Dis

‐ 38 ‐ 

igen  Inkuba
116‐Zellen a
beteiligt  sin

hgeführten  V
NOVA mit  Du

wurde  nach

oraphan‐ind

induziert. 

den. Analog

X1, TXN und 

ichbare Effek

l‐3‐Carbinol 

dimerisiert 

und Zeligs, 2

l‐3‐Carbinol 

von  3,3'‐Di

chen, wurde

(Daten nicht 

*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*

*
*
*

*
*
*

kussion 

ation  mit  2
uf die  relativ
nd.  Dargestel
Versuchen  ±
nnett‐T  Post‐

h  Inkubatio

uzierte Expr

Bereits  nac

 dazu konnt

TXNRD1 beo

kte bezüglich

bekannt wa

und  die  Dim

2010), konnte

zusätzlich 

indolylmetha

en Genexpre

dargestellt).

*
*
*
*
*
*

*
*
*

*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

20 µM  Myro
e Genexpress
lt  sind  die 
95 %‐Konfide
Hoc‐Test:  *  p

n  mit  500 µ

essionsprofi

h  8 h  konn

e eine zeitab

obachtet we

h der Aktivie

ar,  dass  die 

merisierung 

e bei den Un

noch  3,3'‐

an  in  Abwe

ssionsprofile

. 

*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

osinase‐hydro
sion von Gen
Mittelwerte 

enzintervall.  S
p  <  0,05;  ** 

µM  Indol‐3

l wurde vor 

nte  eine  ge

bhängige Ak

erden. Insofe

erung von o

Substanz  sp

innerhalb  v

ntersuchunge

‐Diindolylme

senheit  von

e nach Inkub

*

*
*
*
*
*
*

 

olysiertem 
en, deren 
aus  zwei 
Statistisch 
p  <  0,01; 

‐Carbinol 

allem die 

esteigerte 

ktivierung 

ern zeigte 

xidativen 

pontan  in 

von  24 h 

en davon 

than  im 

n  Indol‐3‐

ation mit 

*
*
*
*
*
***
*
*
*
*

*
*
*
*

DMSO
8 h
16 h
24 h
36 h
48 h



Abbildun
relative G
sind  die
± 95 %‐Ko
Hoc‐Test

 

Beim  Ab

Indol‐3‐C

beobach

Genexpr

3,3'‐Diin

waren.  

Über  we

Regulati

werden.

ATPasen

infolge  e

2006).  

Weiterh

Induktio

eine  wic

intrazell

Rezepto

Zusamm

0

1

2

3

4

5

6

7

8
Re

la
ti
ve
 G
en

ex
pr
es
si
on

ng 20: Einfluss
Genexpression
e  Mittelwert
onfidenzinterv
: * p < 0,05; *

bgleich  der 

Carbinol.  Le

htet  werde

ressionsprofi

dolylmethan

elchen Mech

on  beeinflus

 Vereinzelt e

n  durch  3,3'‐

einer  Hyper

in  ist  in  alle

on von FTH1 

chtige  Rolle

uläre Eisensp

r kodiert. An

menhang mit 

*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

*
*
*

s einer zeitab
n von Genen, 
te  aus  zwe
vall. Statistisc
* p < 0,01; **

Daten  erga

ediglich  ma

en.  Somit 

ile  nach  Ink

n  sowie  auf

hanismus  In

ssten,  kann 

existieren in 

‐Diindolylme

polarisation 

en  drei  Gen

und simulta

  in  der  Reg

peicherprote

nzunehmen i

der  Induktio

***
*
* *

*
*
* *

*
*
*

*
*
*

Ergebn

hängigen Inku
deren Protein
ei  unabhängi
ch signifikante
** p < 0,001.

b  sich  ein  ä

rginale  Unt

konnte  da

kubation  mi

f  synergistis

ndol‐3‐Carbin

aus  den  au

der Literatu

ethan  inhibie

der  inneren

nexpressions

nen Repress

gulation  der

ein Ferritin H

ist, dass die 

on von HMO

*
*

*

*

nisse und Dis

‐ 39 ‐ 

ubation mit 5
ne an der zellu
igen,  in  Dr
e Abweichung

ähnliches  Ex

terschiede 

avon  ausge

it  Indol‐3‐Ca

sche  Effekte

nol  bzw.  3,3

ufgenommen

ur Hinweise d

ert werden 

n Mitochond

profilen  zu 

sion von TFRC

r  Eisen‐Hom

H, während T

Expressionsv

OX1 stehen. 

*
*
*

*

*
*
*

*
*
*
*
*
*

*
*
*

kussion 

00 µM Indol‐3
ulären Redox‐
reifachbestim
g zur Kontroll

xpressionsmu

in  der  Aus

egangen  w

arbinol  zum 

dieser  beid

3'‐Diindolylm

nen  Genexp

dafür, dass m

und  so  die 

drienmembr

erkennen,  d

C kam. Beide

möostase  ein

TFRC für den

veränderung

Wie bereits

*
*
*

**
*
*

**
*

*

3‐Carbinol in 
Regulation be
mung  durch
e nach ANOV

uster  wie  n

sprägung  de

werden,  da

Teil  auf  di

den  Substan

methan  die  i

ressionsprof

mitochondria

mitochondr

ran  stimulier

dass  es  zu  e

e Gene kodie

nnehmen.  FT

n membranst

gen von FTH1

s erläutert w

*
*
*

HCT 116‐Zelle
eteiligt sind. D
hgeführten  V
VA mit Dunne

ach  Behand

er  Effekte 

ss  die  er

ie  Anwesen

nzen  zurück

intrazelluläre

filen  nicht  a

ale membran

riale  ROS‐Pr

rt wird  (Gon

einer  zeitab

eren für Prot

TH1  kodiert

tändigen Tra

1 und TFRC i

wurde, kann 

*

 

en auf die 
Dargestellt 
Versuchen 
ett‐T Post‐

dlung  mit 

konnten 

rhaltenen 

heit  von 

kzuführen 

e  Redox‐

abgeleitet 

nständige 

roduktion 

ng  et  al., 

hängigen 

teine, die 

t  für  das 

ansferrin‐

im engen 

es durch 

**
*

*

*
*

*
*

*
*

DMSO
8 h
16 h
24 h
36 h
48 h



Ergebnisse und Diskussion 

‐ 40 ‐ 

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). 

 

 

 



Material und Methoden 

‐ 76 ‐ 

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 
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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 



Geldoku

wurde im

ein neue

 

 6.3 E

 B6.3.1

Durch  B

CYP‐Isof

spezifisc

Sauersto

mittels  F

länge vo

Versuchs

Je  5x10

anwachs

inkubier

aufgeno

1.250 rp

resuspen

1,5 ml K

Zellzahl 

und 450

Analyse 

Bestimm

Das NAD

der Prob

alle  Zell

control 1

1 µl Kali

Vorinkub

weitere 

eiskaltem

mentationsg

m weiteren V

es Primer‐De

Enzymakti

Bestimmun

Bestimmung 

formen  CYP1

chen  O‐Dee

off und  eine

Fluoreszenzd

on 580 nm de

sansatz 

06  HCT  116

sen  gelassen

t.  Nach  Ab

mmen und i

m  pelletiert

ndiert und d

aliumhydrog

bestimmt. In

00 rpm pellet

erfolgte die 

mung der ERO

DPH‐generier

ben erfolgte 

en  quantita

1, duty cycle

umhydrogen

bation wurd

60 min bei 

m Methanol

gerät  (Fuji  L

Verlauf darü

esign erforde

ivitäten 

ng der EROD

der  7‐Ethox

1A1,  1A2  un

ethylierung 

m NADPH‐g

detektion be

etektiert wer

6‐Zellen  wur

n  und  ansch

blauf  der  In

n einem 15 

t.  Anschließ

die Suspensio

genphosphat

n ein 1,5 ml 

tiert und wie

Lagerung be

OD‐Aktivität 

rende System

  innerhalb v

tiv  lysiert  w

e 10). Zu 10

nphosphatpu

en  jeweils 1

37 °C  inkubi

. Das  ausge

Mater

LAS3000)  det

ber entschie

erlich war. 

D‐Aktivität

xyresorufin‐O

nd  1B1  cha

des  Phenox

generierende

ei der Anreg

rden. 

rden  in  150

hließend  mi

nkubationsze

ml Plastikröh

ßend  wurde

on erneut be

tpuffer resus

Reaktionsge

eder  in 100 µ

ei ‐20 °C. 

m wurde vor

von 2 h unte

waren,  wurd

0 µl der Zell

uffer pipettie

17,5 µl NADP

ert. Das Abs

fällte  Protei

rial und Met

‐ 79 ‐ 

tektiert  (sie

eden, ob die 

O‐Deethylase

rakterisieren

xazonderiva

em  System  z

gungswellenl

0 mm  Zellku

it  der  jewei

eit  wurden 

hrchen durc

e  der  Über

ei 4 °C und 1

spendiert un

efäß wurden 

µl Kaliumhyd

r jeder Inkub

er Ausschluss

en  die  Susp

lsuspensione

ert und  für 

PH‐generiere

stoppen der

in wurde  du

hoden 

he  Anhang 

Performance

e  (EROD)‐Ak

n.  Die  EROD

tes  7‐Ethox

zu Resorufin

änge  von 53

ulturschalen

iligen  Testsu

die  Zellen 

h eine 3‐min

stand  abge

1.250 rpm ze

nd am elektr

12,6x106 Ze

drogenphosp

ation frisch 

s von Tages

pensionen  k

en wurden 5

5 min bei 37

endes System

r Reaktion e

urch  Zentrifu

8.7.2.4).  Anh

e der Primer 

ktivität  lasse

D‐Aktivität  b

xyresorufin 

  (Abbildung 

30 nm und d

ausgestreu

ubstanz  für 

abtrypsinie

nütige Zentrif

saugt,  das 

entrifugiert. 

onischen Zel

ellen pipettie

phatpuffer re

hergestellt u

licht. Um  zu

urz  sonifizie

5 µl 1 mM 7‐

7 °C vorinku

m  zum Ansa

rfolgte durc

ugation  bei  4

hand  der  Er

r akzeptabel 

en  sich  die  h

beruht  auf  d

in  Gegenw

g 35). Resoru

der Emission

ut,  mindest

eine  defini

ert,  in  10 m

fugation bei

Pellet  in  3

Die Zellen w

llzählgerät w

ert, für 3 min

esuspendier

und die Proze

u gewährleist

ert  (5x  pulse

‐Ethoxyresor

biert. Nach 

atz pipettiert

h Zugabe vo

4 °C  und  10

rgebnisse 

war oder 

humanen 

der  recht 

wart  von 

ufin  kann 

nswellen‐

ens  24 h 

erte  Zeit 

ml  PBSFKS 

 4 °C und 

3 ml  PBS 

wurden  in 

wurde die 

n bei 4 °C 

rt. Bis zur 

essierung 

ten, dass 

e,  output 

rufin und 

erfolgter 

t und  für 

on 250 µl 

.000 rpm 



pelletier

unter Au

Berechn

Die Qua

über die

Abbildun
resorufin
 

 B6.3.2

Die  Thio

Grundlag

Ellmans‐

unter  N

änderun

Durch Ei

nicht‐Th

Versuchs

Je  1x10

anwachs

inkubier

aufgeno

1.250 rp

resuspen

gefäß w

60 µl Kal

 

 

 

rt, der Übers

usschluss von

ung der ERO

antifizierung 

e Peakflächen

ng 35: Schema
‐O‐Deethylas

Bestimmun

oredoxinredu

ge für die Qu

‐Reagenz  5,

ADPH‐Verbr

ng  bei  405 n

insatz des sp

ioredoxinred

sansatz 

06  HCT  116

sen  gelassen

t.  Nach  Ab

mmen und i

m  pelletiert

ndiert  und  d

wurden  3,5x1

liumhydroge

tand wurde 

n Tageslicht 

OD‐Aktivität 

erfolgte mi

n. 

atische Darst
e‐Aktivität 

ng der Thior

uktase‐Aktiv

uantifizierun

,5‘‐Dithiobis‐

rauch  (Abbild

nm  durch  da

pezifischen T

duktase‐abh

6‐Zellen  wur

n  und  ansch

blauf  der  I

n einem 15 

t.  Anschließ

die  Zellzahl 

106  Zellen pi

enphosphatp

Mater

zur Analyse 

gelagert. 

ttels  extern

ellung der  zu

redoxinredu

vität  wurde 

g der Thiore

‐2‐Nitrobenz

dung  36).  D

as  Entstehen

hioredoxinre

ängige DTNB

rden  in  100

hließend  mi

nkubationsz

ml Plastikröh

ßend  wurde

am  elektron

pettiert,  für

puffer resusp

rial und Met

‐ 80 ‐ 

in ein neues

er  Kalibrieru

ugrunde  liegen

uktase‐Akt

mit  Hilfe  d

edoxinredukt

zoesäure  (D

Der  Verlauf 

n  des  gelb  g

eduktase‐Inh

B Reduktione

0 mm  Zellku

it  der  jewei

zeit  wurden

hrchen durc

e  der  Über

nischen  Zellz

r  3 min bei  4

pendiert. Bis 

hoden 

s 1,5 ml Reak

ung  im  Bere

nden Reaktio

ivität 

des  Kits  von

tase‐Aktivitä

DTNB)  zu  5

der  Reaktio

gefärbten  P

hibitors Auro

en erfasst. 

ulturschalen

iligen  Testsu

  die  Zellen

h eine 3‐min

stand  abge

zählgerät  be

4 °C und  4.5

zur Analyse 

ktionsgefäß ü

eich  von  0,2

n  zur Quantif

n  Cayman  C

t bildete dab

‐Thio‐2‐Nitro

n  konnte  üb

rodukts  TNB

othiomalat (A

ausgestreu

ubstanz  für 

n  abtrypsini

nütige Zentrif

saugt,  das 

stimmt.  In  e

500 rpm pell

erfolgte die 

überführt un

25‐14 pmol  R

fizierung der 

Chemicals  b

bei die Redu

obenzoesäur

ber  die  Abs

B  detektiert 

ATM), wurde

ut,  mindest

eine  defini

iert,  in  5 m

fugation bei

Pellet  in  5

ein  1,5 ml  R

etiert  und w

Lagerung be

nd auf Eis 

Resorufin 

 

7‐Ethoxy‐

bestimmt. 

ktion des 

re  (TNB) 

orptions‐

werden. 

en zudem 

ens  24 h 

erte  Zeit 

ml  PBSFKS 

 4 °C und 

5 ml  PBS 

eaktions‐

wieder  in 

ei ‐20 °C. 



Material und Methoden 

‐ 81 ‐ 

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. 

 

  ∆A /min
A Zeitpunkt 2 A Zeitpunkt 1
Zeitpunkt 2 min Zeitpunkt 1 min

  (Gl. 6.1) 

 
∆A/min Probe .= 

∆A/min Probe   ∆A/min Probe ATM ∆A/min BW ATM  
(Gl. 6.2) 

  Enzymaktivität U
∆A/min Probe .

6,35 mM
·

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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DNA‐Elektrophorese 

Agarosegel  2 g Agarose
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SDS‐PAGE 
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NM_001641.3 

NM_080648.2 

NM_080649.2 

(4 verschiedene Spleißvarianten)

ATM  NM_000051.3 

NM_138292.3 

NM_138293.1 

Serine‐protein kinase ATM 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

ATR  NM_001184.3  Serine/threonine‐protein kinase ATR 

AXIN2  NM_004655.3  Axin‐2 

B2M  NM_004048.2  Beta‐2‐microglobulin 

BAX  NM_004324.3 

NM_138761.3 

NM_138763.3 

NM_138764.4 

NM_138762.2 

Apoptosis regulator BAX 

(5 verschiedene Spleißvarianten) 

BBC3  NM_001127240.2 

NM_001127241.2 

NM_001127242.2 

NM_014417.4 

Bcl‐2‐binding component 3 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

BCL2  NM_000633.2 

NM_000657.2 

Apoptosis regulator Bcl‐2 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

BCL2L1  NM_001191.2 

NM_138578.1 

Bcl‐2‐like protein 1 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

BRCA1  NM_007294.3 

NM_007297.3 

NM_007298.3 

NM_007299.3 

NM_007300.3 

NM_007295.2 

NM_007296.2 

NM_007301.2 

NM_007302.2 

NM_007303.2 

NM_007305.2 

NM_007306.2 

Breast cancer type 1 susceptibility protein 

(12 verschiedene Spleißvarianten) 

BRCA2  NM_000059.3  Breast cancer type 2 susceptibility protein 

BTRC  NM_001256856.1 

NM_003939.4 

NM_033637.3 

F‐box/WD repeat‐containing protein 1A 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

CAT  NM_001752.3  Catalase 

CCND1  NM_053056.2  G1/S‐specific cyclin‐D1 
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CDKN1A  NM_000389.4 

NM_001220777.1 

NM_001220778.1 

NM_078467.2 

Cyclin‐dependent kinase inhibitor 1 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

CDKN1B  NM_004064.4  Cyclin‐dependent kinase inhibitor 1B 

CDKN2B  NM_004936.3 

NM_078487.2 

Cyclin‐dependent kinase 4 inhibitor B 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

CYP1A1  NM_000499.3  Cytochrome P450 1A1 

DDB1  NM_001923.4  DNA damage‐binding protein 1 

DDB2  NM_000107.2  DNA damage‐binding protein 2 

DDIT3  NM_001195053.1 

NM_001195054.1 

NM_001195055.1 

NM_001195056.1 

NM_001195057.1 

NM_004083.5 

DNA damage‐inducible transcript 3 protein 

 

E2F1  NM_005225.2  Transcription factor E2F1 

EGFR  NM_005228.3 

NM_201282.1 

NM_201283.1 

NM_201284.1 

Epidermal growth factor receptor 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

EPHX1  NM_000120.3 

NM_001136018.3 

NM_001291163.1 

Epoxide hydrolase 1 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

ERCC1  NM_001166049.1 

NM_001983.3 

NM_202001.2 

DNA excision repair protein ERCC‐1 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

ERCC2  NM_000400.3 

NM_001130867.1 

TFIIH basal transcription factor complex helicase XPD subunit 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

ERCC4  NM_005236.2  DNA repair endonuclease XPF 

ERCC5  NM_000123.3  DNA repair protein complementing XP‐G cells 

FTH1  NM_002032.2  Ferritin heavy chain 

G6PD  NM_000402.4 

NM_001042351.2 

Glucose‐6‐phosphate 1‐dehydrogenase 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

GADD45A  NM_001199741.1 

NM_001199742.1 

NM_001924.3 

Growth arrest and DNA damage‐inducible protein GADD45 
alpha 

(3 verschiedene Spleißvarianten) 

GAPDH  NM_001256799.2 

NM_001289745.1 

Glyceraldehyde‐3‐phosphate dehydrogenase 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 
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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 

NM_201397.1 

Glutathione peroxidase 1 

(2 verschiedene Spleißvarianten) 

GPX2  NM_002083.3  Glutathione peroxidase 2 

GSR  NM_000637.3 

NM_001195102.1 

NM_001195103.1 

NM_001195104.1 

Glutathione reductase, mitochondrial 

(4 verschiedene Spleißvarianten) 

GSTP1  NM_000852.3  Glutathione S‐transferase P 

GUSB  NM_000181.3 

NM_001284290.1 

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 

MDM2  NM_001145337.2 

NM_001145339.2 

NM_001145340.2 

NM_001278462.1 

NM_002392.5 

NM_001145336.1 

NM_006878.3 

NM_006879.3 

NM_006880.2 

NM_006881.3 

NM_006882.3 

NM_032739.1 

E3 ubiquitin‐protein ligase Mdm2 

(12 verschiedene Spleißvarianten) 
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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) 
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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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