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Einleitung

1 Einleitung

Gesunde Erndhrung, mit einem hohen Anteil an Obst und Gemiise wird assoziiert mit ei-
nem verminderten Risiko an Krebs zu erkranken [Knekt et al, 2002]. Tumore des Kolons
und Rektums stellen die zweithdufigste Todesursache durch Krebserkrankungen in den
westlichen Industrieldndern, sowohl bei Méannern als auch bei Frauen, dar. Weltweit wer-
den jéhrlich ca. 800.000 Neuerkrankungen diagnostiziert [Parkin, 2002]. Gerade bei Tu-
moren des Gastrointestinaltraktes scheinen, neben genetischer Disposition und Umweltfak-
toren, vor allem Erndhrungsgewohnheiten eine maB3gebliche Rolle zu spielen [Rafter et al,
2004]. In den letzten Jahren hat das Gesundheitsbewusstsein in der Bevolkerung enormen
Zuwachs gefunden. Der Pravention von Tumorerkrankungen kommt dabei ein groBer Stel-
lenwert zu. Lebensmittel bzw. Lebensmittelinhaltsstoffe mit chemopraventivem Potential
sind deshalb von groBtem Interesse fiir neue Entwicklungen auf dem stetig expandierenden
Markt an Nahrungsergénzungsmitteln und funktionellen Lebensmitteln. Apfelsaft stellt mit
einem Pro-Kopf-Verbrauch von 12,8 Litern pro Jahr, dass meist konsumierte Fruchtge-
trink in Deutschland dar [Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2004]. Aus diesem
Grund sollten im Rahmen des vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF) geforderten Netzwerkes —,, Rolle von Nahrungsbestandteilen in der Genese von
Darmkrankheiten und Moglichkeiten ihrer Pravention durch die Erndhrung“- Apfelinhalts-
stoffe mit protektivem Potential gegen inflammatorische und maligne Erkrankungen des
Kolons identifiziert und deren Wirkmechanismen untersucht werden.

Die Kanzerogenese ist assoziiert mit Verdnderungen der Expression und/oder Aktivitit von
Elementen unterschiedlicher Signaltransduktionskaskaden, die in die Regulation des Zell-
wachstums, der Differenzierung und der Induktion von Apoptose eingreifen. Die Inhi-
bierung solcher proliferationsassoziierter Signaltransduktionskaskaden durch Lebensmit-
telinhaltsstoffe gilt als interessantes Ziel fiir eine mogliche Chemoprivention. Lebensmittel
in ihrer komplexen Zusammensetzung beinhalten eine Reihe von so genannten ,,bioakti-
ven Inhaltsstoffen, von denen einigen, vor allem aus der Gruppe der Flavonoide, unter
anderem antikanzerogene, antimutagene, antioxidative und/oder antiinflammatorische Ei-
genschaften zugesprochen werden [Depeint et al, 2002; Manach et al, 2004]. Epidemiolo-
gische Studien zeigten bereits eine inverse Korrelation zwischen der Tumorinzidenz fiir
das kolorektale Karzinom und der Aufnahme von Flavonoiden durch Obst und Gemiise

[Witte et al, 1996].




Einleitung

Die biologischen Wirkungen von Lebensmittelinhaltsstoffen in vivo sind abhéngig von
ihrer Bioverfiigbarkeit. Ein vielfiltiger Abbau von Flavonoiden durch die gastrointestinale
Mikroflora in vivo ist beschrieben [Blaut et al, 2003]. Aufgrund der chemischen Instabilitét
von Polyphenolen kann auch unter in vitro Bedingungen ein Abbau nicht ausgeschlossen
werden. Die zelluldren Effekte von Polyphenolen werden bereits intensiv untersucht. So
sind aus der Gruppe der Flavonoide bereits einige Anthocyanidine sowie das Flavonol
Quercetin als Hemmstoffe des Wachstums humaner Kolonkarzinomzellen in vitro identifi-
ziert worden [Marko et al, 2004; Kern et al, 2005]. Im Gegensatz dazu ist iiber die biologi-
sche Relevanz der Abbauprodukte von Flavonoiden wenig bekannt. Untersuchungen zum
potentiellen Wirkmechanismus der Abbauprodukte, sowie thr moglicher Beitrag zu den
biologischen Wirkungen der urspriinglichen Flavonoide sind damit wesentlich fiir die Kla-

rung des chemopréventiven Effektes der Flavonoide.




Theoretischer Teil Krebs und Erndhrung

2 Theoretischer Teil

2.1 Krebs und Ernihrung

In den westlichen Industrieldndern stellt Krebs die zweithdufigste Todesursache nach den
Herzkreislauferkrankungen dar [Parkin, 2002]. Bosartige Tumore des Gastrointestinaltrak-
tes (GIT) machen in der BRD mit ca. 80.000 Neuerkrankungen pro Jahr etwa ein Drittel
aller Krebserkrankungen aus, wobei Manner ungeféhr 1,4-fach hiufiger betroffen sind als
Frauen. Etwa die Hélfte dieser Erkrankungen sind auf Karzinome des Kolons und Rektums
zuriickzufiihren [Statistisches Bundesamt, 2003].

Zur Entstehung von kolorektalen Karzinomen scheinen, zusétzlich zur genetischen Dispo-
sition und Umwelteinfliissen, vor allem Erndhrungsfaktoren mafigeblich beizutragen. Der
komplexe Zusammenhang zwischen Erndhrung und Krebs wurde in den letzten Jahren
vielfach diskutiert [Willet, 1995; Greenwald et al, 2000]. 35 % aller Krebserkrankungen
konnen auf Erndhrungsgewohnheiten zuriickgefiihrt werden. Statistische Daten des ameri-
kanischen Institutes fiir Krebsforschung (AICR) zeigen, dass im Falle des kolorektalen
Karzinoms sogar 65-75 % der Neuerkrankungen durch gezielte Erndhrung vermeidbar wi-

ren [AICR, 1997].

Normales Aberrante Adenom Karzinom
Epithel Krypte

| | |

_
Progression

¥ —_—
Promotion

DNA- Selektiertes klonales Akkumulation weiterer
Schadigung Wachstum der DNA Mutationen durch
initiilerten Zellen gesteigerte Proliferation

Abbildung 1: Stufenmodell der Kolonkanzerogenese [modifiziert nach Fearon und Vogelstein,
1990].
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Die Kanzerogenese ist ein mehrstufiger, multifaktoriell bedingter Prozess, der meist viele
Jahre dauert. Dieser Prozess wird in die drei Stadien Initiation, Promotion und Progression
unterteilt (Abbildung 1) [Fearon und Vogelstein, 1990; Houlston, 2001; Frattini et al,
2004]. Die Kolonkanzerogenese verlduft {iber mehrere histopathologische Stufen ausge-
hend vom normalen Epithel iiber das hyperproliferierende Epithel zu Lésionen einzelner
Krypten, den so genannten ,,aberrant Crypt Foci“ (ACF). Aus den ACF entwickeln sich
zuerst Adenome, die anschlieBend Karzinome mit unkontrolliertem Wachstum und Me-
tastasen ausbilden konnen [Gulliem et al, 1988]. Fearon und Vogelstein beschrieben mit
einem Modell der kolorektalen Kanzerogenese (Abbildung 1) die hdufigsten genetischen
Veranderungen in der "Adenom — Karzinom — Sequenz" [Fearon und Vogelstein, 1990].
Als ein frithes Ereignis der Kolonkanzerogenese wird eine Mutation im "adenomatous po-
lyposis coli” (APC)-Gen angesehen. Mutationen des APC-Gens flihren zur vermehrten
Promotion, weshalb APC als ein Schliisselgen der Kolonkanzerogenese gilt (Abbildung 2)
[Fearnhead et al, 2001; Fode, 2002].

Verlust von APC

T,

Transformation

Abbildung 2: Moglicher Mechanismus der Tumorentstehung durch APC-Mutationen [nach
Dikovskaya et al, 2001]. Normalerweise migrieren Dickdarmepithelzellen rasch
Richtung Darmlumen (a). Bei Verlust von oder Mutationen in APC weichen die
Zellen moglicherweise von ihrer Route ab (b) und werden aufgrund von Defekten
wiahrend der Chromosomensegregation aneuploid (c¢). Dadurch kommt es zur
Transkription proliferativer Gene (d).

Die Mehrzahl der Kolonkarzinome entsteht sporadisch unter dem Einfluss exogener Fakto-
ren. Es werden nur ca. 10 % aller kolorektalen Tumore auf eine genetische Disposition

zuriickgefiihrt [Parkin, 2002].
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Zu den genetischen Risikofaktoren zéhlen:

o familidre adenomatdse Polyposis (FAP) [Varesco, 2004; Strate und Syngal, 2005]

o erbliche kolorektale Karzinome ohne Polyposis, Lynch-Syndrom (,,Hereditary
Non-Polyposis Colorectal Cancer" (HNPCC)) [Jungck, 2000; Vasen, 2005]

o genetische Polymorphismen von Phase I- und Phase II-Enzymen [Sachse et al,
2002]

Als weitere Risikofaktoren fiir das kolorektale Karzinom gelten chronisch entziindliche
Darmerkrankungen und Diabetes mellitus vom Typ II [Hu et al, 1999; Larrson et al, 2005;
Limburg et al, 2005]. Den wichtigsten Risikofaktor stellt jedoch die Erndhrung in Form der
»Western Style Diet* dar. Es handelt sich hierbei um eine Erndhrungsform, die reich an
tierischen Fetten, raffinierten Kohlenhydraten und arm an Obst, Gemiise sowie Ballaststof-
fen ist [AICR, 1997; English et al, 2004; Norat et al, 2005]. In der Literatur werden unter
anderen folgenden Mechanismen zur Initiation und zur Promotion von Kolonkarzinomen
durch die Erndhrung diskutiert:

o Bildung von heterozyklischen aromatischen Aminen bei der Fleischzubereitung
[Cross und Sinha, 2004; Sinha et al, 2005]

o Erhohte Synthese von Gallensiduren durch Nahrungsfette, welche die durch die
Mikroflora des GIT in tumorpromovierende sekundiare Gallensduren metabolisiert
werden [Bruce, 2000]

o Ein erhohter Plasmainsulinspiegel, welcher bei libermiBiger Energiezufuhr zur
Insulinresistenz fiihren kann, wodurch es zur konstitutiven Proliferation des
Kolonepithels kommt [Schoen et al, 1999; Bruce, 2000]

« Ubergewicht in Folge von physischer Inaktivitit [Quadrilatero und Hoffman-Gétz,
2003]

Das durchschnittliche Erkrankungsalter fiir ein kolorektales Karzinom liegt in Deutschland
bei > 65 Jahren mit einer Fiinfjahresiiberlebensrate von 50 % [Gesellschaft der epidemio-
logischen Krebsregister, 2006]. Aufgrund des lebenslangen Einwirkens von Nahrungsbe-
standteilen auf das Kolonepithel gewinnt die Pravention durch die Erndhrung immer mehr
an Bedeutung. Als protektive Erndhrungsfaktoren werden diskutiert:

o Omega-3-Fettsduren [Roynette et al, 2004; Norat et al, 2005]

« Ballaststoffe [Pool-Zobel et al, 2002; Pool-Zobel, 2005]

« sekundére Pflanzenstoffe (Polyphenole, Kapitel 2.5)

o Vitamine: Vitamin A, C und E [Jacobs et al, 2003; Stone et al, 2004]
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2.2 Zellulire Signaliibertragung

Fiir alle eukaryontischen Zellen ist die Kommunikation mit der Zellumgebung im Hinblick
auf ihre Differenzierung, Proliferation und der Induktion von Apoptose von essentieller
Bedeutung. Die extrazelluldren Informationen werden beispielsweise vermittelt durch:

o Jonen

o Komponenten der extrazelluldren Matrix

o Wachstumsfaktoren

o Neurotransmitter

o Hormone
Mit Hilfe membranstidndiger Rezeptoren und nachgeschalteten Signalelementen wird ein
Stimulus durch so genannte Signaltransduktionskaskaden weitergeleitet und/oder amplifi-
ziert und dadurch z. B. das Genexpressionsprofil der Zelle moduliert [Thiel und Réssler,

2005; Djahansouzi et al, 2004].

2.2.1 Die mitogen aktivierbare Proteinkinase (MAPK)-Kaskade

Die mitogen aktivierbare Proteinkinase (MAPK)-Kaskade kann in zwei Module unterteilt
werden, die sich in ihrer Aktivierung unterscheiden. Das eine Modul wird durch Wachs-
tumsfaktoren (mitogen) aktiviert, das andere Modul durch Stress, Zytokine oder Zell-Zell-
Interaktionen. Beide Module sind in ihrem prinzipiellen Aufbau identisch (Abbildung 3).
Das extrazelluldre Signal wird liber einen Transmembranrezeptor auf eine nachgeschaltete
Kinasekaskade, bestehend aus drei hintereinander geschalteten Kinasen, {ibertragen. Durch
die Kinasen wird das Signal in den Zellkern weitergeleitet, wo es zur Modulation der Ex-
pression spezifischer Zielgene kommt. In der vorliegenden Dissertation wurde nur die Mo-
dulation des mitogen aktivierbaren Moduls durch Apfelpolyphenole untersucht, weshalb
der Aufbau des Stress-aktivierbaren Moduls nicht ndher erldutert wird [Djahansouzi et al,

2004].
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] Wachstums- Stress/Zytokine
Stimulus faktoren Zell/zell-Interaktionen

MAPKKK

MAPK LERK1/2 > <

Biologische Wachstum Entzindung
Wirkung Differenzierung Apopotose
Wachstum

Differenzierung

Abbildung 3: Schematische Darstellung der mitogen-aktivierbaren Proteinkinase (MAPK)-
Kaskade [Cell Signalling Technology ™]. Erk, extrazellulir-regulierte Kinasen;
MAPK, mitogen aktivierbare Proteinkinase; MAPKK, mitogen aktivierbare
Proteinkinase Kinase; MAPKKK, mitogen aktivierbare Proteinkinase Kinase
Kinase MEK/MKK, MAPK/Erk-Kinasen; INK/SAPK, c-Jun-N-terminale Kinase/
Stress-aktivierbare Proteinkinase, Raf-1/MEKK, Serin/Threonin-spezifische
mitogen-aktivierbare Proteinkinase Kinase (MEK/MKK) Kinasen.

2.2.1.1 Das mitogen aktivierte Modul

Ein extrazelluldrer Ligand wie z. B. der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) bindet an den
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR). Durch Rezeptordimerisierung kommt es
zur Aktivierung der intrinsischen Proteintyrosinkinase (PTK) (Abbildung 4). Dabei werden
die Tyrosinreste durch den Dimerisierungspartner phosphoryliert und dienen als Bindungs-
stellen fiir Adapterproteine mit einer SH2-Doméne [Lemmon et al, 1994; Nioche et al,
2002]. Zu diesen gehort das Adapterprotein Grb2, (,,growth factor receptor-bound protein
2), welches somit die Translation des GDP/GTP-Austauschfaktors ,,son of sevenless*
(Sos) ermoglicht [Batzer et al, 1994]. Das Schalterelement Ras wird durch Sos in seine
aktive Form tiberfiihrt, indem GDP gegen GTP ausgetauscht wird [Sonderman et al, 2004].
Ras bindet wiederum Raf-Kinasen, eine Familie von Serin/Threonin-Kinasen (MAPKKK),
die dadurch an die Zellmembran rekrutiert werden und dort maximal aktiv werden [Mason
et al, 1999; Hilger et al, 2002]. Es sind bislang die drei Raf-Isoformen Raf-1, A-Raf und B-
Raf beschrieben [Hagemann und Rapp, 1999; Beeram et al, 2003]. Alle drei Isoformen
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interagieren mit Ras und phosphorylieren MEK1 und MEK2 (MEK1/2, MAPKK/ERK-
Kinasen). MEK1/2 aktivieren durch Phosphorylierung des Tyrosin-Glutaminséure-
Threonin Motivs die extrazelluldr regulierten Kinasen ERK1/2 (p44/p42 oder MAPK, Ka-
pitel 2.2.1.4). ERK1/2 sind Serin/Threonin-Kinasen mit mehr als 50 identifizierten Sub-
straten [Joneson et al, 1998]. ERK1/2 besitzen als zelluldre Substrate den EGFR und Sos,
die somit negativ autoreguliert werden [Silver et al, 2004]. Ein nukledres Substrat von
ERK1/2 ist der Transkriptionsfaktor Elk-1, der nach Phosphorylierung an die Promotor-
region seiner Zielgene binden kann. Dies flihrt zur Transkription von Onkogenen wie z. B.
c-fos und c-myc [Wang und Prywes, 2000; Wilkinson und Millar, 2000]. Gegenspieler der
Proteinkinasen sind spezifische Phosphatasen, wie z. B. die Proteinphosphatase PP2A fiir

Raf-1 [van Rossum et al, 2001].

(P)
MEK1/2

E— ERK1/2

-~

—
—
— —

Abbildung 4: Die mitogen aktivierte Proteinkinasekaskade (MAPK), Elk-1, Transkriptions-
faktor (,,Ets-like kinase*); ERK, extrazellulidr regulierte Kinasen; Grb2, ,,growth
factor receptor-bound protein 2“; MEK, MAPK/ERK-Kinasen; PP2A;
Proteinphosphatase; PTK, Proteintyrosinkinase; Raf-1/MEKK, Serin/ Threonin-
spezifische Kinase; Sos, ,,son of sevenless®, GTP-Austauschfaktor; SRE, Serum-
responsives Element.
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2.2.1.2 Verkniipfung der MAPK-Kaskade mit anderen Signaltransduktions-
kaskaden

Durch so genannte ,,Crosstalks® konnen Elemente der MAPK-Kaskade durch andere Sig-
nalwege moduliert werden (Abbildung 5). Dies erfolgt bevorzugt auf der Ebene von Raf-1.
Beispielsweise kann Raf-1 durch den Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg
oder durch die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden [Clark et al, 2004]. Im Gegensatz
dazu wird Raf-1 durch die Proteinkinase A (PKA), einem Schliisselenzym des cAMP-
Signalweges, durch eine Phosphorylierung an den Serinen 43, 259 und 621 inhibiert. Die
Phosphorylierung an Ser 259 scheint hierbei die Entscheidende zu sein [Dhillon et al,
2002].

EGF
RTKs [Ca2+]
t-u—\

GPCR o N lonenkanal

—~

— AC Zellmembran

ATP/ \ / ﬁ } [Ca2]

@ CAMP o, ﬁﬁ' —

/ 1 /POA

PKA
5-AMP
_PO,
Zellkern

Genexpression

SRE

Abbildung 5: Schema zum ,,Crosstalk® zwischen cAMP-Signalweg, der Proteinkinase C und
MAPK-Kaskade. AC, Adenylatzyklase; AMP, Adenosinmonophosphat; ATP,
Adenosintriphosphat; cAMP, zyklisches Adenosinmonophosphat; Ca*", Kalzium;
CRE, cAMP-responsives Element; EGF, epidermaler Wachstumsfaktor; Elk-1,
Transkriptionsfaktor; GPCR, G-Protein-gekoppelter Rezeptor; MAPK, mitogen
aktivierbare Proteinkinase; MAPKK, mitogen aktivierbare Proteinkinase Kinase;
PDE, zyklische 3°, 5’ Nukleotidphosphodiesterase; PKA, Proteinkinase A; PKC,
Proteinkinase C; PLC, Phospholipase C; PO,4, Phosphatrest; PTKs, Protein-
tyrosinkinase des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR); Raf,
Serin/Threonin-Kinase; Ras, GTP-abhingiges Signalelement; RTK, Rezeptor-
tyrosinkinasen; SRE, Serum-responsives Element.
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2.2.1.3 Epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

Zur ErbB-Familie, einer Familie von Rezeptortyrosinkinasen (RTK), gehoren der epider-
male Wachstumsfaktorrezeptor ErbB1 (Herl, Abbildung 6), ErbB2 (Her2/neu), ErbB3
(Her3) und ErbB4 (Her4). Der ErbB1 wird im Folgenden als epidermaler Wachstumsfak-
torrezeptor (EGFR) bezeichnet. Er wurde erstmals von Carpenter et al, [1978] beschrieben
und wird von einem einzelnen Gen kodiert, welches auf Chromosom 7p11-13 lokalisiert

ist.

NH

ST —»

Extrazellulare
Domane

- Tran§membran
Doméne

Intrazellulare
Doméane

Y992
Y1045

Y1068
Y1086

Y1148
Y1173

COCH

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Struktur des EGFR [modifiziert nach Bazley and
Gullick, 2005]. Der monomere EGFR besitzt eine extrazellulire Doméne,
bestehend aus zwei Ligandenbindungsdoménen L1/2 und zwei cysteinreichen
Dominen (S1/S2), eine Transmembrandoméne und eine intrazellulére
Kinasedoméne. JM, Juxtamembrandomine; Y, Tyrosinrest

Der EGFR ist ein 1186 Aminosduren groBBes Glykoprotein mit einer zytoplasmatischen
Domaéne, einer Transmembrandoméne und einer glykosylierten, extrazelluliren Liganden-

bindungsdoméine (Abbildung 6).
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Die Ligandenbindungsdomine besteht aus vier Subdoménen L1, S1 und L2, S2. S1 und S2
sind homologe cysteinreiche Doménen. L1 und L2 bilden die Ligandenbindungsbereiche
[Garrett et al, 2002; Ogiso et al, 2002].
Die intrazellulire Doméne wird in drei Regionen aufgeteilt [Gullick, 2001; Garret et al,
2002; Ogiso et al, 2002; Bazley and Gullick, 2005]:
o Juxtamembrandoméine
« nicht-katalytischer carboxyterminaler Teil: beinhaltet die sechs Phosphorylierungs-
stellen fiir die Aktivierung von Adapterproteinen, wie z. B. Grb2, sowie fiir Motive
fiir die Initialisierung und Degradierung des Rezeptors
e Zentrale Tyrosinkinasedoméne SH1 (Src homologe Doméne 1): Notwendig fiir die

Phosphorylierung und damit Aktivierung der sechs carboxyterminalen Tyrosinreste

(Y)

Bislang konnten elf Liganden von Rezeptoren der ErbB-Familie identifiziert werden. Dazu
gehoren unter anderem EGF, der ,.transforming growth factor alpha“ (TGFa), Amphiregu-
lin, Heparin-bindendes EGF (Hb-EGF) und die Neuregulin-Unterfamilie [Olayioye et al,
2000; Gullick, 2001; Bazley and Gullick, 2005]. In Abwesenheit von Liganden ist der mo-
nomere Rezeptor inaktiv. Bindet der Ligand, z. B. im Falle von EGF im Verhiltnis 1:1, an
den Rezeptor, kommt es, aufgrund einer Interaktion zwischen der cysteinreichen Doméne
(S1-Doméne) des EGFR mit der S1-Doméne eines zweiten EGF-Rezeptors zur Homodi-
merisierung (Abbildung 7). Jede S1-Domaéne bildet nach Ligandenbindung eine extrazellu-
lire Dimerisierungsschleife, die fiir die Dimerisierung der Rezeptoren verantwortlich ist
[Garett et al, 2002; Ogiso et al, 2002]. Der EGFR bildet bei seiner Aktivierung sowohl
Homo- als auch Heterodimere mit weiteren Rezeptoren der ErbB-Familie aus [Wells,
1999; Yarden und Sliwkowski, 2001; Fan et al, 2005]. In allen ErbB-Rezeptoren ist die
Dimerisierungsschleife homolog; dies ist die Voraussetzung fiir eine Dimerisierung mit
weiteren Rezeptoren der ErbB-Familie. Fiir ErbB2 wird wegen seiner ligandenunab-
hingigen Aktivitét eine konstitutive Aktivierung postuliert [Half et al, 2004]. ErbB2 ist

aufgrund seiner konstitutiven Aktivitit der bevorzugte Dimerisierungspartner des EGFR.

11
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Ligand
(EGF, TGFa)

Rezeptor-
dimerisierung

Bindung des
Liganden

Zytosol

Zellmembran

Abbildung 7: Dimerisierung des EGFR nach Ligandenbindung und Aktivierung der

Proteinkinasekaskade [modifiziert nach http://www.astrazeneca.no/images/
medica/0403 EGFR_figdny.gif]. EGF, epidermaler Wachstumsfaktor; ERK,
extrazelluldr-regulierte Kinasen, MEK, MAPK/ERK-Kinase, Raf-1, Serin/

Threonin-Kinase; TGFa, ,,transforming growth factor a*; TK, Tyrosinkinase

In einer Vielzahl von Tumoren, wie z. B. der Brust, des ZNS und des Kolons ist der EGFR

stark iiberexprimiert und gilt daher als Zielprotein fiir Antitumortherapien [Stern, 2003;
Layfield et al, 2003; Mamot und Rochlitz, 2005]. Eine erh6hte EGFR-Expression und Ak-

tivitit korreliert hdufig mit einer schlechteren Prognose und Therapierbarkeit [Mamot und

Rochlitz, 2005]. AuBBerdem scheint eine erhohte Rezeptordichte mit einer gesteigerten Pro-

duktion von Liganden einherzugehen, mit der Folge einer autokrinen Stimulation [Mamot

und Rochlitz, 2005]. Es gibt bislang drei Strategien zur Modulation des EGFR, die in der

Tumortherapie zur Anwendung kommen kdnnten:

1.

Monoklonale Antikorper, die die Ligandenbindungsdoméne blockieren, wie z. B.
Cetuximab (Merck) [Cunningham et al, 2004]

Inhibitoren der intrinsischen Proteintyrosinkinaseaktivitit, z. B. Gefitinib (Iressa™)
[Lynch et al, 2004]

Antikorper-basierende Immunokonjugate, wie z. B. Immunotoxine oder Immuno-

liposomen [Mamot et al, 2003]

Nur die Ansétze unter Punkt eins und zwei haben bisher die Phase III der klinischen Stu-

dien

erreicht [Mamot und Rochlitz, 2005].
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Tyrphostine (Quinazolinderivate) hemmen spezifisch die Tyrosinkinasedoméne der ErbB-
Familie und somit deren Aktivierung via EGF-induzierter Autophosphorylierung [Osherov
et al., 1993; Daub et al., 1997]. Tyrphostin AG1478 (4-(3-Chloroanillino)-6,7-dimethoxy-
quinazolin, Abbildung 8) ist ein potenter und spezifischer Inhibitor des EGFR (ICso-Wert
(isolierter EGFR) = 3 nM) [Osherov & Levitsky, 1994]. ErbB2 wird hingegen nur margi-
nal (ICsp-Wert (isolierter ErbB2) > 100 uM) gehemmt [Osherov & Levitsky, 1994].

HN cl
o)
HyC” XN
o N

Abbildung 8: Struktur des spezifischen EGFR-Inhibitors Tyrphostin AG1478

2.2.1.4 Extrazelluliir regulierte Kinasen ERK1 und ERK2

Die Proteinkinasen ERK1/2 wurden 1991 erstmals beschrieben [Boulten und Cobb, 1991].
ERK1/2 sind MAP-Kinasen mit einem Molekulargewicht von 44 bzw. 42 kDa und sind in
ithrer Struktur zu 85 % homolog [Pearson et al, 2001]. In der nicht stimulierten Zelle liegen
sie im Zytoplasma an Mikrotubuli assoziiert vor. Sie werden durch die vorgeschalteten
MAPK-Kinasen (MEK1/2 oder MKK) aktiviert [Ashworth et al, 1992]. Die Aktivierungs-
schleife von ERK1/2 besteht aus einem Motiv aus Threonin (T)/X/Tyrosin (Y), wobei X
hiufig Glutaminsdure ist (Abbildung 9) [Pearson et al, 2001]. Die Phosphorylierung des
Tyrosin- und Threonin-Restes fiihrt zu einer 1000-fach hoheren Enzymaktivitit im Ver-

gleich zur un- bzw. monophosphorylierten Form [Robbins et al, 1993].

13
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ERK1/2 besitzen mehr als 50 sowohl zytosolische als auch nukledre Substrate, wie z. B.:

o Zytosolische Substrate:
o Phospholipase A2 [van Rossum et al, 2001]
o Topoisomerase Ila [Shapiro, 1999]

o Proteinkinasen: MAP Kinase interagierende Kinase (Mnk) [Parra et al,
2005]

o Nukledre Substrate:

o AP-1 (,activated protein-1°) Familie (c-jun, c-fos) [Wang und Prywes,
2000]
o Ets-Domaéne Proteine (Elk-1) [Wilkinson und Millar, 2000]

ATP
TXY: TXY
& — @
inaktiv PP2A aktiv
PTP1
MKP-1, -2, -3

Abbildung 9: Darstellung der Aktivierung von MAPK-Enzymen durch duale Phosphorylierung,
[modifiziert nach Cobb und Goldsmith, 1995]. ATP, Adenosintriphosphat;
MAPK, mitogen aktivierte Proteinkinase/ERK1/2; MAPKK, mitogen aktivierte
Proteinkinase Kinase; PP2A, PTP1 und MKP, Proteinphosphatasen; TXY, Thr-X-
Tyr-Konsensus-Sequenz..
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2.2.2 Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg (Abbildung 10) spielt eine wichtige Rolle fiir die Zellproliferation, die
Morphologie und die Zellmotilitit [Frame und Cohen, 2001]. Ein Aktivierungsstimulus
wird iiber Wnt-Faktoren, cysteinreiche Glykoproteine, die mit dem ,,Frizzled“-Rezeptor
interagieren, vermittelt. Bislang wurden 19 humane Isoformen an Wnt-Proteinen identifi-
ziert [Chtarbova und Miiller, 2003]. Der Mechanismus der Wnt-Signalweiterleitung durch
den ,,Frizzled“-Rezeptor ist noch nicht vollstindig aufgeklirt. Ergebnisse an Drosophila
melanogaster zeigten, dass ,,low density* Lipoproteinrezeptor-verwandte Proteine (LRP)
als Co-Rezeptoren des ,,Frizzled“-Rezeptors entscheidend sind fiir den Wnt-Signalweg
[Tamai et al, 2000 und 2004]. Die Bindung von Wnt an LRP kann durch den Faktor Dick-
kopf (Dkk) inhibiert werden. Die Bindung von Wnt-Glykoproteinen an den ,,Frizzled*-
Rezeptor (Abbildung 10B) fiihrt zur Dimerisierung des Rezeptors mit LRP und zur Akti-
vierung des ,,dishevelled“ Proteins (Dvl). Dvl hemmt die Glykogensynthasekinase-3
(GSK3) und somit die Phosphorylierung der GSK3-Substrate [Kishida et al, 2001; Tamai
et al, 2004]. Es wird ein Mechanismus iiber das GSK3-bindende Protein (GBP)/FRAT
(,,frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas*) postuliert. Dvl soll dabei die Bin-
dung von GBP/FRAT an die GSK3 bewirken. GSK3 liegt dadurch nicht mehr vollstindig
assoziiert im Proteinkomplex vor und ist somit nicht mehr in der Lage, B-Catenin durch
Phosphorylierung zum Abbau zu markieren [Fraser et al, 2002]. Nicht-phosphoryliertes 3-
Catenin transloziert in den Zellkern und bindet an Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-
Familie. Nach der Bindung des Transkriptionsfaktorkomplexes an die DNA wird die
Transkription von Zielgenen wie z. B. Cyclin D1, c-myc und c-jun induziert [Novak et al,
1999; Behrens, 2000].

In Abwesenheit von Wnt-Faktoren (Abbildung 10A) wird B-Catenin durch die Casein-
kinasen 1 (CK1) an Ser®™ und durch die im Proteinkomplex aktiv vorliegende GSK3 an
Ser*!, Ser’” und Ser” phosphoryliert. Die Phosphorylierung fiihrt zur Markierung des B-
Catenins mit Ubiquitin durch das F-Box Protein BTrCP und nachfolgend zum proteasoma-
len Abbau [Ougolkov et al, 2004]. Somit liegt in Abwesenheit eines Wnt-Signals kein -
Catenin im Zellkern vor. Die Tcf/Lef-Proteine sind assoziiert an Molekiile der Groucho-
Familie (Grg), welche die Transkription von Zielgenen unterdriicken (Abbildung 10A)
[Brantjes et al, 2001; Lepourcelet und Shivdasani, 2002].
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Abbildung 10: Der Wnt-Signalweg [modifiziert nach Oving und Clevers, 2002], A: ohne
Wnt-Signal; B: Nach Wnt-Bindung. APC, ,,adenomatous polyposis coli“
Tumorsupressorgen; c-fos und c-myc, Onkogene; Dkk, Faktor Dickkopf; Dvl,
»dishevelled” Protein; GBP, GSK3-bindendes Protein; Grg, Protein der
Groucho-Familie; GSK3, Glykogensynthasekinase-3; LRP, Lipoprotein-
rezeptor-verwandte Proteine; Tcf/Lef, ,,T-cell factor/lymphocyte enhancer
factor* Transkriptionsfaktorfamilie; TrCP, F-Box Protein.

Mutationen im Wnt-Signalweg zéhlen zu den frithen Ereignissen der Kolonkanzerogenese.
Die oft in der Kanzerogenese mutierten drei Gene, kodieren die Proteine APC, B-Catenin
und Axin. Alle diese Mutationen fiihren letztendlich zu einer Akkumulation von B-Catenin
und somit zu einer permanenten Stimulierung proliferationsassoziierter Gene [Oving und

Clevers, 2002; Kolligs et al, 2002; Chtarbova und Miiller, 2003].

2.2.2.1 Die Glycogensynthasekinase-3 (GSK3)

Die GSK3 wurde erstmals beschrieben als das Enzym, welches die Glykogensynthase
(GS), ein Schliisselenzym der Glykogensynthese, durch Phosphorylierung inaktiviert
(Abbildung 11) [Embi et al, 1980].
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Abbildung 11: Insulin-stimulierte Glykogensynthese durch GSK3-Inhibierung [modifiziert nach
Frame und Cohen, 2001]. GSK3, Glykogensynthasekinase-3; IRS, Insulin-
rezeptorsubstrat; PDK, Proteinkinase; PI;K, Phosphatidylinositol-3-Kinase; PIP,
Phosphatidylinositolphosphat; PKB, Proteinkinase B; UDP, Uridindiphosphat.

Es gibt zwei Isoenzymformen der GSK3 in Sdugerzellen, GSK3a und GSKf (Abbildung
12), welche ubiquitir exprimiert werden. Die Isoformen sind zu 97 % in ihrer Kinasedo-
mine homolog, unterscheiden sich jedoch auflerhalb dieser Doméne deutlich dadurch, dass
GSK3a einen glycinreichen Rest in der N-terminalen Region aufweist. Des Weiteren wird
eine GSK3p Splice-Variante (GSK3py) beschrieben, die jedoch nur geringfiigig exprimiert
wird (~ 15% des Gesamtstatus) [Mukai et al, 2002].

Glycin-reiche Region Kinasedoméane
/_H AL
4 N
SO G I 51
(] ]

Ser?! Tyr27e
GSK B | | 47 kDa
Ser® Tyr216

Abbildung 12: Schematische Darstellung des Aufbaus der humanen GSK3a und GSK3[3 [Doble
und Woodgett, 2003]. Die mit den Pfeilen markierten Aminosduren stellen die
Phosphorylierungsstellen dar.
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Beide Isoformen der GSK3 werden durch die Proteinkinase B (PKB) nach deren Akti-
vierung im PI3K-Signalweg (Abbildung 13) an Ser’! (GSK3a) oder an Ser’ (GSK3p)
phosphoryliert [Tuhackova et al, 1999; Beaulieu et al, 2004]. GSK3 kann ebenso durch die
mitogen aktivierbare Proteinkinase aktivierende Kinase-1 (p90™*) phosphoryliert werden
(Abbildung 13). Des Weiteren wird GSK durch EGF-, PI3K- oder MAPK-vermittelt
phosphoryliert [Shaw und Cohen, 1999]. Die p70 ribosomale S6 Kinase-1 (p70S6K)
phosphoryliert ebenfalls GSK30 an Ser’' bzw. GSK3p an Ser’ in vitro (Abbildung 13). Es
wird vermutet, dass diese Inhibierung durch Aminosduren in humanen Myozyten induziert
wird [Armstrong et al, 2001]. Die Phosphorylierung der GSK3-Isoformen o und  an den

beschriebenen Serinen flihrt immer zu einer Aktivitdtshemmung.

Aminosauren Insulin EGF Phorbolester

Abbildung 13: Darstellung der GSK3p-inhibierenden Signalwege [modifiziert nach Cohen und
Frame, 2001]. EGF, epidermaler Wachstumsfaktor; GSK3, Glykogensynthase-
kinase-3; MAPK, mitogen-aktivierbare Proteinkinase; mTor, ,,mammalian target
of rapamycin"; PI3K, Phosphatidylinositol-3-Kinase; PKB, Proteinkinase B,
p70S6K, p70 ribosomale S6 Kinase-1; p90™, mitogen aktivierbare Proteinkinase
aktivierende Kinase-1.

Als wichtige Substrate der GSK3 sind zu nennen:
e Transkriptionsfaktoren: Protoonkogen c-jun, cAMP-responsives Element bindendes
Protein (CREB) [Boyle et al, 1991; Fiol et al, 1994]
e Eukaryontischer Proteinsynthese-Initiationsfaktor (eI[F2B) [Welsh et al,1998]

e Zytosolische Proteine: Axin, [-Catenin, ATP-Zitratlyase, Glykogensynthase
[Cohen und Frame, 2001]
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Die Phosphorylierung der Substrate basiert hauptsidchlich auf dem so genannten ,,Priming-
Phosphat®, d. h. das Substrat besitzt ein Ser/Thr-X-X-X-pSer/pThr-Motiv, dabei steht X
fiir eine beliebige Aminosdure. Die Spezifitit des Substrates ist abhdngig von dem
phosphorylierten Ser oder Thr in der n + 4 Position, wobei n fiir die Phosphorylierungsstel-
le der GSK3 steht (Abbildung 14A). Dieses Motiv besitzen u. a. folgende GSK3-Substrate:
GS, elF2B und ATP-Zitratlyase [Hughes et al, 1992; Welsh und Proud, 1993].

Im Gegensatz dazu werden fiir die Phosphorylierung von Axin und B-Catenin (keine n + 4
Substrate) hoch affine Interaktionen mit der GSK3 im Multiproteinkomplex (Abbildung
14B) postuliert [Doble und Woodgett, 2003].

Durch die Phosphorylierung der GSK3pB an Ser’ entsteht ein intramolekulares Pseudosub-
strat, welches sich an die positiv geladene Bindungstasche anlagert. Dadurch kommt es zur
Blockierung der katalytischen Tasche und die Phosphorylierung von GSK3-Substraten ist
somit unterbunden (Abbildung 14C) [Frame et al, 2001].

S9

p S
IK
GSK3p GSK3p
Aktiv
A / R C
SQ
SQ
N+4 N 5 9

N+4 GSK3p P

Ve ‘7
GSK3B GSK3p

Phosphoryliertes Substrat
in N + 4 Position

Nicht phosphoryliertes
Substrat in N + 4 Position

Inaktiv

Abbildung 14: Regulation der GSK3p -Aktivitdt durch Phosphorylierung an Ser’ [modifiziert
nach Doble und Woodgett, 2003]. In der unstimulierten Zelle ist die GSK3f
konstitutiv aktiv und somit in der Lage, ihre unterschiedlichen Substrate zu
phosphorylieren (A + B). Nach Phosphorylierung an Ser’ durch inhibitorische
Kinasen (IK), wie z.B. der Proteinkinase B (PKB), kann aufgrund der Blockierung
der Bindungstasche durch den N-Terminus der GSK3f kein Substrat mehr binden.
Die GSK3f als Pseudosubstrat ist somit ein kompetitiver Inhibitor fiir ihre
Substrate (C).
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Die GSK3 wird aufgrund ihrer Schliisselrolle im Wnt-Signalweg in einer Vielzahl von
Krankheiten als moglicher Angriffspunkt angesehen, so z. B. bei Tumorerkrankungen oder
bei neurodegenerativen Erkrankungen, wie beispielsweise Alzheimer. Die Hemmung der
GSK3-Aktivitdt durch Lithium wird bei der Therapie von manischer Depression angewen-
det [Gould und Manji, 2002]. Lithium ist ein GSK3-Inhibitor, der nicht-kompetitiv zu ATP
die GSK3B-Aktivitit (K; 2 mM) hemmt [Ryves and Harwood, 2001; Zhang et al, 2003].
Weitere GSK3-Inhibitoren sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Verschiedene Klassen von GSK3-Inhibitoren [Doble und Wodgett, 2003].
Inhibitorklasse Inhibitor Wirkprofil
Aloisine Aloisin A, Aloisin B ATP-kompetitiv
Hymenialdisin Dibromohymenialdisin ATP-kompetitiv

5,5’-Dibromoindirubin
Indirubine ATP-kompetitiv
Indirubin-3’monoxim

Konkurriert mit Mg, Phospho-

Lithium Lithium rylierung an Ser’"” iiber PI3K-
Signalweg (PKB)
Maleimide SB-216763, SB-415286 ATP-kompetitiv

2.2.2.2 pB-Catenin

Die Primarstruktur von -Catenin besteht aus drei Doménen (Abbildung 15) [Hecht et al,
1999]

e Die aus 130 Aminosiduren bestehende N-terminale Doméne enthdlt die
Phosphorylierungsstelle fiir GSK3a/p.

e Die zentrale Doméne setzt sich aus 550 Aminosduren zusammen und besteht aus
den so genannten Armadillo Wiederholungen (12 x 42 Aminoséduren). Diese
Doméne beinhaltet die Bindungsstellen fiir die Substrate Axin, APC, Cadherin und
Tcf/Lef.

e Die C-terminale Region aus 110 Aminosduren enthdlt die Transaktivierungs-

doméne. Diese Region bindet die transkriptionalen Co-Aktivatoren.
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Transaktivierungs-
APC domane
Tcf —

GSK3a/
P Armadillo Wiederholung

Axin

E-Cadherin

Abbildung 15: Schematische Darstellung von B-Catenin und seiner Bindungspartner [angelehnt
an Oving und Clevers, 2002].

Bis zu 50 % der Kolontumore ohne APC-Mutation weisen Mutationen im B-Catenin-Gen
auf. Die Mutationen schiitzen B-Catenin vor Phosphorylierungen durch GSK3p in der N-
terminalen Region und damit vor seinem Abbau [Oving und Clevers, 2002]. Es kommt
dadurch zu einer Akkumulation von B-Catenin im Zellzytoplasma und zur nachfolgenden
Translokation in den Zellkern, was schlieBlich zur Bildung das aktiven B-Catenin/Tcf/Lef-
Komplexes und zur konstitutiven Aktivierung von Wnt-abhéngigen Genen fiihrt [Hart et
al, 1999; Lustig und Behrens, 2003; Behrens und Lustig, 2004]. In der Gesamtheit aller
kolorektalen Karzinome sind dies jedoch weniger als 10 % [Kolligs et al, 2002].

2.2.3 Protein Kinase C (PKC)

Die Proteinkinase C (PKC) steht fiir eine Familie von Serin/Threonin Kinasen. Bislang
wurden elf humane Isoformen mit einem Molekulargewicht zwischen 68 und 83 kDa iden-
tifiziert, die sich in ihrer Struktur und in ihren enzymatischen Eigenschaften unterscheiden
[Mellor and Parker, 1998; Buchner, 2000]. PKC Isoenzyme sind in einer Vielzahl von in-
trazelluldren Signalwegen involviert und spielen unter anderem eine wichtige Rolle sowohl
bei mitogenen Prozessen und der Tumorenstehung als auch bei der Differenzierung und
der Induktion von Apoptose [Dekker und Parker, 1994; Attar et al, 1996].

Aufgrund ihrer Struktur und Aktivierbarkeit wird die PKC Isoenzymfamilie in drei Klas-

sen unterteilt (Abbildung 16).
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1. Konventionelle PKC Isoformen (cPKCa., By, v, n): Bei PKC By und By handelt es
sich um ,,Splice“-Varianten. Die ¢cPKCs sind Ca*"- und Phospholipid-abhingige
Kinasen.

2. Neuartige PKC Isoformen (nPKCS, €, m, 0): Sie sind Ca’-unabhingig und
bendtigen Diacylglyzerol (DAG) und Phosphatidylserin zur Aktivierung

3. Atypische PKC Isoenzymformen (aPKC(, v/A): PKCA ist das humane Homologe
der PKCt der Maus. Die aPKCs sind Ca®'- und DAG-unabhingig und nicht durch
Phorbolester aktivierbar [Newton 1995 und 2003]

Strukturell besitzen alle PKC Isoformen sowohl eine C-terminale katalytische als auch eine
N-terminale regulatorische Domine (Abbildung 16). Die regulatorische Doméne besteht
aus einer Pseudosubstratregion (PS) und Sequenzen fiir die Interaktion mit den Aktivatoren
der PKC wie z. B. Phospholipiden oder Diacylglyzerol. Die cPKC Isoformen enthalten
vier homologe Doménen (C1 — C4), die durch variable Isoform-spezifische Doménen un-
terbrochen sind [Newton, 1995; Dempsey et al, 2000]. Die C1-Doméne besteht in cPKC-
Enzymen, die eine DAG- oder Phorbolesterbindungsregion aufweisen, meist aus zwei
cysteinreichen Regionen. Am N-terminalen Ende dieser Region befindet sich die Pseudo-
substratbindungsstelle (PS), die im inaktiven Zustand des Enzyms die Substratbindungs-
stelle (in C4) blockiert [Dutil und Newton, 2000]. Die Ca’’- und Phosphatidylserin-
bindungsstellen befinden sich in der aus fiinf Aspartatresten bestehenden Doméane C2 [Sut-
ton und Sprang, 1998]. Die C3 und C4 Doménen beinhalten die ATP- und Substratbin-
dungsstelle. Die nPKCs besitzen eine C2-dhnliche Domédne an der N-terminalen Seite der
C1 Domine. Es fehlen jedoch die Aspartatreste, weshalb die nPKCs Ca” -unabhingig sind.
Den aPKC-Isoenzymen fehlt die C2 Doméne und ihre C1 Doméne besteht nur aus einer
cysteinreichen Region, weshalb sie nicht durch DAG und Phorbolester, sondern nur durch

Phosphatidylserin aktiviert werden kdnnen [Newton, 1995 und 2003].
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Abbildung 16: Schematische Darstellung der Doménenstruktur (C1-C4) der PKC Isoenymfamilie
[modifiziert nach Dempsey et al, 2000]. Die PKC-Aktivatoren Diacylglyzerol und
Phorbolester binden an das cysteinreiche Motiv (CR) in der C1 Domine der
cPKCs und nPKCs. Die C2 Domine der cPKCs beinhaltet die Ca*'-
Bindungsstelle. Die nPKCs besitzen nur eine C2-dhnliche Doméne (C2*) und sind
dadurch Ca%—unabhéingig. PS, Pseudosubstratregion; C3, ATP-Bindungsstelle;
C4, Substratbindungsstelle.

Im inaktiven Zustand bindet die Pseudosubstratbindungsstelle der C1 Domaéne an die Sub-
stratbindungsstelle der C4 Doméne. Es wird angenommen, dass es durch Bindung von
PKC-Aktivatoren (DAG oder Phorbolestern) zu Konformationséinderungen kommt und
somit die Substratbindungsstelle von der Pseudosubstratbindungsstelle freigegeben wird
[Dutil und Newton, 2000]. Dabei werden der Bindung der Co-Faktoren DAG, Phospholi-
pide und Ca*" zwei Funktionen zugesprochen: 1) Die Stabilisierung der PKC-Struktur und
der Substratbindungstasche und 2) die Forderung der Membranassoziation [Dempsey et al,
20001].

Die Aktivierung der zytosolischen PKC erfolgt hauptsidchlich durch deren Translokation an
die Zellmembran mittels rezeptorvermittelter Signale (Abbildung 17). Diese Aktivierung
der PKC wird kontrolliert durch die Co-Faktoren DAG, Phosphatidylserin und Ca*". Die
Co-Faktor vermittelte PKC-Aktivierung kann durch G-Protein-abhingige Signalwege
(Abbildung 17) oder Rezeptortyrosinkinasen und der damit verbundenen Aktivierung von
Phospholipase C (PLC) ausgeldst werden. Die Isoenzyme der PLC sind Schliisselenzyme
das Phosphatidylinositolmetabolismus. Die PLCP wird aktiviert durch G-Protein-
vermittelte Signale; die PLCy durch Rezeptortyrosinkinasen. Durch die Aktivierung der
PLC kommt es zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP;) und DAG aus zellmembran-
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assoziiertem Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,). IP; fiihrt zur Ca**-Freisetzung aus
den zelluliren Speichern. Die Bindung von Ca*" und DAG an die regulatorische Doméne
der PKC fiihrt zur Translokation der PKC an die Zellmembran und zu deren Aktivierung
durch die Freigabe der Substratbindungsstelle (Abbildung 17) [Koivunen et al, 2006].

Ligand =— '

Zellmembran

PKC aktiv P \
P,

Zytosol \
PKC-
PKC inaktiv
= ' @

Abbildung 17: Darstellung der PKC-Aktivierung iiber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder
Rezeptortyrosinkinasen, [modifiziert nach Koivunen et al, 2006]. Ca®",
Kalzium; DAG, Diacylglyzerol; ER, endoplasmatisches Retikulum; GPCR, G-
Protein-gekoppelter Rezeptor; IP;, Inositoltriphosphat; PIP,, Phosphatidyl-
inositoldiphosphat; PKC, Proteinkinase C; PLC, Phospholipase C; RTK,
Rezeptortyrosinkinase.

Ein weiterer essentieller Schritt bei der Aktivierung der PKC ist die Phosphorylierung an
drei homologen Regionen im aktiven Zentrum ihrer katalytischen Doméne. Durch die ini-
tialisierende Phosphorylierung der PKC durch die Phosphoinositol-abhéngige Protein-
kinase (PDK1) kommt es zur schnellen Autophosphorylierung an zwei weiteren Phospho-
rylierungsstellen, z. B. an Thr**! und Ser®® im Falle der PKCBy, welche mit einer
Membrandissoziation des aktivierten Enzyms verbunden ist [LeGood et al, 1998; Dempsey
et al, 2000]. Die nPKCs werden nur nach Aktivierung der Phosphatidylinositol-3 Kinase
(PI3K) durch PDK1 phosphoryliert [Belham et al, 1999]. Die Phosphorylierung des Thre-
oninrestes in der Aktivierungsschleife der nPKCs durch die PKD1 scheint von besonderer
Bedeutung fiir die rezeptorvermittelte Aktivierung der PKC zu sein, jedoch ist der Mecha-
nismus noch nicht vollstindig aufgeklédrt [Seki et al, 2005]. Ebenfalls wird eine Akti-

vierung der PKC Isoenzyme durch Protein-Protein-Interaktionen beschrieben. Ein Beispiel
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dafiir ist die Bindung der PKC an ,,Rezeptoren fiir aktivierte C-Kinasen“(RACKs). Diese
RACKSs ermoglichen die Translokation der PKC zu ihrem Wirkort in der Zelle [Dempsey
et al, 2000; Park et al, 2004]. Des Weiteren erhohen RACK-Proteine die Substratphospho-
rylierung der PKC durch die Stabilisierung der aktiven Form [Mochly-Rosen, 1995; Ron
und Kazanietz, 1999]. Die PKC Isoenzyme besitzen eine Vielzahl sowohl von zytosoli-
schen als auch nukledren Substraten, von denen nur einige Beispiele in der Tabelle 2 auf-

gelistet sind

Tabelle 2: Beispiele fiir Substrate der PKC

Zytosolische Substrate Nuklére Substrate
myristyliertes alaninreiches PKC-Substrat| Topoisomerasen I1
(MARCKS) [Arbuzova et al, 2002] [Austin und Marsh, 1998; Plo et al, 2002]
Elemente der Ras/ERK/MAPK Kaskade Tumorsuppressorprotein p53
[Clark et al, 2004] [Magnelli und Chiarugi, 1997]
IkB-Kinasen (IKK) c-fos Serum-responsives Element
[Lin et al, 2000: Storz und Toker, 2003] [Soh et al, 1999; Soh und Weinstein, 2003]

2.2.3.1 Rolle der PKC Isoenzymformen in der Kolonkanzerogenese

PKC Isoenzyme scheinen eine besondere Rolle in der Kolonkanzerogenese zu spielen,
wobei die spezifische Wirkweise der einzelnen Isoenzyme im Kanzerogeneseprozess noch
nicht hinreichend aufgeklirt ist [Gokmen-Polar et al, 2001]. In aberranten Krypten sowie
in Kolontumoren ist der Proteingehalt der ,,Splice-Variante PKCpy; stark erhdht im Ver-
gleich zu ihrer Expression im nicht transformierten Epithelgewebe [Murray et al, 1999,
Davidson et al, 2000]. Im Gegensatz dazu ist die Expression der cPKC (o, Bi) im Gewebe
von Kolontumoren stark erniedrigt [Gokmen-Polar et al, 2001]. In vitro konnte gezeigt
werden, dass die PKCpy; die GSK3p-Aktivitdt hemmt. Jedoch wird der Einfluss der PKC-
abhingigen GSK3-Inaktivierung auf die f-Catenin-vermittelte Gentranskription noch kon-
trovers diskutiert [Goode et al, 1992; Chen et al, 2000]. Die Uberexpression von PKCpy; in
transgenen Méusen fiihrt sowohl zu einer Hyperproliferation von Kolonepithelzellen als
auch zu einer erhdhten Tumorhdufigkeit [Murray et al, 1999; Dempsey et al, 2000]. Zu-
sammenfassend scheint eine erhdhte Expression an PKCpy; ein frithes Ereignis in der Ko-
lonkanzerogenese zu sein, wodurch es zu einer gesteigerten Proliferation von Epithelzellen
durch Wnt-vermittelte Gentranskription kommt (Kapitel 2.2.2) [Dempsey et al, 2000;
Gokmen-Polar et al, 2001].
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2.2.3.2 PKC und Apoptose

Die Apoptose ist der programmierte Zelltod (Kapitel 2.4). PKC-Isoenzyme spielen eine
wichtige Rolle in der Regulation der Zellproliferation und Differenzierung. Dabei wirken
einzelne Isoformen der PKC entweder stimulierend auf die Zellproliferation (Abbildung
18A) oder proapoptotisch (Abbildung 18B). Zu den antiapoptotischen Isoenzymen werden
die PKCa, PKCBy, PKCe sowie die atypischen Isoenzyme PKCv(A) und PKCC gezéhlt,
[Dempsey et al, 2000; Cesaro et al, 2001; Mandil et al, 2001]. Der Isoform PKC9, aber
auch der PKCO, werden proapoptotische Wirkweisen zugesprochen [Basu, 2003]. Bei ein-
setzender Apoptose wird die PKC9 durch ein proteolytisch wirkendes Protein (Caspase-3,
Kapitel 2.4.1) in ein katalytisches Fragment gespalten, welches die DNA-Fragmentierung
fordert und weitere Caspasen im Apoptoseprozess aktivieren kann [Mandil et al, 2001;
Cerda et al, 2001; Gutcher et al, 2003; Basu, 2003]. Des Weiteren wird ein Mechanismus
zur direkten Modulation der Cytochromausschiittung durch die PKCo diskutiert [Basu,
2003].
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Abbildung 18: Regulation der Apoptose durch PKC-Isoformen [modifiziert nach Gutcher et al,
2003]. PKC Isoformen, die beteiligt sind an proliferativen Prozessen (A) bzw. an
der Induktion von Apoptose (B). Bad, proapoptotisches Protein; Bcl-2,
antiapoptotisches Protein; ERK, extrazellular regulierte Kinasen; PKC, Protein-
kinase C; Raf-1, Serin/Threoninkinase.
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2.2.3.3 PKC-Inhibitoren

Es werden zwei Ansitze zur Hemmung der PKC-Aktivitdt beschrieben (Tabelle 3):
1. Inhibierung der katalytischen Domine: Inhibitoren konkurrieren mit ATP um die
Bindungstasche [Caponigro et al, 1997]
2. Inhibierung der regulatorischen Domine: Diese Hemmstoffe konkurrieren haufig
um die DAG/Phorbolesterbindungsstelle oder blockieren die PKC-Phospholipid-
interaktion [Caponigro et al, 1997]

Tabelle 3: Inhibitoren der PKC [Caponigro et al, 1997]

Inhibitoren der katalytischen Domiine | Inhibitoren der regulatorischen Domiéine
Hydroxystaurosporin (UCN-01) Calphostin C
Suramin Sphingosin

Bisindoylmaleimid (GF109203X)
[Toullec et al, 1991]

Tamoxifen

Bisindoylmaleimid GF109203X (2-[1-(3-Dimethylaminopropyl)indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-
yl)-maleimid) (Abbildung 19) hemmt die Aktivitit rekombinanter PKC im niedrigen na-
nomolaren Bereich (ICsy = 10 nM). Es handelt sich bei GF109203X um einen spezifischen
kompetitiven Inhibitor der ATP-Bindungstasche sdmtlicher PKC Isoenzyme in vitro [Tou-
lec et al, 1991]. Im Gegensatz zu den Staurosporinen besitzt GF109203X jedoch eine viel
geringere Hemmwirkung auf die Aktivitdit von cAMP-abhingigen Kinasen oder Protein-

tyrosinkinasen.
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Abbildung 19: PKC-spezifischer Inhibitor Bisindoylmaleimid GF109203X
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2.3 Der Zellzyklus

Der Zellzyklus lésst sich in vier Hauptphasen unterteilen: G; (G, ,,gap*, Liicke)-Phase, S
(Synthese)-Phase, G,-Phase und M (Mitose)-Phase (Abbildung 20). In der G,-Phase, der
Wachstumsphase, wichst die diploide Zelle und synthetisiert die Substrate fiir die Nuklein-
sdurebiosynthese. Bei Fehlen von Wachstumsfaktoren bzw. von Substraten oder nach Aus-
differenzierung verweilt die Zelle in der Gy (Ruhe)-Phase, bis sie ein Signal zur Weiterfiih-
rung des Zellzyklus erhilt. In der S-Phase erfolgt die Replikation der DNA.

In der sich anschlieBenden G,-Phase stellt die Zelle ihren Stoffwechsel auf die bevor-
stehende Mitose ein und tberpriift, ob die DNA-Replikation vollstindig abgeschlossen
wurde. Die Zellteilung findet in der M-Phase statt, die nochmals in die Prophase, Prome-
taphase, Metaphase, Anaphase, Telophase und Zytokinese unterteilt wird. Dabei entstehen
zwei identische Tochterzellen. Als Kontrollpunkte im Zellzyklus dienen der Restriktions-
punkt in der G;-Phase, der Go/M-Kontrollpunkt und der Spindelkontrollpunkt in der M-
Phase, an denen ein fehlerfreies Ablaufen des Zellzyklus tiberpriift wird. Werden Defekte
festgestellt, geht die Zelle normalerweise in einen Zellzyklusarrest iiber und ermoglicht
somit Reparaturenzymen, vorhandene Fehler zu korrigieren. Ist der Defekt irreparabel,
wird Apoptose eingeleitet bzw. falls er nicht repariert wird, kann es zu Mutationen kom-

men [Sherr, 1996; Senderowicz und Sausville, 2000].
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Abbildung 20: Stadien des Zellzyklus [http://www.mh-hannover.de/institute/biochemie/Vorle-
sung]. Go, Ruhephase; G;, Wachstumsphase; S, Synthesephase; G,, ,,Mitose-
vorbereitungsphase*; M, Mitosephase.
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2.4 Apoptose

Beim Zelltod wird zwischen Nekrose und Apoptose unterschieden (Abbildung 21). Die
Nekrose ist der Zelltod, wie er unter anderem bei physischen oder chemischen Schédig-
ungen auftritt. Durch die Schiadigung einzelner Zellmembrankompartimente erfolgt eine
Storung der Osmoregulation, was wiederum in einem Ausfall von Ionenpumpen miindet,
so dass Natrium und Kalzium ungehindert in die Zelle eindringen kdnnen, bis diese durch
Osmose platzt. Der Zellinhalt, der auch lysosomale Enzyme enthélt, lauft in die Zellumge-
bung und aktiviert somit das Immunsystem, wodurch es zu Entziindungsreaktionen kommt
[Hengartner, 2000; Ferri und Kroemer, 2000; Van Cruchten und Van den Broeck, 2002;
Kanduc et al, 2002].

Nekrose Apoptose
|,_§;>} |
# EY .
. 1 "~ Schrumpfen von
Zerstorungvon/ @ | (%= Zytoplasma und Zellkern
Membranen| L

Chromatinkondensation

Bildung von Ausstiilpungen
lonenpumpen *— -
(Ca?* u. Na*-Einstrom) ' =~ F&§&

p o Abschnuren der
" % apoptotischen Kérperchen

Entziindungsreaktionen Abbau durch Phagozytose

Ausfallen von

Abbildung 21: Darstellung von Apoptose und Nekrose [Hug, 2000]. Bei der Nekrose schwellen
das Zytoplasma (rosa) und der Zellkern (rot) durch Ca®*"- und Na'-Einstrom an,
bis sie platzen. Es kommt zu Entziindungsreaktionen. Bei der Apoptose
schrumpfen Zytoplasma und Zellkern. Der Abbau findet durch Phagozytose (Pha-
gozyten, blau) der entstehenden apoptotischen Korperchen statt.

Die Apoptose ist der zelluldre Prozess, der zum programmierten Zelltode fiihrt. Die Funk-
tion der Apoptose ist die ,,Opferung® einzelner degenerierter Zellen zum Wohle des Ge-
samtorganismus. Dabei bleiben die Zellmembranen im Gegensatz zur Nekrose erhalten.

Aufgrund der Schrumpfung der Zellen bei der Apoptose kommt es zu Zellmembranver-

29



Theoretischer Teil Apoptose

anderungen, wie z. B. die Umlagerung von Phosphatidylserin von der Innen- auf die
AuBenseite der Membran. Diese Verdnderungen werden von Phagozyten erkannt und die
Zellen durch Phagozytose beseitigt [Hengartner, 2000; Ferri und Kroemer, 2000; Van
Cruchten und Van den Broeck, 2002; Kanduc et al, 2002].

Eine Fehlregulation der Apoptose wird mit einer Vielzahl von Erkrankungen in Verbin-
dung gebracht, wie z. B., Virusinfektionen, Autoimmun-, neurodegenerativen und Krebs-
erkrankungen. Verdnderungen der Expression bzw. Aktivitit von Elementen (z. B. Ligan-
den, Caspasen, Caspasesubstrate) der Apoptosesignalkaskaden gehen ebenfalls mit ver-
schiedenen Krankheitsbildern einher. So werden Alzheimer und Parkinson assoziiert mit
einem Zelltod durch Fehlregulation der Caspaseaktivitit [Hartmann et al, 2001; Tacconi et
al, 2004]. Im Gegensatz dazu scheinen inaktivierende Mutationen im Caspase-8-Gen eine
Rolle beim invasiven kolorektalen Karzinom zu spielen [Kim et al, 2003]. Aufgrund der
zentralen Rolle der Apoptose in der Kanzerogenese ist ein Hauptziel bei der Entwicklung
von Chemotherapeutika, die Sensitivitdit von Tumorzellen gegeniiber Apoptosesignalen

wiederherzustellen und somit Apoptose zu induzieren [Debatin, 2004].

2.4.1 Caspasen

Alle apoptoseinduzierende Signalwege fiihren zur Aktivierung von Caspasen, einer
Enzymfamilie von cysteinreichen aspartatspezifischen Proteasen, die durch Autoproteolyse
oder durch andere Caspasen aus inaktiven Procaspasen hervorgehen. Die Caspasen zerle-
gen das Zellgeriist und die Kernmatrix und aktivieren Endonukleasen, welche die DNA in
Polymere von 180 kDa zerteilen (apoptotische DNA-Leiter). Es wurden bislang 13 humane
Caspasen identifiziert, wobei die Caspasen-2, -3, -6 bis -10 und -12 Bestandteile des Apop-
toseprozesses sind. Sie werden nochmals in die Subfamilie der Initiatorcaspasen (Caspase-
8 und -9) und Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) unterteilt. Eine weitere Subfamilie,
bestehend aus Caspase-1, -4, -5 und -14, spielt eher bei inflammatorischen Prozessen eine
Rolle [Talanian et al, 1997; Ho und Hawkins, 2005].

Die Caspasen liegen als inaktive Proenzyme mit einem Molekulargewicht von 30 — 50 kDa
vor. Initiatorcaspasen und Effektorcaspasen besitzen im inaktiven Zustand unterschiedliche
Prodomédnen am N-terminalen Ende. An die langen Prodoménen der Initiatorcaspasen

konnen aktivierende Proteine (z. B. FADD bzw. Apaf) binden, wihrend den kurzen Pro-
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domédnen der Effektorcaspasen noch keine besondere Rolle zugeordnet werden konnte.
Durch Abspaltung dieser Prodomédnen und der intramolekularen Spaltung in eine grof3e
Untereinheit (o-Kette) und eine kleine Untereinheit (B-Kette) erfolgt die proteolytische
Aktivierung einer Procaspase zur aktiven Caspase (Abbildung 22) [Cohen, 1997; Tawa et
al, 2004; Ho und Hwak, 2005].

Prodoméane pl7 (a-Kette) Caspase-3

Asp9 Asp28 Aspl75

Aktives Caspase-3-
Heterotetramer
pl7 (a-Kette)

Abbildung 22: Struktur der Caspase-3 [Cohen, 1997]. Die Aktivierung erfolgt durch Spaltung des
N-terminalen Peptides am Aspartat (Asp>*) und in der konservierten Region an
Asp'”. Die aktive Caspase besteht aus zwei groBen und kleinen Untereinheiten.
Das aktive Zentrum wird durch zwei verschiedene Untereinheiten zweier
Molekiile gebildet (gekennzeichnet durch den Pfeil).

Es sind mittlerweile einige Caspasesubstrate charakterisiert, die aufgrund ihrer Funktion in
verschiedene Klassen eingeteilt werden.
o Procaspasen [Ho und Hawkins, 2005]
o Pro- und antiapoptotische Proteine (z. B. Bax, Bid, Bcl-x;) [Cory und Adams, 2002]
o Strukturproteine (z. B. Lamin) [Brodie und Blumberg, 2003; Herzog et al, 2004]
o Elemente von Signaltransduktionskaskaden und DNA-Reparaturmechanismen
(z. B. p21 aktivierende Kinase (PAK), PKCd oder Poly-ADP-Ribosepolymerase
(PARP)) [Pieper et al, 1999; Chan et al, 2000; Creda et al, 2001]

Apoptose kann durch drei Wege induziert werden (Abbildung 23) [Cohen, 1997; Kraus,
2003]:
1. Intrinsisch durch Anregung von Mitochondrien zur Freisetzung von Cytochrom C
durch z. B. DNA-Schadigung
2. Extrinsisch durch Aktivierung von Transmembranrezeptoren z. B. CD95 (Fas oder
APO-1), aus der Familie der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptoren
3. Aktivierung der Caspase-12 durch stressvermittelte Ca’'-Freisetzung aus dem

endoplasmatischen Retikulum
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der drei Signalwege der Apoptoseinduktion:
Extrinsisch, intrinsisch und stressvermittelt; [modifiziert nach Kraus, 2003]. Apaf-
1, Adaptorprotein; Ca>", Kalzium; CD95, Transmembranrezeptor der Super-
familie der TNF-Rezeptoren; ER, endoplasmatisches Retikulum; p53, Tumor-
supressorgen/-protein; TNF, Tumornekrosefaktor.

Intrinsischer Signalweg

Das apoptotische Signal wird durch proapoptotische Proteine, wie z. B. Bax oder Bak, zum
Mitochondrium geleitet. Dabei translozieren die Proteine vom Zytosol an die &uflere
Membran des Mitochondriums und es kommt zur Freisetzung von Cytochrom C. Der ex-
akte Mechanismus der Cytochrom C-Freisetzung ist jedoch noch nicht vollstindig aufge-
klart. Es wird vermutet, dass durch Oligomerisierung der Bax/Bak-Proteine eine ,,Pore® in
der Mitochondrienmembran entsteht, durch die Cytochrom C ins Zytosol translozieren
kann [Cohen, 1997; Cryns und Yuan, 1998; Crompton, 1999]. Dort kommt es zur Ausbil-
dung eines Komplexes, bestehend aus Cytochrom C, dem Adaptorprotein Apaf-1, ATP

und der Procaspase-9 (Apoptosom). Aus diesem Komplex wird proteolytisch die Caspase-
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9 freigesetzt. Die Caspase-9 induziert wiederum die proteolytische Spaltung der Procaspa-
se-3 in die Effektorcaspase-3. Auller Cytochrom C werden noch weitere apoptoseinduzie-
rende Proteine (apoptoseinduzierender Faktor (AIF), Endonukleasen und Smac/Diablo-

Proteine) aus dem Mitochondrium freigesetzt [Cohen, 1997; Cryns und Yuan, 1998].

Extrinsischer Signalweg

Der extrinsische Signalweg wird aktiviert durch Ligandenbindung an Transmembran-
rezeptoren (z. B. Fas/CD95) der Superfamilie von TNF-Rezeptoren [Schulze-Osthoff et al,
1998]. Nach Ligandenbindung an den CD95-Rezeptor kommt es zur Ausbildung des
»apoptoseinduzierenden Signalkomplexes® (DISC) bestehend aus einem CD95-Rezeptor-
Trimer und Adaptermolekiilen (z. B. FADD: ,,Fas-assoziiertes Protein mit Todesdoméne*).
Dieser fiihrt direkten Aktivierung von Caspase-Kaskaden [Cohen, 1997; Cryns und Yuan,
1998; Schulze-Osthoff, 1998]. Daneben existiert auch ein extrinsischer Signalweg der
Apoptose iiber Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien induziert. Dabei aktiviert
die Caspase-8 proapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie (z. B. Bid), was wiederum, iiber
einen noch unbekannten Mechanismus die Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mitochon-

drium verursacht [ Schulze-Osthoff et al, 1998; Zhang et al, 2005].
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2.5 Polyphenole

Polyphenole sind weit verbreitete sekundédre Pflanzeninhaltsstoffe. Sie dienen der Pflanze
unter anderem als Schutz gegen Pilz- und Bakterienbefall sowie als Signalsubstanz. In
vielen Obst- und Gemiisearten tragen die Polyphenole zu Geschmack und Aussehen bei.
Apfel beinhalten Polyphenole der Gruppen:

e Phenolcarbonsduren: Hydroxyzimtsduren (Kapitel 2.5.1)

e Flavonoide (Kapitel 2.5.2)

e Dihydrochalkone (Kapitel 2.5.2)
Die Polyphenole sind wie folgt in den Kompartimenten des Apfels verteilt: Die Flavo-
nolglykoside des Quercetins (Kapitel 2.5.1.3) und die Anthocyane sind fast ausschlieBlich
in der Schale zu finden. Die Flavan-3-ole (+)-Catechin und (-)-Epicatechin und deren Oli-
gomere, die Procyanidine (Kapitel 2.5.1.3), kommen hauptséchlich in der Schale vor, sind
jedoch zu geringeren Anteilen auch im Parenchym und Kerngehduse vorhanden. Chloro-
gensédure (Kapitel 2.5.1) und Phloretinglykoside (Kapitel 2.5.1.3) befinden sich im Kern-
gehduse und im Fruchtfleisch [Thielen et al., 2004].

2.5.1 Hydroxyzimtsiurederivate

In der Abbildung 24 sind die Strukturen in Apfeln und Apfelsaft vorkommender Hydroxy-
zimtsduren dargestellt [van der Sluis et al, 2002; Thielen et al, 2004; Schifer et al, 2006].
Hydroxyzimtsduren liegen in der Pflanze meist mit organischen Sduren und Kohlenhydra-
ten verestert vor [Herrmann, 1989]. Die Chlorogenséure, ein Ester aus Kaffeesdure und L-
Chinaséure, und ihre beiden Stellungsisomere, die Neo- und Kryptochlorogenséure (nicht
gezeigt), sind ubiquitir vorkommende Phenolcarbonsduren in Friichten [Watzl und Rech-
kemmer, 2001]. Im Apfelsaft stellt die Chlorogensdure sogar das mengenméfig wichtigste
Polyphenol dar [van der Sluis et al, 2002; Thielen et al, 2004; van der Sluis et al, 2004].
Phenolcarbonséuren kommen meist in den Randschichten der Pflanzen vor und tragen zur
Stabilitdt der Zellwénde in den Schalen bei. Die biologischen Wir-kungen der Hydroxy-
zimtsduren werden mit den biologischen Wirkungen der Flavonoide in Kapitel 2.5.2.1 zu-

sammengefasst dargestellt.
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Abbildung 24: Strukturen ausgewéhlter Hydroxyzimtsaurederivate

2.5.1.1 Bioverfiigbarkeit

Nicht veresterte Hydroxyzimtséuren, wie z. B. die Kaffeesdure, werden im Diinndarm und
im Dickdarm resorbiert. Kaffeesdure konnte iiber einen Zeitraum von 90 min im mensch-
lichen Plasma nach der Aufnahme von 1,1 1 Apfelwein nachgewiesen werden, jedoch in
sehr geringen Konzentrationen [DuPont et al, 2002]. Nach oraler Gabe von Kaffeesdure an
Ratten konnte auch freie Kaffeesdure im Plasma detektiert werden, jedoch in einer um ei-
nen Faktor zehn niedrigeren Konzentration als die entsprechenden Metabolite (Glukuroni-
de, Sulfate und Ferulasdure) [Azuma et al, 2000]. Diese Versuche sprechen fiir eine schnel-

le Resorption und Metabolisierung von Kaffeeséure.

Bei Ileostomapatienten konnte 67 % der aufgenommenen Chlorogensdure und 5 % der
Kaffeesdure im Ileostomabeutel nachgewiesen werden [Olthof et al, 2001]. Nach Gabe von
Apfelsaft an Ileostomapatienten wurden ebenfalls Anteile von Chlorogensédure (10,2 %) in
der Ileostomafliissigkeit wieder gefunden, jedoch keine Kaffeesdure [Kahle et al, 2005],
was auf eine vorwiegende Resorption der Kaffeesdure im Diinndarm hinweisen wiirde.

Im Gegensatz zur Kaffeesdure scheinen 50 % oral aufgenommener Chlorogensiure intakt
den Diinndarm zu passieren [Azuma et al, 2000]. Deshalb wird eine Metabolisierung der
Ester von Hydroxyzimtsduren durch Esterasen der Dickdarmmikroflora mit anschlieBender
Resorption im Dickdarm postuliert. Escherichia coli, Bifidobacterium lactis sowie Lacto-
bacillus gasseri wurden als Dickdarmbakterien charakterisiert, die z. B. die Chlorogensiu-
re hydrolysieren konnen [Couteau et al, 2001]. Das Spaltprodukt der Chlorogensaure, die

Kaffeesdure (Abbildung 25) wird dann im Dickdarm als Benzoeséure resorbiert [Azuma et
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al, 2000]. Jedoch konnte gezeigt werden, dass nur 0,3 % der aufgenommenen Chlorogen-
sdure im Urin in Form von freier Kaffeesdure wieder ausgeschieden werden [Olthof et al,
2001], was auf eine weitere Metabolisierung hinweilit. In einer weiterfithrenden Studie
konnten Olthof et al. [2003] zeigen, dass Chlorogensiure durch die Mikroflora des Kolons
zur Hippursdure (Abbildung 25) metabolisiert wird. Mit Chlorogensdure gefiitterte Ratten
scheiden ebenfalls nur einen geringen Anteil an Chlorogensiure und Kaffeesdure mit dem
Urin wieder aus. Als Hauptausscheidungsprodukte nach Chlorogensidureauthahme konnten
auch bei dieser Studie Hippursdure und des Weiteren m-Cumarsdure (Abbildung 25) de-

tektiert werden [Gonthier et al, 2003].
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Abbildung 25: Postulierter Metabolismus nach oraler Aufnahme von Chlorogensiure
modifiziert nach [Olthof et al, 2003]. Als Hauptausscheidungsprodukte wurden
m-Cumarsdure (4) und Hippursdure (5) identifiziert.
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2.5.2 Flavonoide

Flavonoide sind ubiquitdr vorkommende sekundére Pflanzeninhaltsstoffe. Das lateinische
Wort flavus = gelb weist darauf hin, dass die meisten Flavonoide in ihrer reinen Form von
gelblicher Farbe sind. Flavonoide besitzen ein gemeinsames 2-Phenylchromangrundgertist,
das Flavan (Abbildung 26). Es besteht aus zwei aromatischen Ringen (A und B) und einem

O-heterozyklischen Ring (C).

Abbildung 26: Struktur des Flavans (2-Phenylchromangrundgertist)

Aufgrund des Hydroxylierungs- und Oxidationsgrades des C-Ringes konnen die Flavo-
noide in die sechs Gruppen der Flavonole, Flavone, Flavanone, Flavan-3-ole, Anthocyani-
dine und Isoflavone (Tabelle 4) aufgeteilt werden. Mittlerweile sind ca. 8000 verschiedene
Strukturen charakterisiert worden. In der Natur liegen die meisten Flavonoide jedoch nicht
in freier Form als Aglyka, sondern als Flavonoidglykoside vor [Harborne, 1986]. Bevor-
zugt ist die Hydroxygruppe in C-3-Position der Flavonoide glykosyliert. Daneben kommen
auch C-5, C-7- und C-4’-Glykoside vor. Meist sind die Zucker Glukose, Galaktose, Rham-
nose, Xylose oder Arabinose B-glykosidisch mit dem Aglykon verkniipft. Glyko-
sylierungen erhohen die Polaritit der Flavonoide, was entscheidend fiir deren Speicherung
in den Vakuolen der Pflanzen ist [Aherne und O’Brien, 2002]. Flavonoide bieten der
Pflanze Schutz vor duBleren schiddlichen Einfliissen (Pathogene, Faulnismikroorganismen,
UV-Strahlung, oxidativer Stress). Die hochsten Konzentrationen der Flavonoide befinden
sich aufgrund der UV-abhédngigen Bildung in den dufleren Blittern der Pflanzen oder in
den Schalen in Samen von Friichten. [Scalbert et al, 1999; Aherne und O’Brien, 2002]. Der
Flavonoidgehalt von Pflanzen und den aus ihnen resultierenden Lebensmitteln ist abhéngig
von duBeren Faktoren, wie z. B. Standort, Reifegrad, Lichteinfluss und Temperatur sowie

von Lese-, Lager und Verarbeitungsbedingungen [Aherne und O’Brien, 2002].
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die Hauptgruppen der Flavonoide [Watzl und Rechkemmer, 2001]
Flavonoidgruppe | Struktur Vorkommen
Flavanone
O OH
HO O © R Zitrusfriichte
OH O
Flavone
Sellerie
Paprika
Flavonole
Apfel
Zwiebeln
Flavan-3-ole
OH
HO o O . Grlintee
O Kakao
OH
OH
Anthocyanidine
OH
HO o O Beeren
N R
O P Rotwein
OH
OH
Isoflavone HO ‘ OI
R Sojabohne
OH O O oy | Sojaerzeugnisse
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Innerhalb der Flavonoide sind die Flavonole die mengenmifBig dominante Stoffgruppe in
Friichten [Watzl und Rechkemmer, 2001]. Die Hauptvertreter dieser Klasse sind Quercetin
(Kapitel 2.5.2.1) und Kédmpferol. Flavone (z. B. Luteolin und Apigenin) liegen nur in we-
nigen Nahrungspflanzen, wie z. B. Kriutern vor [Hertog et al, 1993]. Zitrusfriichte enthal-
ten hauptsichlich Flavanone, wie z. B. Naringenin und Hesperetin. Flavanone sind meist
an Position C-7 mit einem Disaccharid glykosyliert, welches im Fall von Naringin fiir den
bitteren Geschmack der Grapefruit verantwortlich ist [Watzl und Rechkemmer, 2001].
Orangensaft enthilt zwischen 200 - 600 mg/l Hesperidin [Tomas-Barberan et al, 2001].
Genistein und Daidzein gehoren zur Klasse der Isoflavone (Tabelle 4). Sie kommen insbe-
sondere in Sojabohnen (580-3800 mg/kg Frischgewicht) und den daraus hergestellten Pro-
dukten vor [Cassidy, 2003]. Catechine sind Flavan-3-ole in monomerer Form; als Polyme-
re werden sie als Procyanidine bezeichnet. (+)-Catechin und (-)-Epicatechin (EC) sind
vorwiegend in Friichten (Kapitel 2.5.2.1), (-)-Epigallocatechin (EGC) und (-)-
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) dagegen sind in griinem Tee zu finden [Watzl und
Rechkemmer, 2001]. Anthocyanidine stellen die grofite Gruppe an wasserloslichen Farb-
pigmenten mit dem Farbspektrum rot-blau-schwarz dar [Hou, 2003; Watzl et al, 2002]. Im
Gegensatz zu anderen Flavonoiden weisen Anthocyanidine bei saurem pH-Wert eine posi-
tive Ladung am C-Ring auf (Tabelle 4) [Hou, 2003]. Verzehrt werden Anthocyane, die
Glykoside der Anthocyanidine, hauptsédchlich iiber Rotwein und rote Beeren sowie iiber
bestimmte Blatt- und Wurzelgemiise (Auberginen, Kohl, Bohnen, Zwiebeln, Radieschen)
[Kahkonen und Heinonen, 2003]. Heidelbeeren enthalten bis zu 420 mg Anthocyane
/100 g Frischgewicht [Watzl et al, 2002; Kahkonen und Heinonen, 2003]. In der Schale
von roten Apfeln kénnen bis zu 100 mg/100 g Frischgewicht enthalten sein, dagegen ist
der Gehalt bezogen auf den Gesamtapfel mit 10 mg/100 g Frischgewicht eher gering
[Kahkonen et al, 2001]. Aufgrund der groB8en strukturellen Vielfalt der Flavonoide und
dem breiten Spektrum an Daten zur biologischen Wirksamkeit wird im folgenden Kapitel
2.5.2.1 schwerpunktméBig auf die Flavonoide und Dihydrochalkone des Apfels eingegan-

gen.
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2.5.2.1 Flavonoide und Dihydrochalkone des Apfels

Apfel zihlen mit zu den wesentlichen Flavonoidquellen in den westlichen Industrie-
lindern. In den USA werden bis zu 22 % der Gesamtflavonoidmenge durch Apfel aufge-
nommen, wobei hier der Konsum von flavonoidreichen Nahrungsergéinzungsmitteln nicht
beriicksichtig wurde [Vinson et al, 2001]. In Finnland sind Apfel und Zwiebeln die Haupt-
quelle fiir Flavonoide; in den Niederlanden stehen Apfelpolyphenole an dritter Stelle hinter
den Flavonoiden aus Tee und Zwiebeln [Hertog et al, 1993; Knekt et al, 1997]. In Deutsch-
land ist der Apfelsaft das meist konsumierte Fruchtgetrink mit 12,8 I pro Kopf im Jahr
[Verband der deutschen Fruchtsaftindustrie, 2004]. Der Pro-Kopf-Verbrauch an Apfeln
liegt in Deutschland bei 17 kg; wird der Apfelsaft mit einbezogen, steigt der Verbrauch auf
iiber 30 kg [http://www.bgbm.fu-berlin.de]. Der Gesamtpolyphenolgehalt von Apfeln kann
bis zu 2 g/kg Frischgewicht betragen [Scalbert und Williamson, 2000].

In den untersuchten polyphenolreichen Apfelextrakten AEO1, AE02, AEO3B und AE04
(Kapitel 6.1), die aus Apfelsiften verschiedener Sorten, Jahrgdnge und durch unterschied-
liche Herstellungsverfahren gewonnen wurden, konnten Dihydrochalkone und Flavonoide
aus den Klassen der Flavonole und der Flavan-3-ole sowie deren Dimere, die Pro-
cyanidine B1 und B2, identifiziert werden (Tabelle 9; Abbildung 27). Das Flavonol Quer-
cetin kommt als freies Aglykon nicht in Apfeln vor, sondern als Quercetinglykosid in Kon-
zentrationen von 2 — 26 mg/100 g Frischgewicht im Bezug auf das Aglykon [Hertog et al,
1993; Justesen et al, 1998; McGhie et al, 2005]. Die Quercetinglykosidkonzentrationen im
Apfelsaft variieren stark mit der Apfelsorte. So werden im Apfelsaft aus reinen Tafeldpfeln
nur geringe Gehalte bis zu 5 mg/l beschrieben [Hertog et al, 1993, van der Sluis et al,
2004], wohingegen in Apfelsiften aus Mostapfelsorten Gehalte an Quercetinglykosiden bis
27 mg/1 gefunden wurden [Kahle et al, 2005]. Die tégliche Gesamtautnahme von Flavono-
len wird auf 7 - 35 mg/Tag geschétzt [Sampson et al, 2002; Hertog et al, 1993, Knekt et al,
2002]. Flavan-3-ole kommen in der Nahrung als Monomere, Oligomere und Polymere vor.
Von den Monomeren, (+)-Catechin und (-)-Epicatechin sind keine Glykoside beschrieben
[Watzl und Rechkemmer, 2001]. Sie konnen jedoch mit einem Gallatrest in 3-Position ((-)-
Epicatechingallat (ECG), EGCG) verkniipft sein. Apfel enthalten in etwa 100 mg Flavan-
3-ole/kg Frischgewicht [van der Sluis et al, 2004]. Der Gehalt von dunkler Schokolade
liegt mit 500 mg Flavan-3-ole/kg deutlich hoher. Die tdgliche Aufnahme wird auf 17,1 -
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38,6 mg monomere Flavan-3-ole in den USA geschitzt [Lakenbrink et al, 2000]. Pro-
cyanidine sind Oligomere (bis zu n = 48) der Catechine, verbunden iiber C-4 und C-8 (oder
C-6) [Gu et al., 2003]. Sie sind mit entscheidend fiir Geschmack und Astringenz von Tee,
Wein und Fruchtsidften [Tsao et al, 2003; Gu et al., 2003]. Der Procyanidingehalt von
Apfeln ist abhiingig von der Sorte und variiert von 70 — 150 mg/100 g Frischgewicht [Tsao
et al, 2003]. Die hochsten Procyanidinkonzentrationen befinden sich in den Apfelschalen
[Kahle et al, 2005]. Das Flavan-3-ol-Dimer Procyanidin B1 und das Monomer EC sind als
Hauptflavan-3-ole des Apfels beschrieben [Tsao et al, 2003]. Die tdgliche Aufnahme-
menge an Monomeren sowie an Dimeren und Trimeren Flavan-3-olen wird insgesamt auf
18 - 50 mg/d geschitzt [Gu et al, 2003]. Ein charakteristischer Apfelinhaltsstoff ist das
Phloretinglukosid Phloridzin [Guyot et al, 2003; Thielen et al, 2004]. Phloridzin und das
korrespondierende Aglykon Phloretin gehdren zur Gruppe der Dihydrochalkone. Phlorid-
zin befindet sich hauptsédchlich in der Apfelschale (80 - 420 mg/kg), aber auch im Frucht-
fleisch (16 - 20 mg/kg) [Escarpa und Gonzalez, 1998]. Der Phloridzingehalt von Apfelsaft
betragt zwischen 5 - 40 mg/l [Guyot et al, 2003; Suarez et al, 2005].
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Dihydrochalkone Flavonole

OH

OH OH
OR

OH O
OR
OH
R R
Phloretin H Quercetin H
Phloridzin B-D-glc Quercetin-3-glukosid
(Isoquercitrin) B-D-gle
Quercetin-3-galaktosid
(Hyperosid) B-D-gal
Quercetin-3-rhamnosid
(Quercitrin) B-L-rha
Quercetin-3-rutinosid
(Rutin) B-L-rha- B-D-glc
Flavon-3-ole
OH OH
OH OH
HO O
OR 3 OR
“OR,
OH
R R, R R,
(+)-Catechin H H (-)-Epicatechin H H
(-)-Epicatechingallat H Gallat
(-)-Epigallocatechin OH H
(-)-Epigallocatechingallat OH Gallat
Procyanidine
OH OH
OH OH
HO
OH OH
Procyanidin B1 Procyanidin B2
-)Epicatechin (4p—8)-(+)-Catechin -)Epicatechin (4p—8)-(-)-Epicatechin
(-)Epicatechin (4B—8)-(+)-Catechi (-)Epicatechin (4—8)-(-)-Epicatechi

Abbildung 27: Flavonoide des Apfelsaftextraktes AE02 sowie einige strukturverwandte Ver-
bindungen (Epigallocatechin, Epicatechingallat und Epigallocatechingallat)
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2.5.2.2 Bioverfiigbarkeit von Flavonoiden und Dihydrochalkonen

Die gesundheitsfordernden, wie auch die mdglichen negativen Effekte der Flavonoide
(Kapitel 2.5.2.4) sind abhingig von der Aufnahme und der systemischen Verteilung. Die
Datenlage zur Resorption und Biotransformation von Polyphenolen im Diinndarm ist ins-
gesamt limitiert.

Flavonole sind die vorwiegend untersuchten Flavonoide. Hollman et al [1995] konnten an
Ileostomapatienten zeigen, dass Quercetinglykoside aus Zwiebeln zu 52 % im Diinndarm
resorbiert werden, wohingegen das Aglykon mit 24 % und das Quercetindiglykosid Rutin
mit nur 17 % eine geringere Resorptionsrate aufweisen. Nach Apfelsaftaufnahme konnten
nur Quercetin-3-O-arabinosid und -rhamnosid in der Ileostomafliissigkeit detektiert werden
[Kahle et al, 2005]. AuBBerdem wurden bei Ileostomapatienten Resorptionsraten von Quer-
cetin bis zu 81 % nach postulierter Hydrolyse von Quercetinglykosiden durch B-
Glukosidasen beschrieben [Walle et al, 2000].

In der Literatur werden verschiedene Wege zur Resorption von Flavonolen diskutiert
(Abbildung 28). Das Enzym Lactat-Phloridzin-Hydrolase (LPH), eine -Glukosidase, wel-
che in der Biirstensaummembran der Diinndarmepithelzellen lokalisiert ist, soll die Spal-
tung von Flavonolglykosiden in die entsprechenden Aglyka katalysieren. Die Aglyka wer-
den dann iiber passive Diffusion aufgenommen [Day et al, 2000]. Ein alternativer Weg
wire die Resorption der Flavonolglykoside iiber den natriumabhdngigen Glukosetranspor-
ter SGLT1. Die resorbierten Glykoside wiirden dabei anschlieBend durch zytosolische [3-
Glykosidasen (CBG) hydrolysiert werden [Gee et al, 2000]. Jedoch wurde ein Transport
von Quercetinglykosiden durch Glukosetransporter nur in vitro gezeigt [Walgren et al,
2000; Wolffram et al, 2002]. Der dritte diskutierte Mechanismus gilt fiir Flavonole, die
keine Substrate der LPH und CBG sind, wie z. B. Rutin. Die Resorption erfolgt nach
Deglykosylierung durch bakterielle B-Glykosidasen und Rhamnosidasen im Kolon [Holl-
man et al, 1999].

Quercetinglykoside aus Zwiebeln werden aufgrund ihrer Zuckerreste (hauptsachlich Quer-
cetin-3-glukosid) effizienter resorbiert als Quercetinglykoside aus Apfeln (Rhamosen, Ru-
tinosen etc.) oder Quercetinsupplementen [Hollman et al, 1997]. Dies deutet darauf hin,

dass der Zuckerrest sowie die Matrix eine wichtige Rolle fiir die Bioverfligbarkeit spielen
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[Hollman et al, 1999; Graefe et al, 2001]. Im Gegensatz dazu scheint die Position des
Zuckerrestes fiir die Resorption von geringerer Bedeutung zu sein. Die Resorptionsrate des
3-Glukosids und 4’-Glukosids von Quercetin bei humanen Probanden erwies sich als iden-
tisch [Olthof et al, 2000]. Jedoch wurden in Humanstudien interindividuelle Unterschiede
in den Resorptionsraten detektiert, die wahrscheinlich durch Polymorphismen von intesti-
nalen Enzymen und Transportern, sowie durch die individuelle Zusammensetzung der

Mikroflora der Probanden zu erklédren sind [Graefe et al, 2001; Kahle et al, 2005].

Nach Resorption aus dem Magen/Darmtrakt liegt Quercetin hauptsichlich in Form seiner
Metabolite im Plasma vor. Beteiligt an der Metabolisierung von Quercetin sind die Phase
[I-Enzyme UDP-Glukuronyltransferase (UGT), Catechol-O-methyltransferase (COMT)
und Sulfotransferase (SULT) [Scalbert und Williamson, 2000]. Als Hauptmetabolite des
Quercetins konnten Quercetin-3-O-glukuronid, 3’-O-methylquercetin-3-O-glukuronid und
Quercetin-3’-O-sulfat im humanen Plasma nach dem Verzehr von Zwiebeln identifiziert
werden [Day et al, 2001]. 20 - 40 % des aufgenommenen Quercetins liegen an der 3’-
Position methyliert vor [Olthof et al, 2000; Day et al, 2001]. In der Literatur ist wenig iiber
die Verteilung der Quercetinmetabolite beschrieben. Die Metabolite scheinen an Albumin
zu binden und werden so iiber das Blut zur Leber transportiert [Manach et al, 1995]. Fiir
eine starke Albuminbindung der Metabolite und eine Akkumulation im Plasma spricht
auch ihre hohe Halbwertszeit (11 -28 h) [Kaldas et al, 2005]. Flavonoidglukuronide
(Abbildung 28) und -sulfate sind polare, wasserldsliche Verbindungen, die {iber den Urin
oder iiber die Galle ausgeschieden werden. Bei Exkretion durch die Galle wird ein Trans-
port der Metabolite mit Hilfe des ,,multidrug-resistance associated protein“ (MRP2) in das
intestinale Lumen postuliert, wo sie durch die humane Mikroflora erneut metabolisiert und

iber den enterohepatischen Kreislauf riickresorbiert werden konnten [Walgren et al, 2000].
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Quercetin Quercetinglykoside

Passive Diffusion Lumen

Quercetin  *———————— Quercetinglykoside
Enterozyten

Quercetin-3-O-glukuronid

|

Quercetin-3’-O-sulfat

Blut

Quercetin-3’-O-sulfat Quercetin-3-O-glukuronid

Abbildung 28: Postulierte Mechanismen zur Resorption und des moglichen Metabolismus von
Quercetin im Diinndarm, [modifiziert nach Boyer et al, 2005]. CBG,
zytosolische PB-Glykosidase; LPH, Lactat-Phloridzin-Hydrolase; MRP2,

~multidrug-resistance  associated potein“; SGLT1, Natrium-abhéngiger
Glukosetransporter; SULT, Phenol-Sulfotransferase; UGT, UDP-Glukuronyl-
transferase.

Humanstudien zur Bioverfiigbarkeit der Flavan-3-ole wurden hauptsidchlich mit Griintee-
catechinen und catechinreichen Schokoladen durchgefiihrt [Baba et al, 2000; Natsume et
al, 2003; Roura et al, 2005]. Im Plasma von Probanden konnten nach Schokoladenverzehr
EC, EC-Glukuronid, EC-sulfat, EGC, O-3’- und O-4’-Methyl-EGC sowie EGCG detektiert
werden [Baba et al, 2000; Natsume et al, 2003; Roura et al, 2005]. EC und (+)-Catechin
werden im Diinndarm O-methyliert und glukuronidiert [Kuhnle et al, 2000]. Im Gegensatz
dazu wurden nach Apfelsaftgabe an Ileostomapatienten weder (+)-Catechin noch seine
methylierten bzw. glukuronidierten Metabolite in der Ileostomafliissigkeit detektiert [Kah-
le et al, 2005]. Durch Gabe von reinen Flavan-3-olen an Probanden konnte gezeigt werden,
dass die galloylierten Flavan-3-ole EGCG und ECG im Vergleich zu den Flavan-3-olen
ohne Galloylrest schlechter bioverfiigbar sind [van Amelsvoort et al, 2001]. Monomere
Catechine werden rasch mit dem Urin ausgeschieden (t;, = 1 -7 h) [van Amelsvoort et al,
2001]. Flavan-3-ole mit einem Galloylrest konnten bis jetzt nicht im Urin detektiert wer-
den [van Amelsvoort et al, 2001; Lee et al, 2002]. Dieser Befund kann nicht durch eine

Degalloylierung erklédrt werden, da dieser Prozess beim Menschen nur eine untergeordnete
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Rolle zu spielen scheint. Galloylderivate werden vermutlich durch eine Exkretion iiber die

Galle ausgeschieden [van Amelsvoort et al, 2001].

Im Vergleich zu den monomeren Flavan-3-olen ist iiber die Bioverfiigbarkeit der Procya-
nidine wenig bekannt. Aufgrund von in vitro Daten wird angenommen, dass Procyanidine
wihrend der Magen/Darmpassage in ihre Monomere und Phenolsduren (Phenylpropion-
sduren, Phenylessigsdure, m-Hydroxybenzoesédure, usw.) abgebaut werden [Spencer et al,
2001; Holt et al, 2002]. Andererseits wurden intakte Procyanidine im Diinndarm nachge-
wiesen [Rios et al, 2002]. In der Ileostomafliissigkeit von Patienten konnten jedoch nach
Apfelsaftgabe keine Procyanidindimere detektiert werden, was dafiir spricht, dass sie im
Diinndarm resorbiert oder abgebaut werden [Kahle et al, 2005]. Mdglicherweise sind die
Procyanidine aufgrund von Proteinbindungen aber auch nicht mehr mit der verwendeten
Analytik (HPLC-ESI-MS) detektierbar [Kahle et al, 2005]. Im Plasma wurden Pro-
cyanidindimere (Ratte und Mensch) und das Trimer C1 (Ratte) bereits nachgewiesen [Holt
et al, 2002; Sano et al, 2003; Shoji et al, 2006]. Gehalte der postulierten Abbauprodukte
der Procyanidine, wie beispielsweise der m-Hydroxyphenylpropionsiure oder der
m-Hydroxybenzoesdure, konnten nach dem Verzehr procyanidinreicher Schokolade im
Urin von Probanden detektiert werden [Rios et al, 2002]. Jedoch wurde der bakterielle Me-
tabolismus nach Aufnahme von reinen Procyanidinen niemals untersucht. Eine in vivo Stu-
die an Ratten konnte zeigen, dass der mikrobielle Abbau mit steigendem Oligo-
merisierungsgrad der Procyanidine abnimmt, was moglicherweise mit den antimikrobiellen
Eigenschaften und/oder der Proteinbindungskapazitit der Procyanidine zusammenhangt

[Gonthier et al, 2003].

Die Dihydrochalkone Phloretin und Phloridzin werden groftenteils im Diinndarm resor-
biert [Crespey et al, 2001]. Nach Phloridzininfusion an Ratten wurden im Plasma das
Aglykon Phloretin sowie die Konjugate Phloretinglukuronid und -sulfat gefunden [Crespy
et al, 2001]. Jedoch konnten nur geringe Mengen an unkonjugiertem Phloretin detektiert
werden. Intaktes Phloridzin konnte im Plasma der Ratten nicht nachgewiesen werden, was
auf eine Hydrolyse bei der Resorption und der Metabolisierung hinweist [Crespy et al,
2001]. Bei einer Studie an Ileostomapatienten konnten Phloretin und Phloretinglukuronide,
jedoch kein Phloridzin in der Ileostomafliissigkeit nach Apfelsaftgabe detektiert werden
[Kahle et al, 2005].
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2.5.2.3 Chemoprotektive Wirkungen von Flavonoiden

Epidemiologische Daten lassen vermuten, dass Apfelpolyphenole méglicherweise praven-
tiv in Hinblick auf die Entstehung chronischer Erkrankungen wirken [Boyer und Liu,
2004].

So ergab die ,,Nurses Health* Studie (77000 Frauen), dass ein hoher Obst- und Gemiise-
verzehr das Risiko an Lungenkrebs zu erkranken, um 21 % verringert. Im Gegensatz dazu
zeigte die ,,Health Professionals’ Follow-up* Studie mit 47000 Ménnern keine Korrelation
zwischen Flavonoidverzehr und Lungenkrebs [Feskanich et al, 2000]. In einer Fall-
Kontroll-Studie auf Hawaii konnte hingegen gezeigt werden, dass der Verzehr von Zwie-
beln und Apfeln das Risiko von Lungenkrebs verringert [Le Marchand et al, 2000]. Die
gleiche inverse Korrelation ergab eine Finnische Studie an 10000 Mannern und Frauen
[Knekt et al, 1997]. Hierbei waren Apfel das einzige Nahrungsmittel, welches mit einem
verminderten Risiko von Lungentumoren assoziiert wurde.

Die Beziehung zwischen der Catechinaufnahme und Krebs wurde unter anderem in der
»Zutphen Elderly Studie untersucht. Dabei war Tee die Hauptcatechinquelle (87 %), wéh-
rend durch Apfel nur ca. 8 % der Catechine aufgenommen wurden [Arts et al, 2001]. Die
Studie zeigte, dass weder die Catechinaufnahme noch der Teekonsum mit einer verringer-
ten Inzidenz fiir epithelialen Lungenkrebs assoziiert ist [Arts et al, 2001]. Weitere Daten
aus der ,,Zutphen Elderly* Studie ergaben die Korrelation zwischen Gemiise- und Obstver-
zehr und einer verringerten Krebsinzidenz, jedoch nur fiir Tumore des Respirationstraktes
[Arts et al, 2001].

Die prospektive Kohortenstudien ,,Nurses Health* Studie II ergab keinen Zusammenhang
zwischen dem Apfelverzehr und einem verminderten Brustkrebsrisiko [Adebamowo et al,
2005].

Insgesamt ldsst sich sagen, dass die epidemiologischen Daten zu einem verminderten
Krebsrisiko durch sekundire Pflanzeninhaltsstoffe noch recht kontrovers diskutiert wer-
den. Dagegen scheinen die Daten zu einem verminderten Risiko fiir kardiovaskuldre Er-
krankungen (Tabelle 5) mittlerweile belegt zu sein. Dabei wurde vor allem eine verringerte
Mortalitdtsrate durch Herz-Kreislauferkrankungen mit einer hohen Flavonoidaufnahme

assoziiert [Boyer und Liu, 2004].
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Tabelle 5: Epidemiologische Daten zur Flavonoidaufnahme und dem verringerten Risiko fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen

Studie Ergebnis Literatur

»Women’s Health* Studie | Apfelaufnahme: 13 - 22 % weniger

‘ Sesso et al, 2003
(~ 40000 Frauen) kardiovaskuldre Erkrankungen

Flavonoidaufthahme invers assozi-

iert mit Todesfillen durch Herz- | Knekt et al, 1996

Finnische Kohortenstudie

(62440 Personen)
Kreislauferkrankungen bei Frauen

Catechinaufnahme verringert die
Studie mit 35000 Frauen
. Todesrate durch kardiovaskulére | Arts et al, 2001
in lowa
Erkrankungen

Flavonoidaufnahme korreliert mit
»Zutphen Elderly* Studie | einer verringerten Todesrate durch | Hertog et al, 1993

Herzerkrankungen

2.5.2.4 Biologische Wirkungen von Apfelpolyphenolen

Extrakte von Apfeln und vor allem Apfelschalen werden als potente Antioxidantien und
Inhibitoren des Wachstums von Tumorzelllinien in vitro beschrieben [Wolfe et al, 2003;
Eberhardt et al, 2000; Liu et al, 2003, Gosse et al, 2005; Schifer et al, 2005; Kern et al,
2005; Veeriah et al, 2006]. Die antioxidative Kapazitit von 100 g Apfeln entspricht ca.
1500 mg Vitamin C [Eberhardt et al, 2000; Boyer und Liu, 2004]. Da jedoch der Vitamin
C-Anteil im Apfel recht gering ist, ist die antioxidative Wirkung der Apfel sehr wahr-
scheinlich auf andere Inhaltsstoffe, wie z. B. die Polyphenole, zuriickzufiihren [Eberhardt
et al, 2000]. Apfelextrakte erwiesen sich als potente Inhibitoren des Tumorzellwachstums
in vitro (Tabelle 6). In vivo reduziert naturtriiber Apfelsaft im Gegensatz zum klaren
Apfelsaft die Anzahl durch Dimethylhydrazin (DMH)-induzierten aberranten Krypten im
distalen Kolon von Ratten [Barth et al, 2005]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
Apfelprocyanidine die Anzahl an durch Azoxymethan (AOM)-induzierten hyperproliferie-

renden und aberranten Krypten im Kolon von Ratten verringert [Gossé et al, 2005].

Die praventive Wirkung von Apfelpolyphenolen wird im Zusammenhang mit anti-
oxidativen, antikanzerogenen, antiviralen, antiallergenen, antiinflammatorischen und im-

munstimulierenden Eigenschaften diskutiert [Boyer und Liu, 2004]. Im folgenden Ab-
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schnitt sind die umfangreichen biologischen Wirkungen, mit Schwerpunkt auf die antioxi-
dativen und antikanzerogenen Eigenschaften, der in den Apfelsaftextrakten bislang identi-

fizierten Polyphenole zusammengefasst.

Tabelle 6: Zusammenfassung der wachstumshemmenden Eigenschaften von Apfelsaft-
extrakten a) 50 mg Apfelextrakt/ml, b) 20,5 uM Apfelsaftextrakt AEO2 bezogen
auf den Gehalt an Phloridzin; ' Apfelsorte nicht bekannt.

Zellwachstumshemmung

Zelllinie Apfelsorte Literatur
[Yo]
CaCo-2 | Eberhardt et al,
= 43 %"
(Kolonkarzinom) 2000
HT29 AE02
' _ 50 9, Veeriah et al, 2006
(Kolonkarzinom) | (Kapitel 6.1.2) 0
SW620 .
_ Antoinette 50 % Gosse et al, 2005
(Kolonkarzinom)
Fuji 39 % Liu et al, 2003
Golden Delicious | 57 %"
HepG2 )
) ,Northern Spy* | kein Effekt
(Leberkarzinom)
Idared ~20 %" Wolfe et al, 2003
! 50 %" Sun et al, 2002

Im oxidativen Stoffwechsel eukaryontischer Zellen entstehen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), wie z. B. Hydroxyradikale (*OH), Superoxidradikalanionen (Oz_') und Alkyl- bzw.
Peroxylradikale (RO* bzw. ROO*). Bei einem Ubergewicht von prooxidativen Prozessen
kann es zur Schadigung von Proteinen, Membranlipiden sowie der DNA kommen. Einige
Krankheitsbilder, z. B. Alzheimer, Krebs, Herz-Kreislauferkrankungen und Entziindungs-
prozesse werden mit oxidativem Stress in Verbindung gebracht [Galli et al, 2005].
Polyphenole kénnen in vitro oxidativen Stress durch verschiedene Mechanismen inhi-
bieren, z. B. durch direktes Abfangen von ROS oder durch Komplexierung von Metall-
ionen [van Acker et al, 1998; Kahkonen et al, 1999]. Fiir die antioxidativen Eigenschaften
der Flavonoide (Quercetin) und Hydroxyzimtsdurederivate (Kaffeesdure und Chlorogen-
sdure) ist eine Wasserstoff (H)-Abstraktion verantwortlich. Es wird dabei eine Semichi-
nonstruktur des reaktionstrigen Phenoxyradikals erzeugt [Pietta, 2000; Moridani et al,

2001; Spencer et al, 2003]. Das Phenoxyradikal ist durch Elektronendelokalisation stabili-
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siert. Durch eine weitere Elektroneniibertragung geht es in eine stabile Chinonstruktur iiber
[Pietta, 2000; Moridani et al, 2001; Spencer et al, 2003]. Bestimmte Strukturmerkmale der
Flavonoide scheinen fiir die Ein-Elektroneniibergénge von besonderer Bedeutung zu sein.
So wird fiir eine Stabilisierung des Flavonoidradikals durch Elektronendelokalisation eine
Catecholstruktur am B-Ring sowie eine Doppelbindung in C-2 — C-3-Position und eine 4-
Oxogruppe am C-Ring vorausgesetzt (Abbildung 29) [Pietta, 2000]. Aus der Gruppe der
Flavonole konnten Quercetin und einige seiner Metabolite (z. B. 3’-O-Methylquercetin)
sowie das Flavan-3-ol EGCG als Hemmstoffe von Enzymen (NAD(P)H-Oxidase, Cyclo-
oxygenasen und Lipoxygenasen) identifiziert werden, die an der Bildung von ROS betei-

ligt sind [Morre et al, 2000; Jones et al, 2004; Hussain et al, 2005].

Abbildung 29: Struktur des Flavonols Quercetin.  Farblich hinterlegt sind die
Strukturmerkmale, die am antioxidativen Potential der Flavonoide maBgeblich
beteiligt sind. Dabei ist vor allem die Catecholstruktur des B-Ringes (gelb)
entscheidend. Weitere wichtige Merkmale sind die Doppelbindung (hellblau)
und die Oxo-Gruppe (orange) am C-Ring [Spencer et al, 2003].

Bei Friichten korreliert die antioxidative Kapazitit mit dem Polyphenolgehalt sowie der
Polyphenolzusammensetzung [Chinnici et al, 2004; Tsao et al, 2005]. Vor allem die Fla-
van-3-ole und Procyanidine scheinen zur antioxidativen Wirkung von Friichten beizutra-
gen [Van der Sluis et al, 2002; Tsao et al, 2005]. Die antioxidative Aktivitdt von Apfel-
polyphenolen, gemessen mit der Folin-Ciocalteau-Methode, ldsst sich wie folgt zusam-
menfassen: Quercetinglykoside = Flavan-3-ole/Procyanidine > Chlorogenséure > Phlore-
tinglykoside [Lee et al, 2003; Chinnici et al, 2004; Tsao et al, 2005]. Im TEAC (Trolox-
Aquivalente, antioxidative Kapazitit) zeigen Rutin und Phloridzin die hdchste anti-

oxidative Aktivitdt gefolgt von (-)-Epicatechin [Lee et al, 2003; Schéfer et al, 2005]. Die
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Hydroxyzimtsduren Chlorogensidure und Kaffeesdure erweisen sich nur als marginal anti-
oxidativ wirksam [Lee et al, 2003; Schifer et al, 2005].

Viele der bislang durchgefiihrten Untersuchungen zur antioxidativen Kapazitit von Quer-
cetin wurden mit den Aglyka selbst, und nicht mit den in der Natur vorliegenden Glyko-
siden oder den humanen Stoffwechselkonjugaten (Sulfate und Glukuronide) durchgefiihrt.
Nur wenige in vitro-Studien zeigen, dass Quercetinglukuronide antioxidative Wirkungen
aufweisen, welche jedoch geringer als die des freien Quercetins sind [Morand et al, 1998;
Manach et al, 1999; Miyake et al, 2000]. Dabei scheint auch die Position der Glukuron-
idierung von Bedeutung zu sein, da sich das 3-O-Quercetinglukuronid als der Metabolit
mit dem hochsten antioxidativen Potential erwies [Moon et al, 2001]. In Humanstudien
erwiesen sich bereits ein Traubenkernextrakt und ein roter Mehrfruchtsaft als antioxidativ

wirksam [Vinson et al, 2002; Natella et al, 2002, Weisel et al, 2006].

Abhingig von ihrer Struktur modulieren Flavonoide selektiv die Aktivitit und/oder Ex-
pression von Elementen (Tabelle 7) verschiedener Signaltransduktionskaskaden, wie z. B.
PKC (Kapitel 2.2.3), EGFR (Kapitel 2.2.1.3), ERK1/2 (Kapitel 2.2.1.4), oder B-Catenin

(Kapitel 2.2.2.2), die von besonderer Bedeutung fiir die Tumorenstehung sind.

Tabelle 7: Polyphenole als Inhibitoren ausgewahlter Signalkettenelemente in vitro.

Enzym Flavonoid Literatur
EGCG / ECG Liang et al, 1997; Sah et al, 2004
EGFR Quercetin Lee et al, 2002; Kern et al, 2005
Phloretin Yang et al, 2001
Kaffeesdure Vacaresse et al, 2001
Quercetin Spencer et al, 2003; Moon et al, 2003
ERK1/2 EGCG Chung et al, 2001; Masuda et al, 2001
Apfelpolyphenole | Gossé et al, 2005
. Quercetin Park et al, 2005; van Erk et al, 2005
p-Catenin EGCG Dashwood et al, 2002 und 2005
Quercetin Ferriola et al, 1989
Phloretin Kobori et al, 1999
PKC
EGCG Chen et al, 1999
Apfelpolyphenole | Gossé et al, 2005
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Des Weiteren wird noch die Aktivitit einer Vielzahl von Enzymen beispielsweise PI3K,
PKB, PKA oder humane Topoisomerasen durch Polyphenole moduliert [Ferriola et al,
1989 Liang et al, 1997; Agullo et al, 1999; Nguyen et al, 2004; Habermeyer et al, 2005].
Die entscheidenden strukturellen Merkmale fiir eine potente Hemmwirkung auf die Aktivi-
tidt der PKC, PI3K und Topoisomerasen scheinen die Anzahl der Hydroxy-Gruppen am B-
Ring, die Doppelbindung zwischen C-2- und C-3-Atom des C-Rings sowie die 4-Oxo-
Gruppe und die 7-Hydroxygruppe am C-Ring zu sein (Abbildung 29) [Ferriola et al, 1989;
Agullo et al, 1997].

Das Flavonol Quercetin und das Griinteecatechin EGCG gehoren zu den meist untersuch-
ten Flavonoiden im Hinblick auf die Modulation von zelluldren Signalen. So konnte bis-
lang gezeigt werden, dass Quercetin und EGCG das Wachstum von humanen Kolontumor-
zellen in vitro hemmen [Kuo et al, 1996; Chen et al, 2003; Veeriah et al, 2006]. Apfelpoly-
phenole, wie die Hydroxyzimtsdure Kaffeesdure oder EC, sind ebenfalls als Hemmstoffe in
vitro beschrieben [Kern et al, 2005; Veeriah et al, 2006]. Des Weiteren induziert Quercetin
Apoptose durch Aktivierung von Caspasen und Cytochrom C-Freisetzung in humanen
Tumorzellen in vitro [Shen et al, 2003; Chen et al, 2003]. Neuere Untersuchungen zeigen,
dass auch Apfelprocyanidine einen entscheidenden Beitrag zur Apoptoseinduktion leisten
[Gossé et al, 2005]. Ein procyanidinreicher Apfelsaftextrakt induzierte die Caspase-3-
Aktivitit in der humanen Kolontumorzelllinie SW620 [Gossé et al, 2005].

Eine Vielzahl der Flavonoide ist in der Lage, Tumorzellen im Zellzyklus zu arretieren.
Quercetin arretiert humane Kolontumorzellen in der G;-Phase des Zellzyklus [Casagrande
und Darbon, 2001; Choi et al, 2001; Ong et al, 2004]. Im Gegensatz dazu greifen die im
Apfelsaftextrakt vorliegenden Quercetinglykoside, Quercitrin (Q-3-rha) und Rutin, nicht in
die Zellzyklusphasen ein, noch induzieren sie Apoptose in humanen Leukdmiezellen in
vitro [Shen et al, 2003]. Des Weiteren sind die Flavan-3-ole EGCG und ECG sowie die
Cumar- und die Kaffeesdure in vitro als Zellzyklus-modulierend beschrieben [Tan et al,

2000; Hyun und Chung, 2004; Kampa et al, 2004; Nihal et al, 2005].

Erst in den letzten Jahren wurde begonnen, zusitzlich zu den Aglyka auch die signalmodu-
lierenden Wirkungen von Flavonoidmetaboliten und Abbauprodukten (Kapitel 2.5.3) zu
untersuchen. Aus diesem Grunde ist die Datenlage hierzu noch sehr begrenzt. Von den
Metaboliten konnte bis jetzt nur das Quercetin-7-sulfat als Inhibitor des Wachstums von
humanen Kolontumorzellen und die Quercetinglukuronide als Hemmstoffe des Wachstums

von humanen Lungenkarzinomzellen identifiziert werden [Depeint et al, 2002; Yang et al,
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2006]. Yoshizumi et al. [2002] konnten zeigen, dass das Quercetin-3-Glukuronid die Akti-
vitdt der stressinduzierbaren JNK-Kinase hemmt. Des Weiteren inhibieren Quercetin und
Quercetin-3'-sulfat sowie Quercetin-3-glukuronid und 3'-Methylquercetin-3-glukuronid die

Aktivitdt von Cyclooxygenasen in vitro [O'Leary et al, 2004].

Schwierig ist die Beurteilung zur gesundheitlichen Unbedenklichkeit der Flavonoide, da
aufgrund der strukturellen Vielfalt dieser Substanzklasse sowie ihrer komplexen Metaboli-
sierung bisher keine geeigneten Biomarker identifiziert werden konnten. Es gibt keine
Hinweise fiir eine akute Toxizitdt flavonoidreicher Lebensmittel. Einige Polyphenole
scheinen in vitro genotoxische und mutagene Eigenschaften zu besitzen, die in vivo bisher
nicht belegt wurden [da Silva et al, 2002: Sakihama et al, 2002; Awad et al, 2002; Mennen
et al, 2005]. Nur in einer in vivo Studie induzierte Kaffeesdure in hohen oralen Dosen (2 %
im Futter) Tumore der Niere bei Miusen und Ratten [Hagiwara et al, 1991]. Anhand epi-
demiologischer Studien konnte eine Assoziation zwischen friihkindlicher akuter myeloi-
scher Leukdmie und einer erhohten Exposition von Topoisomerase II-Giften aus der Nah-
rung wihrend der Schwangerschaft postuliert werden [Ross et al, 1996]. Als Topoiso-
merasegifte sind das Flavonol Quercetin und das Griinteecatechin EGCG beschrieben.
Diskutiert wird der Mechanismus einer Translokation im MLL1 Gen durch die Inhibierung

humaner Topoisomerasen [Abe, 1999; Strick et al, 2000].

Die mit der Nahrung aufgenommenen Flavonoidkonzentrationen sind jedoch meist um ein
Vielfaches geringer, als die bei in vitro- und in vivo-Versuchen eingesetzten Konzentratio-
nen. Aullerdem unterliegen Flavonoide zusétzlich einem starken Metabolismus, wobei die
Datenlage zu mdglichen biologischen Wirkungen der Metabolite bislang sehr begrenzt ist.
Trotzdem ist zu beachten, dass vor allem durch Nahrungsergdnzungsmittel hohe lokale
Flavonoidkonzentrationen im Darm erreicht werden konnen, so dass in vitro-
Untersuchungen zur zelluldrern Wirkmechanismen von Flavonoiden mit zur Nut-

zen/Risiko-Evaluierung beitragen.
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2.5.3 Postulierte Flavonoidabbauprodukte

Die biologische Verfiigbarkeit der Flavonoide ist fiir ihre physiologischen Funktionen von
entscheidender Bedeutung. Jedoch ist die Resorption der Flavonoide sehr gering. Des
Weiteren ist die Wiederfindungsrate an intakten Flavonoiden im Urin oder in der Fézes
marginal [Blaut et al, 2003]. Dies sind alles Hinweise fiir eine intensive Biotransformation
der Flavonoide (Kapitel 2.5.1.1).

In der Literatur ist sowohl ein Zerfall der aufgenommenen Flavonoide durch den neutralen
pH-Wert im Diinn- und Dickdarm, als auch ein intensiver Abbau durch die gastro-
intestinale Mikroflora beschrieben [Braune et al, 2001; Lin et al, 2003; Schoefer et al,
2003; Blaut et al, 2003]. Es wird angenommen, dass sich im humanen Dickdarm ca. 400
verschiedene Bakterienspezies mit einer Gesamtzahl von bis zu 10" Bakterienzellen be-
finden [Blaut et al, 2003]. 99 % der Bakterien im Gastrointestinaltrakt sind Anaerobier.
Bislang konnten nur wenige anaerobe Bakterienstimme identifiziert werden, die einen
Beitrag zum Abbau von Flavonoiden leisten [Blaut et al, 2003; Braune et al, 2005]. Durch
Inkubation der Flavonoide mit humanen Mikroorganismen (Eubacterium ramulus, Clostri-
dium orbiscindens, Enterococcus casseliflavus) wurden eine Reihe von Abbauprodukten
charakterisiert. Quercetin bzw. seine Glykoside werden z. B. durch Eubacterium ramulus
zu 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (B-Ring) und Phloroglucinol (A-Ring) abgebaut
(Abbildung 30). Flavonoide, die keine OH-Gruppe an der 3-Position des C-Ringes be-
sitzen, wie z. B. die Flavone, werden mikrobiell zu den korrespondierenden Phenyl-
propionsduren konvertiert. Bei beiden Abbauwegen, sowohl der Flavonole als auch Flavo-
ne, kommt es zuerst zur Reduktion der 2,3-Doppelbindung des C-Ringes. Durch Ring-
Offnung und Abspaltung des Phloroglucinols entstehen die entsprechenden Phenolséuren
[Aura et al, 2002; Blaut et al, 2003; Schoefer et al, 2003]. Phloroglucinol unterliegt je nach
Bakterienart einem weiteren Abbau zu kurzkettigen Fettsduren. So entstehen durch Eubac-
terium ramulus katalysierte Reaktionen aus Phloroglucinol Acetat und Butyrat. Durch Un-
tersuchungen zum Abbau von Flavonolen mit fikalen Mikroorganismen aus unterschiedli-
chen Spezies (Hase, Ratte, Mensch) konnte gezeigt werden, dass Methoxygruppen am B-

Ring die Flavonole vor einem intensiven Abbau schiitzen [Lin et al, 2003].
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Abbildung 30: Postulierter Abbau von Quercetin durch Eubacterium ramulus [modifiziert nach
Blaut et al, 2003].

Nach oraler Gabe von (+)-Catechin an Ratten konnten die Abbauprodukte 3-Hydroxy-
phenylpropionséure, 3-Hydroxybenzoesdure und 3-Hydroxyhippursdure detektiert werden
[Gonthier et al, 2003]. 3-Hydroxyphenylpropionsdure entsteht im Dickdarm durch den
mikrobiellen Abbau von Kaffeesdure [Rechner et al, 2001]. Intestinale Mikroorganismen
sind ebenfalls in der Lage, mono- und diglykosylierte Anthocyane abzubauen. Nach Ab-
spaltung des Zuckerrestes erfolgt der Abbau zum nicht stabilen Phloroglucinolaldehyd (A-
Ring) und der entsprechenden Benzoesdure (B-Ring; Abbildung 31; Tabelle 8) [Keppler
und Humpf, 2005; Fleschhut et al, 2006].

Aber auch unter in vitro Bedingungen wird ein intensiver Abbau von Flavonoiden und vor
allem der Anthocyanidine aufgrund ihrer chemischen Instabilitét postuliert [Seeram et al,

2001; Aura et al, 2002; Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al, 2006].
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Abbildung 31: Postulierter Zerfall der Anthocyanidine [modifiziert nach Fleschhut et al, 2006].
R1 und R2 siche (Tabelle 8).

Tabelle 8: Anthocyanidine und ihre korrespondierenden Benzoesauren [Fleschhut et al, 2006]
Anthocyanidin Korrespondierende Benzoesiure R, R;
Pelargonidin 4-Hydroxybenzoeséure H H
Cyanidin Protocatechusiure OH H
Delphinidin Gallussédure OH OH
Péonidin Vanillinsdure OCHj3; H
Malvidin Syringasdure OCH; OCH;

Im Gegensatz zu den Flavonoiden ist bislang relativ wenig tiber zelluldre Effekte der Fla-
vonoidabbauprodukte sowohl in vitro als auch in vivo bekannt. Einige Abbauprodukte von
Flavonoiden, wie z. B. Gallussdure, Protocatechusdure, 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure
und Phloroglucinol, sind bereits als Inhibitoren des Wachstums von humanen Tumorzellen
in vitro beschrieben [Ohno et al, 2001; Yanez et al, 2004; Zapor, 2004; Kampa et al, 2004;
Yeh et al, 2005; Gao et al, 2006]. Des Weiteren wirken Hydroxybenzoesduren antioxidativ
[Seeram et al, 2001; Yeh und Yen, 2003]. In vivo konnte Protocatechusdure in geringen
Dosen (16 nmol; 30 min vor 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetat (TPA)-Gabe) die Papil-
lomarate von Dimethylbenz[a]-anthracen-induzierten weiblichen ICR-Méusen um 52 %
reduzieren [Nakamura et al, 2000]. Protocatechusdure (1000 und 2000 ppm, oral) reduziert
signifikant die Anzahl aberranter Krypten von Azoxymethan-induzierten ménnlichen

F344-Ratten [Kawamori et al, 1994]
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3 Problemstellung

Aufgrund der hohen Inzidenz an kolorektalen Karzinomen in den westlichen Industrieldn-
dern und der bedeutenden Rolle der Erndhrung im Hinblick auf die Kolonkanzerogenese,
steht die Identifizierung von Lebensmittelinhaltsstoffen mit einem mdglichen chemopri-
ventiven Potential im Mittelpunkt des 6ffentlichen und wissenschaftlichen Interesses.

Im Rahmen des BMBF-geforderten Netzwerkes sollte die Rolle von Nahrungsbestand-
teilen in der Genese von Darmkrankheiten sowie Moglichkeiten ihrer Pravention durch die
Erndhrung untersucht werden. Der Fokus liegt dabei auf der Identifizierung von Apfel-
polyphenolen mit moéglichen chemopréaventiven Eigenschaften, sowie auf der Aufkldrung
der zugrunde liegenden Wirkmechanismen.

Die Tumorentstehung ist verbunden mit der Modulation von zelluldren Signaltransdukti-
onskaskaden. Die Expression und/oder die Aktivitidt von zentralen Elementen von Signal-
kaskaden, welche entscheidend sind fiir die Regulation von Zellwachstum und Differen-
zierung, ist dabei hdufig verdndert [Peters, 2003; Djahansouzi et al, 2004; Thiel und Ross-
ler, 2005]. Die Wirkung von Apfelpolyphenolen auf solche proliferationsassoziierten Sig-
nalkaskaden steht im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit. Die Arbeit sollte damit einen
Beitrag zum Verstindnis der zelluldren Wirkmechanismen von Apfelpolyphenolen leisten.

Komplexe Apfelextrakte, rekonstituierte Mischungen bislang identifizierter Apfelpoly-
phenole sowie ausgewihlte Apfelinhaltsstoffe als Einzelsubstanzen wurden hinsichtlich
ihrer Effekte auf das Wachstum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 in vitro unter-
sucht.

Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit galt dem Einfluss von Apfelpolyphenolen auf den
EGFR/MAPK-Signalweg. Mit Hilfe von Faktionen aus polyphenolreichen Apfelextrakten,
die uns von der Arbeitsgruppe von Prof. Becker (emeritus, Universitit Saarbriicken) zur
Verfiigung gestellt wurden, sollten Apfelpolyphenole mit potenter Wirkqualitdt auf den
EGFR/MAPK-Signalweg identifiziert werden.

Eine besondere Schliisselrolle bei der Regulation von Wachstums- und Differenzierungs-
prozessen nimmt die Proteinkinase C (PKC) ein [Dempsey et al, 2000; Gokmen-Polar et
al, 2001]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Frage der nachgegangen, ob und inwieweit der
Apfelsaftextrakt bzw. dessen Inhaltsstoffe die PKC-Aktivitdit von humanen Kolon-
karzinomzellen im Vergleich zu primédren Enterozyten beeinflussen. PKC-Isoenzyme sind

zum Teil wichtige Regulatoren von apoptotischen Prozessen, weshalb untersucht wurde,
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welchen Beitrag insbesondere die Modulation der Expression von PKCa und PKCS in
HT29-Zellen durch Apfelpolyphenole zur Apoptoseinduktion leistet.

Weiterhin spielt der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle in der Kolonkanzerogenese. Mu-
tationen von Komponenten des Wnt-/B-Catenin-Signalweges finden sich deshalb in einer
Vielzahl kolorektaler Karzinome [Kolligs et al, 2002; Chtarbova und Miiller, 2003]. Ein
zentrales Schliisselenzym dieses Signalweges stellt die Glykogensynthasekinase-3f3
(GSK3p) dar. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit Frage nachgegangen, ob Apfel-
polyphenole die GSK3B-Aktivitit und die B-Catenin-Homdoostase in HT29-Zellen modu-
lieren. Solche Interaktionen der Apfelpolyphenole mit dem Wnt-Signalweg koénnten mog-
licherweise deren Einsatz in der Pravention des kolorektalen Karzinoms limitieren.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand aus wirkmechanistischen Untersuchungen
zu potentiellen Abbauprodukten von Polyphenolen. Aufgrund der limitierten Stabilitdt der
Flavonoide in vitro als auch durch die bakterielle Degradation durch die Mikroflora des
Kolons in vivo [Blaut et al, 2003; Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al, 2005], stellte
sich die Frage nach der biologischen Wirksamkeit der Abbauprodukte. Eine weitere Frage,
welche sich daraus ergibt, ist, ob die nach Inkubation mit Flavonoiden beobachteten zellu-
laren Wirkungen auf den Ursprungssubstanzen selbst beruhen oder ob entsprechende Ab-
bauprodukte zumindest einen Beitrag dazu leisten. Daher wurde die Hemmwirkung der
postulierten Abbauprodukte von Flavonoiden auf das Wachstum von HT29-Zellen in vitro
untersucht. Des Weiteren wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die bislang identifi-
zierten zelluldren Zielstrukturen ausgewdhlter Flavonoide, wie beispielsweise der EGFR,

durch die entsprechenden Abbauprodukte beeinflusst werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Hemmung des Tumorzellwachstums in vitro durch Apfelextrakte

und ausgewihlte Polyphenole

Als erster Parameter fiir die biologische Wirksamkeit in den gewéhlten Zellsystemen wur-
de die Beeinflussung des Wachstums der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 durch
Apfelsaftextrakte und ihrer Inhaltsstoffe im Sulforhodamin B (SRB)-Test (Kapitel 6.5)
[Skehan et al, 1990] bestimmt. Fiir weiterfiihrende Struktur-Aktivitits-Untersuchungen
wurden strukturverwandte Flavan-3-ole in die Untersuchungen mit einbezogen.

Die untersuchten Apfelextrakte (Kapitel 6.1) unterschieden sich in den Apfelsorten sowie
im Gewinnungsprozess. AE02 und AE04 sind Apfelsaftextrakte, wohingegen der Extrakt
AEO3B einen Tresterextraktionssaft darstellt. Der Apfelsaftextrakt AE02 wurde aus 20 %
Tafeldpfel und 80 % (Topaz, Bohnapfel, Winterrambur, Bittenfelder) der Ernte 2002 her-
gestellt. Der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AEO4 entstand durch die Mischung von
Apfelséften der Ernte 2002 und 2003. Zur Herstellung wurden 250 1 des Ausgangssaftes
zur Herstellung des AE02, 50 I Tresterextraktionssaft und je 200 I von sortenreinen natur-
triiben Mostapfelsidften aus Schafsnase, Bohnapfel und Winterrambur vermischt. Der
Apfelextrakt AEO3B unterscheidet sich von den anderen Extrakten durch seine Herstel-
lungsweise. Der Ausgangsapfelsaft zur Gewinnung des Extraktes AE03B wurde aus ver-
schiedenen Tafelapfelsorten (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious, Jonagold) der
Ernte 2003 hergestellt. Der Apfelsaft wurde jedoch verworfen und stattdessen der Riick-
stand (Trester) fiir zwei Stunden mit Zellulasen und Pektinasen behandelt, um die im
Trester verbliebenen Polyphenole ebenfalls herauszulésen. Aus dem resultierenden
Tresterextraktionssaft wurde der Tresterextrakt AEO3B gewonnen. Dieser Extrakt unter-
scheidet sich von den Apfelsaftextrakten AEO2 und AE04, durch einen erhdhten Gehalt an
Quercetinglykosiden (Tabelle 9). Die Polyphenole der Extrakte wurden mittels HPLC mit
Diodenarraydetektor charakterisiert. Jedoch konnten bislang maximal 50 % der Apfelpo-
lyphenole der untersuchten Extrakte bestimmt werden (Tabelle 9). Aufgrund der Kompati-
bilitdt zur Massenspektrometrie (MS) wurde im Laufe des Projektes die Analytik etwas

verifiziert. In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der spiten Umstellung (drittes Pro-
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jektjahr) von den bereits verdffentlichten Polyphenolgehalten ausgegangen (Tabelle 9,

FuBnote a)) [Kern et al, 2005; Schéfer et al, 2006].

Tabelle 9: Polyphenolzusammensetzung der Apfelextrakte (Einwaage von 1g Extrakt gelost
in 11 H,O). n. n.: nicht nachweisbar; kursiv: in dieser Arbeit untersuchte Apfel-
inhaltsstoffe.

el AEQ2 AE(03B AE(04
[mg] [mg] [mg]
Procyanidin B1 7* (n. n.)° 6,2 (0,9) n. n. (3,1)
Procyanidin B2 15,1 (15,1) 18,4 (16,4) 12,1 (5,1)
(-)-Epicatechin 19,2 (25,3) 17,7 (15,2) 12,5 (15,7)
(+)-Catechin n.n. (4,8) 2,7(2,9) n. n. (1,8)
Phloretinxyloglukosid 66,2 (155,8) 31,7 (68,8) 4,2 (136,3)
Phloretinglykosid 1 24,7 (n. n.) n.n (n.n.) n. n.
Phloretinglykosid 2 9 (n.n.) n. n. (n. n.) n. n.
Phloridzin 27,9 (35) 78,9 (64) 48(52,8)
Chlorogensaure 181,5 (240,8) 19,2 (20,6) 183,2 (245.9)
Kryptochlorogenséure (9,2) n. n. (n. n.) 3,3(13,9)
3-Cumaroylchinasdure 9,5(9,2) 3,0 (n. n.) 9,4 (8,8)
4-Cumaroylchinaséure 77,3 (61,0) 5,0 (3,5) 66 (63,8)
5-Cumaroylchinasdure 10,4 (n. n.) 3,8 (n.n.) 39,8 (n. n.)
Kaffeesaure 9,5(11,9) 4,0 (3,9) 7,5 (3,1)
p-Cumarsiure n. n. (2,9) 4,2 (4,3) 2,6 (3,3)
Quercetin-3-xylosid n. n. (n. n.) 18,1 (12,3) n.n. (2,1)
Quercetin-3-arabinosid n. n. (n. n) 3,5(12,2) n.n. (n.n.)
Quercetin-3-rhamnosid 4,1 (n. n.) 25,1 (19,1) 4,3 (4,9)
Quercetin-3-galaktosid 0,8 (1,7) 8,1 (26,8) 1,8 (3,8)
Quercetin-3-glukosid 1,4 (n. n.) 12,3 (8,5) 1,5(2,7)
Quercetin-3-rutinosid 2,6 (3,6) 49,1 (4,7) 4,5 (n. n.)
Summe (HPLC) 466,2 (576,4) 310,9 (284) 478,3 (567)

a)  Fiir diese Arbeit relevante Polyphenolgehalte.

b) Die in Klammer gesetzten Zahlen bedeuten die gefundenen Polyphenolgehalte mit neuer
MS-kompartibler Analytik (Kapitel 6.1.2).
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Der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 hemmte im Vergleich zu dem Apfelsaftex-
trakt AEO4 und dem Tresterextrakt AEO3B am potentesten das Wachstum von HT29-
Zellen mit einem ICsp-Wert von 134 + 18 pg/ml im Vergleich zu ICsy (AE03B) = 299 +
24 ug/ml und ICso (AE04)= 236 + 56 ug/ml (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Hemmwirkung der Apfelextrakte AE02, AEO3B und AE04 auf das Wachstum
von HT29-Zellen gemessen im SRB-Test (Inkubationszeit, 72h; serumhaltiges
(10 % FKS) Kulturmedium). MW £ SD von mindestens vier unabhingigen
Experimenten in einer Vierfachbestimmung.

Des Weiteren wurden ausgewéhlte polyphenolische Inhaltsstoffe des AE02 auf ihre wachs-
tumshemmenden Eigenschaften untersucht (Abbildung 33). Um der Frage nachzugehen,
ob und inwieweit die komplexe Mischung der Verbindungen Einfluss auf die biologische
Wirksamkeit hat, beispielsweise im Sinne einer additiven oder gar synergistischen Wir-
kung, wurden rekonstituierte Mischungen (Mischung A + B, Zusammensetzung siche
Tabelle 10) aus den zur Verfiigung gestandenen Apfelinhaltsstoffen des AE02 hergestellt
und parallel zum Originalextrakt untersucht. Zur Modulation des Wachstums von HT29-
Zellen wurde aufgrund der limitierten Verfiigbarkeit der Procyanidine B1 und B2 nur Mi-

schung A eingesetzt (Abbildung 33).
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Tabelle 10:  Zusammensetzung der Substanzmischungen A und B
Substanz Mischung A Mischung B
[mg] [mg]
Chlorogensaure 181,5 181,5
Kaffeesdure 4.8 4.8
Phloridzin 279 27,9
(-)-Epicatechin 19,2 19,2
Procyanidin B1 - 7
Procyanidin B2 - 15,1
Quercitrin (Q-3-rha) 4,1 4,1
Hyperosid (Q-3-gal) 0,8 0,8
Isoquercitrin (Q-3-glc) 1,4 1,4
Rutin (Q-3-rut) 2,6 2,6
Summe 2423 264,4

Um dquimolare Konzentrationen der Inhaltsstoffe in den rekonstituierten Mischungen und

dem Originalextrakt AE02 sicherzustellen und so einen Vergleich der Wirkungen zu er-

moglichen, wurde zur Standardisierung der Gehalt an Phloridzin, einem charakteristischen

Apfelinhaltsstoff, herangezogen.

Die rekonstituierte Mischung A zeigte zwar ebenfalls deutliche wachstumshemmende Ei-

genschaften, erwies sich allerdings mit einem ICso-Wert von 34 + 8,4 uM Phloridzin

Aquivalente (Aq.) als deutlich geringer wirksam als der Originalextrakt (Abbildung 33).

Bei einer Konzentration der Mischung A von 9 uM Phloridzin Aq. (ICsp des AE02

=9+ 1 uM) wire nur eine 15 %ige Hemmung des Wachstums der HT29-Zellen zu erwar-

ten.
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Abbildung 33: Hemmwirkung des Apfelsaftextraktes AE02 und der rekonstituierten Mischung A
(Tabelle 10) auf das Wachstum von HT29-Zellen im SRB-Test (72 h, serumhaltig
(10 % FKS)). Die Konzentration ist dargestellt in uM bezogen auf den jeweiligen
Gehalt an Phloridzin. MW + SD von mindestens vier unabhéngigen Experimenten
in einer Vierfachbestimmung.

Von den getesteten Apfelsaftinhaltsstoffen erwiesen sich (-)-Epicatechin (EC) und Kaffee-
sdure mit ICsop-Werten um 130 uM als potentere Hemmstoffe des Zellwachstums von
HT29-Zellen als Chlorogensédure und die beiden Procyanidine B1 und B2, welche mit ICs,-
Werten > 200 uM nur noch marginale Hemmwirkungen zeigten (Abbildung 34, Tabelle
11). Von den Quercetinglykosiden (Quercetin-3-glukosid (Q-3-glu, Isoquercitrin), Querce-
tin-3-galaktosid (Q-3-gal, Hyperosid), Quercetin-3-rhamnosid (Q-3-rha, Quercitrin) und
Quercetin-3-rutinosid (Q-3-rut, Rutin)) hemmte nur Q-3-glu das Wachstum von HT29-
Zellen, allerdings nur in hohen Konzentrationen (ICsop > 300 uM) (ohne Abbildung,
Tabelle 11). Der charakteristische Apfelinhaltsstoff, das Dihydrochalkonglykosid Phlorid-
zin wies keine wachstumshemmenden Eigenschaften im verwendeten Testsystem auf (oh-

ne Abbildung, Tabelle 11).
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Abbildung 34: Einfluss von Apfelpolyphenolen (Procyanidin B1 und B2, (-)-Epicatechin,
Kaffeesdure und Chlorogenséiure) auf das Wachstum von HT29-Zellen im SRB-
Test (72 h; serumfrei). MW <+ SD von mindestens vier unabhingigen
Experimenten in einer Vierfachbestimmung.

Aus der Gruppe der untersuchten Flavan-3-ole, zeigten die mit Gallatresten verkniipften
Epicatechine die stirkste wachstumshemmende Wirksamkeit (Abbildung 35, Tabelle 11).

Die Procyanidine B1 und B2 erwiesen sich in dieser Reihe als schwichere Hemmstoffe des

Tumorzellwachstums.
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Abbildung 35: Hemmwirkung der Flavan-3-ole: (-)-Epicatechin (EC), Epicatechingallat (ECG),
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), Procyanidin B1 und B2 auf das Wachstum
von HT29 Zellen im SRB-Test (72 h; serumhaltiges (10 % FKS) Kulturmedium).
MW = SD von mindestens vier unabhéngigen Experimenten in einer Vierfachbe-
stimmung.
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Tabelle 11: Polyphenole des Apfelsaftextraktes AE02 und strukturverwandte Flavonoide:
Wachstumshemmende Eigenschaften im SRB-Test (HT29-Zellen, Inkubationszeit
72 h) und Inhibierung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA. n.d. nicht
gestestet, “Kein Effekt bis 300 pM, “Strukturanloge, die nicht im Apfelsaftextrakt
vorkommen, die fiir Struktur-Aktivitdts-Vergleiche mitgefiihrt wurden.

P Wachstumshemmung EGFR ELISA
I1Cso [uM] ICso [uM]
Procyanidin B1 235+ 68 49,9 + 10,2
Procyanidin B2 191 + 39 379+28
(+)-Catechin n. d. > 300
(-)-Epicatechin 136 £ 4 >300
(-)-Epigallocatechin® n. d. 297 + 24
(-)-Epicatechin-3-gallat® 74+ 18 12404
(-)-Epigallocatechin-3-gallat’ 40+6 0,2 £0,02
Kaffeesiure 132+ 19 > 300
Chlorogenséure 205+ 53 > 300
4-Cumaroylchinasdure n.d. > 300
Phloretin® 89+ 18 43,4+5,1
Phloridzin -2 267 £ 50
Quercetin® 52+ 11 0,9 + 0,4
Quercetin-3-glucose > 300 6,713
Quercetin-3-galactose -2 7,5+1
Quercetin-3-rhamnose 2 225+ 31
Quercetin-3-rutinose A > 300

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass polyphenolreiche Apfelextrakte effektiv das

Wachstum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 hemmen, wobei sich der Apfelsaft-

extrakt AE02 als potentester Inhibitor erwies (ICso =134 £+ 18 pg/ml). Die wachstums-

hemmenden Eigenschaften des AE02 liegen in verbraucherrelevanten Konzentrationsbe-

reichen, da der Originalsaft AS02 eine Konzentration 500 pg/ml an Polyphenolen aufweil3t

und die gefundene Konzentration der Wachstumshemmung mit 134 pg/ml (ICso-Wert)

deutlich geringer ist.
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Apfelsaftextrakte sind bereits in ihrer Hemmwirkung auf das Wachstum von HT29-Zellen
in vitro beschrieben. Diese Effekte werden dabei hauptsdachlich den sekundéren Pflanzen-
inhaltsstoffen des Apfels, wie den Hydroxyzimtsduren und Flavonoiden zugesprochen
[Eberhardt et al, 2000; Liu et al, 2003; Goss¢ et al, 2005; Veeriah et al 2006]. Das wachs-
tumshemmende Potential der Flavonoide wird dabei als indirekter und artifizieller Effekt
der Bildung von Wasserstoffperoxid (H,O>) in vitro diskutiert [Long et al, 2000; Lapidot et
al, 2002]. Liu et al. [2003] zeigten jedoch, dass unter Inkubationsbedingungen der huma-
nen Leberkarzinomzelllinie HepG2 mit Apfelsaftextrakten im ,,Dulbeccos Modified Ea-
gle’s Medium®™ (DMEM) kein H,O, generiert wird. Zumal H,O, in Konzentrationen, die
durch Flavonoide freigesetzt werden konnten, weder antiproliferative Eigenschaften be-
sitzt, noch Enzyme des oxidativen Metabolismus von HepG2-Zellen beeinflusst [Liu et al,
2003]. Experimente mit dem Apfelsaftextrakt AE02, koinkubiert mit Katalase, zeigten
keine signifikanten Verdanderungen der inhibitorischen Eigenschaften von AE02 auf das
Wachstum von HT29-Zellen [Veeriah et al, 2006]. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
H,0,-Generation anscheinend keine oder nur eine geringfiigige Relevanz unter den ge-

wihlten Versuchsbedingungen besitzt.

Es wurden bereits eine Reihe von Apfelpolyphenolen identifiziert, die ein wachstums-
hemmendes Potential besitzen, von denen EC und Kaffeesdure sich als die potentesten
Inhaltsstoffe erwiesen. Kaffeesdure wurde bereits als Hemmstoff des Wachstums von hu-
manen Kolontumorzellen beschrieben [Hudson et al, 2000; Kampa et al, 2004; Veeriah et
al, 2006], was mit der in der vorliegenden Arbeit gezeigten Hemmwirkung gut {iberein-
stimmt. EC ist ebenfalls antiproliferativ wirksam, jedoch ist EC (Abbildung 35) in der
Gruppe der Flavan-3-ole, einer der am wenigsten potenten Inhibitoren [Uesato et al, 2002;
Seeram et al, 2003]. Eine Gallatgruppe in 3-Position am C-Ring, wie im Falle der Griintee-
catechine ECG und EGCG, fiihrt zu einer Steigerung der zellwachstumshemmenden Ei-
genschaften von Flavan-3-olen in vitro [Bhatia et al, 2001; Uesato et al, 2002; Levites et al,
2002; Seeram et al, 2003]. Die dimeren Catechine, Procyanidin B1 und Procyanidin B2,
zeigen nur marginale Effekte auf das Wachstum von HT29-Zellen in vitro, vergleichbar
mit Chlorogensdure (Tabelle 11, Abbildung 34). Das apfelcharakteristische Dihydrochal-
konglykosid Phloridzin sowie die im Apfelsaft identifizierten Quercetinglykoside (Q-3-glc,
Q-3-gal, Q-3-rha und Q-3-rut) erwiesen sich als weitgehend ineffektiv auf das Tumorzell-
wachstum. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit denen von Veeriah et al. [2006]. Da

vor allem, die das Zellwachstum nicht beeinflussenden Quercetinglykoside durch
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Tresterextraktion im AE03B angereichert wurden, konnte dies moglicherweise die geringe-
re Hemmwirkung des AEO3B im Vergleich zum AE(02 in diesem Testsystem erklidren
(Abbildung 32). Im Gegensatz zu den Glykosiden sind die entsprechenden Aglyka, Phlore-
tin und Quercetin (Tabelle 11), die jedoch in freier Form nicht im Originalapfelsaftextrakt
detektiert wurden, bekannte Wachstumshemmstoffe in vitro [Agullo et al, 1994; Kuo et al,
1996; Zhang et al, 2000; Calliste et al, 2001; Lee et al, 2002; Nguyen et al, 2004; Chen et
al, 2004].

Die wachstumshemmende Wirkung der untersuchten Apfelpolyphenole in den Konzentra-
tionen, in denen sie im Originalextrakt vorliegen, ldsst nur einen marginalen Anteil der
identifizierten Apfelinhaltsstoffe an der Gesamtwachstumshemmung erwarten. Eine Extra-
polation der wachstumshemmenden Eigenschaften der Einzelverbindungen in den Kon-
zentrationen, in denen sie bei 50 % Wachstumshemmung des Gesamtextraktes AE(02
(9 £ 1 uM Phloridzin Aq.) vorliegen, wiirde nur ~1 % der Wachstumshemmung erkliren

(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Kalkulierter Beitrag der Apfelpolyphenole zur Wachstumshemmung des AE02
(SRB-Test, HT29-Zellen, 72h, serumhaltig (10 % FKS)). Dafiir wurde die
Konzentration der Inhaltsstoffe in 9 uM Phloridzin-Aq. AE02 (ICso-Wert)
bestimmt und ihre Hemmwirkung bei dieser Konzentration kalkuliert. Es zeigte
sich dabei, dass EC, Kaffeesdure und Chlorogensiure jeweils weniger als 0,5 %
zur Wachstumshemmung beitragen (Balken 1-3). Durch Addition der kalkulierten
Hemmwirkungen der untersuchten Apfelpolyphenole, ergibt sich ein
Gesamtbeitrag ~ 1 % (Balken Summe der Einzelverbindungen) zur Wachstums-
hemmung an HT29-Zellen. Um additive/synergistische Effekte zu erfassen wurde
eine rekonstituierte Mischung A (Tabelle 10) hergestellt. 9 uM Phloridzin-Aq. der
rekonstituierten Mischung A tragen max. 3 % zur Hemmwirkung des AE02 auf
das Wachstum von HT29-Zellen in vitro bei.
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Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass die Wirkung der komplexen Mischung von der
Wirkung der Einzelverbindungen abweicht (liberadditiv, synergistisch etc.). Um dieser
Frage nachzugehen, wurde eine rekonstituierte Mischung der zur Verfiigung stehenden
Einzelverbindungen erstellt. Mischung A zeigte jedoch deutlich geringere wachstumsinhi-
bierende Eigenschaften (ICso =34 = 8 uM Phloridzin Aq., Abbildung 33A) als der Origi-
nalextrakt AE02. Dies steht im Einklang mit Ergebnissen aus der Literatur, die ebenfalls
zeigen, dass die Hemmwirkung des Originalextraktes um ein Vielfaches hoher ist als die
einer Polyphenolmischung [Veeriah et al, 2006]. Im giinstigsten Fall konnten maximal 3 %
der Wachstumshemmung in additiver Wirkung der Einzelsubstanzen kalkuliert werden
(Abbildung 36). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Effekte auf das Wachstum von
HT29-Zellen in vitro durch Apfelpolyphenolgemische eher iiberadditiv sind. Die Unter-
suchungen zeigen allerdings auch deutlich, dass die {iberwiegende wachstumshemmende
Aktivitdt des AE02, sich nicht mit der Wirkung der bislang identifizierten Verbindungen
erkldren lasst. Es liegt deshalb der Schluss nahe, dass bislang nicht identifizierte Apfelin-
haltsstoffe einen substanziellen Anteil an dem wachstumshemmenden Potential des Apfel-

extraktes AE02 haben miissen.

4.2 Einfluss von Apfelpolyphenolen auf den epidermalen Wachstums-
faktorrezeptor (EGFR) und seine nachgeschaltete Signalkaskade

4.2.1 Einfluss von Apfelinhaltsstoffen auf die Proteintyrosinkinase-

aktivitit (PTK) des EGFR

Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) spielt eine wichtige Rolle in der Regu-
lation des Zellwachstums. Im Folgenden wurde untersucht, ob und inwieweit der poly-
phenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 die Aktivitit des EGFR beeinflusst und welche In-
haltsstoffe zur Hemmwirkung des Gesamtextraktes beitragen. Die Effekte der Testsubstan-
zen auf die PTK-Aktivitit, des mittels Affinititschromatographie an Weizenkeimlektin-
agarose, aus der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431, aufgereinigten EGFR wurden im
»Enzyme linked immunosorbent Assay® (ELISA), ein Screeningverfahren im 96-

Lochplattenformat (Kapitel 6.8), bestimmt.
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Als Positivkontrolle wurde bei jeder Messung der spezifische EGFR-Inhibitor Tyrphostin
AG1478 (ICso=2,4 +0,1 uM; Abbildung 37) mitgefiihrt [Gazit et al, 1989; Gazit et al,
1991].
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Abbildung 37: Struktur des spezifischen EGFR-Inhibitors Tyrphostin AG1478

Von den bislang identifizierten Verbindungen der Apfelextrakte zeigten die Quercetingly-
koside Q-3-glc und Q-3-gal die potenteste Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitdt des EGFR
(Abbildung 38A, Tabelle 11) im ELISA. Q-3-rha erwies sich hingegen als deutlich weni-
ger potent. Q-3-rut zeigte nur noch marginale inhibitorische Eigenschaften auf die PTK-
Aktivitit des EGFR im ELISA (32 % Reduktion der PTK-Aktivitit bei einer Konzen-
tration von 300 pM, ohne Abbildung). Ingesamt waren die untersuchten Glykoside weni-
ger wirksam als das freie Aglykon Quercetin (ICso = 0,9 = 0,4 uM, Abbildung 38A), das
jedoch in freier Form nicht im Apfelsaft beschrieben ist. In der Gruppe der Flavonole kon-
nen die inhibierenden Eigenschaften auf die PTK-Aktivitit wie folgt zusammengefasst
werden: Quercetin > Q-3-glu = Q-3-gal >> Q-3-rha > Q-3-rut. Auch bei den Dihydrochal-
konen erwies sich das freie Aglykon Phloretin als effektiver Hemmstoff des EGFR, wo-
hingegen das im Apfel vorkommende Glykosid Phloridzin deutlich weniger wirksam war
(Abbildung 38B, Tabelle 11) [Kern et al, 2005]. Kaffeesdure, Chlorogensdure und 4-
Cumaroylchinasédure besitzen nur marginale inhibitorische Eigenschaften (ohne Abbildung,

Tabelle 11).

Das im Apfelsaftextrakt enthaltene EC zeigte keine wesentliche Hemmwirkung im ELISA
(Abbildung 38C). Die Procyanidine B1 und B2 (PB1 und PB2) hingegen erwiesen sich als
effektive Hemmstoffe des EGFR, ohne signifikante Unterschiede zwischen den zwei Epi-
meren (Abbildung 38C). Weitere Strukturaktivitidtsuntersuchungen zur EGFR-Hemmung

durch Catechine ergaben, dass (+)-Catechin die geringsten inhibitorischen Eigenschaften
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auf die PTK-Aktivitdt besitzt (11 % Inhibierung bei 300 uM), vergleichbar mit seinem
Stereoisomer EC (24 % Inhibierung bei 300 uM). EGC zeigt eine konzentrationsabhéngige
Reduktion der PTK-Aktivitit in Konzentrationen > 100 uM (ICso =297 =24 uM,
Abbildung 38C). Fiir eine hochpotente Hemmwirkung scheint jedoch ein Gallusséureester
an 3-Position des C-Ringes unabdingbar zu sein, da sich die Griinteecatechine EGCG
(ICs0=0,2 £ 0,02 uM) und ECG (ICso = 1,2 £ 0,4 uM) als potenteste Hemmstoffe erwie-
sen (Abbildung 38C, Tabelle 11). Die einzelnen Flavan-3-ole lassen sich in der Reihenfol-
ge abnehmender inhibitorischer Potenz wie folgt auflisten: EGCG > ECG >> PB2 = PBI
>>EGC > EC = Catechin.
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Abbildung 38: Hemmung der PTK-Aktivitidt des EGFR im ELISA durch A: Quercetin und des-
sen Glykoside (Q-3-glu, Q-3-gal und Q-3-rha). B: Phloretin und Phloridzin, C:
Flavan-3-ole (Cat, (+)-Catechin; EC, (-)-Epicatechin; ECG, Epicatechingallat;
EGC, Epigallocatechin; EGCG, Epigallocatechingallat, Procyanidin B1 und Pro-
cyanidin B2. D: AEO2 im Vergleich zu Mischung A und Mischung B (Tabelle 1).
MW = SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten in einer Dreifachbe-
stimmung [Kern et al, 2005].
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Der EGFR und seine nachfolgende Signalkaskade spielen eine wichtige Rolle in der Regu-
lation der Proliferation von HT29-Zellen in vitro [Marko et al, 2004]. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass einige Kolontumorzelllinien einen funktionellen EGFR exprimieren
bzw. liberexprimieren [Bradley et al, 1986; Moorghen et al, 1990; Karnes et al, 1998]. Ei-
nige Flavonoide konnten bereits als Hemmstoffe der PTK-Aktivitdt des EGFR identifiziert
werden [Akiyama et al, 1987; Hagiwara et al, 1988; Meiers et al, 2001; Marko et al, 2004].
Der Apfelsaftextrakt AE02 selbst zeigte eine hochpotente Hemmwirkung auf die PTK-
Aktivitdt des EGFR im isolierten Testsystem des ELISA mit einem ICso-Wert von 10 £
5 ng/ml (0,6 = 0,3 uM Phloridzin-Aq) (Abbildung 38D). Diese Konzentration ist 50x nied-
riger als die Polyphenolkonzentration des Originalsaftes AS02 (500 pg/ml). Somit liegt die
bestimmte Konzentration fiir die Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitit des isolierten

EGFR in verbraucherrelevanten Konzentrationen.

Von den bislang identifizierten Inhaltsstoffen des Apfelsaftextraktes konnten die Querce-
tinglykoside Q-3-glc und Q-3-gal und die PB1 und PB2 als potente Hemmstoffe des EGFR
im ELISA identifiziert werden. Interessanterweise stellten sich die Catechindimere als po-
tente Inhibitoren im Gegensatz zum monomeren EC heraus. Jedoch erwiesen sich die Pro-
cyanidine trotz ihrer Eigenschaft als PTK-Inhibitoren als schlechtere Wachstumshemm-
stoffe im Vergleich zum EC, was moglicherweise auf eine schlechtere zelluldre Aufnahme
der Dimere zuriickzufiihren ist. Jedoch konnten Deprez et al. [2001] bereits zeigen, dass
Procyanidine bis zum Trimer im gleichen Maf3e zellulir von der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie CaCo-2 aufgenommen werden, wie das Monomer. Eine weitere mogliche Erkla-
rung wére, dass die Procyanidine aufgrund ihrer hohen Proteinbindungskapazitit im SRB-
Test an das Rinderalbumin binden und somit nicht fiir die Wachstumshemmung zur Verfii-
gung stehen [Henson et al, 2004].

Die Struktur-Aktivitdtsuntersuchungen ergaben, dass im Gegensatz zu anderen Flavo-
noidklassen (Anthocyanidine oder Flavonole) bei den Flavan-3-olen nicht die vicinalen
Hydroxygruppen am B-Ring entscheidend sind fiir eine potente Hemmwirkung auf die
PTK-Aktivitdt [Agullo et al, 1997; Marko et al, 2004]. Eine dritte Hydroxygruppe am B-
Ring (ECQ) fiihrt nur zu einer marginalen Steigerung der EGFR-inhibitorischen Eigen-
schaften (Abbildung 38C, Tabelle 11). Wohingegen, vergleichbar zur Wachstumshem-
mung, eine Einfiihrung eines Gallatrestes an 3-Position am C-Ring assoziiert ist mit einer
hoch potenten Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitdt des EGFR (Abbildung 38C, Tabelle
11). Das Griinteecatechin EGCG ist bereits als potenter EGFR-Hemmstoff beschrieben
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[Agullo et al, 1997; Liang et al, 1997; Meiers et al, 2001; Bhatia et al, 2001; Masuda et al,
2001; Lin et al, 2002].

Quercetin wurde als potenter Inhibitor der PTK-Aktivitét, im Einklang mit fritherer Litera-
tur, identifiziert [Richter et al, 1999; Lee et al, 2002; Boyer et al, 2004]. Jedoch konnte das
Aglykon in seiner freien Form nicht im Apfelsaftextrakt detektiert werden. Die Querce-
tinglykoside Q-3-glc und Q-3-gal sind im Vergleich zum freien Quercetin schlechtere
Hemmstoffe, jedoch im Vergleich zu den anderen getesteten Apfelpolyphenolen hoch po-
tent (Abbildung 38A, Tabelle 11). Im Gegensatz dazu fiihrt eine Glykosylierung von Quer-
cetin mit einer Rutinose oder Rhamnose zu einem totalen Verlust der EGFR-
inhibitorischen Eigenschaften. Dies verdeutlicht, dass dem Zuckerrest eine entscheidende
Rolle zukommt. Jedoch zeigte keines der getesteten Quercetinglykoside einen Effekt auf
das Wachstum von HT29-Zellen in vitro, was moglicherweise auf die limitierte zelluldre
Aufnahme der Glykoside zuriickzufiihren ist. Der charakteristische Apfelinhaltsstoff Phlo-
ridzin zeigte, im Gegensatz zum korrespondierenden Aglykon Phloretin, nur marginale
inhibitorische Eigenschaften auf die PTK-Aktivitit des EGFR (Abbildung 38B, Tabelle
11) [Yang et al, 2001]. Jedoch konnte Phloretin genau wie Quercetin noch nicht in freier

Form im Apfelsaftextrakt AE02 detektiert werden.

Kalkuliert man die inhibitorischen Eigenschaften der untersuchten Apfelinhaltsstoffe fiir
die Konzentration, wie sie in 0,6 uM Phloridzin Aq. (ICso fiir EGFR-Hemmung) vorliegen,
konnen nur ca. 4 % der PTK-Aktivitdtshemmung erklirt werden (Abbildung 39).

Auch die Mischungen der bislang identifizierten und zur Verfiigung gestandenen Inhalts-
stoffe (Mischung A und B) erwiesen sich im Vergleich zum AE(02 (Abbildung 38D) als
nahezu unwirksam. Die erreichte Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitit des EGFR der
Mischung B (3 %) entspricht dabei in etwa der aus den Untersuchungen der Einzel-
substanzen zu erwartenden Hemmwirkung unter Beriicksichtigung der im Gemisch enthal-
tenen geringen Konzentrationen (Abbildung 39). Damit ist weitgehend auszuschlief3en,
dass synergistische Effekte dieser Einzelkomponenten eine wesentliche Rolle fiir die
Hemmwirkung des Apfelextraktes spielen. Die gefundenen Unterschiede in der Hemmwir-
kung zwischen Mischung A und B kdnnten auf die Procyanidine B1 und B2 zuriickzufiih-
ren sein, was einen Beitrag der Procyanidine zu den EGFR-inhibitorischen Eigenschaften

des Apfelsaftextraktes erkldren wiirde. Jedoch wird deutlich, dass hauptsiachlich unbekann-
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te Apfelpolyphenole fiir die hochpotente Hemmwirkung des Apfelsaftextraktes auf die
PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA verantwortlich sein miissen.

Abbildung 39:
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Kalkulierter Beitrag der Apfelpolyphenole zur Hemmwirkung des AE02 auf die
PTK-Aktivitdt des aus A431-Zellen isolierten EGFR (ELISA). Dafiir wurde die
Konzentration der Inhaltsstoffe in 0,6 uM Phloridzin-Aq. AE02 (ICs-Wert)
bestimmt und ihre Hemmwirkung bei dieser Konzentration kalkuliert. Es zeigte
sich dabei, dass Procyanidin Bl und B2, EC, Phloridzin und die
Quercetinglykoside jeweils maximal 2 % zur Hemmwirkung des AE02 beitragen
(Balken 1-11). Durch Addition der kalkulierten Hemmwirkungen der
untersuchten Apfelpolyphenole, ergibt sich ein Gesamtbeitrag ~ 4 % (Balken
Summe der Einzelverbindungen) zur EGFR-Hemmung im ELISA. Um
additive/synergistische Effekte zu erfassen wurde eine rekonstituierte Mischung
B (Tabelle 10) hergestellt. 0,6 uM Phloridzin-Aq. der rekonstituierten Mischung
B tragen max. 3 % zur Hemmwirkung des AEO02 auf die PTK-Aktivitit des
EGFR im ELISA bei.

Aufgrund seines hohen Anteils an Quercetin-3-glykosiden sind Untersuchungen zum Ein-

fluss des Tresterextraktes (AE0O3B, Tabelle 9) auf die PTK-Aktivitit des EGFR von beson-

derem Interesse, da die zwei Quercetin-3-glykoside, Q-3-gal und Q-3-glc, ebenso wie das

freie Quercetin, bereits als potente Inhibitoren des EGFR charakterisiert wurden [Kern et

al, 2005].

Im Vergleich zu AE02 zeigt der mittels Tresterverfliissigung hergestellte Extrakt AE03B

(Kapitel 6.1.3) an isolierter Rezeptorpraparation im ELISA eine hohere Hemmwirkung auf

die PTK-Aktivitdt des EGFR (ICso = 1,6 £ 0,2 nug/ml) im Vergleich zum Apfelsaftextrakt
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AE02 (ICso =10 £ 5 pg/ml), was vermutlich auf eine Erhohung des Quercetinglykosidan-
teils zurilickzufiihren ist (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Einfluss des Apfelsaftextraktes (AE02) im Vergleich zum Apfeltresterextrakt
(AEO03B) auf die PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA; MW + SD von mindestens
drei unabhingigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung.

Zur Charakterisierung von Apfelpolyphenolen, die fiir die hoch potente Hemmwirkung der
Extrakte AE02 und AEO3B auf die PTK-Aktivitit des EGFR verantwortlich sein konnten,
wurden Fraktionierungen vom Arbeitskreis Prof. Becker em. (Universitit Saarbriicken)
durchgefiihrt (Abbildung 41, Kapitel 6.1.5). Fiir unsere Versuche wurden uns diese Frakti-
onen freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Der Apfelsaftextrakt AE02 (Abbildung 41)
wurde mittels Gegenstromverteilungschromatographie (CPC) in die Hauptfraktionen C16.1
bis C16.7 getrennt. Zur weiteren Auftrennung wurden die Hauptfraktionen mittels Grof3e-
nausschlusschromatographie an Sephadex LH20 Saulen weiter aufgereinigt (S10.1 - S19.6)
[Zessner, personliche Mitteilung]. Die drei Subfraktionen des AE02 S16.6, S16.7 und
S19.6 erwiesen sich mit ICso-Werten < 0,1 pg/ml als hoch potente Inhibitoren des EGFR
(ohne Abbildung). Diesen Fraktionen konnten jedoch keine bekannten Inhaltsstoffe zuge-

ordnet werden.
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Abbildung 41: Darstellung der durch Fraktionierungen des Apfelsaftextraktes AE02 entstandenen
Fraktionen und Subfraktionen [Zessner, personliche Mitteilung].

Der Tresterextrakt AEO3B wurde mittels Sdulenchromatographie an Sephadex in die Mut-

terfraktionen S.20.1 - S20.7 aufgetrennt. Diese wurden mittels CPC in die dargestellten

Subfraktionen weiter aufgetrennt (Abbildung 42) [Zessner, personliche Mitteilung].
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Abbildung 42: Darstellung der durch Fraktionierungen des Tresterextraktes AEO3B entstandenen
Fraktionen und Subfraktionen [Zessner, personliche Mitteilung].

Die procyanidinreiche Mutterfraktion S20.7 (Abbildung 42) konnte als diejenige mit der
hochsten Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitit im ELISA identifiziert werden (40 % Re-
duktion der PTK-Aktivitét bei 0,1 pg/ml, Abbildung 43). Von den Subfraktionen erwiesen
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sich die Fraktionen C41.2 - C41.18, als potente Hemmstoffe der PTK-Aktivitdt des EGFR
im ELISA. Die Hemmwirkung steigt dabei mit dem Grad der Oligomerisierung der Pro-
cyanidine von der Subfraktion C41.2 (Procyanidindimere) zur Fraktion C41.18 (Procyani-
dinoktamer) an (Abbildung 43) [Zessner, personliche Mitteilung].

100 I Tresterextrakt AEO3B
[ Fraktion S20.7
% Subfraktionen der Fraktion S20.7

Tyrosinekinase Aktivitat [%]

Konzentration [0,1ug/ml]

Abbildung 43: Modulation der PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA bei einer Konzentration
von 0,1 ug/ml durch den Tresterextrakt AE03B im Vergleich zu der
procyanidinreichen Fraktion S20.7 und den Subfraktionen C41.2 —S41.18.
MW = SD in einer Dreifachbestimmung.

Diese Ergebnisse zeigen, dass moglicherweise oligomere Procyanidine zu den EGFR-
inhibitorischen Eigenschaften der Apfelextrakte beitragen. Aus diesem Grund wurden aus-
gewihlte Apfelprocyanidine mit unterschiedlichen Oligomerisierungsgraden im Vergleich
zum monomeren Flavan-3-ol (+)-Catechin auf eine mdgliche Hemmwirkung im ELISA
untersucht. Das verwendete Procyanidintrimer und Procyanidintetramer wurden von der
Arbeitsgruppe Prof. Becker em. (Universitit Saarbriicken) aus dem Tresterextrakt AEO3B
aufgereinigt und uns freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Jedoch konnten im Rahmen
der Doktorarbeit von Fr. Zessner die Strukturen des Procyanidintrimers und -tetramers

nicht aufgeklart werden [Zessner, personliche Mitteilung].

Die EGFR-Hemmwirkung der Procyanidine an isolierter Rezeptorpriparation nimmt mit
steigendem Polymerisierungsgrad zu (Abbildung 44). Das monomere (+)-Catechin inhi-

biert die EGFR-Aktivitit in Konzentrationen > 300 uM, wohingegen das Dimer Procyani-
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din B1 sowie das Procyanidintrimer und -tetramer sich als potentere Hemmstoffe mit ICso-
Werten von 49,9 + 10,2 uM, 1,3+0,4 uM und 0,3 £ 0,06 uM erwiesen. Aufgrund der
ICso-Werte kann die potentielle Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitit des EGFR der mo-
nomeren und oligomeren Flavan-3-ole beschrieben werden als: Procyanidintetra-

mer > Procyanidintrimer >> Procyanidindimer >> (+)-Catechin.
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Abbildung 44: Hemmung der PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA durch (+)-Catechin und Pro-
cyanidine. MW # SD von mindestens drei unabhidngigen Experimenten in einer
Dreifachbestimmung. P: Procyanidin

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass polyphenolreiche Apfelextrakte an isolierter Re-
zeptorpréaparation hocheffektiv die Proteintyrosinkinaseaktivitit des EGFR hemmen. Eini-
ge Apfelpolyphenole (Procyanidin B1 und B2, Q-3-gal und Q-3-glc) konnten als EGFR-
Hemmstoffe identifiziert werden. Mittels aktivititsgeleiteter Fraktionierung konnte gezeigt
werden, dass moglicherweise oligomere Procyanidine zu den hoch potenten EGFR-
inhibitorischen Eigenschaften sowohl des Apfelsaftextraktes (AE02) sowie des Treste-
rextraktes (AE03B) beitragen.

Die notwendige Konzentration des Apfelsaftextraktes AE02 fiir eine effektive Hemmwir-
kung der PTK-Aktivitit (ICso= 0,6 = 0,3 pM Phloridzin Aq. bzw.134 + 18 pg/ml) ist um
den Faktor 10 geringer als die gezeigte wachstumshemmende Konzentration im SRB-Test
(ICso =9 = 1 uM Phloridzin Aq. bzw. 10 + 5 pg/ml). Dieser Unterschied ist nicht limitiert
auf den Apfelsaftextrakt, sondern konnte tendenziell fiir alle EGFR-inhibierenden Apfelpo-

lyphenole gezeigt werden (Tabelle 11). Diese Unterschiede sind einerseits durch direkte
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Rezeptorinteraktion im isolierten Testsystem des ELISA und anderseits durch zelluldre
Effekte, wie Aufhahme und Verteilung im komplexen Zellsystem des SRB-Tests, zu erkli-
ren. Vergleichbare Diskrepanzen in der Hemmwirkung von Flavonoiden in den verwende-

ten Testsystemen wurden bereits publiziert [Meiers et al, 2001; Marko et al, 2004].

4.2.2 Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR durch
Apfelpolyphenole

Ein wesentliches Element des Aktivierungsprozesses des EGFR ist eine Autophospho-
rylierungssequenz (Abbildung 7), die in der Folge die Interaktion dieser Doménen mit
nachgeschalteten Signalelementen ermdglicht. Im Folgenden wurde untersucht, ob die
Hemmwirkung des polyphenolreichen Apfelsaftextraktes AE02 begrenzt ist auf die isolier-
te Rezeptorprdparation oder ob auch in intakten Zellen der Phosphorylierungsstatus des
EGFR in HT29-Zellen, als MaB fiir die Aktivitdt des Rezeptors, beeinflusst wird.
HT29-Zellen wurden fiir 45 min serumfrei mit AEQ2 inkubiert, wobei in den letzten
15 min eine EGFR-Stimulation durch Zugabe von EGF (100 ng/ml) erfolgte. Der Phospho-
rylierungsstatus des EGFR wurde mittels Western Blot mit entsprechenden monoklonalen
Antikorpern detektiert. Als spezifischer EGFR-Inhibitor wurde AG1478 in einer Konzen-
tration von 1 uM mitgefiihrt.
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Abbildung 45: Western Blot Analyse zur Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR
in EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen durch AE02 (45 min, serumftrei),
als MalB fiir die Aktivitit des Rezeptors; o-Tubulin wurde als
Beladungskontrolle mitgefithrt; MW + SD von fiinf unabhingigen
Experimenten; Student’s t-Test (bezogen auf die Losungsmittelkontrolle) *: p <
0,05; ***: p <0,005; Tyr: spezifischer Inhibitor Tyrphostin AG1478 [1 uM]; K:
EGF-stimulierte Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO im Endansatz)
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Der Apfelsaftextrakt hemmte die Autophosphorylierung des EGFR mit einem ICso-Wert
von 5+ 2,5 ug/ml AE02 (0,3 £ 0,15 uM Phloridzin Aq.; Abbildung 45), wihrend der Ge-
halt an Gesamt-EGFR nahezu unverédndert blieb (Abbildung 45).

Die Hemmwirkung des Apfelsaftextraktes AE02 auf die intrinsische PTK-Aktivitét, ge-
messen als Phosphorylierungsstatus im Western Blot liegt im gleichen Konzentra-
tionsbereich wie der ICso-Wert an isoliertem EGFR im ELISA (0,7 = 0,35 uM Phloridzin
Aq.; 10,8 + 5,5 pg/ml AE02). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hemmung der EGFR-
Aktivitdt nicht begrenzt ist auf das Testsystem der isolierten Rezeptorpréparation (ELISA),

sondern in gleichem Umfang in intakten Zellen zu beobachten ist.

Des Weiteren wurde die Wirkung der Aglyka Quercetin und Phloretin auf den Phospho-
rylierungsstatus des EGFR untersucht. Quercetin hemmte die Aktivitdit des EGFR in
HT29-Zellen mit einem ICsp-Wert von 0,6 = 0,1 uM im gleichen Konzentrationsbereich
wie die Proteintyrosinkinaseaktivitét des isolierten EGFR im ELISA (Abbildung 46A und
B; Abbildung 38A). Das Dihydrochalkon Phloretin zeigte bis 300 uM keine Hemmwir-
kung auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR (Abbildung 46B), wihrend die Hem-
mung der PTK-Aktivitidt des EGFR im ELISA bei 43,4 + 5,1 uM erfolgte.
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Abbildung 46: Western Blot Analyse zur Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR
in EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen (45 min serumfrei) durch A:
Quercetin. B: Repréasentativer Western Blot fiir Quercetin, Phloretin und der
Beladungskontrolle o-Tubuliny, MW 4+ SD von vier unabhingigen
Experimenten; Student’s t-Test (bezogen auf die Losungsmittelkontrolle) **: p
<0,01; ***: p <0,005; K: EGF-stimulierte Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO
im Endansatz)
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Aufgrund der potenten Hemmwirkung von oligomeren Procyanidinen auf die PTK-
Aktivitit des EGFR im ELISA stellte sich nunmehr die Frage, ob solche hochmolekularen
Verbindungen auch die Aktivitdt des EGFR in intakten HT29-Zellen modulieren kénnen.

Das getestete Procyanidintrimer verminderte signifikant den Phosphorylierungsstatus des

EGFR im niedrigen mikromolaren Bereich (ICsp-Wert = 35 + 15 uM; Abbildung 47).
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Abbildung 47: Western Blot Analyse zur Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in
EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen (45 min, serumfrei) durch ein aus
dem Apfelextrakt AEO3B aufgereinigtes Procyanidintrimer; MW £ SD von vier
unabhéngigen Experimenten; Student’s t-Test (bezogen auf die Losungsmittel-
kontolle) *: p < 0,05; ***: p < 0,005; K: EGF-stimulierte Losungsmittelkontrolle
(1% DMSO im Endansatz), P: Positivkontrolle, EGFR spezifischer Inhibitor
Tyrphostin AG1478 [5 uM]; a-Tubulin, Beladungskontrolle.

Die Hemmwirkung des Procyanidintrimers auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR in
HT29-Zellen ist somit um eine Zehnerpotenz geringer als die Hemmwirkung auf die PTK-
Aktivitit des isolierten EGFR im ELISA (Abbildung 44), was moglicherweise durch die
Unterschiede der Testsysteme, isolierte Rezeptorpriparation im Gegensatz zur intakten

Zelle, zu erkldren ist.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt
(AEO02) potent die Autophosphorylierung des EGFR in HT29 Zellen hemmt (Abbildung
45) und somit die potente Hemmwirkung nicht limitiert ist auf das System der isolierten
Rezeptorpriparation. Dabei ist die Autophosphorylierung ein MaB fiir die Rezeptoraktivitit
und spielt eine wichtige Rolle fiir die Interaktion der PTK-Domine mit Elementen der
nachgeschalteten MAPK-Kaskade [Boonstra et al, 1995; Liang et al, 1997; Fan et al,
2005]. Im Einklang mit bereits verdffentlichten Ergebnissen [Lee et al, 2002; Sah et al,
2004] konnte Quercetin als potenter Inhibitor der Autophosphorylierung des EGFR
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(Abbildung 46) identifiziert werden. Die gezeigten Hemmwirkungen liegen sowohl fiir den
AEQ2 als auch fiir das Aglykon Quercetin im Konzentrationsbereich der Hemmung der
PTK-Aktivitidt des EGFR im ELISA. Jedoch konnte trotz der zelluldren Testsysteme eine
Diskrepanz zwischen der Hemmwirkung des Apfelextraktes AE02 auf die Aktivitit des
EGFR und auf das Wachstum von HT29-Zellen verzeichnet werden. Dies ldsst vermuten,
dass aufgrund der komplexen phenolischen Zusammensetzung des AE02 verschiedene
zelluldre Zielstrukturen angesprochen werden und sich einige Effekte gegenseitig kompen-

sieren.

Ebenfalls konnte ein aus dem Apfelextrakt AEO3B isoliertes Procyanidintrimer als Inhibi-
tor der Autophosphorylierung des EGFR identifiziert werden (Abbildung 47). Ein Pro-
cyanidintetramer hingegen zeigte keine Modulation der Autophosphorylierung des EGFR
(ohne Abbildung). Obwohl die inhibitorische Wirkung der Procyanidine auf die PTK-
Aktivitét des isolierten EGFR mit deren Oligomerisierungsgrad assoziiert zu sein scheint,
zeigen die Ergebnisse des zelluldren Testsystems deutlich, dass der zelluliren Aufnahme
eine entscheidende Rolle zukommt. So ist die Hemmwirkung des Procyanidintrimers auf
den isolierten Rezeptor um eine Zehnerpotenz stirker als die Hemmwirkung auf den
Phosphorylierungsstatus, als MaB fiir die EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen. Noch groBer ist
die Diskrepanz beim Procyanidintetramer, das sich zwar als hoch potenter Inhibitor der
PTK-Aktivitdt im ELISA erwies (Abbildung 44), jedoch nicht den Phosphorylierungsstatus
des EGFR in HT29-Zellen (ohne Abbildung) beeinflusst. Mdglicherweise wird das Procy-
anidintetramer nicht zelluldr aufgenommen oder, falls die Procyanidine die Aktivitdt des
EGFR durch Bindung an die Ligandenbindungstasche hemmen, kdnnte eventuell das Pro-
cyanidintetramer aufgrund seiner Grofe sterisch an einer Bindung gehindert sein. Jedoch
ist bereits beschrieben, dass Procyanidine in Signalkaskaden eingreifen, die entscheidend
sind fiir das Zellwachstum und fiir die Induktion von Apoptose [Tyagi et al, 2003; Vayalil
et al, 2004]. Des Weiteren konnten Gosse et al. [2005] zeigen, dass nur procyanidinhaltiger
Apfelextrakt, das Wachstum von humanen Kolonkarzinomzellen in vitro effektiv hemmt.
Jedoch ist anzumerken, dass aufgrund der eher limitierten Bioverfligbarkeit der Procyani-
dine zusitzlich noch nicht identifizierte Apfelinhaltsstoffe zur potenten EGFR-Hemmung
der Apfelextrakte sowohl im isolierten Testsystem des ELISA als auch in intakten HT29-

Zellen beitragen miissen.
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Aufgrund der gezeigten Hemmwirkung von Apfelpolyphenolen auf den Phospho-
rylierungsstatus, als Mal} fiir die Aktivitit des EGFR in HT29-Zellen stellt sich nunmehr
die Frage, in welchem Umfang dem EGFR nachgeschaltete Signalelemente der mitogen-
aktivierten Proteinkinasekaskade in ihrer Aktivitit durch Apfelextrakte und ausgewéhlte

Apfelpolyphenole beeinflusst werden.

4.2.3 Modulation der extrazellulir regulierten Proteinkinasen (ERK1/2)

Schliisselelemente der mitogen-aktivierten Proteinkinasekaskade (Abbildung 4) stellen die
extrazelluldr regulierten Proteinkinasen ERK 1 und ERK?2 dar. Der Phosphorylierungsstatus
von ERK1/2 (Abbildung 9) ist dabei ein MaB fiir die Aktivitdt der vorgeschalteten Signal-
kaskade. Die Modulation des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 in HT29-Zellen durch
Behandlung mit dem Apfelsaftextrakt AEO2 wurde mittels Western Blot mit einem po-
lyklonalen Antikérper gegen phosphoryliertes ERK1/2 bestimmt. HT29-Zellen wurden
dafiir 45 min bzw. 5 h serumfrei mit den Testsubstanzen inkubiert. Nach 30 min wurde fiir

15 min bzw. 4,5 h in Anwesenheit der Testsubstanzen mit EGF (100 ng/ml) stimuliert.
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Ab einer Konzentration von 10 ng/ml (0,6 nM Phloridzin Aq.) wurde der Phospho-
rylierungsstatus von ERK1 (p44) in HT29-Zellen signifikant durch Inkubation mit Apfel-
saftextrakt AE02 (5 h) verringert (Abbildung 48). Ein Minimum des Gehaltes an phospho-
ryliertem ERK1/2 wurde mit 100 ng/ml (6 nM Phloridzin Aq.) erreicht. Ab einer Konzen-
tration von > 100 ug/ml (= 6 uM Phloridzin Aq.) war ein signifikanter Wiederanstieg des
Gehaltes an phosphoryliertem ERK1/2 iiber das Mal} der Kontrolle hinaus zu beobachten
(Abbildung 48). Eine Kurzzeitinkubation (45 min) mit bis zu 100 pg/ml (6 uM Phloridzin
Aq.) AE02 fiihrte zu keiner Reduktion des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 (ohne
Abbildung).
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Abbildung 48 A+B: Western Blot Analyse zur Modulation des Gehaltes an phosphoryliertem
ERKI1 (p44) / ERK2 (p42) in EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen durch
Apfelsaftextrakt AE02 (5 h Inkubation). B: Représentativer Western Blot fiir
ERK1/2 und o-Tubulin als Beladungskontrolle. K; EGF-stimulierte DMSO-
Kontrolle = 100%; MW =+ SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten;
Student’s t-Test * p: <0,05; ** p: <0,01.

Auch die freien Aglyka Quercetin und Phloretin reduzierten den Gehalt an phosphorylier-
tem ERK1/2. Nach 45miniitiger Inkubation mit Quercetin zeigte sich ein U-féormiger Kur-
venverlauf mit einem Minimum bei 10 uM (Abbildung 49). Ein Wiederanstieg des Gehal-

tes an phosphoryliertem ERK1/2 bei Konzentrationen > 50 uM war jedoch nur nach der
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Kurzzeitinkubation (45 min) zu beobachten. Die Kurve der flinfstiindigen Inkubation ver-
lief bis 10 uM parallel zur Kurzzeitinkubation, stieg aber bei Konzentrationen > 50 uM

nicht wieder an (Abbildung 49).
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Abbildung 49: A+B: Western Blot Analyse zur Modulation des Gehaltes an phosphoryliertem
ERK1 (p44) / ERK2 (p42) in EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen nach
Inkubation mit Quercetin (45 min; 5 h, serumfrei). B: Repridsentativer Western
Blot fir ERK1/2 und a-Tubulin als Beladungskontrolle; K, EGF stimulierte
DMSO-Kontrolle; Tyr, EGFR-spezifischer Inhibitor Tyrphostin AG1478 [1 uM];
MW = SD von mindestens drei unabhidngigen Experimenten; Student’s t-Test **
p: <0,01.

Phloretin fiihrte nach Kurzzeitinkubation mit 100 uM zu einer signifikanten Erniedrigung
von phosphoryliertem ERK2 (p42), jedoch wurde bis 200 uM kein ICsy erreicht
(Abbildung 50). Im Gegensatz dazu wurde nach fiinfstiindiger Inkubation der Status an
phosphoryliertem ERK1/2 ab 100 uM signifikant reduziert (Abbildung 50).
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Abbildung 50: A+B: Western Blot Analyse zur Modulation des Gehaltes an phosphoryliertem
ERK1 (p44) /ERK2 (p42) in EGF-stimulierten (100 ng/ml) HT29-Zellen nach
Inkubation mit Phloretin (45 min; 5 h, serumfrei). B: Représentativer Western
Blot fiir beide Inkubationszeiten und a-Tubulin als Beladungskontrolle. MW =+
SD von mindestens drei unabhdngigen Experimenten; Student’s t-Test * p: <
0,05; ** p: < 0,01. K, EGF stimulierte DMSO-Kontrolle; Tyr, EGFR-
spezifischer Inhibitor Tyrphostin AG1478 [1 uM]

Zusammengefasst ldsst sich sagen, dass der Apfelsaftextrakt AE02 (ohne Abbildung) und
das Dihydrochalkon Phloretin (Abbildung 50) nach 45miniitiger Inkubation den Phospho-
rylierungsstatus von ERK1/2 in HT29-Zellen in den getesteten Konzentrationen nicht bzw.
nur marginal beeinflussen. Quercetin (10 uM, Abbildung 49) bewirkt nach 45miniitiger
Inkubation eine 50 %ige Reduktion der Phosphorylierung von ERK1/2. Jedoch scheint die
Hemmwirkung von Quercetin auf phosphoryliertes ERK1/2 mit einem Optimum verbun-
den zu sein, da in Konzentrationen > 50 uM (Abbildung 49) der Gehalt an phosphorylier-
tem ERK1/2 wieder den Ausgangswert erreicht. Nach flinfstiindiger Inkubation von HT29-
Zellen mit Quercetin ist kein Wiederanstieg des Gehaltes an phosphoryliertem ERK1/2 zu
verzeichnen (Abbildung 49). Dies konnte darauf hindeuten, dass moglicherweise wihrend
der Kurzzeitinkubation zellkulturspezifische Reaktionsprodukte entstehen, die den Effekt
von Quercetin auf ERK1/2 autheben. So konnte Lapidot et al. [2002] zeigen das durch
Zellinkubation in vitro H,O, generiert wird, welches als Induktor von ERK1/2 bereits be-
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schrieben ist [Hung et al, 2003; Nguyen et al, 2004]. Auch die fiinfstiindige Inkubation mit
AEOQ02 zeigt eine U-formige Hemmkurve mit einer maximalen Hemmwirkung bei
0,1 pg/ml (Abbildung 48). In Konzentrationen ab 100 ug/ml AE02 (Abbildung 48) steigt
der Gehalt an phosphoryliertem ERK1/2 sogar signifikant an. Dieser Anstieg ist im Gegen-
satz zu den Ergebnissen mit Quercetin wahrscheinlich nicht auf einen direkten Einfluss
von H,O, zu begriinden, da Studien bereits zeigten, das entstandenes H,O, nach einer
Stunde nicht mehr im Kulturmedium nachzuweisen ist [Lapidot et al, 2002; Hung et al,
2003; Nguyen et al, 2004]. Insgesamt ldsst sich aufgrund der Ergebnisse zur Wachstums-
hemmung von HT29-Zellen durch Apfelpolyphenole sagen, dass der gezeigte Wiederan-
stieg von phosphoryliertem ERK1/2 zu keinem Wachstumsstimmulus der HT29-Zellen
fiihrt. Somit konnen Effekte von Apfelpolyphenolen auf Signalkettenelemente postuliert
werden, die den gesetzten Proliferationsstimulus durch die Aktivierung von ERK1/2 kom-

pensieren.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse das Apfelpolyphenole auch im intakten Zellsystem
den EGFR und ERK1/2, als Elemente seiner nachgeschaltete Kinasekaskade, beeinflussen.
Damit stellte sich die Frage, ob die Hemmung der ERK1/2-Phosphorylierung zur Beein-
flussung der Gentranskription fiihrt. Ein wichtiges Substrat von ERK1/2 ist der Transkrip-
tionsfaktor Elk-1. In einem Reportergenassay, der von Hr. Ngiewih im Rahmen seiner
Doktorarbeit im Arbeitskreis von Hr. Prof. Eisenbrand durchgefiihrt wurde, wurde die
ERK1/2-abhidngige Phosphorylierung von Elk-1 {iber die damit verbundene Modulation
der Luziferaseaktivitit bestimmt [Meiers et al, 2001; Kern et al, 2005]. Dafiir wurde die
humane Vulvakarzinomzelllinie (A431) mit zwei Plasmiden transient cotransfiziert. Dabei
handelt es sich um ein Fusionsplasmid, bestehend aus einer DNA-Bindungsdoméne (dbd)
und der Elk-1-Aktivierungsdomine sowie einem Reporterplasmid, welches die vorgeschal-
tete Aktivierungsdomdne (UAS) von Gal4 und ein Luziferasegen beinhaltet. Die Akti-
vierung der MAPK-Kaskade fiihrt somit nicht nur zu einer Phosphorylierung von nativem
Elk-1, sondern auch zur Phosphorylierung des iiberexprimierten Fusionsproteins. Die
Phosphorylierung des Fusionsproteins erlaubt die Bindung an die Gal4-UAS, wodurch die
Luziferaseexpression kontrolliert wird [Meiers et al, 2001; Kern et al, 2005]. Die Behand-
lung der A431-Zellen mit Apfelsaftextrakt AEO2 fiir 5 h fiithrte zu einer Verminderung der
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Elk-1 (ICso = 0,1 pg/ml bzw. 6 nM Phloridzin
Aq.) als ein Substrat der MAPK/ERK-Kaskade [Kern et al, 2005]. Vergleichend zur Mo-
dulation des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 durch fiinfstiindige Inkubation von

86



Ergebnisse und Diskussion Phosphorylierungsstatus von ERK1/2

HT29-Zellen mit AE02 (Abbildung 49), fiihrt die Inkubation von A431-Zellen mit AE02
ebenfalls zu einem U-férmigen Kurvenverlauf der Luziferaseexpression im Reportergenas-
say mit einem Minimum bei 1 ug AE02/ml (60 nm Phloridzin Aq.). Ab einer Konzen-
tration von > 100 pg/ml (6 uM Phloridzin Aq.) ist die Hemmwirkung vollstéindig aufgeho-
ben [Kern et al, 2005].

Das Dihydrochalkon Phloretin zeigte sich ebenfalls als Inhibitor der Elk-1-vermittelte
Luziferase-Aktivitdt mit einer ICso von 26 +£1 uM, wohingegen sich das entsprechende
Glukosid Phloridzin als weitestgehend inaktiv erwies [Kern et al, 2005]. Das freie Aglykon
Quercetin hemmte die Elk-1-vermittelte Luziferase-Aktivitdt konzentrationsabhéngig mit

einem ICsp von 21 + 0,2 uM [Kern et al, 2005].

Eine Inkubation von HT29-Zellen mit polyphenolreichem Apfelsaftextrakt fiihrt zur
Reduktion des Phosphorylierungsstatus der MAP-Kinasen ERK1/2, als ein MaB fiir die
Aktivitit der EGFR-nachgeschalteten Kaskade (Abbildung 48). Jedoch wird eine Hemm-
wirkung auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 in viel niedrigeren Konzentrationen
des Apfelsaftextraktes AEO2 (Minimum bei 0,1 pg/ml) erreicht, als eine Hemmung des
Tumorzellwachstums (ICso = 134 + 18 pg/ml, Abbildung 32) im SRB-Test. Bei Konzen-
trationen von 10 pg/ml ist die Hemmwirkung des AE02 auf den Phosphorylierungsstatus
von ERK1/2 aufgehoben und ab > 100 pg/ml kommt es sogar zu einem signifikanten An-
stieg des Gehaltes an phosphoryliertem ERK1/2 (Abbildung 48). Auch auf der Ebene des
Substrates von ERK1/2, dem Transkriptionsfaktor Elk-1 wurde ein U-féormiger Kurvenver-
lauf im Reportergenassay verzeichnet. Jedoch tiberlagern sich die U-Kurven in den zwei
Testsystemen nicht komplett. Bei einer Konzentration des AE02 von 100 pg/ml kommt es
zur Induktion des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 in HT29-Zellen (Abbildung 48),
wohingegen der Gehalt an phosphoryliertem Elk-1 in A431-Zellen um ca. 50 % reduziert
ist [Kern et al, 2005]. Die Unterschiede konnten durch die verschiedenen Zellsysteme be-
griindete werden. Jedoch sind beide Zelllinien, sowohl HT29-Zellen als auch A431-Zellen
daflir bekannt, dass sie den EGFR {iiberexprimieren und ihr Wachstum durch EGFR-
spezifische Inhibitoren, wie z. B. Tyrphostin AG1478, gehemmt wird [Giard et al, 1973;
Meiers et al, 2001; Marko et al, 2004; Kern et al, 2005].

Das Aglykon Quercetin verringert den Phosphorylierungsstatus der untersuchten Signal-
kettenelemente (ERK1/2 und Elk-1) trotz unterschiedlicher Zellsysteme im vergleichbaren
Konzentrationsbereich (ICso(ERK1/2, 5 h) = 10 uM, ICso(Elk-1) = 20 uM). Spencer et al.
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[2003] konnten ebenfalls eine Inhibierung des Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 nach-
geschalteten Elementen durch Quercetin nachweisen. Phloretin zeigte eine potente Hemm-
wirkung auf die Elk-1-Phosphorylierung von A431 im Reportergenassay; erwies sich je-
doch als deutlich schlechterer Inhibitor von phosphoryliertem ERK1/2 (ICso(ERK1/2, 5 h)
~ 150 uM, ICso(Elk-1) = 26 uM) [Kern et al, 2005].

AbschlieBend lésst sich sagen, dass AE02, Phloretin und Quercetin auch in zelluldren Test-
systemen den EGFR, sowie Elemente der nachgeschalteten MAPK-Kaskade und die davon
abhédngige Gentranskription, beeinflussen. Jedoch sind vor allem bei dem polyphenolrei-
chen Apfelsaftextrakt AE02 und dem Flavonol Quercetin, neben ihren EGFR-hemmenden
Eigenschaften zusitzliche Effekte zu beobachten, die zum Teil in hoheren Konzentrationen
(Abbildung 48, Abbildung 49), die Inhibierung der Aktivitit von Elementen der MAPK-
Kaskade wieder autheben. Interessanterweise kommt es durch die Induktion der Phospho-
rylierung von ERK1/2 nicht zu einer gesteigerten Zellproliferation von HT29-Zellen [Kern
et al, 2005]. Diese Ergebnisse zeigen, dass wahrscheinlich weitere Signalkettenelemente,
die entscheidend sind fiir das Zellwachstum, durch den AE02 beeinflusst werden und somit
mogliche pro-proliferative Effekte durch hohere Konzentrationen des AE02 kompensiert

werden.
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4.3 Modulation des Wnt-Signalweges durch Apfelpolyphenole

4.3.1 Beeinflussung der Aktivitit isolierter Glykogensynthasekinase-3f3

Verdnderungen im Wnt-Signalweg (Abbildung 10) spielen eine wichtige Rolle in der
Kolonkanzerogenese. Mutationen von Komponenten des Wnt-/B-Catenin-Signalweges
finden sich deshalb in einer Vielzahl kolorektaler Karzinome. Eine zentrale Schaltstelle
dieses Signalweges stellt die Glykogensynthasekinase-33 (GSK3p) als wesentlicher Regu-
lator des zelluldren B-Catenin-Spiegels dar. In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage
nachgegangen, ob Apfelpolyphenole die Aktivitdt der GSK3[ modulieren.

Die Bestimmung der GSK3B-Aktivitit erfolgte durch Messung der Ubertragungsrate von
Phosphatresten auf ein GSK3-spezifisches Substratpeptid unter Verwendung von radio-
aktiv markiertem y-"P-ATP (Kapitel 6.12). Zur Validierung des Testsystems, wurde der
aus der Literatur bekannte GSK3p-Hemmstoff Lithiumchlorid eingesetzt [Ryves und Har-
wood, 2001; Jope, 2003; Zhang et al, 2003]. Lithiumchlorid inhibiert in einer Konzen-
tration von 10 mM potent die Aktivitdt, der aus HT29-Zellen immunoprézipitierten GSK3[3
im Kinase Assay (60 % Reduktion, ohne Abbildung).
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Abbildung 51: Modulation der isolierten immunoprizipitierten GSK3B-Aktivitit aus HT29-
Zellen durch den Apfelsaftextrakt AE02 getestet im GSK3B-Kinaseassay (15 min;
37° C). MW = SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten in einer Dop-
pelbestimmung. Student’s t-Test (bezogen auf 100 pg/ml AE02) * p: < 0,05;
** p:<0,01: *** p: <0,001.
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Bei Zugabe von AE02 zu isolierter (immunoprézipitierter) GSK3f zeigte sich ab einer
Konzentration von 200 pg/ml (19 uM Phloridzin Aq.) eine signifikante Hemmung der
GSK3B-Aktivitit (ICso = 329 + 30 ug/ml bzw. 21 + 2 uM Phloridzin Aq.) (Abbildung 51).

Quercetin (Abbildung 52A) erwies sich als potenter Hemmstoff isolierter GSK3 (ICsp =
7,5 £ 1,8 uM). Das Dihydrochalkon Phloretin zeigte im Vergleich zu Quercetin eine deut-
lich geringere Hemmwirkung (ICso = 123 + 27 uM, Abbildung 52B). Das entsprechende
Glukosid Phloridzin fiihrte bis zu Konzentrationen von 500 uM zu keiner Modulation der

GSK3B-Aktivitit (Abbildung 52B).
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Abbildung 52: Modulation der isolierten immunoprazipitierten GSK3[B-Aktivitdit aus HT29-
Zellen getestet im Kinaseassay (15 min; 37° C) durch A: Quercetin und B: die
Dihydrochalkone Phloretin und Phloridzin. MW £ SD von mindestens vier
unabhingigen Experimenten in einer Doppelbestimmung. Student’s t-Test
(bezogen auf 1 uM Quercetin bzw. Phloretin) *p: < 0,05; ** p: < 0,01: *** p: <

Das Dihydrochalkon Phloretin, das Flavonol Quercetin sowie ein komplexes ,,Lebensmit-
tel”“ in Form eines polyphenolreichen Apfelextraktes konnten als Inhibitoren der Aktivitét
isolierter GSK3[ identifiziert werden. Eine effiziente Hemmung der GSK3[p—Aktivitit
konnte zu einem Anstieg an nicht phosphoryliertem B-Catenin und somit zur B-Catenin-
vermittelten Genexpression fithren. Es wurde deshalb Frage nachgegangen, ob es auch im
Zellsystem zu einer eher unerwiinschten Aktivitdtshemmung an GSK3f durch den Apfel-

saftextrakt und die Aglyka Phloretin und Quercetin kommt.
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4.3.2 Beeinflussung der zelluliiren GSK3B-Aktivitit in HT29-Zellen

HT29-Zellen wurden fiir 24 h serumfrei mit dem Apfelsaftextrakt bzw. mit ausgewidhlten
Flavonoiden inkubiert. Nach Immunoprizipitation wurde die GSK3[-Aktivitit durch
Ubertragung von y->*P-ATP auf ein Substratpeptid (Kapitel 6.12.7) bestimmt.

Nach Inkubation von HT29-Zellen mit AE02 zeigte sich ab einer Konzentration von
400 pg/ml (26 pM Phloridzin Aq.) eine signifikante Hemmung der GSK3B-Aktivitit
(Abbildung 53A). Ab einer Konzentration von > 500 ug/ml (48 uM Phloridzin Aq.) war
ein signifikanter Wiederanstieg der GSK3p-Aktivitit im Bezug auf die Hemmwirkung bei
500 pg/ml zu beobachten. Die Grundaktivitdt wurde nach Inkubation der HT29-Zellen mit
750 ug/ml AE02 (48 uM PE Aq) wieder erreicht (Abbildung 53A). Bei der Behandlung
intakter HT29-Zellen mit Apfelsaftextrakt ist damit, im Gegensatz zur Wirkung am isolier-
ten Enzym, die Hemmwirkung an der GSK3[ deutlich geringer (Abbildung 51). Im Ge-
gensatz zu den Ergebnissen an isolierter (immunoprézipitierter) GSK3f, bewirkte Querce-
tin in HT29-Zellen einen konzentrationsabhingigen Anstieg der GSK3pB-Aktivitit
(Abbildung 53B). Die Inkubation von HT29-Zellen mit dem Dihydrochalkon Phloretin
fihrte zu keiner signifikanten Beeinflussung der GSK3B-Aktivitit in Zellkultur
(Abbildung 53B).
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Abbildung 53: Modulation der immunoprézipitierten GSK3(B-Aktivitit nach 24-stiindiger
serumfreier Inkubation von HT29-Zellen mit A: Apfelsaftextrakt AE02. B: die
Aglyka Phloretin, und Quercetin (Losungsmittelkonzentration DMSO 1 %). MW
+ SD von mindestens vier unabhdngigen Experimenten in einer
Dreifachbestimmung; Student’s t-Test bezogen auf A: DMSO-Kontrolle und B:
25 uM Quercetin®* p: < 0,05, ***: p <0,001.
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4.3.3 Beeinflussung des Proteingehaltes an GSK3p, B-Catenin und
phosphoryliertem -Catenin in HT29-Zellen

Des Weiteren stellte sich die Frage, inwieweit die Modulation der zelluldren GSK3[3-
Aktivitét sich auf den Gesamtgehalt an B-Catenin sowie den Status an phosphoryliertem 3-
Catenin auswirkt. Die Hemmung der GSK33-Aktivitit nach Inkubation von HT29-Zellen
mit AE02 (Abbildung 53A) lassen eine Abnahme an phosphoryliertem B-Catenin vermu-
ten. Damit kdnnte ein gleichzeitiger Anstieg des Proteingehaltes an 3-Catenin verbunden
sein. Deshalb wurde die Beeinflussung der B-Catenin-Homoostase durch Apfelpolypheno-
le mittels Western Blot Analyse (Kapitel 6.13) mit polyklonalen Antikdrpern gegen -
Catenin (92 kDA) und phosphoryliertes B-Catenin (92 kDa) an HT29-Zellen bestimmt.
Gleichzeitig wurde der Proteingehalt an GSK3f detektiert, um die Frage zu kliren, inwie-
weit sich die beschriebene Aktivitditshemmung der GSK3[3 im Proteinstatus widerspiegelt.

Nach 24-stiindiger serumfreier Inkubation von HT29-Zellen mit AE02 in einer Konzentra-
tion von 500 pug/ml (32,4 uM Phloridzin Aq.) nimmt die Gesamtproteinmenge an GSK3f
signifikant zu (Abbildung 54), obwohl die GSK3p-Aktivitit (Abbildung 53A) gleichzeitig

abnimmt.
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Abbildung 54: Western Blot Analyse mit Antikérpern gegen GSK3[B, [B-Catenin und
phosphoryliertes f-Catenin nach 24-stiindiger serumfreier Inkubation von HT29-
Zellen mit AE02 (1 % DMSO im Endansatz). Die Expression an a-Tubulin
wurde als Beladungskontrolle bestimmt. MW =+ SD von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten; Student’s t-Test (bezogen auf 100 pg/ml AE02)
* p: <0,05; K: Losungsmittelkontrolle.
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Der Gehalt an phosphoryliertem B-Catenin nimmt ab (Abbildung 54), was aufgrund der
Ergebnisse der GSK3B-Aktivititsbestimmung zu erwarten war. Eine Abnahme an
phosphoryliertem B-Catenin ldsst einen verminderten Abbau und damit eine Zunahme der
Gesamt-B-Catenin-Proteinmenge erwarten. Trotz signifikanter Abnahme der Menge an
phosphoryliertem B-Catenin war allerdings bei Behandlung der HT29-Zellen mit AE02,
ebenfalls eine Abnahme der Gesamt--Catenin-Proteinmenge zu beobachten (Abbildung

54).

Eine 24-stiindige serumfreie Inkubation von HT29-Zellen mit dem Dihydrochalkon Phlo-
retin fithrte zu keiner signifikanten Beeinflussung der Proteinmenge der untersuchten Ele-
mente des Wnt-Signalweges (Abbildung 55). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Daten aus den GSK3f-Aktivititsuntersuchungen nach Zellinkubation, in denen sich Phlo-

retin ebenfalls als unwirksam erwies (Abbildung 53B).
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Abbildung 55: Western Blot Analyse mit Antikdrpern gegen GSK3pB, B-Catenin und
phosphoryliertes B-Catenin nach 24-stiindiger serumfreier Inkubation von
HT29-Zellen mit Phloretin (1 % DMSO im Endansatz). Die Expression an o-
Tubulin wurde als Beladungskontrolle bestimmt. MW = SD von mindestens
drei unabhingigen Experimenten; K: Losungsmittelkontrolle.

Apfelpolyphenole konnten als potente Inhibitoren der GSK3B-Aktivitidt der humanen Ko-
lonkarzinomzelllinie HT29 identifiziert werden. Der stirkere inhibitorische Effekt von
Apfelpolyphenolen auf die isolierte GSK3p ldsst darauf schlieBen, dass die Enzymaktivitit
direkt durch Apfelinhaltsstoffe beeinflusst wird (Abbildung 51 + Abbildung 53A). Dies
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lasst vermuten, dass in HT29-Zellen die GSK3B-Aktivititshemmung durch Apfelpolyphe-
nole auf direkte Interaktionen mit dem Zielenzym beruht und nicht durch Modulation vor-
geschalteter Signalelementen zu begriinden ist. Jedoch kann ein zusitzlicher Beitrag zur
GSK3B-Aktivititshemmung durch die Modulation weiterer Signalelemente bzw. Kinasen
nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Interessanterweise wird die abnehmende Enzym-
aktivitit begleitet von einem Anstieg der Gesamtproteinmenge an GSK3p (Abbildung 54).
Dies lasst moglicherweise auf ein Gegensteuern der Zellen schlieBen, um die GSK3p-
Aktivitaitshemmung zu kompensieren. Die potente Hemmung der GSK3p durch den poly-
phenolreichen Apfelsaftextrakt AEQ2 fiihrt zur Frage, welche(r) Inhaltsstoff(e) dafiir ver-
antwortlich ist (sind). Das fiir den Apfel charakteristische Dihydrochalkon Phloridzin zeig-
te bis 500 pM keine Hemmwirkung, weder auf die isolierte immunoprizipitierte
(Abbildung 52B) noch auf die zelluldre GSK3p (ohne Abbildung). In 500 pg/ml AE02
sind 32 uM Phloridzin enthalten, weshalb ein Beitrag von Phloridzin zur Aktivitidtshem-
mung der GSK3 durch AE02 auszuschlieen ist. Das freie Aglykon wurde noch nicht im
Apfelsaftextrakt nachgewiesen [Kern et al, 2005; Schéfer et al, 2005; Veeriah et al, 2006].
Im Gegensatz zum Glykosid erwies sich Phloretin als potenter Inhibitor der isolierten
GSK3p (Abbildung 52). Jedoch beeinflusst auch Phloretin ebenso wie Phloridzin die zellu-
lare GSK3B-Aktivitdt nicht (Abbildung 53B). Falls Phloretin durch eine Deglykosylierung
von Phloridzin, durch die gastrointestinale Mikroflora in vivo, entstehen wiirde, wére trotz-

dem kein Effekt auf die GSK3B-Aktivitit zu erwarten.

Das Flavonol Quercetin konnte als potenter Inhibitor isolierter immunoprézipitierter
GSK3B-Aktivitat identifiziert werden (Abbildung 52A). Jedoch im Falle von Quercetin ist
der Unterschied der Effekte auf die isolierte GSK3p im Vergleich zur zelluldren GSK38-
Aktivitdt noch ausgeprégter als fiir Phloretin (Abbildung 52A + B, Abbildung 53B). Trotz
seiner inhibitorischen Eigenschaften gegen isolierte GSK3p, erhoht Quercetin signifikant
die GSK3B-Aktivitit in HT29-Zellen. Quercetin wurde jedoch bislang nicht als freies
Aglykon im Apfelsaftextrakt nachgewiesen [Kern et al, 2005; Schifer et al, 2005]. Die
Quercetinglykoside, Q-3-gal, Q-3-glu, Q-3-rha und Q-3-rut, liegen im Apfelsaftextrakt
AEO02 mit einer Konzentration von ~9 pg/ml (Tabelle 9) vor. In unterschiedlichen in vitro
Testsystemen erwiesen sich die Quercetinglykoside als inaktiv bzw. weniger effektiv im
Vergleich zum Aglykon [Shen et al, 2003; Kern et al, 2005; Veeriah et al, 2006]. Da Quer-
cetin nicht die GSK3p-Aktivitit in HT29-Zellen hemmt, ist es unwahrscheinlich, dass die
Quercetinglykoside zu den inhibitorischen Eigenschaften des AE02 auf die GSK3f-
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Aktivitédt beitragen. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der polyphenolreiche Apfel-
saftextrakt AEO2 noch nicht identifizierte Inhaltsstoffe enthélt, die die GSK3p direkt be-
einflussen und effektiv die GSK3p-Aktivitdt in HT29-Zellen hemmen.

Eine Hemmung der zelluldiren GSK3B-Aktivitét ldsst eine Abnahme an phosphoryliertem
B-Catenin, verbunden mit einem Anstieg an nicht phosphoryliertem -Catenin, erwarten. In
Konzentrationen des Apfelsaftextraktes AE02 (500 pg/ml), in denen eine signifikante
GSK3p-Aktivitditshemmung detektiert wurde (Abbildung 51, Abbildung 53A), wurde eine
signifikante Abnahme des Proteingehaltes von phosphoryliertem B-Catenin verzeichnet
(Abbildung 54). Jedoch unerwarteterweise, nimmt der Proteingehalt an -Catenin ebenfalls
ab (Abbildung 54). Offensichtlich ist die Hemmung der GSK3p-Aktivitit nicht assoziiert
mit der Stabilisierung und Akkumulation von B-Catenin in humanen Kolonkarzinomzellen.
Die signifikante Reduktion des Proteingehaltes an f-Catenin geht moglicherweise einher
mit Interaktionen von Apfelpolyphenolen mit vorgeschalteten Signalelementen bzw. mit
anderen Signalwegen oder Effekten auf die Gentranskription. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte bereits eine hoch potente Hemmwirkung des Apfelsaftextraktes AE02 auf den
EGFR und die nachgeschaltete MAPK-Kaskade (Kapitel 4.2) gezeigt werden. Des Weite-
ren induziert der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt Apoptose (Kapitel 4.5) in HT29-
Zellen. Ein procyanidinreicher Apfelextrakt wurde ebenfalls als Apoptoseinduktor von
humanen Kolonkarzinomzellen identifiziert [Gossé et al, 2005]. Die Modulation der Ex-
pression/Aktivitit von Signaltransduktionskaskaden, die entscheidend sind fiir die Regula-
tion des Zellwachstums und/oder der Induktion von Apoptose, konnten zur Kompensation
der GSK3p-inhibitorischen Effekte beitragen. Im Einklang mit den Ergebnissen auf die -
Catenin-Homoostase wird auch die Tcf/Lef-vermittelte Gentranskription durch den Apfel-
saftextrakt AE02 nicht beeinflusst [Kern et al, J. Agric. Food Chem., eingereicht].

Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafiir, dass Apfelpolyphenole in Konzentrationen, wie
sie im Originalextrakt (500 mg/l) vorliegen keine wachstumsstimulierenden Effekte tiber
den Wnt-Signalweg in HT29-Zellen induzieren. Im Hinblick auf die durch Apfelpolyphe-
nole vermittelte Abnahme der Gesamt-p-Catenin-Proteinmenge ist zu vermuten, dass die
Modulation von Elementen des Wnt-Signalweges moglicherweise einen Beitrag zur

wachstumshemmenden Wirkung leistet.
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4.4 Modulation der Proteinkinase C-Aktivitiit durch Apfelpolyphenole

Eine besondere Schliisselrolle bei der Regulation von Wachstums- und Differenzierungs-
prozessen spielt die Proteinkinase C (PKC). Es wurde der Frage nachgegangen, ob und
inwieweit der Apfelsaftextrakt bzw. dessen Inhaltsstoffe die PKC-Aktivitdt im Kolon be-
einflussen. Hierbei wurden humane Kolonkarzinomzellen (HT29) im Vergleich zu prima-
ren humanen Enterozyten aus Biopsiematerial untersucht. Zur Charakterisierung der En-
zymaktivitdt wurde der selektive PKC-Inhibitor GF109203X (2-[1-(3-Dimethylamino-
propyl)indol-3-yl]-3-(1H-indol-3-yl)-maleimid), Abbildung 56) eingesetzt [Toulec et al,
1991]. Die PKC-Aktivitit wurde durch Messung der Ubertragungsrate von Phosphatresten
auf ein PKC-spezifisches Substratpeptid unter Verwendung von radioaktiv markiertem y-

2p_ATP (Kit RPN 77, Amersham Bioscience, Kapitel 6.11) bestimmt.

Ir=z
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Abbildung 56: PKC-spezifischer Inhibitor Bisindoylmaleimid GF109203X

4.4.1 Direkte Hemmwirkung am Enzym

Hierzu wurde ein zytosolisches PKC-haltiges Zelllysat hergestellt und unmittelbar vor dem
PKC-Assay mit dem Apfelextrakt AE02 bzw. den entsprechenden Einzelverbindungen
versetzt. Hierdurch wurde die Hemmwirkung der Verbindungen am Enzym selbst erfasst.

Der PKC-spezifische Inhibitor GF109203X (Abbildung 56) fiihrte bereits in einer Kon-
zentration von 1 uM zu einer 70 %igen Hemmung der zytosolischen PKC-Aktivitit

(Abbildung 57A).
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Der polyphenolreiche Apfelextrakt AE02 zeigte erst ab einer Konzentration von 1 mg/ml
eine signifikante Hemmung der PKC-Aktivitdt (ICso = 1,9 = 0,7 mg/ml bzw. 120 £ 4 uM
Phloridzin Aq, Abbildung 57A).

Von den bislang im Apfelsaftextrakt identifizierten Verbindungen zeigte EC in der hochs-
ten getesteten Konzentration von 300 uM eine marginale Hemmwirkung auf die isolierte
zytosolische PKC-Aktivitit aus HT29-Zellen, ohne jedoch den ICsp-Wert zu erreichen
(20 % Aktivitditshemmung, ohne Abbildung). Die Quercetinglykoside Q-3-glc und Q-3-rha
stellten schwache Hemmstoffe der PKC mit ICso-Werten >100 uM dar (ohne Abbildung).
Rutin, Q-3-gal, die Procyanidine PB1 und PB2, die Hydroxyzimtsdurederivate Chlorogen-
sdure, Kaffeesdure und 4-Cumaroylchinasdure erwiesen sich ebenso wie das Dihydrochal-
konglykosid Phloridzin bis 300 uM als unwirksam (ohne Abbildung). Rutin ist in der Lite-
ratur bereits als ineffektiv im Hinblick auf die PKC-Aktivitit beschrieben [Ferriola et al,
1989; Lee und Lin, 1997].

Das freie Dihydrochalkon Phloretin hingegen zeigte eine signifikante Hemmwirkung be-
reits ab 50 uM (Abbildung 57B), ist jedoch mit einem ICsp-Wert von 203 £ 19 uM zu den
schwachen Hemmstoffen der PKC zu rechnen. Phloretin ist als Inhibitor isolierter PKC-

Aktivitét in der Literatur beschrieben [Ferriola et al, 1989; Kobori et al, 1999].
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Abbildung 57: Beeinflussung der isolierten zytosolischen PKC-Aktivitdt aus HT29-Zellen durch
A: AE02 und B: Phloretin. Gemessen wurde die Ubertragungsrate von
Phosphatresten auf ein PKC-spezifisches Substratpeptid unter Verwendung von
radioaktiv markiertem y-*P-ATP (Kit RPN 77, Amersham Bioscience).
Bisindoylmaleimid GF109203X, spezifischer PKC-Hemmstoff, MW £ SD von
mindestens 3 unabhidngigen Experimenten; Student’s t-Test bezogen auf A:
0,5 mg/ml AEO2 und auf B: 25 uM Phloretin * p: < 0,05,**: p<0,01, ***: p <
0,001

97



Ergebnisse und Diskussion PKC-Aktivititsbestimmung

Ebenfalls wurde Quercetin, dessen Hemmwirkung auf die PKC-Aktivitdt bereits in der
Literatur beschrieben ist [Agullo et al, 1997; Varadkar et al, 2001; Williams et al, 2004],
bei den Untersuchungen mitgefiihrt. Jedoch konnten in dem verwendeten Testsystem auf-
grund limitierter Loslichkeit von Quercetin, nur Konzentrationen bis 25 uM eingesetzt und

deshalb kein ICso-Wert ermittelt werden (40 % Hemmung bei 25 pM; ohne Abbildung).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 in
Konzentrationen > 1 mg/ml (ca. 60 uM Phloridzin Aq.) signifikant die Aktivitit isolierter
PKC aus HT29-Zellen hemmt. Von den bereits identifizierten Inhaltsstoffen, besitzen EC
und die Quercetinglykoside, Q-3-rha und Q-3-glc marginale Hemmwirkung auf die isolier-
te PKC-Aktivitdt. Im Originalextrakt liegen die marginal wirksamen Verbindungen in na-
nomolaren Konzentrationen vor, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die bislang
identifizierten Inhaltsstoffe nur wenig zur Hemmwirkung des Originalextraktes beitragen.
Der PKC-Inhibitor Phloretin wurde bislang nicht in seiner freien Form im Apfelsaftextrakt
beschrieben. Aber auch bei einer Freisetzung von Phloretin aus Phloridzin, z. B. durch
chemische Instabilitdt unter den gewéhlten Inkubationsbedingungen, wiirden maximal
63 uM Phloretin entstehen, was eine 20 %ige Hemmung der PKC-Aktivitdt durch Inkuba-
tion mit 60 uM Phloridzin Aq. AE02 erwarten lieBe. Die Ergebnisse an isolierter PKC las-
sen darauf schlieBen, dass bislang nicht charakterisierte Apfelpolyphenole im Wesentli-

chen fiir die Hemmwirkung des polyphenolreichen Apfelsaftextraktes verantwortlich sind.

4.4.2 Modulation der zelluliren PKC-Aktivitit in HT29-Zellen

Im Folgenden wurde untersucht, ob die Hemmwirkung des Apfelextrakts begrenzt ist auf
die direkte Interaktion mit dem isolierten Enzym, oder ob auch durch Inkubation von
HT29-Zellen eine Modulation der PKC-Aktivitét erfolgt. In diesen Untersuchungen wurde
der charakteristische Apfelinhaltsstoff Phloridzin sowie die Aglyka Phloretin und Querce-
tin mitgefiihrt. Zur Charakterisierung der Enzymaktivitit wurde der PKC-Hemmstoff
GF109203X (Abbildung 56) in einer Konzentration von 100 nM bei jedem Versuchsansatz
mitgefiihrt.

Die HT29-Zellen wurden fiir 24 h serumfrei mit dem polyphenolreichen Extrakt bzw. den
Einzelsubstanzen inkubiert und anschlieBend die PKC-Aktivitit aus dem Zytosol der
HT29-Zellen mittels PKC-Assay (Kit RPN 77, Amersham Bioscience) bestimmt.
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Der spezifische PKC-Inhibitor GF109203X inhibiert die zytosolische PKC-Aktivitdt von

HT29-Zellen nach 24-stiindiger Inkubation in einer Konzentration von 100 nM zu 80 %

(ohne Abbildung).

Bereits bei 250 pg/ml Apfelextrakt (ca. 15 pM Phloridzin Aq.) war eine signifikante Hem-
mung der intrazelluldren PKC-Aktivitdt in HT29-Zellen zu beobachten (Abbildung 58A).
Bei Inkubation der Zellen mit dem Extrakt wurde damit eine stirkere Hemmwirkung auf
die PKC induziert, als dies an der isolierten Enzympréparationen zu beobachten war. Dies
konnte dadurch zustande kommen, dass in der Zelle zusétzlich zur PKC vorgeschaltete
Signalelemente gehemmt werden, die so den hemmenden Effekt auf die PKC-Aktivitit
verstirken konnten. Auch Eingriffe in die Expression der PKC konnten zu einer zusétzli-
chen Verringerung der PKC-Aktivitdt fithren, die iiber die reine Enzymhemmung hinaus-
geht. Gossé et al. [2005] zeigten eine 70 %ige Reduktion der PKC-Aktivitdt durch 24-
stiindige Inkubation von SW620 Kolonkarzinomzellen mit einem procyanidinreichen Ap-

felextrakt.
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Abbildung 58: Modulation der zytosolischen PKC-Aktivitdt von HT29-Zellen nach 24-stiindiger
serumfreier Inkubation mit A: AE02 und B: Phloretin bzw. Quercetin. Gemessen
wurde die Ubertragungsrate von Phosphatresten auf ein PKC-spezifisches
Substratpeptid unter Verwendung von radioaktiv markiertem y-"P-ATP (Kit RPN
77, Amersham Bioscience). MW + SD von mindestens fiinf unabhéngigen
Experimenten in einer Dreifachbestimmung; Student’s t-Test * p: < 0,05; ** p: <
0,01; ***: p <0,001

Die Hemmung der zelluldren PKC-Aktivitdt durch Apfelsaftextrakt scheint allerdings ein
Optimum bei ca. 500 pg/ml Extrakt (ca. 32 pM Phloridzin Aq.) zu erreichen (Abbildung

58A). Eine weitere Konzentrationserh6hung fiihrte zu einem Anstieg der Enzymaktivitét,
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wobei bei 2000 pg/ml (128 uM PE Aq.) sogar eine signifikante Aktivierung im Bezug zu
50 pg/ml zu beobachten war. Gleichzeitig war allerdings ab Konzentrationen > 500 pg/ml

(32 uM PE Aq.) eine deutliche Abnahme der Zellzahl zu beobachten (ohne Abbildung).

Ahnliche Effekte wurden bei Inkubation von HT29-Zellen mit den Aglyka Phloretin und
Quercetin beobachtet (Abbildung 58B). Quercetin zeigte bereits eine signifikante Hemm-
wirkung ab einer Konzentration von 50 uM. Die maximale Hemmwirkung wurde bei
100 uM erreicht. Ab einer Konzentration von > 100 uM konnte ein hoch signifikanter An-
stieg der PKC-Aktivitdt (Abbildung 58B) im Vergleich zu 100 uM beobachtet werden, der
assoziiert war mit der Abnahme der Zellzahl (ohne Abbildung). Jedoch erwies sich der
Anstieg als nicht signifikant gegeniiber der PKC-Aktivitdt der niedrigsten Quercetinkon-
zentration.

Das Aglykon Phloretin erwies sich als Hemmstoff der PKC-Aktivitdt in HT29-Zellen
(100 uM), jedoch wurde der ICsp-Wert nicht erreicht (Abbildung 58B). Ab einer Phlore-
tinkonzentration von 300 uM konnte ein hoch signifikanter Anstieg der PKC-Aktivitit im
Vergleich zum Ausgangsniveau detektiert werden (Abbildung 58B). Auch die PKC-
Aktivitatssteigerung durch die Inkubation der HT29-Zellen mit Phloretin ging einher mit
einem Zellverlust (ohne Abbildung). Das Glykosid Phloridzin erwies sich bis zu einer
Konzentration von 500 uM (24 h serumfreie Inkubation, ohne Abbildung) als unwirksam

(keine Abnahme der Zellzahl bei 500 uM, ohne Abbildung).

Nachdem keine PKC-Aktivierung durch Zugabe des Extraktes bzw. Phloretin und Querce-
tin zu isolierter Enzympréparation zu beobachten war, ist eine direkte substanzvermittelte
Aktivierung, wie dies beispielsweise durch Phorbolester und/oder Ca*" fiir bestimmte
PKC-Isoformen beschrieben ist [Demsey et al, 2000], auszuschlieBen. Eine Aktivierung
der PKC ist jedoch als Teil apoptotischer Prozesse beschrieben [Mandil et al, 2001; Basu
und Miura, 2002; Gutcher et al, 2003; Basu, 2003]. Ebenfalls ist anzumerken, dass in den
Konzentrationsbereichen, in denen eine scheinbare PKC-Aktivierung statt findet, gleich-
zeitig auch das Wachstum von HT29-Zellen durch die Apfelpolyphenole gehemmt wird
(ohne Abbildung). Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob unter den ge-
wihlten Versuchsbedingungen, die Behandlung von HT29-Zellen mit Apfelsaftextrakt
oder den Aglyka Phloretin und Quercetin zur Induktion von Apoptose fiihrt (Kapitel 4.5).
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4.4.3 Untersuchungen zur Aktivitit der PKC in humanen Darm-

epithelzellen im Vergleich zu Tumorzelllinie HT29

Die bisherigen Untersuchungen zur Beeinflussung der PKC-Aktivitdt durch Inhaltsstoffe
des polyphenolreichen Apfelsaftextraktes wurden an der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 durchgefiihrt. Im Folgenden wurde der Frage nachgegangen, ob auch in nichttrans-
formierten Darmzellen PKC als potentielle Zielstruktur exprimiert wird, und inwieweit
diese PKC-Aktivitdt durch den Apfelsaftextrakt beeinflusst werden kann. Aus den ver-
schiedenen Abschnitten des Kolons, sowie im Vergleich dazu aus Duodenum und Ileum,
wurden hierzu von Prof. Stallmach Biopsiematerial (damals Universitdtsklinikum Hom-
burg/Saar, mittlerweile Klinikum Jena) von freiwilligen gesunden Spendern entnommen

und fiir PKC-Aktivitdtsuntersuchungen verwendet.

Die primédren Darmzellen wurden modifiziert nach Pool-Zobel et al. [1999] isoliert (Kapi-
tel 6.11.4) und direkt im PKC-Aktivitdtsassay mit den Testsubstanzen fiir 15 min bei 37 °C
behandelt. Die PKC-Aktivitit wurde anhand der Ubertragungsrate von Phosphatresten auf
ein PKC-spezifisches Substratpeptid unter Verwendung von radioaktiv markiertem y->>P-
ATP (Kit RPN 77, Amersham Bioscience) bestimmt.

Hierbei zeigte sich, dass die zytosolische PKC-Aktivitdt in allen untersuchten Darmab-
schnitten deutlich hoher ist (ca. Faktor 10) als in der Tumorzelllinie HT29 (Abbildung
59A). Einige veroffentlichte Untersuchungen haben bereits gezeigt, dass die PKC-Aktivitét
im Gewebe von Kolontumoren deutlich verringert ist gegentiber der PKC-Aktivitit gesun-
den Epithelgewebes [Sakanoue et al, 1991; Levy et al, 1993; Doi et al, 1994]. Die im Zell-
lysat enthaltene PKC-Enzymaktivitit aus allen untersuchten Darmabschnitten erwies sich
als sensitiv gegeniiber der Hemmwirkung des Apfelsaftextraktes (Abbildung 59B). Der
polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 (2000 pg/ml) zeigte in allen untersuchten Darm-
abschnitten mit dem PKC-spezifischen Hemmstoff GF19203X eine vergleichbare Hemm-
wirkung (Abbildung 59B). Aufgrund der viel hoheren PKC-Aktivitit in priméren Kolono-
zyten, z. B. Colon descendens (~ 2000 pmol/min*mg Protein) im Vergleich zu der huma-
nen Kolontumorzelllinie HT29 (~ 300 pmol/min*mg Protein), verfiigen die priméren Zel-
len nach Behandlung mit AE02 (2000 pg/ml) noch iiber eine hohere Restaktivitit (Colon
descendens  ~ 150 pmol/min*mg Protein; HT29-Zellen  ~ 50 pmol/min*mg Protein,
Abbildung 59B).
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Abbildung 59: PKC-Aktivititsbestimmung durch Messung der Ubertragungsrate  von
Phosphatresten auf ein PKC-spezifisches Substratpeptid unter Verwendung von
radioaktiv markiertem y-"’P-ATP (Kit RPN 77, Amersham Bioscience). A:
Untersuchungen des Status an zytosolischer PKC-Gesamtaktivitit von priméren
Enterozyten unterschiedlicher Darmabschnitte im Vergleich zur humanen
Tumorzelllinie HT29 und deren Sensitivitdt gegeniiber dem spezifischen PKC-
Inhibitor Bisindoylmaleimid GF109203X [1 uM]. B: Modulation der
zytosolischen PKC Aktivitdit von Enterozyten unterschiedlicher Darmabschnitte
durch den Apfelsaftextrakt AE02 und GF109203X im Vergleich zur humanen
Tumorzelllinie HT29. MW =+ SD von mindestens zwei unabhingigen
Experimenten in einer Doppelbestimmung. Kolonabschnitte: Asc, ascendens;
trans, transversum; des, descendens; sig, sigmoideum.
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Die Ergebnisse zeigen, dass nichttransformierte humane Enterozyten iiber eine hdhere
PKC-Aktivitdt verfiigen, als die Tumorzelllinie HT29 (Abbildung 59). Jedoch ist anzumer-
ken, dass die Entwicklung von Kolontumoren zu einer Verschiebung des PKC-
Enzymmusters fiihrt. In gesunden primiren Kolonozyten herrscht ein Gleichgewicht
zwischen Zellproliferation an der Kryptenbasis und den Apoptoseprozessen an der lumina-
len Oberflache mit einer Reihe von Differenzierungsschritten im Laufe der Zellmigration
[Cerda et al, 2001]. Dabei scheint die PKC-Aktivitit verschiedener Isoformen eine ent-
scheidende Rolle zu spielen [Verstovsek et al, 1998; Assert et al, 1999]. Deshalb kann eine
Verianderung in der Expression oder Aktivitit der PKC zu Fehlregulationen im Kolono-
zytenwachstum fiihren [Cerda et al, 2001]. So konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Erhohung der Expression von PKCpy zu einer Hyperproliferation von Kolonepithelzellen
fiihrt [Murray et al, 1999; Davidson et al, 2000]. Des Weiteren konnten sowohl in aberran-
ten Krypten als auch in Kolontumoren bei Méusen erhohte Expressionswerte an PKCpy
detektiert werden, wohingegen die anderen klassischen PKC-Isoformen (PKCp;, PKCy)
und die neuartige Isoform PKCJ, welche vor allem mit apoptotischen Prozessen in Zu-
sammenhang gebracht wird, stark in ihrer Expression verringert waren [Kopp et al, 1991;
Gokmen-Polar et al, 2001]. Die PKCpy; ist auch als Inhibitor der GSK3[ beschrieben,
wodurch es zur Induktion B-Catenin-vermittelter Genexpression und einem damit verbun-
den Proliferationsstimulus kommt [Murray et al, 1999].

Die in den Enterozyten exprimierte PKC-Aktivitdt erwies sich als sensitiv gegeniiber der
Hemmwirkung des eingesetzten polyphenolreichen Apfelsaftextraktes. Jedoch konnte bis-
lang nur die direkte Hemmwirkung von Apfelsaftextrakt auf isolierte primire Darmzellen
gezeigt werden. Ausstehend ist die Frage, ob Apfelpolyphenole auch die zellulire PKC-
Aktivitdt in humanen Darmzellen hemmen. Hierzu wurden im Rahmen dieser Arbeit, erst
Vorversuche durchgefiihrt. Die primaren Zellen wurden nach der Isolierung 1 h bzw. 3 h
bei 37 °C im Burtschrank in DMEM (4500 g/l Glukose) mit Apfelsaftextrakt inkubiert und
anschlieBend die PKC-Aktivitdt bestimmt. Jedoch konnte keine Hemmwirkung detektiert
werden (ohne Abbildung). Im Hinblick auf die Kolonkanzerogenese wéren jedoch auch
weiterfithrende Versuche zu einer moglichen Hemmwirkung des AE02 auf einzelnen PKC-
Isoenzymformen von besonderem Interesse. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der
Frage nachgegangen, inwieweit Apfelpolyphenole, den Status, der als antiapoptotisch bzw.

proapoptotisch beschriebenen PKC-Isoformen PKCo und PKC8 modulieren.
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4.5 Induktion von Apoptose

4.5.1 Bestimmung der Expression pro- und antiapoptotischer PKC-

Isoenzyme in HT29-Zellen

Um der Frage nachzugehen, ob die PKC-Isonzyme PKCa und & in HT29-Zellen exprimiert
werden, wurden von Fr. Dorothee Hecker im Rahmen ihrer Forschungsarbeit Western Blot
Analysen durchgefiihrt. Dafiir wurde ein PKC-Antikorper-,,Sampler Kit*“ gegen die PKC-
Isoenzymformen PKCa, 3, C, 3, 0, und A/t der Firma Cell Signaling Technology verwendet
[Hecker, 2005].

Die Expression der klassischen PKCa der neuartigen PKC & und PKC8, sowie der atypi-
schen Isoform A/1 (Abbildung 60) konnten in HT29 Zellen mittels monoklonaler Antikor-

per im Western Blot nachgewiesen werden [Hecker, 2005].

PKCa PKCs PKCA PKC6

80 kDa—» = 78 kDa—> wmmmm 85 kDa—»> s 97 kDa—> e

38 kDa—+»

Abbildung 60: Western Blot Analyse mit PKC-Antikorper gegen die Isoenzyme o, o, 6, A1 zur
Bestimmung des Expressionsmusters von HT29-Zellen [Hecker, 2005].

Kuranami et al. [1994] verglichen die RNA-Expression von neun verschiedenen Kolorek-
talen Tumorzelllinien, darunter auch HT29-Zellen. Es wurden mRNA-Transkripte fiir
PKCa, PKCd, PKCe und PKCC in allen neun Zelllinien detektiert. Im Gegensatz dazu
konnte im Rahmen der Forschungsarbeit von Fr. Hecker, keine Expression der Isoform
PKCC in HT29-Zellen nachgewiesen werden. Zum eine kann dies bedeuten, dass mogli-
cherweise trotz mRNA-Transkription, dass Protein nicht exprimiert wird oder dass sich
HT29-Zellen der DSMZ in ihrem Expressionsmuster von denen der ,,American Type Cul-

ture Collection* unterscheiden. Im Einklang mit den Ergebnissen von Kuranami et al.
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[1994] wurde die Expression der Isoenzyme PKCa und PKC¢ in HT29-Zellen nachgewie-
sen, wobei die Isoform PKCd am stirksten exprimiert wird (Abbildung 60).

Vor allem die neuartigen PKC Isoformen, wie die in HT29-Zellen exprimierten PKC Iso-
formen 6 und 0, werden in der Literatur in Zusammenhang mit proapoptotischen Prozessen
beschrieben [Gutcher et al, 2003; Sodhi und Sethi, 2005]. Die klassischen PKC Isoformen
wie z. B. die in HT29-Zellen exprimierte Isoform PKCa oder die in der Literatur beschrie-
bene PKCBy werden eher mit antiapoptotischen Wirkungen in Verbindung gebracht [Man-
dil et al, 2001; Leverrier et al, 2002; Basu, 2003]. Die Untersuchungen von Fr. Hecker
zeigten, dass PKCPB wahrscheinlich nicht oder nur marginal in HT29-Zellen exprimiert
wird. Des Weiteren werden keine Antikorper, die spezifisch nur eine ,,Splice“-Varianten
der PKCp detektieren angeboten. Deswegen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Modula-
tion der antiapoptotischen PKCa und der proapoptotischen PKCd durch Apfelpolyphenole

untersucht.

4.5.2 Modulation der Expression der PKC-Isoformen o und & durch
Apfelpolyphenole

Damit stellte sich die Frage, ob der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt sowie einige ausge-
wihlte Flavonoide im Apoptoseprozess die Proteinmenge der PKCo induzieren bzw. der
PKCa reduzieren. Die Untersuchungen erfolgten mittels Western Blot Analyse mit mo-
noklonalen Antikérpern gegen PKCa (80 kDa) und PKCo (72/38 kDa) (Santa Cruz) nach

24-stiindiger serumfreier Substanzinkubation von HT29-Zellen.

Als Positivkontrolle wurde der PKC-spezifische Inhibitor GF109203X (Abbildung 56) in
einer Konzentration von 100 nM mitgefiihrt. Der PKC-spezifische Inhibitor GF109203X
(100 nm) vermindert den Proteingehalt der Isoformen PKCoa und 6 um 25% nach 24-
stiindiger serumfreier Inkubation von HT29-Zellen (ohne Abbildung). Die Erhohung der
Konzentration von GF109203X auf 1 uM fiihrte jedoch zu einer verstirkten Abnahme der
Zellzahl (ohne Abbildung) und konnte somit nicht als Konzentration fiir die Western Blot

Analyse eingesetzt werden.
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Der Apfelsaftextrakt AEO2 und das Aglykon Quercetin flihrten nach einer 24-stiindigen
Inkubation zu einer Erniedrigung der Proteinmenge der antiapoptotischen PKC-Isoform
PKCa (Abbildung 61), wobei die Proteinmenge an PKCa durch den Apfelsaftextrakt hoch
signifikant reduziert wird. Die Dihydrochalkone Phloretin und Phloridzin zeigten keinen

Einfluss auf die Proteinmenge der PKCa in HT29-Zellen (Abbildung 61).
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Abbildung 61: A+B: Western Blot Analyse zur Modulation der Expression der Isoform PKCa
durch Apfelsaftextrakt AE02, die Aglyka Quercetin und Phloretin sowie Phlo-
ridzin (HT29-Zellen, 24 h serumfreie Inkubation). Es wurde fiir die gel-
elektrophoretische Trennung 40 pg Gesamtprotein pro Tasche eingesetzt. B:
Représentativer Western Blot. MW + SD von drei unabhéngigen Experimenten.
Student’s t-Test ***: p < 0,005, K: Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO im
Endansatz); G: Bisindoylmaleimid GF109203X [100 nM].
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Der konventionellen PKC-Isoform PKCoa (Abbildung 18A) wird eher ein anti-
apoptotisches Potential zugesprochen [Mandil et al, 2001; Leverrier et al, 2002; Basu,
2003]. Der Mechanismus der praventiven Wirkung der PKCa vor Apoptosesignalen ist
noch nicht aufgeklart. Eine mdgliche Erklarung wére die bereits beschriebene Phosphory-
lierung des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 oder die Aktivierung von Raf-1 durch die

PKCa in vitro [Kolch et al, 1993; Ueda et al, 1996; Ruvolo et al, 1998].

Das Isoenzym PKCo gehort zur Familie der neuartigen PKCs (nPKCs). PKCS wird ubiqui-
tdr exprimiert. Apoptose-induzierende Signale (Abbildung 18B), wie z. B. das Initiations-
signal des Transmembranrezeptors (CD95) oder eine Inkubation von Tumorzellen in vitro
mit dem Topoisomerasegift Etoposid, filhren zur Aktivierung der PKCS [Reyland et al,
1999; Basu, 2003]. Des Weiteren fiihrt ein Verlust an PKCo-Expression zu einem verstark-
ten Tumorzellwachstum in vitro [Lu et al, 1997]. Das Isoenzym PKCS ist ein Substrat der
Caspase-3, die proteolytisch die PKCS an der V3-Doméne spaltet und somit ein katalytisch
aktives Fragment freisetzt [Endo et al, 2000]. Zusétzlich wird auch der PKC$ selbst, pro-
apoptotisches Potential zugesprochen [Fujii et al, 2000; Lewis et al, 2005]. Es wird vermu-
tet, dass die ,.komplette* PKCS an frithen Apoptoseprozessen, wie z. B. der Ausschiittung
von Cytochrom C beteiligt ist. Wohingegen das katalytisch aktive Fragment nach Caspa-
seaktivierung eher an der Regulation spitapoptotischer Signale mitwirkt [Reyland et al,

1999].

Der Apfelsaftextrakt AEO2 erhdht ab einer Konzentration von 500 pg/ml (32 uM Phlorid-
zin Aq.) signifikant die Proteinmenge des 38 kDa groBen Fragments der PKCS
(Abbildung 62). Die Inkubation von HT29-Zellen mit 100 uM Quercetin fiihrte ebenfalls
zu einem signifikanten Anstieg der Proteinmenge der PKCS (Abbildung 62). Phloridzin
und Phloretin zeigten in sehr hohen Konzentrationen eine Induktion der PKC9, die sich

jedoch als nicht signifikant erwies (Abbildung 62).
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Abbildung 62: A+B: Western Blot Analyse zur Modulation der Isoform PKCd in HT29-Zellen
durch Apfelsaftextrakt AE02, die Aglyka Quercetin und Phloretin sowie durch
den Apfelinhaltsstoff Phloridzin (24 h Inkubation, serumfrei). Es wurde fiir die
gelelektrophoretische Trennung 40 pg Gesamtprotein pro Tasche eingesetzt B:
Reprisentativer Western Blot. MW £ SD von vier unabhingigen Experimenten;
Student’s t-Test *: p <0,05; K, Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO im Endan-
satz); G, Inhibitor GF109203X [100 nM].

Erstmals konnte gezeigt werden, dass ein polyphenolreicher Apfelsaftextrakt in einer Kon-
zentration von 500 pg/ml, in vitro die Proteinmenge der proapototischen PKCS (Abbildung
62) signifikant induziert und gleichzeitig den Proteingehalt der antiapoptotischen

PKCa (Abbildung 61) hoch signifikant reduziert.
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Gleichzeitig wird die zytosolische PKC-Aktivitidt in HT29-Zellen durch Inkubation mit
AEOQ2 signifikant gehemmt (Abbildung 58A). Der scheinbare Anstieg der PKC-Aktivitét
bei Konzentrationen > 500 uM konnte moglicherweise auf apoptotischen Prozessen beru-

hen.

Das Aglykon Quercetin, das in freier Form nicht im Extrakt vorliegt, induziert signifikant
den Proteingehalt an PKCS (Abbildung 62)und verringert die Expression an
PKCa (Abbildung 61). Der Effekt von 100 uM Quercetin auf den Proteingehalt an PKCa
ist jedoch nicht signifikant. Der U-formige Kurvenverlauf der PKC-Aktivitit nach Inkuba-
tion der HT29-Zellen mit Quercetin erreicht bei 100 uM ihr Minimum (Abbildung 58 B).
Die Induktion der PKC-Aktivitit konnte auch hier auf apoptotische Wirkungen zuriickge-
fiihrt werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit zeigten Russo et al. [2005]
eine Aktivierung der PKCa in der humanen Leukédmiezellenlinie ALL durch Quercetin in
vitro. Russo et al. [2005] postulierten einen Beitrag der PKCa bei der CD95-vermittelten
Apoptose. Insgesamt wird der Beitrag der PKCa bei pro- bzw. antiapoptotischen Prozes-
sen noch sehr kontrovers diskutiert [Basu, 2003; Koivunen et al, 2006]. So scheint die Rol-
le der PKCa sehr zellspezifisch zu sein, wobei im Falle des kolorektalen Karzinoms die

antiapoptotischen Wirkungen der PKCa im Vordergrund stehen [Koivunen et al, 2006].

Eine maximale Hemmwirkung auf die zytosolische PKC-Aktivitit zeigte Phloretin bei
einer Konzentration von 100 uM (Abbildung 58B). In dieser Konzentration konnte keine
signifikante Beeinflussung der Expression an PKCoa und PKCd (Abbildung 61, Abbildung
62) verzeichnet werden. In Konzentrationen, in denen eine signifikante Induktion der zyto-
solischen PKC-Aktivitit durch Inkubation der HT29-Zellen mit Phloretin (=300 uM,
Abbildung 58B) detektiert wurde, kam es zu keiner signifikanten Modulation der Expres-
sion der untersuchten PKC-Isoenzyme. Die scheinbare Aktivierung der PKC-Aktivitdt
durch Phloretin, scheint nicht direkt mit einer PKC-vermittelten Apoptoseinduktion im
Zusammenhang zu stehen. Im Einklang mit den Ergebnissen der PKC-
Aktivitdtsbestimmung fiihrt eine Inkubation von HT29-Zellen mit dem charakteristischen
Apfelinhaltsstoff Phloridzin zu keiner Modulation der PKC-Isoenzyme PKCa und PKCS
(Abbildung 61, Abbildung 62).
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Insgesamt sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass Apfelpolyphenole PKC-Isoenzyme in
ihrer Expression und/oder Aktivitit modulieren und somit in proliferative Prozesse in vitro
eingreifen konnen. Zur weiteren Absicherung der bislang erzielten Ergebnisse wurden im
Rahmen dieser Arbeit, Versuche zur Aktivierung der Caspase-3-Aktivitét (frithes apoptoti-
sches Merkmal) und zur DNA-Fragmentierung (spite Apoptose) durchgefiihrt.

4.5.3 Modulation der Caspase-3-Aktivitiat durch Apfelpolyphenole

Die Aktivierung der Caspase-3, einer Cystein-abhingigen Aspartase, stellt einen charak-
teristischen Bestandteil apoptotischer Prozesse dar. Die Apoptoseinduktion ist verkniipft
mit der Aktivierung von Caspase-Kaskaden (intrinsischer und extrinsischer Signalweg,
Kapitel 2.4). Diese Kaskaden beginnen mit der Aktivierung so genannter Initiatorcaspasen,
die wiederum die Effektorcaspasen aktivieren. Das verwendete Testsystem zur Messung
der Effektorcaspase-3 beruht auf der fluorimetrischen Bestimmung der Caspase-3-
Aktivitdt. Das eingesetzte Substrat DEVD-AFC (Asp-Glu-Val-Asp-AFC (7-Amino-4-
trifluormethylcumarin)) wird nach Asp-4 durch die Caspase-3 gespalten. Dabei wird fluo-
reszierendes AFC frei. Da dies nicht nur durch Caspase-3, sondern auch durch unspezifi-
sche Proteasen geschieht, wurde der spezifische Caspase-3-Inhibitor DEVD-CHO (DEVD-
Aldehyd) eingesetzt (Kapitel 6.7.2). Die spezifische Caspase-3-Aktivitdt berechnet sich aus
der Gesamt-DEVDase (ohne DEVD-CHO) — unspezifische DEVDase (mit DEVD-CHO).

Die Inkubation (24h, serumfrei) von HT29-Zellen mit Apfelsaftextrakt AEO2 fiihrte ab
einer Konzentration von 400 pg/ml (25,6 uM Phloridzin Aq.) zur hochsignifikanten Akti-
vierung der Caspase-3-Aktivitdt (Abbildung 63). Diese Ergebnisse stehen im Einklang zur
Caspase-3-Aktivierung in humanen Kolonkarzinomzellen durch einen procyanidinreichen
Apfelsaftextrakt [Gossé et al, 2005].

Die beiden, als Referenzsubstanzen eingesetzten Aglyka Phloretin (ab 100 pM, Abbildung
63) und Quercetin (ab 50 pM, Abbildung 63) aktivierten ebenfalls signifikant die Caspase-
3. Das Phloretinglukosid, Phloridzin, fiihrte ebenfalls zu einem Anstieg der Caspase-3-
Aktivitét, jedoch erst in sehr hohen Konzentrationen (500 uM, Abbildung 63).
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Abbildung 63: Die Modulation der Caspase-3-Aktivitdt in HT29-Zellen nach 24stiindiger
serumfreier Inkubation mit AEO02, Phloretin, Phloridzin und Quercetin wurde
fluorimetrisch bestimmt. Die Caspase-3-Aktivitdt berechnet sich aus dem Umsatz
das Caspasesubstrates abziiglich des mittels spezifischen Caspase-3-Hemmstoffs
geblockten Ansatzes. MW + SD von mindestens drei unabhingigen
Experimenten in einer Doppelbestimmung; Student’s t-Test (bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle) *: p < 0,05; ***: p < 0,005.

Quercetin ist vielfach in der Literatur als Induktor der Caspase-3 beschrieben [Shen et al,
2003; Spencer et al, 2003; Nguyen et al, 2004]. Wenzel et al. [2004] konnten vergleichbar
mit den hier gezeigten Ergebnissen, durch 150 uM Quercetin eine Caspase-3-
Aktivitatssteigerung in HT29-Zellen erzielen. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden,
dass die im Apfelsaftextrakt vorkommende Quercetinglykoside, Q-3-rut und Q-3-rha, die
Caspase-3-Aktvitit nicht beeinflussen [Shen et al, 2003]. Auch methylierte und glukuroni-

dierte Quercetinmetabolite erwiesen sich als weitgehend inaktiv [Spencer et al, 2003].

Phloretin fiihrte in einer Konzentration von 250 uM, vergleichbar zu den hier gezeigten
Ergebnissen an HT29-Zellen zur Induktion von Apoptose durch Aktivierung der Caspase-3
in der humanen Leukédmiezelllinie HL-60 [Kobori et al, 1999].
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4.5.4 Bestimmung der DNA-Fragmentierung durch Apfelpolyphenole

Charakteristisch fiir spéte apoptotische Prozesse ist die Fragmentierung der DNA, die mit-
tels ELISA (Cell Death Detection ELISA™™, Roche) bestimmt wurde. Das Testprinzip des
ELISAs (,,enzyme-linked immunosorbent assay*) beruht auf einem ,,Sandwich-Enzym-
Immunoassay* mit monoklonalen Antikdrpern gegen DNA-Fragmente und Histone. Die
Quantifizierung der Apoptose erfolgt iiber eine photometrische Vermessung einer Peroxi-

dase-vermittelten Farbreaktion (Kapitel 6.7.1).

Eine 24-stlindige serumfreie Inkubation mit Apfelsaftextrakt fiihrte ab einer Konzentration
von 600 pg/ml (38 uM Phloridzin Aq.) zu einem signifikanten Anstieg von fragmentierter
DNA (Abbildung 64). Im Vergleich dazu waren dhnliche Effekte bei Inkubation mit Phlo-
retin ab 250 uM und mit Quercetin ab 100 pM zu beobachten. Die Behandlung mit Phlo-
ridzin fiihrte, bis zu einer Konzentration von 500 uM, zu keinem Anstieg von DNA-

Fragmentierung (Abbildung 64).
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Abbildung 64: DNA-Fragmentierung von HT29-Zellen nach 24-stiindiger serumfreier Inku-
bation mit AE02, Phloretin, Phloridzin und Quercetin, bestimmt mittels ELISA
(Cell Death Detection ELISA™, Roche). MW + SD von mindestens drei unab-
héngigen Experimenten in einer Doppelbestimmung; Student’s t-Test *: p <0,05;
** p:<0,01; ***: p < 0,005
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Durch 24-stiindige serumfreie Inkubation von HT29-Zellen mit Apfelpolyphenolen ist eine
Caspase-3-Aktivierung (Abbildung 63), in niedrigeren Konzentrationen zu verzeichnen im
Vergleich zur DNA-Fragmentierung (Abbildung 64). Eine mogliche Erkldrung wére, dass
in HT29-Zellen zuerst die Caspase-3 als frithes apoptotisches Ereignis aktiviert wird, wo-
durch es anschlieBend zur DNA-Fragmentierung kommt. Dafiir spriache auch, dass in den
Konzentrationsbereichen, in denen hoch signifikant die Caspase-3-Aktivitit (Abbildung
63) durch polyphenolreichen Apfelsaftextrakt AE02 und die Aglyka Phloretin und Querce-
tin induziert wird, auch schon signifikante DNA-Fragmentierung (Abbildung 64) zu be-

obachten ist.

Im Einklang mit Literaturdaten [Kobori et al, 1999] wurde eine apoptosecharakteristische
DNA-Fragmentierung, nach 24-stiindiger Zellinkubation mit Phloretin detektiert
(Abbildung 64). Des Weiteren konnte die PKC-Gesamtaktivitdt signifikant durch Phloretin
in humanen Leukdmiezellen (HL-60) in vitro gehemmt werden [Kobori et al, 1999]. In der
vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Phloretin sowohl die PKC-
Gesamtaktivitdt (Abbildung 58) signifikant verringert als auch die Caspase-3, als ein frither
Schritt in der Apoptosekaskade, signifikant aktiviert (Abbildung 63). Der gezeigte Wieder-
anstieg der PKC-Aktivtit in HT29-Zellen nach Inkubation mit Phloretin (Abbildung 58B)

konnte moglicherweise mit spiten apoptotischen Prozessen im Zusammenhang stehen.

Auch das Flavonol Quercetin ist als apoptoseinduzierend durch die Aktivierung der Caspa-
se-Kaskade in vitro beschrieben [Shen et al, 2003; Wenzel et al, 2004]. Dies steht im Ein-
klang mit den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen. Quercetin induziert nach 24-
stiindiger serumfreier Inkubation von HT29-Zellen DNA-Fragmentierung (Abbildung 64),
Caspase-3-Aktivitit (Abbildung 63) sowie die Expression der proapoptotischen PKC-
Isoform PKCd (Abbildung 62) und moduliert die zytosolischen PKC-Aktivitit (Abbildung
58B). Des Weitern konnte eine Abnahme der Zellzahl (ICso-Werte (24h, serumfrei, HT29-
Zellen, SRB-Test), Quercetin 124 = 8 uM; ohne Abbildung), verzeichnet werden [Pahlke
et al, J. Agric. Food Chem., eingereicht]. Somit trigt die Induktion der Apoptose durch das
Flavonol Quercetin zumindest zum Teil zur Wachstumshemmung [Kern et al, 2005] der

HT29-Zellen bei.
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Der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 erwies sich als potenter Induktor von apop-
totischen Prozessen in HT29-Zellen. Diese Ergebnisse stehen im FEinklang mit der
Caspase-3-Aktivierung in der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW620 durch pro-
cyanidinreichen Apfelsaftextrakt [Gossé et al, 2005].

In Konzentrationsbereichen, in denen bereits nach 24-stiindiger Behandlung von HT29-
Zellen mit Apfelsaftextrakt AE02 DNA-Fragmentierung (Abbildung 64) und Caspase-3-
Aktivierung (Abbildung 63) induziert wurde, konnten auch Viabilitdtsverluste (ICso-Werte
(24h, serumfrei, HT29, SRB-Test): AE02 401 + 36 pg/ml, ohne Abbildung) verzeichnet
werden. Somit tragt die Apoptoseinduktion zumindest mit zu der Hemmwirkung des AE02

auf das Wachstum von humanen Kolonzellen bei.

Nicht geklart ist die Frage welche Apfelinhaltsstoffe fiir die Apoptoseinduktion durch den
AEOQ2 verantwortlich sind. Die apoptoseinduzierenden Aglyka Phloretin und Quercetin
sind in ihrer freien Form noch nicht im Apfelsaftextrakt beschrieben [Kern et al, 2005;
Schiéfer et al, 2006; Veeriah et al, 2006]. Durch eine totale Hydrolyse von Phloridzin und
den Quercetinglykosiden, Q-3-gal, Q-3-glu, Q-3-rha und Q-3-rut zu den entsprechenden
Aglyka im Gastrointestinaltrakt kdnnte durch die Inkubation mit 750 ng/ml Apfelsaftex-
trakt die Entstehung von max. 21 pg/ml Phloretin und 6,5 pg/ml Quercetin postuliert wer-
den. Diese Konzentrationen der Aglyka wiirden erwartungsgemif3 nur zu einem margina-
len Anteil zur Apoptoseinduktion durch den Apfelsaftextrakt AEO2 in humanen Kolontu-
morzellen beitragen. Weitere bekannte Apfelinhaltsstoffe, wie die Chlorogensiure und EC
induzieren ebenfalls keine DNA-Fragmentierung in humanen Tumorzellen in vitro [Tan et
al, 2000; Zheng et al, 2002; Ramos et al, 2005]. Somit ist davon auszugehen, dass die be-
reits identifizierten Inhaltsstoffe des Apfelextraktes (Phloridzin, Quercetinglykoside, EC
und Chlorogensdure) nur einen marginalen Beitrag zur Apoptoseinduktion in HT29-Zellen
durch AEQ2 leisten und deswegen bislang nicht identifizierte Apfelpolyphenole gréBten-

teils dafiir verantwortlich sein missen.

Insgesamt legen die Ergebnisse jedoch nahe, dass die gezeigte scheinbare Aktivierung der
PKC-Aktivitit (Abbildung 58) durch Behandlung von HT29-Zellen mit AE02 (>
500 pg/ml) und Quercetin (> 100 uM) moglicherweise intermediédr als Teil des apop-

totischen Prozesses auftritt.
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4.6 Zellzykluseffekte durch Apfelpolyphenole

Die vorausgegangenen Ergebnisse dieser Arbeit konnten bereits zeigen, dass der Apfel-
saftextrakt AEO2 sowie einige Polyphenole (z.B. das Aglykon Quercetin) hoch effizient in
Signalkaskaden eingreifen, die entscheidend sind fiir das Tumorzellwachstum. Es stellte
sich nun die Frage, ob sich diese Effekte von Apfelpolyphenolen auf proliferationsassozi-
ierte Signalkaskaden, sich auch in der Zellzyklusverteilung widerspiegeln. Bei potenten
Hemmstoffen des EGFR und der nachgeschalteten Kinasekaskade wére eine Arretierung
der Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus zu erwarten. Des Weiteren wiirde sich auch eine
Apoptoseinduktion in einem sub-G; Peak in der Zellzyklusverteilung &uBlern. Ergéinzend
wurden vergleichende Untersuchungen zu moglichen Effekte auf das Durchlaufen der
Gy/M-Phase durchgefiihrt. Die Messung erfolgte mittels Durchflusszytometrie, wobei der
DNA-Gehalt, der mit DAPI/SR101 gefarbten HT29-Zellen, fluorimetrisch bestimmt wur-
de. Zur differenziellen Betrachtung, der sich potenziell iiberlagernder Effekte auf unter-
schiedliche Zellzyklusphasen, ist es notwendig, die zu behandelnden Zellen vor Versuchs-
start in ihrer Zellzyklusverteilung zu synchronisieren (Kapitel 6.6). Die Synchronisierung
in der G;-Phase erfolgte durch 48-stiindige Inkubation mit serumfreiem Medium. Zur
Gy/M-Synchronisierung wurden die Zellen 16 h mit Nocodazol (0,5 pg/ml) in serumhalti-
gem Medium inkubiert. Nach der Synchronisierung erfolgte die serumhaltige Substanzin-

kubation fir 36 h.

4.6.1 Synchronisierung der Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus

Das Inkubationsschema zur Synchronisierung der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
ist in Abbildung 65A dargestellt.

Durch 48-stiindige serumfreie Inkubation, erhdht sich der Anteil an Zellen in der G;-Phase
von 35 % auf 62 % (Abbildung 65B + Abbildung 66). Die Zellzyklusverteilung (48 % in
Gi) der HT29-Zellen ist auch nach 36-stiindiger serumhaltiger Inkubation mit DMSO als
Losungsmittelkontrolle (1 % Endkonzentration) immer noch zwischen G;-Arrest und Nor-

malverteilung (35 % in G;, Abbildung 65B).
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Abbildung 65: A: Inkubationsschema zur Synchronisierung der HT29-Zellen in der G,-Phase. B:
Histogramme der durchflusszytometrischen Messung zum Einfluss von
Apfelpolyphenolen (36 h, serumhaltig (10 % FKS im Endansatz)) auf HT29-
Zellen nach deren Synchronisation in der G;-Phase durch 48 h Serumdepletion.
Blau, Zellen in der G;-Phase, rot, Zellen in der S-Phase und griin, Zellen in der
G,/M-Phase. G;-Peak erscheint bei 200 nm und der G,/M Peak bei 400 nm.
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Aus diesem Grund kommt es durch Inkubation mit Apfelsaftextrakt AE02 und dem Agly-
kon Quercetin zwar zu einer Anreicherung von HT29-Zellen in der G;-Phase, diese erwies
sich jedoch aufgrund des relativ geringen Messintervalls als nicht signifikant (Abbildung
66A + B). In Konzentrationen des Apfelsaftextraktes AE02 > 600 pg/ml (38,4 uM Phlo-
ridzin Aq.) und Quercetin > 150 uM war eine deutliche Zunahme an toten Zellen zu be-

obachten (ohne Abbildung).
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Abbildung 66: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen
nach Synchronisation in der G;-Phase und anschlieBender serumhaltiger Inkubation
fiir 36 Stunden mit A: Apfelsaftextrakt AE02, B: Quercetin, C: Phloretin und D:
Phloridzin. MW = SD von drei unabhidngigen Experimenten. Student’s t-Test
(bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO im Endansatz)) *: p < 0,05;
** p:<0,01.
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Eine Inkubation mit dem Dihydrochalkon Phloretin fiihrte ab einer Konzentration von
100 uM zu einem signifikanten Anstieg in der G;-Phase (Abbildung 66C). Die Arretierung
der Zellen in der G;-Phase resultiert moglicherweise aus der Beeinflussung von Elementen
der MAPK-Kaskade (Kapitel 4.2) in diesem Konzentrationsbereich. Die Inkubation mit
dem charakteristischen Apfelinhaltsstoff Phloridzin fiihrt in Konzentration bis 500 uM zu
keinem signifikanten Anstieg in G; (Abbildung 66D).

Aufgrund des geringeren Viablilititsverlustes durch Phloretin im Vergleich zu Quercetin
und dem Apfelsaftextrakt AE02, konnten mit Phloretin aussagekréftigere Ergebnisse auf
die G;-Phase verzeichnet werden, da in einem groferen Konzentrationsbereich gemessen
werden konnte. Die Histogramme von HT29-Zellen nach 48 h Serumentzug und der Inku-
bation mit AE02 oder Quercetin in hoheren Konzentrationen waren oft, aufgrund zu hoher
Zellschddigung nicht auswertbar. Dadurch konnte auch nur einmal ein deutlicher Sub-G;-
Peak als Merkmal apoptotischer Prozesse bei einer Konzentration von 600 pg/ml AE02
detektiert werden (ohne Abbildung). Im Gegensatz zur Arretierung der HT29-Zellen in der
G;-Phase durch Serumentzug, schienen die Zellen die Synchronisation in der Go/M-Phase

besser zu tolerieren.

4.6.2 Synchronisation der Zellen in der G,/M-Phase des Zellzyklus

Nach Synchronisierung (Inkubationsschema Abbildung 67A) der Zellen fiir 16 h mit No-
codazol (0,5 pg/ml) ist ein charakteristischer Arrest in der G,/M-Phase zu erkennen
(Abbildung 67B).

Der Anteil an HT29-Zellen in der G,/M-Phase steigt durch Nocodazol von 29 % auf ca.
80 % an. Die DMSO-Kontrolle zeigt an, dass die Zellen nach einer Inkubation von 36 h
mit serumhaltigem Medium sich wieder aus dem Zellzyklusarrest befreien und der Nor-

malverteilung annidhern (Abbildung 67B).
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Abbildung 67: A: Inkubationsschema zur Synchronisierung der HT29-Zellen in der G,/M-
Phase. B: Histogramme der durchflusszytometrischen Messung zum Einfluss von
Apfelpolyphenolen (36 h, serumhaltig (10 % FKS im Endansatz)) auf HT29-
Zellen nach Synchronisation mit Nocodazol (0,5 pg/ml) in der G,/M-Phase.
Blau, Zellen in der G;-Phase: rot, Zellen in der S-Phase und griin, Zellen in der
G,-Phase. G;-Peak erscheint bei 200 nm und der G,/M-Peak bei 400 nm.
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Abbildung 68: Durchflusszytometrische Bestimmung der Zellzyklusverteilung von HT29-
Zellen nach Synchronisation mit Nocodazol (0,5 pg/ml Kulturmedium,
serumhaltig) in der G,/M-Phase und anschlieBender serumhaltiger Inkubation
fiir 36 Stunden mit A: Apfelsaftextrakt AE02, B: Quercetin, C: Phloretin und D:
Phloridzin. MW + SD von drei unabhingigen Experimenten; Student’s t-Test
(bezogen auf die Losungsmittelkontrolle (1 % DMSO im Endansatz)) *: p <
0,05; *** p:<0,001.

Die Inkubation der HT29-Zellen mit dem Apfelsaftextrakt AE02 fiihrt ab einer Konzentra-
tion von 400 pg/ml (26,6 uM Phloridzin Aq.) zu einem Anstieg der Zellen in der Go/M-
Phase, der bei 600 pg/ml (38,4 uM Phloridzin Aq.) hochsignifikant war (Abbildung 68A).
Gossé et al. [2005] zeigten ebenfalls einen Arrest von humanen Kolontumorzellen in der

Gy/M-Phase durch Inkubation mit procyanidinreichem Apfelsaftextrakt.
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Quercetin fiihrt ab 50 uM signifikant zu einer Arretierung in G,/M (Abbildung 68B). Auf-
grund der potenten Hemmwirkung auf die Aktivitit humaner Topoisomerasen sowie auf
die Tubulinpolymerisation [Boege et al, 1996; Gupta und Panda, 2002], konnte ein Effekt
auf die G,/M-Phase durch Quercetin erwartet werden. Die Inkubation mit dem Apfelin-
haltsstoff Phloridzin fiihrte zu keiner signifikanten Arretierung in G,/M, wohingegen sein
Aglykon Phloretin eine Wirkung auf die Zellzyklusverteilung zeigte (Abbildung 68D + C).
Aus der Gruppe der sekunddren Pflanzeninhaltsstoffe konnten schon eine Reihe von
Flavonoiden identifiziert werden, die in der Lage sind, humane Tumorzellen in vitro ent-
weder in G;-Phase [Casagrande und Darbon, 2001] oder in der G,/M-Phase des Zellzyklus
zu arretieren [Matsukawa et al, 1993; Wang et al, 2000]. Andere Flavonoide, wie das Fla-
vonol Quercetin sind aufgrund ihrer biologischen Wirkungen in der Lage, Zellen sowohl in
der G- als auch in der G,-Phase zuriick zu halten [Ranelletti et al, 1992; Yoshida et al,
1992; Wang et al, 2000; Choi et al, 2001; Ramos et al, 2005].

Die Interaktion von Apfelpolyphenolen mit Elementen von Signaltransduktionskaskaden,
die von Bedeutung sind fiir die Zellproliferation, wie die MAPK-Kaskade, der Wnt-
Signalweg oder PKC-vermittelte Signale (Tabelle 12), lassen eine Riickhaltung der HT29-
Zellen in der Gi-Phase des Zellzyklus erwarten. Des Weiteren wird der G;-Arrest durch
Quercetin damit in Zusammenhang gebracht, dass die CDK-inhibierenden Proteine p21
und p27 aktiviert werden [Casagrande und Darbon, 2001]. AuBerdem inhibiert Quercetin
die Aktivitdt der CDK2 und der Phosphoinositol-3-Kinase, was ebenfalls mit einer Blo-
ckierung in der G;-Phase assoziiert wird [Agullo et al, 1997; Ferriola et al, 1989; Ca-
sagrande und Darbon, 2001]. Die Behandlung der in G;-synchronisierten Zellen mit den
potenten EGFR-Hemmstoffen AE02 und Quercetin fiihrten zu einem leichten jedoch zu
keinem signifikanten Anstieg der HT29-Zellen in G; (Abbildung 66A+B). Im Gegensatz
dazu, blockieren sowohl der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 als auch Quercetin
Gy/M-synchronisierte HT29-Zellen signifikant in der G,/M-Phase (Abbildung 68A+B).
Die effektive Blockierung in der G,/M-Phase durch Quercetin kann mit dessen Hemmwir-
kung auf die Aktivitdit humaner Topoisomerasen oder auf die Tubulinpolymerisation in
Verbindung gebracht werden [Boege et al, 1996; Constantinou et al, 1996; Gupta und Pan-
da, 2002]. Phloretin, welches im Vergleich zu Quercetin und AEO2 eher als schlechterer
Hemmstoff der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA angesehen werden kann (Abbildung
38B), blockiert hoch signifikant den G;-Ubergang (Abbildung 66C). Der Effekt von Phlo-
retin auf die Gp/M-Phase von HT29-Zellen ist deutlich weniger ausgepriagt (Abbildung
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68C). Insgesamt zeigt Phloretin erst in hohen Konzentrationen (> 100 uM) signifikante
Effekte auf die Zellzyklusverteilung von humanen Kolontumorzellen, was sich auch in der

Beeinflussung weiterer zelluldrer Zielstrukturen widerspiegelt (Tabelle 12)

Die Blockierung der Zellzyklusphasen (G;-Phase und vor allem Gj-Phase) durch Inku-
bation von HT29-Zellen mit polyphenolreichen Apfelsaftextrakt kann nicht auf die unter-
suchten Polyphenole Phloretin und Quercetin zuriickgefiihrt werden, da die freien Aglyka
bislang noch nicht im Apfelsaftextrakt AE02 detektiert wurden. Der Apfelinhaltsstoff
Phloridzin erwies sich als unwirksam (Abbildung 66D, Abbildung 68D), was aufgrund
seiner marginalen zelluldren Wirkungen (Tabelle 12) zu erwarten war. Die bekannten Ap-
felinhaltsstoffe Chlorogensdure und EC zeigen nur marginale Effekte auf die Zellzyklus-
verteilung der humanen Leberkarzinomzelllinie HepG2 [Ramos et al, 2005]. Im Gegensatz
dazu wurden schon oligomere Procyanidine als Substanzklasse beschrieben, die humane
Tumorzellen sowohl in der G;-Phase als auch in der G,/M-Phase des Zellzyklus in vitro
arretieren und Apoptose induzieren [Agarwal et al, 2000; Carnesecchi et al, 2002; Kozi-
kowski et al, 2003]. Dies konnte zum einen auf die Hemmwirkung der oligomeren Pro-
cyanidine auf die Aktivitdt des EGFR (Abbildung 44, Abbildung 47) und zum anderen auf
die Inhibierung humaner Topoisomerasen zuriickgefiihrt werden [Jo et al, 2006]. Die Pro-
cyanidine konnten auch zum starken Arrest in der G,/M-Phase unsynchronisierter Kolon-
tumorzellen (SW620) durch procyanidinreichen Apfelsaftextrakt beitragen, da sich im Ge-
gensatz dazu, die Apfelsaftfraktion reich an monomeren Polyphenolen als unwirksam er-

wies [Gossé et al, 2005].

Zusammenfassend unterstiitzt der durch Apfelpolyphenole induzierte Arrest in der G-
Phase (Abbildung 66A+B+C) die Vermutung, dass die Hemmung der Aktivitit und/oder
Expression von Elementen proliferationsassoziierter Signalkaskaden, einen Beitrag zur
Wachstumshemmung von humanen Tumorzellen in vitro leistet. Jedoch legen die stirkeren
Effekte auf die G,/M-Phase, vor allem durch AE02 und Quercetin (Abbildung 68A+B)
nahe, dass weitere zelluldre Zielstrukturen im Wesentlichen durch Apfelpolyphenole be-

einflusst werden miissen.
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Ubersichtstabelle

4.7 Zusammenfassende Tabelle zur zelluliren Wirkung von Apfelpo-

lyphenolen

In der Tabelle 12 sind die Ergebnisse der zelluldiren Wirkungen des Apfelsaftextraktes

AEOQ2 sowie des charakteristischen Apfelinhaltsstoffes Phloridzin und der Aglyka Phlore-

tin und Quercetin zusammengefasst.

Tabelle 12: Zelluldare Effekte des Apfelsaftextraktes AE02, Phloridzin und der Aglyka
Phloretin und Quercetin. n. b. nicht getestet; a) keine Hemmwirkung bis 300 uM;
b) Zellinkubation (HT29, 24 h, serumfrei); *ICsp-Werte. In Klammern sind
inhibitorische Effekte, die nicht den 1Cs,-Wert erreichen bzw. induzierende Effekte
dargestellt.
AEQ02 Quercetin Phloretin Phloridzin
[ng/ml] (uM] [uM] (uM]
Wachstumshemmung . . .
134+ 18 52+ 11 89+ 18 -
(72 h Inkubation, Kapitel 4.1)
PTK-Aktivitét des EGFR . . . .
] 10+£5 0,9+0,4 43+5 267 £ 50
(ELISA, Kapitel 4.2.1)
Autophosphorylierung des EGFR
(HT29-Zellen,45 min 49+24" 0,6+0,1" - n.b.
Inkubation, Kapitel 4.2.2)
Phospho-ERK1/2  (HT29-Zellen,
, , 0,1 (~ 50%) 10 (50 %) 150 (~50 %) n.b.
5 h Inkubation, Kapitel 4.2.3)
Aktivitdt der isolierten GSK3f . . .
, 329 + 30 75+1,8 123 +27
(Kapitel 4.3.1)
Zellulire GSK3B-Aktivitit” 4 ,
500 (~ 50 %) | 100 (~150 %) -
(Kapitel 4.3.2)
GSK3B-Gesamtproteinmenge”
500 (~ 155 %) n.b. n.b.
(Kapitel 4.3.3)
B -Catenin” (Kapitel 4.3.3) 500 (~ 65 %) n.b. - n.b.
Phosphoryliertes B-Catenin”
, 500 (~ 72 %) n.b. a n. b.
(Kapitel 4.3.3)
Aktivitdit der isolierten PKC . .
) 1875 £ 65 25 (40 %) 203 £ 19 -
(Kapitel 4.4.1)
Zelluldre PKC-Aktivitit’ 403 + 88 82+5 100 (~ 58 %)
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(Kapitel 4.5.1)

(Kapitel 4.4.2)
PKCo-Gesamtproteinmenge” . , ,
424+ 17 100 (66 %) -
(Kapitel 4.5.1)
PKC3-Gesamtproteinmenge”
500 ( 134%) 100 (152 %) - -

Caspase-3-Aktivierung”

750 (550 %) | 100 (600 %) | 250 (450 %) | 500 (140 %)
(Kapitel 4.5.3)
DNA-Fragmentierung”
750 (360 %) 150 (190 %) 400 (274 %) -
(Kapitel4.5.4)
Zellzykluseffekte auf G,
) Anreicherung Leichte
(HT29-Zellen, 36 h Inkubation, | Anreicherung | Anreicherung
* p: <0,05 Anreicherung
Kapitel 4.6.1)
Zellzykluseffekte auf G,/M
i Anreicherung | Anreicherung | Anreicherung
(HT29-Zellen , 36 h Inkubation, -2
% n: < 0,005 | ##% p: <0,005 | *p:<0,05

Kapitel 4.6.2)

Die Zusammenfassung der Ergebnisse verdeutlicht die herausragende Wirkqualitit des
polyphenolreichen Apfelsaftextraktes AE02 auf den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor
und seiner nachgeschalteten Kinasekaskade. Im Falle des AE02 konnen die zelluldren

Wirkungen wie folgt zusammengefasst werden:

EGFR ~ MAPK-Kaskade >> PKC = Wnt-Signalweg =~ Apoptose

Quercetin zeigte ebenfalls hoch potente Hemmwirkungen auf die Aktivitit des EGFR und
Elemente der MAPK-Kaskade. Im Gegensatz zum AE02, konnte Quercetin als potenter
Hemmstoft der isolierten Kinasen PKC und GSK3p identifiziert werden. Die Wirkqualitét

von Quercetin kann somit wie folgt zusammengefasst werden:

EGFR > pERK1/2 = isolierte GSK3f = isolierte PKC [Agullo et al, 1999] > zellulére
PKC = zellulire GSK3[3 = Apoptose

Das Dihydrochalkon Phloretin greift nur marginal in proliferationsassoziierte Signalwege
ein. Seine Hemmwirkungen liegen im Vergleich zum Quercetin in deutlich héheren Kon-
zentrationen (3 — 40 x). Der Apfelinhaltsstoff Phloridzin erwies sich nahezu in allen Test-

systemen als unwirksam.
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4.8 Zellulire Wirkungen von Flavonoidabbauprodukten

Polyphenole unterliegen einem intensiven Abbau sowohl unter den gegeben Kulturbe-
dingungen in vitro als auch durch die Mikroflora des GIT in vivo. So konnte fiir einige
Inhaltsstoffe der untersuchten Apfelsaftextrakte bereits ein schneller Abbau gezeigt werden
[Schifer et al, 2005]. In den Versuchen erwies sich, dass die Glykoside (Phloridzin, Rutin)
wesentlich langsamer abgebaut werden als die freien Aglyka Phloretin und Quercetin, wel-
che geringe Halbwertszeiten von 2 h aufweisen. Fiir die Hydroxyzimtséduren Kaffeesdure
und Chlorogensdure sowie das Flavan-3-ol EC wurden Halbwertszeiten zwischen sieben
und dreizehn Stunden bestimmt [Schéfer et al, 2006]. Die Ergebnisse zeigen, dass ein Ab-
bau der untersuchten Apfelpolyphenole in den verwendeten in vitro-Testsystemen nicht
auszuschlieBen ist. Daraus ergab sich einerseits die Frage nach der biologischen Wirksam-
keit der Abbauprodukte und andererseits die Frage, ob die beschriebenen biologischen
Wirkungen der Apfelpolyphenole auf die Ursprungssubstanzen selbst zuriickzufiihren sind,

bzw. welchen Anteil die korrespondierenden Abbauprodukte dazu beitragen.

Durch Inkubation der Flavonoide mit humanen Mikroorganismen (Eubacterium ramulus,
Clostridium orbiscindens, Enterococcus casseliflavus) wurden bereits eine Reihe von Ab-
bauprodukten charakterisiert. Als Hauptabbauprodukte von Quercetin bzw. seiner Glyko-
side wurde 3,4-Dihydroxyphenylessigsidure (B-Ring) und Phloroglucinol (A-Ring) identi-
fiziert (Abbildung 69) [Aura et al, 2002; Blaut et al, 2003]. 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure
kann weiter zu 3-Hydroxyessigsdure dehydroxyliert werden [Aura et al. 2002]. Auch in
anderen in vitro-Untersuchungen wurden Mono- und Dihydroxyphenylessigsduren, sowie
Hydroxybenzoesduren, und Hydroxyzimtsduren als Abbauprodukte von Quercetinglykosi-
den nachgewiesen [Schneider et al. 1999; Justensens et al. 2000]. Im Wesentlichen fiihrt
der mikrobielle Abbau also zu einer Spaltung des C-Ringes unter Entstehung verschiede-
ner hydroxylierter, monomerer Phenolséduren. Phloroglucinol kann je nach Bakterienart
einem weiteren Abbau zu kurzkettigen Fettsduren unterliegen. Intestinale Mikroorganis-
men sind ebenfalls in der Lage, Anthocyane abzubauen. Nach Abspaltung des Zuckerrestes
wird ein Abbau zum nicht stabilen Phloroglucinolaldehyd (A-Ring) und der entsprechen-
den Benzoesdure (B-Ring; Abbildung 69; Tabelle 13) postuliert [Keppler und Humpf,
2005; Fleschhut et al, 2006].
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Jedoch ist die Datenlage zu potentiellen Abbauprodukten bislang so limitiert, dass nicht
auszuschlieBen ist, dass die bislang postulierten Abbauprodukte nicht auch aus den Po-
lyphenolen z. B. den Procyanidinen der Apfelsaftextrakte entstehen kdnnten. In der vorlie-
genden Arbeit wurden deshalb zelluldre Wirkungen von postulierten Flavonoidabbaupro-

dukten im Vergleich zu ihren beschrieben Ursprungssubstanzen untersucht.

OH O

OH
Quercetin Anthocyanidin

' '
' '

' '

HO OH COOH 'HO OH | COOH
@ @ @ CHO @
OH - o OH
Phloroglucinol  3,4-Dihydroxyphenyl- Phloroglucinolaldehyd Benzoesaure
essigsaure

Abbildung 69: Schematische Darstellung der Abbauwege von Quercetin [Braune et al, 2001; Blaut
et al, 2003; Schoefer et al, 2003] und den Anthocyanidinen [Keppler und Humpf,
2005; Feschhut et al, 2006]. R; und R, siehe Tabelle 13

Tabelle 13:  Anthocyanidine und ihre korrespondierenden Benzoeséduren [Fleschhut et al, 2006]

Anthocyanidin Korrespondierende Benzoesiure R, R,
Pelargonidin 4-Hydroxybenzoesdure (HBA) H H
Cyanidin Protocatechusédure (PA) OH H
Delphinidin Gallussdure (GA) OH OH
Péonidin Vanillinsdure (VA) OCH; H
Malvidin Syringasédure (SA) OCH3 OCH;3
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4.8.1 Modulation des Wachstums von HT29-Zellen in vitro durch die
Abbauprodukte der Flavonoide

Die Effekte von Phenolcarbonsduren als potentielle Flavonoidabbauprodukte auf das
Wachstum von HT29-Zellen, wurde mittels SRB-Test (72 h Inkubation, serumhaltig) be-
stimmt (Kapitel 6.5).

Aus der Gruppe der Benzoeséduren, die durch Abbau der Anthocyanidine postuliert wur-
den, zeigte nur die Gallussdure (GA) wachstumshemmende Eigenschaften (Abbildung
70A, Tabelle 14). Das aus dem A-Ring von Quercetin resultierende Phloroglucinol (PHG)
beeinflusst nur marginal das Wachstum von HT29-Zellen (Abbildung 70B, Tabelle 14). Im
Gegensatz dazu konnte die aus dem B-Ring entstehende 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure
(HPA) als potenter Inhibitor des Wachstums der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29
mit vergleichbarer Hemmwirkung im Bezug auf Quercetin (QUE), identifiziert werden

(Abbildung 70B, Tabelle 14) [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res., eingereicht].
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Abbildung 70: Hemmung des Wachstums von HT29-Zellen (72 h, serumfrei) im SRB-Test durch
A: Benzoesduren und B: QUE [Kern et al, 2005] im Vergleich zu seinen
Abbauprodukten PHG und HPA gemessen im SRB-Test. MW =+ SD von
mindestens drei unabhingigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung [Kern
et al, Mol. Nutr. Food Res., eingereicht]. Im Kapitel 4.8.1 nicht erklirte
Abkiirzungen, HBA, 4-Hydroxybenzoesdure; PA, Protocatechusidure; VA,
Vanillinsdure; SA, Syringasaure.
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4.8.2 Modulation der PTK-Aktivitiat des EGFR im ELISA

Die Hemmwirkung ausgewihlter Abbauprodukte auf die PTK-Aktivitit des aus A431-
Zellen isolierten EGFR wurde mittels ELISA bestimmt (Kapitel 6.8).

GA erwies sich als Hemmstoff der PTK-Aktivitdt im ELISA, jedoch erst in sehr hohen
Konzentrationen (Abbildung 71A, Tabelle 14). Die Benzoesduren Vanillinsdure (VA) und
Syringasdure (SA) zeigten nur marginale Hemmeffekte in Konzentrationen > 300 uM
(Abbildung 71A, Tabelle 14). 4-Hydroxybenzoesidure (HBA) und Protocatechusédure (PA)
erwiesen sich als ineffektiv bis 300 uM (Abbildung 71A, Tabelle 14). PHG und HPA stell-
ten schlechtere Inhibitoren der PTK-Aktivitit des EGFR im Vergleich zum entsprechenden
Flavonol QUE (Abbildung 71B, Tabelle 14) dar [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res., einge-
reicht].
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Abbildung 71: Hemmung der PTK-Aktivitidt des EGFR im ELISA durch A: Benzoesiuren und
B: Quercetin im Vergleich zu den entsprechenden Abbauprodukten PHG und
HPA. MW £ SD von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten [Kern et al,
Mol. Nutr. Food Res.., eingereicht].

In der Tabelle 14 sind alle Daten zu den biologischen Wirkungen (SRB-Test, EGFR-
ELISA) sowohl der Flavonoide als auch der untersuchten Abbauprodukte zusammenge-

fasst.
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Tabelle 14:

Effekte der Anthocyanidine, Quercetin und ihren beschriebenen Abbauprodukten

auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB-Test, 72h Inkubation) und auf die PTK-
Aktivitdt des EGFR (ELISA). *Kein Effekt bis 300 uM. 'Bereits veroffentlicht in
[Marko et al, 2004; Kern et al, 2005]

T Wachstumshemmung EGFR ELISA
ICso [uM] ICso [uM]
p-Hydroxybenzoesiure (HPA) 269 + 26 -
Protocatechusiure (PA) > 300 -
Gallussdure (GA) 42 + 8 189 £15
Vanillinsdure (VA) 297 + 88 2
Syringasédure (SA) 295+ 75 > 300
Phloroglucinol (PHG) 273 £33 >300
3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (HPA) 58£8 253 £33
Pelargonidin (PG)' 213 + 66 90 + 17
Cyanidin (CY) 57+3 0,8+0,2
Delphinidin (DEL) ' 35+5 1,1 £0,2
Pionidin (PN) ' 90 +21 143 + 18
Malvidin (MV) 35+6 210 + 41
Quercetin (QUE) ! 52+11 0,9+0,4

Als potente Inhibitoren des Wachstums von humanen Tumorzellen wurden bereits die
Anthocyanidine DEL, CY und MV identifiziert [Meiers et al, 2001; Marko et al, 2004;
Hyun und Chung, 2004; Shih et al, 2005]. Von den postulierten Abbauprodukten der

Anthocyanidine, den Benzoesduren, zeigte nur GA potente wachstumshemmende Eigen-

schaften (Abbildung 70A, Tabelle 14). GA, das durch den Abbau von DEL entsteht kann,

ist in der Literatur als Inhibitor des Wachstums von humanen Kolonkarzinomzellen be-

schrieben [Yoshioka et al, 2000; Salucci et al, 2002]. Der zellwachstumshemmende Effekt

von GA ist vergleichbar mit dem der beschriebenen Ursprungssubstanz DEL (Tabelle 14),

so dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass der Abbau zu GA zu den wachstumshem-

menden Eigenschaften von DEL beitrdgt. Die Anthocyanidine MV und CY erwiesen sich
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ebenfalls als potente Inhibitoren des Wachstums von HT29-Zellen [Marko et al, 2004],
wohingegen ihre korrespondierenden Abbauprodukte, SA und PA, nur marginal das Zell-
wachstum beeinflussen (Tabelle 14, Abbildung 70A). Deshalb ist es unwahrscheinlich,
dass die Benzoesduren SA und PA, einen Beitrag zum wachstumshemmenden Potential

von MV und CY leisten.

Aufgrund der chemischen Instabilitit des aus dem A-Ring der Anthocyanidine generierten
Phloroglucinolaldehyds [Seeram et al, 2001; Keppler und Humpf, 2005; Fleschhut et al,
2006], konnte dessen biologische Wirkungen nicht bestimmt werden. Unabhingig vom
Substitutionsmuster des B-Ringes wird durch den Abbau aller Anthocyanidine immer der-
selbe Aldehyd erzeugt [Fleschhut et al, 2006]. Die korrespondierenden Benzoesiduren von
CY, PG, PN und MV beeinflussen nur marginal das Tumorzellwachstum (Abbildung
70A). Die Anthocyanidine miissten jedoch gleiche Hemmwirkungen aufweisen, wenn der
Aldehyd fiir die wachstumshemmenden Eigenschaften verantwortlich sein sollte, was sie
aber nicht tun (Tabelle 14). Jedoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Substituti-
onsmuster am B-Ring die Stabilitit der Anthocyanidine im gewahlten in vitro-Testsystem
beeinflusst und somit auch die Freisetzung des Aldehyds [Fleschhut et al, 2006]. DEL und
GA besitzen vergleichbare inhibitorische Eigenschaften auf das Wachstum von HT29-
Zellen im SRB-Test. Wiirden dem Aldehyd wachstumshemmende Eigenschaften zuge-
sprochen werden, miisste DEL, das sowohl zu GA als auch dem Aldehyd abgebaut wird,
ein potenterer Inhibitor des Zellwachstums im Vergleich zur GA sein. Des Weiteren miiss-
te die Hemmwirkung von DEL besser sein als die von CY und MV, was sich nicht so dar-
stellt (Tabelle 14). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die Abbauprodukte nicht
verantwortlich sind fiir die gefundenen wachstumshemmenden Eigenschaften der Antho-
cyanidine. Im Fall vom DEL kann ein additiver wachstumshemmender Effekt seines Ab-
bauproduktes GA nicht ausgeschlossen werden. Die Steigerung des wachstumshemmenden
Potentials von DEL durch sein Abbauprodukt GA, kénnte moglicherweise eine Erkldrung
fiir den gefundenen Unterschied der inhibitorischen Eigenschaften von DEL und CY
(Tabelle 14) auf das Wachstum von HT29-Zellen sein, obwohl DEL und CY identische
Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitdt im EGFR-ELISA zeigen [Marko et al, 2004].

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der postulierte Abbau von Anthocyanidinen ver-
bunden ist mit einem Verlust an biologischer Aktivitdt. Nur im Falle von DEL entsteht ein
Abbauprodukt, GA, das ein vergleichbares wachstumshemmendes Potential besitzt. Jedoch

scheinen DEL und GA unterschiedliche Wirkmechanismen zu besitzen. DEL ist ein be-
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kannter Inhibitor der PTK-Aktivitit des EGFR, wohingegen GA nur eine marginale
Hemmwirkung aufweist (Tabelle 14, Abbildung 71A). Die effektive Wachstumshemmung

von GA muss somit durch einen noch unbekannten Mechanismus vermittelt werden.

Der Abbau des Flavonols QUE resultiert unter anderem in zwei Abbauprodukte mit wachs-
tumshemmenden Eigenschaften. Das aus dem A-Ring entstehende PHG zdhlt mit einem
ICso-Wert von 273 +33 uM zu den eher schlechten Hemmstoffen des Kolontumorzell-
wachstums. HPA weist eine dhnlich potente Hemmwirkung wie das Ausgangsflavonol
QUE auf (Abbildung 70, Tabelle 14). Die Hemmwirkung von HPA auf das Wachstum von
humanen Kolontumorzellen wurde auch von Gao et al. [2006] beschrieben. Die kalkulierte
Summe der wachstumshemmenden Eigenschaften von HPA und PHG ergibt die Hemm-
wirkung von QUE alleine. Aufgrund dieser Ergebnisse kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die Abbauprodukte fiir die beschriebenen wachstumshemmenden Eigenschaften von
QUE in vitro verantwortlich sind. Jedoch scheinen die Abbauprodukte ein anderes zellula-
res Wirkprofil als QUE zu besitzen. QUE hemmt potent die PTK-Aktivitdt des EGFR im
ELISA (Abbildung 38A) sowie auch die Autophosphorylierung des EGFR (Abbildung 46)
und weitere Elemente, der dem EGFR nachgeschalteten MAPK-Kaskade (Abbildung 49).
Im Gegensatz dazu beeinflusst HPA nur marginal die PTK-Aktivitdt (Abbildung 71B,
Tabelle 14) [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res. eingereicht].

Der EGFR und seine nachgeschaltete MAPK-Kaskade sind involviert in die Regulation der
Zellproliferation. Flavonoide verschiedener Klassen modulieren die Aktivitit des EGFR
sowie verschiedener Elemente der MAPK-Kaskade [Akiyama et al, 1987; Agullo et al,
1997; Liang et al, 1997; Hagiwara et al, 1998; Meiers et al, 2001; Marko et al, 2004; Kern
et al, 2005]. DEL, CY und QUE wurden als Hemmstoffe der PTK-Aktivitdt des EGFR
identifiziert [Marko et al, 2004; Kern et al, 2005]. Vicinale OH-Gruppen scheinen daher
ein wichtiges Strukturmerkmal fiir eine potente EGFR-Hemmung zu sein [Agullo et al,
1997; Marko et al, 2004]. Im Gegensatz zu den Flavonoiden sind die entsprechenden Ben-
zoesduren mit vergleichbarem Hydroxylierungsmuster entweder schlechte EGFR-
Inhibitoren (GA, PHA) oder inaktiv bis 300 uM (PA). Dies fiihrt zur Annahme, dass zu-
sdtzlich zu den Hydroxygruppen am B-Ring auch die Flavonoidstruktur zu einer potenten

EGFR-Hemmung beitrégt.

Die MAPK-Kaskade ist iiber Schliisselenzyme mit weiteren Signalkaskaden verkniipft
(Abbildung 5). So kann die Serin/Threonin-Kinase Raf-1 durch die Proteinkinase A, einem
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Element des cAMP-Weges, phosphoryliert und damit inaktiviert werden. Eine bedeutende
Enzymfamilie des cAMP-Signalweges ist die Isoenzymfamilie der cAMP-
hydrolysierenden Phosphodiesterasen (PDEs). In einer Vielzahl von Tumorzellen wird
hauptsédchlich die cAMP-spezifische PDE4 exprimiert [Marko et al, 2000; Marko et al,
2004]. Eine Hemmung der PDE4-Aktivitdt durch Lebensmittelinhaltsstoffe ist somit vom
besonderen Interesse im Hinblick auf eine mogliche Chemoprivention. Einige Flavonoide
sind bereits als Inhibitoren der isolierten und zelluldren PDE-Aktivitét in vitro beschrieben
[Nikaido et al, 1989; Kuppusamy et al, 1992; Marko et al, 2004; Dell'Agli et al, 2005].
Marko et al. [2004] zeigten, dass aus der Gruppe der Anthocyanidine, vor allem am B-
Ring methoxylierte Verbindungen (MV, PN) potente Inhibitoren der aus HT29-Zellen iso-
lierten cAMP-hydrolysierenden PDE4-Aktivitit darstellen. Jedoch scheint diese Struktur-
Aktivititsbeziehung nicht fiir alle Klassen der Flavonoide zu gelten, da das methoxylierte
Flavon Tricin nur marginale inhibitorische Eigenschaften (40 % Hemmung bei 300 pM)
besitzt [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res, eingereicht]. Im Gegensatz dazu konnte QUE als
potenter Inhibitor der isolierten cAMP-hydrolysierenden PDE4-Aktivitit (ICso-Wert
17,6 = 5,7 uM) in HT29-Zellen identifiziert werden [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res., ein-
gereicht]. Eine zunehmende Hydroxylierung des B-Ringes der Anthocyanidine ist dagegen
verbunden mit einem Verlust der Hemmwirkung auf die PDE4-Aktivitit [Marko et al,
2004]. Ein weiterer Hinweis fiir die wichtige Rolle des Flavonoidgrundgeriistes fiir eine
effektive Hemmwirkung auf die cAMP-hydrolysierende PDE4-Aktivitéit zeigen auch die
Ergebnisse mit den untersuchten postulierten Abbauprodukten (VA, SA, GA, PA, HBA,
HPA). Keines der untersuchten Abbauprodukte beeinflusst die PDE-Aktivitit bis zu einer
Konzentration von 300 uM (ohne Abbildung) [Kern et al, Mol. Nutr. Food Res., einge-
reicht].

Zusammenfassend fiihren diese Ergebnisse zur Annahme, dass die Anthocyanidine selbst
und nicht nur die Abbauprodukte das Wachstum von HT29-Zellen in vitro beeinflussen.
Dies lésst sich moglicherweise auch auf die Apfelpolyphenole {ibertragen, da die Phenol-
carbonsduren vielleicht je nach Kulturbedingungen in vitro oder durch individuelle Unter-
schiede der Mikroflora in vivo, aus weiteren Polyphenolen entstehen kdnnen. So sind bei-
spielsweise Phenolcarbonsduren als Abbauprodukte der Procyanidine beschrieben [Rios et
al, 2002].

Die untersuchten Phenolcarbonsduren und Phloroglucinol besitzen nur marginale EGFR-

inhibitorische Eigenschaften und erwiesen sich bis zu einer Konzentration von 300 uM als
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ineffektiv auf die isolierte cAMP-hydrolysierende PDE4-Aktivitdt. Deshalb konnen die
gemessenen Effekte auf die PTK-Aktivitit des EGFR und auf die PDE4-Aktivitit wahr-
scheinlich den nativen Polyphenolen zugesprochen werden. Durch den Abbau von QUE
und DEL werden die Verbindungen HPA und GA postuliert, die das Wachstum von HT29-
Zellen hemmen. Im Einklang mit diesen Ergebnissen sind der Lebensmittelinhaltsstoff GA
[Yoshioka et al, 2000; Salucci et al, 2002] und das postulierte Abbauprodukt HPA [Gao et
al, 2006] schon als Hemmstoffe des Wachstums von humanen Tumorzellen beschrieben.
Jedoch kann die gefundene Wachstumshemmung durch GA und HPA nicht auf eine
Hemmung der Aktivitdt der untersuchten Signalkettenelemente begriindet werden. Der
Wirkmechanismus von HPA und GA, der zu einer Reduktion des Wachstums von huma-
nen Kolonkarzinomzellen fiihrt, wird derzeit intensiv untersucht.

Insgesamt ldsst sich sagen, dass falls die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Flavo-
noidabbauprodukte auch in vitro durch Inkubation mit polyphenolreichen Apfelextrakten
(z. B. AE02) entstehen, sie nur einen marginalen Anteil zu den gezeigten zelluldren Effek-

ten der Originalextrakte beitragen.
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4.9 Zusammenfassende Diskussion der zelluliiren Wirkungen von Apfel-

polyphenole und potentiellen Abbauprodukten

Die getesteten Apfelsaftextrakte AE02, AE0O4 sowie der Apfeltresterextrakt AEO3B erwie-
sen sich als potente Inhibitoren des Wachstums der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 in vitro (Abbildung 32). Auch die untersuchten Referenzsubstanzen, die Aglyka
Phloretin und Quercetin besitzen wachstumshemmende Eigenschaften, wohingegen der
charak-teristische Apfelinhaltsstoff Phloridzin bis zu einer Konzentration von 300 uM das
Wachstum der HT29-Zellen nicht beeinflusste (Tabelle 12). Apfelextrakte und Apfelpo-
lyphenole werden in der Literatur als Hemmstoffe des Wachstums humaner Tumorzellen
beschrieben [Eberhardt et al, 2000; Liu et al, 2001; Wolfe et al, 2003; Kern et al, 2005;
Gossé et al, 2005; Veeriah et al, 2006]. Im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit
(Abbildung 34) werden auch in der Literatur den bislang identifizierten Apfelpolyphenolen
Kaffeesdure, Chlorogensédure und (-)-Epicatechin wachstumshemmende Eigenschaften in
vitro zugesprochen [Hudson et al, 2000; Uesato et al, 2002; Seeram et al, 2003; Kampa et
al, 2004; Ramos et al, 2005; Kern et al, 2005; Veeriah et al, 2006].

Jedoch tragen die bislang aus den Extrakten identifizierten Apfelpolyphenole aufgrund
ithrer geringen Konzentrationen in den Originalextrakten vermutlich nur wenig zur Hem-
mung des Wachstums von humanen Kolonkarzinomzellen in vitro durch Apfelextrakte bei.
Die rekonstituierte Mischung A der identifizierten Inhaltsstoffe (Tabelle 10) stellte sich im
Vergleich zum Originalextrakt AE02 als deutlich weniger potent heraus (Abbildung 33),
weshalb eher von einer liberadditiven Wirkung der Polyphenole in den Extrakten ausge-
gangen werden muss. Veeriah et al. [2006] untersuchten ebenfalls die wachstumshemmen-
den Eigenschaften von Polyphenolgemischen im Vergleich zum Apfelsaftextrakt AE02.
Sie konnten analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit eine Diskrepanz zwischen den wachs-
tumshemmenden Konzentrationen der rekonstituierten Mischungen und dem AEQ2 detek-
tieren [Veeriah et al, 2006]. Die Ergebnisse dieser Arbeiten legen nahe, dass bislang nicht
identifizierte Inhaltsstoffe zum wachstumshemmenden Potential des Originalextraktes bei-
tragen miissen. So wird z. B. den oligomeren Procyanidinen ein solches Potential zuge-
sprochen, da gezeigt werden konnte, dass eine procyanidinreiche Apfelextraktfraktion
(Procyanidingehalt 78 %) das Wachstum von humanen Kolontumorzellen in vitro hemmt
[Gossé et al, 2005]. Im Gegensatz dazu beeinflusste eine Fraktion rein an monomeren Po-

lyphenolen das Tumorzellwachstum nicht [Gossé et al, 2005].
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Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) und seine nachgeschaltete Kinase-
kaskade spielen eine wichtige Rolle in der Regulation des Wachstums von HT29-Zellen in
vitro [Marko et al, 2004]. Deswegen wurde untersucht, ob Apfelextrakte und ihre Inhalts-
stoffe den EGFR sowie Elemente der mitogen aktivierbaren (MAPK)-Kaskade beeinflus-
sen. Der Apfelsaftextrakt AE02 sowie der quercetinglykosidangereicherte Tresterextrakt
AEO3B zeigten eine hochpotente Hemmwirkung auf die Proteintyrosinkinase (PTK)-
Aktivitdt des EGFR im ELISA (Abbildung 40). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
der Apfelsaftextrakt AE02 potent die EGF-induzierte Phosphorylierung des EGFR nach
45-miniitiger Inkubation von HT29-Zellen hemmt (Abbildung 45; Tabelle 12). Somit ist
die beschriebene Hemmwirkung des AE02 nicht beschrinkt auf das System der isolierten
Rezeptorpriparation, sondern kommt auch im zelluldren Testsystem zum Tragen.

Das Dihydrochalkon Phloretin hemmt die Aktivitdt des isolierten EGFR im ELISA
(Abbildung 38B), jedoch zeigte Phloretin keine Hemmwirkung auf den Phospho-
rylierungsstatus des EGFR in HT29-Zellen (Tabelle 12).

Quercetin erwies sich als potenter Inhibitor, sowohl der PTK-Aktivitdt des isolierten EGFR
als auch der Autophosphorylierung des EGFR in intakten HT29-Zellen (Abbildung 38,
Abbildung 46, Tabelle 12). Diese Ergebnisse stehen im Einklang, mit weiteren in der Lite-
ratur beschriebenen, in vitro-Untersuchungen an verschiedenen Zellsystemen [Richter et
al, 1999; Lee et al, 2002; Boyer et al, 2004]. Die inhibitorischen Eigenschaften von Quer-
cetin sind moglicherweise auf die vicinalen OH-Gruppen am B-Ring zu begriinden, da
dieses Strukturmerkmal entscheidend fiir eine potente Hemmwirkung auf die PTK-
Aktivitdt zu sein scheint [Agullo et al, 1997; Ferriola et al, 1989; Marko et al, 2004]. Je-
doch konnte Quercetin in freier Form bislang nicht in den Apfelextrakten identifiziert wer-
den.

Von den bislang identifizierten Inhaltsstoffen erwiesen sich die Quercetinglykoside Q-3-
glc und Q-3-gal, sowie die Procyanidine B1 und B2 als potente Inhibitoren der PTK-
Aktivitdt des isolierten EGFR (Abbildung 38A und C; Tabelle 11). Die Hemmwirkung der
Quercetinglykoside auf die PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA fiihrten zu der Frage, ob
sich ein moglicher Beitrag in der Hemmwirkung eines Quercetinglykosid-angereicherten
Tresterextraktes (AE03B, Tabelle 9) im Vergleich zum Apfelsaftextrakt AE02 widerspie-
gelt. Es wurde gezeigt, dass der Tresterextrakt AEO3B (ICso = 1,6 £0,2 ug/ml) im Ver-
gleich zum Apfelsaftextrakt AE02 (ICsp = 10 = 5 pg/ml; Abbildung 40) potenter die PTK-
Aktivitdt des EGFR im ELISA hemmt. Dies ldsst auf einen moglichen Beitrag der Querce-
tinglykoside zur Hemmung des EGFR im ELISA schlieBen. Jedoch erwies sich der Treste-
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rextrakt AEO3B als schlechterer Hemmstoff des Wachstums von humanen Kolontumorzel-
len in vitro im Vergleich zum AE02 (Abbildung 32). Die untersuchten isoliert getesteten
Quercetinglykoside zeigten keine Wachstumshemmwirkung bis 300 uM im SRB-Test
(HT29-Zellen, 72 h, Tabelle 11) [Kern et al, 2005]. Somit konnte die schlechtere Wachs-
tumshemmung von HT29-Zellen durch den AE03B moglicherweise eine geringere zellula-
re Aufnahme (durch die Anreicherung der Quercetinglykoside) zuriickgefiihrt werden.
Damit wire eine Quercetinglykosid-Anreicherung zwar von Relevanz fiir das Test-system
der isolierten Rezeptorpriparation im ELISA, jedoch kdme es nicht im zelluldren Testsys-
tem zum Tragen. Einen Aufschluss dazu konnten weiterfitlhrende Untersuchungen zur Be-
einflussung des Phosphorylierungsstatus des EGFR, als ein Mal fiir dessen Aktivitdt in
HT29-Zellen, durch den Tresterextrakt AE03B liefern [Fridrich et al, in Bearbeitung].

Den bislang identifizierten Inhaltsstoffen kann jedoch insgesamt ein marginaler Beitrag zur
inhibitorischen Qualitdt am EGFR der Extrakte zugesprochen werden, da sie nur in gerin-
geren Konzentrationen (niedriger nanomolarer Bereich) in den Apfelextrakten vorliegen.
Uberadditive/synergistische Effekte der bislang identifizierten Einzelverbindungen konnen
ebenso weitestgehend ausgeschlossen werden, da sich Mischungen dieser Verbindungen
(Mischung A und B; Tabelle 10, Abbildung 38D) als unwirksam erwiesen. Mit Hilfe von
aktivitétsgeleiteter Fraktionierung wurde begonnen, die Inhaltsstoffe zu identifizieren, die
fiir die potente Hemmwirkung der Apfelextrakte auf die PTK-Aktivitit des EGFR verant-
wortlichen sein konnten. Es konnten vor allem procyanidinhaltige Fraktionen als besonders
effektiv im EGFR-ELISA (ICso-Wert < 0,1 pg/ml, Abbildung 43) identifiziert werden. Die
Hemmwirkung steigt dabei mit dem Grad der Oligomerisierung (Monomer bis Tetramer)
der Procyanidine an (Abbildung 43). Aufgrund von Untersuchungen mit isolierten
Apfelprocyanidinen konnten die Hemmwirkungen auf die PTK-Aktivitit des isolierten
EGFR wie folgt festgelegt werden: Procyanidintetramer > Procyanidintrimer >> Procyani-
dindimer >> Procyanidinmonomer (Abbildung 44). Ein procyanidinreicher Extrakt aus
Traubenkernen wurde bereits als Hemmstoff der EGF-induzierten Phosphorylierung des
EGFR humaner Tumorzellen beschrieben [Tyagi et al, 2003]. In der vorliegenden Arbeit
konnte ebenfalls eine Reduktion des Phosphorylierungsstatus des EGFR (als Mal} fiir des-
sen Aktivitit) durch ein aus dem Apfelextrakt aufgereinigtes Procyanidintrimer gezeigt
werden (Abbildung 47). In der Literatur sind Effekte von procyanidinreichen Extrakten auf
die extrazelluldr regulierten Kinasen ERK1/2, Elemente der dem EGFR nachgeschalteten
MAPK-Kaskade, beschrieben [Agarwal et al, 2000; Tyagi et al, 2003; Vayalil et al, 2004].
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Procyanidine konnen somit in Signaltransduktionskaskaden eingreifen, die entscheidend
sind fiir Zellproliferation und Induktion von Apoptose und konnten dadurch zu den inhibi-
torischen Eigenschaften von Apfelextrakten auf das Tumorzellwachstum in vitro beitragen.
Interaktionen eines procyanidinreichen Apfelsaftextraktes mit der Zellmembran, die mog-
licherweise zu zusitzlichen Modulationen von Elementen verschiedener Signaltransdukti-
onskaskaden fiihren, wurden ebenfalls postuliert [Gossé et al, 2005]. Jedoch ist zu beach-
ten, dass auch in vitro die Bioverfiigbarkeit von Procyanidinen limitiert ist. So wurden in
einem Modellversuch zur intestinalen Resorption durch die humane Kolonkarzinomzellli-
nie CaCo-2 nur Procyanidindimere und Procyanidintrimere so effektiv wie das Monomer

(-)-Epicatechin zelluldr aufgenommen [Deprez et al, 2001].

Der Apfelsaftextrakt AEO2 sowie die Aglyka Quercetin und Phloretin hemmen den Phos-
phorylierungsstatus von ERK1/2 (Abbildung 48 +Abbildung 49 +Abbildung 50). Konzen-
trationen des Apfelsaftextraktes (> 100 pg/ml, 5 h Inkubation) und Quercetin (> 50 uM,
45 min Inkubation) fithren in HT29-Zellen zu einem Wiederanstieg des Gehaltes an
phosphoryliertem ERK1/2. Die Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 geht jedoch nicht
einher mit einer gesteigerten Zellproliferation von HT29-Zellen (Tabelle 11) [Kern et al,
2005]. Dies legt den Schluss nahe, dass ein Anstieg von phosphoryliertem ERK1/2 in ho-
heren Konzentrationen des AE02 moglicherweise durch die Interferenz von Extraktinhalts-
stoffen mit anderen zelluldren Zielstrukturen kompensiert wird. Zum einen kann dies an
der Beeinflussung weiterer Signalelemente/Signalwege liegen, die den wachstumsstimulie-
renden Effekt durch den Wiederanstieg an phosphoryliertem ERK1/2 autheben. Zum ande-
ren wird in der Literatur die Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 als Teil des apoptoti-
schen Prozesses diskutiert [Tyagi et al, 2003; Park et al, 2004; Nguyen et al, 2004; Vayalil
et al, 2004; Gossé et al, 2005]. Anzumerken ist, dass die Fahigkeit des MAPK/ERK-
Signalweges, die Zellproliferation bzw. den Zelltod zu regulieren, abhidngig ist vom Zell-
typ und der Dauer der ERK-Aktivierung. So soll eine kurzeitige Aktivierung mit der
Zellproliferation assoziiert sein, wohingegen eine anhaltende Aktivierung die DNA-
Synthese inhibiert [Nguyen et al, 2004]. Deswegen wiirde moglicherweise der Anstieg des
Gehaltes an phosphoryliertem ERK1/2 durch eine flinfstiindige Inkubation mit dem Apfel-
saftextrakt flir proapoptotische Signale sprechen. Vor allem, da der Wiederanstieg an
phospho-ERK1/2 in Konzentrationen (> 100 pg/ml, Maximum bei 500 pg/ml, Abbildung
48) zu beobachten ist, in denen nach 24-stiindiger Inkubation von HT29-Zellen mit AE02
Apoptose ausgeldst wird (Tabelle 12, Abbildung 63, Abbildung 64). Eine zuséitzliche Er-

137



Ergebnisse und Diskussion Zelluldre Wirkungen von Apfelpolyphenolen

klarung wére eine mogliche H,O,-vermittelte Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 bei
hohen Apfelsaftextraktkonzentrationen (>100 pg/ml). In vitro wurde bereits die Induktion
von phosphoryliertem ERK1/2 durch H,O, beschrieben [Hung et al, 2003; Nguyen et al,
2004]. Jedoch entstehen durch die Inkubation von HT29-Zellen mit 500 ng/ml AE02 nur
niedrig mikromolare Konzentrationen an H,O, [Pool-Zobel, personliche Mitteilung]. In
den oben beschriebenen Versuchen zur Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 wurden
jedoch millimolare Konzentrationen an H,O, eingesetzt [Hung et al, 2003; Nguyen et al,
2004], so dass die Aufklidrung des Beitrags der H,O,-Produktion an den zelluldren Effek-
ten des AE02 weiteren Forschungsbedarf aufweist.

Die Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 durch Quercetin scheint nur eine kurzzeitige
Zellreaktion zu sein, deren zellwachstumsstimulierender Effekt moglicherweise durch die
Modulation weitere Signalkaskaden kompensiert wird. Dies wiirde sich auch in der Ab-
nahme des Status an phosphoryliertem ERK1/2 durch Quercetin (100 pM) nach flinfstiin-
diger Inkubation widerspiegeln (Abbildung 49). Die Modulation von phosphoryliertem
ERK1/2 tragt wahrscheinlich zu den beschriebenen antiproliferativen Wirkungen von
Quercetin auf humane Kolonkarzinomzellen in vitro bei (Tabelle 12). Eine zweite Begriin-
dung zur Induktion von phosphoryliertem ERK1/2 nach 45-miniitiger Inkubation mit
Quercetin (Abbildung 49) wire die bereits beschriebene H,O,-Entwicklung durch Zellin-
kubation mit Quercetin in vitro [Lapidot et al, 2002; Dashwood et al, 2002]. Das Peak-
maximum dieser H>O,-Entwicklung wird jedoch schon nach wenigen Minuten erreicht;
nach einer Stunde ist keine H,O, mehr im Medium nachweisbar [Lapidot et al, 2002]. Die
schnelle Abnahme an H,O, im Kulturmedium konnte moglicherweise die Hemmwirkung
von Quercetin auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 nach flinfstiindiger Inkubation
(kein U-formiger Kurvenverlauf, Abbildung 49) erkléren.

Des Weiteren wird eine Erhohung der Expression an phosphoryliertem ERK1/2 im Zu-
sammenhang mit der Inhibierung der Proteinkinase C (PKC)-Gesamtaktivitit beschrieben
[Pettersson et al, 2004]. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass der polyphenolreiche
Apfelsaftextrakt (AE02) sowohl die aus HT29-Zellen isolierte PKC als auch die PKC-
Aktivitdt nach Zellinkubation (24 h, HT29-Zellen) hemmt (Abbildung 57A, Abbildung
58A, Tabelle 12). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen von Gossé et
al. [2005], die in der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW620 ebenfalls die PKC-Aktivitét

mit procyanidinreichen Apfelsaftextrakt hemmten.
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Das Dihydrochalkon Phloretin erwies sich, wie in der Literatur beschrieben [Kobori et al,
1999], als Hemmstoff der PKC-Aktivitit (Abbildung 57B, Abbildung 58B, Tabelle 12).

In der Literatur wird Quercetin bereits als effektiver Hemmstoff der PKC diskutiert [Kang
und Liang, 1997; Agullo et al, 1997; Williams et al, 2004]. Dies steht im Einklang mit den
im Rahmen dieser Arbeit erzielten Ergebnisse (Abbildung 58B). Jedoch wird durch die
Inkubation mit dem Apfelsaftextrakt AE02 bzw. mit den untersuchten Aglyka eine U-
formige Hemmkurve erhalten (Abbildung 58A und B). Eine Konzentrationserh6hung be-
wirkt einen Wiederanstieg der PKC-Enzymaktivitét, der mit einer deutlichen Abnahme der
Zellzahl einhergeht. Da keine PKC-Aktivierung durch Zugabe von AE02 bzw. von Phlore-
tin und Quercetin zur isolierten Enzympriparation zu beobachten war, ist eine direkte sub-
stanzvermittelte Aktivierung, wie dies beispielsweise durch Phorbolester und/oder Ca®" fiir
bestimmte PKC-Isoformen beschrieben ist [Dempsey et al, 2000], auszuschlieBen. Da die
PKC-Aktivitdt durch Kurzzeitinkubationen (1 h und 3 h, Daten nicht gezeigt) mit Apfel-
polyphenolen nicht beeinflusst wurde, sondern erst nach 24-stiindiger Inkubationszeit, ist
die Modulation der PKC-Aktivitdt moglicherweise ein durch Transkription und Translati-
on, z.B. von Apoptose-induzierenden Genen und Proteinen, ausgeldster Folgeeffekt. So
wird der Induktion einzelner PKC-Isoformen, wie z. B. der neuartigen PKC3 proapoptoti-
schen Wirkungen zugesprochen [Koriyama et al, 1999; Gutcher et al, 2003; Sodhi und
Sethi, 2005].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine mdgliche Modulation der Expression proapoptoti-
scher PKCS durch Apfelpolyphenole im Zusammenhang mit einer moglichen Apoptosein-
duktion untersucht. Der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 erhohte in hoher Kon-
zentration (500 pg/ml) signifikant den Proteingehalt an PKCS in HT29-Zellen nach 24-
stiindiger serumfreier Inkubation (Abbildung 62, Tabelle 12). Die Inkubation von HT29-
Zellen mit Quercetin flihrte ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der Proteinmenge an
PKCd (Abbildung 62, Tabelle 12). Des Weiteren wird die Expression der als antiapopto-
tisch beschriebenen PKCa durch den Apfelsaftextrakt AE02 (500 pg/ml) hoch signifikant
verringert (Abbildung 61, Tabelle 12). Die Reduktion der PKCa-Gesamtproteinmenge
durch Quercetin erwies sich hingegen als nicht signifikant (Abbildung 61, Tabelle 12).
Insgesamt stellte sich die Frage, inwieweit die Ergebnisse der PKC-Untersuchungen im
Zusammenhang mit der Apoptoseinduktion stehen. Der Apfelsaftextrakt sowie die Aglyka
Quercetin und Phloretin induzieren Caspase-3-Aktivitit (Abbildung 63) und DNA-
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Fragmentierung (Abbildung 64) nach 24-stiindiger serumfreier Inkubation von HT29-
Zellen, wohingegen sich der charakteristische Apfelinhaltsstoff Phloridzin als weitgehend
unwirksam erwies (Tabelle 12). Gossé et al. [2005] beschrieben ebenfalls eine Induktion
der Caspase-3-Aktivitdt durch Inkubation von humanen Kolontumorzellen mit Apfel-
extrakt. Auch Quercetin und Phloretin sind in der Literatur bereits als apoptoseinduzieren-
de Flavonoide in vitro beschrieben [Kobori et al, 1999, Shen et al, 2003; Spencer et al,
2003, Nguyen et al, 2004; Wenzel et al, 2004].

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass in Konzentrationsbereichen, in denen bereits nach
24-stiindiger Inkubation von HT29-Zellen mit dem Apfelsaftextrakt AE02 und Quercetin
eine DNA-Fragmentierung (Abbildung 64) und Caspase-3-Aktivierung (Abbildung 63) zu
beobachten war, auch gleichzeitig ein Wiederanstieg, sowohl der Proteinmenge an pro-
apoptotischer PKCS (Abbildung 62) als auch der zelluldren Gesamt-PKC-Aktivitit,
(Abbildung 58A und B) zu verzeichnen war. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Akti-
vierung der PKC-Aktivitidt moglicherweise intermedidr als Teil des apoptotischen Prozes-

ses auftritt.

Die Modulation proliferationsassoziierter Signalkaskaden durch Apfelpolyphenole und
deren Relevanz fiir die Tumorzellen in vitro, kann anhand von charakteristischen Zellzyk-
lusverschiebungen analysiert werden. So sollten die gezeigten Hemmwirkungen der Apfel-
polyphenole auf Elemente der MAPK-Kaskade (Kapitel 4.2) und des Wnt-Signalweges
(Kapitel 4.3) sowie auf die PKC-Aktivitit (Kapitel 4.4) zu einer charakteristischen Anrei-
cherung in der G;-Phase fiihren. Da vor allem Quercetin aufgrund seiner beschriebenen
zelluldaren Wirkungen sowohl in der Lage sein sollte, die Zellen in der G;-Phase, als auch
in der Go/M-Phase des Zellzyklus zu arretieren, wurden HT29-Zellen vor Versuchsstart in
ithrer Zellzyklusverteilung entsprechend synchronisiert. Die vorliegende Arbeit zeigte im
Einklang mit Literaturdaten [Choi et al, 2001; Wang et al, 2003; Ramos et al, 2005], dass
Quercetin in vitro humane Tumorzellen sowohl in der G;-Phase als auch in der G,/M-
Phase des Zellzyklus arretiert (Abbildung 66B, Abbildung 68B, Tabelle 12). Im Gegensatz
zur Blockierung der G;-Phase (nicht signifikant) ist der gezeigte Arrest von HT29-Zellen
in der G/M-Phase hoch signifikant. Die Effekte von Quercetin auf die G;- und die G»/M-
Phase des Zellzyklus lassen sich auf die Beeinflussung einer Reihe von Enzymen zurtick-
fiihren. So hemmt Quercetin Signalelemente der MAPK-Kaskade in ihrer Expression
und/oder Aktivitdt, was zu einer Arretierung in der G;-Phase fithren kann (Tabelle 12)

[Kern et al, 2005]. Des Weiteren wird der G-Arrest durch Quercetin auf die Aktivierung

140



Ergebnisse und Diskussion Zelluldre Wirkungen von Apfelpolyphenolen

der CDK-inhibierenden Proteine p21 und p27 bzw. die cdc25-Phosphatase in humanen
Tumorzellen zuriickgefiihrt [Casagrande und Darbon, 2001; Aligiannis et al, 2001]. Wei-
terhin inhibiert Quercetin die Aktivitit der CDK2, der PKC und der Phosphoinositol-3-
Kinase, was ebenfalls mit einer Blockierung in der G;-Phase in vitro assoziiert wird [Agul-
lo et al, 1997; Ferriola et al, 1989; Gamet-Payrastre et al, 1999; Casagrande und Darbon,
2001]. Der Arrest in der Go/M-Phase des Zellzyklus durch Quercetin wird hingegen mit
der Interaktion von Quercetin mit humanen Topoisomerasen sowie mit der Hemmung der
Tubulinpolymerisation in Zusammenhang gebracht [Boege et al, 1996; Gupta und Panda,
2002].

Das Dihydrochalkon Phloretin arretiert HT29-Zellen signifikant in der G;-Phase und in der
Gy/M-Phase des Zellzyklus (Abbildung 66C, Abbildung 68C). Der Arrest in der G;-Phase
des Zellzyklus konnte auf der Modulation von Signaltransduktionskaskaden (MAPK-
Kaskade und PKC, Tabelle 12) durch Phloretin beruhen. Im Gegensatz dazu wurden bis-
lang keine Wirkmachnismen fiir die Blockierung in G,-Phase durch Phloretin identifiziert.
Das fiir den Apfel charakteristische Phloretinglukosid Phloridzin beeinflusst bis zu einer
Konzentration von 500 uM nicht signifikant die Zellzyklusverteilung in HT29-Zellen
(Abbildung 66D, Abbildung 68D). Insgesamt betrachtet zeigte Phloridzin nur marginale
zelluldre Wirkungen. So konnten nur in isolierten Testsystemen bzw. mit sehr hohen Kon-
zentration (500 uM) geringfiigige Effekte auf die untersuchten potentiellen Zielstrukturen
erzielt werden (Tabelle 12), was wahrscheinlich auf die schlechte zelluldre Aufnahme von
Polyphenolglykosiden zuriickzufiihren ist [Kahle et al, 2005]. In vivo konnte nach Gabe
von Phloridzin an Ratten kein intaktes Phloridzin im Plasma nachgewiesen werden, son-
dern hauptsiachlich Metabolite des Phloridzins und freies Phloretin [Crespy et al, 2001].
Dies spricht fiir eine Hydrolyse von Phloridzin, moglicherweise durch die Lactat-
Phloridzin-Hydrolase [Crespy et al, 2001]. Unter Zellkulturbedingungen scheint weder
durch chemische Instabilitdt noch durch einen zellularen Metabolismus freies Phloretin zu
entstehen, da sonst dieses zu den zelluldren Wirkungen von Phloridzin beitragen miisste.
Durch Arbeiten unseres Projektpartners (Arbeitsgruppe Prof. Eisenbrand) wurde bereits
gezeigt, dass kein Phloretin bei der 24-stiindigen Inkubation von HT29-Zellen mit Phlorid-
zin entsteht [Schafer et al, 2006].

Die Inkubation von HT29-Zellen mit dem Apfelsaftextrakt AEO2 fiihrte zu einer hoch sig-
nifikanten Arretierung in der G,/M-Phase des Zellzyklus (Abbildung 68A). Analog zu die-
sen Ergebnissen konnten Gossé et al. [2005] ebenfalls zeigen, dass ein procyanidinreicher

Apfelsaftextrakt hoch signifikant humane Kolonkarzinomzellen (SW620) in der G,/M-
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Phase arretiert. Der Effekt auf die G;-Phase von HT29-Zellen durch die Inkubation mit
AEOQ2 erwies sich hingegen als nicht signifikant, obwohl aufgrund der Ergebnisse zur
MAPK-Kaskade ein Effekt zu erwarten gewesen wére (Abbildung 66A, Tabelle 12). Mog-
licherweise ist der geringe Effekt auf die G,-Phase dadurch zu begriinden, dass die arretier-
ten HT29-Zellen (Serumdepletion fiir 48 h), auch nach Inkubation mit serumhaltigem Me-
dium (36 h) zum groBen Teil weiterhin in der G;-Phase verweilen. Somit erscheinen Zell-
zyklus-blockierende Effekte weniger stark im Bezug zur Losungsmittelkontrolle. Die An-
sammlung der Zellen in der G;-Phase (Abbildung 66A) zeigt die Relevanz der Modulation
von Signalkettenelemente flir die Wachstumshemmung in vitro. Jedoch legen die starkeren
Effekte auf die Go/M-Phase durch Inkubation mit AE02 (Abbildung 68A) nahe, dass wei-
tere, noch unbekannte zelluldre Zielstrukturen im Wesentlichen durch Apfelpolyphenole

beeinflusst werden.

Insgesamt konnten die Ergebnisse zur Beeinflussung des Wachstums humaner Kolonkar-
zinomzellen und die Modulation von Elementen proliferationsassoziierter Signalskaskaden
in vitro darauf hindeuten, dass Apfelpolyphenole moglicherweise auch in vivo, vor allem
im Gastrointestinaltrakt, wo auch lokal hohere Polyphenolkonzentrationen erreicht werden
konnen, die Kolonkanzerogenese beeinflussen.

In vivo wurde bereits gezeigt, dass triiber Apfelsaft die Anzahl der durch Dimethylhydrazin
(DMH)-induzierten aberranten Krypten in Ratten verringert, wohingegen sich der entspre-
chende klare Apfelsaft als unwirksam erwies [Barth et al, 2005]. Ein Riickgang von aber-
ranten Krypten war durch die Trubstoffe alleine ebenfalls nicht zu erkliaren, weshalb ver-
mutlich der Effekt auf die Apfelpolyphenole zuriickzufiihren ist. Nach oraler Gabe eines
Traubenkernextraktes an Ratten wurde gezeigt, dass hoher oligomere Procyanidine an
Speichelproteine binden und somit niedere oligomere Procyanidine den Gastrointesti-
naltrakt erreichen [Sarni-Manchado et al, 1999]. Dies konnte darauf hindeuten, dass oli-
gomere Apfelprocyanidine in triiben Apfelsiften an die Trubstoffe binden und so ins Ko-
lon gelangen, wo die oligomeren Procyanidine nach Freisetzung ihr chemopréventives
Potential entfalten konnten. So konnte bereits gezeigt werden, dass Apfelprocyanidine die
Anzahl von hyperproliferierenden und aberranten Krypten im Kolon von Ratten, in einem
mit Azoxymethan (AOM)-induzierten Tumormodell, um 50 % reduzieren [Gossé et al,
2005]. Nomoto et al. [2004] erzielten mit procyanidinreichem Traubenkernextrakt eben-
falls eine Reduktion von AOM-induzierten, hyperproliferierenden Krypten in Ratten. Inte-

ressanterweise ist die im angesprochenen Versuch verwendete Dosierung des Procyanidins
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B2 im Traubenkernextrakt (2 mg/kg KG), die zu einer signifikanten Reduktion der AOM-
induzierten Hyperproliferation im Kolonepithel fiihrte, vergleichbar mit der Procyanidi-
naufnahme der DMH-induzierten Ratten durch den triilben Apfelsaft [Fdhndrich, 2005].

Es wurden auch schon, 2 h nach Aufnahme, niedrige Konzentrationen an Apfelprocyani-
dindimeren und —trimeren im Serum von Ratten detektiert [Shoji et al, 2006]. Es konnte
erstmals gezeigt werden, dass polymere Procyanidine positiv die Resorption von oligome-
ren Procyanidine beeinflussen, obwohl polymere Procyanidine selbst nicht resorbiert wer-
den [Shoji et al, 2006].

Somit weisen sowohl in vitro- [Gossé et al, 2005; Kern et al, 2005; Veeriah et al, 2006] als
auch die in vivo-Untersuchungen [Bath et al, 2005; Gossé et al, 2005] darauf hin, dass
Apfelpolyphenole wahrscheinlich einen wesentlichen Beitrag zur chemoprédventiven Wir-
kung von Apfelsaft/-Extrakt, besonders im Hinblick auf die Entstehung des kolorektalen

Karzinoms leisten.

Bislang ist wenig iiber mogliche proliferationsfordernde und damit unerwiinschte Effekte
von Apfelpolyphenolen bekannt, die ihre Anwendung in der Chemoprivention limitieren
wiirden. Solche ,,unerwiinschten* wachstumsfordernden Stimuli konnten beispielsweise
durch Interaktionen mit Elementen des Wnt-Signalweges (Abbildung 10), der eine wichti-
ge Rolle in der Kolonkanzerogenese spielt, ausgelost werden. Ein zentraler Regulator der
B-Catenin-Homdoostase ist die Glykogensynthasekinase-3. Der Apfelsaftextrakt AE02 er-
wies sich als potenter Inhibitor der aus HT29-Zellen immunoprézipitierten GSK3[3-
Aktivitit (Abbildung 51). Die Inkubation der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 mit
AEOQ2 fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten konzentrationsabhéngigen Reduktion der zel-
luldren GSK3B-Aktivitit (Abbildung 53A). Von den untersuchten Einzelsubstanzen erwies
sich das apfelcharakteristische Dihydrochalkonglukosid Phloridzin als inaktiv bis 500 uM.
Die Aglyka Phloretin und Quercetin, die sich als potente Hemmstoffe der isolierten
GSK3B-Aktivitit (Abbildung 52) herausstellten, modulieren nicht bzw. nur marginal die
Aktivitdt der zelluliren GSK3p (Abbildung 53B). Im Einklang mit der Hemmung der
GSK3p-Aktivitét fithrte die Inkubation von HT29-Zellen zu einer Reduktion an phospho-
ryliertem B-Catenin (Abbildung 54). Jedoch zeigte sich auch eine Abnahme des Gesamt-
proteingehaltes von B-Catenin (Abbildung 54), was verdeutlicht, dass die Hemmung der
GSK3B-Aktivitdt durch Apfelinhaltsstoffe nicht assoziiert ist mit einer Akkumulation von
B-Catenin in HT29-Zellen. In einem entsprechenden Reportergensystem fiihrte die Inkuba-

tion von transfizierten Hek293-Zellen mit Apfelpolyphenolen zu keinem Anschalten der
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Tcf/Lef-vermittelten Gentranskription [Kern et al, J. Agric Food Chem., eingereicht]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ergaben, dass Apfelpolyphenole in Konzentrationen,
wie sie im AE02 zugrunde liegendem Apfelsaft (AS02, 500 mg/l) vorliegen, keinen Proli-
ferationsstimulus iiber den Wnt-Signalweg in HT29-Zellen setzen, sondern hinsichtlich der

Abnahme des Proteingehaltes an Gesamt-B-Catenin eher antiproliferativ wirken.

Im Vergleich der zelluliren Wirkungen von Apfelpolyphenolen in vitro ist vor allem die
herausragende Hemmwirkung auf den EGFR und seine nachgeschaltete Kinasekaskade
hervorzuheben (Kapitel 4.2, Tabelle 12). Die Wirkqualitdt des polyphenolreichen Apfel-
saftextraktes AE02 auf die MAPK/ERK-Kaskade spiegelt sich in um GrdéBenordnungen
(bis 1000 x) niedrigeren Konzentrationsbereichen im Vergleich zu den anderen untersuch-
ten potentiellen Zielstrukturen (z. B. PKC und GSK3p) wider. Die Wirkqualititen des
AEOQ2 lassen sich wie folgt zusammenfassen.

EGFR ~ MAPK-Kaskade >> PKC =~ Wnt-Signalweg =~ Apoptose

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass polyphenolreiche Apfelsaft-
extrakte in der Lage sind, in vitro das Wachstum von Kolontumorzellen nachhaltig zu be-
einflussen und effektiv in Signalwege einzugreifen, die eine wesentliche Rolle in der Re-
gulation des Zellwachstums und der Tumorentstehung spielen. Dabei liegt die Hemmwir-
kung des polyphenolreichen Extraktes AE02 in/unter den Polyphenolkonzentrationen des
Originalsaftes AS02 (500 pg/ ml) [Kern et al, 2005; Schéfer et al, 2006]. Es wurden eine
Reihe potentieller zelluldrer Zielstrukturen von Apfelpolyphenolen, wie beispielsweise
PKC oder der Wnt-Signalweg, identifiziert. Jedoch zeigte sich die stirkste Hemmwirkung
auf den EGFR und Elemente der nachgeschalteten MAPK-Kaskade. Jedoch scheinen hier-
bei bislang nicht identifizierte Apfelinhaltsstoffe eine maB3gebliche Rolle zu spielen. Auch
postulierte Abbauprodukte von Flavonoiden/Polyphenolen scheinen keinen oder nur einen
marginalen Beitrag zur potenten Hemmwirkung des AE02 auf die MAPK/ERK-Kaskade
zu leisten. Mittels aktivititsgeleiteter Fraktionierung konnten oligomere Procyanidine als
eine Substanzklasse identifiziert werden, die moglicherweise zum EGFR-hemmenden Po-
tential des Apfelsaftextraktes beitragt.

Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass Apfelpoly-
phenole in Konzentrationen, wie sie in polyphenolreichen Séften, wie z. B. dem AS02,
vorliegen zur moglichen chemopriaventiven Wirkung von Apfelsaft, besonders im Hinblick

auf die Entstehung von Karzinomen des Kolons beitragen kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Aufklarung zelluldrer Wirkmechanismen von Apfelpo-
lyphenolen und deren moglicher Relevanz im Hinblick auf die Chemoprivention, insbe-
sondere des kolorektalen Karzinoms.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass polyphenolreiche Apfelextrakte in vitro das
Wachstum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 hemmen, wobei die Induktion von
Apoptose eine Rolle zu spielen scheint. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin,
dass polyphenolreiche Apfelsaftextrakte modulierend in Signaliibertragungswege eingrei-
fen, die wesentlich sind fiir die Regulation von Zellwachstum und Differenzierung. In ers-
ter Linie zeichnen sich dabei Effekte auf wachstumsfaktorvermittelte Signalwege ab. Als
herausragende Wirkqualitdt des polyphenolreichen Apfelsaftextraktes AE02 bzw. des
Apfeltresterextraktes AEO3B ist ihre hocheffektive Hemmung der Proteintyrosinkinase
(PTK)-Aktivitdt des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) zu nennen. Anhand
von Untersuchungen zur Modulation des Phosphorylierungsstatus (als ein MaB fiir die Ak-
tivitdt des EGFR) konnte gezeigt werden, dass die Hemmwirkung des AE02 nicht limitiert
ist auf den isolierten EGFR, sondern auch in intakten Zellen zum Tragen kommt. Des Wei-
teren bewirkte die Inkubation der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 mit dem poly-
phenolreichen Apfelsaftextrakt AE02 eine deutliche Verminderung des Phosphorylie-
rungsstatus der extrazellulédr regulierten Kinasen ERK1 und ERK2, Elementen der nachge-
schalteten MAPK-Kaskade. Insgesamt zeigte sich allerdings, dass die bislang in Apfelex-
trakten identifizierten Inhaltsstoffe alleine bzw. in der Summe (rekonstituierte Mischung A
und B) nur marginal sowohl zur Wachstumshemmung als auch zur Hemmung des EGFR
beitragen. Oligomere Procyanidine dagegen erwiesen sich als hoch potente Hemmstoffe
der PTK-Aktivitdt des isolierten EGFR. Aufgrund der limitierten Datenlage zur zelluldren
Aufnahme, zur Bioverfiigbarkeit und fehlender Angaben zum Gehalt der einzelnen Procy-
anidine in den untersuchten Apfelextrakten ist es noch nicht mdglich, den Beitrag der Pro-
cyanidine an den EGFR- und wachstumsinhibitorischen Eigenschaften der Apfelsaftextrak-
te abzuschitzen.

Die PKC-Isoenzymfamilie spielt ebenfalls eine Schliisselrolle bei der Regulation von
Wachstumsprozessen. In dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob Apfelpoly-
phenole die PKC-Aktivitdt im Kolon beeinflussen. Dafiir wurden humane Kolonkarzinom-

zellen im Vergleich zu primiren humanen Enterozyten (Biopsie) untersucht. Die Ergebnis-
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se zeigen, dass sowohl die PKC-Aktivitdt nicht transformierter humaner Enterozyten als
auch humaner Kolonkarzinomzellen durch Apfelpolyphenole gehemmt wird. Der Apfel-
saftextrakt AEO2 konnte als Hemmstoff der isolierten zytosolischen PKC-Aktivitit von
HT29-Zellen charakterisiert werden. Eine 24-stiindige serumfreie Inkubation von HT29-
Zellen mit AEO2 fiihrt zu einer Hemmung der zytosolischen PKC-Aktivitit; sogar in ge-
ringeren Konzentrationen im Vergleich zur Hemmwirkung an isolierten PKC. Dies konnte
auf einer Hemmung PKC-vorgeschalteter Signalelemente beruhen, die so den hemmenden
Effekt von AE02 auf die PKC-Aktivitit verstdrken konnten. Jedoch zeigte sich nach 24-
stiindiger Inkubation von HT29-Zellen ein U-formiger Kurvenverlauf mit einem Anstieg
der PKC-Aktivitit in hohen Konzentrationen. Nachdem keine PKC-Aktivierung bei Zuga-
be von Apfelpolyphenolen zu isolierten Enzympréparationen zu beobachten war, kann eine
direkte substanzvermittelte Aktivierung ausgeschlossen werden. Die Caspase-3-
Aktivierung und die DNA-Fragmentierung, als Merkmale apoptotischer Prozesse; sowie
der gezeigte Wiederanstieg des Gesamtproteingehaltes an proapoptotischer PKCo nach 24-
stiindiger Zellinkubation mit AE02 deuten darauf hin, dass die PKC-Aktivierung interme-
didr als Teil des apoptotischen Prozesses auftritt.

Untersuchungen zu mdglichen proliferationsfordernden Effekten von Apfelpolyphenolen,
die deren Anwendung in der Chemoprévention limitieren wiirden, sind bislang nicht be-
schrieben. Solche zellwachstumsfordernden Stimuli konnten z. B. auf der Modulation von
Elementen des Wnt-Signalweges, der eine zentrale Rolle in der Kolonkanzerogenese spielt,
beruhen. Es konnte gezeigt werden, dass polyphenolreicher Apfelsaftextrakt potent die
isolierte, aus humanen Kolonkarzinomzellen immunoprizipitierte, GSK3pB-Aktivitit
hemmt. Auch in intakten Zellen fiihrt die Inkubation (24 h) von HT29-Zellen mit Apfel-
polyphenolen zu einer signifikanten konzentrationsabhéngigen Hemmung der zelluldren
GSK3p-Aktivitdt. Damit einher geht die signifikante Abnahme an phosphoryliertem (-
Catenin. Gleichzeitig nimmt unerwarteterweise der Gehalt an Gesamt-f-Catenin ebenfalls
ab. Die Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt
AEOQ02 in humanen Kolonkarzinomzellen keinen Wachstumsstimulus tiber den Wnt-
Signalweg induziert und aufgrund der Reduktion der Expression von B-Catenin eher an-
tiproliferative Effekte des AE02 zu erwarten sind.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Modula-
tion von Elementen proliferationsassoziierter Signaltransduktionskaskaden durch Apfelpo-
lyphenole zum Teil zu den wachstumshemmenden Eigenschaften des Extraktes AE02 auf

die Kolonkarzinomzelllinie HT29 in vitro beitragen. Die Wirkqualitdt von Apfelpolyphe-
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nolen auf die untersuchten zelluldren Zielstrukturen kann wir folgt zusammengefasst wer-

den:

EGFR ~ MAPK-Kaskade >> PKC = Wnt-Signalweg = Apoptose

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit waren wirkmechanistische Untersuchungen zur Beeinflus-
sung zelluldrer Signaltransduktionskaskaden durch potentielle chemische und mirkrobielle
Abbauprodukte von Polyphenolen, da ein extensiver Abbau von Apfelpolyphenolen auch
in den verwendeten in vitro-Testsystemen nicht auszuschlie3en ist. Neben der Frage nach
der biologischen Wirksamkeit der Abbauprodukte stellte sich die Frage, inwieweit die be-
schriebenen biologischen Wirkungen der Flavonoide auf die Ursprungssubstanzen selbst
zuriickzufithren sind bzw. welchen Anteil die korrespondierenden Abbauprodukte dazu
beitragen. Von den Phenolcarbonsduren, die als Abbauprodukten der Anthocyanidine pos-
tuliert werden, erwies sich die Gallussdure als potenter Inhibitor des Wachstums von
HT29-Zellen in vitro. Dieser wachstumshemmende Effekt der Gallussdure war vergleich-
bar mit dem des Delphinidins [Marko et al, 2004], so dass nicht ausgeschlossen werden
kann, dass die beim Abbau entstehende Gallussdure zur Wachstumshemmung der Ur-
sprungssubstanz beitridgt. Der postulierte Abbau von Quercetin fiihrt zu den Hauptverbin-
dungen Dihydroxyphenylessigsdure und Phloroglucinol, die ebenfalls das Wachstum von
HT29-Zellen hemmen. Diese Abbauprodukte konnten beispielsweise durch Deglyko-
sylierung der Quercetinglykoside aus polyphenolreichen Apfelextrakten generiert werden
und somit mdglicherweise zur Hemmwirkung von Apfelextrakten auf das Wachstum von
humanen Kolonkarzinomzellen beitragen. Gallussdure, Dihydroxyphenylessigsdure und
Phloroglucinol bewirken jedoch keine Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR. Sie erwie-
sen sich somit als ineffektiv im Gegensatz zu den bereits beschriebenen EGFR-
Hemmstoffen Delphinidin und Quercetin [Marko et al, 2004; Kern et al, 2005]. Deswegen
miissen zur Aufkldrung des Wirkmechanismus postulierter Flavonoidabbauprodukte, der
zu einer Reduktion des Wachstums von humanen Kolonkarzinomzellen in vitro fiihrt, noch

weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

AbschlieBend ist festzustellen, dass Apfelpolyphenole in/unterhalb der Polyphenolkonzen-
tration von polyphenolreichen Apfelsiften (z. B. 500 mg/l im Projektsaft AS02), in vitro in
Signaltransduktionskaskaden eingreifen, die mit der Entstehung kolorektaler Karzinome

assoziiert werden.

147



Material und Methoden Polyphenolreiche Apfelextrakte

6 Material und Methoden

6.1 Apfelsaftextrakte

6.1.1 Apfelsaftextrakt AEQ1

Der Apfelsaftextrakt AEO1 wurde aus einem sortenreinen klaren Apfelsaft (Boskop), der
Ernte 2001, nach der in Kapitel 6.1.2 beschriebenen Methode gewonnen. Die Charakteri-
sierung erfolgte nach der von Will et al, 2000 beschriebenen Methode.

6.1.2 Apfelsaftextrakt AE(2

Der klare Apfelsaft AS02 wurde aus 20 % Tafeldpfeln und einem Gemisch aus Mostapfel-
sorten (25 % Topaz, 17,5 % Bohnapfel, 22,5 % Winterrambour und 15 % Bittenfelder)
hergestellt. 100 1 des klaren Projektsafts wurden auf eine mit 5 1 Adsorberharz (XAD 16
HP, Rohm & Haas, Frankfurt, Deutschland) gefiillte Pharmacia Glassdule (BPG 100,
100x10 cm) gegeben. Die wasserldslichen Bestandteile (Zucker, organische Sduren und
Mineralien) wurden durch Spiilung mit destilliertem Wasser entfernt und die Polyphenole
mit 96 %igem Ethanol eluiert. Der ethanolische Extrakt wurde eingeengt, die Polyphenole
in die wéssrige Phase {iberfiihrt und gefriergetrocknet. Der resultierende polyphenolreiche
Apfelsaftextrakt (AE02) wurde kiihl und dunkel gelagert. Die Charakterisierung der po-
lyphenolischen Inhaltsstoffe des AE02 erfolgte mittels HPLC/Diodenarraydetektor (DAD)
(Einwaage, 1 g/l in 20 % Methanol; Sédule Phenomenex Aqua (250/4 mm), Phenomenex,
Aschaffenburg, Deutschland; Acetonitril/Phosphorsduregradient; Detektionswellenldnge: A
= 280 nm fiir Flavonoide, A = 320 nm fiir Phenolcarbonsduren und A = 360 nm fiir Querce-
tinderivate) [Will et al, 2000; Schieber et al, 2001; Kern et al, 2005; Schifer et al, 2005].
Die Methode zur Analytik der Apfelpolyphenole wurde im Jahre 2004 zugunsten von kiir-
zeren Analysezeiten, einem umweltfreundlicheren Arbeiten und einer LC-MS-
Kompatibilitit, verifiziert. Die Apfelpolyphenole wurden von nun an mit einem Thermo-

Finnigan HPLC/DAD-System (Dreieich, Deutschland; Trennsdule, 3 um RP-Reprosil-Pur
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C18-AQ der Firma Maisch, Ammerbruch; Acetonitril/Wasser/Essigsduregradient) ge-

trennt.

6.1.3 Tresterextrakt AEO3B

Durch die enzymatische Aufarbeitung des Pressriickstandes (Trester) mit Pektinasen und
Zellulasen werden Zellmembrane aufgebrochen und es kann ein so genannter B-Saft mit
einem signifikant erh6hten Anteil an Quercetinderivaten und Dihydrochalkonen gewonnen
werden. Der Trester wurde aus Tafelapfelsorten (Melrose, Granny Smith, Golden Delici-
ous und Jonagold) der Ernte 2003 hergestellt. Zur Extraktherstellung wurde der
Apfeltrester im Verhiltnis 1:1 (v/v) mit heiBem entmineralisiertem Wasser (90 °C) sowie
mit jeweils 300 ppm des Pektinasepriaparates Rohapect MA-1 und der Zellulasepriparate
Rohapect AF2 und Rohament CL (alle AB Enzyms, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Die
enzymatische Aufarbeitung erfolgte fiir 2 h bei 50 °C im Maischetank unter kontinuierli-
chem Riihren. Nach der Entsaftung des Tresters wurde der gewonnene B-Saft (550 1) auf
eine mit 55 1 Adsorberharz (P-495, Bucher-Alimentech, Neuseeland) gefiillte Saule (Edel-
stahl) gegeben. Die wasserloslichen Komponenten wurden entfernt, die Polyphenole mit
Ethanol eluiert und gefriergetrocknet. Die Polyphenole des entstandenen Extraktes AEO3B
(Einwaage 1 g/l in 10 % Methanol) wurden nach der unter Kapitel 6.1.2 beschriebenen
Methode charakterisiert.

6.1.4 Apfelsaftextrakt AE(04

Der Apfelsaftextrakt AE04 wurde aus 250 1 des Klarsaftes AE02, 50 1 Tresterextraktions-
saft und je ca. 200 1 verschiedener naturtriibber Mostapfelsifte (aus den Apfelsorten Schafs-
nase, Bohnapfel und Winterrambour) hergestellt. Die Extraktherstellung und Polyphenol-
analytik erfolgte nach der unter Kapitel 6.1.2 beschriebenen Methode.
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Tabelle 15:

Polyphenolzusammensetzung der Apfelextrakte (Einwaage von 1g Extrakt/11 H,0)

[Schifer et al, 2005, Kern et al, 2005]. Die in Klammer gesetzten Zahlen bedeuten
die gefundenen Polyphenolgehalte mit verédnderter Analytik (Kapitel 6.1.2). n. n.:
nicht nachweisbar; kursiv: in dieser Arbeit verwendete Apfelinhaltsstoffe.

Polyphenole AE(1 [mg] AE02 [mg] AE03B [mg] AE04 [mg]|
Procyanidin B1 2,9 7 (n. n.) 6,2 (0,9) n.n. (3,1)
Procyanidin B2 16,0 15,1 (15,1) 18,4 (16,4) 12,1 (5,1)
(-)-Epicatechin 11,8 19,2 (25,3) 17,7 (15,2) 12,5 (15,7)
Catechin n. n. n.n. (4,8) 2,7 (2,9) n. n. (1,8)
Phloretinxyloglukosid 42,7 66,2 (155,8) 31,7 (68,8) 4,2 (136,3)
Phloretinglykosid 1 n. n. 24,7 (n. n.) n.n (n. n.) n. n.
Phloretinglykosid 2 n. n. 9 (n.n.) n. n. (n. n.) n. n.
Phloridzin 34,7 27,9 (35) 78,9 (64) 48(52,8)
Chlorogensaure 171,8 181,5 (240,8) 19,2 (20,6) 183,2 (245,9)
Kryptochlorogensiure n. n. 9,2) n. n. (n. n.) 3,3(13,9)
3-Cumaroylchinaséure 16,0 9,5(9,2) 3,0 (n. n.) 9,4 (8,8)
4-Cumaroylchinasdure 72,4 77,3 (61,0) 5,0 (3,5) 66 (63,8)
5-Cumaroylchinaséure 7,0 10,4 (n. n.) 3,8 (n. n.) 39,8 (n. n.)
Kaffeesaure 102,7 9,5(11,9) 4,0 (3,9) 7,5 (3,1)
p-Cumarsiure n. n. n. n. (2,9) 4,2 (4,3) 2,6 (3,3)
Quercetin-3-xylosid n. n. n. n. (n. n.) 18,1 (12,3) n.n. (2,1)
Quercetin-3-arabinosid n. n. n. n. (n. n) 3,5(12,2) n.n. (n.n.)
Quercetin-3-rhamnosid 3,2 4,1 (n.n.) 25,1 (19,1) 4,3 (4,9)
Quercetin-3-galaktosid 0,9 0,8 (1,7) 8,1 (26,8) 1,8 (3,8)
Quercetin-3-glukosid 1,4 1,4 (n.n.) 12,3 (8,5) 1,5 2,7)
Quercetin-3-rutinosid 1,8 2,6 (3,6) 49,1 (4,7) 4,5 (n.n.)
Summe (HPLC) 485,3 466,2 (576,4) | 310,9 (284) 478,3 (567)
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6.1.5 Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE(02 und des
Tresterextraktes AE0O3B

6.1.5.1 Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE02

Der Apfelsaftextrakt AE02 wurde mittels Gegenstromverteilungschromatographie (CPC)
in die Hauptfraktionen C16.1 bis C16.7 (C: CPC; Zahl: fortlaufend nach Fraktionierungs-
versuch) getrennt (Abbildung 41). In den Fraktionen nimmt die Polaritdt mit steigender
Zahl (C16.1 - C16.7) ab. Zur weiteren Auftrennung, der immer noch sehr komplex zu-
sammengesetzten Fraktionen, wurden die Hauptfraktionen mittels GroBenausschlusschro-
matographie an einer Sephadex LH20 Sédulen weiter aufgereinigt (S10.1 - S19.6; S: Sepha-
dex; Abbildung 41). Alle Trennschritte wurden durch eine HPLC-Trennmethode (FlieBmit-
tel: Aqua dest. + 0.1 % Trifluoressigsdure (TFA) / Acetonitril + 0.1 % TFA—Gradient; Siu-
le: Phenomenex Aqua C18, 5 p, 250 x 4.6 mm) {iberpriift und dokumentiert [ZeBner, per-
sonliche Mitteilung].

6.1.5.2 Fraktionierung des Tresterextraktes AE03B

Der in Methanol geloste Tresterextrakt AE03B wurde einer Sephadex LH 20-
Gelchromatographie unterzogen. Als Elutionsmittel diente Methanol. Die nicht 16slichen
Bestandteile wurden mittels Zentrifugation abgetrennt. Der Trennverlauf wurde mittels
Diinnschichtchromatographie kontrolliert. Mit dem Naturstoffreagenz A (Gemisch aus
Diphenylborsdureaminoethylester und Polyethylenglykol (PEG) 400) konnten unter UV-
Licht (A =366 nm) die getrennten phenolischen Sduren, Dihydrochalkone und Querce-
tinglykoside sichtbar gemacht werden. Der Extrakt wurde in sieben Grundfraktionen
S20.1 — S20.7 eingeteilt (Abbildung 42) [ZeBner, personliche Mitteilung]. Die Fraktionen
wurden mittels HPLC der Marke Water-Seperation Module 2690 ,,Alliance mit Photodio-
denarraydetektor (Waters, Milford, USA; Phenomenex Aqua-Sidule CI18, 5 uM,
250 x 4,6 mm; FlieBmittel: Gradient aus destilliertem Wasser + 0,1 % TCA und Aceto-
nitril + 0,1 % TCA) charakterisiert.

Die Fraktionen S20.3 - S20.6 konnten mittels CPC in die entsprechenden Subfraktionen
getrennt werden (Abbildung 42). Als Trennsystem diente ein Gemisch aus Ethylace-

151



Material und Methoden Polyphenolreiche Apfelextrakte

tat/Ethanol/Wasser (2/1/2). Die Trennung wurde ebenfalls diinnschichtchromatographisch
kontrolliert. Die Fraktion S20.7 wurde im priparativen Mafistab nach der Methode von
Shibusawa et al, 2001 mittels CPC mit dem Losungsmittelgemisch Methylacetat und Was-
ser im Verhéltnis 1:1 getrennt (Abbildung 42). Fiir die Detektion der diinnschichtchroma-
tographischen Trennung wurde diente ein Sprithreagenz aus Dichlorchinon-4-chlorimid

und Natriumcarbonatlosung [ZeBner, personliche Mitteilung]
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6.2 Zelllinien

6.2.1 HT29-Zelllinie

Die Zelllinie HT29 wurde 1964 aus einem primdren Adenokarzinom des Kolons einer 44
Jahre alten kaukasischen Frau etabliert. Dieser Tumor wird als heterotransplantabel be-
schrieben und bildet gut differenzierte Tumore ersten Grades aus. HT29-Zellen besitzen
einen hypertriploiden Karyotyp mit 17,5 % Polyploidie. Die Verdopplungszeit betragt 40 —
60 h [von Kleist et al, 1975].

Als Kulturmedium wird fiir die HT29-Zellen ,,.Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium*
(DMEM mit 4,5 g/l Glukose, ohne Natriumpyruvat, Invitrogen) mit 10 % fetalem hitzein-
aktivierten Kélberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin (PS, 10000 Einhei-
ten / 10000 pg pro ml) verwendet.

6.2.2 A431-Zelllinie

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um ein Epidermoidkarzinom der Vulva. Es wurde einer
85-jdhrigen Frau entnommen und als Monolayer in Kulturflaschen kultiviert. Die
fibroblasten-dhnlichen Zellen zeigen auch noch nach langer Kultivierung ihre maligne
Charakteristik. Der Karyotyp dieser Zelllinie ist hypertriploid (Chromosomenzahl 74) [Gi-
ard et al, 1973].

Die A431 Zelllinie wird in ,,Minimum Essential Medium*“ (MEM, Sigma) nach Zugabe
von 4,5 g/l L-Glutamin sowie 10 % FKS und 1 % PS kultiviert.

Die verwendeten Zelllinien werden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer

Luftfeuchte kultiviert
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6.3 Kaultivierung von Monolayerkulturen

6.3.1 Mediumwechsel bei Monolayerkulturen

Aufgrund einer Anreicherung von Abfallprodukten im Medium sowie einer Abnahme der
zugesetzten Nahrstoffe, kommt es durch einen Anstieg des pH-Wertes, etwa alle drei bis
vier Tage zum Farbumschlag des Indikators Phenolrot von rot nach gelb. Befinden sich die
Zellen in einer subkonfluenten Wachstumsphase, so wird das verbrauchte Medium abge-
saugt und durch frisches, auf 37 °C vorgewarmtes Medium ersetzt. Die Menge betrigt je

nach KulturflaschengréBe 40 ml (175 cm?) bzw. 20 ml (80 cm?). [Lindl, 2000]

6.3.2 Passagieren von Monolayerkulturen

Viele Zelllinien von Tumor- oder transformierten Zellen wachsen auch nach vollstindiger
Einnahme des Kulturflaschenbodens als ,,Second-““ bzw. Polylayer weiter. Allerdings sinkt
bei zu hoher Zelldichte die Proliferationsrate der Zellen. Nach dem Erreichen der Maxi-
maldichte 16st sich der komplette Zellrasen vom Flaschenboden oder die Zellen sterben
durch die tiberhohte Dichte ab. Aus diesem Grund ist es notwendig, die Zellen zu passagie-
ren, das heil3t, sie werden verdiinnt weiterkultiviert. Das verbrauchte Medium wird abge-
zogen. Zur vollstdndigen Entfernung von Mediumresten, welche die Wirkung des Trypsins
beeintrachtigen wiirden, werden die Zellen mit einer auf 37 °C erwédrmten phosphatgepuf-
ferten Losung (PBS) gespiilt. Der Zellrasen wird mit Trypsin-Losung (etwa 2,5 ml fiir eine
Kulturflasche der GroBe von 175 cm?) iiberschichtet und bei 37 °C (2-3 min fiir HT29, 10-
12 min bei A431) inkubiert. Ein zu langes Einwirken der Trypsin-Losung kann zur irrever-
siblen Schiadigung der Zellen fiihren. Die abgeldsten Zellen werden in 10 ml serumhaltigen
Medium zum Abstoppen der Trypsinreaktion resuspendiert. Einige Tropfen der Zellsus-
pension werden in der Kulturflasche belassen und mit 40 ml (bei einer Flaschengro3e von
175 cm?) angewédrmtes Medium versetzt und unter den in Kapitel 6.3 beschriebenen Be-
dingungen weiter kultiviert. Nach zwei Passagen sollten die Zelllinien in neue Kulturfla-
schen tlberfiihrt werden. Grundsétzlich ist darauf zu achten, dass Zelllinien mit steigender

Kultivierungszeit ihre physiologischen Eigenschaften verdndern. Deswegen sollten Zellli-
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nien nach gewisser Zeit verworfen und neue Zellaliquots in Kultur genommen werden.

[Lindl, 2000]

10x PBS (,,Phosphate buffered saline*):

NaCl 1,71 M

Na,HPO,4 100 mM
KCl 34 mM
KH2P04 18 mM

pH 7,4 einstellen, mit H,Opigest auffiillen, und auf 1x PBS verdiinnte Losungen autoklavie-
ren, Lagerung bei 4 °C

Trypsin-Losung:

Trypsin (Rinderpankreas 3,6 U/mg) 500 mg
EDTA 250 mg
10x PBS 100 ml

Uber Nacht auf Eis riihren lassen, pH-Wert {iberpriifen (7-7,4), mit HyOpjgest auf 1 1 auffiil-
len, steril filtrieren und aliquotieren (5 ml), Lagerung bei 4 °C

6.3.3 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wird eine Neubauer Zdhlkammer verwendet. Die Neubauer Zihl-
kammer besteht aus 9 Quadraten. Jedes Quadrat hat eine Fliche von 1 mm? und eine Tiefe
von 0,1 mm, weshalb ein Volumen von 0,1 ul entsteht. Nach Resuspension der passagier-
ten Zellen werden 20 ul Zellsuspension mit 80 ul Trypan-Blau versetzt und lichtmikrosko-
pisch mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer (Abbildung 72) ausgezdhlt. Dabei werden die

vier Eckquadrate ausgezihlt.

rY
L&

)

Abbildung 72: Darstellung der Neubauer Zahlkammer [modifiziert nach Lindl, 2000]. In den
vier mal vier Eckquadraten (rot umrahmt) werden die lebenden Zellen gezéhlt
und die Zellzahl pro ml bestimmt.
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Lebende Zellen zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, den Farbstoff Trypan-Blau aktiv aus
der Zelle zu befordern und erscheinen deswegen unter dem Mikroskop weil3. Tote Zellen
sind dazu nicht mehr féhig, sie weisen eine blaue Farbe auf. Beim Auszidhlen werden nur
die lebenden Zellen beriicksichtigt. Es wird der Mittelwert aus den Zellen in den vier Eck-
quadraten gebildet und mit dem Verdiinnungsfaktor 5 sowie mit 10000 multipliziert. Dar-

aus ergibt sich die Zellzahl pro ml [Lindl, 2000]

6.3.4 Anlegen und Lagerung von Zellstocks

Nach dem ,,Abtrypsinieren* der Zellen (Kapitel 6.3.2) werden diese in 10 ml neuem Kul-
turmedium aufgenommen. Die zum Lagern bestimmten Aliquots bestehen aus 1 ml Zell-
suspension und 100 pul Dimethylsulfoxid (DMSO). Das DMSO dient hierbei als Frost-
schutzmittel. Die ,,Zellstocks™ werden bei -80 °C zuerst in einer mit Luftpolsterfolie um-
wickelten Styroporbox schonend eingefroren und nach 24 h in die Lagerungsbox umge-

setzt.

6.3.5 In Kultur nehmen von Zellen

Die bei -80 °C gelagerten Zellen werden so schnell wie moglich bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut und mit 10 ml serumhaltigen Medium (Endkonzentration 20 % FKS) versetzt.
Dadurch wird die toxische DMSO-Konzentration von 10 % auf 1 % verringert. Die Zell-
suspension wird fiir 5 min bei ~130 g zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig entfernt,
um so das Frostschutzmittel DMSO zu entfernen. Das Zellpellet wird in Kulturmedium
(20 % FKS) aufgenommen in eine 25 cm’-Kulturflasche iiberfiihrt und bei den unter Kapi-
tel 6.3 beschriebenen Bedingungen kultiviert.

6.3.6 Uberpriifung auf Mykoplasmenkontamination

Unter Mykoplasmen versteht man die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten,
welche die Sterilfilter ungehindert passieren konnen. Durch Anwesenheit von Mykoplas-

men wird der Stoffwechsel der kultivierten Zelllinien gestort. Aus diesem Grund ist eine
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regelmifBige Kontrolle der Zellen auf eine Kontamination durch Mykoplasmen sehr wich-
tig [Alberts et al, 2003].

Die ,,passagierten* Zellen (Kapitel 6.3.2) werden mit geringer Dichte auf einem sterilen
Objekttriager, welcher sich in einer Gewebekulturschale (d = 9,2 cm) mit 10 ml Medium
befindet, ausgestreut. Nach 24 h Inkubationszeit werden die Zellen durch Abspiilen mit
eiskaltem Methanol von Mediumresten befreit und fiir mindestens 15 min in eiskaltem
Methanol (-20 °C) fixiert. Um die Zellen auf mogliche Mykoplasmenkontamination zu
untersuchen, werden die mit Methanol auf dem Objekttrager fixierten Zellen kurz getrock-
net, mit DAPI/SR101-Lésung betropft und vorsichtig ein mit einem Deckglas abgedeckt.
Die Uberpriifung auf Mykoplasmen findet mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskopes (Anre-
gungswellenlédnge A = 450 - 490 nm) statt. Im Bild erscheinen die Zellkerne und die DNA
blau. Das Zytosol ist dagegen rot gefirbt. Die Mykoplasmen erscheinen als blaue Punkte in
Kernnéhe oder im Zytoplasma [Lindl, 2000]. Alle in dieser Dissertation beschriebenen

Versuche wurden mit mykoplasmenfreien Zellen durchgefiihrt.
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6.4 Proteinbestimmung nach der Methode von Bradford

Benotigte Reagenzien: Bradfordreagenz, BSA-Standardlosung

Die Proteinbestimmung nach der Methode von Bradford beruht auf der Anfiarbung von
Proteinen durch den Farbstoff Coomassie®-Brillantblau G250. Der saure Farbstoff besitzt
ein Absorptionsmaximum von A =465nm, das sich in Gegenwart von Aminoséu-
ren/Proteinen zu A =595 nm verschiebt. Die Verschiebung wird durch Komplexbildung
zwischen dem anionischen Farbstoff und den kationischen bzw. unpolaren Seitenketten der
Aminosduren ausgelost [Bradford, 1976].

Die Standardreihe im Konzentrationsbereich von 0,1 - 1,5 mg/ml wird mit Hilfe einer
BSA-Standardlosung (2 mg/ml, Pierce) angesetzt. Der Proteingehalt der Proben wird mit
linearer Regression iiber die Eichgerade nach Abzug des Nullwertes (10 ul Wasser in 1 ml
Bradfordreagenz) bestimmt.

e Die Proben werden mit HyOy;qest. Verdiinnt

Als Kontrollen werden ebenfalls mitgefiihrt
O der zur Aufarbeitung verwendete Puffer in entsprechender Verdiinnung
0 der Nullwert (H2Opidest.)

e Sowohl von der Eichreihe sowie den Kontrollen und Proben werden je 10 pl in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfiihrt und mit 1 ml Bradfordreagenz versetzt.

e Von jeder Losung werden drei Locher einer 96-Lochplatte mit je 200 pl bestiickt.

e Die Mikrotiterplatte wird bei A = 595 nm photometrisch vermessen.

Tabelle 16: Pipettierschema der BSA-Standardreihe.

Endkonzentration [mg/ml] | BSA-Standardlosung [ul] H;Opidest. [11]

0,1 10 190
0,2 20 180
0,4 40 160
0,5 50 150
0,6 60 140
0,8 80 120

1 100 100

1,5 150 50
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Bradfordreagenz: 100 mg Coomassie®-Brillantblau G250
50 ml Ethanol
100 ml Phosphorsédure (85%)
mit H,O auf 11 auffiillen, 4 Wochen stehen las-
sen und filtrieren, im Dunkeln bei RT lagern

6.5 Untersuchungen zur Wachstumshemmung (Sulforhodamin B Test)

Benotigte Reagenzien: Trichloressigsiure (TCA)-Losung, 1 %ige Essigsdurelosung,
Sulforhodamin B-Losung, Tris-Base

Mit Hilfe des Sulforhodamin B (SRB)-Tests lassen sich zellwachstumshemmende Wir-

kungen von Testsubstanzen bestimmen. Dies erfolgt durch das Anférben des Lebendprote-

ins mit SRB-Reagenz. Unter mild sauren Bedingungen bindet das SRB an basische Ami-

nosduren der Zellproteine. Der Farbstoff kann unter basischen Bedingungen (pH ~ 10)

wieder aus den Zellproteinen herausgelost und photometrisch bei einer Wellenldnge von

570 nm vermessen werden [Skehan et al, 1990].

e Aussden von 4500 HT29-Zellen pro Well einer 24-Lochplatte und Anwachsen las-
sen fir 48 h bei 37 °C und 5 % CO,

e Die HT29-Zellen werden fiir 72 h mit den Testsubstanzen bei 37 °C und 5 % CO,
inkubiert; Kontrolle,1 % DMSO

e Abstoppen der Substanzreaktion mit 100 pl 50 %iger (w/v) Trichloressigsidure
(TCA)

e Zellen mindestens 1 h bei 4 °C belassen; dadurch werden die zum Zeitpunkt des
Abstoppens noch lebenden Zellen am Plattenboden fixiert

e Vorsichtiges, viermaliges Waschen unter schwach flieBendem Leitungswasser zur
Entfernung von Zellresten und iiberschiissigem Medium

e Trocknung der 24-Lochplatten

e Firbung der fixierte Zellen mit 250 pl 0,4 %iger (w/v) SRB-Losung fiir mindestens
30 min im Dunkeln

e Abspiilen des nicht an das Zellprotein gebundenen Farbstoffes mit Leitungswasser
(2x) sowie mit 1 %iger (v/v) Essigsdure (2x)

e Nach dem Trocknen wird der Farbstoff mit Tris-Base (pH 10) gelost

e Photometrische Vermessung der Proben gegen Tris-Base mittels Mikrotiterplatten-

lesegerit bei einer Wellenldnge von 570 nm
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Um den Einfluss der Testsubstanzen auf das Wachstum der HT29-Zellen zu bestimmen,
werden die Mittelwerte und die Standardabweichung der Kontrolle und der Testwerte be-
rechnet. Die Mittelwerte der Proben werden auf den Mittelwert der Losungsmittelkontrolle
bezogen. Der ICso-Wert bezeichnet die Testsubstanzkonzentration, bei der die Wachstums-
rate 50 % gegeniiber der Kontrolle betrigt. Die zur Bestimmung des ICso-Wertes benotig-

ten Formeln sind im Formelverzeichnis dargestellt.

Trichloressigsiure (TCA): 50 %ig (w/v) in HyOpigest

Essigsidurelosung: 1 %ig (v/v) in HyOpigest

Sulforhodamin B-Losung: 0,4 %ig (w/v) in 1 %iger Essigsidurelosung

Tris-Base (pH 10): 10 mM Tris in HyOpjdest
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6.6 Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung mittels Durchfluss-

zytometrie

Bendotigte Reagenzien: DAPI / SR101 (Cystain 2 colour flourescence; Partec) Etha-
nol, Nocodazol-Losung, PBS (1x), Trypsin-Losung

Die Durchflusszytometrie (Abbildung 73) ermoglicht das Zahlen und die Analyse von phy-
sikalischen und molekularen Eigenschaften von Zellen einem Fliissigkeitsstrom. Zur Ana-
lyse passieren die in der Losung vereinzelt vorliegenden Zellen in einem engen Strom eine
Durchflusskiivette. Durch diese hydrodynamische Fokussierung werden die Zellen, wie an
einer Perlenkette aufgereiht, meist an einem gebiindelten Lichtstrahl geeigneter Wellenlén-
ge vorbeigeleitet. Die hochempfindliche Interaktionszone ist hierbei der Schnittpunkt zwi-
schen dem Probenstrom und einem bzw. mehreren fokussierten Lichtstrahlen (z. B. Laser
oder UV-Lampe) oder einem elektrischen Feld. Optische (Streulicht, Fluoreszenz) oder
elektrische Signale werden sequentiell fiir jeden einzelnen Partikel bzw. jede einzelne Zelle
generiert. So kommt es bei exakter Anregung der Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes in
den abgefirbten Zellen auf ein héheres Energieniveau. Nach dem Lichtpuls fallen die E-
lektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr Ursprungsniveau zu-
riick. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird,
verhélt sich proportional zur Menge an gebundenen Zellen. Durch die Lichtbeugung und
die Lichtstreuung konnen weitere Informationen (Granularitit des Zytoplasmas, Grof3e des
Zellkerns usw.) ermittelt werden. Die gleichzeitige Messung mit verschiedenen Fluores-
zenzfarbstoffen ist mdglich, da die eingesetzten Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen
Wellenlidnge angeregt werden aber charakteristische Emmissionsspektren aufweisen. Die
emittierte Photonenkonzentration wird durch einen Photodetektor registriert und in Form
einer Zellverteilungsanalyse (Histogramm) angezeigt [Valet, 2003].

Die gemessene Fluoreszenz der in dieser Arbeit verwendeten Farbstoffe DAPI und Sul-
forhodamin 101 ist proportional zum DNA-Gehalt der Zellen. Da der DNA-Gehalt von
Zellen, welche sich in der Go/M-Phase des Zellzyklus befinden, aufgrund des doppelten
Chromosomensatzes grofler ist als in Zellen der G;-Phase, kann somit die Arretierungen

der Zellen in einzelnen Zellzyklus-Phasen ermittelt werden [Valet, 2003].
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Abbildung 73: Schematische  Darstellung eines  Durchflusszytometers mit  Zellsortierung
[http://www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de/zytometrie.jsp].

6.6.1 Zellkultivierung fiir Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung

300.000 HT29-Zellen werden in Petrischalen (d =5 cm) ausgestreut und 48 h unter den in
Kapitel 6.3 beschriebenen Bedingungen kultiviert. Eine Halfte der Petrischalen wird zur
Arretierung der Zellen in der G;-Phase und die andere Halfte zur Arretierung in der G,/M-

Phase benotigt.

6.6.2 Arretierung der HT29-Zellen

Da die Testsubstanzen aufgrund ihrer zelluldren Wirkungen die Zellen sowohl in der G;-
Phase als auch in der Go/M-Phase des Zellzyklus arretieren konnen, ist es notwendig, die

Zellen vor der Substanzinkubation zu synchronisieren.

Serumarrest (G;-Arrest): Die Zellen werden nach der 48-stiindigen Anwachs-
phase (10 % FKS im Kulturmedium) weitere 48 h in
serumfreiem Medium kultiviert.

Nocodazol-Arrest (Go/M-Arrest) Nach der Anwachsphase wird das Kulturmedium ent-
fernt und die Zellen mit 0,5 pg/ ml Nocodazol in se-

rumhaltigem (10 % FKS) Medium fiir 16 h inkubiert.
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6.6.3 Substanzinkubation und Aufarbeitung der HT29-Zellen zur

Durchfluss-zytometrie

Nach der Arretierung wird das entsprechende Medium entfernt und die HT29-Zellen fiir
weitere 36 h mit den Testsubstanzen in serumhaltigem Kulturmedium inkubiert. Zu jedem
Arrest wird jeweils eine Anwachskontrolle (HT29-Zellen in Kulturmedium (Kapitel 6.3),
zum Zeitpunkt an dem die anderen Proben arretiert werden), eine Arrest-Kontrolle (HT29-
Zellen in serumfreiem (nach 48 h) bzw. nocodazolhaltigem Medium (nach 16 h)), sowie
eine Losungsmittel-Kontrolle (DMSO, 1 % Endkonzentration) mitgefithrt und zum gege-
benen Zeitpunkt wie folgt aufgearbeitet.
e Medium in 15 ml PP-Roéhrchen tiberfithren
e Petrischale zweimal mit 0,5 ml angewédrmten PBS (1x, Kapitel 6.3) waschen und
Waschlosung ebenfalls im entsprechenden PP-Réhrchen sammeln
e Zellen werden mit 0,5 ml Trypsin (Kapitel 6.3) bei 37 °C im Brutschrank fiir 2 Mi-
nuten behandelt
e HT29-Zellen mit Pipette ablosen und die Zellsuspension wieder in das entspre-
chende PP-Rdhrchen iiberfiihren
e Petrischale dreimal mit 0,5 ml serumhaltigem Medium nachspiilen, um alle Zellen
abzuldsen
e Gesammelte Zellsuspension 10 min bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugieren
e Uberstand abdekantieren und Zellpellet trocknen lassen
e Zellpellet mit 1 ml 70 %igem, 4 °C kaltem Ethanol resuspendieren

e Lagerung bei 4 °C fiir mehrere Wochen mdéglich

6.6.4 Durchflusszytometrische Vermessung der Proben

e In 70 %igen EtOH gelagertes Zellpellet nochmals gut auf Vortex resuspendieren
(Zellen sollten so gut wie moglich vereinzelt werden)

e Ein Aliquot (200 — 500 pl) entnehmen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 tiber-
fithren

e Zellsuspension 5 min bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugieren

e Uberstand verwerfen
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e Zellen in 1 ml DAPI/ SR101 (,,Cystain 2 colour flourescence®; Partec)-Losung re-
suspendieren und nach Uberfiihrung sofort in ein Sarstedt-Réhrchen sofort zur
Messung einsetzen

e (Qeriteeinstellung Partec PA II:

O Speed 3,5-4
0 Gain FL3 490
FL4 333
FL3 und FL4 werden linear gemessen
e Filtersatz: KG1, BG38, UGI1, TK420, TK560, 0G590, GG43

e Auswerte Software Partec FlowMax
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6.7 Methoden zur Untersuchung von Apoptoseinduktion

6.7.1 Bestimmung von fragmentierter DNA mittels Cell Death Detection
ELISA™ (Roche)

Das Testprinzip des ELISAs (,,enzyme-linked immunosorbent assay) der Firma Roche
beruht auf einem ,,Sandwich-Enzym-Immunoassay* mit monoklonalen Antikérpern gegen
DNA-Fragmente und Histone. Die Quantifizierung der Apoptose erfolgt iiber eine photo-

metrische Vermessung einer Peroxidase vermittelten Farbreaktion (Abbildung 74).

Bindung des Histon-Biotin-Antikdrpers an l
Streptavidin beschichtete Platte

— %
W@y
Zugabe von nukleosomhaltigem ‘ E
Untersuchungsmaterial

oooooo

Zugabe des Peroxidase-gekoppelten DNA- ‘
Antikdrpers Y Y

ABTS
| (Peroxidase-
Substrat)

nnnnn

Peroxidase-vermittelten Farbreaktion

Abbildung 74: Testprinzip des Cell Death Detection ELISA™ von Roche.

6.7.1.1 Zellinkubationsbedingungen

Die im folgenden Abschnitt beschriebenen Zellinkubationsbedingungen wurden fiir die
aufgelisteten Versuche analog durchgefiihrt und werden deswegen in den entsprechenden
Kapiteln nicht nochmals erldutert:

e Bestimmung von fragmentierter DNA (Kapitel 6.7.1)

e Caspase-3-Aktivititsbestimmung (Kapitel 6.7.2)

e PKC-Aktivititsbestimmung nach Zellinkubation (Kapitel 6.11.3)

e Western Blot Analyse mit Antikérpern gegen die PKC-Isoformen o und ¢ (Kapitel

6.11.5)
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o GSK3pB-Aktivititsassay nach Zellinkubation (Kapitel 6.12.7)
e Western Blot Analyse mit Antikdrpern gegen GSK3p, B-Catenin und phosphory-
liertes B-Catenin (Kapitel 6.13)

Es werden 1,5 x 10® HT29-Zellen pro Petrischalen (d =10 cm) bei 5% CO, und 37 °C
kultiviert. Nach 48 h wird das FKS von 10 % auf 1 % fiir 24 h reduziert. Die Substanz-
inkubation erfolgt serumfrei fiir weitere 24 h. Die Losungsmittelkonzentration (DMSO)

betrdgt 1 % im Endansatz.

6.7.1.2 Zellaufarbeitung fiir den Apoptose-ELISA

Die Aufarbeitung wurde modifiziert nach Marko et al. [2003] durchgefiihrt.

e Medium in 15 ml PP-Réhrchen tiberfithren

e Petrischale zweimal mit angewidrmten 1 ml PBS (1x, Kapitel 6.3) waschen und
Waschlosung ebenfalls im entsprechenden PP-R6hrchen sammeln

e Zell mit 1 ml Trypsin (Kapitel 6.3) bei 37 °C im Brutschrank fiir zwei Minuten in-
kubieren

e HT29-Zellen mit Pipette ablosen und die Zellsuspension wieder in das entspre-
chende PP-Rohrchen tiberfiihren

e Petrischale dreimal mit 1 ml serumhaltigem DMEM-Medium (Kapitel 6.3) nach-
spiilen, um alle Zellen abzuldsen und Medium ebenfalls sammeln

e Zellsuspension 10 min bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugieren

e Pellet in 2ml 1x PBS vorsichtig resuspendieren und in ein 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal} iiberfiithren

e Auszdhlen der Zellen in der Neubauer-Zahlkammer fiir jede Platte (Kapitel 6.3.3)

e Das entsprechende Volumen mit 15.000 Zellen in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefal} iiberfiithren

e Nach der Zugabe von 200 ul Lyse-Puffer (Cell Death Detection ELISAPI“S) erfolgt
die Zelllyse bei RT fiir 30 min und ein Zentrifugationsschritt bei 20.000 g fiir
10 min bei RT
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6.7.1.3 Durchfiihrung des Cell Death Detection ELISA™ (Roche)

Alle benoétigten Antikorper, die Positivkontrolle (Histone), der Inkubationspuffer, der Ly-

sepuffer, der Substratpuffer, ABTS® und eine Streptavidin-beschichtete 96-Lochplatte sind

im ELISA-Testsystem von Roche enthalten.

Losen der Lyophilisate des primiren Anti-Histon-Biotin Antikorpers, des sekundai-
ren Peroxidase (POD)-gekoppelteten Anti-DNA-Antikorpers und des DNA-Histon-
Komplexes (Positivkontrolle) in je 450 pl HaOpigest

10 min bei RT stehen lassen und danach gut mischen (Vortex)

Lagerung bei 2 — 8 °C, stabil fiir zwei Monate

Direkt vor der Versuchsdurchfithrung eine ABTS"-Tablette in 5 ml Substratpuffer
16sen und bei 15 — 25 °C lagern (vor Licht schiitzen!)

Herstellung des Immunoreagenzes durch Mischen von 1/20 (v/v) Anti-DNA Anti-
korper und 1/20 (v/v) Anti-Histon-Biotin Antikérper in 18/20 (v/v) in Inkubations-
puffer (Tabelle 17)

Der Anti-Histon-Biotin Antikorper bindet spezifisch Histon HI, H2A, H2B, H3 und H4,

der Anti-DNA Antikorper an einzel- und doppelstringige DNA.

Tabelle 17: Pipettierschema fiir das Immunoreagenz
100 Ansitze
Inkubationspuffer 7200 pl
Anti-Histon Biotin 400 pl
Anti-DNA-POD 400 pl
Y = Immunoreagenz 8000 pl

Versuchsdurchfiihrung:  Alle Ansédtze werden in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

20 ul Zelllysat werden pro Vertiefung in eine Streptavidin-beschichtete 96-
Lochplatte pipettiert (dabei darauf achten, dass bei Uberfiihrung des Zentrifuga-
tionsiiberstandes, dass Zellpellet nicht beschidigt wird)

Hintergrund: 20 pl Inkubationspuffer/Loch

Positivkontrolle: 20 pl/Loch
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e Negativkontrolle: 20 ul DMSO-Losung (1 % im Endansatz)/Loch

e Injede Vertiefung der 96-Lochtiterplatte werden 80 pul Immunoreagenz hinzupipet-
tiert

e Die Mikrotiterplatte abdecken und 2 h bei RT und 300 rpm auf dem Vortexer
schiitteln

e Die Losung entfernen und die Platte dreimal mit 100 ul Inkubationspuffer ausspii-
len

e Zugabe von 100 ul ABTS®-Puffer

e Photometrische Vermessung bei A =405 nm gegen ABTS®-Losung als Leerwert
(Arer= 490 nm)

e Die Messung wird alle 2 Minuten durchgefiihrt, bis der Absorptionswert der Posi-
tivkontrolle zwischen 0,7-1 liegt (linearer Bereich)

Die DNA-Fragmentierung wird in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle als T/C [%] be-

rechnet.

6.7.2 Untersuchung zur Caspase-3-Induktion

Benotigte Reagenzien: AFC-Stammlosung, Caspase-3-Substrat (DEVD-AFC),
Caspase-3-Inhibitor (DEVD-CHO), Fluoreszenzstandard,
Dithiothreitol (DTT)-Stammlosung, Lyse-Puffer und Assay-
puffer

Das eingesetzte Substrat DEVD-AFC (Asp-Glu-Val-Asp-AFC (7-Amino-4-trifluormethyl-
cumarin)) wird nach Asp-4 durch die Caspase-3 gespalten. Dabei wird fluoreszierendes
AFC frei. Da dies nicht nur durch Caspase-3, sondern auch durch unspezifische Proteasen
geschieht, wurde der spezifische Caspase-3-Inhibitor DEVD-CHO (Aldehyd) eingesetzt
(Abbildung 75).

Caspase 3

o e v oI ——— [

Abbildung 75: Schematische Darstellung des Caspase 3-Aktivitidtsassys. D, Asparaginséure; E,
Glutaminsdure; Val, Valin; AFC, 7-Amino-4-trifluormethylcumarin)
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Die spezifische Caspase-3-Aktivitit berechnet sich aus der Gesamt-DEVDase (ohne
DEVD-CHO) — unspezifische DEVDase (mit DEVD-CHO).

6.7.2.1 Erstellung der AFC-Standardgerade

Messpunkte der Standardgerade: 0 — 10 uM (Tabelle 18)

e AFC-Arbeitslosung [10 uM]: 10 mM Stammlosung in Assay-Puffer mit 1 % (v/v)
DTT-Stammlosung verdiinnen (Lichtempfindlichkeit beachten und Stock gleich
wieder einfrieren).

e Messung am Fluoreszendetektor (Plattenlesegerit) sofort bei RT beginnen! (4-fach-
Bestimmung)

e Zugehorige Fluoreszenzen bestimmen und Linearititsbereich festlegen

e Filterpaar: Extinktion 390 nm, Emission 520 nm

Tabelle 18: Pipettierschema fiir AFC-Standardgerade.

Konzentration [uM] Arbeitslosung [pl] Assay-Puffer [ul]
0 - 100
0,1 1 99
0,3 3 97
0,5 5 95
0,8 8 92
1 10 90
2 20 80
4 40 60
6 60 40
8 80 20
10 100 0

Die Inkubation der HT29-Zellen wird wie unter Kapitel 6.7.1.1 beschrieben durchgefiihrt
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6.7.2.2 Zellaufarbeitung fiir die Caspase-3-Aktivititsbestimmung

e Medium in 15 ml PP-R&hrchen tiberfithren

e Petrischale zweimal mit 1 ml angewédrmten PBS (Kapitel 6.3) waschen und Wasch-
16sung ebenfalls im entsprechenden PP-Réhrchen sammeln

e Zellen mit 1 ml Trypsin (Kapitel 6.3.2) bei 37 °C im Brutschrank fiir 2 Minuten in-
kubieren

e HT29-Zellen mit Pipette abldsen und die Zellsuspension wieder in das entspre-
chende PP-Rdhrchen iiberfiihren

e Petrischale dreimal mit 1 ml serumhaltigem DMEM-Medium (Kapitel 6.3) nach-
spiilen, um alle Zellen abzuldsen und das Medium ebenfalls sammeln

e Zellsuspension 10 min bei 200 g und Raumtemperatur zentrifugieren

e Pellet in 2ml 1x PBS vorsichtig resuspendieren und in ein 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefal tiberfithren

e Zentrifugation fiir 5 min, 200 g bei RT

e Pellet trocken ziehen, 150 pul Lyse-Puffer hinzufiigen und 30 min auf Eis stehen
lassen (alle 5 min gut ,,vortexen®)

e Zentrifugation bei 20.000 g fiir 10 min und 4 °C

e Uberstand aufteilen: ein Aliquot a 120 pl (Caspase-3-Assay) und ein Aliquot a
20 ul (Proteinbestimmung nach Bradford). Bis zur Caspase-3-Bestimmung bei

-80 °C lagern (max. 3 Monate)

6.7.2.3 Caspase-3-Aktivititsassay

e Die bei -80 °C gelagerten Zelllysate langsam auf Eis auftauen
e Assay-Puffer vorbereiten: pro Ansatz werden 100 pul Assay-Puffer und 1 pl DTT-
Stammldsung benotigt
e Spezifischen Caspase-3-Inhibitor vorbereiten: pro Block-Ansatz werden 10 pl In-
hibitor-Arbeitslosung (1 uM) benotigt:
0 Stock (200 uM) 1:200 mit Assay-Puffer verdiinnen
e Caspase-Substrat vorbereiten: pro ungeblocktem Ansatz werden 10 pl Substrat-

Arbeitslosung (2 mM) benotigt (lichtempfindlich!)
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e Alle Losungen bis zum Gebrauch auf Eis lagern!

Tabelle 19: Pipettierschema fiir Caspase-3-Aktivitdtsbestimmung.
Assay-Puffer | Zelllysat | DEVD-CHO | DEVD-AFC
[ud] [ud] [ud] [ud]
Leerwert 90 - - 10
Leerwert mit Inhibitor 80 - 10 10
Zelllysat 40 50 - 10
geblocktes Zelllysat 30 50 10 10

AuBer Caspase-3-Substrat alles zusammenpipettieren (Tabelle 19)

Im Fluoreszenzplattenlesegerdt 10 min bei RT schiitteln

Zwischenzeitlich Caspase-Substrat auf RT bringen

Mit 10 pl Substrat die Caspasereaktion starten

Kurz im Plattenlesegerit schiitteln

Messintervall: jede Minute fiir eine Stunde (61 Messungen)

AFC-Zunahme tliber die Zeit ermitteln

Die Leerwert-Fluoreszenz wird iiberall abgezogen

Leerwert-bereinigte Fluoreszenzen mit Hilfe der Standardgeraden (Kapitel 6.7.2.1)
in AFC-Konzentrationen umrechnen (nur linearen Bereich der Kinetik beriicksich-

tigen)

6.7.2.3.1 Berechnung der spezifischen Caspase-3-Aktivitit

Aus berechneter AFC-Konzentration den AFC-Gehalt in nmol berechnen:
0 entstandenes AFC = umgesetztes Substrat in pmol
umgesetztes Substrat in nmol in Bezug zur Reaktionszeit in min setzen:
0 Aktivitdit = nmol AFC/min
Aktivitdt in Bezug zur eingesetzten Proteinmenge setzen:
0 Proteinmenge in den eingesetzten 50 pl Lysat in mg
Daraus ergibt sich die DEVDase-Aktivitdt in nmol AFC pro min x mg Protein
Die spezifische Caspase-Aktivitdt berechnet sich aus der Differenz zwischen unge-

blockter und geblockter DEVDase-Aktivitit

171



Material und Methoden

Caspase-3-Assay

Fluoreszenzstandard: 5 mg 7-Amino-4-trifluormethylcumarin
(AFC, Sigma #A8401)
2,18 ml DMSO
Caspase 3-Substrat: 5 mg DEVD-AFC (Biomol # P409)
392 ul  DMSO
Lagerung des 20 mM Stocks bei -20°C in
Alufolie
Caspase 3-Inhibitor: 1 mg DEVD-CHO (Biomol # P410)
400 ul  DMSO
Lagerung des 200 mM Stocks bei -80 °C
1 M DTT-Stammldsung: 100 mg DTT
650 ul HoOpidest
Lagerung bei -20 °C
Lysepuffer: 50 mM HEPES (pH 7,4)
0,1 mM EDTA
0,1 % (v/v) Triton X-100
0,1 % (w/v) CHAPS
Lagerung bei 4 °C
Vor Verwendung frisch hinzugeben (End-
konzentratin):

O |1 mM DTT-Losung; 1 mM PMSF
und je 1 pg/ml Leupeptin und Pep-
statin

Assaypuffer 50 mM HEPES (pH 7,4)
1 mM EDTA
100 mM  NaCl
0,1 % (w/v) CHAPS
10 % (v/v) Glyzerol
Lagerung bei 4 °C

Vor Verwendung frisch hinzugeben (End-
konzentration):

0 10 mM DTT-Losung
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6.8 Bestimmung der Proteintyrosinkinase (PTK)-Aktivitit des epider-
malen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR)

6.8.1 Kultivierung der Zellen

Zur Aufreinigung des EGFR werden 40 Petrischalen (d =14 cm) mit jeweils 3,6 x 10°
A431-Zellen in serumhaltigem ME-Medium ausgesét und bei 37°C, 5 % CO, und 95 %
Luftfeuchte kultiviert. Die Aufarbeitung zur Rezeptorisolierung erfolgt nach dem Errei-
chen einer Zelldichte von 80-90 % [Gastpar 1997]. Alle Aufarbeitungsschritte werden auf
Eis durchgefiihrt.

6.8.2 Isolierung und Aufreinigung des EGF Rezeptors

Benotigte Reagenzien: CaCl, -Losung, DTT-Losung, , KMP-Puffer, KMP-T-Puffer,
N-Acetylglukosamin-haltiger Saulenpuffer, NaCl-Losung,
NaNj3-haltige NaCl-Losung, PBS (1x), Trypsin/ EDTA-
Losung, Saulenpuffer

Nach Entfernung des Kulturmediums werden die Petrischalen zweimal mit je 3 ml PBS
(1x) gewaschen. Zur Abtrypsinierung der Zellen werden diese mit 3 ml Trypsin/EDTA fiir
12 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die A431-Zellen werden danach mit 2 ml se-
rumhaltigem Medium von der Oberflache der Petrischale mit Hilfe eines Zellschabers ge-
16st. Diese Zellsuspension wird in 50 ml PP-Rohrchen tiberfiihrt. Mit 3 ml PBS (1x) wer-
den die Schalen nachgespiilt und die Losung mit der Zellsuspension in den PP-Réhrchen
vereinigt. Anschliefend folgt ein Zentrifugationsschritt von 8 min bei 2000 g und 4 °C.
Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet wird mit 1 x PBS (Kapitel 6.3) resuspen-
diert. Nach Vereinigung der Zellpellets wird nochmals unter den gleichen Bedingungen
zentrifugiert. Nach Abdekantieren des Uberstandes wird das Zellfeuchtgewicht bestimmt,
welches bei 40 groBen Petrischalen in etwa 2 g betragen sollte. Das Zellpellet wird in
10 ml KMP-Puffer resuspendiert. Mit einer dreimaligen Ultraschallbehandlung (je 10 s auf
Eis mit jeweils 20 s Pausen), wird das Aufbrechen der Zellmembran erreicht. Durch vier
Zentrifugationsschritte in der Ultrazentrifuge (UZ) von je 18 min bei 15000 g (2 —4 °C)
wird die geloste, EGFR-haltige Membran von anderen Zellbestandteilen getrennt. Nach
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jedem Zentrifugationsschritt werden die Uberstinde auf Eis gesammelt. Das Pellet wird
jeweils in 10 ml KMP-Puffer resuspendiert und vor jeder neuen Zentrifugation erneut mit
Ultraschall fiir 3 x 5 s behandelt. Das Pellet kann schlieBlich nach dem vierten UZ-Schritt
verworfen werden; der Uberstand dagegen wird mit 1 M CaCl, x 2 H,O-Losung auf eine
Endkonzentration von 10 mM CaCl, eingestellt. Dadurch aggregieren die intrazelluldren
Membranbestandteile bei Raumtemperatur (15 min), was durch eine deutliche Triibung der
Suspension sichtbar wird. Die aggregierten Membranbestandteile werden 30 min bei
7000 g (2 °C) abzentrifugiert und verworfen. Der Uberstand wird halbiert und nochmals
fiir 60 min (2 — 4 °C) bei 100.000 g in der UZ zentrifugiert. Die erhaltenen Membranpellets
werden bei -80 °C gelagert und sind unter diesen Bedingungen 6 - 12 Monate haltbar.

Die Aufreinigung des EGFR erfolgt mittels Absorptionschromatographie an Weizenkeim-
lektinagarose [Gastpar, 1997]. Dazu wird eine Sdule mit Natriumazid-stabilisierte Weizen-
keimlektinagarose befiillt und iiber Nacht mit 1 M NaCl-Losung und einer Durchflussrate
von 0,1 ml/min bei 4 °C gespiilt, um die Weizenkeimlektinagarose von dem antimikrobiell
und —fungizid wirkenden Natriumazid (NaN3) zu befreien. Um Aktivititsverluste des
EGFR bei der Aufreinigung zu vermeiden, werden alle Arbeitschritte auf Eis durchgefiihrt.
Einer der gelagerten Membranpellets (von 20 Platten) wird mit KMP-T-Puffer resuspen-
diert und eine Stunde geriihrt. Die Abtrennung ungeldster Bestandteile erfolgt durch die
Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 1 h und 4 °C.

Unterdessen wird die Sdule mit etwa 100 ml Séaulenpuffer equilibiriert. Der Zentrifuga-
tionsiiberstand wird auf die Siule gegeben, das Eluat im PP-Rohrchen gesammelt und er-
neut auf die Sdule gegeben. Dieser Schritt wird anschlieBend noch zweimal wiederholt.
Dabei binden die Proteine an das Sdulenmaterial. Zur Beseitigung von Zellbestandteilen
wird nochmals mit Sadulenpuffer gespiilt. Mit 0,3 M N-Acetyl-D-Glukosaminhaltigem
(25 ml) Saulenpuffer wird der EGFR schlieBlich eluiert und in 5 Fraktionen zu je 4,5 ml
aufgefangen. Nach Zugabe von je 500 ul 10 mM DTT-Losung zu jeder EGFR-haltigen
Fraktion werden die Fraktionen in je zehn Aliquots in Eppendorf-Reaktionsgefd3e aufge-
teilt und bei —80°C gelagert.

Da die Weizenkeimlektinagarose mehrfach verwendet werden kann, jedoch sehr anfillig

gegeniiber Mikroben ist, wird {iber Nacht mit 1 M NaCl mit 0,02 % (w/v) NaNj; gespiilt.
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CaCl,-Losung: 1M CaCl; x 2 H,O
DTT-Losung: 10 mM Dithiothreitol
PMSF-Stammlosung: 100 mM PMSF in Isopropanol
KMP-Puffer Stammlésung: 20mM PIPES
I mM MgCl, x 6 H,O
5mM KCI
KMP-Puffer: 10 ml KMP-Puffer-Stammlosung
0,2 mM PMSF
KMP-T-Puffer: 10 ml KMP-Puffer-Stammlosung
100 ul  Triton™ X-100
0,2 mM PMSF
Saulenpuffer (pH 7,2): 40 mM HEPES
500 mM NacCl

pH-Wert einstellen, dann erst Zugabe
10 % (v/v) Glyzerol
0,05 % (v/v) Triton® X-100

N-Acetylglukosamin-haltiger 9,95 g N-Acetyl-D-Glukosamin
Séaulenpuffer (300 mmol): 150 ml Séulenpuffer
NaCl-Losung: I M NaCl
NaN;-haltige NaCl-Losung: 0,02 % (w/v) NaN3 in NaCl-Losung
1 x PBS: Kapitel 6.3.2
Trypsin/EDTA-Losung: 0,25 g Trypsin

0,35g EDTA

Mit 1 x PBS auf 500 ml auffiillen

6.8.3 Beschichten von Mikrotiterplatten mit Substrat

Benotigte Reagenzien: Poly (Glu, Tyr) 4:1-Losung (Sigma Aldrich), Waschpuffer

Zehn 96-Loch-Immunoplatten (Greiner) mit hoher Proteinbindungskapazitit werden iiber
Nacht mit je 100 pul des  Proteintyrosinkinase  (PTK)-Substrates  Poly-
Glutaminséure/Tyrosin (Poly Glu; Tyr 4:1) pro Vertiefung bei 35 °C im Trockenschrank
inkubiert. Sobald die Platten getrocknet sind, werden sie dreimal mit 200 pl/Well Wasch-

puffer fiir je 5 min gewaschen, ausgeklopft und im Trockenschrank bei 35 °C erneut ge-

175



Material und Methoden EGFR-ELISA

trocknet. Die beschichteten Platten werden in einem dunklen Raum/Karton in Plastiktiten

gelagert werden.

6.8.4 Testung der einzelnen EGFR-Fraktionen auf ihre PTK-Aktivitit

Benotigte Reagenzien: ABTS®-L6sung, Antikorperlosung (Anti-Phosphotyrosinper-
oxidase (PY99, Santa Cruz)), Assaypuffer, PBS/0,1 % BSA,

Tyrphostin AG1478, Waschpuffer
Zur Untersuchung der PTK-Aktivitit des EGFR werden die ersten vier der aufgereinigten
Fraktionen herangezogen. Ein Aliquot jeder dieser vier Fraktionen wird jeweils mit
PBS/0,1 % BSA im Verhiltnis 1:2, 1:4, 1:6 und 1:8 auf ein Volumen von 500 pl verdiinnt.
Die Methode erfolgt, ohne Mehrfachbestimmung, wie unter Kapitel 6.8.5 beschrieben. Die
Fraktionen, die nach maximal einer Stunde bei 35°C bei 405 nm eine Extinktion von 0,8 -
1,2 aufweisen, konnen in der entsprechenden Verdiinnung fiir den EGFR-ELISA verwen-

det werden.

6.8.5 Aktivititsuntersuchungen der EGFR-assoziierten Proteintyrosin-

kinaseaktivitit (ELISA)

Der Einfluss von Testsubstanzen auf die PTK-Aktivitit des EGFR wird mittels enzymver-
mittelter Immunoreaktion (ELISA: ,enzyme linked immunosorbent assay) bestimmt

(Abbildung 76).
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Beschichten von 96-Well-
Platten mit Poly-Glutamin msp
Tyrosin (4:1) Peptid

=
ATP
Starten der Kinasereaktion

mit EGFR-haltiger Membran- =)

fraktion und ATP

Kopplung eines Peroxidase- @@
konjungierten Phosphotyro- == 19

sin Antikérpers
ABTS®
(Peroxidase-
substrat)

Photometrische Messung -—) ?@
bei 405 nm 1Y

Abbildung 76: Testprinzip des EGFR-ELISA [modifiziert nach Meiers et al, 2001; Marko et al,
2004]

e Erwidrmung einer Kupferplatte im Trockenschrank bei 35 °C zur spéteren gleich-
méBige Warmeverteilung auf alle ,,Wells* der 96-Lochplatte

e Die Randlocher werden mit 100 pl HyOpigest befiillt, um bei den Inkubationen glei-
che Bedingungen in den iibrigen Vertiefungen zu erhalten (Abbildung 77).

e 10 pl der Testsubstanz in 10 %iger DMSO-Ldsung in HyOpigest Werden vorgelegt.

e Im Vergleich dazu werden zur Normalreaktion und zum Blindwert 10 %ige
DMSO-L6sung in HyOpgest Vorgelegt (Abbildung 77).

e Als positive Hemmkontrolle wird Tyrphostin AG1478 (100 puM in 10 %iger
DMSO-Losung in HyOpigest) mitgefiihrt (Abbildung 77).

e Aktive EGFR-haltige Fraktion wird auf Eis aufgetaut und nach Bedarf in 1x PBS
(Kapitel 6.3.2) verdiinnt. Pro Loch werden 40 ul der EGFR-Verdiinnung zugegeben
und 10 min bei RT mit den Testsubstanzen inkubiert.

e Zum Blindwert werden 50 pl H,Opigest gegeben. In den anderen Vertiefungen
(Normalreaktion, positive Hemmkontrolle und Testsubstanzen) wird die Tyrosinki-
nasereaktion durch Zugabe von 50 pl, auf 37 °C erwédrmten, Assaypuffer gestartet
(30 min bei 35 °C im Trockenschrank).

e Die Proteintyrosinkiansereaktion wird durch Absaugen der Losungen und dreimali-

ges Waschen von je 5 min mit je 200 ul Waschpuffer gestoppt.
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e Die Platten werden dann zum Trocknen gut ausgeklopft.

e Zujedem Ansatz der trockenen Immunolochplatte werden je 75 pl frisch angesetzte
Anti-Phosphotyrosinperoxidase-Losung, Peroxidase gekoppeltes Antiphsophotyro-
sin IgG (1:2000) in PBS(1x)/1 % BSA, im Dunkeln pipettiert.

e Nach 1 h bei 35 °C wird die Antikérperlosung entfernt und wie oben beschrieben
gewaschen.

e Durch Zugabe von 100 pl ABTS®-Lésung wird die Peroxidase-Reaktion im Dun-
keln gestartet. Es kommt zur peroxidasevermittelten Farbreaktion (Griinfirbung).
Nach maximal 1 h bei 35 °C wird die Farbreaktion photometrisch bei A = 405 nm
gegen A = 490 nm vermessen. Die PTK-Aktivititshemmung zeigt sich durch eine
weniger intensive Griinfarbung (Abbildung 77).

Die Auswertung erfolgt als ,,Test over Control“ [T/C]-Wert in Bezug auf den als 100 %

gesetzten Mittelwert der Normalreaktion (= Lodsungsmittelkontrolle). Nachfolgend ist

die Formel fiir den ,,Test over Control* — Wert aufgefiihrt:

T/C: “Test over Control” — Wert
T-C T: optische Dichte der Testsubst
0/1—_ N o : ptische Dichte der Testsubstanz
T/Cl%]= C 100% Cn: optische Dichte der Normalreaktion

BN Cs: optische Dichte des Blindwerts
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A
B

B
C T T T T T
D
E
F T T T T T

I3
G
H

Abbildung 77: Pipettierschema fiir eine Mikrotiterplatte im EGFR-ELISA. Blau, H)Opiges;; B,
Basiswert; N, Normal, Ldsungsmittelkontrolle; P, Positivkontrolle, Tyrphostin
AG1478 [10 uM]; T Testsubstanz, (2-11 in steigender Konzentration).
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ABTS®-L6sung:
(lichtempfindlich)

1x

ABTS®-Tablette in 5ml 10x- ABTS®-

Puffer 16sen
mit 45 ml HyOu;qest auffiillen

Antikoperlosung:

1 % (W/v)
1:2000

BSA
Anti-Phosphotyrosin
Cruz) in PBS (1 x)

(PY99,

Santa

Assaypuffer (pH 7,2):

50 mM
10 mM
2 mM
200 uM

HEPES

MgC12 X 6 HzO

MnClz x4 Hzo

ATP

in 5 ml-Réhrchen aliquotieren
Lagerung -20 °C

Poly (Glu, Tyr) 4:1-Losung :

0,1 mg

Poly (Glu, Tyr) 4:1 in 1 ml PBS (1 x)

Tyrphostin-Losung:

100 pM

Tyrphostin ~ AG1478 in
DMSO-L6sung in HyOpigest.

10 %iger

Waschpuffer:

0,1 % (v/v)

Tween-20 in PBS (1 x)

PBS

Kapitel 6.3.2

179



Material und Methoden SDS-PAGE

6.9 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot Analyse

Benotigte Reagenzien: Ammoniumpersulfat (APS)-Losung, Blockingreagenz, Blot-
tingpuffer, LumiGlo®-Reagenz, Rotiphorese 30 (37,5:1),
SDS-Laufpuffer, SeeBlue®-Plus2 Proteinmolekulargewichts-
standard, SDS-Losung, SDS-Probenpuffer, n-Butanol,
N, N, N°, N’-Tetramethylendiamin (TEMED), Tris/HCI
(1,5 M), Tris/HC1 (0,5 M), Waschpuffer

6.9.1 Auftrennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher Natrium-

dodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese (diskSDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen erfolgt mittels SDS-PAGE in einem Vertikalsystem (Mi-
niProtean II der Firma BioRad). Dazu werden Glasplatten entsprechend der Anleitung im
GieBstand fixiert und dienen danach als Wiande in der Kathodenpufferkammer. Zur Tren-
nung der zu untersuchenden Proteine wurden Trenngele mit unterschiedlichen Polyacryla-

midanteilen verwendet (Tabelle 20).

Tabelle 20: Liste der zu charakterisierenden Proteine und der Polyacrylamidanteil der verwen-
deten Trenngele.

i T T MG Polyacrylamidanteil des Trenngels
[KDA] [Yo]

EGFR und phospho-EGFR 175 7

ERK1/2 (p44/p42) 44/42 12
GSK3p 46 12
B-Catenin und phospho-p-Catenin 92 10
PKCa 80 10
PKCS 78/38 10
o-Tubulin 54 12

Die Pipettierschemata fiir Trenngele mit Polyacrylamidgelanteilen von 7 %, 10 % und
12 % sind in Tabelle 21 dargestellt. Die angegebenen Mengen reichen fiir ein Trenngel mit

einer Breite von 8,3 cm, Hohe von 5 cm und Dicke von 0,1 cm.
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Tabelle 21: Pipettierschemata fiir die verwendeten Trenngele (1x).
Komponenten Polyacrylamidanteil im Trenngel

7 Y%ig 10 %ig 12 %ig
H>Opidest 2,54 ml 2,05 ml 1,72 ml
Tris/HCI (1,5 M) pH 8.8 1,23 ml 1,23 ml 1,23 ml
Rotiphorese (37,5 : 1)-Losung 1,15 ml 1,65 ml 1,97 ml
10 %ige SDS-Losung 49,2 ul 49,2 ul 49,2 ul
APS-Losung 24,6 ul 24,6 ul 24,6 ul
TEMED 2,46 ul 2,46 ul 2,46 ul

Das Trenngel wird bis auf eine Hohe von etwas 5 cm (~ 3,5 ml) zwischen die beiden Glas-
platten pipettiert (Abbildung 78) und zum Ausschluss von Luftsauerstoff mit n-Butanol

uberschichtet.

Kamm , .| R ,f.l
= v L 'y Fl -
Abstandshalter . |l ' I - M

)1 K8 I I

| L i E

N BN - i . |

Seitenansicht Frontansicht Aufsicht

Abbildung 78: Darstellung des verwendeten Vertikalsystems MiniProteanll der Firma BioRad

Nach vollstindiger Polymerisierung des Gels wird das n-Butanol entfernt. Nach Spiilung
mit H,O und der Entfernung der Wasserreste mit einem Papiertuch folgt das AufgieBen des
Sammelgels (Tabelle 22). Ein Kamm dient dabei zur Ausbildung der Probentaschen
(Abbildung 78).
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Tabelle 22:  Pipettierschema eines Sammelgels.

Komponenten Sammelgel

4 %ig
HoOpidest 1,2 ml
Tris/HCI (0,5 M) pH 6,8 500 ul
Rotiphorese (37,5 : 1)-Losung 250 pl
10 %ige SDS-Losung 20 ul
APS-Losung 20 pul
TEMED 2 ul

Nach Polymerisierung des Sammelgels wird der Kamm vorsichtig entfernt, die Probenta-
schen mit HyOpigest gespiilt und das Wasser wieder aus den Taschen mittels Kaniile und
Wasserstrahlpumpe entfernt. Die Probenaufarbeitung wird bei den jeweiligen Untersu-
chungen beschrieben. Die Proben werden mit 6x SDS-Probenpuffer 5 min bei 95 °C erhitzt
und nach kurzer Abkiihlung in die Probentaschen pipettiert (40 pug Gesamtproteinmenge).
Um einerseits das Molekulargewicht des zu charakterisierenden Proteins zu bestimmen
und zusitzlich der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine zu folgen, wird ein Prote-
inmolekulargewichtsstandard (SeeBlue Plus2) mitgefiihrt. Die Elektrophorese wird nach
dem Auffiillen der Elektrophoresekammer mit SDS-Laufpuffer (1x) gestartet. Die e-
lektrophoretische Trennung der Proteine wird mit einer Spannung von U = 100 V durchge-
fiihrt, die jedoch nach dem Ubertreten der Proteine ins Trenngel auf U =130V erhoht

werden kann.

6.9.2 Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran und Detektion

mittels spezifischer Antikorper

Der Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran erfolgt mittels ,,semi-dry Blot™
in Anwesenheit von ,,Blotting-Puffer. Die dafiir benétigten Whatman-Papiere und die
Nitrozellulosemembran miissen zuvor in 1x-Blotting-Puffer equilibriert werden. Der Auf-
bau erfolgt so, dass auf der Anodenseite nach zwei Whatman-Papieren die Nitrocellulose-
membran, das Gel und nach weiteren zwei Whatman-Papieren die Kathodenseite des ,,se-
mi-dry* Elektroblotter aufgelegt wird. Beim Aufbau des ,,Sandwich® aus den Whatman-

Papieren, der Nitrozellulosemembran und des Gels ist darauf zu achten, dass sich keine
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Luftblasen zwischen den Schichten bilden, da dadurch der Proteintransfer verhindert wird.
Der Proteintransfer wird bei einer konstanten Stromstirke von I =50 mA pro Gel iiber
90 min durchgefiihrt.
Im Anschluss an den Proteintransfer wird die Membran fiir 1 h bei RT oder tiber Nacht bei
4 °C in ,,Blockingreagenz® geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken.
Das Protokoll der Antikdrperinkubation wird im folgenden Abschnitt kurz erlautert.
e Inkubation mit Erstantikérperldsung: Nitrozellulosemembran mit Erstantikorper je
nach Herstellerangaben in 1x TBS / 0,1 % Tween 20-Losung mit entweder 5 %
(w/v) Rinderserumalbumin (BSA) oder 5 % (w/v) Milchpulver fiir 90 min bei RT
oder iiber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubieren
¢ 3 x 5 min in Waschpuffer waschen
e Inkubation mit Zweitantikdrperlosung: Nitrozellulosemembran mit einem Peroxi-
dase-gekoppelten Zweitantikorper (1:2000 v/v) in ,,Blockingreagenz* fiir 60 min
bei RT auf dem Uberkopfschiittler inkubieren
¢ 3 x 5 min in Waschpuffer waschen
e Einminiitige Inkubation mit LumiGlo®-Losung
e Detektion und Auswertung erfolgte mittels Lumi-Imager™ mit der LumiAnalyst
3.0 Software zur Semiquantifizierung (Roche Diagnostics, Mannheim) bzw. mittels

LAS3000 mit der Aida Image Analyser-Software Version 3.52 (Fuji/Raytest,

Deutschland).
e Die semiquantitative Auswertung erfolgt in Bezug zur Losungsmittelkontrolle als
T/C in [%]
Ammoniumpersulfat (APS)-Losung: 10 % (w/v) APS in HyOpjigest.
Blockingreagenz: 5% (w/v) BSA
0,1 % (v/v) Tween 20 in 1x TBS
2x Blottingpuffer: 78 mM  Glycin
96 mM Tris/HCI
0,074 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Methanol
LumiGlo®-Reagenz: 9ml  H;Opidest

0,5ml Reagenz A (Luminol)
0,5 ml Reagenz B (H,0,)
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10x SDS-Laufpuffer:

2M
250 mM
1 % (w/v)

Glycin
Tris/HCI pH 8,3
SDS

SDS-Losung:

10 % (w/v)

SDS in HyOpigest.

6x SDS-Probenpuffer:

50 ml
40 ml
1,24 g
0,16 g

5% (v/v)

0,5 M Tris/HCI (pH 6,8)
Glyzerol

SDS

Bromphenolblau

Vor Gebrauch frisch hinzu-
geben:

B—Mercaptoethanol

Tris/HCI (pH 8,8) fiir Trenngele:

1,5M

Tris/HCI

Tris/HCI (pH 6,8) fiir Sammelgele:

0,5M

Tris/HCI

20x TBS:

2,6 M
0,4M

NaCl
Tris/HCI (pH 7,6)

Waschpuffer:

0,3 %

Tween® 20 in 1x TBS

6.10 Untersuchungen zum Phosphorylierungsstatus des EGFR und den

extrazellulir regulierten Kinasen (ERK1/2)

Benotigte Reagenzien: monoklonaler Anti-EGFR (non-phospho-Tyr1173, Upstate)
und Anti-phospho-EGFR (Tyr1173, clone 9H2, Upstate), po-
lyklonaler Anti-phospho-ERK1/2 (Cell Signaling), Anti-a-
Tubulin (Santa Cruz), HRP-konjugierter Anti-mouse-IgG

HRP-konjugierter Anti-rabbit-IgG (Cell

Signaling), Lyse-Puffer, RIPA-Puffer

(Santa Cruz),

Mittels Western Blot Analyse wird die Modulation der Autophosphorylierung des EGFR

sowie der Phosphorylierungsstatus der extrazelluldr regulierten Kinasen ERKI1/2 -

Elemente der dem EGFR nachgeschalteten Proteinkinasekaskade- untersucht. Als Bela-

dungskontrolle wird bei allen folgenden Western Blot Analysen der Gehalt an a-Tubulin

bestimmt.
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6.10.1 Kultivierung der HT29-Zellen

Es werden 7,5 x 10° HT29-Zellen in Petrischalen (d= 10 cm) ausgesit und mit 10 ml
DMEM (10 % FKS, 1 % PS) bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer Luftfeuchte kultiviert.
Nach 72 h wird das Kulturmedium gegen ein serumreduziertes Medium (1 % FKS) ge-

tauscht. Nach weiteren 24 h erfolgt die serumfreie Inkubation mit den Testsubstanzen.

6.10.2 Inkubation der HT29-Zellen mit den Testsubstanzen

Die Testsubstanzen werden immer direkt vor Versuchsbeginn in DMSO gelost und ent-
sprechend einer Endkonzentration von 1% DMSO in serumfreiem Medium verdiinnt. Es
werden bei jedem Experiment eine Losungsmittelkontrolle und der spezifische EGFR-
Inhibitor Tyrphostin AG1478 [1 uM] als Positivkontrolle mitgefiihrt. Die Zellen werden in
6 ml Medium mit den Substanzen fiir 30 min im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgt die
spezifische Stimulierung des EGFR durch die Zugabe von EGF (Endkonzentration 1 ng
/ml) fiir 15 min (EGFR, ERK1/2) bzw. fiir 4,5 h (ERK1/2)

6.10.3 Gewinnung der Zellproteine

Alle folgenden Schritte werden auf Eis durchgefiihrt.

e Medium verwerfen und die HT29-Zellen 2 x mit je 3 ml eiskaltem 1x PBS (Kapitel
6.3) waschen

e Die HT29-Zellen werden mit je 200 ul Puffer (Tabelle 23) abgeschabt und in einen
eiskalten Handhomogenisator (,,tight Pistill*‘) iiberfiihrt

e Durch 40 Hiibe wird ein Zellhomogenat erstellt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal} iiberfiihrt

e Es folgt eine zehnminiitige Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C

e Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefif iiberfiihrt und mittels
der Methode nach Bradford (Kapitel 6.4) der Proteingehalt bestimmt

e Der Proteingehalt der Proben wird auf 2 mg/ml eingestellt

e Die Proben werden mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95 °C fiir 5 min denatu-

riert und sofort zur gelelektrophoretischen Trennung eingesetzt.
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Tabelle 23: Fiir die Bestimmung des Phosphorylierungsstatus des EGFR und von ERK1/2
verwendete Puffer zur Lyse der HT29-Zellen.

Phosphorylierungsstatus des EGFR

Phosphorylierungsstatus von ERK1/2

RIPA-Puffer (siehe unten)

Lyse-Puffer (Kapitel 6.12.6)

Die Auftrennung der zu charakterisierenden Proteine sowie deren Detektion erfolgt mittels

Western Blot Analyse (Kapitel 6.9.). Die Erstantikdrper werden in den beschriebenen Ver-
diinnungen in 5 % Milchpulver (w/v) in 1x TBS (0,1 % Tween® 20) angesetzt (Tabelle 24)

und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Erstantikorperlosungen kdnnen mindestens zwei-

mal verwendet werden. Die HRP-konjugierten Zweitantikorper, sowohl der ,,Anti-mouse*

IgG als auch der ,,Anti-rabbit” IgG werden in einer Verdiinnung von 1:2000 in TBS (1x),

0,1 % (v/v) Tween 20 mit 5 % (w/v) Milchpulver verwendet.

Tabelle 24: Verdiinnungsangaben der verwendeten Antikorper.
Molekular-
Antikorper Verdiinnung
gewicht [kDa]
Anti-EGFR (non-phospho-Tyr1173, Upstate) 175 1:500
Anti-phospho-EGFR (Tyr1173, clone 9H2, Upstate) 175 1:500
Anti-Phospho-ERK1/2 (Cell Signaling) 44/42 1: 1000
Anti-a-Tubulin (Santa Cruz) 54 1:5000

RIPA-Puffer (pH 7.4):

50 mM Tris/HCI
155 mM NaCl
I mM EDTA
1 % (v/v) Igepal
I mM NaF
Vor Gebrauch frisch zugeben
I mM PMSF
1 mM Nas;Voy (aktiviert, Kapitel
1 pg/ml 6.12.6)
I pg/ml Leupetin
Pepstatin
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6.11

Bestimmung Proteinkinase C (PKC)-Aktivit:it

Benotigte Reagenzien: ,,Swelling Puffer®, glyzerolhaltiger ,,Swelling Puffer®, [y”P]-

ATP-Puffer, Phosphorsiure, PKC-Kit (RPN77, Amersham),
Szintilationscocktail Rotiszint EcoPlus (Roth)

Die Erfassung der PKC-Aktivitit erfolgt iiber die Messung der Ubertragungsrate von

Phosphatresten auf ein PKC-spezifisches Substratpeptid (Kit RPN 77, Amersham Bios-

cience) unter Verwendung von radioaktiv markiertem y->*P-ATP.

6.11.1 Herstellung des PKC-haltigen zytosolischen Uberstandes

5 x 10° HT29-Zellen werden pro Petrischale (d = 13 c¢m) ausgestreut und fiir zwei
Tage bis zur 80 — 90 %igen Konfluenz bei 5 % CO, und 37 °C kultiviert.

Die HT29-Zellen werden durch zweimaliges Waschen mit 5 ml eiskaltem 1x PBS
vom Medium befreit.

Abschaben der Zellen mit 300 pl ,,Swelling-Puffer* (Schritt wiederholen)
AnschlieBend wird die Zellsuspension im Handhomogenisator (,,tight Pistill*) mit
40 Hiiben homogenisiert

Das Homogenat wird mit dem gleichen Volumen an glyzerolhaltigem ,,Swelling-
Puffer* versetzt

Die Zellsuspension wird anschlieBend 3 min bei 1000 g bei 4 °C zentrifugiert und
der Uberstand in ein UZ-ReaktionsgefiB (Beckman) iiberfiihrt

Zum Erhalt des zytosolischen Uberstandes folgt eine Zentrifugation von 30 min
und 100.000 g bei 4 °C

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von Bradford (Kapitel 6.4)

6.11.2 Durchfiihrung des PKC-AKktivititsassays

Die Messung der PKC-Aktivitdt erfolgt mit Hilfe des ,,PKC-enzyme assay kit“ (RPN 77,

Amersham Bioscience).

Im Assay-Kit sind sechs Losungen enthalten:

Calciumpuffer (Reagenz 1)
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e PKC-Aktivatoren (Reagenz 2)
e Substratpeptid (Reagenz 3)

e Stabilisator DTT (Reagenz 4)
e ATP-Lo6sung (Reagenz 5)

e Stopplosung (Reagenz 6)

Alle Arbeitsschritte bis zur Inkubation werden auf Eis durchgefiihrt, um die Aktivitit der
PKC zu sichern. Die Reagenzien 1 - 4 werden zu gleichen Anteilen miteinander gemischt

(Reaktionsmischung).

Pipettierschema fiir die Hintergrundkontrolle:
e 25 ul Reaktionsmischung
e 25 ul,Swelling Puffer*
e 5l [y2-P]-ATP-Puffer (0,2 uCi pro Tube) in ReaktionsgefiBdeckel

Pipettierschema fiir Testsubstanzen bzw. Losungsmittelkontrolle:
e 25 ul Reaktionsmischung
o 20 ul Zelllysat
e 5 ul Substanz bzw. Losungsmittel (1 % DMSO im Endansatz)
e 5l [y**-P]-ATP-Puffer (0,2 nCi pro Tube) in ReaktionsgefiBdeckel

Durchfiihrung

e Die Proben kurz bei 20.000 g zentrifugieren und ,,vortexen*

e Proben fiir Kinasereaktion 15 min bei 37 °C im Schiittler inkubieren

e Zugabe von 10 ul Stopplosung und nochmals ,,vortexen

e Die Probe anschlieBend mit Hilfe einer Pipette gut mischen und 35 ul pro Phospho-
zelluloseplittchen pipettieren

e Als Hinweis fiir die Wascheffizienz werden 5 pl des [y**-P]-ATP-Puffers direkt auf
ein Phosphozelluloseplattchen pipettiert

e AnschlieBend die Phosphozelluloseplittchen gut trocknen lassen

e Die getrockneten Plittchen werden 3 x 5 min mit 0,75 %iger Phosphorsdure gewa-

schen und danach 5 min in Aceton p. A. geschwenkt
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e Jedes Phosphozelluloseplittchen wird in ein ,,Maxivial* (Zinnser Analytik) gege-
ben.

e Nach Zugabe von 8 ml Szintilationscocktail pro ,,Maxivial*“ werden sie im Szintila-
tionszédhler vermessen (2 min pro Vial)

e Zur Kontrolle wird ein Leerwert mitgefiihrt, d. h. 5 ul [**-P]-ATP-Puffer in 8 ml

Szintilationscocktail werden direkt vermessen

Kalkulation der spezifischen Aktivitit (R) von 1,2 mM (Kit RPN 77) Magnesium
[y**P]-ATP

5 pl von 1,2 mM Magnesium [y32P]-ATP beinhaltet 6x10° M ATP

~_ [MglyPaTP]

cpm/nmol
6 p

Kalkulation des transferierten Phosphatrestes (T) auf das Substratpeptid

35 ul auf dem Phosphocelluloseplittchen und Gesamtvolumen 65 pl

T =|cpm 85 —cpm
sample 35 blanks

Kalkulation der pmol transferierten Phosphates (TP) pro Minute und mg Protein (P)

5 _ T-1000
|.R-P

pmol / min- mg P

I: Inkubationszeit (min) = 15 min

P: eingesetzte Proteinmenge

189



Material und Methoden

PKC-Aktivitdtsbestimmung

»Swelling* Puffer (pH 7.,5):

30 mM
10 mM
5 mM
5 mM

Tris / HCI
KCl1
MgA02 x 4 HzO
EGTA
Direkt vor Gebrauch dazu geben
e 0,31% (v/v)B-
Mercapthoethanol
e 0,5 % (v/v) Proteaseinhibitormix

Glyzerolhaltiger ,,Swelling* Puf-
fer:

25 % (v/v)

Glyzerol in Swelling Pufter

Proteaseinhibitormix: 200 uM Pepstatin und Leupeptin
100 mM i)nMSF in Isopropanol
[y**P]-ATP-Puffer: 40 pCi/ml  [y**-P]-ATP in ATP-Losung (Reagenz 5,
RPN77)
Phosphorsiaurelosung: 0,75 % Phosphorsdure in Leitungswasser

6.11.3 PKC-Aktivititsbestimmung nach Inkubation von HT29-Zellen

Die HT29-Zellen werden wie unter Kapitel 6.7.1.1 beschrieben inkubiert. Die Losungsmit-

telkonzentration (DMSO) betrdgt 1 % im Endansatz. Am Ende der Inkubationszeit wird

das Medium entfernt und die zytosolische Fraktion der HT29-Zellen wird analog zu Kapi-

tel 6.11.1 hergestellt. Bei der Messung der PKC-Aktivitit (Kapitel 6.11.2) besteht der ein-

zige Unterschied darin, dass das Substanzvolumen durch das entsprechende Volumen an

Zelllysat ersetzt wird.
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6.11.4 PKC-AKktivititsbestimmung mit primiren Kolonozyten

Benotigte Reagenzien: HBSS (Ca**-, Mg2+-frei, Invitrogen), Kollagenase (Roche),
Proteinase K (Sigma Aldrich), ,,Swelling“-Puffer (Kapitel
6.11),

6.11.4.1 Aufarbeitung des Biopsiematerials

Die primdren Kolonozyten, die uns freundlicherweise von Prof. Stallmach zur Verfiigung
gestellt wurden, werden nach der Entnahme in HBSS-Losung bei 4 °C aufbewahrt und
spatestens 1 h nach Entnahme aufgearbeitet. Die Isolierung der Kolonozyten erfolgte mo-
difiziert nach Pool-Zobel et al. [1999].
e Kolonbiopsieprobe mit einem Skalpell in einem Uhrglas unter sterilen Bedingun-
gen zerkleinern
e Die zerkleinerte Biopsieprobe wird mit einer Enzymldsung aus Proteinase K
(6 mg/ml HBSS) und Kollagenase (3 mg/ml HBSS) versetzt und in ein steriles
15 ml PP-Réhrchen iiberfiihrt
e Skalpell und Uhrglas werden mit je 0,5 ml HBSS nachgespiilt und die Spiillosung
wird ebenfalls in das PP-Rohrchen tiberfiihrt
e Das Losen der Zellen aus dem Zellverband erfolgt fiir 30 min bei 37 °C im Was-
serbad
e Anschlieend wird zur Zellsuspension 12 ml HBSS hinzugegeben und 5 min bei
200 g und RT zentrifugiert
e Der Uberstand wird verworfen und das Zellpellet in 2 ml DMEM mit 4,5 g/l Glu-
kose, ohne Natriumpyruvat (Invitrogen) versetzt
Nach der Zellzahlbestimmung (Kapitel 6.3.3) werden mindestens 1 x 10° Zellen zur PKC-
Aktivitdtsbestimmung eingesetzt
e Dafiir wird das entsprechende Volumen in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt
und 5 min bei 200 g und RT zentrifugiert
e Das Zellpellet wird in 2 ml 1x PBS resuspendiert und erneut unter gleichen Bedin-
gungen zentrifugiert
e Die Lyse des Zellpellets erfolgt mit 200 pl ,,Swelling“-Puffer mit Hilfe eines
Handhomogenisators (,,tight Pistill*, 40 Hiibe).
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e Die Zellsuspension wird in ein Ultrazentrifugationsgefa3 liberfithrt und mit dem
gleichen Volumen an Glyzerol versetzt
e Der zytosolische Uberstand (Zentrifugation bei 30 min, 100.000 g und 4 °C) wird
bis zum Kinase-Assay bei -80 °C gelagert (maximal 4 Wochen)
Nach der Proteinbestimmung (Kapitel 6.4) wird der PKC-Aktivititsassay analog zu Kapi-
tel 6.11.2 durchgefiihrt.

6.11.5 Untersuchungen zur Modulation der Expression der PKC-
Isoformen PKCa und PKCd

Benotigte Reagenzien: ,,Anti-mouse“~-PKCa und PKCS (Santa Cruz, Deutschland),
»Anti-mouse“-IgG (HRP-gekoppelt, Santa Cruz, Deutsch-
land), GF109203X Bisindoylmaleimid (Sigma-Aldrich),
»Swelling“-Puffer, Reagenzien fiir SDS-PAGE und Western
Blot Analyse (Kapitel 6.9)

Mittels Western Blot Analyse mit monoklonalen Antikdrpern gegen PKCa und PKCH

wurde der Gesamtproteingehalt von PKCa und PKC6 nach 24-stiindiger serumfreier Sub-

stanzinkubation bestimmt. Als Positivkontrolle wurde der PKC-spezifische Inhibitor Bi-

sindoylmaleimid GF109203X in einer Konzentration von 100 nM mitgefiihrt. Die Zellin-
kubation wurde wie in Kapitel 6.7.1.1 beschrieben durchgefiihrt.

6.11.6 Gewinnung der Zellproteine und Western Blot Analyse

Alle folgenden Schritte werden auf Eis durchgefiihrt.

e Medium verwerfen und die HT29-Zellen 2 x mit je 3 ml eiskaltem PBS (1x) wa-
schen

e Die HT29-Zellen werden mit je 200 ul ,,Swelling*““-Puffer (Kapitel 6.11.2) abge-
schabt und in einem eiskalten Handhomogenisator (,,tight Pistill*) tiberfiihrt

e Durch 40 Hiibe wird ein Zellhomogenat erstellt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt

e Es folgt eine 10-miniitige Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C

e Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB iiberfiihrt und mittels

der Methode nach Bradford (Kapitel 6.4) dessen Proteingehalt bestimmt
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e Der Proteingehalt der Proben wird anschlieBend auf 2 mg/ml eingestellt
e Die Proben werden mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95 °C fiir 5 min denatu-
riert und zur gelelektrophoretischen Trennung eingesetzt

e Die Proben konnen bis zu drei Monate bei -20 °C gelagert werden

Nach der elektrophoretischen Auftrennung (10 % Acrylamidanteil im Trenngel) der zu
charakterisierenden Proteine erfolgt die Detektion mittels Western Blot Analyse (Kapitel
6.9.). Die Erstantikorper (Anti-PKCa-IgG (80 kDa) und Anti-PKC3-IgG (78/38 kDa))
werden in einer Verdiinnung von 1:500 in 1x TBS (0,1 % Tween® 20) mit 5 % Milchpul-
ver (w/v) angesetzt. Die Nitrozellulosemembranen werden mit den entsprechenden Anti-
korperldsungen iiber Nacht bei 4 °C auf einem Uberkopfschiittler inkubiert. Die Erstanti-
korperlosungen konnen mehrmals verwendet werden. Der HRP-konjugierten Zweitanti-
korper (,,Anti-mouse“-IgiG) wird in einer Verdiinnung von 1:2000 in 1x TBS (0,1 % (v/v)
Tween 20) mit 5 % (w/v) Milchpulver verwendet. Die Detektion und Auswertung erfolgt
mittels LAS3000 mit der ,,Aida Image Analyser“-Software Version 3.52 (Fuji/Raytest).
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6.12 Bestimmung der Aktivitit von immunoprizipitierter GSK3p

Benotigte Reagenzien: GSK3p ,,Anti-mouse* IgG (BD Bioscience), Lyse-Puffer,
Microcystin-Losung, [y—32P]-ATP-L6sung, Peptide (Biosyn-
tan), Proteinkinase Inhibitor (Alexis), Protein G-Sepharose
(Sigma), Puffer A, Puffer A mit 0,5 M NaCl, Szintilations-
cocktail Rotiszint EcoPlus (Roth)

Die Erfassung der GSK3pB -Aktivitit erfolgt iiber die Messung der Ubertragungsrate von

Phosphatresten auf ein spezifisches GSK3-Substratpeptid basierend auf der Phosphorylie-

rungssequenz des Translationsfaktors e[F2B unter Verwendung von radioaktiv markiertem

[y-**P]-ATP nach einer modifizierten Methode von Welsh et al. [1997].

Das Substratpeptid wurde von der Firma Biosyntan (Berlin) synthetisiert und hat folgende

Aminosduresequenz: RRAAEELDSRAG(phospho)SPQL.

Das Substratpeptid enthélt als Phosphorylierungsstelle fiir die GSK3 ein Serin (rot) und ein

phosphoryliertes Serin in der ,,plus 4 Position (blau). Das phospho-Serin vier Stellen vor

dem Serin in der Aminosdurensequenz des Substratpeptides ist entscheidend fiir die Um-

setzung durch die GSK3 [Roach, 1991; Wang et al, 1994].

Ein Peptid, in dem das phosphorylierte Serin durch ein Alanin (griin) ersetzt ist, kann somit

nicht mehr von der GSK3 als Substrat phosphoryliert werden und dient im durchgefiihrten

GSK3p -Aktivititsassay als Kontrollpeptid fiir die spezifische Phosphorylierung des Sub-

stratpetides durch GSK3B [Welsh et al, 1997].

Das Kontrollpeptid wurde ebenfalls von der Firma Biosyntan (Berlin) synthetisiert und hat

folgende Aminosédurensequenz: RRAAEELDSRAGAPQL.

6.12.1 Zellkultivierung der HT29-Zellen

Es werden 5 x 10° HT29-Zellen in Petrischalen (d = 14 cm) mit 20 ml Kulturmedium (Ka-
pitel 6.3) bei 37 °C, 5 % CO;, und 95 % relativer Luftfeuchte fiir 48 h kultiviert.
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6.12.2 Gewinnung der Zellproteine

Die Gewinnung der Zellproteine und die Immunoprézipitation der GSK3f3 werden nach

einer modifizierten Methode von Cross [2001] durchgefiihrt. Alle Arbeitschritte erfolgen

auf Eis.

Medium verwerfen und HT29-Zellen 2x mit eiskaltem PBS waschen

Die HT29-Zellen mit 200 ul Lysepuffer versetzen und mit Hilfe eines Zellschabers
abldsen

1 ul Microcystin direkt zur Zellsuspension in den Handhomogenisator (,,tight
Pistill*) hinzupipettieren, mit 40 Hiiben homogenisieren und das Zelllysat in ein
Eppendorf-Reaktionsgetfal tiberfiihren

Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C fiir 10 min

Den Uberstand in ein weiteres Eppendorf-ReaktionsgefdB iiberfithren und den Pro-

teingehalt mittels der Methode nach Bradford (Kapitel 6.4) bestimmen

6.12.3 Aktivierung der Protein G-Sepharose

Im folgenden GSK3p-Aktivitdtsassay werden pro Probe 50 pl Protein G-Sepharose beno-

tigt. Fiir die Aktivierung der Protein G-Sepharose werden folgende Schritte durchgefiihrt.

l.
2.
3.

Abzentrifugieren des Uberstandes bei 1000 g und 4 °C fiir 1 min

2x mit eiskaltem 1x PBS waschen

Zwischen den Waschungen die Protein G-Sepharose wie unter Punkt 1 beschrieben
zentrifugieren

Protein G-Sepharose in doppeltem Volumen an 1x PBS aufnehmen

6.12.4 Kopplung des GSK3p-Antikorpers an die Protein G-Sepharose

Der monoklonale GSK3f -Antikorper (BD Bioscience) wird im Verhéltnis 1:20 zur
Protein G-Sepharose in einem 2 ml Reaktionsgefdll zugegeben (2,5 ul Antikorper-
16sung auf 50 ul Protein G-Sepharose)
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e Das Reaktionsgefa3 eine Stunde bei 4 °C belassen und alle 5 min durch an das Re-

aktionsgefil} schnipsen, um die Losungen gut zu vermischen (nicht ,,vortexen®)

6.12.5 Immunoprizipitation der GSK3p

e Fiir eine Probe werden 50 ul mit Antikdrper gekoppelte Protein G-Sepharose mit
600 ng Gesamtprotein in einem Eppendorfreaktionsgefd3 versetzt

e Das Volumen im Reaktionsgefdl3, falls notwendig, bis auf 1 ml mit eiskaltem 1x
PBS erhdhen, um eine gute Durchmischung zu erreichen

e Proben iiber Nacht bei 4 °C auf dem Uberkopfschiittler inkubieren

Vor der Durchfiithrung des Kinaseassays folgen noch einige Waschungen des Immunopra-

zipitats, um Protein- und Antikdrperreste zu entfernen.

e Zentrifugation der Immunoprézipitate bei 1000 g und 4 °C fiir 3 min

e Uberstand verwerfen

e Je 2x mit eiskaltem Puffer A (0,5 M NaCl) und anschlieBend 2x mit Puffer A
(0,15 M NaCl) waschen (Immunoprézipitat immer gut resuspendieren)

e Zwischen den Waschschritten wird bei folgenden Bedingungen zentrifugiert:
1000 g, 4 °C und 1 min

e Immunoprizipitat in 30 pl Puffer A aufnehmen und sofort zur Bestimmung der Ki-

naseaktivitit einsetzen

6.12.6 Bestimmung der GSK3p -Aktivitit

Das Immunoprézipitat wird zu einem Volumen von je 15 pl auf zwei Reaktionsgetfaf3e ver-

teilt. In Tabelle 25 ist das Pipettierschema zur GSK3f -Aktivititsbestimmung dargestellt.
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Tabelle 25: Pipettierschema zum GSK3p -Aktivititsassay

Hintergrund | Normalreaktion Proben

Puffer A 105 pul 75 ul 60 ul
Proteinkinase Inhibitor-Losung 15 ul 15 ul 15 ul
Immunoprézipitat - 15 pl 15 pul
Testsubstanz / DMSO

[1 % im Endansatz] ) ) toul
Substratpeptid / Kontrollpeptid - 15 pul 15 ul
[y-**P]-ATP-L6sung” 30 pl 30 pl 30 pl

a) Fiir einen gleichzeitigen Start der Kinasereaktion, die [y->’P]-ATP-Lésung in den De-

ckel der Reaktionsgefide pipettieren, kurz runterzentrifugieren und ,,vortexen*

Durchfiihrung:

e Proben 15 min bei 37 °C im Schiittler inkubieren

e Zum Abstoppen der Kinasereaktion die Proben zuriick ins Eis stellen

e 35 ul der Probe auf ein Phosphozelluloseplittchen (P81) geben (3x)

e Phosphozelluloseplittchen 5 min trocknen lassen

e Danach die Plittchen 3x je 5 min mit 0,75 %iger Phosphorsdure und 1x mit Aceton

p. A. waschen

e Nach dem Trocknen der Phosphozelluloseplittchen folgt das Uberfiihren in Maxi-

vials (Zinnser)

e Nach Zugabe von 8 ml Szintilationscocktail pro Maxivial werden sie im Szintilati-

onszéhler vermessen (2 min pro Vial)

e Zur Kontrolle wird ein Leerwert mitgefiihrt, d. h. 10 ul [*>-P]-ATP-Lésung in 8 ml

Szintilationscocktail werden direkt vermessen

Kalkulation der spezifischen Aktivitit (A) von 500 pM Mg-[y32-P]-ATP-L6sung (s.

ATP-Puffer)

10 pl einer 500 pM Mg-[y**-P]-ATP-Losung entspricht 5 x 10 ATP

A [Mgly>P]aTP]

cpm/nmol
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Bestimmung der transferierten Phosphatreste (P)
35 pl eines Gesamtvolumens von 50 pl werden auf ein Phosphozelluloseplittchen pipet-

tiert
50
P= CPMyp, e g — CPM cerpert

Berechnung des Umsatzes (U) pro Minute

U= P-looo{pmol}
T-A [ min

T = Zeit =15 min

Umrechnung auf den Proteingehalt (R)

R U| pmol
X | min- mg
Gesamtproteinkalkulation pro Ansatz : x = Proteinmenge in mg

Die Berechnung wird sowohl fiir das Substratpeptid als auch fiir das Kontrollpeptide
durchgefiihrt. AnschlieBend wird die Differenz zwischen der spezifischen Aktivitit von
Substratpeptid und Kontrollpeptid gebildet. Da sich im Laufe der Untersuchungen heraus-
stellte, dass sich die spezifische Aktivitit der Proben mit Kontrollpeptids nicht signifikant
von der spezifischen Aktivitit des Hintergrundwertes (Tabelle 25) unterscheidet, wurde die
Messungen mit dem Kontrollpeptid eingestellt und nur noch der Hintergrundwert mit in
die Berechnung einbezogen. Die Modulation der GSK3f -Aktivitit wird in Bezug auf die

Losungsmittelkontrolle [%] angegeben.
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Lyse-Puffer (pH 7,4):

25 mM

3 mM

3 mM

50 mM
270 mM
10 mM

5 mM

0,5 % (v/v)

0,1 % (v/v)
2% (v/v)
2 mM

Tris / HCI1

EDTA

EGTA

NaF

Saccharose
Na-p-Glyzerolphosphat
Na-Pyrophsophat

Triton® X-100

Vor Gebrauch frisch dazu geben:
B-Mercapthoethanol
Proteaseinhibitorcocktail (Roche)
Na3VO4

Proteaseinhibitorcocktail
(Roche):

Tablette in 2 ml HyOp;gest. 10SEN

Na-Orthovanadat:

200 mM

N33VO4
Um Na3VO4 zu depolymerisieren und
dadurch  groBtmoégliche  Tyrosin-
Phosphatase Inhibierung zu gewihr-
leisten, wird das Na;VO, wie folgt
aktiviert:
¢ FEinstellung des pH-Wertes auf
10
e Bei diesem pH-Wert zeigt die
Losung eine intensiv gelbe
Farbe
e Erhitzen der Losung bis sie
farblos wird
e Abkiihlen der Losung
e Falls pH Einstellung auf 10 zu
keiner erneuten Verfarbung
fiihrt, wird die Na;VO4-Losung
bei —20 °C gelagert

[y**P]-ATP-Losung:

20 pCi/ml

[y32-P]-ATP in ,kaltem*“ ATP

Kaltes ATP:

500 uM
75 mM

ATP
MgC12 X 6H20 in HZObidest

Phosphorsaurelosung:

0,75 % (v/v)

Phosphorséure in Leitungswasser

Proteinkinase Inhibitor
(PKI ,.tide*, Alexis):

10 uM

PKI in HyOpiget.

Puffer A (pH 7.4):

50 mM

I mM

150 mM
0,03 % (v/v)

0,1 % (v/v)

Tris / HCI

EGTA

NaCl

Brij

Vor Gebrauch frisch dazu geben
-Mercaptoethanol
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Puffer A mit 0,5 M NaCl: 0,5M NaCl in Puffer A

6.12.7 Bestimmung der GSK3p-Aktivitit nach Zellinkubation von
HT29-Zellen

Die Zellkultivierung und Substanzbehandlung der HT29-Zellen erfolgt analog zu Kapitel
6.7.1.1. Die Aufarbeitung und Immunoprézipitation wird, wie in Kapitel 6.12.5 beschrie-
ben, durchgefiihrt. Der einzige Unterschied besteht darin, dass pro Substanzkonzentration
eine eigene Immunoprézipitation (500 pg Gesamtprotein + 2,5 ul GSK3B-Antikorper +
50 pl aktivierte Protein G-Sepharose) durchgefiihrt wird. Die Probe wird ebenfalls in zwei
Aliquots aufgeteilt. Die im Pipettierschema (Tabelle 25) enthaltene Substanzldosung wird
durch das entsprechende Volumen Puffer A ersetzt und der Kinaseassay, wie in Kapitel

6.12.6 beschrieben, durchgefiihrt.

6.13 Untersuchungen des Proteingehaltes von GSK3p und p-Catenin so-

wie des Phosphorylierungsstatus von B-Catenin in HT29-Zellen

Benotigte Reagenzien: Anti-a-Tubulin (Santa Cruz, Deutschland), Anti-p-Catenin
(Cell Signaling Technology, USA), Anti-phospho-B-Catenin
(Ser33/Ser37/Thr41; Cell Signaling Technology, USA), Anti-
GSK3p (BD Transduction Laboratories, USA), ,,Anti-
mouse*“-IgG (HRP-gekoppelt, Santa Cruz, Deutschland),
»Anti-rabbit“ -IgG (HRP-gekoppelt, Cell Signaling Techno-
logy, USA) Lyse-Puffer, 1x PBS (Kapitel 6.3.1), Reagenzien
filr SDS-PAGE und Western Blot Analyse (Kapitel 6.9)
Der Einfluss von Apfelpolyphenolen auf den GSK3p -Proteingehalt sowie auf die -
Catenin-Homdostase wird mittels Western Blot Analyse bestimmt. Als Beladungskontrolle
wird a-Tubulin (54 kDa) mitgefiihrt. Die Zellinkubation wird, wie in Kapitel 6.7.1.1 be-
schrieben, durchgefiihrt. Alle folgenden Schritte erfolgen auf Eis.
e Medium verwerfen und die HT29-Zellen 2 x mit je 3 ml eiskaltem PBS (1x) wa-

schen
e Die HT29-Zellen werden mit je 200 pl Lysepuffer (Kapitel 6.12.6) abgeschabt und

in einen eiskalten Handhomogenisator (,,tight Pistill*) {iberfiihrt
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e Durch 40 Hiibe wird ein Zellhomogenat erstellt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal pipettiert

e Es folgt eine 10-miniitige Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C

e Der Uberstand wird in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiB iiberfiihrt, mittels der
Methode nach Bradford (Kapitel 6.4) der Proteingehalt bestimmt und auf 2 mg/ml
eingestellt

e Die Proben werden mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt, bei 95 °C fiir 5 min denatu-
riert und sofort zur gelelektrophoretischen Trennung eingesetzt.

e 20 ul (40 pg Gesamtprotein) des Zelllysates werden mittels SDS-PAGE (10 %
Acrylamidanteil im Trenngel; Kapitel 6.9.1) getrennt

e Die Proteine werden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und unspezifische
Proteinbindungsstellen durch Inkubation in Milchpulverlsung abgedeckt (Kapitel
6.9.2)

e Die Western Blot Analyse wird mit einem monoklonalen Antikdrper gegen humane
GSK3p und polyklonalen Antikérpern gegen humanes p-Catenin sowie phosphory-
liertes B-Catenin (Ser33/Ser37/Thr41) durchgefiihrt (Tabelle 26). Danach erfolgt
die Inkubation mit HRP-gekoppelten Sekundérantikdrpern gegen ,,mouse*-IgG und
,rabbit“-IgG (Tabelle 26). Alle Antikérper werden in 1x TBS (0,1 % (v/v) Tween”
20) mit 5 % (w/v) Milchpulver verdiinnt.

e Die Detektion und Auswertung erfolgte mittels Lumi-Imager ™~ und der LumiAna-

lyst 3.0 Software (Kapitel 6.9.2)

Tabelle 26: Fiir den Versuch benétigte Antikorper und eingesetzte Verdiinnungen
Molekulargewicht
Antikorper Verdiinnung
[KDA]

Anti-GSK3 (BD Transduction Laboratories) 46 1:2000
Anti-B-catenin (Cell Signaling Technology) 92 1:1000
Anti-p-B-catenin (Cell Signaling Technology) 92 1:1000
HRP-gekoppelter ,,Anti-mouse*“-IgG

SCROPP s 1:2000
(Santa Cruz)
HRP-gekoppelter ,,Anti-rabbit“-IgG 1:2000

(Cell Signaling Technology)
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6.14 Materialienverzeichnis

Allgemeine Chemikalien:
ABTS"-Puffer

Aceton p. A.

N-Acetylglukosamin
Adenosintriphosphat (ATP)
Ammoniumpersulfat (APS)

Brij® 35, 30 %ige Losung
Bromphenolblau

BSA Albumin Fraktion V

n-Butanol

CHAPS

Coomassie Brilliant Blue G250
DAPI/SR101

Dimethylsulfoxid (DMSO) fiir UV-Spektroskopie
1,4-Dithiothreitol (DTT)

Essigsédure

Ethanol (EtOH) p. A.
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
Ethylenglykoltetraessigsdure (EGTA)
Glyzerol

Glycin

HEPES

Boehringer Mannheim
Fluka

Sigma Aldrich
Alexis®” Biochemicals
Roth

Calbiochem

Sigma

Roth

Roth

Sigma Aldrich

Roth

Partec

Fluka

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich

Merck

Roth

Roth
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Isopropanol, p. A. Roth
Kaliumchlorid (KCI) Merck
Kaliumhydrogenphosphat (KH,HPO4) Riedel-deHaén
Magnesiumacetat (MgAc; x 4 H,O) Merck
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, x 6 H,0) Merck
Manganchlorid (MnCl; x 4 H,0) Sigma Aldrich
Mercaptoethanol Roth
Methanol (MeOH) Merck
Milchpulver Roth
Natriumazid (NaN3) Riedel-deHaén
Natriumchlorid (NaCl) Merck
Natriumfluorid (NaF) Merck
Na-B-Glyzerolphosphat Sigma Aldrich
Natriumpyrophosphat Sigma Aldrich
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO4) Riedel-deHaén
Phosphorsédure Roth

PIPES Roth
Rotiphorese 30 (37,5:1), Acrylamid 30 % wiéssrige

Losung mit 0,8 % N, N’-Methylenbisacrylamid Roth
Saccharose Merck
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Roth
Sulforhodamin B Sigma Aldrich

N,N, N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
Trichloressigsdure Riedel-deHaén

Tris Roth
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Tris-Base

Triton® X-100

Tween" 20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)
Enzyme:

Kollagenase

Proteinase K

Inhibitoren:

Bisindoylmaleimid GF109203X
Caspase-3 Inhibitor (DEVD-CHO)
Lithiumchlorid (LiCl)

Tyrphostin AG1478

Kits:

Cell Death Detection ELISA™™

PKC enzyme assay kit RPN 77

Roth
Serva

Sigma Aldrich

Calbiochem

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Biomol
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Roche

Amersham Bioscience

Phosphatase-, Protease- und Proteinkinaseinhibitoren:

Leupeptin

Microcystin LR
Natriumorthovanadat (Na3VOy)
Pepstatin

PKI tide (Proteinkinaseninhibitoren)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Proteaseinhibitor complete

Alexis® Biochemicals
Alexis® Biochemicals
Sigma Aldrich

Alexis® Biochemicals
Alexis® Biochemicals
Alexis® Biochemicals

Roche

204



Materialienverzeichnis

Proteinstandards, Chemolumineszenzdetektion und Antikorper:

BSA Standardlosung 2mg/ml

Anti-EGFR (non-phospho-Tyr1173, monoclonal)

Anti-phospho-EGFR (Tyr1173, clone 9H2, mono-

klonal)

Anti-Phospho-ERK1/2 (polyklonal)
Anti-a-Tubulin (monoklonal)

Anti-GSK3 (monoklonal)

Anti-B-catenin (polyklonal)

Anti-p-B-catenin (Ser33/37/Thr41, polyklonal)
Anti-PKCa (monoklonal)

Anti-PKCd (monoklonal)

Peroxidase-gekoppelter Anti-p-Tyrosin p-Tyr (PY99)

HRP-gekoppelter ,,Anti-mouse“-IgG
HRP-gekoppelter ,,Anti-rabbit“-IgG
LumiGLO

SeeBlue Plus2™ Pre-stained Standard
Radiochemikalien:

[v**P]-ATP (3000 pCi)

Rotiszint Ecoplus

Substrate:

Caspasesubstrat (DEVD-AFC)
GSK3B-Substrat (RRAAEELDSRAGS(p)PQL)

Kontrollpeptid (RRAAEELDSRAGAPQL)

Pierce

Upstate
Upstate

Cell Signaling Technology
Santa Cruz

BD Transduction Laboratories
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology

Invitrogen™ Life Technologies

Hartmann Analytic GmbH

Roth

Biomol
Biosyntan

Biosyntan
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sonstige Sonderchemikalien:
Agarose Wheat Germ Lectin in 1M NaCl

7-Amino-4-trifluormethylcumarin

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF, human, rekom-

binant)

Nocodazol

Poly (Glu, Tyr)1:4 sodium salt
Protein-G-Sepharose 4 fast flow
Polyphenole:

Catechin

Chlorogensaure
4-Cumaroylchinasiure
3,4-Dihydroxyphenylessigsdure
3,5-Dimethoxy-4-hydroxyphenylessigsaure
(-)-Epicatechin
(-)-Epicatechingallat
(-)-Epigallocatechin
(-)-Epigallocatechingallat
Gallusséure
4-Hydroxybenzoeséure
Hyperosid

Isoquercitrin

Kaffeesdure

Phloretin

Phloridzin

Amersham Biosciences

Sigma Aldrich
Calbiochem

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma

Extrasynthese

Extrasynthese

Universitdt  Saarbriicken  (Prof.

Becker em.)
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Forschungsanstalt
(Prof. Dietrich)

Extrasynthése
Extrasynthése
Nestlé (Geschenk)
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Extrasynthese

Extrasynthése

Forschungsanstalt
(Prof. Dietrich)

Roth

Roth

Geisenheim

Geisenheim
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Phloroglucinol
Procyanidin B1
Procyanidin B2
Procyanidintrimer
Procyanidintetramer
Protocatechusdure
Quercetin
Quercitrin

Rutin
Syringasdure
Tricin
Vanillinsdure

Zellkultur:

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM mit
4500 mg/L Glukose, ohne Natriumpyruvat)

fotales Kélberserum (FKS)

Humane Kolonkarzinomzelllinie HT29

Humane Vulvakarzinomzelllinie A431
L-Glutamin

Minimum Essential Medium (MEM)
Penicillin/Streptomycin 10000 1. U./10000 pg/ml
Trypanblau-Losung

Trypsin (Rinderpankreas 3,6 U/mg)

Extrasynthese
Extrasynthese

Extrasynthese

Universitdt  Saarbriicken  (Prof.
Becker em.)

Universitdt  Saarbriicken  (Prof.
Becker em.)

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Extrasynthése

Forschungsanstalt Geisenheim
(Prof. Dietrich)

Sigma Aldrich

Universitit Leicester
(Prof. Gescher)

Sigma Aldrich

Invitrogen™ Life Technologies

Invitrogen™  Life = Technolo-
gies /Gibco

DSMZ
DSMZ

Invitrogen™ Life Technologies

Sigma Aldrich

Invitrogen™  Life = Technolo-
gies /Gibco

Sigma Aldrich

Serva
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6.15 Gerite

Autoklav:
Fraktionssammler:

Blotter:

Brutschrank:

Durchflusszytometrie:

Geldokumantationsgeriite:

Gelelektrophorese:

Handhomogenisator:

Kiihl-/Gefrierschrinke/-80 °C
Ultra-tiefkiihlschrinke:

Magnetriihrer:

Mikrotiterplattenlesegeriit:

Systec 5075 EL Autoklav (Systec)

Pharmacia LKB FRAC 100

Semi-Phor™ (Hoefer Scientific Instruments)
PerfectBlue “Semi-dry” Elektroblotter (PeqLab)
WTB-Binder CO,-Brutschrank CB210 (Binder)
Particle Analyzer System 2 (Partec)

Filtersatz: KG1, BG38, UG, TK420, TK560,
0G590, GG43

Flow Max Software (Partec)

Lumi-Imager'™ mit Lumi-Imager Analyst 3.1
Software (Boehringer Mannheim)

LAS-3000 Fuji mit AIDA-Software Version 3.52
(Raytest/Fuji)

Spannungsgerdte POWER PAC 200 & 300 (Bio
RAD)

Mini Protean II-System (Bio-Rad)

PerfectBlue Doppelgelsystem Twin S (PeqLab)
Homogenisator  ,tight  Pistill® (Wheaton
Glsahomogenisator)

Liebherr Premium und Comfort (4 °C, -20 °C)
Biofreezer MDF-U50V (Sanyo)

Biofreezer (New Brunswick)

Heidolph MR 2002

Modell 450 (Bio-Rad)

Fluoroskan Ascent FL

BIOTEK® Synergy™ HT
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Mikroskopie:

pH-Meter:

Pipetten, Mehrkanalpipette,

Pipettus:

Pumpen:

Schiittler:

Sterilbank:

Szintilationszihler:

Thermomixer:

Trockenschrank:

Ultraschallbad und —Stab:

Vortex:

Inversmikroskop Axiovert 25 (Zeiss)

Fluoreszenzfiltereinsatz 365, FT 395, LP 420
(Farbglaser ~mit  Breitbandcharakter, UV-
Anregung 365/366 nm), Fluoreszenzfiltereinsatz

BP 450-490, FT510, LP520

Objektive:  Plan Neofluar 100x/1,3 oil und
63x/1,25 oil
Okular: ~ PL10x

Durchlicht/Fluoreszenzmikroskop Axioskop
(Zeiss)

pH-Meter 766 calimatic (Knick)

Messkette: Mettler Toledo, Inlab 408/120
Multipette Plus (Eppendorf)

Eppendorf Research P 2,5 -P 5000 (Eppendorf)
Pipettus Akku (Hirschmann Laborgerite
Mehrkanalpipette (Eppendorf)
Vakuumsaugpumpe Laboport® (KNF Neuberger)
Hitachi L-6210 Intelligent Pump (Merck)
Uberkopfschiittler Heto Lab Equipment Typ RK
10-VS

GFL" 3015

Schiittler Genie (VWR)

Schiittelplattform 4020 (Kottermann)

KR-130 BW (Kojair)

LaminAir HLB 2448 GS (Heraeus)

Beckman LS 1701

Thermomixer 5436 (Eppendorf)

Thermomixer Comfort (Eppendorf)
Thermomixer (Eppendorf)

Heraeus, Memmert

Bandelin Sonorex RK 255, RK 100

Labsonic 20000 (B. Braun)

Vortex MS Minishaker IKA® (VWR)
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Waagen:

Wasserbad:

Zentrifugen:

Vortex Genie 2™ (Bender und Hobein AG)
Analysenwaage CP64-0CE (Sartorius)
Analysenwaage CP124-S

Grobwaage 1574 MP8-2 (Sartorius)
SW-20C (Julabo)

EC (Julabo)

Zentrifuge 5804R (Eppendorf)
Tischzentrifuge 5415 (Eppendorf)
Tischzentrifuge 5415C (Eppendorf)
Tischzentrifuge 5417R (Eppendorf)
Ultrazentrifuge Optima™ TL TLA-45
(Beckmann)

Ultrazentrifuge Centrikon T-2055 (Kontron)
Zentrifuge Mode J2-21 (Beckmann)
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