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Der Zusammenhang einer mdglichen Krebspriavention durch die Erndhrung ist seit den
1990er Jahren in den Mittelpunkt der Forschung geriickt. Bisher wurden mehr als 20.000
Studien zu diesem Thema verdffentlicht. Die Zunahme der Neuerkrankungen einer Reihe von
Tumorerkrankungen in den westlichen Industrienationen in den letzten Jahrzehnten trégt dazu
bei, dass sowohl die Strukturaufklarung als auch das Verstindnis der zelluldren
Wirkmechanismen von Lebensmittelinhaltsstoffen im Hinblick auf ein chemopriventives
Potential immer mehr an Bedeutung erlangen.

Besonders der Einfluss verschiedener Nahrungsmittelinhaltsstoffe auf zelluldre Zielenzyme,
denen bei der Entstehung von kolorektalen Karzinomen eine bedeutende Rolle zugeschrieben
wird, riickt immer mehr ins Offentliche und wissenschaftliche Interesse. Da besonders der
Gastrointestinaltrakt mit Nahrungsmitteln in Kontakt kommt, scheinen vor allem bioaktive
Pflanzenstoffe bei der Privention vor Kolonkrebs von grofer Bedeutung zu sein.
Verschiedene epidemiologische Studien konnten bereits zeigen, dass Lebensmittel-
inhaltsstoffe wie Inulin, konjugierte Linolséure, Vitamin A und D, Kalzium und auch
sekundire Pflanzenstoffe, wie Curcumin, Quercetin, (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCQG)
und Resveratrol das Risiko an Kolonkrebs zu erkranken modulieren konnen (Issa et al. 2006,
Kim and Milner 2007). Auch der Verzehr von anthocyanreichen Beerenfriichten oder
Rotwein wird mit einer Vielzahl positiver Wirkungen assoziiert. Dazu zdhlen neben einer
anti-inflammatorischen Wirkung, auch anti-proliferative Eigenschaften (Coates et al. 2007).
Durch die Einnahme von Nahrungsergdnzungsmitteln, z.B. auf Anthocyanbasis, kann jedoch
die Menge an verzehrten Einzelsubstanzen deutlich erhoht werden im Vergleich zu den
Mengen, die durch den Verzehr von natiirlichen Nahrungsmitteln aufgenommen werden.
Uber mogliche Risiken bei iibermiBigem Verzehr von Nahrungserginzungsmitteln oder
Flavonoid-angereicherten Nahrungsmitteln ist bisher jedoch noch wenig bekannt. Fiir einige
Verbindungen, wie z.B. Quercetin, EGCG und Genistein konnten Interaktionen mit
Topoisomerasen und in hohen Konzentrationen auch ein pro-oxidatives und auch
genotoxisches Potential nachgewiesen werden (Habermeyer et al. 2005, Halliwell 2007). Zur
Evaluierung des Risiko-Nutzen-Verhiltnisses sollte daher eine mogliche Schéddigung
zelluldrer Strukturen, wie der DNA und das toxische Potential von Nahrungsmittel-
inhaltsstoffen, wie z.B. Anthocyanen, in erndhrungsphysiologisch relevanten Dosen

untersucht werden.
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Kolonkrebs

Kolonkrebs ist neben den hormonell bedingten Krebsarten, Brustkrebs und Prostatakrebs,
sowie Lungenkrebs eine der hiufigsten Krebserkrankungen in den westlichen
Industrienationen. Die Verbreitung dieser Krebsart wird vorwiegend auf Umweltfaktoren und
vor allem auf die Erndhrung zuriickgefiihrt (Parkin et al. 1999).

Auf zellulirer Ebene entsteht Kolonkrebs durch fortschreitende Anreicherung von
genetischen und epigenetischen Verdnderungen von normalem Gewebe bis zu einem
Karzinom (Grady 2004). Bei der Krebsentstehung werden drei Phasen unterschieden, die
Initiation, die Promotion und die Progression. Die Initiation bezeichnet die Phase, in der die
initiierende Mutation gesetzt wird. Beispielsweise wird ein potentielles Kanzerogen in ein
mutagenes Produkt durch Phase I metabolisierende Enzyme, wie CYP450-abhingige
Monooxygenasen, liberfithrt. Auch durch Strahlung oder Viren kann es zur Initiation kommen
und eine genetische Verdnderung auftreten. Wihrend der Promotionsphase kommt es zu
weiter zu vermehrtem Auftreten von DNA-Schiden und zur Modulation der
Regulationsmechanismen der Proliferation, wie beispielsweise die Uberexpression
verschiedener Enzyme (Ornithin-Decarboxylase, DNA-Polymerasen).

In der Progressionsphase bildet sich der Tumor. Die Mutation ist fixiert und die Tumorzellen
beginnen unkontrolliert zu wachsen (Depeint et al. 2002).

Wiéhrend der Entwicklung erfahren die Kolonzellen genetischen und morphologischen
Verdnderungen und es wird ein Wachstumsvorteil fiir die verdnderten Zellen geschaffen. Die
frilheste Lésion, die erfasst werden kann sind die aberranten Krypten (ACF). Das genaue
neoplastische Potential dieser Lésionen ist nicht bekannt. Vermutlich tragen diese Lésionen
Mutationen in k-RAS und APC und konnen sich so in freie Adenokarzinome
weiterentwickeln. Dysplasien tragen vermehrt APC-Mutationen und haben ein hohes

Potential fiir die Entstehung von Kolonkrebs (Grady 2004).

Normales =) Dysplasie - Frihes =) Spétes =) Krebs

Epithel Adenom Adenom

Abb.1:  Schematische Darstellung der Krebsentstehung (Grady 2004)
-4 -
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In der Chemoprivention und Chemotherapie sind viele Ziele bekannt um in den Verlauf der
Tumorgenese einzugreifen. Um beispielsweise die Initiation zu unterbinden, kann die
Expression von Phase II Enzymen erhoht werden, um so ein schnelleres Entfernen des
Karzinogens zu erreichen. Ein schnelles Abfangen von Radikalen kann durch Antioxidantien
bewirkt werden, um auf diese Weise DNA-Schaden zu reduzieren. Um in die Promotion
einzugreifen werden Enzymhemmstoffe bendtigt, die fiir die Promotion spezifische Enzyme,
wie Proteinkinasen oder Topoisomerasen, hemmen (Depeint et al., 2002). Dabei konnen
moglicherweise Nahrungsmittelinhaltstoffe oder Nahrungsergdnzungsmittel zur Pravention
beitragen.

Viele Nahrungsergéinzungsmittel versprechen chemopriventiv zu wirken. Dabei sollen
bioaktive Pflanzeninhaltsstoffe protektive Eigenschaften besitzen und die DNA vor
Schadigung durch verschiedene Mechanismen wie oxidativen Schaden zu schiitzen. Um zu
verstehen, wie die DNA geschiitzt werden kann muss zunéchst die Struktur der DNA und

einige wichtige DNA-metabolische Ereignisse erkldrt werden.

Struktur humaner DNA

Die komplette Erbinformation liegt in jeder Zelle des menschlichen Korpers auf 46
Molekiilen (Chromosomen) Desoxyribonukleinsdure (DNA) kodiert vor. Die doppelhelikale
Struktur der DNA basiert auf den Bindungen der Basenpaare, da durch die sterische Lage der
Basenbaare eine sehr regelmiflige Struktur gebildet wird. Dabei ist Adenin {iber zwei
Wasserstoftbriicken mit Thymin verbunden und Cytosin iiber drei Wasserstoffbriicken mit
Guanin. Die Basen eines DNA-Einzelstrangs sind als Nukleotide, das hei3t mit einem Zucker
(2-Desoxy-B-D-Ribose) und einem Phosphat gekoppelt, iber Phosphodiesterbindungen mit
einander verbunden (Abb. 2) (Stryer et al. 1999).
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Abb. 2:
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Struktureller Aufbau der DNA-Doppelhelix. Die Basen zweier Stringe sind iiber
Wasserstoffbriickenbindungen (- - -) verbunden, die Basen eines Strangs als Nukleotide iiber

Phosphodiesterbindungen (Alberts et al. 2003).

Die einzelnen Basenpaare haben eine dhnliche Ausdehnung und halten so die beiden Zucker-

Phosphat-Riickgrate gleich weit auseinander. Die beiden Zucker-Phosphat-Riickgrate sind

ineinander verwunden und so wird die Effizienz der Basenpaarpackung zusitzlich erhoht.

Dabei bilden jeweils zehn Basenpaare eine vollstindige Umdrehung. Die dreidimensionale

Darstellung lisst zwei unterschiedlich grole Furchen in der DNA erkennen (Abb. 3). Die

unterschiedlichen Furchen entstehen dadurch, dass sich die glykosidischen Bindungen eines

Basenpaares nicht diametral gegeniiber stehen. Die gro3e Furche ist 1,2 nm breit die kleine

Furche 0,6 nm. Die kleine Furche beinhaltet das 2-O des Pyrimidins und das 3-N des Purins

eines Basenpaares (Abb. 3).
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grof3e Furche

kleine Furche -~

Abb. 3:  Die DNA-Furchen, dreidimensional und anhand der Basenstruktur dargestellt (nach Berg et al. 2003).

Die Windungsrichtung und Substrukturen der DNA kdnnen variieren, die humane DNA hat
jedoch meist die so genannte B-Form. Bei der B-Form sind die gegenldufigen Einzelstringe
rechtsgéngig zu einer Doppelhelix verwunden. Diese Form ist energetisch sehr giinstig. Durch
die beinahe rechtwinklige Ausrichtung der aromatischen Basen zur Helixachse und mit einem
Abstand von 0,34 nm der Basen zueinander konnen die n-Elektronen in Wechselwirkungen
treten und so zur Stabilitit der Struktur beitragen (Berg et al. 2003).

Die DNA ist mit einer Ladnge von 2 Metern und 3,2 Milliarden Nukleotiden ein sehr grof3es
Molekiil, welches im verhdltnismédfig extrem kleinen Raum des Zellkerns mit einem
Durchmesser von 10 um Platz finden muss. Dazu ist es ndtig, dass die DNA-Molekiile
moglichst dicht und dabei gut strukturiert gepackt werden und schlieBlich als Chromosome
vorliegen. Mit der Entdeckung des Chromatins, dem Komplex aus DNA und Proteinen konnte
die Packordnung der DNA aufgeklirt werden. Es handelt sich bei der Chromatinstruktur um
ein dynamisches System welches die Genexpression und den DNA-Metabolismus reguliert.
Die beteiligten Proteine, die Histone, dienen dabei nicht wie zuerst vermutet als reine
Packungsfaktoren sondern als Repressorproteine, welche die Genexpression regulieren
(Sandman 1998). Die wichtigste Untereinheit bildet das Nukleosom, welches aus 165
Basenpaaren DNA besteht, die mit zwei superhelikalen Windungen um ein Oktamer von
Tragerhistonen gewickelt sind. Die einzelnen Nukleosomen sind durch ein kurzes

Verbindungsstiick (zw. 10 und 80 Basenpaare) mit einander verbunden und bilden eine 30 nm

-7 -
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dicke Chromatinfaser, welche durch ein weiteres zwischen Verbindungsstiick und Nukleosom

bindendes Histon stabilisiert wird (Felsenfeld und Groudine 2003).

»Perlenschnur“-Form des Chromatins

30 nm -Chromatinfaser der Nukleosomen

: Ausgedehnte Form des Chromosoms
g8 300 nm

Kondensiertes Chromosom

Yy
O

0 nm

'\I Cantromere
ml

Abb. 4:  Packung der DNA als Chromosom (Felsenfeld und Groudine 2003)

— =

sonm VOllstandiges mitotisches Chromosom

-— =

Die Regulation der Genexpression erfolgt durch Eingang eines regulatorischen Signals und
tiber Verdnderung der Chromatinstruktur. Nukleosome, die aktive Gene tragen sind
zugéanglich fiir Enzyme, die die DNA angreifen und es kommt zu einer kontrollierten
Spaltung der Struktur. Bei der Transkription und der Replikation muss die DNA fiir die
Replikationsgabel zugédnglich gemacht werden indem immer kurze DNA-Teile entwunden
werden, damit der Enzymkomplex die DNA ablesen und verdoppeln kann. Das bedeutet, dass
die DNA-Topologie veridndert werden muss. Dies geschieht durch humane Topoisomerasen,
die sowohl ineinander verwundene Doppelstringe trennen als auch die Verdrillung der DNA

entwinden konnen.
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DNA primase
RMA primer

DMA ligase
DNA Polymerase (Pola)

=1, (g M

Okazakl fragment

WAL} 8

DMA Polymerase (Polé)
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Single strand,
Binding proteins

N\ ||||![ !IF KX

Topoisomerase

Leading
strand

Abb.5: Die DNA-Replikationsgabel (Ruiz, 2007).

Die entwundene DNA wird nun von der DNA-Helicase in die zwei Einzelstringe
aufgeschnitten. Zwei unterschiedliche Polymerasen binden an den Einzelstringen und
synthetisieren den jeweiligen Gegenstrang. Dabei benétigen die Polymerasen neben dem
abzulesenden DNA-Stiick auch noch einen RNA-Primer zur Bindung, der von einer DNA-
Primase gesetzt wird. Die Polymerase 6 bindet den Fiihrungsstrang (leading strand) und
beginnt die Synthese des komplementiren Strangs. Die Polymerase o beginnt die Synthese
des zweiten Strangs, wobei sie die so genannten Okazakifragmente, kurze Nukleotidketten
synthetisiert, welche durch eine Ligase verkniipft werden (Sutton und Walker 2001, Alberts
2003, Felsenfeld und Groudine 2003, Vindigni 2007).

DNA-Integritat

Um die DNA-Integritit aufrecht zu erhalten sind zelluldire Kontroll- und Reparatur-
mechanismen erforderlich. Wéahrend des Durchlaufens des Zellzykluses wird an bestimmten
Kontrollpunkten die Vollstandigkeit und Unversehrtheit der DNA iiberpriift. Liegen
UnregelmiBigkeiten vor, greifen schadensabhédngig verschiedene Reparaturmechanismen. Die
Kenntnis tiber den Wirkmechanismus von bioaktiven Substanzen kann Aufschluss iiber die
Art der Wirkung und mogliche negative Folgen geben. Demnach sollte dieser durch in vitro
und in vivo Studien erforscht werden um eine Risikobewertung einer Substanz bzw. eines
Substanzgemisches ermdglichen zu konnen. Dazu ist es wichtig zu verstehen, wie die

Kontroll- und Reparaturmechanismen arbeiten.
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Der Zellzyklus

Der Zellzyklus lasst sich in verschiedene Phasen gliedern. Aus der G;-Phase, in der die Zelle
an GroBe zunimmt und neue Proteine synthetisiert, kann sie in der Ruhephase Gy oder in die
Synthesephase gehen. In der Synthese-(S-)Phase wird die DNA repliziert. Zwischen der S-
Phase und der Mitose-(M-)Phase, in der es zur Trennung der Chromosomen in die

Tochterzellen kommt, liegt die G,-Phase in welcher sich die Zelle auf die Teilung vorbereitet.

Zelle mit einfachem
Chromosomensatz
Proteinsynthese

Mitosephase: Gl

Zellteilung (D (D
M

g @ DNA-Synthese
Chromosomen

werden getrennt | I

‘\ G2 (\\//
a

Zelle mit doppeltem

Chromosomensatz

Vorbereitung auf die
Mitose

Abb. 6:  Der Zellzyklus gliedert sich in G-, S-, G,- und M-Phase (nach Leland et al. 2001)

Wihrend des Zellzyklus gibt es fiir die Zelle wichtige Kontrollpunkte, wie den
Restriktionspunkt, am Beginn der S-Phase, an dem die Zelle entscheidet ob sie neue DNA
synthetisiert (Weinberg 1996). Die Bezeichnung ,Kontrollpunkt steht nicht fiir ein
stationdres Ereignis sondern beschreibt vielmehr biochemische Reaktionswege. Diese lassen
in Abhéngigkeit von DNA-Schidigung, den Zellzyklus fortfahren oder arretieren und umfasst
die gesamte zelluldre Antwort auf DNA-Schidden, als Anhalten der Zellzyklusprogression,
Induktion der Reparatur oder des programmierten Zelltods wihrend der Zellteilung. Obwohl
die Kontrollwege wihrend des gesamten Zellzykluses arbeiten, geschieht die Verlangsamung

oder Arretierung meist beim Ubergang von einer Phase in die nichste (Nasmyth 1996, Conti

et al. 2007).
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Wie alle Signaltransduktionswege konnen die beteiligten Proteine in drei Gruppen gegliedert
werden: Sensoren, Mediatoren, und Effektoren. In Tabelle 1 sind die Sdugerproteine, die an
der Signaliibertragung der Zellzyklusregulation beteiligt sind, aufgefiihrt. Wie bei der DNA-
Reparatur miissen auch bei den Zellzykluskontrollen zuerst die DNA-Schédden durch Sensoren
erkannt werden. Es wird vermutet, dass es sich in beiden Fallen um die gleichen Sensoren
handelt. Bei den Sensoren werden zwei Gruppen unterschieden: der RCF/PCNA-verwandte
Rad17-RFC/9-1-1-Komplex und die Phosphoinositol-3-kinase-dhnlichen Kinasen (PIKK)
(Melo and Toczyski 2002, Sancar et al. 2004).

Die beiden PIKK ATM (,ataxia telangienctesia mutated) und ATR (,,ATM and Rad3
related) spielen bei der Erkennung von DNA-Schiden eine bedeutende Rolle sowohl in
Bezug auf die DNA-Reparatur als auch bei der Zellzykluskontrolle und auch bei der
Apoptose (Kap. Apoptose). Durch Aktivierung ihrer intrinsischen Kinaseaktivitit bei der
Bindung an die DNA kénnen ATM und ATR die ,,Ubermittler* Chkl und Chk2
phosphorylieren und aktivieren, was durch Phosphorylierung des Tumorsupressorproteins p53
und des Cdc25 zu einem Arrest des Zellzyklus’ iiber die Regulation der Zyklin-abhidngigen
Kinasen (CDKs) fiihrt. Je nach Zellzyklusphase in der sich die Zelle gerade befindet werden
dabei unterschiedliche Kombinationen von Zyklinen und CDKs aktiviert (Abb. 7).

Cyclin

ASB CE’K P
P
CDK in
! . Mitose-
< signal
RE" gy [
8/ -3 >r
Gy
S
\ Cy;lln CDK
46 p

R,
cpoKk Cyclin
¥ A

Abb.7: Die unterschiedlichen Zyklin/CDK-Komplexe regulieren das Durchlaufen des Zellzykluses
(Eisenbrand et al. 2004).
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ATM und ATR koénnen jedoch auch andere Proteine wie BRCA-1 oder c-Abl phosphorylieren
und damit die DNA-Reparatur in Gang setzen. Bei einer hohen Schadensrate und damit
verstirkter Phosphorylierung von p53 und c-Abl wird der programmierte Zelltod (Apoptose)
eingeleitet (Christmann 2003, Sancar 2004).

DNA-Schaden und zellulare Reparaturmechanismen

Die DNA kann beispielsweise durch Strahlung, Alkylierung oder Oxidation geschidigt
werden.  Daraus resultieren FEinzel- und  Doppelstrangbriiche, Basen-  oder
Desoxyribosemodifikationen und DNA-DNA- oder DNA-Protein-Crosslinks. Dabei
dominiert die Schiddigung der DNA durch reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS), was meist zur Oxidation von DNA-Basen, apurinen- oder apyrimidinen
Stellen und DNA-Strangbriichen fiihrt. ROS entstehen endogen oder exogen (Valko et al.
2004, Friedberg 2003):

e bei der Bestrahlung mit UV-, Rontgen oder Gamma-Strahlung

e als Produkte von metallkatalysierten Reaktionen

e als Nebenprodukte der mitochondrialen Atmung

e als Produkte von Makrophagen wéhrend einer Entziindung

e Redoxcycling
Zu den reaktiven Agenzien zdhlen das Superoxidradikalanion (O,”), das Hydroxylradikal
(OH), Singulettsauerstoff ('O,) und auch Wasserstoffperoxid (H,0,), wobei das
Hydroxylradikal mit einer Halbwertszeit von unter einer Nanosekunde als reaktivstes Agens
wirkt. Es entsteht in Anwesenheit redoxaktiver Metalle, wie Eisen und Kupfer, welche den

zelluldren Redoxstatus kontrollieren, iiber die so genannte Fentonreaktion:

Fe (II) + H,O, — Fe (Ill) + OH + OH"

Zum Schutz vor reaktiven Sauerstoffspezies besitzt die Zelle Antioxidantien und Enzyme
zum Abbau der ROS, wie Glutathionperoxidase, Superoxiddismutase oder Katalase. Die

Superoxiddismutase katalysiert die Dismutation des Superoxidradikalanions:

O, +2 H' S0 o H,O0,+0,
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Das Enzym arbeitet meist zusammen mit Wasserstoffperoxid-abbauenden Enzymen wie
Katalase und Glutathionperoxidase. Die Katalase katalysiert die Dismutation von H,O;, zu
H,0O. Diese Schutzmechanismen fangen den grofften Teil der gebildeten ROS ab. Es kann
jedoch auch zu Reaktionen der ROS mit Biomolekiilen wie Proteinen oder der DNA kommen.
Entsteht beispielsweise das Hydroxylradikal in der Né&he der DNA kann dies zur
Radikalreaktionen mit den DNA-Basen oder mit dem Zucker-Phosphat-Riickgrat und so zu
geschidigten Basen und Strangbriichen fiihren. Das Radikal kann ein Wasserstoffatom von
der pyrimidinen Methylgruppe oder des Zuckers abstrahieren oder durch eine radikalische
Additionsreaktion mit der DNA ein Addukt bilden. Das bekannteste Beispiel fiir ein
Hydroxyladdukt ist das 8-OH-Guanin (Abb. 8), das mutagen und kanzerogen wirkt. Daher
eignet es sich sehr gut als Biomarker fiir oxidativen Stress und kann durch chromato-

graphische Auftrennung bestimmt werden (Valko et al. 2004, Friedberg 2003).

O 0
HN \ HN N: OH Oxidation HN N
| > + OH — = | X —— I | H—oH
HNT N7 N HNT SN N H HNT SN N
R R R
Guanidin Adduktradikal 8-OH-Guanidin

Abb. 8:  Entstehung des 8-Hydroxyguanidin durch Addition eines Hydroxylradikals und Oxidation

Die Zelle besitzt neben den Abwehrmechanismen gegen oxidativen Stress eine Vielzahl
weiterer Schutz- und Reparatursysteme. Es konnten bislang etwa 130 DNA-Reparaturgene
identifiziert werden deren Funktion jedoch teilweise noch nicht aufgeklart werden konnte. Die
DNA-Reparaturgene koénnen in Untergruppen gegliedert werden: Gene, die mit der
Signaliibermittlung und der Regulation der DNA-Reparatur in Verbindung stehen und solche,
die mit bestimmten Reparaturmechanismen verbunden sind (Christmann et al. 2003, Helleday
et al. 2007, Lake und Bedford 2007). Die folgenden Reparaturmechanismen werden
unterschieden:

e Direkte Aufhebung des DNA Schadens. DNA-Schiaden, welche direkt aufgehoben
werden konnen sind beispielsweise N- und O-Alkylierungen der Pyrimidine oder
Purine. Eine der hdufigsten Verdnderung dieser Art ist die Methylierung des Guanins
in O%Position, welche ohne Reparatur zu einer Fehlpaarung und Mutation von GC
nach AT fiihrt. Die Reparatur erfolgt bei O°Alkylierungen durch die O
Methylguanin-DNA-Methyltransferase.
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»Mismatch* Reparatur (MMR). Mit Hilfe von MMR kénnen spontane oder durch
Desaminierung oder Oxidation der Basen verursachte Fehlpaarungen, wie G/T, G/G,
A/C oder C/C erkannt und behoben werden.

»Base Excision Repair® (BER). Dieser Mechanismus ist zustindig fir die
Erkennung und Entfernung von verdnderten DNA-Basen, wie beispielsweise
oxidierten Basen, die durch Spontanoxidation in der Zelle oder durch exogenen
Einfluss entstehen konnen (Izumi et al. 2003). Das bekannteste Oxidationsprodukt,
das iiber diesen Mechanismus erkannt wird ist das 8-oxo-7,8-Dihydroguanin (8-
0x0G), welches im Gleichgewicht mit dem 8-OH-Guanin steht (Abb. 8) und ein
starkes Mutagen ist, da es eine Fehlpaarung mit Adenin eingeht. Eine DNA-
Glykosylase entfernt die oxidierte Base und generiert eine apyrimidine- oder apurine-
Stelle (AP-Stelle) oder einen FEinzelstrangbruch mit einem 3’-a,B-ungesittigten
Aldehyd (3’-PUA). Die apurine/apyrimidine Stelle-erkennende Endonuklease (APE-
1) wandelt das 3’-Ende in ein 3’-OH. Die Polymerase 3 ersetzt die 5’-abasischen
Stelle durch ein neues Nukleotid. Die DNA Ligase I oder III verschlieft den
Strangbruch. Auch alkylierte DNA-Basen werden zum Teil durch BER repariert.

DNA - Schaden Normale DNA

5 3 5 <

[TTTT@ITTTI TTTTTITTITT171 3

gl LI LTI LI] & P I I I

DNA-Glykosylas DNA-Glykosylase mit AP-Lyase DNA Ligase Il
5 3 5 X 3 5' 3
[TTTT TTTTT [TTTT TTTTI [TTTTTTTTTIT

Y ¥ Y e I I

AP-Stelle Einzelstrangbruch

5P(PR)
5 OH 3
[TTTTTTTTI

I I I I I

AP-Endonuklease | DNA Polymerase

Abb. 9: Vereinfachte Darstellung der ,,base excision repair” (Izumi et al. 2003). Die DNA-Glykosylase
entfernt die oxidierte Base und generiert eine AP-Stelle oder einen Einzelstrangbruch mit
einem 3’-PUA (X). Die APE-1 wandelt das 3’-Ende in ein 3’-OH. Die Polymerase 3 ersetzt
die 5’-abasische Stelle durch ein neues Nukleotid. Die DNA Ligase I oder III verschlieit den
Strangbruch.

»Nucleotid Excision Repair®“ (NER). Sperrige DNA-Schiaden, wie Addukte mit

Chemikalien wie Aflatoxinen oder Benzo[a]pyren werden durch NER repariert.
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Dabei sind etwa 30 Proteine in den komplexen Mechanismus involviert. Dabei wird
ein Teil eines DNA-Strangs entfernt und danach die DNA durch Polymerisation und
Verschluss wieder in ihren Ursprungszustand gebracht.

e Reparatur von Doppelstrangbriichen. Doppelstrangbriiche induzieren potent
genotoxisches Effekte wie Chromosomenbriiche oder chromosomale Wechsel oder
fihren zum programmierten Zelltod (s.S. 13ff).  Bei der Reparatur von
Doppelstrangbriichen werden zwei Wege unterschieden, die homologe
Rekombination (HR) und das nicht-homologe Zusammenfiigen zweier Enden (non-

homologous end-joining, NHEJ), wobei in Sdugern der zweite Weg dominiert.

5 3 5 3
ol HEH B RN R ol

Ku70
Ku8o
DNA-PKcs

Artemis
Processing of the DNA ends

XRCC4
Ligase IV

Abb. 10: Reparatur von Doppelstrangbriichen durch ,,non-homologous end-joining™ (Hefferin und Tomkinson
2005). Ku70 und Ku80, Proteine mit einer GroBle von 70 bzw. 80 AS; DNA-PKcs, DNA-
Proteinkinase c; Fen-1, Ligase; Mrell, eine Endonuklease; Rad50, eine Exonuklease; Nbsl, eine

Helicase; XRCC4, ein Phosphoprotein
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Das NHEJ-System kann Doppelstrangbriiche ohne Sequenzhomologie der Enden verbinden.
Dazu bindet zunéchst ein heterodimerer Proteinkomplex aus Ku70 und Ku80 an die beiden
Enden damit diese nicht durch Exonukleasen abgebaut werden. AnschlieBend bindet die
katalytische Untereinheit der DNA-abhingigen Proteinkinase (DNA-PKcs) an diesen
Komplex und bildet so das aktive DNA-PK-Holoenzym, einer =zelluliren Serin/
Threoninkinase. Ein Ziel fiir dieses Enzym ist das Phosphoprotein XRCC4, welches an eine
Ligase 4 gekoppelt ist. Dieser Komplex bindet an die DNA-Enden und verbindet diese
miteinander. Die meisten Doppelstrangbriiche koénnen jedoch nicht sofort verschlossen
werden sondern miissen zunédchst vorbereitet werden indem durch einen Enzymkomplex, der
eine Endonuklease-, Exonuklease- und Helicaseaktivitit besitzt (MRE11-Rad50-NBS1), ein
DNA-Uberhang erzeugt wird. Zudem ist noch das Protein Artemins, eine einzelstrang-
spezifische Exonuklease, an der Bildung von DNA-Uberhingen beteiligt (Critchlow and
Jackson 1998, Hefferin and Tomkinson 2005).

Apoptose

Als Apoptose wird der programmierte oder aktive Zelltod bezeichnet, der fiir die Regulation
der Gewebshomoostase eine wichtige Rolle spielt. Die Regulation der Apoptose ist direkt
abhéngig vom physiologischen Zustand der Zelle und eine fehlerhafte Regulation dieses
Mechanismus’ resultiert in der Entwicklung von Gendefekten, Autoimmunkrankheiten,
Neurodegeneration und Krebs. Die charakteristischen pathophysiologischen Merkmale der
Apoptose sind eine porose Zellmembran, ein Schrumpfen der Zelle, Chromatinkondensation
und DNA-Fragmentierung. SchlieBlich wird der Inhalt der sterbenden Zellen in die so
genannten apoptotischen Korperchen verpackt und von benachbarten Makrophagen
aufgenommen (Jin und El-Deiry 2005).

Die Apoptose wird iiber zwei unterschiedliche Wege eingeleitet, den extrinsischen Weg und
den intrinsischen Weg. Bei beiden Signalwegen dienen spezielle Proteasen, die Caspasen als
Haupteffektoren. Die Aktivierung des extrinsischen Wegs wird durch Bindung eines
Liganden an den ,,Todesrezeptor* eingeleitet. Der intrinsische Weg hingegen wird {iber DNA-
Schéden aktiviert, wobei die Mitochondrien involviert sind (Green et al. 2004).

Der extrinsische Signalweg wird durch die Bindung verschiedener Substrate an spezielle
Oberfliachenrezeptoren, die so genannten ,,Todesrezeptoren ausgeldst. Nach Liganden-
bindung oligomerisiert der Rezeptor, rekrutiert das Adaptorprotein FADD (Fas-associated
death domain) und Caspase 8 und bildet mit diesen zusammen den DIS-Komplex (death-
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induced signaling). Auf die Autoaktivierung der Caspase 8 in diesem Komplex folgt die
Aktivierung der Effektorcaspasen (Caspasen 3, 6 und 8).

Der intrinsische Signalweg wird iiber unterschiedliche apoptotische Stimuli aktiviert, die alle
im Mitochondrium zusammenlaufen. Nach Abgabe von Cytochrom ¢ aus dem
Mitochondrium in das Plasma bindet dieses an den Apoptose-Protease-aktivierenden Faktor 1
(APAF-1) und an die Procaspase 9 und formt so einen Komplex, Apoptosom genannt. In
diesem Komplex wird nun die Caspase 9 aktiviert und kann nun die Procaspase 3 aktivieren.
Die Caspase 3 aktiviert anschlieBend weitere Proteasen und Nuklearen, die die terminalen
Ereignisse des programmierten Zelltodes einleiten. Dazu zdhlen die Verpackung des
zelluldren Inhalts in die so genannten apoptotischen Korperchen und die anschlieBende

Phagozytose.

[ =

:/ODB&F“ ligand

-

r Procaspase-8

1P

~__ Death promoting
|' j protein (Bid)

promoting
protein (Bax)
Cytochrome ¢
o) Mitochondrion

Abb. 11: Signalwege der Apoptose (Hengartner 2000). C-Flip, anti-apoptotisches Protein; FADD,
Adaptorprotein; CD95L, ; BclxL, anti-apoptotisches Protein; Bcl-2, regulierendes Protein; Bax,
Kofaktor von p53; p53, Tumorsupressorgene AF, Apoptosefaktor; Apaf-1, Apoptose-Protease-
aktivierenden Faktor 1; Bid, ,,BH3 interacting domain death agonist®; IAPs, Apoptose-hemmendes

Protein

Bisher konnten 14 Caspasen (Effektorproteine) identifiziert werden. Sie werden als inaktive

Zymogene mit einer Prodoméne, einer grofen (p20) und einer kleinen (p10) und synthetisiert.
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Die aktiven Enzyme bestehen dann aus einem Heterotetramer zweier p20/p10 Heterodimere
mit zwei aktiven Zentren. Die Einzigartigkeit der Proteasen erklért sich {iber die Féhigkeit der
Spaltung einer Bindung zwischen Asparaginséure und einer weiteren Aminoséure. Aufgrund
threr Funktion konnen die Caspasen in drei Gruppen eingeteilt werden:
Entziindungsvermittelte oder stress-induzierte Caspasen (1, 4, 5, 11, 12, 13), apoptotische
Initiatorcaspasen mit einer langen Prodoméne (extrinsisch: 8 und 10; intrinsisch 2 und 9) und
apoptotische Effektorcaspasen (3, 6 und 7).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Polyphenole verschiedene Elemente der

Apoptoseinduktion modulieren (Tab. 1, Martin 2006).

Tab.1: Modulation der Apoptose durch Polyphenole (nach Martin 2006)

Polyphenol Vorkommen Art der Modulation

Epigallocatechin-3-gallat | Griintee, Schokolade Aktiviert FAS
Hemmt NF-xB
Caspaseaktivierung

Veranderte Membranfunktion

Catechin Tee Hemmt p38, PI3K, und AP-1
Aktivierung

Genistein Sojabohnen Hemmt NF-xB
Aktiviert Caspasen

Induziert Bax

Resveratrol Rote Trauben, Beeren, | Hemmt NF-xB

Erdniisse Aktiviert Caspasen

Induziert Fas-Ligand

Curcumin Curry, Kurkuma, Senf | Hemmt NF-xB und AP-1
Aktiviert Caspasen
Induziert Bax

Unterbricht MTP

Ellagsiure Erdbeeren, Walniisse, | Erhoht Caspase 3-Aktivierung
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Pekaniisse

Hochregulation von p53

Aktiviert MAPK, JNK, p38
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Humane Topoisomerasen

Die Strukturaufkldrung der DNA-Doppelhelix warf weitere Fragen auf, beispielsweise wie
die Replikationsgabel angreifen soll, wenn die DNA eng strukturiert vorliegt. Die Struktur der
DNA weist fiir die Replikationsapparatur enorme topologische Probleme auf. Die DNA hat
jedoch eine dynamische Struktur. Sie kann gekriimmt oder geknickt auftreten und entwunden
werden. Eine wichtige topologische Eigenschaft der DNA ist ihre Verwindungszahl. Sie ist
definiert als die Anzahl der Rechtswindungen eines DNA-Strangs um den anderen.
Topoisomerasen sind Enzyme, welche den topologischen Status der DNA verdndern konnen
indem sie transiente Strangbriiche im Zucker-Phosphat-Riickgrat generieren. Dabei bilden die
Enzyme kovalente Bindungen mit dem DNA-Riickgrat aus. So konnen sie die
Verwindungszahl der DNA und damit die rdumliche Struktur der DNA verdndern (Boege
1996, Osheroff 1998).

Kurz nach der Aufkliarung ihrer Wirkung war klar, dass die Topoisomerasen eine
entscheidende Rolle bei der Teilung und Aktivitdt von Zellen, sowie in jedem Aspekt des
DNA-Metabolismus, der Replikation, der Transkription und der Rekombination spielen
(Hardy et al. 2004).

Tab.2: Klassen der Topoisomerasen (Topo) und deren Eigenschaften, VZ: Verwindungszahl, fett gedruckt:

humane Topoisomerasen

Typ | Tyrosin- Enzyme DNA- Veranderung | ATP | Mg*
bindung Schritt der VZ Cofaktor
IA | 5’-Ende | Bakterielle Topo I + III | Einzelstrang +1 - +
Topo Illa/B

Reverse Gyrase

IB |3’-Ende | Topol Einzelstrang +/-n - -
Topo V

ITA | 5°-Ende | Topo lla/B Doppelstrang +/-2 + +
DNA-Gyrase
Topo IV
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IIB | 5°-Ende | Topo VI Einzelstrang +/-2 + +

Topoisomerasen werden aufgrund ihrer Struktur, ihrer Aktivitdt und ihres Vorkommens in
verschiedene Klassen und Typen unterteilt. In Sdugern existieren drei Klassen von dieser
Enzymgruppe, bekannt als Typ I, Typ Il und Typ III - Topoisomerasen:

e Typ I - Topoisomerasen agieren indem sie transiente Einzelstrangbriiche in das
Riickgrat der DNA einfiihren und dem Molekiil somit eine kontrollierte Rotation oder
ein Durchfiihren des komplementiren DNA-Strangs ermoglichen. Das Resultat dieses
Vorgangs ist, dass die Enzyme so die Uber- oder Unterverwindung der Doppelhelix
regulieren kdnnen.

e Typ II - Topoisomerasen hingegen fithren transiente Doppelstrangbriiche ein und
ermdglichen das Durchfiihren eines weiteren Doppelstrangs durch die Bruchstelle.
Diese Enzyme sind also in der Lage ineinander verkettete Tochterchromosome zu
trennen (Osheroff 1998).

e Uber die genau Wirkung der Typ III — Topoisomerasen ist noch wenig bekannt und

daher wird auf diesen Typ im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher eingegangen.

In den 1980er Jahren erdffnete sich ein weiteres interessantes Forschungsgebiet auf diesem
Feld als entdeckt wurde, dass Topoisomerasen ein primdres Ziel fiir eine Vielzahl von
klinisch interessanten, zytotoxischen Substanzen sind. Topoisomerase-hemmende Substanzen
wirken antibakteriell und toten Krebszellen in einer einzigartigen Weise (Osheroff 1998).

Die Reaktion der Topoisomerase mit der DNA ist abhingig von der Ionenstirke, dem pH-
Wert, der Temperatur und der Magnesiumkonzentration. Der Einfluss der Ionenstédrke bei der
Reaktion der Topoisomerase mit der DNA zeigten Osheroff et al. 1983. Die optimale
Ionenstirke wird bei Salzkonzentrationen zwischen 100 und 150 pM erreicht. Die
Magnesiumkonzentration sollte zwischen 5 und 10 uM liegen. Bei der Verwendung von Tris-
Puffer tritt erst bei einem pH > 6,5 eine Enzymaktivitéit auf, die dann mit hoherem pH-Wert
zunimmt. Das Temperaturoptimum fiir die Enzymaktivitét liegt bei 30°C (Osheroff et al.

1983, Osheroff 1986).
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Topoisomerase |

Topoisomerase-I-Enzyme sind Monomere mit einer Gro3e von 80 bis 100 kDa und einem
Tyrosin (Y723) im aktiven Zentrum. Diese Enzyme schneiden einen Einzelstrang der DNA
wihrend der Katalyse und fiihren einen zweiten DNA-Strang durch die entstandene Liicke
(Berger, 1998).

Die eukaryotische Topoisomerase I ist die einzig bekannte Topoisomerase I, die kovalent an
die DNA bindet. Die human Topoisomerase I ist etwa 55 x 70 x 85 A und 91 kDa grof3 und
enthilt wie in Abbildung 12 gezeigt verschiedene Untereinheiten: die N-terminale Doméne,
die Kernsubdominen I — III, eine Verbindungsdoméne und die C-terminale Doméne. Das
aktive Zentrum mit dem Tyrosin 723 ist in der C-terminalen Domaéne lokalisiert (Champoux

2001, Stewart 1997).

Kern- i e
Kern-

Subdomane Il

Vermutete
Drehachse

C-terminale

Domane Subdomaéne Il

il : Verbindungs-
LY ‘_‘,‘ stlick

Abb. 12: Die Struktur der Topoisomerase I mit DNA. Die verschiedenen Doménen sind farblich voneinander
abgehoben, Kernsubdoménen 1 — III (gelb, blau, rot), die Verbindungsdoméne (orange) und die C-

terminale Doméne (griin) (nach Champoux 2001).

Schematisch kann die Topoisomerase auch als leicht gedffnete Hand dargestellt werden.
Dabei bilden die Subdoménen I und II die vier Finger, die Verbindungseinheit den Daumen

und die Subdoméne III und die C-terminale Doméane die Handfldche (Abb. 13).
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Abb. 13: Modell des Mechanismus der Topoisomerase I — Bindung an die DNA (modifiziert nach Champoux

2001). a) Das Enzym erkennt eine Bindungsstelle an der DNA. b) Das aktive Zentrum bindet an die
DNA. ¢) Stabilisierung des DNA-Enzym-Intermediats durch Konformationsdnderung

Anhand dieses Modells kann der katalytische Zyklus des Enzyms verstindlich gemacht

werden. Dieser kann in vier Schritte unterteilt werden: Enzymbindung an die DNA,

Einfiihrung eines DNA-Strangbruchs, Einzelstrangpassage und Verschluss des Strangbruchs.

Die einzelnen Schritte laufen wie folgt erklért ab.

1.

Das Enzym bindet an die DNA: Die humane Topoisomerase I umgreift die DNA mit
den ,,Fingern® (Subdoménen I und II) und der ,,Handinnenfliche* (Subdoméine III
und C-terminale Ende) des Enzyms, durch verschiedene Enzym-Dia-Interaktionen am
Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA. Die meisten DNA-Enzym-Kontakte befinden
sich dabei in der Ndhe der Bruchstelle und werden von den Aminosduren Arg-488,
Lys-532, Arg-590 und His-623 {iber Wasserstoffbriicken mit der DNA gebildet
(Interthal 2004). Die DNA wird dadurch fiir das Schneiden positioniert. Hierbei ist zu
beachten, dass die Topoisomerase I nur an doppelstringige DNA bindet, nicht an
Einzelstrangsequenzen. Die Bindung ist dort am effektivsten, wo die DNA

superspiralisiert vorliegt.

Einfuhrung eines DNA-Strangbruchs: Die Topoisomerase I bindet kovalent an das
3’-Ende der DNA und bildet einen DNA-Enzym-Komplex, den so genannten
,cleavage Komplex mit der DNA. Dabei bindet das Tyrosin (Y723) im aktiven
Zentrum des Enzyms an ein 3’-Phosphat unter Ausbildung eines Strangbruchs und
generiert so eine freie 5’-Hydroxygruppe. Dies geschieht durch einen nukleophilen

Angriff des Tyr-723 an einem Phosphat der DNA (Abb. 14). Die Reaktion ist sensitiv
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gegeniiber physiologischen Modifikationen der DNA, wie Cytosinmethylierung,

Anwesenheit von abasischen Stellen, Uracilsubstitution und Fehlpaarungen.

Topoisomerase | DNA

Tyrosin Y723
Zucker 3' - Ende
/

0 _

N \ O
P \H ?_\ ﬁ\\g
H o \\Zucker 5'- Ende

Spaltung ‘ ’ Verschluss

Tyrosin Y723

/Zucker 3'- Ende

° 0
N\ /P\‘\

< TH 9/\0 o (?/\Zucker 5'- Ende

/4 H

DNA-Strangbruch

Abb. 14: Nukleophiler Angriff des Tyrosins Y723 im aktiven Zentrum der Topoisomerase I am
Phosphat des 3’-Endes eines DNA-Strangs und zweite Transesterbindung zum Verschluss
des Strangbruchs durch nukleophilen Angriff des freien Hydroxysauerstoffs des 5’-Endes
(modifiziert nach Pommier 1998).

Einzelstrangpassage: Beim Rotationsmodel wird angenommen, dass der geschnittene
Strang stationdr gehalten wird, wahrend der ungeschnittene Strang gedreht und so eine

Windung der DNA gel6st wird (Stewart 1998).
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Abb. 15: Das Rotationsmodell der Topoisomerase I. 1) Die Topoisomerase lagert an die DNA an. 2) Das
Enzym bindet an die DNA und fiigt einen Einzelstrangbruch ein. 3) Der ungeschnittene Strang
wird durch Rotation durch die entstandene Liicke gefiihrt und die DNA so um eine Verwindung

entwunden (Berger 1998).

4. DNA-Verschluss: Der DNA-Verschluss ist eine zweite Transesterreaktion. Die 5’-
Hydroxylgruppe des geschnittenen Strangs wirkt nun als Nukleophil und greift die
Phosphotyrosinbindung an und die Bruchstelle wird wieder verschlossen. Die Energie
fiir diese Reaktion stammt aus der gespeicherten Energie der superspiralisierten DNA
(Pommier 1998, Berger 1998). Lys-532 spielt beim Verschluss der Bruchstelle eine
wichtige Rolle indem es als Protonendonator fiir den 5’-Sauerstoff fungiert und so

zum Entlassen der DNA aus dem Enzym beitrdgt (Interthal et al. 2004).

Die Topoisomerase I kann durch diesen Mechanismus die superspiralisierte DNA entwinden
und wieder verdrillen, sowohl positiv, wie auch negativ. So ermoglicht sie der
Replikationsgabel den Zugang und die Durchfithrung der Replikation.

Baker et al. konnten 1995 zeigen, dass die Topoisomerase I konstitutiv wéhrend des gesamten
Zellzyklus exprimiert wird. Das Enzym ist vor allem im Zellkern und Nukleolus lokalisiert,
wobei die N-terminale Doméne eine wichtige Rolle fiir die Lokalisation spielt und auBBerdem

eine Verbindung der Topoisomerase I mit dem RNA-Polymerase I — Holoenzym des
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Nukleolus vermittelt (Christensen et al. 2004). Es findet jedoch ein dynamischer Austausch
der Topoisomerase I zwischen dem Nukleoplasma und dem Nukleolus statt, mit einer
Anhdufung des Enzyms im Nukleolus:
e Protein-Protein-Wechselwirkungen und der Verbindung des Enzyms mit der DNA
wihrend der Transkription und Replikation
e geringeren Mobilitdit des Enzyms im Nukleolus verglichen mit der Mobilitit im
Nukleoplasma (Christensen et al. 2003)
Hierbei konnen die Protein-Protein-Wechselwirkungen zur verminderten Mobilitdt des

Enzyms im Nukleolus beitragen.

Topoisomerase |1

Da die DNA nicht nur einfach verwunden ist sondern eine komplexe ineinander
verschlungene Struktur besitzt miissen zur Entwindung auch Doppelstringe entwirrt werden.
Dies kann die Topoisomerase I nicht leisten und ein zweites Enzym, die Topoisomerase II,
welche einen transienten Doppelstrangbruch im Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA
einfiigen kann, wird bendtigt. Das Typ II — Enzym arbeitet als Homodimer mit einer
Gesamtgrofle von etwa 75 x 70 x 75 A. Es sind zwei Isoformen der Topoisomerase 11
bekannt, Topoisomerase Ila. mit einem Gewicht von 170 kDa und Topoisomerase I} mit
einem Gewicht von 180 kDa. Topoisomerase II} wird, wie Topoisomerase I wiahrend des
kompletten Zellzykluses exprimiert, wiahrend die a-Isoform vorwiegend wéhrend der Mitose
exprimiert wird (Meyer et al. 1997, Austin et al. 1992, Wilstermann und Osheroff 2003). Die
Isoformen unterscheiden sich nicht nur in Molekulargewicht und Expression wihrend des
Zellzykluses sondern auch in ihrer Funktion (Burden und Osheroff 1998, Mandraju et al.
2007). Die Topoisomerase II iibernimmt die so genannten ,housekeeping™ Funktionen,
unabhéngig in welcher Zellzyklusphase sich die Zelle befindet. Bei der Zellteilung hingegen
tibernimmt die Topoisomerase Iloe die Aufgabe die DNA-Topologie zu regulieren, sie ist
somit an Prozessen wie der Replikation und der Trennung der Tochterchromatiden beteiligt.
Eine vollstindige Unterscheidung der Aufgabengebiete der beiden Isoformen kann jedoch
nicht getroffen werden, da auch Heterodimere zwischen Topoisomerase Ilo und IIf
ausgebildet werden (Burden und Osheroff, 1998). Die Unterschiede in der Funktion der

beiden Isoformen spielt auch bei der Wirkung von Topoisomerasegiften eine Rolle. Eine
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Hemmung der Topoisomerase [la fiihrt zu einer effektiveren Hemmung des Zellwachstums
als eine Hemmung der B-Isoform (Azarova et al. 2007).

Die Topoisomerase II-Struktur wird in drei Dominen unterteilt (Abb. 16). Am N-terminale
Ende bis AS160 befindet sich eine B’-Domidne mit einer ATP-Bindungstasche. Die A’-
Doméne (AS161-1200) beinhaltet das aktive Zentrum mit dem Tyrosin 723. Das
carboxyterminale Ende ist eine variable Domine und trigt die nukleare Lokalisationssequenz

(Burden und Osheroft 1998).

| B‘Domanen

Abb. 16: Die Struktur der Topoisomerase II mit den drei Doménen A’ (gelb und rot), B’ (hellblau und blau)
und der variablen Doméne (hellgriin und griin). Links: halboffene Form, rechts: offenen Form

(Berger 1998)

In einer Reaktion, in der die ATP-Bindung- und ATP-Hydrolyse-gekoppelt ist, schneiden
diese Proteine einen Doppelstrang der DNA, transportieren einen zweiten Doppelstrang durch
die Offnung und verschlieBen diese wieder (Berger 1998, Issacs et al. 1998).

Das Modell der Topoisomerase besteht aus drei verstellbaren Klemmen, die durch je ein Set
von Scharnieren verschlossen werden konnen. Dabei wird die eine Klemme, die ATPase-
Doméne, gedffnet und verschlossen durch ATP-Bindung und ATP-Hydrolyse. Die zweite
Klemme (B’-Domine) ist flir die Stabilisierung des ungeschnittenen DNA-Strangs und die
dritte Klemme (A’-Domaéne) fiir die Stabilisierung des zu schneidenden DNA-Strangs und das

Einfiigen des DNA-Doppelstrangbruchs verantwortlich.
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Abb. 17: Der katalytische Kreislauf der Topoisomerase II. 1) Anlagerung des Enzyms an einen DNA-
Doppelstrang (G-segment) 2) Konformationsianderung des Enzyms und Bindung an diesen Strang 3)
ATP-Bindung, Bindung eines zweiten DNA-Strangs (T-segment), Einfilhrung eines DNA-
Doppelstrangbruchs im G-segment 4) Transport des zweiten Doppelstrangs durch die Liicke
VerschlieBen des Strangbruchs, 5) Konformationsinderung und Offnen des Enzyms zur Freigabe des
T-segments 6) ATP-Hydrolyse und Freigabe des T-segments, Enzym und DNA liegen wieder

getrennt vor und konnen einen neuen Zyklus durchlaufen (modifiziert nach Berger 1998).

Der katalytische Kreislauf der Topoisomerase II kann in sechs Schritte unterteilt werden

(Abb. 17):

1. Bindung an die DNA: Das Enzym erkennt topologische Strukturen und bindet
vorzugsweise an superspiralisierte DNA. Neben der nicht sehr stark ausgeprigten
Sequenzsperzifitit der Topoisomerase II fiir Teilungsstellen erkennt das Enzym
uniibliche DNA-Strukturen wie Haarnadelstrukturen, Z-geformte DNA und DNA-

Tetraplexe.

2. Schneiden des einen DNA-Strangs: Zwei Tyrosine greifen an gegeniiberliegenden
Stellen der beiden Strangen einer Doppelhelix mit einem Abstand von 4-Basen an, um
einen sicheren Wiederverschluss zu garantieren und binden kovalent unter Bildung

einer 5’-Phosphotyrosinbindung an die DNA. Dabei befindet sich je ein Tyrosin in je
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einem aktiven Zentrum eines Monomers. Die Nukleotidbindung treibt die
Dimerisierung der ATPase-Doméne, das Schneiden des ersten Strangs und den

Transport des zweiten Strangs durch die Schnittstelle an.

3. Durchfiihren des zweiten DNA-Strangs: Der ungeschnittene Strang wird durch
Konformationsédnderung des Enzyms nach ATP-Bindung durch die Schnittstelle
hindurchgefiihrt. Dabei ist die alleinige Bindung des ATPs wichtig fiir die

Konformationsédnderung.

4. VerschlieRen des geschnittenen DNA-Strangs: Das Enzym baut ein Gleichgewicht
zwischen Strangbruch und Wiederverschluss auf, wobei die Kinetik der
Konformationsédnderung vor und nach dem Transport des DNA-Strangs durch die
Liicke vergleichbar sind. Nach dem Transport des ungeschnittenen Strangs durch die
Schnittstelle wird diese wieder verschlossen und der durchgefiihrte Doppelstrang wird

durch eine weitere Konformationsdnderung aus dem Enzym entlassen.

5. ATP-Hydrolyse: Die ATPase-Doméne wird durch Hydrolyse von ATP wieder
geodffnet und der verschlossene DNA-Strang wird wieder aus dem Enzym entlassen.
Es ist ebenfalls beschrieben, dass die Hydrolyse auch schon zur
Konformationsédnderung des Enzyms beitrdgt. Phosphorylierung des Enzyms an einer
spezifischen Phosphorylierungsstelle in der variablen Domine erhoht die

Hydrolyserate um das zwei- bis dreifache.

6. Enzymrecycling: Nach der ATP-Hydrolyse kann auch der zuvor geschnittene DNA-
Strang aus dem Enzym entlassen werden. Das Enzym steht nun wieder fiir eine

weitere Reaktion zu Verfiigung (Burden und Osheroft 1998).
Die Durchfiihrung eines Doppelstrangs durch einen weiteren erlaubt dem Typ II Enzym

Duplex DNA-Ringe zu katenieren und zu dekatenieren sowie die superhelikale Struktur der

DNA zu verdndern (Abb. 18) (Burden und Osheroff 1998, Berger 1998).
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Abb. 18: Strukturelle Verdnderungen der DNA durch Topoisomerase II: Entwirren negativ- oder positiv-

Ent-/Verwinden

verdrillter DNA und positives oder negatives Verdrillen, Ver- und Entknoten von ineinander

verschlungenen Doppelhelices, Katenieren und Dekatenieren von DNA-Zirkeln (Boege 1996).

Die Regulation der Topoisomerase II — Genexpression ist durch positive und negative
Kontrollen gesteuert erkennbar sowohl an Promotoraktivitit als auch an der mRNA-
Stabilitit. So spielt beispielsweise der Proliferationsstatus eine wichtige Rolle, da in nicht
proliferierenden Zellen im Vergleich zu proliferierenden Zellen der steady-state-Level an
Topoisomerase Ila stark abgesenkt wird. In Tumorgewebe wurden verglichen mit normalem
Gewebe hohe Mengen dieses Enzyms gefunden (Hasegawa 1993, Boege 1996). Daraus ergab
sich, dass sich Topoisomerasehemmstoffe moglicherweise filir die Krebstherapie eingesetzt

werden konnten (Azarova et al. 2007).

Hemmestoffe humaner Topoisomerasen

Humane Topoisomerasen bieten aufgrund ihrer Proliferations-unterstiitzenden Aktivitit ein
gutes Ziel fiir antikanzerogen wirkende Substanzen. Die Topoisomerasehemmstoffe konnen
in zwei Klassen unterteilt werden, Topoisomerasegifte und katalytische Inhibitoren.
Topoisomerasegifte konnen das Enzym-DNA-Intermediat stabilisieren. Durch Kollision mit
der Replikationsgabel konnen so fatale DNA-Schidden entstehen. Katalytische Hemmstofte
binden an das Enzym bevor dieses an die DNA binden kann (Pommier 1998, Bailly 2000).
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Katalytische Hemmstoffe humaner Topoisomerasen

Katalytische Inhibitoren sind eine heterogene Gruppe von Substanzen. Sie konnen:

e die Bindung zwischen DNA und Topoisomerase behindern (Aclarubicin und Sumarin)

e nicht-kovalente Komplexe zwischen DNA und dem Enzym stabilisieren (Merabon,

ICRF-187, Bisdioxopiperazinderivate)

e die ATP-Bindung bei der Topoisomerase Il hemmen (Novobiocin).
Katalytische Topoisomerasechemmstoffe haben meist noch weitere zelluldre Zielorte und
zusitzliche Aktivititen. Wahrend die Topoisomerasegifte wegen ihrer Antitumoraktivitit
medizinisch genutzt werden, weist die Nutzung katalytischer Inhibitoren eine Vielzahl von
Griinden auf, ihre Aktivitét als antineoplastische Agenzien (Aclarubicin und MST-16), als
Kardioprotektoren (ICRF-187) oder zur Unterstlitzung anderer Chemotherapeutika (Sumarin
und Novobiocin; Larsen et al., 2003b).
Katalytische Hemmstoffe konnen unter bestimmten Vorraussetzungen auch einen Gj-Arrest
verursachen, wenn z.B. die Chromatiddekatenierung nicht komplett durchgefiihrt werden
konnte (Exposition mit Merabon oder Aclarubicin). Fiir einige Substanzen (Novobiocin,
ICRF-193, ICRF-187) ist auch ein Arrest in der Mitosephase beschrieben (Larsen et al.
2003a,b).
Die katalytischen Hemmstoffe finden klinischen FEinsatz zum Schutz vor den
Nebenwirkungen einiger Topoisomerasegifte (z.B. der Kardiotoxizitdt von Doxorubicin), zum
Schutz vor Mutationen gesunder Zellen und zur Prévention von Resistenzen gegen

Chemotherapeutika (Hochster et al. 1992, Ishida et al. 1996, Sargent et al. 2001).

Topoisomerasegifte

Die Menge an Topoisomerase-DNA-Komplexen liegt reguldr in der Zelle bei weniger als
einem 1 % der gesamten Menge von Topoisomerase Ila. Die Topoisomerase-induzierten
DNA-Strangbriiche sind notwendig, aber wie jeder DNA-Schaden konnen sie auch eine
Gefahr fiir die Zelle darstellen. Normalerweise wird durch die Topoisomerasen ein
kurzlebiger, transienter, reversibler Komplex zwischen der DNA und dem Enzym erzeugt und
es findet sich in der Zelle ein Grundgehalt an diesen Komplexen. Die zur Zeit in der
Chemotherapie = verwendeten  Topoisomerase-modulierenden  Substanzen,  Etoposid,

Doxorubicin erhéhen den zelluldren Status an Enzym-DNA-Komplexen und verursachen so
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schlieBlich den Tod der Zellen, indem sie die Topoisomerasen in ,zelluldre Toxine*
verwandeln. Die Replikationsapparatur kann mit diesen Komplexen kollidieren und es
resultieren daraus flir die Zelle fatale DNA-Schiden (Abb. 19). Eine Substanz, die einen
Strangbruch in der Nihe von Replikationsstellen oder Genen mit hoher
Transkriptionsaktivitdt induzieren besitzt ein hoheres toxisches Potential, als eine Substanz,
die den Strangbruch an einer wenig aktiven Stelle des Genoms stabilisiert, da die Schadigung
durch Topoisomerasegifte durch DNA-Replikation und Transkription verstarkt wird (Corbett
und Osheroff 1993, Anderson und Berger 1994, Froelich-Ammon und Osheroff 1995, Wu
und Liu 1997, Burden und Osheroff 1998, Errington et al. 2004, Azarova et al. 2007).

TOPOISOMERASE I TOPOISOMERASE II

| DNA- | NI ™7
Replikation 3 IR
‘ %-t
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Abb. 19: Mechanismus der Toxizitét von Topoisomerasegiften (Froelich-Ammon und Osheroff 1995).

Topoisomerasegifte weisen jedoch Unterschiede in ihrem Wirkungsort und ihrer
Bindungsstérke auf. Der Wirkmechanismus der Substanzen beruht im Allgemeinen darauf das

Gleichgewicht von Strangbruch und Wiederverschluss zu storen, so dass es vermehrt zu
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unverschlossenen Strangbriichen kommt. Die Hemmung des Verschlusses kann wie folgt
geschehen:

e durch physikalische Blockierung

e durch Deplatzieren eines Endes

e durch nicht kovalente Wechselwirkungen (Wilstermann und Osheroff 2003).
Fiir die Bildung von terndren Komplexen zwischen dem Topoisomerasegift und dem DNA-
Enzym-Intermediats gibt es drei mogliche Wege (Abb. 20). Entweder bindet eine Substanz an
die DNA und dieser Komplex bildet dann mit dem Enzym einen terniren Komplex oder die
Substanz bindet erst nach der Bindung des Enzyms an die DNA. Die dritte und
wahrscheinlichste Moglichkeit wére die Bindung der Substanz an das Enzym und
anschlieend die Bindung dieses Komplexes an die DNA (Burden und Osheroff 1998). Dabei
kann auch die Bindungsstelle am Enzym sehr unterschiedlich sein. Topoisomerase-II-Gifte
konnen beispielsweise an der B’-Doméne oder an der ATPase-Domédne binden. Die
Hemmung der Enzymaktivitit kann in jeder Phase des katalytischen Zyklus geschehen und

demnach sehr vielfiltig sein ( Robinson et al. 1993, Larsen et al. 2003a).

Topoisomerase
gift

L omar o, - 1

Abb. 20: Mogliche Wege zur Ausbildung des terndren Komplexes zwischen einem Topoisomerasegift und

dem DNA-Topoisomerase-Intermediat (Froelich-Ammon und Osheroff 1995).
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Topoisomerasegifte zeigen neben ihren unterschiedlichen Wirkorten am Enzym auch eine
Sequenzspezifitit bei der Bindung an die DNA. So bevorzugt beispielsweise Doxorubicin
Adenin in (-1)-Position des Strangbruchs, Etoposid an gleicher Stelle Cytosin oder Thymin,
wohingegen Camptothecin in (+1)-Position ein Guanin bevorzugt (Cabranico et al. 1997,

Palumbo 2002).

Camptothecin

Camptothecin (Abb. 21) wurde 1958 als ein antikanzerogenes Alkaloid entdeckt. Es wurde
aus einem fiir traditionelle chinesische Medizin eingesetzten Extrakt aus dem in China und
Tibet beheimateten Baumes Camptotheca acuminata isoliert (Wall 1993). Die Erfolge der
praklinischen Studien fithrten zu einer schnellen Zulassung der Substanz. Aufgrund der
schlechten Wasserloslichkeit wurde jedoch das wasserlosliche Natriumsalz eingesetzt,
welches wesentlich ineffektiver war als die Ursprungssubstanz. Erst die Entdeckung des
Mechanismus der Topoisomerasechemmung entfachte erneut Interesse an der Substanz.
Weitere wasserldsliche Derivate, Topotecan und Irinotecan, wurden zum Einsatz gegen
Kolon- und Ovarienkrebs halbsynthetisch entwickelt (Moertel 1984, Hsiang et al. 1985,
Vanhoefer et al. 2001).

Abb. 21: Camptothecin (1), sein wasserldsliches Natriumsalz (2) und die wasserloslichen Derivate Topotecan

(3, Hycamtin®) und Irinotecan (4,Camptosar™)
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Camptothecin (CPT) und seine Derivate konnen den Enzym-DNA-Komplex stabilisieren und
sind demnach Topoisomerasegifte (Pommier 1998, Oberlies et al. 2004). Der zugrunde
liegende Mechanismus der Stabilisierung des Topoisomerase-DNA-Komplexes ist jedoch
noch nicht vollstindig geklért. Da jedoch CPT weder an das Enzym alleine noch an die DNA
alleine bindet, scheint die Interaktion mit dem Enzym-DNA-Intermediat von entscheidender
Bedeutung zu sein (Hertzberg et al. 1989, Pommier 1998). Eine Vielzahl von Studien hat sich
mit dieser Problematik beschiftigt und einige Modelle der Anlagerung des
Topoisomerasegifts an den Komplex wurden entwickelt (Pommier et al. 1995, Redinbo et al.
1998, Kerrigan und Pilch 2001, Laco et al. 2002, Wang et al. 1998). Durch Mutationsanalysen
mit der Topoisomerase I wurde gezeigt, dass die Aminosduren Asp533, Arg364, Asn722 und
Lys532 eine wichtige Rolle spielen bei der Ausbildung des terndren Komplexes {iiber
Wasserstoftbriicken zwischen CPT, der DNA und der Topoisomerase I. Pommier et al.
entwickelten ein Modell (Abb. 22), welches die mdogliche Struktur des Komplexes unter

Beteiligung der genannten Aminoséuren darstellt (Pommier et al. 1994, Laco et al. 2002).

Asn 722 -1 Pyrimidin
geschnittener Strang

O AN
HN N
\ﬂ/ DNA
o}
."9 .‘.t‘.‘: ............
E L LT LT TPk Lys 532
— Asp 533

-1 Purin
ungeschnittener Strang

Abb. 22: Modifizierte Darstellung des Modells von Pommier fiir die stabilisierenden Wechselwirkungen von
Camptothecin mit der DNA (modifiziert nach Pommier et al. 1994), Asn, Asparagin; Arg, Asparagin;
Asp, Aspartat; Lys, Lysin
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Camptothecin flihrt durch die Stabilisierung der DNA-Enzym-Komplexe und anschlieBender
Kollision mit der Replikationsgabel mit dem Komplex zu DNA-Doppelstrangbriichen und
zum Zelltod (Pommier 1998). Andere biologische Aktivititen des CPT tragen zudem zur
toxischen Wirkung der Substanz und ihrer Derivate bei. CPT unterstiitzt beispielsweise die
schnelle Konjugation der Topoisomerase [ mit Ubiquitin, was 1in einer 26S-
Proteasomenkomplex-vermittelten Degradation des Enzyms resultiert (Lui et al. 2000, Mao et
al. 2001).

Die Toxizitit von Camptothecin konnte in vitro an einigen Modellen gezeigt werden. Die
Substanz hemmt das Wachstum von V79-Zellen und induziert Schwesterchromatidaustausch

in kultivierten humanen Lymphozyten (Mi et al. 1995, Degrassi et al. 1989).

Doxorubicin

Doxorubicin, welches unter dem Handelsnamen Adriamycin als antikanzerogenes
Antibiotikum zugelassen ist, gehort zur Gruppe der Anthracycline und wird zur Behandlung
vieler verschiedener Krebsarten eingesetzt. Aufgrund der Kardiotoxizitdt ist die Dosis
limitiert, wobei die Kardiotoxizitit der Substanz jedoch nicht mit der Hemmung der

Topoisomerase in Verbindung steht (Di Marco et al. 1981, Parker et al. 1999, DeVita 2001).

NH

Abb. 23: Die Struktur von Doxorubicin

Anthracycline sind als gute Topoisomerase-I-Hemmstoffe beschrieben. Doxorubicin
stabilisiert das Topoisomerase-II-DNA-Intermediat und wirkt demnach als Topoisomerase-II-

gift. Neben dieser Wirkung werden Doxorubicin noch weitere zytotoxische
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Wirkmechanismen zugesprochen. Zum einen wird die Wirkung als Hemmstoff der
Proliferation auf die Féhigkeit der Substanz zwischen die DNA-Basen zu interkalieren,
zuriickgefiihrt. Eine zweite Erkldrung liefert die Fihigkeit der Substanz die Wirkung
nuklearer Helicasen zu modulieren, die Doppelstringe in Einzelstringe zu teilen. Die dritte
mogliche Erklirung wire die Induktion von oxidativem Stress (Hande 1998, Binaschi et al.
1998). AuBerdem konnten Doxorubicin-DNA-Addukte beobachtet werden, wobei die
Substanz kovalent an die exozyklische Aminogruppe des Guanins bindet und iiber
Wasserstoftbriickenbindung auch mit dem zweiten DNA-Strang verbunden ist. Die
Aminobindung ist jedoch mit einer Halbwertszeit von 5 bis 40 Sekunden nicht sehr stabil
(Cutts et al. 2005). Doxorubicin erhoht die Aktivitit von Caspase 3 in HL-60/MX2-Zellen
zwei bis sechs Stunden nach Inkubation und stimuliert so die Apoptose (Tao et al. 2007a und

b, Swift et al. 2006).

Etoposid

Podophyllotoxine werden schon seit {iber 1000 Jahren von unterschiedlichen Kulturen als
Medikament eingesetzt, bevor der Wirkmechanismus entdeckt wurde. In den 1990er Jahren
wurde entdeckt, dass Podophyllin antineoplastisch wirkt. Die Substanz hat jedoch ein hohes
toxisches Potential. Weitere Aldehydkondensationsprodukte mit Antitumorwirkung gegen
Leukdmie wurden aus den Wurzeln der indischen Podophyllumpflanze gewonnen. Intensive
Isolationsversuche brachten ein Glukosid hervor und zwei Analoge dieses Glukosids mit
hoherer antineoplastische Aktivitdit konnten synthetisiert werden: Etoposid (VP-16) und
Teniposid (VM-26) (Slevin 1991, Hande 1998a). Klinische Studien mit den Substanzen
zeigten ihre antineoplastische Wirkung gegen akute myeloische Leukdmie, Hodgin’s
Krankheit und Lungen-, Brust- und Ovarienkrebs. Der Wirkmechanismus war jedoch noch
unbekannt. Etoposid verursacht in therapeutisch relevanten Konzentrationen DNA-Einzel-
und Doppelstrangbriiche. Da die Substanz an aufgereinigter DNA keine Strangbriiche
induzieren konnte aber jedoch an isoliertem Kernextrakt, musste ein nuklearer Bestandteil zur
Induktion der Strangbriiche beitragen. Tatséchlich war dies ein entscheidender Beitrag zur
Entdeckung der Topoisomerasen in humanen Zellen. Etoposid war die erste Substanz fiir die
eine Hemmung der Topoisomerase gezeigt werden konnte (Hande 1998a, Baldwin und

Osheroft 2005).
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Abb. 24: Schematische Darstellung des Reaktionsweges der Stabilisierung des Topoisomerase II-DNA-
Intermediates durch Etoposid, (modifiziert nach Burden et al. 1996)

Etoposid (ETO) stabilisiert als Topoisomerase-II-Gift den Enzym-DNA-Komplex und erhéht
so die Menge an DNA-Doppelstrangbriichen. Dabei interagiert die Substanz hauptsédchlich
mit dem Enzym und, im Gegensatz zu Doxorubicin nicht mit der DNA. Erst durch Bindung
der Topoisomerase Il an die DNA bildet sich der ternire Komplex aus. Es konnte gezeigt
werden, dass Etoposid in Abwesenheit der DNA stochiometrisch an die Topoisomerase bindet
(Kingma 1999). Der genaue Mechanismus der Enzymhemmung ist jedoch nicht aufgeklért.
Es wird angenommen, dass entweder Etoposid nicht-kovalent mit dem Enzym verbunden ist,
oder dass es die Position eines DNA-Endes verdndert, so dass es nicht zum DNA-Verschluss

kommt (Wilstermann und Osheroff 2001, Montecucco und Biamonti 2007).
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Abb. 25:  Strukturen von Podophyllotoxin und Etoposid

Etoposid weist wichtige Strukturmerkmale auf, die zur Aktivitdt als Topoisomerasegift von
Bedeutung sind. Wilstermann und ihre Mitarbeiter identifizierten den A-, B- und E-Ring als
aktivititsbestimmende  Strukturmerkmale  des  Topoisomerasegiftes  identifizieren
(Wilstermann et al. 2007).

Etoposid wird eingesetzt bei der Behandlung von Lungenkrebs, bosartigen Keimzellen,
Leukdmien, Weichgewebssarkomen und Neuroblastomen. Allerdings hat Etoposid auch
toxische Eigenschaften. In hohen Dosen wirkt es hepatotoxisch (Clapp und Hande 2002).

Der ernstzunehmendste adverse Effekt von Etoposid ist die Entwicklung von akuter nicht-
lymphatischer Leukémie. Translokationen des MLL-Gens auf dem Chromosom 1123 sind
die bekanntesten durch Topoisomerase-II-Inhibitoren verursachten ~Chromosomen-
aberrationen. Etwa 80 % der Kinder (jiinger als ein Jahr) mit akuter myelotischer Leukdmie
(AML) und akuter lymphoplastischer Leukdmie (ALL) weisen Translokationen auf dem
Mull-Gen auf (Felix 1998, Hande 1998b). Dies fiihrt zu der Annahme, dass die materiale
Exposition von Topoisomerasehemmstoffen wahrend der Schwangerschaft die Entwicklung
von frithkindlicher Leukdmie begiinstigst (Hengstler et al. 2002). Dabei scheint die
Entwicklung von sekundiren Erkrankungen nach Behandlung mit Etoposid Topoisomerase-
[IB-vermittelt zu sein. Mit Hilfe von knock-out Versuchen an Miusen konnten Azarova et al.
zeigen, dass Etoposid zwar mit beiden Isoenzymen interagiert, jedoch vor allem die
Topoisomerase-1IB-DNA-Komplexe stabilisiert und die Melanomanzahl in den
Topoisomerase-1If-defizienten Mausen signifikant hoher lag als in den Topoisomerase-I1f3-

exprimierenden Mdusen. Die Entwicklung eines reinen Topoisomerase-Ilo-Giftes wire also
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wiinschenswert, denn so konnten moglicherweise nicht nur sekundire Leukdmien sondern
auch die Toxizitdt der Medikamente in anderen Geweben reduziert werden, da Topoisomerase

[lo ausschlieBlich in proliferierenden Zellen exprimiert wird (Azarova et al. 2007).

Zellulare Antwort auf die Hemmung der Topoisomerase Il

Die Hemmung der Topoisomerase und damit Stabilisierung von DNA-Strangbriichen 16st die

verschiedensten Antwortmechanismen auf DNA-Schédden aus (Abb. 26).

Verandertes .
3 Zellzyklus DNA:-Katenierungs
Gene)r;pr)ézfsmns arrest Kontrolle

7

~

Abb. 26: Zellulare Antwort auf Topoisomerase-II-inhibitoren.

Wie in Kapitel beschrieben kann ein DNA-Schaden die verschiedenen Zellzykluskontroll-
wege in den unterschiedlichen Zellzyklusphasen aktivieren. Ein durch Doxorubicin oder
Etoposid verursachter DNA-Schaden wird ATR-vermittelt erkannt und die Kinase aktiviert
durch Phosphorylierung die Chkl1-Kinase und die Chk2-Kinase. Vermutlich werden zwei
unterschiedliche Signalwege dadurch beeinflusst, die zu einem Arrest in der G,- oder M-
Phase fiihren (Larsen et al. 2003a).

Auch katalytische Hemmstoffe der Topoisomerasen konnen einen Zellzyklusarrest in der G-

Phase bewirken, ohne jedoch einen DNA Strangbruch zu generieren. Dies geschieht iiber den
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Weg der Katenierungskontrolle, der die Chromatinkatenierung wiahrend der Mitose
kontrolliert und bei mangelhafter Dekatenierung der Chromosomen einen Arrest in der
Mitosephase bewirkt. Durch eine ATR-abhidngige Hemmung der polo-&hnlichen Kinase 1
(Plk1) wird vermehrt Zyklin B1 phosphoryliert und zudem die nukledre Akkumulation von
Cdc25 verringert sowie die CDK1 hemmend phosphoryliert, was in einem Arrest in der
spiten G- und der M-Phase resultiert (Deming et al. 2001).

Neben der Verursachung von Strangbriichen spielt die Topoisomerase II auch eine aktive
Rolle bei der zelluldren Antwort auf verschiedene DNA-Schiaden. Topoisomerase Ila wird nur
wiahrend der Proliferation exprimiert, wohingegen Topoisomerase IIf konstitutiv in allen
Geweben exprimiert wird. Die beiden Isoenzyme spielen so unterschiedliche aber wichtige
Rollen in der Interphase der Mitose. Die beiden Topoisomerase-II-Isoenzyme sind iiber
unterschiedliche Wege mit der DNA-Reparatur verbunden:

e Sie dienen als Bindungspartner von stress-induzierten Proteinen wie p53 und dem
Topoisomerase-Bindungsprotein-1 (TopBP1). Dabei konnen diese Proteine die
katalytische Aktivitit der Enzyme verhindern und die Topoisomerasen vermitteln
vermutlich die Bindung der Proteine an das Chromatin (Cowell et al. 2000).

e Durch oxidativen Stress wird die alpha-Isoform-Expression herunterreguliert
(Yamane et al. 1997, 1999 und 2002).

e Bei der BER entstandene abasische Stellen verbunden mit einem DNA-Strangbruch
konnen von Topoisomerasen in permanente Strangbriiche umgewandelt werden
(Wilstermann und Osheroff 2001).

e Durch Bindung der Topoisomerase Ila an die CDK1 wird die Chomosomenkonden-
sation initiiert und dadurch auch der letzte regulierende Schritt vor dem Start der

Mitose (Wang et al. 1997, Sandri et al. 2002).

Die Entdeckung der Bildung des Topoisomerase II/CDKI1-Komplexes und der damit
verbundenen Aktivitit des Komplexes als erster Schritt der Mitosephase oder letzter Schritt
zur Verlingerung der Gj-Phase, erdffnet ein interessantes Ziel fiir die Entwicklung neuer
Topoisomerasehemmstoffe (Larsen et al. 2003b).

Topoisomerase II kann zudem auch einen Komplex mit dem Hitzeschockprotein Hsp90,
einem ubiquitdren Chaperon, welches eine Vielzahl von Proteinen aktiviert, bilden. Die
Hemmung von Hsp90 verhindert die Bildung des DNA-Topoisomerase-Komplexes und fiihrt

damit zu einer Erhohung des Gehalts an freier Topoisomerase II. In Anwesenheit eines
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Topoisomerasegiftes kommt es vermehrt zu DNA-Strangbriichen und nachfolgend zu

vermehrter Apoptose (Barker et al. 2006a und b).

Interaktion mit doppelstrangiger DNA

Interaktionen mit der doppelstrangigen DNA konnen genau wie die Substanzen, die mit der
DNA interagieren, sehr vielfdltig sein. Eine Einteilung kann jedoch nach dem Ort der
Bindung einer Substanz erfolgen. Interkalatoren sind Substanzen, die sich zwischen die
Basenpaare fiigen. Eine weitere wichtige Klasse sind die Substanzen, die an die kleine Furche

der DNA binden, die so genannten ,,minor groove binder.

Interkalation

Teilplanare Substanzen, wie Actinomycin D (Abb. 27), ein polypeptides Antibiotikum,
hemmen die Transkription indem sie {iiber Wasserstoffbriicken spezifisch an die
doppelhelikale Struktur der DNA binden und diese daran hindern als Matrize fiir die RNA-
Synthese zu dienen. Die Substanz schiebt sich mit ithrem planaren Teil zwischen benachbarte
Basenpaare. Diese Art der Bindung wird als Interkalation bezeichnet. So kann eine
interkalierende Substanz das Zellwachstum hemmen, indem sie die Replikation behindert.
Neben Actinomycin D zeigt auch Ethidiumbromid (Abb. 27) die Eigenschaft zu interkalieren
(Berg et al. 2004).

Ethidiumbromid kann sich zwischen die gestapelten Basenpaare, bevorzugt in GC-reichen
Regionen, schieben. Bei dieser Interaktion mit der DNA fluoresziert die Substanz und kann so
auch zur Bestimmung von DNA eingesetzt werden. Auf Basis dieser Eigenschaft konnte auch
ein Test entwickelt werden, mit dem die Fahigkeit einer Substanz bestimmt wird mit

Ethidiumbromid um die Interkalation zu konkurrieren (Morgan et al. 1979).

-42 -



Theoretische Grundlagen

Actinomycin D Ethidiumbromid

Abb. 27: Die Strukturen der DNA-Interkalatoren Actinomycin D und Ethidiumbromid

Viele unterschiedliche Substanzklassen, beispielsweise Anthracycline, Chinole und einige
Flavonoide interkalieren zwischen die DNA-Basen wie in Abb. 28 dargestellt. Die
Interkalation scheint einen wesentlichen Beitrag zur Topoisomerasechemmung und
Mutagenitit der Substanzen leisten (Brana et al. 2001). Allerdings sind nicht alle
Interkalatoren potente Topoisomerasegifte und nicht alle Topoisomerasegifte interkalieren.
Eine kombinierte Wirkung als Topoisomerasegift und Interkalanz lasst jedoch vermuten, dass
diese Substanzen als potente Klastogene wirken (Chen et al. 1993, Bell et al. 1997, Bailly et
al. 2000).

Abb. 28: Darstellung einer Interkalation (Moucheron und Kirsch-De Mesmaeker 1998),
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Viele interkalativ wirkende Antitumorwirkstoffe induzieren somit Topoisomerase-assoziierte
DNA-Strangbriiche. Tewey et al. (1984) postulierten, dass Topoisomerase II ein zelluldres
Ziel fiir Interkalatoren ist und dass der zytotoxische Effekt dieser Substanzen einen
spezifische Beeinflussung der Topoisomeraseaktivitdt mit einschlieBt. Diese Substanzen
stabilisieren den Enzym-DNA-Komplex durch folgende Mechanismen:
e Die Interkalation zwischen die DNA verursacht Torsionsstress und dies bewirkt eine
vermehrte Bildung von Enzym-DNA-Komplexen.
e Die Interkalatoren wirken als allosterische Effektoren der Topoisomerase II oder des
Enzym-DNA-Komplexes.
e FEine interkalative Bindung an die DNA macht es der Substanz unmdoglich spezifisch
mit dem Enzym zu reagieren, so dass sie die Topoisomeraseaktivitit durch

Stabilisierung des Komplexes stort (Tewey et al. 1984).

Bindung an die kleine Furche

Die kleine Furche bietet eine Reihe von Moglichkeiten zur Ausbildung von
Wasserstoftbriickenbindungen. Netropsin ist in der Lage dort zu binden und mit Hilfe

weiterer Stabilisierung mit der DNA einen Komplex zu bilden.

I Hoéchst H33258

Abb. 29: Bindung von Netropsin an die kleine Furche der DNA, Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst
H33258

Es wird davon ausgegangen, dass die Bindung an die kleine Furche durch einige dieser

Substanzen an den Bindungsstellen blockiert wird und die Topoisomerase I so dazu
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gezwungen ist an ligandfreien Regionen zu wirken. Es ist daher nicht sicher ob eine Bindung
an die kleine Furche eine erhohte Rate an DNA-Briichen verursacht. Nicht alle Substanzen,
die an die kleine Furche der DNA binden stabilisieren auch den Komplex zwischen
Topoisomerase I und der DNA (Chen et al. 1993).

Fiir einige Liganden konnte eine Sequenzspezifitit beobachtet werden, wobei AT-Cluster und
GC-reiche Sequenzen bevorzugt werden. In hohen Konzentrationen binden die Liganden auch
an schwichere Bindungsstellen. Fiir den Hoechst-Farbstoff H33258 konnte eine starke
Verformung der DNA-Struktur in Regionen, wo AT-Cluster und GC-reiche Sequenzen an
einander grenzen, gezeigt werden. In sehr hohen Konzentrationen konnen Liganden alle
DNA-Bindungsstellen belegen und die DNA kann von den Topoisomerasen nur dort

geschnitten werden, wo das Enzym den Liganden verdringen kann (Bell et al. 1997).

Polyphenole aus Beerenfriichten und Rotwein

Viele Tausend unterschiedliche Polyphenole konnten bisher in hoheren Pflanzen und mehrere
Hundert in den essbaren Pflanzen identifiziert und bestimmt werden. Diese konnen aufgrund

threr Struktur in Gruppen und Untergruppen unterteilt werden:

e Phenolische Sauren:
0 Derivate der Benzoeséure
0 Derivate der Hydroxyzimtsédure
e Flavonoide
o Flavone
Flavanone
Flavonole

Catechine (Flavan-3-ole) und deren Polymere, die Procyanidine

O O O O

Isoflavone
0 Anthocyane
e Stilbene

e Lignane
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R1 HO
OH HO
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Abb. 30: Struktur einiger Polyphenole: Hydroxyzimtséure, Resveratrol (Stilben), das Flavonoidgeriist, das

Lignan Secoisolariciresinol

Friichte und Getrinke, wie Tee und Rotwein stellen die Hauptquellen fiir Polyphenole dar.
Dabei sind einige Polyphenole ubiquitir in allen pflanzlichen Produkten verbreitet
wohingegen andere bevorzugt oder gar spezifisch in bestimmten Pflanzen vorkommen,
beispielsweise Flavanone in Zitrusfriichten oder Isoflavone in Sojaprodukten. Die
Polyphenolmuster einzelner Pflanzen sind kaum bekannt und nur flir wenige Friichte
beschrieben. Aullerdem variiert der Gehalt an Polyphenole der Friichte in Abhédngigkeit der
Sorte, der Anbauart, der Erntezeit, von Umweltfaktoren, der Verarbeitung und
Lagerungsbedingungen. Der Reifegrad hat einen Einfluss auf das Polyphenolmuster; so
nimmt mit wachsender Reife der Gehalt an phenolischen Sduren ab und der Gehalt an
Anthocyanen zu. Wihrend der Lagerung werden die Polyphenole meist oxidiert. Dabei
werden polymerisierte Produkte gebildet, was zu einer verdnderten farblichen und
geschmacklichen Qualitdt der Friichte und Getrinke fiihrt (Aherne et al. 2002).

Mehr als 4000 Flavonoide sind verantwortlich fiir die Farbe von Bléttern im Herbst oder die
Farben von Friichten und Getrdnken (Rice-Evans et al., 2000). Diese polyphenolischen,
niedrig-molekularen Substanzen zdhlen zur Gruppe der sekundiren Pflanzenstoffe und
werden aus Phenylalanin und Essigsdure iiber den Shikimisdureweg gebildet. Es ist
ersichtlich, dass diese Substanzgruppe sehr komplex und von grof3er struktureller Vielfalt ist,
deren gemeinsames Merkmal das aus drei Ringen (A, B und C) bestehende Grundgeriist

darstellt (Abb. 30). Der Benzolring A ist mit einem Sechsring C kondensiert, welcher in
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Position zwei (bzw. drei bei den Isoflavonen) mit einem weiteren Benzolring substituiert ist,
sowie ein Sauerstoff in Position 1 besitzt.

Aufgrund weiterer Strukturmerkmale lassen sich die Substanzen, wie Abbildung 31 zeigt, in
sechs Gruppen unterteilen: Anthocyanidine, Catechine, Flavone, Flavonole, Flavanone und
Isoflavone. Die Unterteilung erfolgt aufgrund der folgenden Merkmale: eine Oxygruppe an
Position 4, eine Doppelbindung zwischen Position 2 und 3, oder einer Hydroxylgruppe an
Position 3 des C-Rings. Der Phenolring B sitzt bei den meisten Flavonoiden an Position 2 des
C-Rings, aufler bei den Isoflavonen. Die Isoflavone sind in Position 3 mit dem Phenolring
substituiert. AuBler den Catechinen kommen die Flavonoide in Pflanzen nur in geringen
Mengen als Aglyka vor, sondern vorwiegend als Glykoside. Dies erhoht die Polaritdt der
Verbindungen, was fiir die Lagerung in der Vakuole der Pflanzenzellen notwendig ist. Als
Hauptzucker dient die Glukose, daneben kommen auch Arabinose, Galaktose,
Glucorhamnose, Lignin, L-Rhamnose oder Xylose vor. Die bevorzugte Position fiir eine
Glykosylierung bei Flavonolen ist die C-3 Position (Aherne et al., 2002; Rice-Evans et al.,
2000). Aufgrund der Themenstellung wird nur auf die Gruppe der Anthocyane néher

eingegangen.

OH O OH O

OH O

OH O OH

Flavanole Anthocyanidine Isoflavone

Abb. 31: Strukturen der Flavonoidgruppen

-47 -



Theoretische Grundlagen

Anthocyane

Anthocyane (griech. anthos, Blume; kyanos, blau) sind eine Gruppe natiirlich vorkommender
wasserloslicher Pigmente, die fiir die Farbung vieler Bliiten und Friichte verantwortlich sind.
Sie agieren in Pflanzen als Antioxidantien, Phytoalexin und wirken antimikrobiell (Kong et
al., 2003, Collins 2005). Die Anthocyane sind in dunkelroten Friichten, wie Beeren und
Kirschen weit verbreitet. Es wurden bisher mehr als 600 Anthocyane in Pflanzen
charakterisiert. Diese unterscheiden sich in Anzahl und Position der Hydroxy- und
Methoxygruppen, sowie der Art, der Anzahl und der Position der Zucker und dem Grad der
Acetylierung. Das Flavyliumkation ist dabei meist mit Glukose, Rhamnose, Galaktose,
Arabinose oder Xylose in 3-Position des C-Ring oder in 5- oder 7-Position des A-Rings als
Mono-, Di-, oder Triglykosid gebunden. Die eigentlichen Chromophore der Anthocyane
stellen dabei die Aglyka, die Anthocyanidine dar. Obwohl 17 verschiedene Anthocyanidine
bekannt sind, sind die sechs wichtigsten Pelargonidin, Paeonidin, Cyanidin, Malvidin,
Petunidin und Delphinidin, da nur sie in hoheren Pflanzen vorkommen. Die weitverbreitetsten
Glykoside sind die 3-O-Glykoside der nicht methylierten Anthocyanidine Cyanidin,
Delphinidin und Pelargonidin. Sie kommen in 80 % der pigmentierten Blétter, 69 % aller

Friichte und 50 % aller Blumen vor (Kong et al., 2003).

R1 R2 R3
Pelargonidin OH H H
Cyanidin OH OH H
Delphinidin OH OH OH
P&onidin OH OMe H
Petunidin OH OMe OH
Malvidin OH OMe OMe

Abb. 32: Die Strukturen der wichtigsten Anthocyanidine: Pelargonidin, Cyanidin, Delphinidin, P&onidin,

Petunidin und Malvidin.
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In Pflanzengeweben produzieren die Anthocyane blaue, violette, purpurne und rote
Féarbungen, abhingig vom pH-Wert und der Anwesenheit von Copigmenten. Anthocyane
haben zwei Absorptionsmaxima, bei 270-280 nm und bei 510-540 nm (Miilleder et al., 2001).
In wissriger Losung kommen sie in vier molekularen Formen vor: dem Flavyliumkation,
quinoidale Base, hemiacetale Base oder Chalkon. Die relativen Mengen dieser vier Formen
variieren sowohl abhingig vom pH-Wert als auch von der Struktur. Die Anthocyanidine
existieren vorwiegend als stabiles Flavyliumkation bei einem pH < 2. Diese einzigartige
Struktur bedingt auch das spezielle Verhalten der Anthocyane bei Absorption, Metabolismus,
Bioverfiigbarkeit und schlieBlich der biologischen Wirkung.

Flavyliumkation Chromenol chinoide Anhydrobase
pH <1, rot pH 4-5, farblos pH 6-7, purpur

ionische Anhydrobase Chalkon
pH 7-8, tiefblau pH 7-8, gelb

Abb. 33:  Struktur der Anthocyane in Abhéngigkeit des pH-Wertes der Umgebung

Anthocyane kommen in der Nahrung in groBen Mengen vor, die Hauptanthocyanquellen sind
Auberginen, blaue Trauben und Beeren. Die durchschnittliche Aufnahmemenge pro Person
wird z. B. in den USA auf 12,5 mg/Tag geschitzt, vorwiegend verzehrt in Form von Beeren,

Rotwein und Siften (Wu et al. 2006).
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Resorption der Anthocyane

Der Mechanismus der Resorption der Anthocyane ist nicht vollstindig aufgeklirt und die

Theorien dariiber widersprechen sich teilweise. Es konnten fiinf Charakteristika beschrieben

werden, die sich von denen andere Flavonoide unterscheiden:

Anthocyane konnen als intakte Glykoside resorbiert werden: Sowohl in Plasma als
auch im Urin konnten Anthocyanidinglykoside detektiert werden (Prior et al. 2004).
Anthocyane werden schnell resorbiert und eliminiert und so ist die tatsichliche
Bioverfiigbarkeit gering. Die maximale Anthocyankonzentration im Plasma wird nach
etwa 0,5 bis 2 Stunden erreicht (Miyazawa et al. 1999)

Die chemische Struktur verdndert die Resorption der Anthocyane. Es werden
beispielsweise Pelargonidinglykoside achtmal schneller absorbiert als Cyanidin-
glykoside und auch der Acylierungsgrad hat einen grofen Einfluss auf die Resorption
(Wu et al. 2004 und 2005).

Der Abbau der Anthocyane geschieht im unteren Gastrointestinaltrakt. Der
mikrobielle Metabolismus im Kolon wurde mehrfach beschrieben. Anthocyane, die
nicht im Diinndarm aufgenommen werden erreichen das Kolon und auch bereits
absorbierte Anthocyane konnen iiber den enterohepatischen Kreislauf mit der Galle
ausgeschieden werden (Wu et al. 2006).

Andere Nahrungsbestandteile verdndern die Aufnahme der Anthocyane. Alkohol hat
wenig Einfluss auf die Anthocyanaufnahme. Eine fettreiche oder kohlenhydratreiche
Erndhrung verzogert die Aufnahme der Anthocyane, aber beeinflusst nicht die

Gesamtresorption (Frank et al. 2003, Nielsen et al. 2003).

Metabolismus der Anthocyane

Die Hauptmetabolite der Anthocyane sind Glukuronide und Methylkonjugate, wohingegen

nur geringe Mengen an Sulfaten beschrieben wurden. Die Struktur der Anthocyanidine hat

einen Einfluss auf die Art der Metabolisierung. So konnten Wu et al. 2002 Glukuronide von

Pelargonidin und Cyanidin, jedoch nicht von Delphinidin nach Gabe der entsprechenden

Anthocyanidine detektieren. Die beteiligten Enzyme sind UDP-Glukuronidtransferasen

(UGTs), UDP-Glukosiddehydrogenase und die Catechol-O-methyltransferase (COMT), die
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im Diinndarm, der Leber und der Niere lokalisiert sind. Die Glukuronidierung geschieht meist

an der 3-Position des C-Rings, wihrend die Methylierung oftmals an der 3’- oder 4’-Position

des B-Rings passiert (Wu et al. 2004, Ichiyanagi et al. 2004).

HO OH R1

OH

CHO
OH HOOC R2

Abb. 34: Zerfall der Anthocyane bei einem ph > 4 zu einem a-Diketon und weiter zu einem Aldehyd und einer

phenolischen Saure

Neben der direkten Konjugation der Anthocyane besteht auch die Moglichkeit, dass nach

Hydrolyse und Abspaltung des Zuckerrestes die Abbauprodukte konjugiert werden. Es wird

davon ausgegangen, dass im Kolon bakterielle Enzyme die glykosidische Bindung spalten

und die Aglyka dann frei vorliegen (Keppler und Humpf 2005). Bei physiologischen pH sind

diese jedoch instabil und es entsteht ein reaktives a-Diketon, welches direkt in einen Aldehyd

(fiir alle Anthocyanidine gleich) und eine spezifische phenolische Séure zerfillt (Abb. 34 und

Tab. 3).

Tab. 3: Phenolische Sauren als Abbauprodukte der Anthocyanidine

Anthocyanidin Phenolische Saure
Pelargonidin Benzoesdure
Cyanidin Protocatechuséure
Delphinidin Gallussdure
Péonidin Vanillinsdure
Malvidin Syringasdure

-51-



Theoretische Grundlagen

Keppler und Humpf (2005) konnten mit Hilfe eines Schweinezakummodels fiinf phenolische
Séuren und den Phloroglucinolaldehyd nach Inkubation verschiedener Glykoside und Aglyka
der Anthocyane mit Schweinemikroflora nachweisen, welches den vermuteten
Metabolisierungsweg bestitigt. Es konnten jedoch nur geringe Mengen der methylierten
Sduren, Syringasdure und Vanillinsdure, detektiert werden, da diese zu Gallussdure und

Protocatechusdure O-demethyliert werden (Keppler und Humpf 2005).

Bioverfugbarkeit der Anthocyane

Mit geringen nanomolar gemessenen Plasmakonzentrationen ist die Aufnahme und
Verfiigbarkeit der Anthocyane sehr gering. Nach Gabe von bis zu 2 g Anthocyanen in Form
von Beeren, Extrakten oder Konzentraten wurden nur maximale Plasmaspiegel von 10 — 15
nmol/l erreicht. Bisherige Studien zur Bioverfiigbarkeit geben an, dass nur 0,004 % bis 0,1 %
der Anthocyane bioverfiigbar sind. Allerdings beriicksichtigen die wenigsten dieser Studien
die Bildung von Metaboliten und die Analysemethoden sind ebenfalls noch nicht vollstindig
optimiert, da eine chromatographische Trennung der Substanzklasse sehr schwierig ist und
Metabolite bisher nicht erfasst werden konnten (Manach et al. 2005).

Lapidot et al. fanden auch eine rasche Ausscheidung mit einer maximalen Urinkonzentration
nach 2,5 Stunden. Allerdings wurden nur 1,0 bis 6,7 % der aufgenommenen Anthocyane im
Urin wieder detektiert (Lapidot et al. 1998).

Die Verteilung der Anthocyane und ihrer Metabolite ist ein wichtiger Faktor beziiglich der
biologischen Wirkungen am jeweiligen Wirkort. Mohsen et al. konnten Pelargonidin oder
dessen Metabolite in Niere, Leber, Gehirn und Lunge zwei Stunden nach Applikation messen,

jedoch nicht in der Milz und dem Herzen (Mohsen et al. 2006, Borges et al. 2007).

Biologische Wirkungen der Anthocyane

Die bedeutendste Wirkung der Anthocyane und mit ein Grund fiir die detaillierte
Untersuchung dieser Substanzen ist ihre antioxidative Wirkung. Diese beruht auf
verschiedenen Mechanismen, wie Wasserstoffaufnahme, Metallchelatierung und das Binden
an Proteine. Die Aglyka und Glykoside, sowie eine komplexer Extrakt aus Aronia wirken in

vitro als starke Antioxidantien (Borkowski et al. 2005). Allerdings wurde keine priventive
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Wirkung auf oxidative DNA-Schidden beobachtet (Pool-Zobel et al. 1999, Ramirez-Tortosa et
al. 2001, Kong et al. 2003). Die Anthocyane kdnnen auch vor UVA- und UVB-induziertem
oxidativen Stress in humanen Kreatinozyten schiitzen (Tarozzi et al. 2005, Cimino et al. 2006,
Afaq et al. 2007).
Untersuchungen in vitro zeigten eine Vielzahl weiterer biologischer Wirkungen der
Anthocyane, Anthocyanidine oder anthocyanreichen Extrakte. Neben dem Einfluss auf
Entziindungen und das Herzkreislaufsystem wurden krebspriaventive Eigenschaften
untersucht. So konnten verschiedene Gruppen eine gesteigerte Apoptose, einen Riickgang der
Zellproliferation und eine Hemmung verschiedener Proliferation-assoziierter Signalkaskaden
zeigen (Hou 2003, Prior et al. 2006, Yi et al. 2007). Hierbei spielen im Wesentlichen folgende
Eigenschaften der Substanzen eine Rolle:

e Schutz der DNA (Azevedo et al. 2003)

¢ Enzymhemmung

e Erhohung der Zytokinbildung

e anti-inflammatorische Wirkung

e Membranstirkung (Lila et al. 2004).
An HT29-Zellen hemmen Cyanidin, Delphinidin und Malvidin das Zellwachstum mit ICso-
Werten um 40 uM. Delphinidin hemmt die Aktivitét verschiedener Rezeptortyrosinkinasen
im zellfreien System und in vitro. Delphinidin ist ein potenter Hemmstoff der Rezeptor-
tyrosinkinaseaktivtit des EGFR und des ErbB2-Rezeptors (Marko et al. 2004, Fridrich et al.
eingereicht), sowie von VEGFR 1 und VEGFR 2 Malvidin hemmt die Aktivitdt der cAMP-
spezifischen Nukleotidphosphodiesterase 4 im cAMP-Signalweg, was vermutlich zu den
wachstumshemmenden Eigenschaften des Anthocyanidins beitrdgt (Meiers et al. 2001, Marko
et al. 2004). Die entziindungshemmende Wirkung wird auf die Hemmung des nuklearen
Faktors kappa B-Signalwegs sowie die Hemmung der Cyclooxygenase-2 zuriickgefiihrt (Hou
et al. 2004). Die Hemmung humaner Topoisomerasen durch Anthocyane wird in einem
gesonderten Kapitel behandelt.
Die meisten dieser in vitro-Studien wurden aufgrund der einfacheren Beschaffung und
hoheren Reinheit mit Anthocyanidinen, also den Aglyka, durchgefiihrt, die jedoch in der
Natur kaum vorkommen (Hou et al. 2004). Allerdings konnten auch fiir isolierte Glykoside,
wie das Cyanidin-3-glukosid protektive Wirkungen beobachtet werden, wie beispielsweise
die verringerte Bildung von Mikrokernen durch Wasserstoffperoxid bei Vor- oder

Coinkubation mit dem Anthocyan (Fimognari et al. 2004).
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Anthocyanreiche Extrakte

Da sich die Nahrung komplex zusammensetzt sind die Wirkungen einzelner Substanzen zwar
relevant um die Substanzen herauszufiltern, die fiir eine positive Wirkung verantwortlich
sind, jedoch um die Wirkung der Nahrungsmittel oder Nahrungserginzungsmittel auf
bestimmten zelluldre Wirkungen zu untersuchen ist es daher erforderlich auch komplexe
Gemische der Polyphenole einzusetzen. Es spiegelt die Wirkung der komplexen
Nahrungsmittel besser wider. Die volle Komplexitit der Nahrungsmittel kann dadurch zwar
nicht erfasst werden, da die Matrixeffekte nicht beriicksichtigt werden, jedoch ein eventueller
additiver oder synergistischer Effekt wird erfasst.

Neben den Einzelsubstanzen gibt es bereits eine Reihe von Studien zur Wirkung komplexer
Gemische. Trauben-, Blaubeer- und Aroniaextrakte zeigen eine Wachstumshemmung an
HT29-Zellen in Konzentrationen > 25 pg/ml (Zhao et al. 2007). Ein Himbeerextrakt bewirkt
in HT29-Zellen einen Arrest in der G;-Phase des Zellzykluses (Coates et al. 2007). Auch die
antioxidative Wirkung der Anthocyane konnte mit Hilfe einer in vivo-Studie an gesunden
Probanden nach Aufnahme von 0,75 Litern eines anthocyanreichen Saftes gezeigt werden.
Dabei konnte eine signifikante Erniedrigung der oxidativen DNA-Schiden in den
Plasmaproben der Probanden wihrend der Zeit der Saftaufnahme gemessen werden, im
Gegensatz zu den Schidden wéhrend der ,,run-in-Phase* und der ,,wash-out-Phase* (Weisel et
al. 2006).

Cooke et al. (2006) konnten die Reduktion der Adenombildung bei APC™"-Miusen nach
Gabe von 0,3 % eines Heidelbeerextrakts in der Nahrung nachweisen. Bei dem Extrakt

handelt es sich um ein Nahrungserginzungsmittel der Firma INDENA® namens Mirtoselect”.

Mirtoselect

Mirtoselect ist ein Heidelbeerextrakt aus reifgeernteten Heidelbeeren, der etwa 36 %
Anthocyane enthélt.

Bei den enthaltenen Anthocyanen handelt es sich um die Delphinidin-, Cyanidin-, Petunidin-,
Péonidin- und Malvidinglykoside, die in Tabelle 4 aufgefiihrt sind. Die Anthocyane des
Extrakts konnen chromatographisch (HPLC) getrennt und bestimmt werden. Dies wurde mit
einer HPLC-Methode von der Firma INDENA® veréffentlicht. Eine schnellere Methode zur
Identifikation der Substanzen in Plasma und Urin mittels LC/MS/MS entwickelte die Gruppe
um Cooke (Cooke et al. 2006).

-54 -



Theoretische Grundlagen

Tab.4: In Mirtoselect enthaltene Anthocyane und Anthocyanidine mit Retentionszeiten fir HPLC und
LC/MS/MS (Cooke et al. 2006)

Retentionszeit [min] | Retentionszeit [min] | Substanz
HPLC LC/MS/MS

1 11,8 3,01 £ 0,04 Delphinidin-3-O-galaktosid
2 14,15 3,40 +£ 0,05 Delphinidin-3-glukosid
3 16,23 3,94 + 0,05 Cyanidin-3-O-galaktosid
4 16,66 4,20 £ 0,06 Delphinidin-3-O-arabinosid
5 19,41 4,60 £+ 0,06 Cyanidin-3-O-glukosid
6 21,01 5,29 £ 0,06 Petunidin-3-O-galaktosid
7 21,6 5,47 £ 0,06 Cyanidin-3-O-arabinosid
8 24,16 6,09 + 0,07 Petunidin-3-O-glukosid
9 24,89 - Delphinidin
10 26,38 6,89 £,12 Péonidin-3-O-galaktosid
11 26,92 7,42 + 0,08 Petunidin-3-O-arabinosid
12 30,18 8,21+ 0,06 Péonidin-3-O-glukosid
13 30,81 8,60 + 0,05 Malvidin-3-O-glukosid
14 32,52 9,02 + 0,04 Paonidin-3-O-arabinosid
15 34,18 9,34 + 0,04 Malvidin-3-O-galaktosid
16 35,41 - Cyanidin
17 37,15 10,0 + 0,03 Malvidin-3-O-arabinosid
18 40,45 - Petunidin
19 44,33 - Pionidin
20 44,75 - Malvidin
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Abb. 35:HPLC-Chromatogramm der Anthocyane in Mirtoselect (INDENA®).
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Ellagtannine und Ellagsaure

Ellagtannine gehdéren zur Gruppe der hydrolysierbaren Tannine und sind wie
Proanthocyanidine wasserlosliche phenolische Substanzen mit einem relativ hohen
Molekulargewicht. Sie entstehen beim Metabolismus von Gallussdure in Pflanzen und sind
Ester der hexahydroxydiphenolischen (HHDP) Sédure (Abb. 36) und einem offenkettigen
Polyol, wie z.B. Glukose. Vescalagin und Castalagin, zwei Epimere, sind Ester einer
offenkettigen Glukose mit einer HHDP-Einheit und einer 2,3,5-
Nonahydroxyterphenoyleinheit. Durch Substitution an der Cl1-Position des offenkettigen
Zuckers mit Glykosiden fiihrt zu komplexeren Ellagtanninen, z.B. mit Lyxose zu Grandinin
und mit Xylose zu Roburin E. In saurem oder basischem Milieu werden die Esterbindungen
hydrolysiert und es entsteht die wasserunldsliche Ellagsdure, von der die Ellagtannine ihren
Namen haben. Monomere Ellagtannine konnen in hoheren Pflanzen weiter oxidiert werden
und Dimere, Trimere und Tetramere mit einem Molekulargewicht von bis zu 4.000 g/mol

bilden (Clifford und Scalbert 2000, Quideau et al. 2005).

(-)-Vescalagin (B-OH)
Ellagsaure (-)-Castalagin (a-OH) Urolithin B

Abb. 36: Struktur der HHDP-Einheit, der Ellagsdure, Vescalagin und Castalagin, sowie dem Abbauprodukt
Urolithin B

Asiatische Arbeitsgruppen konnten mehr als 150 Ellagtannine aus chinesischen Heilpflanzen

isolieren. Diesen Pflanzen wurde neben anderen positiven Wirkungen, wie antioxidative und
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anti-inflammatorischer auch eine potente antikanzerogene Wirkung zugesprochen (Okuda et
al. 1981 und 1993, Nishioka et al. 1995, Chung et al. 1998). In westlichen Landern finden
Tannine einen Einsatz als Gerbstoffe. Die Hauptquellen fiir eine Aufnahme von Ellagtanninen
iber die Nahrung in westlichen Landern stellen rote Friichte, wie Erdbeeren, Himbeeren oder
Brombeeren dar. Daneben konnten sie auch in Mango, Walniissen, Haselniissen oder Likoren
aus Beeren nachgewiesen werden (Clifford und Scalbert 2000). Auch verschiedene
Eichenarten sind reich an Ellagtanninen. So konnten auch in holzfassgelagerten Whiskeys
oder Rotweinen Ellagtannine bestimmt werden. Glabasnia et al. detektierten unter anderem
Castalagin, Vescalagin, Grandinin und Roburin E in Rotwein, der in Holzfassern der
amerikanische Eiche (Quercus alba) gelagert wurde (Konig et al. 1994, Glabasnia et al.
2006). Neuere Arbeiten konnte diese und weitere Ellagtannine in Eichenholzextrakten
nachweisen. Das Holz wurde hierfiir 3 Jahre natiirlich getrocknet und anschlieend
»getoastet”. Der Gehalt an Ellagtanninen liegt dabei in amerikanischer Eiche (Quercus alba)
zwischen 0,12 mg Roburin B/g Holz und 2,86 mg Castalagin/g Holz. Die beiden
Stereoisomere Castalagin und Vescalagin (Abb. 36) stellen dabei den groBten Anteil an
Ellagtanninen in dieser Holzart dar, die insgesamt ca. 4 mg der beiden Ellagtannine/g Holz
enthdlt (Cadahia et al. 2001). Daneben kommen vor allem noch weitere glykosylierte
Ellagtannine in Holz vor. Die Ellagtannine beeinflussen den Geschmack der Getrénke, dabei
spielt die GroBe der Fisser und deren Alter eine entscheidende Rolle. Je grofer die Fésser,
desto geringer der Einfluss auf den Geschmack (Perez-Prieto et al. 2003). Die Aufnahme der
Substanzen aus Rotwein ist abhéngig von der Lagerzeit des Weins in Holzféassern.

Da sich die Ellagtannine vorwiegend in den nichtessbaren Pflanzenteilen befinden wurde
thnen als Nahrungsmittelinhaltsstoffen mit positiven biologischen Wirkung erst spét
Beachtung geschenkt, obwohl ihr Vorkommen in verschiedenen Niissen und Beeren bereits
seit den 1960er Jahren bekannt ist (Clifford and Scalbert 2000).

Da noch nicht sehr viel liber die Gehalte an Ellagtanninen in der Nahrung bekannt ist gibt es
bisher auch kaum Daten zu Aufnahmemenge oder Bioverfiigbarkeit der Substanzen. Eine
Abschitzung iiber die Aufnahmemenge ist ebenfalls schwierig, da die Menge verzehrter
Beeren zwar erfasst wird, jedoch auch die verarbeitete Form, beispielsweise als Joghurt. In
diesen Produkten ist der Gehalt an Ellagtanninen stark reduziert gegeniiber den
Ausgangsnahrungsmitteln.

Die biologischen Wirkungen der Ellagtannine sind bisher nur teilweise aufgeklirt und die
ermittelten Daten sind zum Teil widerspriichlich. Je nach Art der Applikation und der

Formulierung kam es zu einer Hemmung prokanzerogener Faktoren oder es wurde kein
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Einfluss auf diese gefunden. Neben einer antioxidativen Wirkung der Ellagtannine in vitro
wurden bisher nur wenige Wirkungen bestimmt (Mullen et al. 2002, Cerd4 et al. 2003,
Moharram et al. 2003). Es konnte beispielsweise die Induktion von Apoptose in humanen
Tumorzellen durch makrozyklische Ellagtannine mittels DNA-Fragmentierung und
Caspaseaktivierung bestimmt werden (Sakagami et al. 2000). Auch die Hemmung humaner
Topoisomerasen durch die Substanzen konnte beobachtet werden, auf die in einem
gesonderten Kapitel ndher eingegangen wird.

Die Erforschung der biologischen Wirkungen der Ellagsdure ist weiter vorangeschritten. In
den 1980er Jahren konnte eine Schutzwirkung von Ellagsédure vor Benzo-[a]-pyren-
induzierten Neoplasien in Méusen beobachtet werden (Lesca et al. 1983, Chang et al. 1985).
Narayanan et al. konnten in vitro an CaSki-Zellen (epitheliale Zellen einer Cervix
Karzinommetastase) eine Apoptosestimulation und eine Reduktion der Mitoserate, sowie eine
erhohte p21-Expression nach Inkubation mit Ellagsdure (< 1 mM) bestimmen. Jedoch zeigte
Ellagsdure keinen Einfluss auf die p53-Expression (Narayaran et al. 1999). Des Weiteren
hemmt Ellagsdure die Aktivitit der wachstumsassoziierten Rezeptortyrosinkinasen VEGFR
und PDGFR in niedrig mikromolare Konzentrationen im zellfreien Testsystem (Labrecque et
al. 2005).

Zur Aufnahme, dem Metabolismus und der Bioverfiigbarkeit der Ellagtannine im Menschen
gibt es bisher keine definierten Studien und obwohl in vitro Versuche und Tierstudien gezeigt
haben, dass es zu eine Hydrolyse der HHDP-Einheit kommt, ist weiter unklar ob dies auch im
Bereich des physiologischen pH-Wertes und unter Beteiligung der humanen Mikroflora der
Fall ist. Moglicherweise kann die Darmflora die unldsliche Ellagsdure und die Tannine
metabolisieren und die Aufnahme in den Kdorper erhéhen. In einer Studie an Méusen konnte
Ellagsdure sowohl in Urin, Galle als auch im Blut als Sulfat-, Glukuronid- und
Glutathionkonjugat nachgewiesen werden (Teel und Martin 1988). Cerda et al. konnten einen
charakteristischen Metaboliten von Ellagtanninen und Ellagsdure im Urin von Probanden
nach Walnussverzehr bestimmen: Urolithin B. Dabei vermutet die Gruppe eine
Metabolisierung der Substanzen durch die Mikroflora des Kolons. Auch Urolithin B kann
anschlieend glukuronidiert werden. Das Glukuronid dieser Substanz wurde ebenfalls

detektiert (Cerda et al. 2005 und 2006).
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Polyphenole als Topoisomerasehemmstoffe

Die Hemmung humaner Topoisomerasen durch verschiedene polyphenolische Nahrungs-
mittelinhaltsstoffe wurde bereits mehrfach beschrieben. Die Arbeiten fokussieren sich dabei
vorwiegend auf die Aktivitit der Einzelsubstanzen. Sehr viele Arbeiten beschreiben eine
Hemmung von sowohl Topoisomerase I wie auch Topoisomerase II durch niedrige
Konzentrationen (ca. 30-50 uM) des Flavonols Quercetin. Dabei konnte in vitro in zellfreien
Versuchen die Wirkung als Topoisomerasegift beschrieben werden. Als Hemmstoffe humaner
Topoisomerasen konnten auch das Flavon Luteolin, das Flavanon Eriodictiol, das Catechin
EGCQG, das Isoflavon Genistein und auch der Ellagsdure beschrieben werden (Mittra et al.
2000, Chowdhury et al. 2002, Austin et al. 1992, Constantinou et al. 1995, Boege et al. 1996,
Bandele und Osheroff 2007).

Bei ndherer Betrachtung der bisherigen Ergebnisse scheint das Substitutionsmuster der
Flavonoide einen groflen Einfluss auf die Hemmwirkung auf die Topoisomerasen zu besitzen.
Der Hydroxylierungsgrad des B-Rings ist hier von entscheidender Bedeutung: Je mehr
Hydroxygruppen desto besser ist die Hemmwirkung (Yamashida et al. 1990, Austin et al.
1992, Constantinou et al. 1995, Boege et al. 1996, Cho et al. 2000, Bandele und Osheroff
2007). In Abbildung 37 sind die Strukturmerkmale aufgezeigt, die beispielsweise bei

Flavonen/Flavonolen fiir eine potente Topoisomerashemmung charakterisiert wurde.

OH
OH

OH

Quercetin

Abb. 37:  Struktur-/Aktivititsanforderungen zur Hemmung der Topoisomerase II durch Flavone/Flavonole
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Die Untersuchungen beschranken sich nicht nur auf einzelne Aglyka sondern es wurden auch
verschiedene Glykoside oder komplexe Gemische, wie Fruchtextrakte auf ihre Féhigkeit
getestet, Topoisomerasen zu hemmen. Die Gruppe um Martin-Cordero konnten in einem
zellfreien System die Stabilisierung von Topoisomerase-DNA-Komplexen durch drei
Isoflavonglykoside bestimmen (Martin-Cordero et al. 2000). Eine andere Arbeitsgruppe
zeigte dhnliche Ergebnisse fiir zwei Myricetinglykoside. Die gleiche Gruppe untersuchte
weitere Glykoside und fand weitere Topoisomerasehemmstoffe unter ihnen (Lopéz-Lazaro et
al. 2000, 2002a und 2002b). Ein Teeextrakt, daraus gewonnene Subfraktionen, sowie isolierte
Substanzen konnten als Hemmstoffe der Aktivitit humaner Topoisomerasen identifiziert
werden (Gonzalez de Mejia et al. 2006). Auch verschiedene Weinextrakte weisen eine
Hemmung der Topoisomerase I im zellfreien System auf (Stagos et al. 2005). Ein
Traubenextakt hemmt die Topoisomerase II-Aktivitit effektiver als die bis dahin getesteten
bekannten Einzelsubstanzen (Jo et al. 2007).

Frithere Arbeiten in unserem Arbeitskreis beschéftigten sich mit dem Einfluss von
Anthocyanidinen auf die Aktivitdt humaner Topoisomerasen und auf die DNA-Integritét. So
konnte gezeigt werden, dass die Anthocyanidine mit vicinalen Hydroxygruppen am B-Ring
(Cyanidin und Delphinidin) im zellfreien System effektiv die Aktivitdt der Topoisomerasen I,
[To und IIB ab Konzentrationen > 2,5 uM hemmen. Alle getesteten Anthocyanidine weisen
eine Affinitdt zur DNA auf, da sie alle Ethidiumbromid aus der gro8en und Hoechst H33258
von der kleinen Furche der DNA verdringen konnen. Obwohl im zellfreien System keine
Stabilisierung des Topoisomerase-DNA-Intermediats gefunden werden konnte, zeigten
Cyanidin, Malvidin und Delphinidin eine strangbrechende Wirkung in HT29-Zellen nach
einstlindiger Inkubation (Habermeyer et al. 2005).

Der Einfluss von Ellagtanninen auf humane Topoisomerasen ist auch bereits bekannt. Zwei
bekannte Ellagtannine, Vescalagin und das Epimer Castalagin hemmen bereits ab einer
Konzentration von 1 uM die Topoisomerase II-Aktivitit (Quideau et al. 2005). Ein weiterer
Topoisomerasehemmstoff, das Acutissimin A konnte von der gleichen Arbeitsgruppe in
Rotwein bestimmt werden (Quideau et al. 2003). Kashiwada et al. konnten bereits 1993 die
Hemmung der Topoisomerase II durch Acutissimin A nachweisen, wobei eine komplette

Hemmung des Enzyms bereits ab einer Konzentration von 0,2 uM erreicht wird.
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H,O, — Entwicklung in der Zellkultur

Die meisten in vitro-Studien arbeiten mit Zellkultur um kostengiinstig an einem Modell die
Wirkung von Substanzen auf humane und speziell auf Karzinomzellen zu untersuchen. Dabei
wird davon ausgegangen, dass das Kulturmedium keinen Einfluss auf die biologischen
Wirkungen der Testsubstanzen hat. Da meist mit einer Kontrolle unter den gleichen
Bedingungen gearbeitet wird, sollte dies auch vorausgesetzt werden kdnnen. Problematisch ist
es, wenn die Testsubstanz selbst mit den Mediuminhaltsstoffen reagiert und unerwiinschte
Nebenprodukte entstidnden.

Die Arbeitsgruppe um Lapidot fand eine Akkumulation von Wasserstoffperoxid bei
Inkubation mit phenolischen Substanzen im Zellkulturmedium. Dabei gibt es auch
Unterschiede zwischen den Medien wobei in ,,Dulbecco’s Modified Eagle Medium*
(DMEM) H;0, vermehrt gebildet wird (Lapidot et al. 2002a). Auch eine andere
Arbeitsgruppe kann diesen Befund bestdtigt und eine rasche Wasserstoffperoxidentwicklung
in DME-Medium nach einstiindiger Inkubation mit 1 mM Quercetin, Catechin,
Epigallocatechin und Epigallocatechin-3-gallat von bis zu 115 pM H,0O; nach einer Stunde
Inkubation gemessen (Long et al. 2000). Diese Entdeckung wirft die Frage auf, ob bisherige
Ergebnisse fiir biologische Wirkungen der Polyphenole Artefakte des gebildeten H,O; sind.
Ein pro-oxidativer Effekt von Quercetin, Catechin und Ascorbinsdure in hohen
Konzentrationen konnte durch Zugabe von Metmyoglobin, welches das gebildete
Wasserstoffperoxid abfiangt, signifikant vermindert werden (Lapidot et al. 2002b). Nakagawa
et al. und Hou et al. schlagen einen moglichen Mechanismus der Wasserstoffperoxidbildung
vor. Dabei wird H,O, im sauren Milieu aus dem Sauerstoffradikalanion gebildet.

Unter Zellkulturbedingungen neigt EGCG zur Autoxidation. Die Reaktion wird vermutlich
durch Metallionen im Medium katalysiert und es entstehen Superoxidradikalanionen und
EGCG-Radikale. Ein Superoxidradikal kann mit einem weiteren EGCG-Molekiil reagieren
und es entsteht H,O, und ein weiteres EGCG-Radikal. Zwei EGCG-Radikale konnen zu
einem Dimer abreagieren. Ein EGCG-Radikal kann jedoch auch mit einem EGCG ein
Dimerradikal bilden, welches mit molekularem Sauerstoff zu dimerem EGCG und einem
Sauerstoffradikalanion reagiert. Ein alternativer Weg ist die Oxidation EGCG-Radikals durch
molekularen Sauerstoff wodurch ein Superoxidradikalanion und ein Chinon entstehen. Das
Chinon kann mit einem zweiten EGCG-Molekiil ein Dimer bilden. In beiden Féllen kommt
es zu einer Reaktion zwischen einem Superoxidradikalanion und einem Molekiil EGCG und
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zur Bildung von EGCG-Dimeren und Wasserstoffperoxid (Nakagawa et al. 2004, Hou et al.
2005).

EGCG T GCG
*- Ou
Hra
3
\QV\ o + 0y =0 . H,O, + O,
S \
- EGCG ; / LG
He — \1{
]
J 8 H,O,
e [ EGCG] ———__ EGCG
Dimer — — [- Dimer]
e .
0 o
i

Abb. 38: Postulierter Mechanismus fiir die H,0,-Akkumulation (Hou et al., 2005) EGCG: (-)-
Epigallocatechin-3-gallat, GCG: Gallocatechin-3-gallat, *EGCG: (-)-Epigallocatechin-3-gallat-
Radikal

Wasserstoffperoxid zeigt vielfdltige biologische Wirkungen und nimmt Einfluss auf zellulére
Mechanismen (Cantoni et al. 1989):

e Zellproliferation

e Genexpression

e Transkription

e Signaltransduktion

e Apoptose

e Differenzierung

o Zelluldre Kalziumspiegel
Der Einsatz von Katalase oder Metmyoglobin als Antioxidantien wird vorgeschlagen um
einen H,O,-vermittelten Effekt auszuschlieBen (Lapidot et al. 2002a und 2002b, Halliwell et
al. 2000). Durch Katalase wird das Wasserstoffperoxid zu Wasser und Sauerstoff dismutiert

und so oxidativer Stress vermieden.
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Problemstellung

Bisherige Arbeiten im Arbeitskreis haben gezeigt, dass Anthocyanidine mit vicinalen
Hydroxygruppen am B-Ring (Cyanidin und Delphinidin) die Aktivitit humaner
Topoisomerasen vom Typ I und Typ II im zellfreien System potent hemmen. Dabei wirken
sie als rein katalytische Inhibitoren und nicht als Topoisomerasegifte (Habermeyer et al.
2005). Jedoch induzieren diese Substanzen in Konzentrationen > 50 uM in HT29-Zellen
DNA-Strangbriiche (Habermeyer et al. 2005).

Eines der Ziele dieser Arbeit war die Aufkldrung der zelluliren Mechanismen der DNA-
schiddigenden Wirkung der Anthocyanidine. Wir konnten bereits zeigen, dass unter
Zellkulturbedinungen bei der Inkubation mit Delphinidin im Kulturmedium hochreaktives
Wasserstoffperoxid entsteht (Kern et al. 2007). Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte der
Frage nachgegangen werden, in welchem Maf3e das akkumulierte H,O, zur DNA-Schéadigung
durch Anthocyanidine in vitro beitrdgt. Des Weiteren sollte der Einfluss der
Topoisomerasehemmung zur strangbrechenden Wirkung von Delphinidin ndher beleuchtet
werden. Die katalytische Hemmwirkung von Delphinidin auf humane Topoisomerasen im
zellfreien System sollte nun mittels ICE-Bioassays, einem Testsystem zur Detektion
kovalenter DNA-Topoisomerase-Intermediate auf zellulirer Ebene, an HT29-Zellen
verifiziert werden. Dariiber hinaus sollte vertiefend untersucht werden inwieweit Delphinidin
die DNA-strangbrechende Effekte von Topoisomerasegiften modulieren kann. Dies soll
anhand von Kombinationsversuchen an HT29-Zellen mittels Einzelzellgelelektrophorese und
ICE-Bioassay untersucht werden.

Da bislang wenig iiber die Wirkung von Anthocyanen bzw. anthocyanhaltigen Lebensmitteln
auf die DNA-Integritidt bekannt ist, sollten in dieser Arbeit erstmals zwei polyphenol-/
anthocyanreiche Extrakte im Hinblick auf eine Topoisomerase-vermittelte DNA-Schadigung
untersucht. Bei den Extrakten handelt es sich um Mirtoselect, ein als Nahrungs-
erginzungsmittel erhéltlicher Heidelbeerextrakt und um Oenocyanine, ein zum Firben von
Lebensmitteln eingesetzter Weintraubenextrakt.

Neben den Anthocyanen wurde in Beerenfriichten eine weitere polyphenolische
Substanzklasse identifiziert, die Ellagtannine. Sie liegen sowohl glykosyliert (z.B. Grandinin,
Roburin E) als auch nicht glykosyliert (z.B. Castalagin, Vescalagin) in Lebensmitteln, wie
beispielsweise in holzfassgereiften Rotweinen vor. Dieser Klasse an hydrolysierbaren
Tanninen werden anti-proliferative, apoptotische und antioxidative Wirkungen zugeschrieben

(Mullen et al. 2002, Cerda et al. 2003, Moharram et al. 2003). Jedoch ist wenig iiber ihre
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zelluldaren Wirkmechanismen bekannt. Bislang sind nur die Stereoisomere Castalagin und
Vescalagin als Hemmstoffe humaner Topoisomerasen im zellfreien System charakterisiert
worden (Quideau et al. 2003, Quideau et al. 2005). Der Einfluss der glykosylierten
Verbindungen Grandinin und Roburin E auf die Aktivitdt von Topoisomerasen sollte in der
vorliegenden Dissertation erstmals untersucht werden. Die Relevanz der im zellfreien System
bestimmten Effekte fiir die DNA-Integritdt sollte dabei anschlieBend auf zelluldrer Ebene
verifiziert werden.

Mit dieser Arbeit sollen zellulire Wirkmechanismen von Lebensmittelinhaltsstoffen
charakterisiert werden, die fiir die DNA-Integritdt von Bedeutung sind, um so in Zeiten
wachsenden Interesses an Nahrungsergdnzungsmitteln zu einer Risiko-Nutzen-Evaluierung

beizutragen.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse lassen sich in drei Abschnitte unterteilen:
e FEinfluss der Anthocyanidine auf die DNA-Integritit der humanen Kolonkarzinom-
zelllinie (HT29)
e Effekte von polyphenol-/anthocyanreichen Extrakten auf humane Topoisomerasen
und die DNA-Integritét
e Effekte von Ellagtanninen und einem ellagtanninreichen Eichenholzextrakt auf

humane Topoisomerasen und die DNA-Integritit

Einfluss von Anthocyanidinen auf die DNA-Integritat in HT29-Zellen

Delphinidin (Abb. 39) verursacht DNA-Strangbriiche in HT29-Zellen ab einer Konzentration
von 50 uM (Habermeyer et al. 2005). Es konnte in unserem Arbeitskreis zudem gezeigt
werden, dass diese Wirkung nicht Topoisomerase-vermittelt ist, da das Enzym TDP-1 die
durch Delphinidin induzierten Strangbriiche nicht erkennen kann (Holbach 2005,
unverdffentlichte Daten). Zunédchst wird gepriift, ob die DNA-strangbrechende Wirkung des
Anthocyanidins Delphinidin auf im Medium entstandenes Wasserstoffperoxid zuriickgefiihrt
werden kann wund ob das Ausbleiben der antioxidativen Wirkung unter

Zellkulturbedingungen, welches von verschiedenen Arbeitsgruppen beschrieben wurde auch
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auf die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies begriindet ist (Pool-Zobel et al. 1999, Lazz¢é

et al. 2003).

OH
O OH
OH

OH
Delphinidin

Abb. 39: Die Struktur von Delphinidin

Weiter wird untersucht, ob Delphinidin als Hemmstoff der katalytischen Aktivitdt humaner

Topoisomerasen das strangbrechende Potential von Topoisomerasegiften verdndern kann.

DNA-schadigende Wirkung des Anthocyanidins Delphinidin

Induktion von DNA-Strangbrichen durch Delphinidin

Einige Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass Polyphenole im Zellkulturmedium
Wasserstoffperoxid bilden konnen (Lapidot et al. 2002a und 2002b, Kong et al. 2000). Das
Anthocyanidin Delphinidin wurde in unserer Arbeitsgruppe auf die Bildung von
Wasserstoffperoxid in DME-Medium, welches fiir Kultivierung und Inkubation der fiir
Kolonkarzinomzelllinie HT29 verwendet wurde, untersucht (Kern et al. 2007). Mittels
Amplexrot®-Test wurde dabei die Entstehung der reaktiven Sauerstoffspezies H,O, im
Medium nach verschiedenen Inkubationszeiten (15 min, 45 min, 24 h, 72 h) bestimmt. Der
Test basiert darauf, dass 10-Acetyl-3,7-dihydrophenoxazin durch eine peroxidasekatalysierte
Reaktion mit Wasserstoffperoxid zu fluoreszierendem Resorufin umgesetzt wird, welches
durch Absorptionsmessung quantifiziert werden kann. Die Menge an Resorufin ist
proportional zur Menge an gebildetem Wasserstoffperoxid. Es wurde eine konzentrations-
abhingige Zunahme der H,O,-Bildung nach Inkubation von HT29-Zellen mit Delphinidin in
FKS-haltigem (10 %) Medium gezeigt. Eine maximale Konzentration von 11,46 pM H,0,

- 66 -



Ergebnisse und Diskussion

konnte nach 45-miniitiger Inkubation mit 75 pM Delphinidin bestimmt werden. Durch
Zugabe von 100 U/ml kann die Wasserstoffperoxidakkumulation im Inkubationsmedium
vollstindig unterdriickt werden (Kern et al. 2007).

Frithere Ergebnisse in unserem Arbeitskreis zeigten, dass alle Anthocyanidine ab einer
Konzentration von 50 uM nach einstiindiger Inkubation von HT29-Zellen DNA-Strangbriiche
induzieren. Dabei war Delphinidin das potenteste strangbrechende Agens. Abbildung 40 zeigt
die Ergebnisse der Einzelzellgelelektrophorese (Cometassay) nach einstiindiger Inkubation
mit Delphinidin in Konzentrationen zwischen 10 uM und 100 uM in An- und Abwesenheit

von Katalase.

14 4 [Johne Katalase

] b mit 100 U/ml Katalase

12 4 ohne Katalase, Fpg-behandelt

EEEH mit 100 U/mL Katalase + Fpg-behandelt

*k

Schweifintensitat [%]

DMSO 20 uM Menadion

Delphinidin [puM]

Abb. 40: Cometassay: Einfluss von gebildeten Wasserstoffperoxid auf die DNA-schiadigende Wirkung von
Delphinidin in HT29-Zellen (1 h, serumfrei). Positivkontrolle 20 pM Menadion, Zugabe von
Katalase um das gebildete H,O, zu dismutieren (von oben nach unten gestreift), Fpg-Behandlung zur
Detektion oxidativer DNA-Schédden. Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3-5 *Signifikanter
Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001)

Durch Behandlung mit einem bakteriellen Enzym Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
(Fpg) konnen im Cometassay auch oxidative DNA-Schédden, die so genannten Fpg-sensitiven
Stellen detektiert werden. Dazu zéhlen neben Formamidopyrimidinen auch das 8-OH-Guanin
oder auch alkylierte Basen. Das Enzym erkennt den DNA-Schaden und entfernt die
geschddigte Base unter Induktion eines DNA-Strangbruchs. Als Positivkontrolle fiir
oxidativen Stress wurde der Redoxcycler Menadion in einer Konzentration von 20 uM

eingesetzt. Da Menadion in Anwesenheit von Katalase keine oxidativen DNA-Schiden
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verursacht, wird der Positivkontrolle keine Katalase zugesetzt, damit die Wirkung des Fpg-
Enzyms verdeutlicht werden kann. Delphinidin zeigt nach Fpg-Behandlung ein pro-oxidatives
Potenzial ab einer Konzentration von 100 uM (Abb. 40, von links unten nach rechts oben
gestreifte Balken).

Der Einfluss des gebildeten Wasserstoffperoxids auf die DNA-schddigende Wirkung des
Anthocyanidins wird im Cometassay durch Zugabe von 100 U/ml Katalase bestimmt. Die
Katalase bewirkt eine Dismutation des H,O, zu Wasser und Sauerstoff. In Anwesenheit von
Katalase werden nur noch geringe delphinidinvermittelte DNA-Strangbriiche und keine
oxidativen DNA-Strangbriiche (Delphinidin > 100 pM) gemessen. Dies ldsst darauf
schlielen, dass die oxidativen DNA-Schidden in Abwesenheit von Katalase durch das
gebildete Wasserstoffperoxid verursacht wurden. Auch die durch Delphinidin verursachten
nicht-oxidativen DNA-Schédden sind in Anwesenheit von Katalase reduziert. Die Inkubation
von HT29-Zellen mit Delphinidinkonzentrationen > 50 uM fiihrt zu einem Anstieg an DNA-
Strangbriichen auch nach Zusatz von Katalase, der sich jedoch zur Kontrolle als nicht
signifikant erwies.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass akkumuliertes H,O» in vitro zur DNA-schédigenden

Wirkung von Delphinidin beitragt.

Antioxidative Wirkung von Delphinidin unter Zellkulturbedingungen

In Abwesenheit von Katalase zeigte Delphinidin keine antioxidative Kapazitit bei Vor- und

Koinkubation mit dem Redoxcycler Menadion (Abb. 41, Daten nicht gezeigt).

oo

O

Menadion

Abb. 41: Struktur des Redoxcyclers Menadion
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Abbildung 42 zeigt die antioxidative Wirkung von Delphinidin unter Zellkulturbedingungen
bei Dismutation des akkumulierten Wasserstoffperoxids durch Katalasezusatz. Dazu wurden
die HT29-Zellen eine Stunde mit dem Anthocyanidin in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase
und anschlieBend eine Stunde mit 20 pM Menadion, einem Redoxcycler ohne Zusatz von
Katalase inkubiert.

In Anwesenheit von Katalase zeigt sich bereits ab einer Konzentration von 1 uM Delphinidin
eine signifikante Reduktion der menadionverursachten oxidativen DNA-Strangbriiche (Abb.
42, gestreifte Balken). Dieser Effekt ist bei einer Konzentration von 50 pM Delphinidin
maximal, wobei die oxidativen Schidden um ca. 85 % reduziert werden konnten. Bei einer
Konzentration von 10 puM Delphinidin sind auch die nicht-oxidativen DNA-Schéden

reduziert.

12 Vorinkubation mit Del in Anwesenheit von 100 U/ml Kat
ex [C11% DMSO
| [__120 yM Menadion
10 4 I 20 uM Menadion + Delphinidin
Fpg-behandelt
8
##
H#itH
6 N

HitHE

Schweifintensitat [%]

DMSO  Menadion

Delphinidin [uM]

Abb. 42: Cometassay: Einfluss von gebildeten Wasserstoffperoxid auf die antioxidative Wirkung von
Delphinidin in HT29-Zellen (1 h, serumfrei). Positivkontrolle 20 uM Menadion, Zugabe von
Katalase um das gebildete H,O, zu dismutieren (gestreifte Balken), Fpg-Behandlung zur Detektion
oxidativer DNA-Schéden. Abgebildet sind die Mittelwerte = Stabw., *Signifikanter Unterschied zur
jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), * Signifikanter Unterschied zu
Menadion mit Fpg-Behandlung (= p <0,05; * =p <0,01; = p < 0,001); Kat, Katalase

Das Ausbleiben der antioxidativen Wirkung, welche in Abwesenheit von Katalase beobachtet
wurde, ist demnach durch die oxidative Wirkung des gebildeten Wasserstoffperoxids
begriindet. Auch andere Arbeitsgruppen konnten unter Zellkulturbedingungen keinen Schutz

vor oxidativen DNA-Schdden durch Delphinidin bestimmen. Die Gruppe um Pool-Zobel
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konnte zeigen, dass Cyanidin und verschiedene Anthocyane und anthocyanreiche Extrakte in
einem zellfreien System potente Antioxidantien darstellen. Die Substanzen verursachten eine
marginal strangbrechende Wirkung (Cometassay) und konnten die strangbrechende Wirkung
von Wasserstoffperoxid in HT29-Zellen nicht verhindern (Pool-Zobel et al. 1999). Auch die
tert-Butylhydroperoxid-bedingten oxidativen DNA-Schiden koénnen unter Zellkultur-
bedingungen durch Anthocyane nur zu einem geringen Teil verringert werden (Lazzé et al.
2003).

Im Zellkulturmedium entstehen iiber 10 uM H,0O, nach 45 Minuten Inkubation mit 75 pM
Delphinidin und damit die Konzentration an Wasserstoffperoxid, die ausreicht um Zellen
effektiv zu schiadigen. Wasserstoffperoxid gehort zu den reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
und kann in Zellen oxidativen Stress und neben Lipidperoxidation auch oxidative DNA-
Schédden verursachen (Kirkland 1991). Das im Zellkulturmedium akkumulierte Wasserstoft-
peroxid konnte demnach fiir die in der Literatur beschriebenen Probleme bei der Bestimmung
der antioxidativen Kapazitit der Anthocyane unter Zellkulturbedingungen verantwortlich
sein. In zellfreien Systemen agieren die Anthocyanidine oder ihre Glykoside als sehr potente
Antioxidantien und sind zwei- bis fiinffach potenter als beispielsweise das Vitamin E-Derivat
Trolox (Pool-Zobel 1999, Borkowski 2005). Auch in vivo-Studien konnte die antioxidative
Wirkung anthocyanreicher Nahrung belegen. In einer humanen Interventionsstudie an
gesunden méinnlichen Probanden wurde der Einfluss eines anthocyan-/polyphenolreichen
Saftes auf oxidative DNA-Schiden und den Glutathionspiegel untersucht. Wiahrend der Phase
der Saftaufnahme ist das Level der oxidativen DNA-Schédden signifikant erniedrigt worden
und stieg in der Phase nach der Saftaufnahme wieder an (Weisel et al. 2006). In vivo besitzen
Zellen eine Reihe von Schutzmechanismen, um einer Schidigung durch oxidativen Stress
entgegenzuwirken. Die Zellen konnen durch ein System von Enzymen und Antioxidantien
(Superoxiddismutase, Katalase, Glutathion) die reaktiven Sauerstoffspezies inaktivieren.
Allerdings bleibt die Frage weiterhin offen, ob es sich tatsdchlich nur um eine Artefaktbildung
in der Zellkultur handelt.

P. Holbach konnte durch den Einsatz von Tdp-1-iiberexprimierenden Zellen zeigen, dass die
delphinidinvermittleten DNA-Schdden nicht durch eine Stabilisierung des DNA-
Topoisomeraseintermediates verursacht werden. Die DNA-Strangbriiche, die in Anwesenheit
von Katalase nach Inkubation mit Delphinidin bestimmt wurden, kénnen jedoch durchaus
topoisomerase-vermittelt sein. Durch katalytische Hemmung der Enzyme kann es zu
topologischem Stress in der Zellen kommen und so DNA-Schiden verursacht werden

(Deming et al 2001, Larsen et al. 2003). Auch eine Bindung der Substanz an die DNA ist
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vorstellbar. Die planare Verbindung kann auf verschiedene Arten mit der DNA interagieren.
M. Habermeyer konnte in zellfreien Testsystemen eine Verdringung von Ethidiumbromid aus
der DNA und eine Verdringung des Hoechstfarbstoffes H33258 von der kleinen Furche der
DNA nachweisen. Die Substanz ist also moglicherweise in der Lage zu interkalieren oder an
die kleine Furche der DNA zu binden (Habermeyer et al. 2005). Auch eine oxidative
Schidigung ist auch nicht vollstdndig auszuschlieBen, da das Fpg-Enzym nicht alle oxidativen
DNA-Schiden in zusitzliche Einzelstrangbriiche umwandelt.

Delphinidin kann unter Zellkulturbedingungen die DNA vor Schiddigung durch oxidativ-
wirkende Substanzen, wie Menadion schiitzen. Das Ausbleiben dieses Effekts, das bisher von
einigen Gruppen festgestellt wurde ist auf die oxidative Wirkung des im Zellkulturmedium
gebildeten H,O, zuriickzufiihren.

Beeinflussung der Zellzyklusverteilung durch Delphinidin und Malvidin

Delphinidin ist im zellfreien System in der Lage Ethidiumbromid aus der DNA zu verdringen
(ECsp = 13,7 = 1,5 uM) und moglicherweise selbst in die DNA zu interkalieren oder an die
DNA zu binden. Auch eine Verdrangung von Hoechst H33258 von der kleinen Furche der
DNA durch Delphinidin (ECsy = 15,2 £ 1,9 uM) konnte gezeigt werden (Habermeyer et al.
2005). Des Weiteren kann die katalytische Hemmung der Topoisomerasen einen Einfluss auf
die DNA-Integritit haben. Um einen Effekt von Substanzen auf die DNA-Integritét in Zellen
zu untersuchen kann neben einer DNA-schadigenden Wirkung auch die Zellzyklusverteilung
untersucht werden. Stoffe, die zelluldre Signalkaskaden beeinflussen und so das Signal zur
Proliferation und die Synthese der Transkriptionsfaktoren hemmen verursachen einen Arrest
der Zellen in der G;-Phase des Zellzykluses. Stoffe, die hingegen die Synthese der DNA und
die Ausbildung der Mitosespindel verhindern indem sie Topoisomerasen oder die
Tubulinpolymerisation hemmen bewirken einen Arrest in der Go/M-Phase des Zellzykluses.
Substanzen, die viele zelluldre Mechanismen beeinflussen, konnen sowohl einen Arrest in der
G- sowie auch einen Gy/M-Phase bewirken. Bei der Untersuchung der Zellzyklusverteilung
wiirde dann mdglicherweise kein Unterschied zur Normalverteilung detektiert wurden
konnen, daher wurden die HT29-Zellen fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten
durchflusszytometrischen Bestimmung der Zellzyklusverteilung zunédchst der G- bzw. in der
Gy/M-Phase synchronisiert. Die Synchronisation in der G;-Phase wurde durch eine 48-
stiindige Inkubation mit serumfreien Medium erreicht. Zur Synchronisation in der G,/M-
Phase wurden die Zellen 16 h unter serumhaltigen Bedingungen mit 40 pM Nocodazol

inkubiert, welches die Tubulinpolymerisation hemmt. Die Untersuchung der Arretierung in
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der jeweiligen Phase erfolgt nach einer 36-stiindigen Inkubation mit DMSO bzw. den
Anthocyanidinen in serumhaltigen Medium (10 % FKS). Die Messung der
Zellzyklusverteilung erfolgte durchflusszytometrisch nach Fixierung der Zellen in 70 %igem
kalten Ethanol und Férbung der Zellen mit DAPI/SR101-Ldsung.

Da der Fokus dieser Arbeit auf der Wirkung der Anthocyanidine auf die DNA-Integritdt und
der Beeinflussung humaner Topoisomerasen und somit auf dem Einfluss auf die DNA-
Synthese und Mitose liegt wird auf die Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-
Phase nicht nédher eingegangen. P. Holbach konnte im Rahmen seiner Diplomarbeit eine
Arretierung der Zellen in der G;-Phase durch Delphinidin und keine Beeinflussung der G-
Phase durch Malvidin bestimmen (Holbach 2005).

In Abbildung 43 sind die Ergebnisse der Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der
G,/M-Phase des Zellzykluses dargestellt. Die Normalverteilung der HT29-Zellen in den
Zellzyklusphasen liegt bei 42,2 % in der G;-Phase, 35,0 % in der S-Phase und 22,5 % in der
Gy/M-Phase. Durch Synchronisation in der G,/M-Phase wurde eine Verteilung von 8,8 % in
der G;-Phase, 18,9 % in der S-Phase und 72,2 % in der G,/M-Phase und somit ein deutlicher
Gy/M-Arrest erreicht. Nach 36-stiindiger Inkubation mit DMSO befanden sich die Zellen
nicht ganz, jedoch aber zum groften Teil in der Normalverteilung. Nach Inkubation mit
Delphinidin zeigt sich ein nicht signifikanter Arrest in der Go/M-Phase ab 10 uM, der sich bei
einer Konzentration von 50 uM noch verstérkt. Bei 100 uM Delphinidin nimmt dieser Effekt
jedoch wieder ab. Dies konnte durch Zytotoxizitét oder Apoptose begriindet werden. Jedoch
konnte kein sub-G,/M-Peak, der ein Hinweis auf Apoptose ist, detektiert werden. Hou et al.
konnten nach sechsstiindiger Inkubation mit 100 uM Delphinidin die DNA-Fragmentierung
und somit die Apoptose an der Leukdmiezelllinie HL-60 nachweisen (Hou et al. 2003).
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Abb. 43:  Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen nach Synchronisation in der G,/M-Phase und anschlieBender
serumhaltiger Inkubation mit Delphinidin bzw. Malvidin fir 36 Stunden, Abgebildet sind die
Mittelwerte = Stabw. n = 3-4; *Signifikanz im Bezug zur DMSO-Kontrolle (* = p < 0,05; ** =p <
0,01; *** =p <0,001), (Holbach 2005)

Da Delphinidin humane Topoisomerasen in ihrer Aktivitdt hemmt und mdglicherweise auch
an die DNA bindet (Habermeyer et al. 2005) war ein Arrest in der G,/M-Phase durch
Delphinidin zu erwarten. Dies wurde durch die Zellzyklusuntersuchung bestétigt, wenn sich

der Arrest auch als nicht signifikant erwies.

Malvidin, das keinen Topoisomerasechemmstoff darstellt sollte somit zu keinem
Topoisomerase-vermittelten Arrest in der G,/M-Phase fiihren. Daher wurde Malvidin als
Vergleichssubstanz eingesetzt. Unvorhersehbarer Weise konnte bereits ab einer Konzentration
von 1 uM Malvidin ein signifikanter Arrest in der Go/M-Phase ermittelt werden. Im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle, bei der sich 46 % der Zellen in der G,/M-Phase befanden liegt der
Anteil an Zellen nach Inkubation mit 1 pM Malvidin in dieser Phase bei 63 % und erhoht sich
bei Inkubation mit héheren Malvidinkonzentrationen nur noch minimal auf 66 %. Das
methoxylierte Anthocyanidin zeigte ebenfalls eine Affinitit zur Bindung an DNA in zellfreien
Testsystemen. Dabei verdriangt es EtBr mit einem ECsp-Wert von 33,4 + 1,8 uM und H33258
mit einem ECsp-Wert von 28,0 = 1,8 puM (Habermeyer et al. 2005). Der bei der
Zellzyklusuntersuchung gezeigte Effekt in sehr niedrigen Malvidinkonzentration kann jedoch
weder durch eine Hemmung der Topoisomeraseaktivitdt noch durch mogliche interkalative
oder DNA-bindende Aktivitit der Substanz erklédrt werden und beruht auf bisher unbekannten
Wirkmechanismen. M. Roth konnte im Rahmen seiner Diplomarbeit auch eine Hemmung der
Tubulinpolymerisation als mogliche Ursache flir den beobachten Arrest in der G,/M-Phase

ausschlieBen (Roth 2006).

Oligo GEArray® Human Cancer Microarray (OHS-802) zur Charakterisierung des

Wirkmechanismus’ von Malvidin

Malvidin zeigt schon in niedrigen Konzentrationen einen Gy/M-Arrest, der nicht durch
bisherige Ergebnisse zu erkldren ist. Um eine grofe Anzahl an moglichen zelluldren

Zielstrukturen und somit Hinweise auf den moglichen Wirkmechanismus zu erfassen wird ein
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Mikroarray durchgefiihrt. Mit dieser Technik ldsst sich der Einfluss einer Substanz auf die
Expression einer Vielzahl von Genen {iberblicken. Auf einer Trigermembran sind
genspezifische Oligonukleotide aufgebracht mit denen die biotinylierte c-RNA hybridisiert.
Die RNA der inkubierten Zellen wird dafiir zunidchst in c-DNA umgeschrieben und
anschlieend unter Zugabe von biotinyliertem UTP mit einer RNA-Polymerase biotinylierte
c-RNA gewonnen. So kann mit einer kleinen Menge zelluldrer RNA eine grofle Menge an c-
RNA fiir die Hybridisierung gewonnen werden. Nach Hybridisierung kdnnen die Membranen
chemoluminometrisch detektiert werden.

Der Oligo GEArray” Human Cancer Microarray (OHS-802) wurde fiir die Bestimmung der
Beeinflussung der Zellzyklusverteilung ausgewidhlt, da er Gene, die fiir den Zellzyklus
wichtige Proteine kodieren, umfasst. Dazu zéhlen einige Zyklin-abhéngige Kinasen, Zykline
sowie Regulatoren des Zellzyklus’ wie p53. Insgesamt werden 127 Gene, die den Zellzyklus
beeinflussen mit diesem Array erfasst. Daneben befinden sich auf dem Array Gensequenzen
fiir Gene der Apoptose, des Zellwachstums und der Differenzierung, der Motilitdt, der
Signaltransduktion sowie weitere Gene, die mit der Tumorgenese verbunden sind. Die

Aufteilung der 404 Gene ist in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Einteilung der Gene des Oligo GEArray® Human Cancer Microarrays (OHS-802)

Gruppe Untergruppe Anzahl der Gene

Apoptose Anti-Apoptose 18
Caspaseaktivierung 4
Antwort auf DNA-Schéden 3
Induktion der Apoptose 8
Signale der Apoptoseinduktion 10
Weitere Faktoren der Apoptose 24
Apoptoseregulation 6
Andere 3

Zellzyklus Zellzyklusarrest 13
Kontrollpunkte 4
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Regulation des Zellzykluses 81
Andere 29
Zellwachstum und Differenzierung Differenzierung 6
Wachstum 63
Proliferation 41
Wachstumsfaktoren 11
Regulationsmechanismen 46
Zellmotilitat Migration und Motilitét 10
Zell-Zell-Adhésion 2
Zell-Matrix-Adhésion 6
Metalloendopeptidasen 10
Signaltransduktion Oberflachenrezeptorgekoppelt 13
Frizzled Signalweg 9
G-Protein-gekoppelt 17
Insulinrezeptorsignalweg 2
Integrin-vermittelt 4
JAK-STAT-Kaskade 6
Intrazelluldre Signalkaskaden 29
Notch-Signalweg 2
Ras-Protein-vermittelt 3
Rho-vermittelt 4
Kleine GTPase-vermittelt 13
Wnt-Rezeptorsignalweg 16
andere - 188
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Die HT29-Zellen wurden entsprechend der Bedingungen der Untersuchung der
Zellzyklusverteilung inkubiert. Die Zellen wurden mit 40 pM Nocodazol in der G,/M-Phase
synchronisiert (16 h) und anschlieBend 36 h mit DMSO bzw. 1 uM Malvidin inkubiert. Zur
Kontrolle wurde ein Teil der Probe zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung eingesetzt. Nur
wenn der Arrest nachgewiesen wurde, wurde der Array durchgefiihrt. Danach wurde mit Hilfe
eines Testkits die RNA der Zellen gewonnen und am Nanodrop®-Spektrophotometer die
Konzentration der RNA und durch gelektrophoretische Trennung die Reinheit der RNA
bestimmt. Eine definierte Menge reiner RNA wurde nun zur Gewinnung der biotinylierten
RNA eingesetzt und die Genexpression der Zielgene auf der Membran bestimmt.

Abbildung 44 zeigt reprisentativ die Arraymembranen nach Inkubation mit dem
Losungsmittel DMSO bzw. 1 pM Malvidin. Dabei befinden sich rechts unten auf jeder
Membran die Kontrollen, auf welche die Signale normalisiert werden. Wie zu erkennen ist,
wird keines der getesteten Gene sichtbar durch Malvidin beeinflusst. Auch die Auswertung
der Ergebnisse mit der speziellen Software AIDA lieferte keine Ergebnisse fiir die
Modulation der Genexpression durch 1 uM Malvidin. Der Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase
durch 1 pM Malvidin wurde in den Kontrollexperimenten zu den Arrays entsprechend den
vorherigen Ergebnissen detektiert und kann auch nach Durchfiihrung des Arrays nicht erklért

werden.

“.
e
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Abb. 44: GEArray® Human Cancer Microarray nach Synchronisation der HT29-Zellen in der G,/M-Phase und
36-stiindiger Inkubation mit DMSO (A) bzw. 1 uM Malvidin (B)

Das Ergebnis muss nicht bedeuten, dass Malvidin die Expression keines der getesteten Gene
verdndert, da moglicherweise der Zeitpunkt falsch gewéhlt wurde. Nach 36 Stunden wird die
Genexpression auf Transkriptionsebene nicht durch das Anthocyanidin moduliert und es
wurde eine kiirzere Inkubationszeit gewidhlt um mdglicherweise eine Beeinflussung der
Genexpression durch 1 uM Malvidin zu bestimmen. Die Zellen wurden nach Synchronisation
in der G/M-Phase fiir 12 Stunden mit DMSO bzw. 1 uM Malvidin inkubiert und der Array
wiederholt. Abbildung 45 zeigt die reprdsentativen Membranen zweier unabhingiger
Experimente nach 12-stiindiger Inkubation mit DMSO bzw. Malvidin.

Auch die 12-stiindige Inkubation lieferte keine anderen Ergebnisse. Es kann kein Unterschied
der Intensitdt der Spots der beiden Membranen erkannt werden und auch die mathematische,
softwaregestiitzte Auswertung lieferte keine signifikant unterschiedlichen Effekte. Die
Genexpression nach Inkubation mit 1 pM Malvidin entspricht der Genexpression nach

Inkubation mit dem Losungsmittel DMSO, gemessen auf der Transkriptionsebene.

Tegee: 5 .?":.;5 -
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Abb. 45: GEArray® Human Cancer Microarray nach Synchronisation der HT29-Zellen in der G,/M-Phase und
12-stiindiger Inkubation mit DMSO (A) bzw. 1 uM Malvidin (B)
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Malvidin scheint in dieser niedrigen Konzentration die Transkription der getesteten Gene
nicht beeinflussen zu konnen. Damit kann der durch 1 pM Malvidin verursachte
Zellzyklusarrest in der Go/M-Phase nicht aufgekliart werden. Moglicherweise ist die gewdhlte
Inkubationszeit noch immer zu lang. Malvidin ist nach einer Stunde nicht mehr im
Zellkulturmedium zu finden (Kern et al. 2007). Nach Aufnahme der Substanz in die Zellen
kann die Genexpression nach kurzer Zeit angeschaltet werden. Um sicher zu gehen, dass die
Gene nicht beeinflusst werden, hitte die Transkription nach kiirzeren Inkubationszeitpunkten
(3h, 6h) bestimmt werden miissen. Durch die limitierte Menge an Arrays, sowie die
unsicheren Erfolgschancen bei weiteren Untersuchungen wurde von weiteren Untersuchungen
abgesehen. Es ist moglich, dass die Transkription keines der getesteten Gene verdndert wird
und der G,/M-Arrest durch Malvidin durch einen Einfluss auf ein Protein geschieht, welches
nicht auf dem Array zu finden ist. Da auf der Transkriptionsebene keine Modulation
zellzyklus-assoziierter Gene bestimmt werden konnte, konnte auch die darauf autbauenden
Untersuchungen zur Verifizierung auf Proteinebene nicht durchgefiihrt werden.

Der zellulire Wirkmechanismus von Malvidin, der zu einem Arrest in der G,/M-Phase des

Zellzykluses fiihrt konnte noch nicht aufgeklart werden.

Wirkung von Delphinidin auf humane Topoisomerasen in HT29-Zellen

Im zellfreien Testsystem erwiesen sich die Anthocyanidine Delphinidin und Cyanidin als
Hemmstoffe der Topoisomerasen I und II. Delphinidin ist in der Lage die katalytische
Aktivitit der Topoisomerase I ab 5 uM vollstidndig zu hemmen. Die Topoisomerasen Ila und
IIB sind ab einer Konzentration von 10 uM Delphinidin vollstindig inaktiviert. Dabei wirkt
Delphinidin als katalytischer Hemmstoff der Enzymaktivitit und verhindert die Bindung des
Enzyms und die Erzeugung des DNA-Strangbruchs. Die Induktion des Strangbruchs den das
Enzym in das Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA einfiihrt ist notwendig um die DNA-
Strange zu ver- und entwirren. Topoisomerasegifte, wie die Chemotherapeutika Doxorubicin
und Etoposid hingegen erhohen die quasi-stationdre Konzentration des Topoisomerase-DNA-
Komplexes. Mittels ICE-Bioassay (Immunodetektion von Komplexen zwischen DNA und
Topoisomerasen) kann in Zellen die DNA-gebundene Topoisomerase von der freien
Topoisomerase abgetrennt werden. Somit kann in intakten Zellen bestimmt werden, ob eine

Substanz als Topoisomerasegift wirkt. Die Inkubation erfolgte in Anwesenheit von 100 U/ml
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Katalase, um einen Einfluss des akkumulierten Wasserstoffperoxids durch Inkubation mit
Delphinidin auszuschlieen. Die Zellen wurden mit Sarkosylat lysiert und das Lysat {iber
einen Casiumchloriddichtegradienten getrennt. Nach Fraktionierung des Gradienten wurden
die Zellproteine auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen und die Topoisomerasen mit
spezifischen Antikdrpern chemoluminometrisch erfasst (Subramanian et al. 2001). Der DNA-
Gehalt in den einzelnen Proben wurde mit dem Nanodrop®-Spektrophotometer ermittelt.
Dadurch werden die DNA-haltigen Fraktionen bestimmt. Der hochste Gehalt an DNA findet
sich in den Fraktionen 3 — 10, anschlieBend nimmt der DNA-Gehalt ab. Es konnen zwar noch

Nukleotide detektiert werden, dabei handelt es sich jedoch nicht um intakte DNA, sondern um

Fragmente.

Topoisomerase o o o oo o
1 L 1
L5 X 2
_ - ; 3
.4 - 4
5 -— 5 5
DNA-gebundene - 6 — — 6 6
Topoisomerase 7 - - , 7
8 o — 8 8
9 — - 9 9
o 10 - - 10 10
11 — 11 11
12 — 12 12
— B —— 13 13
== 14 - - 14 14
- 15 — - 15 15
freie - 16 =] - 16 — 16
Topoisomerase “ | 17 - - 17 - — 17
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Abb. 46: ICE-Bioassay: Bestimmung der freien und DNA-gebundenen Topoisomerase Ila. nach Inkubation
(1h, serumfrei, 100 U/ml Katalase) mit DMSO, den Topoisomerasegiften Doxorubicin (10 pM) und
Etoposid (10 uM), sowie Delphinidin (10 pM und 30 pM)
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HT29-Zellen besitzen nur wenig Topoisomerase I (keine Detektion von Topoisomerase I-
Protein, Daten nicht gezeigt). Da nur wenig Topoisomerase I in den Kolonkarzinomzellen
enthalten ist kann auch die Stabilisierung des DNA-Enzym-Komplexes durch 100 pM
Camptothecin nicht untersucht werden. Im Gegensatz dazu kann freie Topoisomerase Ila in
diesen Zellen gut detektiert werden (Abb. 46, Spalte 1). Der Gehalt an Topoisomerase IIf} in
HT29-Zellen ist hoher als der an Topoisomerase I, jedoch fiir eine optimale Detektion im
ICE-Bioassay zu gering, weshalb das Testsystem zundchst mit AntikOrpern gegen
Topoisomerase Ila etabliert wurde.

Nach einstlindiger serumfreier Inkubation mit 10 uM Doxorubicin (Spalte 2) und 10 uM
Etoposid (Spalte 3) konnte in HT29-Zellen Topoisomerase Ilain den DNA-haltigen
Fraktionen detektiert werden. Dies bedeutet, dass die Substanzen in der Lage sind in HT29-

Zellen das DNA-Topoisomerase-Intermediat zu stabilisieren.

Topoisomerasehemmstoff

/ Delphinidin
NS
O
O OH o o]
i CoOoCe "
OH OH
o
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Abb. 47: Schematische Darstellung der Topoisomerasehemmung. Delphinidin wirkt als Topoisomerase-

o)

Bindung

he)

hemmstoff und die Topoisomerasegifte Doxorubicin und Etoposid stabilisieren das Topoisomerase-

DNA-Intermediat und somit den DNA-Doppelstrangbruch
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Nach Inkubation mit 10 uM und 30 puM Delphinidin konnte in HT29-Zellen keine
Stabilisierung des DNA-Topoisomerase-Intermediats nachgewiesen werden. Dies bestétigt
die Ergebnisse, die Habermeyer et al. mittels Western Blot-Technik im so genannten
Immunoband-Depletion-Assay fiir Delphinidin ermittelt hat. Bis zu einer Konzentration von
100 uM kann Delphinidin in HEK293-Zellen den Enzym-DNA-Komplex (Topoisomerase Ila
und IIP) nicht stabilisieren und wirkt demnach auch in humanen Zellen als reiner katalytischer
Hemmstoff (Habermeyer et al. 2005). Im Gegensatz zu anderen Flavonoiden, wie Genistein
oder Quercetin (Bandele und Osheroft 2007) wirkt das Anthocyanidin Delphinidin nicht als

Topoisomerasegift.
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Protektion der DNA durch Anthocyanidine

Topoisomerase |

Delphinidin ist ein katalytischer Topoisomerasehemmstoff und kann die Bindung von
Topoisomerasen an die DNA und so auch die Einfilhrung bzw. Stabilisierung des DNA-
Strangbruchs verhindern (Habermeyer et al. 2005). Dies ldsst vermuten, dass katalytische
Hemmstoffe wie Delphinidin die strangbrechende Wirkung von Topoisomerasegiften, wie
Camptothecin, Etoposid und Doxorubicin modulieren kdnnen (Clapp und Hande 2002, Hande
1999 und 2002). Dies wurde mittels Cometassay an HT29-Zellen getestet. Dazu wurden die
Zellen zunidchst mit dem Anthocyanidin fiir eine halbe Stunde vorinkubiert und anschlieend

mit dem Topoisomerasegift zusammen koinkubiert.

Camptothecin OH O

Abb. 48: Struktur des Topoisomerase [-Gifts Camptothecin

Trotz der geringen Expression von Topoisomerase I-Protein in HT29-Zellen detektiert wurde
der Einfluss von Delphinidin auf die DNA-schidigende Wirkung von Camptothecin (Abb.
48) untersucht (Abb. 49). Der Losungsmittelanteil im Inkubationsmedium wurde auf 0,2 %
herabgesetzt, da es bei hoheren Losungsmittelkonzentrationen zu einer Reduktion der
Zellviabilitdt kam. Nach 1,5 Stunden konnte nach Inkubation mit dem Losungsmittel eine

Schweifintensitét (SI) von 0,57 % bestimmt werden.
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Abb. 49: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Delphinidin, gemessen mittels
Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an Delphinidin und
anschlieBend 1 h Koinkubation mit 100 puM Camptothecin (serumfrei, 0,2 % DMSO, ohne
Katalasezusatz). Bestimmt wurde die Schweifintensitit (Intensitdt des Schweifes/Gesamtintensitit
des ,,Kometen‘), Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 5, *Signifikanter Unterschied zur
jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), * Signifikanter Unterschied zu
Camptothecin mit (*=p <0,05;  #=p<0,01; " =p<0,001)

Nach einstiindiger serumfreier Inkubation mit 100 pM Camptothecin verursacht dieses
signifikant DNA-Strangbriiche in humanen Kolonkarzinomzellen in vitro. Die gemessene
Schweifintensitét nach Inkubation mit dem Topoisomerasegift liegt bei 5,2 %. Delphinidin
kann die strangbrechende Wirkung des Topoisomerasegiftes unterdriicken, was sich durch
eine Reduktion der Schweifintensitit ermitteln ldsst. In Konzentration < 50 uM vermindert
Delphinidin die Camptothecin-verursachten DNA-Strangbriiche mit einem maximalen Effekt
bei 10 uM Delphinidin (SI = 2,2 %). Ab einer Konzentration von 50 uM verursacht
Delphinidin selbst DNA-Strangbriiche und kann die camptothecin-verursachten DNA-
Schiaden nicht mehr unterbinden. Wird die Schweifintensitdt der Koinkubation von 100 uM
Delphinidin und 100 uM Camptothecin mit der Schweifintensitit der Einzelinkubationen
verglichen kann ein additiver Effekt der Strangbruchraten beobachtet werden.

Bei einer Kombination von 100 pM Delphinidin und 100 pM Camptothecin liegt die

Schweifintensitdt bei 11,2 % und damit etwa so hoch wie die Addition der
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Schweifintensitidten von Camptothecin alleine (5,2 %) und Delphinidin alleine (5,4 %). Es
kommt also zu einem additiven Effekt bei dieser Konzentration. Der durch Delphinidin
verursachte DNA-Schaden ist in Abwesenheit von Katalase gemessen und ist nach
gefundenen Ergebnissen vermutlich zum groBiten Teil durch im Medium akkumuliertes
Wasserstoffperoxid verursacht. Um zu bestétigen, dass gebildetes Wasserstoffperoxid fiir das
Ausbleiben des protektiven Effekts in Konzentrationen > 50 uM Delphinidin verantwortlich
ist sollte der Versuch unter Zusatz von Katalase wiederholt werden. Dies war im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht mehr moglich.

Um zu iiberpriifen ob die Reduktion der Strangbriiche Topoisomerase-vermittelt ist wird der

Cometassay unter den gleichen Bedingungen mit Malvidin (Abb. 50) durchgefiihrt (Abb. 51).

OMe
l OH
OMe

OH

Malvidin
Abb. 50: Struktur von Malvidin

Malvidin wirkt im zellfreien System bis zu einer Konzentration von 100 uM nicht als
Topoisomerasehemmstoff und kann auch im zellfreien Test nicht die Stabilisierung des
Topoisomerase [-DNA-Komplexes durch Camptothecin nicht verhindern (Habermeyer et al.

2005).
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Abb. 51: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Malvidin, gemessen mittels
Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an Malvidin und
anschlieBend 1 h Koinkubation mit 100 uM Camptothecin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt
wurde die Schweifintensitat (Intensitdt des Schweifes/Gesamtintensitét des ,,Kometen*), Abgebildet
sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 4, *Signifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p <
0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001), # Signifikanter Unterschied zu Camptothecin mit (#= p <0,05;
#=p<0,01; " =p<0,001)

Tatsdchlich kann Malvidin bis zu einer Konzentration von 100 uM die strangbrechende
Wirkung des Camptothecins nicht modulieren. Der fiir Delphinidin gezeigte Effekt ist
demnach vermutlich Topoisomerase-vermittelt, da nur der Topoisomerasehemmstoff
Delphinidin die durch Camptothecin verursachten DNA-Schiden reduzieren kann.

Obwohl die HT29-Zellen nicht viel Topoisomerase I-Protein exprimieren, kann die
strangbrechende Wirkung von Camptothecin durch Delphinidin moduliert werden. Allerdings
zeigen Malvidin und Delphinidin auch andere Unterschiede in threr Wirkqualitét. Delphinidin
hemmt beispielsweise die Aktivitdit des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors, der am
Beginn der proliferationsfordernden MAPK-Kaskade steht, Malvidin dagegen nicht (Marko et
al. 2004, Meiers et al. 2001). So konnen moglicherweise weitere Wirkungen auf zelluldre
Ziele fir den protektiven Effekt durch Delphinidin gegeniiber Topoisomerase-I-Gift-
induzierten DNA-Strangbriichen beitragen.
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Topoisomerase Il

Um den Einfluss von Delphinidin auf die DNA-schidigende Wirkung von Topoisomerase-II-
Giften zu untersuchen wird zundchst im zellfreien System iiberpriift, ob Delphinidin die
Stabilisierung des Topoisomerase-II-DNA-Komplexes verhindern kann. Durch eine spezielle
gelelektrophoretische Trennung in Anwesenheit von Ethidiumbromid konnen verschiedene

Formen der Plasmid-DNA getrennt werden.

MeO OMe
OH

Abb. 52: Struktur von Etoposid, einem Topoisomerase-II-Gift

Abbildung 53 zeigt die Wirkung von Delphinidin auf die Stabilisierung des Topoisomerase-
II-DNA-Intermediats durch Etoposid (Abb. 52). Spalte 1 zeigt, dass die unbehandelte,
superspiralisierte Plasmid-DNA wihrend der Elektrophorese in ein mit Ethidiumbromid
versetztes Agarosegel wandert. Durch die Aktivitit der Topoisomerase kdnnen nach dem
Verdau und der Denaturierung des Enzyms durch Proteinase K und Sodiumdodecylsulfat
auch ,,genickte” und linearisierte DNA detektiert werden (Spalte 2). Zur Kontrolle wurde

durch Restriktionsverdau gewonnenes linearisiertes Plasmid mitgefiihrt (Spalte 7).
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Abb. 53:  Gelektrophoretische Trennung verschiedener DNA-Formen (Cleavage Assay) zur Bestimmung der
Stabilisierung des Topoisomerase-II-DNA-Intermediats durch Etoposid und der Modulation der

Etoposidwirkung durch Delphinidin, n =3

Etoposid erhoht in einer Konzentration von 100 uM den Gehalt an linearisiertem Plasmid
(Spalte 3), das bedeutet der DNA-Strangbruch, der durch das Enzym induziert wurde konnte
stabilisiert werden und liegt nach Denaturierung des Enzyms frei vor. Delphinidin kann ab
einer Konzentration von 10 uM (Spalte 5) die Stabilisierung des Topoisomerase-II-DNA-
Intermediats durch 100 uM Etoposid reduzieren und ab 50 pM vollstdndig verhindern. Das
Anthocyanidin verhindert im zellfreien System als reiner katalytischer Topoisomerase-II-
Inhibitor die Bindung des Enzyms an die DNA und somit auch die Ausbildung des
Topoisomerase-II-DNA-Komplexes sowie die Stabilisierung des Komplexes durch das

Topoisomerase-1I-Gift Etoposid.
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Fiir die zelluldren Untersuchungen muss zunichst die Wirkung der Topoisomerasegifte auf
das Zellwachstum untersucht werden, um eine Konzentration an Etoposid fiir den Einsatz im
Cometassay festzulegen, bei der die Zellen noch intakt sind, um so apoptosevermittelte DNA-
Schaden auszuschlieBen. Der Einfluss des Topoisomerase-II-Giftes Etoposid auf das
Wachstum von HT29-Zellen wurde mittels Sulforhodamin B-Test (SRB-Test) bestimmt
(Abb. 54). Dazu werden 20.000 HT29-Zellen/Loch in 24 Lochplatten ausgestreut und mit
aufsteigenden Konzentrationen an Etoposid fiir 24 Stunden inkubiert (10 % FKS, 1 %
DMSO).
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Abb. 54: Einfluss von Etoposid auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB-Test). Inkubation fir 24 h (1 %
DMSO, 10 % FKS). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 4, in einer Vierfachbestimmung

Bis zu einer Konzentration von 100 uM konnte kein ICso-Wert ermittelt werden, jedoch ist
das Zellwachstum nach Inkubation mit 100 uM Etoposid deutlich reduziert (55 % in Bezug
zur DMSO-Kontrolle). Da der Einfluss von Etoposid auf das Wachstum von HT29-Zellen
nach 24 h bestimmt wurde, konnte fiir eine einstiindige Inkubation im Cometassay
Konzentrationen von Etoposid bis 100 uM eingesetzt werden. Da jedoch eine Koinkubation
mit Delphinidin durchgefiihrt werden soll, sollte die strangbrechende Wirkung von Etoposid
nicht zu hoch liegen um mdgliche additive Effekte noch detektieren zu kdnnen. Deswegen
wurde eine Etoposidkonzentration von 10 uM fiir die Untersuchungen mittels Cometassays

gewihlt.
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Eine DNA-schiddigende Wirkung fiir 10 uM Etoposid nach einstiindiger Inkubation konnte
mit einer Schweifintensitit von 10,12 % detektiert werden (Abb. 55). Delphinidin kann die
strangbrechende Aktivitdt des Topoisomerase-I1I-Giftes modulieren. Dabei wurde zunéchst
mit den entsprechenden Konzentrationen an Delphinidin vorinkubiert und anschlieBend mit
dem Topoisomerasegift koinkubiert. Der Effekt ist nicht so stark ausgeprigt, wie bei der
Modulation der DNA-Schiddigung durch das Topoisomerase I-Gift Camptothecin. Die
Schweifintensitit wird durch die Koinkubation mit 10 pM Delphinidin um etwa 50 % auf
4,84 % reduziert. Wie bei der Koinkubation mit Camptothecin findet sich auch bei der
Koinkubation mit Etoposid ein maximaler Effekt bei 10 uM Delphinidin. Ebenso zeigt sich
bei der Kombination von 10 uM Etoposid und 100 uM Delphinidin ein additiver Effekt
(Schweifintensitdt betrdgt 20,01 %). Die strangbrechende Wirkung von Delphinidin kann
vermutlich auf das im Zellkulturmedium bei Inkubation mit Delphinidin gebildete
Wasserstoffperoxid zuriickgefiihrt werden, da die Versuche in Abwesenheit von Katalase

durchgefiihrt wurden.

[CIDMSO -
[ 1DMSO + 10 uM Etoposid
I Delphinidin

Delphinidin + 10 uM Etoposid

Schweifintensitat [%0]
= A A A a NN
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DMSO 1 10 50 100
Delphinidin [uM]

Abb. 55: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Etoposid durch Delphinidin, gemessen mittels
Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an Delphinidin und
anschlieffend 1 h Koinkubation mit 10 uM Etoposid (serumftrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde die
Schweifintensitit (Intensitidt des Schweifes/Gesamtintensitit des ,,Kometen®), Abgebildet sind die
Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 4, *Signifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05;
¥ =p<0,01; *** =p<0,001), # Signifikanter Unterschied zu Etoposid (# =p <0,05; o= p <0,01;
## = p <0,001),
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Fiir Doxorubicin (Abb. 56) konnte im zellfreien System die gelelektrophoretische Trennung
der DNA-Formen nicht durchgefiihrt werden, da Doxorubicin eine Verschiebung der DNA-
Banden verursacht (Daten nicht gezeigt). Dafiir ist moglicherweise die starke Interkalation der

Substanz verantwortlich (Hande 1998).

NH
OH 2

Abb. 56: Struktur von Doxorubicin

Der Einfluss auf das Zellwachstum wurde auch flir diese Substanz mittels SRB-Tests
bestimmt (Abb. 57). Dafiir wurden die HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
Doxorubicin fiir 24 Stunden inkubiert (1 % DMSO, 10 % FKS). Der ermittelte ICso-Wert liegt
bei 8,6 £ 2,1 uM (Abb. 51).

—
100 - —=— Doxorubicin I
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Abb. 57: Einfluss von Doxorubicin auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB). Inkubation fiir 24 h (1 %
DMSO, 10 % FKS). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 4 in einer Vierfachbestimmung
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Da fiir den Cometassay die Zellen nur eine Stunde inkubiert werden und gleichzeitig auch die
Zellviabilitdt nach der Inkubation iiberpriift wird kann eine Konzentration von 10 uM
Doxorubicin in diesem Test eingesetzt werden.

Es wird eine sehr viel effektivere Wachstumshemmung durch Doxorubicin im Vergleich zu
Etoposid ermittelt (Abb. 54, Abb. 57). Dies konnten auch weitere Arbeitsgruppen an
unterschiedlichen Testsysteme zeigen (Bidwell und Raucher 2006, Li et al. 2006, Ulukaya et
al. 2007).

Die Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Delphinidin wurde

ebenfalls mittels Cometassays ermittelt und ist in Abbildung 58 graphisch dargestellt.

[C_1DMSO
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] I Delphinidin + 10 uM Doxorubicin
16 4 /7] Fpg-Behandlung
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'\E' ]
= 12-
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o 4+
92] .
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Delphinidin [uM]

Abb. 58: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Delphinidin, gemessen mittels
Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an Delphinidin und
anschliefend 1 h Koinkubation mit 10 uM Doxorubicin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde
die Schweifintensitit (Intensitdt des Schweifes/Gesamtintensitit des ,,Kometen), Fpg-Behandlung
zur Detektion oxidativer DNA-Schaden. Abgebildet sind die Mittelwerte = Stabw., n = 3 — 5,
*Signifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), *
Signifikanter Unterschied zu Doxorubicin mit (= p < 0,05; * = p <0,01; “* =p < 0,001)

Doxorubicin verursacht in der eingesetzten Konzentration DNA-Strangbriiche. Die
Schweifintensitit liegt bei 6,22 %. Delphinidin reduziert diese DNA-Strangbriiche bei einer
Konzentration von 10 uM Delphinidin auf ein Minimum (SI = 1,31 %). In hdheren

Konzentrationen (ab 50 pM Delphinidin) nimmt die DNA-schddigende Wirkung wieder zu.
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Es bestitigen sich die bisher fiir Camptothecin und Etoposid ermittelten Ergebnisse einer
optimalen Wirkkonzentration von 10 uM Delphinidin.

Da Doxorubicin in der Lage ist oxidative DNA-Strangbriiche zu induzieren wird der
Cometassay zusitzlich mit dem Enzym Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (Fpg)
durchgefiihrt, um auch oxidative DNA-Schidden erfassen zu konnen. Delphinidin wirkt im
zellfreien Testsystem als starkes Antioxidans (Borkowski et al. 2005) und konnte
moglicherweise die oxidativ-verursachten DNA-Schiden durch Doxorubicin verhindern. Es
konnte bestitigt werden, dass Doxorubicin oxidative DNA-Schéden nach 1 h Inkubation von
HT29-Zellen (Abb. 58) verursacht. Delphinidin kann diese bis zu einer Konzentration von
50 uM nicht verhindern. Da bei der Inkubation von HT29-Zellen mit Delphinidin im Medium
Wasserstoffperoxid gebildet wird (Kern et al. 2007), kann moglicherweise das Ausbleiben der
antioxidativen Wirkung in diesem Testsystem dadurch begriindet werden. Um dies
auszuschlieen wurde der Versuch in Anwesenheit von Katalase wiederholt. Dafiir musste
jedoch zuerst ausgeschlossen werden, dass die Doxorubicin-vermittelten oxidativen DNA-
Strangbriiche nicht auch durch akkumuliertes Wasserstoffperoxid entstehen, da bekannt ist,
dass Doxorubicin auch oxidativen Stress verursacht (Hande 1998). Die Bildung von
Wasserstoffperoxid im Zellkulturmedium in Anwesenheit von Doxorubicin wurde mittels

Amplexrot®-Test erfasst (Abb. 59).

t=1h t=24h
. I Medium 4 (] Medium
BN Medium + 100 U/ml Katalase BN Medium + 100 U/ml Katalase
[C1DMSO [C1DMSO
= 47 KN DMSO + 100 U/ml Katalase S 34 SN DMSO + 100 U/mi Katalase
=4 I Doxorubicin =1 [ | Doxorub!c!n
— RSN Doxorubicin + 100 U/ml Katalase = NS\ Doxorubicin + 100 U/ml Katalase
N 24 o 2
© o)
N o~
I T
1 14
0 04
Medium DMSO 1 5 10 25 50 Medium DMSO 1 5 10 25 50
Konzentration [puM] Konzentration [uM]

Abb. 59: Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,0,-Gehalts im Zellkulturmedium nach Inkubation von
HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Doxorubicin nach 1 h und nach 24 h

(serumbhaltig), n = 2 in einer Doppelbestimmung.

Durch Inkubation mit Doxorubicin entsteht bis zu einer Konzentration von 50 pM im
Inkubationsmedium in Anwesenheit von HT29-Zellen kein Wasserstoffperoxid. Weder nach

einer Stunde noch nach 24 Stunden konnten im Vergleich zur Medium- oder zur DMSO-
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Kontrolle keine erhohte H,O,-Konzentration im Medium detektiert werden. Somit kann der
Einfluss von H;O, im Medium auf die oxidative Schéddigung durch Doxorubicin
ausgeschlossen werden. Zur Modulation der Doxorubicin-vermittelten oxidativen DNA-
Schiaden durch Delphinidin werden die HT29-Zellen in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase
entsprechend der vorherigen Versuche inkubiert (Abb. 60).

DMSO, 100 U/ml Katalase

BXXX DMSO, Fpg-behandelt, 100 U/ml Katalase

120 uM Menadion

20 uM Menadion, Fpg-behandelt

10 uM Doxorubicin, 100 U/ml Katalase

%% 10 uM Doxorubicin, Fpg-behandelt, 100 U/ml Katalase

Delphinidin + 10 uM Doxorubicin, 100 U/ml Katalase

B%% Delphinidin + 10 uM Doxorubicin, Fpg-behandelt, 100 U/ml Katalase
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Abb. 60: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Delphinidin in Anwesenheit von
Katalase (100 U/ml), gemessen mittels Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden
Konzentrationen an Delphinidin und anschlieBend 1 h Koinkubation mit 10 pM Doxorubicin
(serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde die Schweifintensitdt (Intensitdt des
Schweifes/Gesamtintensitdt des ,,Kometen), Fpg-Behandlung zur Detektion oxidativer DNA-
Schiaden. Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 5, *Signifikanter Unterschied zur
jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), * Signifikanter Unterschied zu
Doxorubicin mit (*=p < 0,05; *=p <0,01; * = p < 0,001)

Delphinidin kann bis zu einer Konzentration von 100 uM die durch Doxorubicin verursachten
oxidativen DNA-Schiden nicht verringern. Die nicht-oxidativen DNA-Schiden, die durch
Doxorubicin verursacht werden konnen jedoch durch Delphinidin (10 pM) auch in
Anwesenheit von Katalase verringert werden. Der Wiederanstieg der DNA-Schiaden erwies

sich in hoheren Konzentrationen an Delphinidin (> 50 uM) als deutlich geringer im
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Gegensatz zu den Versuchen ohne Katalasezugabe. Dies ldsst vermuten, dass das
akkumulierte H,O, zum Ausbleiben der Protektion vor Topoisomerasegift-vermittelten DNA-

Schiden in hoheren Konzentrationen an Delphinidin (= 50 uM) beitragt.

Des Weiteren sollte iiberpriift werden ob der ermittelte protektive Effekt entgegen den
Topoisomerasegiften tatsdchlich Topoisomerase-vermittelt ist. Dazu wurde ein ICE-Bioassay
mit HT29-Zellen durchgefiihrt (Abb. 61). Die Inkubationsbedingungen wurden entsprechend
denen im Cometassay gewihlt. Die Zellen werden zunidchst mit DMSO bzw. mit 10 uM oder
30 uM Delphinidin fiir 30 min vorinkubiert (0,2 % DMSO) und anschlieBend mit
Doxorubicin eine Stunde koinkubiert. Nach Auftrennung der Zellbestandteile iiber einen
Cisiumchloridgradienten und Ubertragung der DNA- und proteinreichen Fraktionen auf eine
Nitrozellulosemembran wird das Topoisomerase-Ila-Protein  mittels  polyklonaler
Antikorper bestimmt.

Doxorubicin wirkt als Topoisomerasegift und stabilisiert den Enzym-DNA-Komplex. Es kann
nach Inkubation von HT29-Zellen mit 1 pM (Abb. 55, Spalte 1) und 10 uM (Abb. 55,
Spalte 4) Doxorubicin in den Fraktionen (3 - 11) kovalent an die DNA gebundene
Topoisomerase [la bestimmt werden. Die Menge an Enzym in den DNA-haltigen Fraktionen
kann durch Delphinidin in den Konzentrationen 10 pM (Spalten 2,5) und 30 (Spalten 3,6) uM

signifikant reduziert werden.
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Abb. 61: ICE-Bioassay: Bestimmung der DNA-gebundenen Topoisomerase [lo. nach Vorinkubation (30 min,
serumfrei, 100 U/ml Katalase, HT29-Zellen) mit DMSO, 10 uM und 30 uM Delphinidin und
Koinkubation mit dem Topoisomerase-II-gift Doxorubicin (1 uM und 10 uM), n =3
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Abb. 62: ICE-Bioassay: Bestimmung der DNA-gebundenen Topoisomerase Ilo. nach Vorinkubation (30 min,
serumfrei, 100 U/ml Katalase) mit DMSO, 10 uM und 30 uM Delphinidin und Koinkubation mit
dem Topoisomerase-1I-gift Doxorubicin (1 pM, A und 10 puM, B), n = 3, Abgebildet sind die
Mittelwerte + Stabw., *Signifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** =p <
0,01), T/C [%)]
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Die Menge an Topoisomerase in den DNA-haltigen Fraktionen der Doxorubicinproben wurde
auf die DNA-Konzentration normiert und als 100 % Topoisomerase/DNA-Intermediat
angesetzt (Abb. 62). Delphinidin reduziert den Anteil an DNA-gebundener Topoisomerase
ITa nach Inkubation mit 1 pM Doxorubicin (Abb. 62A) um 19 % (10 uM Delphinidin) bzw.
38 % (30 uM Delphinidin). Der Anteil an DNA-gebundener Topoisomerase Ila. durch 10 pM
Doxorubicin (Abb. 62B) wird durch 10 pM Delphinidin um 14 % und durch 30 pM
Delphinidin um 34 % reduziert. Delphinidin kann somit als katalytischer Topoisomerase-
hemmstoff in intakten Zellen die Giftwirkung von Doxorubicin modulieren. Die durch 10 uM
Etoposid stabilisierten Topoisomerase-Ila.-DNA-Intermediate wurden durch Kombination mit
10 uM oder 30 uM Delphinidin nicht vermindert (Daten nicht gezeigt).

Das Anthocyanidin kann jedoch nicht vollstindig die Bindung des Enzyms an die DNA
verhindern. Die durch Doxorubicin induzierten DNA-Schiden hingegen werden beinahe
vollstindig aufgehoben. Die ldsst vermuten, dass das Enzym auch in Anwesenheit von
Delphinidin an die DNA binden kann, das Enzym aber nicht in der Lage ist einen DNA-

Strangbruch zu induzieren.
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Zusammenfassung und Diskussion — Delphinidin und Malvidin

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur DNA-schidigenden bzw. DNA-

schiitzenden Eigenschaften der Anthocyanidine Delphinidin und Malvidin aufgefiihrt.

Tab. 8:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen zur DNA-schiddigende bzw. DNA-protektiven

Wirkung der Anthocyanidine Delphinidin und Malvidin, n.g., nicht getestet; Mv, Malvidin

Delphinidin

Malvidin

Induktion von DNA-

Strangbriichen

In Abwesenheit von Katalase:
signifikante Induktion von DNA-
Strangbriichen ab 50 uM

In Anwesenheit von Katalase:

Keine Induktion von DNA-Strang-

briichen

n.g.

Beeinflussung der

Zellzyklusverteilung

Arrest in der G;-Phase

Kein signifikanter Arrest in der

G,/M-Phase bis 100 pM

Kein Arrest in der G;-Phase

Signifikanter Arrest in der G,/M-
Phase ab 1 uM

Charakterisierung der

Wirkmechanismen von Mv

n.g.

Array: Die Transkription keines
der getesteten Gene konnte durch
1 uM Mv nach den gewihlten

Zeitpunkten moduliert werden.

Wirkung auf Topoisomerasen

in HT29-Zellen

Keine Stabilisierung des DNA-
Topoisomerase-1I-Intermediats

<30 uM

n.g.

Protektion vor Topo-I-Gift-
induzierten DNA-Schédden

Effekt mit Wirk-
10 pM (gegen

Protektiver
optimum bei

100 uM Camptothecin)

Kein protektiver Effekt bis 50 pM

Protektion vor Topo-II-Gift-
induzierten DNA-Schiaden

Protektiver Effekt mit Wirk-
optimum bei 10 UM (gegen 10 uM

Doxorubicin und 10 uM Etoposid)

n.g.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Delphinidin (75 uM) im Zellkulturmedium bis zu

11,5 uM H,0; bildet. Die reaktive Sauerstoffspezies verursacht in HT29-Zellen einen DNA-
Schaden. Der grofBite Anteil der Delphinidin-vermittelten DNA-Schiaden ist auf die DNA-
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strangbrechende Wirkung des entstandenen Wasserstoffperoxids zuriickzufiihren. Bis zu einer
Konzentration von 100 pM wird in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase im Kulturmedium
maximal eine Schweifintensitdt von 3 % erreicht. Mittels ICE-Bioassay konnte gezeigt
werden, dass Delphinidin in Konzentrationen bis 30 uM nicht das Topoisomerase-Ilo-DNA-
Intermediat stabilisieren kann. Damit wurde bestitigt, dass das Anthocyanidin auch in HT29-
Zellen nicht als Topoisomerasegift sondern als rein katalytischer Topoisomerase-hemmstoff
wirkt, der die DNA-Integritit nur marginal beeinflusst. Auch nach Dismutation des H,O;
kénnen noch Delphinidin-vermittelte Strangbriiche detektiert werden, die moglicherweise
durch topologischen Stress, der durch Anlagerung der Substanz an die DNA direkt oder
Hemmung der Topoisomerasen entsteht, verursacht worden sind.

In den Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung wurde fiir Delphinidin eine Tendenz zu
Arretierung der HT29-Zellen in der Go/M-Phase detektiert, welche bei Inkubation mit 50 uM
Delphinidin ein Maximum erreicht. Die Abnahme der Zellzahl in der G,/M-Phase in hoheren
Konzentration vermutlich auf eine Apoptoseinduktion zuriickzufiihren, die bereits an der
Leukédmiezelllinie HL-60 gezeigt wurde (Hou et al. 2006). Als katalytischer Hemmstoff
humaner Topoisomerasen kann Delphinidin die strangbrechende Wirkung der
Topoisomerasegifte Camptothecin (100 uM), Etoposid (10 pM) und Doxorubicin (10 pM)
mit einer maximal effektiven Konzentration von 10 uM Delphinidin reduzieren. Der
Mechanismus dieser Wirkung ist vermutlich die Verhinderung der Bindung des Enzyms an
die DNA bzw. die Verhinderung der Topoisomerase-vermittelten Strangbruchinduktion. Die
Bestimmung der Modulation der Topoisomerasegift-vermittelten Induktion von DNA-
Strangbriichen in HT29-Zellen wurde in Abwesenheit von Katalase durchgefiihrt und daher
ist es moglich, dass Delphinidin auch in Konzentrationen > 10 uM die Topoisomerasegift-
induzierte Strangbruchrate reduzieren kann. Dies konnte exemplarisch fiir Doxorubicin
gezeigt werden. Ab einer Konzentration von 50 uM Delphinidin entsteht in Anwesenheit von
HT29-Zellen im Zellkulturmedium H,0,, welches DNA-Strangbriiche verursachen kann.
Daher wird Katalase (100 U/ml) eingesetzt, um das Wasserstoffperoxid zu dismutieren. Der
maximale Hemmeffekt spiegelt sich jedoch auch nach Dismutation des H,O, bei einem
Delphinidin/Doxorubicin-Verhiltnis von 1 : 1 (10 pM Delphinidin und 10 uM Doxorubicin)
wider. Die DNA-schddigende Wirkung von 10 uM Doxorubicin wird durch die gleiche
Konzentration an Delphinidin um etwa 65 % reduziert. Sowohl bei einem Einsatz niedrigere
als auch hoherer Konzentrationen Delphinidin wurde nur eine Reduktion der Strangbruchrate
um 40 — 50 % beobachtet (Abb. 60). Bei einem Einsatz von 100 uM Delphinidin ist ein

Wiederanstieg der Strangbruchrate zu verzeichnen. Allerdings liegt die Zellviabilitit bei
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Inkubation mit dieser hohen Konzentration an Delphinidin in einem Bereich von 60 bis 85 %,
so dass die beobachteten Strangbriiche nicht eindeutig auf eine DNA-schidigende Wirkung
zuriickgefiihrt werden kdnnen.

Fraglich ist, ob die DNA-schidigenden Effekte durch Delphinidin erndhrungsphysiologisch
von Relevanz sind. Bisherige Studien zur Bioverfligbarkeit der zeigen, dass nur geringe
Mengen der Anthocyanidine (bis 0,1 %) systemisch verfiigbar sind (Manach et al. 2005).
Weiter ist zu beachten, dass die Aglyka nur in sehr geringen Konzentrationen natiirlich
vorkommen. In Pflanzen und somit auch in Friichten und Gemiise dominieren die
glykosidischen Verbindungen, die Anthocyane (Miilleder et al. 2001). Die DNA-schiadigende
Wirkung von Delphinidin spielt somit vermutlich erndhrungsphysiologisch eine
untergeordnete Rolle.

Malvidin, welches die Topoisomeraseaktivitdt nicht hemmt, kann die strangbrechende
Wirkung des Topoisomerase-I-Giftes auch nicht beeinflussen. Dieses Ergebnis bestitigt die
These, dass der fiir Delphinidin bestimmte protektive Effekt gegeniiber der DNA-
schiddigenden Wirkung von Topoisomerasegiften tatsdchlich Topoisomerase-vermittelt ist.
Das methoxylierte Anthocyanidin bildet im Zellkulturmedium nur bis zu 1,3 puM
Wasserstoffperoxid nach 45-miniitiger Inkubation mit 50 pM Malvidin (Kern et al. 2007).
Daher kann ausgeschlossen werden, dass das Ausbleiben der Modulation der
Topoisomerasegift-vermittelten DNA-Schadigung artifiziell durch Wasserstoffperoxid-
induzierten oxidativen Stress erzeugt wurde.

Auch Malvidin ist jedoch in der Lage ab einer Konzentration von 50 uM DNA-Strangbriiche
in HT29-Zellen zu induzieren (Habermeyer et al. 2005) und es bewirkt schon ab einer
Konzentration von 1 pM eine Arretierung der Zellen in der G,/M-Phase des Zellzykluses
(Fritz et al. 2007). Der Mechanismus dieser Wirkung ist jedoch bisher ungeklédrt. Malvidin
hemmt weder die Aktivitit der Topoisomerasen noch die Tubulinpolymerisation, so dass
diese Mechanismen ausgeschlossen werden konnen (Habermeyer et al. 2005, Roth 2006).
Auch die Durchfilhrung eines Mikroarray und damit die Untersuchung der Transkription
verschiedener Gene, die an unterschiedlichen Prozessen der Zellteilung und Proliferation
beteiligt sind, brachte keine mogliche Erklarung. Die Inkubationszeiten bei diesem Versuch
(36 h, 12 h), die an die Inkubationszeiten der Zellzyklusuntersuchungen angepasst wurden,
wurden vermutlich falsch gewéhlt und eine Untersuchung der Transkription verschiedener
Gene miisste nach kiirzen (3 h, 6 h) Inkubationszeiten gepriift werden, um mogliche
Wirkmechanismen zu charakterisieren. Daneben sollte auch eine groere Auswahl an Genen

untersucht werden, um die Bestimmung des Wirkmechanismus von Malvidin zu erméglichen.
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Wirkung von anthocyanreichen Extrakten auf die DNA-Integritéat von

HT29-Zellen und auf die Aktivitat humaner Topoisomerasen

Nachdem es sich gezeigt hat, dass einzelne Substanzen wie beispielsweise die
Anthocyanidine Delphinidin und Malvidin an die DNA binden, die Aktivitdit humaner
Topoisomerasen hemmen oder auch einen Zellzyklusarrest in der G,/M-Phase des
Zellenzyklus bewirken konnen, stellt sich die Frage ob die Substanzen auch in ihrer natiirlich
vorkommenden Form als Nahrungsmittel oder Nahrungsergdnzungsmittel &hnliche
Wirkungen zeigen. Anthocyanidine kommen in der Natur beinahe ausschlieBlich in Form von
Glykosiden, das heift als Anthocyane vor. Daher wurden zwei polyphenol-/anthocyanreiche
Extrakte auf ihre Wirkung auf die Aktivitdit humaner Topoisomerasen und auf die DNA-
Integritit getestet.

Bei diesen Extrakten handelt es sich um Mirtoselect und Oenocyanine. Mirtoselect ist ein auf
dem Markt erhiltliches Nahrungsergdnzungsmittel aus Heidelbeeren (s.S. 54). Oenocyanine
ist ein anthocyanreicher Extrakt aus roten Trauben, der zum Firben von Wein eingesetzt
werden kann. Die Anthocyankomposition von Mirtoselect ist bekannt und in Abbildung 35
dargestellt. Uber den Gehalt an weiteren polyphenolischen Substanzen wurden vom Hersteller
keine Angaben gemacht. Die genauen Inhaltsstoffe des Traubenextrakts Oenocyanine sind
nicht bekannt. Die Extrakte sollten sich dennoch in der Zusammensetzung und der Menge an
enthaltenen Anthocyanen unterscheiden, da sie sich farblich deutlich unterscheiden.

Die Arbeitsgruppe von Wu et al. charakterisierte in Blaubeeren einen hohen Gehalt an
Delphinidin- (121 mg/100g), Malvidin- (131 mg/100g) und Petunidinglykosiden (71
mg/100g) wohingegen in roten Trauben ein im Vergleich zu Blaubeeren geringerer
Gesamtgehalt der Anthocyane vorliegt, wobei Pédonidin- (10 mg/100g) und
Malvidinglykoside (10,5 mg/100g) dominieren (Wu et al. 2006). Koponen et al. konnten diese
Ergebnisse zum groflten Teil bestdtigen, jedoch wurden von dieser Gruppe keine
Malvidinglykoside in kultivierten Heidelbeeren gefunden, sondern nur in den wilden
Blaubeeren. Auch diese Gruppe konnte in roten Trauben vorwiegend Malvidinglykoside
bestimmen wéhrend in Heidelbeeren und Blaubeeren Delphinidin das Hauptaglykon darstellt
(Koponen et al. 2006). Neben Anthocyanen konnen die Extrakte auch Ellagtannine,
phenolische Sduren oder Procyanidine enthalten (Seeram 2006).

Da sich die Wirkung der einzelnen Aglyka unterscheidet, ist es moglich, dass auch die
unterschiedlich zusammengesetzten Extrakte unterschiedliche biologische Wirkungen

aufweisen. Beispielsweise hemmt Delphinidin die Aktivitit humaner Topoisomerasen,
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Malvidin dagegen nicht (Habermeyer et al. 2005). Delphinidin hemmt die
Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors, Malvidin die Aktivitdt der cAMP-spezifischen
Nukleotidphosphodiesterase 4 (Marko et al. 2004). Deshalb sollen einige biologische
Wirkungen der beiden Extrakte untersucht werden, wie der Einfluss auf das Wachstum von
HT29-Zellen, auf humane Topoisomerasen, die Zellzyklusverteilung oder die Induktion von

DNA-Strangbriichen.

Akkumulation von Wasserstoffperoxid im verwendeten Zellkulturmedium in
Anwesenheit der Extrakte

Polyphenole kénnen unter Zellkulturbedingungen Wasserstoffperoxid im Inkubationsmedium
generieren. Auch die Anthocyanidine Delphinidin und Cyanidin akkumulieren diese reaktive
Sauerstoffspezies im DME-Medium bei Inkubation von HT29-Zellen mit den Substanzen
(Kern et al. 2007). Daher sollte tiiberpriift werden, ob die Extrakte, die reich an
polyphenolischen Substanzen sind, Wasserstoffperoxid im verwendeten Zellkulturmedium

bilden konnen.

t =45 min
[C1DMSO
i V21 DMSO + 100 U/ml Katalase
t=15min I Mirtoselect
20 20 Oenocyanine
18] DMSO 18] Mirtoselect + 100 U/ml Katalase
(/7Z4DMSO =+ 100 U/ml Katalase Oenocyanine + 100 U/ml Katalase
16 | I Mirtoselect 16 4
I Oenocyanine 14]
141 Mirtoselect + 100 U/ml Katalase _
S 124 Oenocyanine + 100 U/ml Katalase S’ 12
= 10 = 10
N N
[OE:E O 84
o N
I o6 I 6
4] 4
24 24
04
DMSO 10 30 100 250 500 DMSO 10 30 100 250 500
Konzentration [ug/ml] Konzentration [pg/ml]

Abb. 63:  Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,0,-Gehalts im Zellkulturmedium nach Inkubation von
HT?29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Mirtoselect (lila) und Oenocyanine (marineblau)
nach 15 min und 45 min in Abwesenheit (ausgefiillte Balken) und Anwesenheit (gestreifte Balken)

von 100 U/ml Katalase, n = 2 in einer Doppelbestimmung, abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw.
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Dazu werden HT29-Zellen in einer 24-Lochplatte ausgesdt und nach 48-stiindiger
Anwachsphase mit den Extrakten in einem Konzentrationsbereich von 10 pg/ml bis 500
pg/ml inkubiert. Nach 15 min, 45 min und 72 h wurde der Gehalt an Wasserstoffperoxid im
Medium durch die Amplexrot®-Reaktion bestimmt. Der Farbstoff reagiert mit
Wasserstoffperoxid unter Katalyse durch eine Peroxidase zu Resorufin, dessen Gehalt
photometrisch bei einer Wellenldnge von 590 nm ermittelt wird und der direkt proportional
zur Menge an gebildetem Wasserstoffperoxid ist (Abb. 63).

Beide Extrakte akkumulieren nach 15 min dhnliche Gehalte an Wasserstoffperoxid. Die
Bildung der reaktiven Sauerstoffspezies nimmt konzentrationsabhéngig zu und nach 15-
miniitiger Inkubation mit 500 pg/ml Mirtoselect oder Oenocyanine liegt der H,O,-Gehalt im
Medium bei 14,7 = 4,0 uM bzw. 12,9 + 3.2 uM. Auch nach 45 Minuten nimmt die H,O,-
Konzentration mit aufsteigenden Extraktkonzentrationen zu, das Bild unterscheidet sich
dennoch von dem nach 15 min. Verglichen mit den Werten nach 15 min liegt der Gehalt an
gebildetem H,O, bei Inkubation mit Mirtoselect nach 45 min hoher (16,3 £ 0,2 uM H,O, bei
500 pg/ml Mirtoselect) und bei Inkubation mit Oenocyanine niedriger (5,6 + 0,3 uM H,O; bei
500 pg/ml Oenocyanine). Nach 72-stiindiger Inkubation konnte kein Wasserstoffperoxid im
Zellkulturmedium mehr detektiert werden. Durch Zugabe von 100 U/ml Katalase zum
Inkubationsmedium konnte die Bildung des Wasserstoffperoxids vollstdndig unterbunden
werden. Dies konnte auch fiir andere Polyphenole gezeigt werden (Dashwood et al. 2002, Lee
et al. 2005, Yokomizo und Moriwaki 2006). Der Unterschied der Entstehung von
Wasserstoffperoxid durch Inkubation mit Mirtoselect bzw. Oenocyanine nach 45 min zeigt,
dass die Extrakte unterschiedliche Polyphenolmuster aufweisen.

Die Anthocyanidine beispielsweise sind unter den Inkubationsbedingung sehr instabil. Der
Weintraubenextrakt (Oenocyanine) enthélt vermutlich Substanzen, die weniger stabil sind als
die Inhaltsstoffe des Heidelbeerextrakts, da nach 45 min bei Inkubation mit Oenocyanine
weniger H,O, entsteht als bei 45miniitiger Inkubation mit Mirtoselect. Des Weiteren ist es
moglich, dass keine Abbauprodukte aus den Oenocyanineinhaltsstoffen entstehen, die selbst
H,O, akkumulieren. Im Gegensatz zu Oenocyanine ist Mirtoselect reich an
Delphinidinglykosiden. Delphinidin ist bereits nach 30 min nicht mehr im Zellkulturmedium
(DMEM, Inkubation von HT29-Zellen) nachweisbar. Im Gegensatz zu den anderen
Abbauprodukten akkumuliert Gallusséure, das Abbauprodukt des Delphinidins, substantielle

Konzentrationen an Wasserstoffperoxid (Kern et al. 2007).
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Ob das gebildete Wasserstoffperoxid einen Einfluss auf die biologischen Wirkungen der
polyphenolreichen Extrakte hat wird exemplarisch anhand der Wachstumshemmung

bestimmt.

Einfluss der H,O, — Akkumulation auf das Wachstum von HT29-Zellen

Der Einfluss des akkumulierten Wasserstoffperoxids im Zellkulturmedium bei Inkubation mit
den Extrakten Mirtoselect und Oenocyanine wird durch die Modulation des Wachstums von
HT29-Zellen in Abwesenheit und Anwesenheit von 100 U/ml Katalase untersucht.

Fiir die Untersuchung der Modulation des Zellwachstums wird ein Sulforhodamin B-Test mit
HT29-Zellen durchgefiihrt. Dazu werden 4.500 Zellen/pro Loch in eine 24-Lochplatte
ausgesdt und nach 48-stiindiger Anwachsphase fiir 72 Stunden mit aufsteigenden
Extraktkonzentrationen in serumhaltigen (10 % FKS) DME-Medium inkubiert. Die lebenden
Zellen werden mit 50%iger Trichloressigsdure am Plattenboden fixiert und die toten Zellen
werden durch Waschen der Platte entfernt. Die fixierten Zellen werden mit dem Farbstoff
Sulforhodamin B, der an Zellproteine bindet, angefarbt und der iiberschiissige Farbstoff
abgewaschen. Mit einer geeigneten Trisbase-Losung (10 M, pH 10) wird der Farbstoff aus
den Zellen herausgeldst und photometrisch bei 570 nm im Plattenlesegerét quantifiziert. Die
Intensitédt der Losung ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen nach Inkubation.
Nach Abzug des Blindwertes (10 M Trisbase) wird die Absorption der Kontrolle als 100 %
gesetzt und die Probenwerte auf die Kontrolle bezogen. Die Ergebnisse fiir die
Wachstumshemmung durch Mirtoselect und Oenocyanine in Anwesenheit und Abwesenheit

von 100 U/ml sind in Abbildung 64 dargestellt.
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Abb. 64: Einfluss von Mirtoselect (lila) und Oenocyanine (marineblau) auf das Wachstum von HT29-Zellen in
Abwesenheit (durchgezogene Linie) und Anwesenheit (gestrichelte Linie) von 100 U/ml Katalase
(SRB). Inkubation fiir 72 h (1 % DMSO, 10 % FKS). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n =
3-5

In Abwesenheit von Katalase hemmen die anthocyanreichen Extrakte effektiv das Wachstum
der HT29-Zellen. Es konnte fiir Mirtoselect ein 1Cso-Wert von 176,9 = 9.8 pg/ml und fiir
Oenocyanine ein ICsp-Wert von 204,3 £+ 8,6 pg/ml bestimmt werden. Wiirde Mirtoselect aus
reinem Delphinidin bestehen entspriche der ermittelte ICsp-Wert einer Konzentration von
520 uM Delphinidin. Bei dieser Konzentration an Delphinidin ist das Wachstum der HT29-
Zellen jedoch vollstindig gehemmt (Marko et al. 2004), so dass der Heidelbeerextrakt neben
Delphinidin weitere weniger potente Substanzen enthalten muss. Wird davon ausgegangen,
dass Oenocyanine aus reinem Malvidin besteht entspricht der Wert von 204,3 pg/ml einer
Konzentration von 554 uM Malvidin. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass bei dieser
Konzentration an Malvidin das Wachstum der HT29-Zellen vollstindig gehemmt ist (Marko
et al. 2004). Die Wachstumshemmung durch die Extrakte ist also deutlich schwicher als die
der Anthocyanidine. Wie die Analyse der in Mirtoselect enthaltenen Anthocyane und
Anthocyanidine gezeigt hat, dominieren in diesem Extrakt die glykosidischen Verbindungen
(Cooke et al. 2006). Es liegen keine Daten zur Beeinflussung des Wachstums von HT29-
Zellen durch einzelne Anthocyane vor, so dass die Wirkung der Extrakte mit der einzelner

Anthocyane an dieser Zelllinie nicht verglichen werden kann. Es konnte jedoch fiir Cyanidin-
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3-galaktosid und auch fiir Malvidin-3-glukosid an LxFL529L und A431-Zellen gezeigt
werden, dass die Glykoside das Zellwachstum erst in hoheren Konzentrationen (> 100 uM)
als die die Aglyka nennen (Meiers et al. 2001). Eine mogliche Erkldrung fiir den geringen
Einfluss der Extrakte im Vergleich zu den Anthocyanidinen ist eine schlechtere Aufnahme
der Glykoside in die Zellen.

In Anwesenheit von 100 U/ml Katalase konnte nur ein geringer Einfluss der beiden getesteten
Extrakte auf das Wachstum der HT29-Zellen bestimmt werden. Die beobachtete
Wachstumshemmung in Abwesenheit von Katalase ist demnach vermutlich artifiziell durch
das akkumulierte Wasserstoffperoxid verursacht. Wasserstoffperoxid verursacht oxidativen
Stress in den Zellen und kann die Zellen durch Lipidperoxidation der zelluliren Membranen
oder oxidative DNA-Schiden angreifen. Auch die Induktion von Apoptose ist durch
Wasserstoffperoxid beschrieben (Halliwell et al. 2000).

Ein Einfluss von Wasserstoffperoxid auf die Wachstumshemmung konnte auch fiir das
Abbauprodukt des Delphinidins, die Gallussdure, bestimmt werden. Dabei verschob sich der
ICso-Wert in Anwesenheit von Katalase um etwa 7 uM von 42 pM auf 49 uM. Der Effekt ist
also wesentlich schwécher als bei der Inkubation mit den anthocyanreichen Extrakten. Dies
ist nicht durch die Bildung einer geringeren Menge an Wasserstoffperoxid zu erkldren, da
auch Gallussdure nach Inkubation von 75 uM der Substanz nach 15 min bereits 12 uM H,0,
im Medium akkumuliert. Nach 45 min steigt der Gehalt auf bis zu 19 uM H,O; an. Eine
mogliche Ursache wire die hohere Stabilitdt der Anthocyane im Medium verglichen mit der
Gallussdure. Das Abbauprodukt des Delphinidins kann nach 24 Stunden nicht mehr im
Medium nachweisbar. Delphinidin verhélt sich jedoch anders als sein Abbauprodukt in
Anwesenheit von Katalase. Durch den Zusatz von Katalase steigert sich die
wachstumshemmende Wirkung von 25 uM (ICs-Wert) aus 1 uM (ICsp-Wert). Dies lésst
darauf schlieBen, dass akkumuliertes H,O, die wachstumshemmende Eigenschaft von
Delphinidin vermindert, was moglicherweise auf die geringere Stabilitit der Substanz in
Gegenwart von H,O, zu begriinden ist (Kern et al. 2007). Insgesamt zeigen die Versuche mit
freiem Aglykon, dass Delphinidin selbst keinen oder nur einen marginalen Beitrag zur
wachstumshemmenden Eigenschaft von Mirtoselect leistet, da sonst unter Zusatz von
Katalase der Extrakt einen potenteren Einfluss auf das Zellwachstum hitte zeigen miissen, im
Gegensatz zu den Versuchen mit Inkubationsbedingungen ohne Katalasezusatz.

Um weitere artifizielle Effekte bei der Untersuchung der biologischen Wirkung der

anthocyanreichen Extrakte durch gebildetes Wasserstoffperoxid auszuschlieBen, werden alle
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Untersuchung unter Zellkulturbedingungen mit einem Zusatz von 100 U/ml Katalase im

Inkubationsmedium durchgefiihrt.

Wirkung der Extrakte auf humane Topoisomerasen

Viele Polyphenole konnen die Aktivitdit humaner Topoisomerasen hemmen und so einen
Einfluss auf die DNA-Integritit nehmen (Bandele und Osheroff 2007). Einige dieser
Polyphenole wirken dabei als Topoisomerasegifte und manche auch als Interkalatoren (Austin
et al. 1992, Constantinou et al. 1995, Lopez-Lazaro et al. 2002). Um die Wirkung der
Extrakte auf die Topoisomeraseaktivitit zu bestimmen, wird zundchst in zellfreien
Testsystemen die katalytische Topoisomeraseaktivitit untersucht und im Anschluss die
Beeinflussung der Enzyme in HT29-Zellen. Auch die Féhigkeiten der Extraktinhaltsstoffe an
diec DNA zu binden wird ebenso wie die Induktion von DNA-Strangbriichen durch die

Extrakte und die Zellzyklusverteilung nach Inkubation mit den Extrakten getestet.

Hemmung der katalytischen Topoisomerase I-Aktivitat

Mit dem Relaxationsassay kann die Féhigkeit der Extrakte untersucht werden, die
Topoisomerase 1 zu hemmen. In Abbildung 65 sind die Ergebnisse der Topoisomerase I-
Hemmung durch die anthocyanreichen Extrakte Mirtoselect und Oenocyanine dargestellt. Die
Extrakte wurden fiir die Versuche immer frisch eingewogen und in DMSO geldst und
verdiinnt, damit ein Einfluss durch Oxidation ausgeschlossen werden kann.

Es werden 250 ng superspiralisierte Plasmid-DNA (Abb. 59, Spalte 1) mit einem aus MCF-7-
Zellen gewonnenen Kernextrakt versetzt. Der Kernextrakt enthélt die Topoisomerasen. In
Abwesenheit von ATP im Testpuffer ist nur die Topoisomerase I aktiv, so dass nach
Inkubation mit dem Kernextrakt die Plasmid-DNA durch die Topoisomerase I-Aktivitit
relaxiert wird. Als Negativkontrolle dient das Losungsmittel DMSO (Abb. 59, Spalte 2). Als
Positivkontrolle dient das Topoisomerase I-Gift Camptothecin (100 uM), welches die
Aktivitdit des Enzyms durch Stabilisierung des DNA-Enzym-Komplexes hemmt (Abb. 59,
Spalte 11).
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Abb. 65: Hemmung der katalytischen Topoisomerase I-Aktivitdt durch Oenocyanine (Spalten 3 - 6) und
Mirtoselect (Spalten 7 - 10), untersucht im Relaxationsassay. Nach Inkubation der superspiralisierten
pUC18-DNA mit dem Kernextrakt und dem Losungsmittel DMSO wird die DNA relaxiert (Spalte 2),
als Positivkontrolle dient 100 uM Camptothecin (Spalte 11), abgebildet ist ein représentatives Gel aus

drei unabhéngig Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen

Oenocyanine (Spalten 3 - 6) und Mirtoselect (Spalten 7 - 10) hemmen die katalytische
Aktivitit der Topoisomerase I ab einer Konzentration von 25 pg/ml (Spalte 4 bzw. 8). Ab
einer Extraktkonzentration von 50 pg/ml (Spalte 5 bzw. 9) ist die Topoisomerase [-Aktivitit
vollstidndig durch die beiden Extrakte gehemmt.

Die beiden Extrakte wirken ab der gleichen Konzentration hemmend auf die Aktivitéit der
humanen Topoisomerase I, obwohl sie vermutlich unterschiedliche Konzentrationen an
verschiedenen Anthocyanen enthalten. Eine Konzentration von 50 pg/ml entspriache unter der
Annahme, dass die Extrakte nur reines Delphinidin enthielten einer Konzentration von etwa
150 uM. Delphinidin hemmt die Aktivitit der Topoisomerase I jedoch bereits ab einer
Konzentration von 5 uM vollstindig. Die Extrakte enthalten demnach Verbindungen, die die
Topoisomerase [-Aktivitdt weniger potent hemmen als Delphinidin. Wir konnten bereits
zeigen, dass die Glykoside von Delphinidin und Cyanidin, die Hauptanthocyane der
getesteten Extrakte, die Aktivitdt der Topoisomerase I nicht hemmen (Roikaew 2003). Die
beiden Extrakte enthalten also weitere nicht identifizierte Substanzen, die als Topoisomerase-

I-Hemmstoffe wirken.
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Hemmung der katalytischen Topoisomerase I1-Aktivitat

Der Einfluss auf die Topoisomerase II-Aktivitit kann mit dem Dekatenierungsassay bestimmt
werden. Die eingesetzte Kinetoplasten-DNA (kDNA) zeichnet sich dadurch aus, dass sie aus

einem Netzwerk aus doppelstringigen Minizirkeln mit einer Grof3e 2,5 kDa besteht (Abb. 66).
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Abb. 66: Katenierte Kinetoplasten-DNA, ein Netzwerk ineinander verketteter DNA-Minizirkel einer Grofie
von 2,5 kDa (Klingbeil und Englund 2004).

Topoisomerase II kann zwei ineinander verkettete DNA-Doppelstringe voneinander trennen
und so das Netzwerk der kDNA dekatenieren. Diese Eigenschaft wird sich zu Nutze gemacht,
um die Wirkung von Substanzen auf die Aktivitit der Topoisomerase II zu untersuchen. Im
Dekatenierungsassay wird die kKDNA mit rekombinanter Topoisomerase II inkubiert und die

DNA-Formen kDNA und die freien Minizirkel anschlieBend gelelektrophoretisch getrennt.
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Abb. 67: Hemmung der katalytischen Aktivitit von Topoisomerase Ila (A) und Topoisomerase 11 (B) durch
Oenocyanine (Spalten 3 - 6) und Mirtoselect (Spalten 7 - 11), untersucht im Dekatenierungsassay.
Nach Inkubation der kDNA mit der entsprechenden Topoisomerase-II-Isoform und dem
Losungsmittel DMSO wird das katenierte Netzwerk vollstdndig in die einzelnen Minizirkel getrennt
(Spalte 2), als Positivkontrolle dient 50 puM Doxorubicin (Spalte 13), abgebildet ist ein

repréasentatives Gel aus drei identischen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen

Die Abbildungen 67 A und B zeigen zwei repréisentative Gele von je drei unabhidngigen
Experimenten fiir die Untersuchung zur Hemmung der Topoisomerase-II-Isoenzyme durch
Oenocyanine und Mirtoselect. Das hochmolekulare Netzwerk der kDNA kann nicht in das

Agarosegel eindringen und verbleibt in der Geltasche (Spalte 1). Topoisomerase II 16st die
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Minizirkel aus dem Netz und diese konnen im elektrischen Feld wandern (Spalte 2). Durch
die Positivkontrolle Doxorubicin (50 uM) wird die Aktivitit des Enzyms vollstindig
gehemmt (Spalte 12) und es kdnnen keine freien Minizirkel mehr detektiert werden. Die
Extrakte konnen die Aktivitit der Topoisomerase Ilow ab einer Konzentration 1 pg/ml
hemmen (A, Spalte 4 bzw. 8) und ab 5 pg/ml ist die Aktivitit der Topoisomerase Ila
vollstindig gehemmt (A, Spalte 5 bzw. 9). Auch die Aktivitit der Topoisomerase IIf} wird
durch 5 pg/ml Oenocyanine (B, Spalte 5) bzw. Mirtoselect (B, Spalte 9) vollstdndig gehemmt.
Mirtoselect und Oenocyanine hemmen effektiv die katalytische Aktivitit der Topoisomerasen
I, llo. und I1B. Die Hemmung der Topoisomerase I erfolgt erst nach Inkubation mit 50 pg/ml
Oenocyanine bzw. Mirtoselect wohingegen die Aktivitit der Topoisomerase II bereits durch
Inkubation mit 5 pg/ml Extrakt gehemmt wird, dabei diskriminieren die Extrakte keine der
beiden Isoformen. Beide Extrakte wirken, trotz unterschiedlicher Anthocyanmuster gleich
aktiv bei der Hemmung der Topoisomerase II-Aktivitdt. Dies ldsst vermuten, dass
moglicherweise bisher nicht identifizierte Substanzen fiir die gezeigten Effekte der beiden
Extrakte auf die Topoisomeraseaktivitit verantwortlich sind.

Die Extrakte enthalten demnach hoch potente Hemmstoffe der Topoisomerasen. Dazu zéhlen
neben den Anthocyanidinen auch moglicherweise enthaltene Procyanidine, die sich als
potente Hemmstoffe dieser Enzyme erwiesen haben und auch in Beerenfriichten enthalten
sind (Fridrich et al. 2007). In einem Traubenextrakt konnten neben Anthocyanen auch
Procyanidine, Catechine, Stilbene und weitere Polyphenole bestimmt werden. Der

Traubenextrakt wurde in sechs Fraktionen unterteilt:

e TP-1: die hydrophilsten Substanzen (Epigallocatechin, Catechin, Procyanidin B2)

e TP-2: anthocyanreiche Fraktion (Delphinidin-, Cyanidin-, Pdonidin-3-glukosid,
Pelargonidin-3,5-diglukosid)

e TP-3: nur Gallocatechin

e TP-4: eine polyphenolreiche Fraktion (Catechin, Procyanidine Bl und B2,
Resveratrol, Epicatechin)

e TP-5: Epigallocatechin, Catechin, Epicatechin, Myricetin und Resveratrol

e TP-6: eine Fraktion reich an oligomeren und polymeren Procyanidinen.

Sowohl das komplexe Gemisch aller Substanzen, wie auch die einzelnen Fraktionen konnten
die Aktivitdt der Topoisomerase II hemmen. Fiir den Traubenextrakt wurde ein ICsp-Wert von

1,2 pg/ml ermittelt, die ICso-Werte der Fraktionen TP-4 und TP-6 liegen bei 0,29 pg/ml bzw.
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0,28 pg/ml (Jo et al. 2005). Diese Ergebnisse fiir einen Traubenextrakt lassen vermuten, dass
auch in dem getesteten Weintraubenextrakt Oenocyanine Procyanidine enthalten sind, die fiir
die potente Hemmwirkung des Extrakts gegeniiber der Topoisomeraseaktivitit
mitverantwortlich sind.

Anhand der generierten Ergebnisse zur Hemmung der katalytischen Aktivitit der
Topoisomerasen kann noch keine Unterscheidung der Wirkung der Inhaltsstoffe als
katalytische Inhibitoren oder Topoisomerasegifte gemacht werden. Um diese Wirkqualitdt zu

unterscheiden wurde ein ICE-Bioassay durchgefiihrt.

Einfluss der anthocyanreichen Extrakte auf die Topoisomerase Il-Aktivitat in HT29-

Zellen

Mit dem ICE-Bioassay kann in intakten Zellen bestimmt werden, ob eine Substanz die
Bindung der Topoisomerase an die DNA beeinflussen kann. Wirkt eine Substanz als
Topoisomerasegift wird das Topoisomerase-DNA-Intermediat stabilisiert. Mit dem ICE-
Bioassay werden die Zellbestandteile in Fraktionen und so die DNA von freien Proteinen
getrennt. Der Gehalt an Topoisomerase in den verschiedenen Fraktionen kann mit Hilfe
spezifischer Antikdrper chemoluminometrisch bestimmt werden. So kann der Anteil DNA-
gebundener Topoisomerase ermittelt werden.

Da die HT29-Zellen nur wenig Topoisomerase I enthalten wird darauf verzichtet einen

Einfluss der Extrakte auf dieses Enzym zu untersuchen.
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Abb. 68: ICE-Bioassay: Bestimmung der freien und DNA-gebundenen Topoisomerase Ilo/p nach Inkubation
von HT29-Zellen (lh, serumfrei, 100 U/ml Katalase) mit 1 pg/ml, 10 pg/ml und 100 pg/ml
Oenocyanine und Mirtoselect, Abgebildet sind repriasentative Membranen aus mind. zwei Versuchen

mit identischem Ergebnis, n = 2-3

Wie bereits gezeigt (Abb. 46) kann in Gegenwart des Losungsmittels DMSO keine DNA-
gebundene Topoisomerase 11 in HT29-Zellen detektiert werden.

Abbildung 68 zeigt reprdsentative Membranen nach chemoluminometrischer Detektion der
Topoisomerase-II-Isoformen nach Inkubation von HT29-Zellen mit den anthocyanreichen
Extrakten Mirtoselect und Oenocyanine. Nach einstiindiger serumfreier Inkubation mit 1 —
100 pg/ml Oenocyanine kann keine DNA-gebundene Topoisomerase Ilo und auch keine
DNA-gebundene Topoisomerase IIf in den HT29-Zellen bestimmt werden. Bei der
Inkubation mit 1 pg/ml Oenocyanine werden bereits in den Fraktionen 7 bis 9
Topoisomerasen gefunden. Dies ist durch einen Verlust an Gradientenlosung bei der
Fraktionierung zu erkliren. Mit dem Nanodrop®-Spektrophotometer wurde der Gehalt an
DNA in den einzelnen Fraktionen bestimmt und es zeige sich, dass die Fraktionen 7 — 9 bei
der Inkubation mit 1 ug/ml Oenocyanine nur einen geringen Gehalt an DNA aufweisen.

Auch Mirtoselect bewirkt keine Stabilisierung des Topoisomerasen Ila/B-DNA-Komplexes in
HT29-Zellen nach einstiindiger serumfreier Inkubation mit 1 — 100 pg/ml des Extrakts. Hier
ist deutlich zu erkennen, dass der Gehalt an freier Topoisomerase II kaum beeinflusst wird.

Die geringere Menge freier Topoisomerase in den Zellen nach Inkubation mit 100 pg/ml
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Mirtoselect konnte durch einen Verlust an Zellen bei der Aufarbeitung oder bei der
Fraktionierung erkldrt werden. Nur in Fraktion 9 (100 pg/ml Mirtoselect, Topoisomerase 113)
wird eine schwache Bande detektiert. Da jedoch nur eine geringe Konzentration an DNA fiir
diese Fraktion bestimmt wurde, kann davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um ein
Artefakt handelt und Mirtoselect in den eingesetzten Konzentrationen keine wirksamen
Topoisomerasegifte enthalt.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die in den Extrakten enthaltenen Polyphenole als
reine katalytische Hemmstoffe der Topoisomerasen agieren und nicht den DNA-Enzym-
Komplex stabilisieren konnen. Es kann jedoch auch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Inhaltsstoffe gar nicht in den Zellkern gelangen. Auch wenn die Substanzen ins Zytosol der
Zellen gelangen muss dies nicht bedeuten, dass eine Aufnahme in den Zellkern auch
geschieht. Doch die Substanzen miissen in den Zellkern gelangen um als Topoisomerasegifte

in intakten Zellen wirken zu konnen.
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Beeinflussung der DNA-Integritat durch Mirtoselect und Oenocyanine

Die Anthocyanaglyka sind in bei einem neutralen pH positiv geladen und interagieren mit der
DNA. M. Habermeyer konnte im Rahmen seiner Dissertation zeigen, dass alle getesteten
Aglyka (Delphinidin, Cyanidin, Pelargonidin, Pdonidin und Malvidin) eine Affinitit zu DNA
haben. Die Aglyka konnen den Interkalator Ethidiumbromid aus doppelstrangiger
Kalbsthymus-DNA verdringen und so mit dem Farbstoff um die Interkalation konkurrieren.
Des Weiteren konkurrieren die getesteten Aglyka ebenfalls mit dem Hoechstfarbstoff H33258
um die Bindung an die kleine Furche der DNA.

Die Fahigkeit der Inhaltsstoffe der polyphenolreichen Extrakte zwischen die DNA-Basen zu
interkalieren oder an die kleine Furche der DNA zu binden, wird mit Fluoreszenz-
verdrangungstests an Kalbsthymus-DNA gepriift. Ethidiumbromid (Abb. 68) besitzt eine
planare Struktur und interkaliert zwischen die DNA-Basen und fluoresziert dabei. Konkurriert
eine weitere interkalierende Substanz mit Ethidiumbromid kann eine Reduktion der
Fluoreszenz detektiert werden. Als Positivkontrolle wurde das interkalierende Actinomycin D

(Abb. 68) eingesetzt, welches einen ECso-Wert von etwa 2 uM aufwies (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 69: Strukturen zweier Interkalatoren: Actinomycin D (links) und Ethidiumbromid (rechts)

Die Ergebnisse fiir den Ethidiumbromidverdrangungstest mit den Extrakten sind in Abbildung
70 dargestellt.
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Abb. 70: Fluoreszenzverdringungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der Konkurrenz der
Extraktinhaltsstoffe mit dem Interkalator Ethidiumbromid. Die Absorption nach Inkubation mit den
Extrakten wird als Prozent der DMSO-Kontrolle (T/C [%]) angeben. Abgebildet sind die
Mittelwerte &+ Stabw., n = 3-5

Es konnte eine konzentrationsabhingige Abnahme der Fluoreszenzintensitdt bei Inkubation
der DNA mit Ethidiumbromid und den anthocyanreichen Extrakten gemessen werden. Die
Extrakte enthalten demnach beide eine gewisse Konzentration an Inhaltsstoffen, die mit
Ethidiumbromid um die Interkalation in die DNA konkurrieren, dabei zeigte sich Mirtoselect
potenter als Oenocyanine. Es wurde ein ECsp-Wert von 63,4 = 11,2 pg/ml fiir Mirtoselect
bestimmt. Die Extrakte konnten in diesem Testsystem nur bis zu einer Konzentration von 100
ng/ml eingesetzt werden, da es in hoheren Konzentrationen zu Loslichkeitsproblemen in dem
verwendeten Puffer kam. Dadurch konnte fiir Oenocyanine kein ECsp-Wert ermittelt werden.
Andere in den Extrakten enthaltene Flavonoide spielen bei diesem Effekt vermutlich eine
untergeordnete Rolle. Fiir Quercetin und einige Catechine wurde keine Aktivitdt als
Konkurrenten des Ethidiumbromids um die Interkalation bestimmt (Fritz 2004).

Der Hoechst Farbstoff H33258 (Abb. 71) bindet unter Fluoreszenz an die kleine Furche der
DNA. Wie bereits beschrieben kommt es bei Konkurrenz mit einem weiteren ,,minor groove
binder* zu einer Minderung der Fluoreszenz. Fiir diesen Test dient Netropsin, ein bekannter
»minor groove binder* als Positivkontrolle. Der ECsp-Wert liegt fiir Netropsin (Abb. 71) bei
0,8 uM (Daten nicht gezeigt). Die ermittelten Fluoreszenzwerte werden auf die DMSO-
Kontrolle des jeweiligen Tests bezogen und als Prozent der Kontrolle (% T/C, ,test over

control‘) angegeben.

-116 -



Ergebnisse und Diskussion

z
Z L ZT
\ ZT

OH
I Hoéchst H33258

Abb. 71: Bindung von Netropsin an die kleine Furche der DNA, Struktur des Fluoreszenzfarbstoffs Hoechst
H33258

In Abbildung 72 sind die Ergebnisse des Hoechstverdringungstests dargestellt. Auch in
diesem Test wurde die eine konzentrationsabhingige Reduktion der Fluoreszenzintensitit
nach Inkubation mit den Extrakten ermittelt. Im Hoechst-Verdringungstest zeigt sich
vergleichbar mit dem EtBr-Verdringungstest Mirtoselect als der aktivere der beiden Extrakte
mit einem ECsp-Wert von 64,7 £ 9,8 ng/ml Mirtoselect. Der ECso-Wert von Oenocyanine
liegt aulerhalb des gemessenen Konzentrationsbereichs. Fiir die Aktivitdt als ,,minor groove
binder* konnen die Anthocyane verantwortlich sein, da sie eine positive Ladung tragen und so
eine wahrscheinlich hohe Affinitit zur Bindung an die negativgeladene DNA besitzen. Ein
Einfluss anderer im Extrakt enthaltener Polyphenole kann jedoch nicht vollig ausgeschlossen

werden.
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Abb. 72: Fluoreszenzverdrangungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der Konkurrenz der
Extraktinhaltsstoffe mit dem ,,minor groove binder” H33258. Die Absorption nach Inkubation mit
den Extrakten wird als Prozent der DMSO-Kontrolle (T/C [%]) angeben. Abgebildet sind die
Mittelwerte &+ Stabw., n = 3-5

Der Vergleich der beiden Extrakte 14sst vermuten, dass der Anteil und die Komposition der
enthaltenen Anthocyane eine Rolle bei der Wirkung der Extrakte auf zelluldre Strukturen
spielt. Da Mirtoselect mit dem vermutlich hoheren Gesamtgehalt an Anthocyanen aktiver ist
als Oenocyanine kann angenommen werden, dass v.a. die Anthocyane zu den gezeigten
Wirkungen auf die DNA-Integritit beitragen. Jedoch kann das Mitwirken weiterer aktiver
polyphenolischer Inhaltsstoffe des Extrakts, wie z.B. der Procyanidine oder auch der
Ellagséure nicht ausgeschlossen werden.

Fiir viele DNA-Interkalatoren konnte gezeigt werden, dass sie die Aktivitdit humaner
Topoisomerasen hemmen, so beispielsweise Amsacrin (m-AMSA) oder Derivate von
Doxorubicin und Daunorubicin (Brana et al. 2001). Die Extrakte hemmen humane
Topoisomerasen in niedrigen Konzentrationen (ca. 1 pg/ml). Eine effektive Interaktion mit
der DNA durch Interkalation oder Bindung an die kleine Furche wird jedoch erst
Konzentrationen > 30 pg/ml. Daher kann ausgeschlossen werden, dass diese Mechanismen
der Interaktion mit der DNA die potente Topoisomerasechemmung durch die Extrakte

bedingen.
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Einfluss der anthocyanreichen Extrakte auf die Zellzyklusverteilung

Die anthocyanreichen Extrakte zeigten keine Wachstumshemmung bis 500 pg/ml, kénnen
jedoch die Topoisomeraseaktivitét in niedrigen Konzentrationen (5 — 50 pg/ml) hemmen und
wirken in HT29-Zellen nicht als Topoisomerasegifte. Es wird iiberpriifen ob die katalytische
Hemmung der Topoisomeraseaktivitét einen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung der HT29-
Zellen nach Synchronisation der Zellen in der Go/M-Phase des Zellzyklus und anschlieBender
Inkubation mit den Extrakten untersucht. Gleichzeitig wird auch die Zellzyklusverteilung
nach Synchronisation in der G;-Phase und anschlieBender Inkubation mit den Extrakten
getestet, um weitere Effekte der Extrakte auf Proliferations-assoziierte Signalkaskaden zu
bestimmen.

HT29-Zellen werden durch Serumdepletion in der G;-Phase bzw. durch Nocodazolinkubation
in der Go/M-Phase des Zellzyklus synchronisiert. AnschlieBend wird mit 1 — 250 uM der
Extrakte serumfrei inkubiert (Abb. 73).

Normalerweise verteilen sich die HT29-Zellen iiber den Zellzyklus wie folgt: 52 % der Zellen
in der G;-Phase, 23 % in der S-Phase und 25 % in der G,/M-Phase. Eine Arretierung in der
G1-Phase durch Serumdepletion hat einen hoheren Anteil an Zellen in der G;-Phase zur Folge
(66 %), wihrend der Anteil an Zellen in der S-Phase sinkt (10 %) und in der Go/M-Phase
anndhernd gleich bleibt (24 %) (Abb. 73 A,C). Die Synchronisation der Zellen in der G-
Phase bewirkt einen nicht signifikanten Anstieg der Zellzahl des in der G;-Phase im
Vergleich zur Normalverteilung. So kénnen auch Oenocyanine (A) und Mirtoselect (C)
keinen signifikanten Arrest der HT29-Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus’ bewirken. Die
Extrakte zeigen beide eine Tendenz zur Arretierung der Zellen in der G;-Phase des
Zellzykluses. Dies kann durch die Hemmung der Aktivitit von Rezeptortyrosinkinasen der
ErbB- und VEGFR-Familie, die am Beginn von Proliferations-assoziierten Signalkaskaden
stehen, erklart werden (Teller, personliche Mitteilung).

Durch Nocodazolinkubation werden die HT29-Zellen in der G,/M-Phase des Zellzyklus
arretiert und ein signifikanter Anstieg an Zellen in dieser Phase wird verzeichnet (auf 70 %).
Der Anteil an Zellen in den anderen beiden Zellzyklusphasen ist dagegen stark reduziert (15
% je in G;- und S-Phase) (Abb. 73 B,D). Ein Arrest der Zellen in der Go/M-Phase kann nach
Inkubation mit Oenocyanine (B) nicht beobachtet werden. Dieselben Ergebnisse werden nach

Inkubation mit Mirtoselect (D) gefunden.
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Abb. 73:  Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen (A) nach Synchronisation in der G;-Phase des Zellzyklus und
anschlieBender Inkubation mit Oenocyanine (36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase) (B) nach
Synchronisation in der G,/M-Phase und anschlieender Inkubation mit Oenocyanine (36 h, serumfrei,
100 U/ml Katalase), (C) nach Synchronisation in der G;-Phase des Zellzyklus und anschlieender
Inkubation mit Mirtoselect (36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase) (D) nach Synchronisation in der
G,/M-Phase und anschlieBender Inkubation mit Mirtoselect (36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase).

Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw. n = 3-4; T/C, , test over control*

Substanzen, die die Aktivitit humaner Topoisomerasen hemmen und so die Steuerung der
Transkription und der Mitose, bewirken einen Arrest in der G,/M-Phase. Die Extrakte konnen
keinen Arrest in der Go/M-Phase verursachen. Der Anstieg der Zellzahl in der S-Phase, der
nach Arretierung in der Go/M-Phase und Inkubation mit den Testsubstanzen im Vergleich zur
DMSO-Inkubation beobachtet wird (B und D), deutet auf einen Einfluss der Substanzen auf
die DNA-Synthese hin. In Zukunft sollte dieser Effekt jedoch durch eine Synchronisation der
Zellen in der S-Phase beispielsweise durch den Polymerasehemmstoff Aphidicolin ndher

untersucht werden. Im Vergleich zur Normalverteilung ldsst sich nach Inkubation mit den

- 120 -



Ergebnisse und Diskussion

Extrakten kein Unterschied feststellen, im Gegensatz zur Inkubation mit DMSO. Die
Zellzyklusverteilung nach Synchronisation der Zellen in der Go/M-Phase und anschlieBender
36-stlindiger Inkubation mit DMSO sollte wiederholt werden, um sicherzugehen, dass der
beobachtet Anstieg der Zellzahl in der S-Phase nach Substanzinkubation tatsichlich auf einen
Effekt der Substanzen zuriickzufiihren ist. Die Topoisomerasehemmung durch die Extrakte,
die in zellfreien Testsystemen bestimmt wurde, scheint demnach keinen Einfluss auf die
DNA-Integritét in intakten Zellen zu haben. Um dies zu iiberpriifen, sollte auch die Féhigkeit

der Extrakte getestet werden, DNA-Strangbriiche zu induzieren.

Induktion von DNA-Strangbriichen durch Oenocyanine und Mirtoselect

Da die Extrakte die katalytische Aktivitit humaner Topoisomerasen hemmen und auch
Polyphenole enthalten, die mit der DNA interagieren kdnnen, ist es mdglich, dass sie DNA-
Schéiden verursachen. Die Induktion von DNA-Strangbriichen und oxidativen DNA-Schiaden
wurde mittels Einzelzellgelelektrophorese (Cometassay) untersucht.

In Abbildung 74 sind die Ergebnisse der Untersuchung der DNA-Schiddigung durch die

anthocyanreichen Extrakte Mirtoselect und Oenocyanine dargestellt.
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Abb. 74: Cometassay: Induktion von DNA-Strangbriichen und oxidativen DNA-Schiaden durch die
anthocyanreichen Extrakte Oenocyanine (marineblau) und Mirtoselect (lila). Inkubation von HT29-
Zellen mit den Extrakten (serumfrei, 1 % DMSO, 100 U/ml Katalase) Fpg-Behandlung zur Detektion
oxidativer DNA-Schéden (gestreifte Balken). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n =3
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Die Losungsmittelkontrolle DMSO (1 %) zeigt mit einer Schweifintensitét von 0,77 % ohne
und 1,91 % nach Fpg-Behandlung die geringe Grundschédigung der DNA. Durch Inkubation
mit 1 bis 50 pg/ml Oenocyanine bzw. Mirtoselect wurde kein signifikanter Anstieg der
Schweifintensitit gemessen. Es konnte also keine Induktion von DNA-Strangbriichen und
auch keine oxidativen DNA-Schdden durch Oenocyanine und Mirtoselect bis zu einer
Konzentration von 50 pg/ml des jeweiligen Extrakts gezeigt werden.

Die Extrakte induzieren keine DNA-Schéden und keine oxidativen DNA-Schéden in HT29-
Zellen. Es konnte somit gezeigt werden, dass die auf dem Markt erhéltlichen Extrakte keine
DNA-schiadigende Wirkung bis zu einer Konzentration von 50 ug/ml in vitro besitzen. Damit
konnten die Ergebnisse, die die Zellzyklusuntersuchung lieferten bestitigt werden. Die
Inhaltstoffe der anthocyanreichen Extrakte konnen das Topoisomerase-DNA-Intermediat
nicht stabilisieren. Sie wirken somit in HT29-Zellen nicht als Topoisomerasegifte.

Insgesamt zeigen diese Untersuchungen, dass die Extrakte an den untersuchten zelluldren

Zielstrukturen keine toxischen Effekte in humanen Kolonkarzinomzellen aufwiesen.

Protektion Topoisomerasegift-vermittelter DNA-Schaden durch anthocyanreiche
Extrakte

Die Extrakte konnen in niedrigen Konzentrationen (5 ug/ml) die Aktivitit von
Topoisomerasen hemmen und zeigen keine toxische Wirkung in den getesteten
Konzentrationen (bis 50 oder 250 pg/ml). Da die Extrakte keine Stabilisierung des DNA-
Topoisomerase-Intermediats bewirken werden folgend die modulierenden Eigenschaften der
Extrakte auf die DNA-schidigende Wirkung von Topoisomerasegiften untersucht.
Moglicherweise konnen die polyphenolischen Inhaltsstoffe der Extrakte, wie bereits fiir das
Anthocyanidin ~ Delphinidin ~ gezeigt, = Topoisomerasegift-vermittelte =~ DNA-Schiden
vermindern. Dazu werden HT29-Zellen mit den Extrakten serumfrei fiir 30 min vorinkubiert
und anschlieBend mit dem Topoisomerase-1-Gift Camptothecin koinkubiert (Abb. 75).

Nach Vorinkubation der Zellen mit DMSO und Koinkubation mit DMSO und 100 uM
Camptothecin liegt die Schweifintensitdt bei 7,3 % und damit signifikant hoher als bei der
DMSO-Kontrolle (0,48 %).
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Abb. 75: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Mirtoselect (lila) und
Oenocyanine (marineblau), gemessen mittels Cometassay an HT29-Zellen. 30 min Vorinkubation mit
den entsprechenden Konzentrationen an Extrakt und anschlieBend 1 h Koinkubation mit 100 pM
Camptothecin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde die Schweifintensitét, Abgebildet sind die
Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 4, *Signifikanter Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; **
=p<0,01; ¥** =p <0,001), # Signifikanter Unterschied zu Camptothecin mit (# =p<0,05; = p<
0,01; * =p<0,001)

Durch Vor- und Koinkubation mit Mirtoselect als auch Oenocyanine wird schon in
Konzentrationen ab 1 pg/ml signifikant die Schweifintensitét reduziert (2 % bis 3,5 %). Die
Extrakte konnen also vor den Camptothecin-induzierten DNA-Strangbriichen schiitzen. Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentrationen eines Extrakts
festgestellt werden. Die eingesetzten Konzentrationen wurden aufgrund der Vergleichbarkeit
mit bestehenden Daten und aufgrund von Literaturangaben in erndhrungsphysiologisch
relevanten Konzentrationen gewihlt. Die Bestimmung des ,,no effect levels* steht noch aus.
Auch zwischen den gleichen Konzentrationen der beiden Extrakte konnten keine
Unterschiede beobachtet werden. Der Einfluss der beiden Extrakte auf die strangbrechende
Wirkung von Camptothecin ist daher im gleichen Konzentrationsfenster anzusehen.

Die Extrakte zeigen also einen protektiven Effekt vor der Schidigung der DNA von HT29-
Zellen durch das Topoisomerase-I-Gift Camptothecin. Dabei wirken die Extrakte schon in
niedrigen Konzentrationen hoch potent.

Ein Cometassay mit dem Topoisomerase-II-Gift Doxorubicin wurde durchgefiihrt, um zu

iberpriifen, ob die Extrakte auch die strangbrechende Wirkung von Topoisomerase-II-Giften
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beeinflussen. Die HT29-Zellen werden mit DMSO bzw. aufsteigenden Konzentrationen an
Mirtoselect bzw. Oenocyanine fiir 30 min vor- und dann zusitzlich mit 10 uM Doxorubicin
koinkubiert (Abb. 76). Nach Koinkubation mit 10 uM Doxorubicin und dem Losungsmittel
DMSO kann eine Schweifintensitit von 8,3 % gemessen werden. Die Koinkubation mit
10 uM Doxorubicin und Oenocyanine bzw. Mirtoselect bewirkt eine Reduktion der
Strangbriiche. Schon ab 1 pg/ml eingesetztem Extrakt bewirken sowohl Oenocyanine wie
auch Mirtoselect eine signifikante Reduktion der DNA-Strangbruchrate. Es kann, wie schon
bei der Untersuchung zur Modulation der Camptothecin-vermittelten DNA-Schiden gezeigt,
keine konzentrationsabhéngige Wirkung (1 — 50 uM) von Mirtoselect und Oenocyanine und
auch keine signifikanten Unterschiede zwischen den Extrakten beobachtet werden. Die
Schweifintensititen liegen nach Koinkubation in einem Bereich von 2,3 bis 3,1 %. Die

Schweifintensitdt wird demnach um etwa 5,6 % (8,3 % - 2,7 %) vermindert durch.

197 [Z1DMSO
14 - I DMSO + Doxorubicin 10 yM
13 I Oenocyanine + Doxorubicin 10 uM
12 ] I Mirtoselect + Doxorubicin 10 pM
1] Fpg behandelt

g i

:<:§

k%)

c

g

=

©

=

=

[3)

(9]

DMSO Dox 10 1 10 50 1 10 50
Konzentration [pug/ml]

Abb. 76: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Oenocyanine (marineblau) und
Mirtoselect (lila), gemessen mittels Cometassay an HT29-Zellen. 30 min Vorinkubation mit den
entsprechenden Konzentrationen an dem jeweiligen Extrakt und anschlieBend 1 h Koinkubation mit
10 uM Doxorubicin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde die Schweifintensitit (Intensitit des
Schweifes/Gesamtintensitit des ,,Kometen®), Behandlung mit Fpg zur Detektion oxidativer DNA-
Schiaden. Abgebildet sind die Mittelwerte = Stabw., n = 3 — 5, *Signifikanter Unterschied zur
jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), * Signifikanter Unterschied zu
Doxorubicin mit (*=p < 0,05; * =p <0,01; * =p <0,001)
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Gleichzeitig wurde auch getestet ob die Extrakte einen Einfluss auf die durch Doxorubicin-
induzierten oxidativen DNA-Schdden haben. Die oxidative DNA-Schéddigung spiegelt sich
durch einen Anstieg der Schweifintensitdt nach Inkubation mit Fpg wider. Die oxidativen
Grundschéden fir DMSO liegen bei 0,9 % SI (1,5 % SI - 0,6 % SI) in HT29-Zellen.
Doxorubicin induziert oxidative DNA-Schiaden in HT29-Zellen (3,5 % SI), die sich
gegeniiber den Grundschdden aber nicht als signifikant erwiesen. Nach Abzug der
Grundschdden wird ein Agi-Wert von 2.4 % ermittelt (3,5 % - 0,9 % SI). Die oxidativen
DNA-Schiden werden durch Oenocyanine konzentrationsunabhingig auf 1 bis 1,5 %
reduziert und damit beinahe auf das Level der Grundschéden (1,3 % - 0,9 % SI: Ag; = 0,4 %).
Die eingesetzten Konzentrationen an Mirtoselect hingegen konnen nicht vor den durch
Doxorubicin-verursachten oxidativen DNA-Schiaden schiitzen (3,2 % - 0,9 % SI: Ag =
2,1 %). Die Protektion vor Topoisomerasegift-induzierten DNA-Schdden durch Mirtoselect
kann also nicht auf eine antioxidative Wirkung der Extraktinhaltsstoffe zuriickgefiihrt werden.
Mirtoselect enthélt 36 % Anthocyane und davon sind mehr als ein Drittel Delphinidin-
glykoside. Die Glykoside konnen im zellfreien System die Aktivitdt der Topoisomerasen I
und II jedoch nicht hemmen (Roikaew 2003). Demnach tragen die Anthocyane in Mirtoselect
vermutlich nur marginal zur Modulation der DNA-schidigenden Wirkung von Doxorubicin
bei. Andere, bisher nicht in dem Extrakt identifizierten Polyphenole, wie z.B. Procyanidine
oder Tannine sind daher wesentlich wahrscheinlicher fiir die potente Hemmwirkung der
Extrakte verantwortlich. Fiir einige Procyanidine konnte bereits eine potente Hemmung der
Topoisomeraseaktivitit gezeigt werden (Fridrich et al. 2007). Auch Ellagtannine wurden
bereits als potente Hemmstoffe humaner Topoisomerasen beschrieben (Yamashita et al.
1990). In vivo konnten jedoch andere Hemmwirkungen auftreten, da dort moglicherweise das
Anthocyanidin durch Hydrolyse aus den glykosidischen Verbindungen freigesetzt werden
kann und so zu einer potenten Wirkung der Extrakte beitragen konnte. Jedoch ist dies
aufgrund der limitierten Bioverfiigbarkeit (Lapidot et al. 1998, Manach et al. 2005) nur lokal

im Gastrointestinaltrakt zu erwarten.

Es wurde ein ICE-Bioassay durchgefiihrt, um zu priifen ob die protektive Wirkung der
Extrakte vor DNA-Schidden durch die Topoisomerasegifte Topoisomerase-vermittelt ist. Dazu
werden die HT29-Zellen entsprechend den Bedingungen des Cometassays inkubiert, d.h.
0,5h mit unterschiedlichen Konzentrationen an Mirtoselect bzw. Oenocyanine und
anschlieBend 1 h mit Doxorubicin koinkubiert. Dann wurden die Topoisomerasen Ilo. und IIf3

nach Trennung der Zellbestandteile {iber einen Dichtegradienten in den Fraktionen bestimmt
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(Abb. 77). Wie bereits gezeigt (Abb. 46) kann nach Inkubation mit 10 uM Doxorubicin
Topoisomerase II in den DNA-haltigen Fraktionen detektiert werden (Abb. 46). Oenocyanine,
sowie auch Mirtoselect, konnen die Menge an Topoisomerase Iloo und IIff in den DNA-
haltigen Fraktionen in Konzentration von 10 und 30 pg/ml konzentrationsabhingig
reduzieren.

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes der Fraktionen erwies sich als problematisch, da die
stark gefarbten Extraktinhaltstoffe die Absorptionsmessung (bei 260 nm) storten. Daher kann
die gemessene Fluoreszenz in den DNA-haltigen Fraktionen nicht auf den DNA-Gehalt
normalisiert werden. Es wurden jedoch immer gleiche Zellzahlen ausgestreut und die
Viabilitit der Zellen lag bei den gewihlten Konzentrationen immer iiber 90 %, so dass von
keinen grofen Unterschieden in den DNA-Gehalten der Fraktionen der unterschiedlichen

Gradienten ausgegangen werden kann.
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Abb. 77: ICE-Bioassay: Bestimmung der DNA-gebundenen Topoisomerase Ila/f nach Vorinkubation (30
min, serumfrei, 100 U/ml Katalase) mit DMSO, 10 uM und 30 uM Delphinidin und Koinkubation
mit dem Topoisomerase-11-gift Doxorubicin (1 puM und 10 pM) an HT29-Zellen, Abgebildet sind

Beispielmembranen von mind. 3 Experimenten mit identischem Ergebnis.

Ab einer Konzentration von 10 pg/ml Oenocyanine respektive Mirtoselect wird die Bindung

der Topoisomerase an die DNA deutlich vermindert und die Doxorubicin-vermittelten DNA-
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Schédden um etwa 70 % reduziert (Abb. 76). Die Bindung der Topoisomerase Il an die DNA
kann somit nicht komplett durch die Extrakte verhindert werden. Die in den Extrakten
enthaltenen katalytischen Topoisomerasechemmstoff konnen also die Stabilisierung des DNA-
Topoisomerase-Komplexes durch die Topoisomerasegifte verringern aber in den getesteten
Konzentrationen nicht komplett verhindern. Die Protektion vor topoisomerasegift-induzierten
DNA-Strangbriichen durch die Extrakte ist demnach zumindest zum Teil topoisomerase-
vermittelt. Andere DNA-protektiven Wirkungen kénnen jedoch auch nicht ausgeschlossen
werden. So kann auch eine antioxidative Wirkung fiir Oenocyanine beobachtet werden, da der
Extrakt auch in der Lage ist die durch Doxorubicin entstandenen oxidativen Schéden zu
reduzieren (Abb. 76). Moglich ist auch, dass neben den Topoisomerasen andere fiir die
Replikation wichtige nukleare Enzyme, wie beispielsweise die Helicasen oder DNA-
Polymerasen gehemmt werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass nicht nur die freien Aglyka wie Delphinidin, sondern auch
komplexe anthocyanreiche Gemische wie Mirtoselect und Oenocyanine die strangbrechende

Wirkung von Topoisomerasegiften modulieren konnen.

- 127 -



Ergebnisse und Diskussion

Zusammenfassung und Diskussion — anthocyanreiche Extrakte

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Wirkungen von

Mirtoselect und Oenocyanine zusammengefasst.

Tab. 9: Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Wirkungen von Mirtoselect und Oenocyanine

Oenocyanine

Mirtoselect

Bildung von H,O, in DMEM in
Anwesenheit von HT29-Zellen,

Inkubation: 500 pg/ml Extrakt

Nach 15 min: 14,7 = 4,0 uM H,0,

Nach 45 min: 12,9 + 3,2 uM H,0,

Nach 15 min: 16,3 = 0,2 uM H,0,

Nach 45 min: 5,6 +0,3 uM H,0,

Einfluss auf das Wachstum von
HT29-Zellen

In Abwesenheit von Katalase:
ICs-Wert: 204,3 + 8,6 ng/ml

In Anwesenheit von Katalase:

Kein signifikanter Einfluss bis

500 pg/ml

In Abwesenheit von Katalase:
ICs-Wert: 176,9 + 9,8 ng/ml

In Anwesenheit von Katalase:

Kein signifikanter Einfluss bis

500 pg/ml

Hemmung der Aktivitat von
humanen Topoisomerasen im

zellfreien System

Topo I: ab 50 pg/ml

Topo lla/B: ab 5 pg/ml

Topo I: ab 50 pg/ml

Topo lla/B: ab 5 pg/ml

Wirkung auf Topoisomerasen in
HT29-Zellen

keine Stabilisierung des DNA-
Topoisomerase-1la/p-Komplexes

bis 100 pg/ml

keine Stabilisierung des DNA-
Topoisomerase-1la/p-Komplexes

bis 100 pg/ml

Beeinflussung der DNA-
Integritat

EtBr-Verdrangung:
kein Effekt bis 100 pg/ml
H33258-Verdrangung:

kein Effekt bis 100 pg/ml

EtBr-Verdrangung:
ECs-Wert: 63,4+ 11,2 pg/ml
H33258-Verdrangung:

ECso-Wert: 64,7 £ 9,8 ng/ml

Beeinflussung der

Zellzyklusverteilung

Tendenz zum Arrest in G;-Phase
Kein Arrest in G,/M-Phase

Anstieg der Zellzahl in S-Phase

Tendenz zum Arrest in G;-Phase
Kein Arrest in G,/M-Phase

Anstieg der Zellzahl in S-Phase

Induktion von DNA-

Strangbriichen

Keine Induktion von DNA-
Strangbriichen bis 50 pg/ml

Keine Induktion von DNA-
Strangbriichen bis 50 pg/ml

Protektion vor Topoisomerase-
gift-induzierten DNA-Strang-
briichen

Cpt (100 pM): Reduktion der
DNA-Schidden um ca. 65 %

Dox (10 puM): Reduktion der

Cpt (100 pM): Reduktion der
DNA-Schidden um ca. 65 %

Dox (10 puM): Reduktion der
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DNA-Schidden um ca. 75 % DNA-Schidden um ca. 75 %

Verhinderung der Stabilisierung | Durch 10 und 30 pg/ml Durch 10 und 30 pg/ml
des Topo-11-DNA-Intermediats
in HT29-Zellen

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die beiden getesteten anthocyanreichen Extrakte
unter Zellkulturbedingungen im Zellkulturmedium in Anwesenheit von HT29-Zellen
Wasserstoffperoxid generieren. Das akkumulierte H,O, kann einen bedeutenden Einfluss auf
die biologischen Wirkungen der Extrakte besitzen, wie anhand der Untersuchungen zur
Beeinflussung des Zellwachstums deutlich wurde. Es konnte eine Verschiebung des
wachstumshemmenden Potentials (ermittelt als ICso-Werte) der Extrakte von ca. 200 pg/ml
Extrakt (ohne Katalasezusatz) zu Konzentrationen > 500 pg/ml nach Dismutation des H,O;
durch Katalasezusatz zum Inkubationsmedium bestimmt werden. Bei der Untersuchung der
biologischen Wirkungen der beiden Extrakte an kultivierten Zellen sollte daher
sichergegangen werden, dass nur die Wirkung des Extrakts und nicht die von entstandenem
Wasserstoffperoxid gemessen werden. Dazu wird dem Medium 100 U/ml Katalase zugesetzt,
so dass das entstandene H,O; vollstindig zu Wasser und Sauerstoff dismutiert wird.
Mirtoselect und Oenocyanine hemmen effektiv die Aktivitdt humaner Topoisomerasen I
jeweils ab 50 pg/ml Extrakt und die Aktivitdt der Topoisomerase II ab einer Konzentration
von 5 pg/ml Extrakt. Mirtoselect und Oenocyanine unterschieden sich nicht in der
Beeinflussung humaner Topoisomerasen obwohl sie unterschiedliche Gehalte an
verschiedenen Anthocyanen enthalten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass einige
Anthocyane (Cyanidin-3-glukosid, Delphinidin-3-rutinosid) in zellfreien Systemen die
Aktivitdit humaner Topoisomerasen bis zu einer Konzentration von 100 uM nicht hemmen
konnen (Roikaew 2003). Die Extrakte enthalten somit vermutlich Konzentrationen anderer,
bisher nicht charakterisierter Substanzen, die die Aktivitdt der Topoisomerasen potent
hemmen. Zu diesen Substanzen zdhlen vermutlich auch Procyanidine, die in Beerenfriichten
enthalten sind (Hellstrom et al. 2006). Fiir einige Vertreter dieser Substanzklasse konnte eine
Aktivitidt als Hemmstoffe humaner Topoisomerasen beschrieben werden (Fridrich et al.
2007).

Die Wirkung von Oenocyanine und Mirtoselect auf die Aktivitdt von Topoisomerasen in
HT29-Zellen wurde mittels ICE-Bioassays getestet. Bis zu einer Konzentration von

100 ug/ml konnen die Extraktinhaltsstoffe nicht das Topoisomerase-1I-DNA-Intermediat in
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HT29-Zellen stabilisieren. Fiir Einzelsubstanzen, wie das Anthocyanaglykon Delphinidin
konnte bereits gezeigt werden, dass es die Topoisomeraseaktivitdt in zellfreien Systemen
hemmt und im zelluldren System nicht das Topoisomerase-DNA-Intermediat stabilisieren
kann. Damit scheint Delphinidin auf zelluldrer Ebene nicht als Topoisomerasegift zu wirken.
Jedoch handelt es sich den eingesetzten Extrakten um komplexe Gemische, natiirlich
vorkommender glykosidischer Verbindungen, der Anthocyane und weiterer nicht
identifizierter Polyphenole sowie anderer sekundérer Pflanzenstoffe. Der Beitrag der
Anthocyane an der Hemmwirkung der Extrakte scheint gering. Diese Ergebnisse lassen
mutmallen, dass die anderen im Extrakte enthaltenen, bisher nicht identifizierten,
Topoisomerase-hemmenden Substanzen in HT29-Zellen nicht als Topoisomerasegifte wirken.
Moglich ist aber auch, dass die Topoisomerase-hemmenden Polyphenole nicht in den
Zellkern gelangen und so die Enzyme gar nicht beeinflussen konnen.

Viele Polyphenole sind bisher als Hemmstoffe humaner Topoisomerasen beschrieben und
wirken dabei iiberwiegend als Topoisomerasegifte. Jedoch wurden die meisten
Untersuchungen an isolierten Topoisomerasen durchgefiihrt. Die Verifizierung dieser
Ergebnisse in intakten Zellen steht meist noch aus. Die Wirkung der Extrakte auf humane
Topoisomerasen sollte jedoch auch in vivo tiberpriift werden, da durch Metabolisierung der
Polyphenole eine Vielzahl weiterer Verbindungen entstehen, die moglicherweise andere
biologische Wirkungen aufweisen als die Ausgangssubstanzen.

Beide Extrakte enthalten Substanzen, die an die kleine Furche der DNA binden konnen und
auch Substanzen, die zwischen die Basenpaare der DNA interkalieren. Mirtoselect enthilt
hohere Konzentrationen an in diesen Testsystemen aktiven Substanzen als Oenocyanine.
Bisher konnten nur die Anthocyanidine als aktiv in diesen Testsystemen beschrieben werden
(Habermeyer et al. 2005). Andere Flavonoide, wie Quercetin, Epigallocatechin-3-gallat oder
Genistein zeigen kein interkalierendes Potential in diesen Testsystemen. Eine planare Struktur
ist die Voraussetzung zur Fihigkeit einer Substanz zwischen die Basenpaare der DNA zu
interkalieren. Ellagsdure, die in vielen Friichten enthalten ist erfiillt diese Vorraussetzung ist
bereits als potentes Interkalanz beschrieben (Teel 1986, Thulstrup et al. 1999). Die
Interkalation kann zur Topoisomerasechemmung beitragen (Brana et al. 2001). Die gezeigten
Interaktionen der Extraktinhaltsstoffe mit der DNA sind jedoch aufgrund von doch recht
hohen Konzentrationen (> 50 pg/ml) nicht allein verantwortlich fiir die potente Hemmung der
Aktivitit von Topoisomerase I sowie Topoisomerase II (> 5 pg/ml).

Bis zu einer Konzentration von 50 pg/ml kann weder Mirtoselect noch Oenocyanine DNA-

Strangbriiche oder oxidative DNA-Schiaden verursachen. Es kann auch kein Zellzyklusarrest
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in der G,/M-Phase bis zu einer Extraktkonzentration von 250 pg/ml detektiert werden. In
intakten Zellen konnte demnach kein Effekt der Extrakte auf die DNA-Integritdt beobachtet
werden.

Die Inhaltsstoffe der beiden polyphenolreichen Extrakte konnen, vergleichbar mit der
Wirkung der Einzelsubstanz Delphinidin, die Konzentration an durch Topoisomerasegifte
stabilisierten DNA-Enzymkomplexen verringern und die strangbrechende Wirkung von
Topoisomerasegiften (Camptothecin, Doxorubicin) modulieren. Verglichen mit Delphinidin

wirken die Extrakte potenter als die Einzelsubstanz.

Einfluss von Ellagtanninen und Ellagsaure auf das Wachstum von HT29-

Zellen, die DNA-Integritat und die Aktivitat humaner Topoisomerasen

Eine weitere Gruppe von Polyphenolen, Ellagtannine kommen ebenfalls in Beeren vor. Der
Einfluss der Ellagtannine Castalagin, Vescalagin, Roburin E und Grandinin auf die Wirkung
humaner Topoisomerasen und die DNA-Integritét soll ebenfalls getestet werden. Ellagtannine
kommen aufler in einigen Beeren und auch in Getrinken, die in Eichenholzfdssern gelagert
werden, wie Whiskey oder Rotwein, vor. Daher wird auch ein Eichenholzextrakt getestet, der
durch Extraktion mit Ethanol aus dem Holz der amerikanischen Eiche (Quercus alba)
extrahiert wurde. Das Hydrolyseprodukt der Ellagtannine, die Ellagsdure wird ebenfalls in die

Untersuchung einbezogen.

Einfluss der Ellagtannine und der Ellagsdure auf das Wachstum von HT29-

Zellen

Der Einfluss der Ellagtannine, der Ellagsdure und des Eichenholzextrakts auf das Wachstum
von Kolonkarzinomzellen wurde mit dem Sulforhodamin B-Test untersucht. Nach
Blindwertkorrektur kann die Fluoreszenz der Proben in Bezug zur Kontrolle gesetzt werden

(% T/C).
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Abb. 77: Einfluss der Ellagtannine und der Ellagsdure auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB-Test).
Inkubation fiir 72 h (1 % DMSO, 10 % FKS, ohne Katalasezusatz). Abgebildet sind die Mittelwerte +

Stabw., n = 3-5 in einer Vierfachbestimmung

Alle getesteten Ellagtannine sowie die Ellagsdure hemmen potent das Wachstum der
humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 hemmen mit ICso-Werten im niedrig mikromolaren
Bereich (Abb. 77, Tab. 10). Castalagin erwies sich als potentestes wachstumshemmendes
Ellagtannin, gefolgt von seinem Stereoisomer Vescalagin und den glykosylierten
Ellagtanninen Grandinin und Roburin E. Die Stereoisomerie und die Substitution an der
Position 1 des Zuckers haben demnach einen Einfluss auf die Wirkqualitit der Substanzen. Im
Vergleich zu den Tanninen ist ihr Hydrolyseprodukt mit einem ICsp-Wert von 39,8 + 5,7 uM

weniger effektiv.

Tab. 10: Einfluss der Ellagtannine und Ellagsdure auf das Wachstum von HT29-Zellen: 1Cs-Werte, die
anhand der Graphen (Abb. 70) bestimmt wurden

Substanz ICso-Wert [uM]
Castalagin 10,1 +£2,4
Vescalagin 16,7+ 1,4
Roburin E 27,1 £39
Grandinin 22,7+1,9
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Ellagsédure 39,8 £5,7

Ein komplexes Gemisch aus Ellagtanninen und weiteren Gerbstoffen, der in dieser Arbeit
untersuchte Eichenholzextrakt, hemmt ebenfalls das Wachstum der Kolonkarzinomzelllinie

HT29 (Abb. 78).
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Abb. 78: Einfluss des Eichenholzextrakts auf das Wachstum von (HT29-Zellen). Inkubation fiir 72 h (1 %
DMSO, 10 % FKS). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3-5 in einer Vierfachbestimmung

Dabei liegt der ermittelte ICsp-Wert des Extrakts fiir die Wachstumshemmung bei 60,47 +
2,28 pg/ml. Unter der Annahme, dass der Extrakt nur Castalagin enthielte miisste das
Zellwachstum durch 9,8 pg/ml Eichenholzextrakt auf 50 % gehemmt sein. Der ermittelte
ICso-Wert des Extrakts liegt somit deutlich hoher als der fiir das Ellagtannin Castalagin
ermittelte Wert. Der Extrakt muss weitere weniger wachstumshemmende Substanzen
enthalten oder die Wirkungen der Ellagtannine miissen sich gegenseitig aufheben. Solche
moglichen inhibitorischen Effekte oder aber additive oder synergistische Wirkungen konnten

in weiterfilhrenden Arbeiten mit bekannten Ellagtanninmischungen untersucht werden.
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Beeinflussung humaner Topoisomerasen durch die Ellagtannine

Topoisomerase |

Die Wirkung der Ellagtannine auf die Aktivitdt humaner Topoisomerasen wird in zellfreien
Testsystemen bestimmt. Im Relaxationsassay kann der Einfluss der Verbindungen auf die
Aktivitdit der Topoisomerase 1 getestet werden. Als Positivkontrolle wurde das
Topoisomerasegift Camptothecin in einer Konzentration von 100 uM eingesetzt.

Der Einfluss der Ellagtannine Castalagin, Vescalagin, Roburin E und Grandinin auf die
Aktivitit der humanen Topoisomerase I ist durch reprasentative Gele in Abbildung 79 und 80

gezeigt.

+ + | + + + |+ |+ + |+ + + + |+ puUC-18
+ + + |+ + |+ + + + + Kernextrakt, MCF-7
+ + |+ |+ |+ + |+ + + + | + 3,3 % DMSO
50 [100 | 500 [1000|5000 Castalagin [nM]
50 [100 | 500 |1000[5000 Roburin E [nM]
100 | Camptothecin [pM]

<«—relaxiert

<«— superspiralisiert

| 1[2|3|4]5[6]7 |8 ]9 [10][11 [12] 13] Spalte |

Abb. 79: Hemmung der katalytischen Topoisomerase I-Aktivitdt durch Castalagin (Spalten 3 - 7) und Roburin
E (Spalten 8 - 12), untersucht im Relaxationsassay. Nach Inkubation der superspiralisierten pUC18-
DNA mit dem Kernextrakt und dem Lésungsmittel DMSO wird die DNA relaxiert (Spalte 2), als
Positivkontrolle dient 100 uM Camptothecin (Spalte 13), abgebildet ist ein reprisentatives Gel aus

drei identischen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen
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+ + |+ |+ [+ |+ |+ + |+ [+ |+ + |+ puUC-18
+ |+ + + + + + + Kernextrakt, MCF-7
+ + + + + |+ + |+ + + + + 3,3 % DMSO
50 [100 | 500 |1000|5000 Grandinin [nM]
50 [100| 500 {1000{5000 Vescalagin [nM]
100 | Camptothecin [uM]

<«— superspiralisiert

Spalte

Abb. 80: Hemmung der katalytischen Topoisomerase I-Aktivitdit durch Grandinin (Spalten 3 - 7) und
Vescalagin (Spalten 8 - 12), untersucht im Relaxationsassay. Nach Inkubation der superspiralisierten
pUCI18-DNA mit dem Kernextrakt und dem Lésungsmittel DMSO wird die DNA relaxiert (Spalte 2),
als Positivkontrolle dient 100 uM Camptothecin (Spalte 13), abgebildet ist ein reprasentatives Gel aus

drei identischen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen

Schon ab einer Konzentration von 100 nM Castalagin (Abb. 79, Spalte 4), Roburin E (Abb.
79, Spalte 9), Grandinin (Abb. 80, Spalte 4) und Vescalagin (Abb. 80, Spalte 9) wird die
Aktivitdt der Topoisomerase I gehemmt und ab 500 nM konnen alle getesteten Ellagtannine
die Enzymaktivitit vollstdndig inhibieren.

Die Stereoisomerie und auch die glykosidische Substitution mit den Zuckern an der Position 1
des Zuckergeriists der Ellagtannine haben keinen Einfluss auf die Hemmung der

Topoisomerase [-Aktivitét.

Topoisomerase 11

Die Modulation der Topoisomerase II-Aktivitit wird im Dekatenierungsassay bestimmt. Als
Positivkontrolle dient in diesem Test 50 uM Doxorubicin.

Der Einfluss der Ellagtannine auf die Aktivitidt der Topoisomerase Ila ist in Abbildung 74
dargestellt. Die einzelnen DNA-Formen (katenierte kDNA und freie Minizirkel) werden
gelelektrophoretisch von einander getrennt. Die katenierte kKDNA ist zu gro3 um in das
Agarosegel einzudringen und verbleibt in der Geltasche (Abb. 81, Spalte 1). Durch
Inkubation mit humaner Topoisomerase Ilo. werden die Minizirkel frei und wandern wéhrend

der Elektrophorese in das Gel (Spalte 2).
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+ |+ |+ + |+ [+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ + [ + | 200 ng kDNA
+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ + |+ |+ | + | +]| + [ Topoisomerase lla
+ | + + |+ |+ [+ |+ |+ + |+ | + + + | + | 3,3%DMSO
10 | 50 |100 Castalagin [nM]
10 | 50 |100 Grandinin [nM]
10 | 50 [100 Vescalagin [nM]
Doxorubicin [uM]

<«— katenierte DNA

<+— freie Minizirkel

Spalte

Abb. 81: Hemmung der katalytischen Aktivitit von Topoisomerase Ila durch Castalagin (Spalten 3 - 5),
Roburin E (Spalten 6 - 8), Grandinin (Spalten 9 - 11) und Vescalagin (Spalten 12 - 14), untersucht im
Dekatenierungsassay. Nach Inkubation der kDNA mit Topoisomerase Ilo. und dem Lésungsmittel
DMSO wird das katenierte Netzwerk vollstidndig in die einzelnen Minizirkel getrennt (Spalte 2), als
Positivkontrolle dient 50 pM Doxorubicin (Spalte 15), abgebildet ist ein repriasentatives Gel aus drei

identischen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen

Die Ellagtannine hemmen Topoisomerase Ila ab einer Konzentration von 50 nM. Ab 100 nM

kann Castalagin die Aktivitit des Isoenzyms komplett hemmen.
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In Abbildung 82 sind die Untersuchungen zur Hemmung der Topoisomerase I3 durch die

Ellagtannine auf zwei repriasentativen Gelen gezeigt.

A

+ + + + + |+ |+ + |+ + + + |+ 200 ng kKDNA

+ |+ |+ |+ + |+ |+ |+ + |+ Topoisomerase I
+ + + + + | + + |+ + + + + 3,3 % DMSO

50 [100 | 500 |1000|5000 Castalagin [nM]

50 |100 | 500 |1000[5000] Roburin E [nM]
Doxorubicin [uM]

<«— katenierte DNA

<«— freie Minizirkel

Spalte

200 ng kDNA
Topoisomerase |1
3,3 % DMSO
Grandinin [nM]
Vescalagin E [nM]
Doxorubicin [uM]

<«— katenierte DNA

<«— freie Minizirkel

Spalte |

Abb. 82: Hemmung der katalytischen Aktivitdt von Topoisomerase II durch (A) Castalagin (Spalten 3 - 7)
und Roburin E (Spalten 8 - 12), (B) Grandinin (Spalten 3 - 7) und Vescalagin (Spalten 8 - 12),
untersucht mittels Dekatenierungsassays. Nach Inkubation der kDNA mit Topoisomerase IIf und
dem Losungsmittel DMSO wird das katenierte Netzwerk vollstindig in die einzelnen Minizirkel
getrennt (Spalte 2), als Positivkontrolle dient 50 uM Doxorubicin (Spalte 13), abgebildet ist ein

représentatives Gel aus drei identischen Experimenten mit vergleichbaren Ergebnissen

Castalagin hemmt ab einer Konzentration von 500 nM die Aktivitit von der Topoisomerase
IIB vollstidndig (Abb. 82A, Spalte 5). Durch 100 nM Roburin E kann dieses Isoenzym bereits

teilweise gehemmt werden (A, Spalte 9). Die vollstindige Hemmung der Enzymaktivitit ist
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ab einer Konzentration von 500 nM Roburin E erreicht (A, Spalte 10). Grandinin und
Vescalagin hingegen hemmen bei einer eingesetzten Konzentration von 500 nM die
Topoisomerase-1I3-Aktivitdit nur zum Teil und erst ab jeweils 1 pg/ml eingesetztem
Ellagtannin vollstindig (Abb. 82B). Bei der Hemmung des P-Isoenzyms zeigt sich im
Gegensatz zur Hemmung der Topoisomerase I und Ilo ein leichter Einfluss der
Stereoisomerie (Abb. 83) und der Substitution an Position 1 des Zuckers auf die

Enzymhemmung. Castalagin wirkt etwas potenter als die Vescalagin.

(-)-Vescalagin (B-OH)
(-)-Castalagin (a-OH)

Abb. 83: Strukturen von Castalagin und Vescalagin

Kashiwada et al. =zeigten mit dieser Arbeit vergleichbare Ergebnisse zur
Topoisomerasehemmung durch Ellagtannine. Die Gruppe bestimme ICso-Werte von 200 —
500 nM fiir die Topoisomerase II-Hemmung durch Vescalagin, Castalagin und andere
Ellagtannine im zellfreien System (Kashiwada et al. 1993). Auch ein Reaktionsprodukt von
Vescalagin und Catechin, das Acutissimin, welches in Rotwein identifiziert werden konnte,
wirkt 250fach potenter als das bekannte Topoisomerase-II-Gift Etoposid. Des Weiteren zeigte
die Gruppe um Quideau eine effektive Hemmung der Topoisomerase Il ab 1 uM Vescalagin
bzw. Castalagin (Quideau et al. 2005).

Ellagtannine stellen beziiglich der Topoisomerase II-Hemmung eine hochpotente
Substanzklasse dar, was durch den Vergleich mit anderen sekunddren Pflanzenstoffen
deutlich wird. Castalagin und Roburin E wirken potenter als die bisher effektivsten
Polyphenolen in diesem Testsystem, die Procyanidine C1 und A2 (1 uM), sowie das
Griinteecatechin Epigallocatechin-3-gallat (1 uM) (Fridrich et al. 2007, Fritz 2004). Alle

getesteten Ellagtannine hemmen die Topoisomerase-1I3-Aktivitdt in bedeutend niedrigeren
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Konzentrationen als die Anthocyanidine Delphinidin und Cyanidin (Habermeyer et al. 2005).
Auch das komplexe Gemisch an Ellagtanninen und weiteren nicht charakterisierten
Polyphenolen, der Eichenholzextrakt weist eine potente Hemmung der Topoisomerase-
aktivitdt auf (Daten nicht gezeigt). Da die Ellagtannine aufgrund ihrer Wirkungsweise als
Gerbstoffe unspezifisch eine Vielzahl von Enzymaktivititen im isolierten Zellsystem durch
Bindung hemmen, bedarf es weiterfiihrender Untersuchungen in zelluldren Testsystemen, zur

Bestimmung des Wirkmechanismus.

Beeinflussung der DNA-Integritat

Viele Topoisomerasehemmstoffe wirken als Interkalatoren oder kdnnen an die kleine Furche
der DNA binden. Die Fahigkeit der Ellagtannine mit der DNA zu interagieren wird mit Hilfe
von Verdrangungstest durchgefiihrt.

Interkalation

Mittels Ethidiumbromidverdringungstest wird tiberpriift, ob die Substanz das Interkalanz aus
der DNA verdrangen kann. Die Untersuchung zur Kompetition der Ellagtannine und des
Eichenholzextrakts mit dem Fluoreszenzfarbstoff EtBr sind in Abbildung 84 dargestellt. Die
Ellagtannine Castalagin, Vescalagin, Roburin E und Grandinin konnen bis zu einer
Konzentration von 50 uM Ellagtannin Ethidiumbromid nicht aus der DNA verdridngen (Daten
nicht gezeigt). Es kann also ausgeschlossen werden, dass die potente Hemmung der
Topoisomerasen durch die Tannine auf interkalative Effekte zurlickzufiihren ist. Aufgrund
threr unplanaren Struktur sind die Ellagtannine vermutlich nicht in der Lage zwischen die
DNA-Basen zu interkalieren.

Da der Eichenholzextrakt neben den Ellagtanninen auch andere Substanzen enthélt, die
moglicherweise zwischen die Basenpaare der DNA interkalieren konnen wird auch die

Modulation der Interkalation von EtBr durch den Extrakt bestimmt (Abb. 84).
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Abb. 84: EtBr-Verdringungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der Konkurrenz des
Eichenholzextrakts mit dem Interkalator Ethidiumbromid. Die Absorption nach Inkubation mit den
Extrakten wird als Prozent der DMSO-Kontrolle (T/C [%]) angeben. Abgebildet sind die Mittelwerte
+ Stabw., n = 3-5

Der Eichenholzextrakt enthdlt Substanzen, die Ethidiumbromid aus der DNA verdringen
konnen. Es kann jedoch bis zu einer Konzentration von 50 pg/ml kein ECso-Wert ermittelt

werden. Ab einer Konzentration von 25 pg/ml eingesetztem Extrakt wird ein Plateau erreicht.

Bindung an die kleine Furche der DNA

Mittels Hoechst-Verdrangungsassay kann gepriift werden, ob die Ellagtannine den
Fluoreszenzfarbstoff Hoechst H33258 von der kleinen Furche der DNA verdringen und so
mit der DNA interagieren. Dazu wird die Kalbsthymus-DNA mit dem Farbstoff und den
Substanzen inkubiert und die Fluoreszenz im Vergleich zur DMSO-Kontrolle bestimmt.

Abbildung 85 zeigt die Ergebnisse des Hoechstkompetitionstests der Ellagtannine (Daten
nicht gezeigt) und des Eichenholzextrakts. Uber den gemessenen Konzentrationsbereich von
1 uM bis 50 uM kann keine Fluoreszenzminderung durch die getesteten Ellagtannine bewirkt
werden. Castalagin, Vescalagin, Grandinin und Roburin E kénnen bis zu einer maximal
eingesetzten Konzentration von 50 pM den Farbstoff H33258 nicht von der kleinen Furche

der DNA verdringen.
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Abb. 85: H33258-Verdriangungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der Konkurrenz der Ellagtannine
(A) und des Eichenholzextrakts (B) mit dem ,,minor groove binder* H33258. Die Absorption nach
Inkubation mit den Extrakten wird als Prozent der DMSO-Kontrolle (T/C [%]) angeben. Abgebildet
sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3-5

Durch Inkubation der DNA mit dem Eichenholzextrakt kann eine Fluoreszenzreduktion
gemessen werden. Bis zu einer maximal eingesetzten Konzentration von 50 pg/ml wird
jedoch keine Reduktion auf 50 % im Vergleich zur Kontrolle erreicht. Ahnlich zu den
Ergebnissen der interkalativen Effekte des Eichenholzextrakts (Abb. 77) kann auch in diesem
Test erkannt werden, dass der Eichenholzextrakt eine gewisse Menge an aktiven Substanzen
enthélt. Ab einer Konzentration von 15 pg/ml wird jedoch die maximale Wirkung erreicht,
die sich auch in hohen Konzentrationen nicht mehr verindert.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Eichenholzextrakt in geringen
Konzentrationen Substanzen enthilt, welche die DNA-Integritit durch Bindung an die kleine
Furche der DNA oder Interkalation gefdhrden kann. Die getesteten Ellagtannine spielen dabei
jedoch keine Rolle, da sie weder Ethidiumbromid aus den Basen der DNA noch den Farbstoff
Hoechst H33258 von der kleinen Furche der DNA verdriangen konnen. Der Extrakt enthélt
demnach weiter Substanzen, die diesen Effekt hervorrufen. Moglicherweise ist die Ellagséure
fiir die gefundenen Effekte verantwortlich, da sie an die DNA binden und auch interkalieren

kann (Teel 1986, Thulstrup et al. 1999).

- 141 -



Ergebnisse und Diskussion

Zellzyklusverteilung

Der Einfluss der Ellagsdure und des Eichenholzextrakts auf die Verteilung der Zellen tiber die
Zellzyklusphasen wird untersucht. Die Zellzyklusverteilung wird durchflusszytometrisch
bestimmt (Abb. 86). Aufgrund der begrenzten Menge an vorhandenen Ellagtanninen konnten

diese Substanzen nicht in die Testung mit einbezogen werden.
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Abb. 86: Zellzyklusverteilung von 50.000 HT29-Zellen nach Synchronisation in der G;-Phase des Zellzyklus
und anschlieBender Inkubation mit (A) Ellagséure (36 h, 10 % FKS) und (C) Eichenholzextrakt bzw.
nach Synchronisation in der Gy/M-Phase und anschlieender Inkubation (36 h, 10 % FKS) mit (B)
Ellagsdure und (D) Eichenholzextrakt. Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw. n = 3-4;

Die HT29-Zellen wurden hierzu zuerst in einer bestimmten Phase synchronisiert um
auszuschlieen, dass sich ein mdglicher Effekt durch Beeinflussung der G;-Phase als auch der

G,/M-Phase authebt. Durch 24-stiindige Serumdepletion werden die Zellen in der G,-Phase
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arretiert und durch Inkubation mit Nocodazol (16 h, 40 uM) in der G,/M-Phase arretiert.
AnschlieBend folgt die 36-stiindige Inkubation (10 % FKS) mit DMSO (1 %) bzw. mit den
Testsubstanzen. Die HT29-Zellen verteilen sich {iber die Phasen des Zellzyklus
normalerweise wie folgt (Abb. 79): 60 % in der G;-Phase, 19 % in der S-Phase und 21 % in
der G,/M-Phase. Nach Synchronisation in der G;-Phase befinden sich 72,5 % in der G;-Phase,
12,5 % in der S-Phase und 15 % Gy/M-Phase. Nach Inkubation mit DMSO ist die
Normalverteilung wieder erreicht. Abbildung 78 zeigt die Effekte der Ellagsdure (A und B)
und des Eichenholzextrakts (C und D) auf die Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen nach
Synchronisation in der G;-(A und C) bzw. G,/M-Phase (B und D).

Ellagsdure und der Eichenholzextrakt konnen die Zellen nicht in der G;-Phase arretieren. Dies
steht im Widerspruch zu Ergebnissen, die die Gruppe um Narayanan in CaSki-Zellen
(epitheliale Zellen einer Cervix Karzinommetastase) bestimmen konnten. Die Arbeitsgruppe
zeigten konnte einen Arrest der Zellen in der G;-Phase nach 24- und 48-stiindiger Inkubation
mit 10 uM Ellagséure. Nach 72 Stunden konnte auch ein fiir Apoptose typischer Sub-G;-Peak
detektiert werden (Narayanan et al. 1999). Die Untersuchung der Arretierung in der G;-Phase
erwies sich als duferst schwierig, da sich auch in der Normalverteilung sehr viele Zellen in
der G;-Phase des Zellzyklus befinden und eine Synchronisation durch Serumreduktion zu
einem nicht signifikanten Anstieg an Zellen in dieser Zellzyklusphase fiihrte. Somit ist es
auch schwierig eine Aussage iiber die Arretierung der Zellen in der G;-Phase durch eine
Substanz zu machen. Auflerdem ist es mdglich, dass der beobachtet Arrest der CaSki-Zellen
iiber zellulire Mechanismen verursacht wird, die bei der Proliferation der HT29-Zellen
weniger von Bedeutung sind. Arbeiten in unserem Arbeitskreis zeigten, dass die Ellagtannine
und die Ellagsdure die Aktivitdt der Proteintyrosinkinase des isolierten EGFR potent hemmen.
Jedoch modulieren nur Castalagin und Grandinin und nicht das Hydrolyseprodukt die
Ellagsdure den Phosphorylierungsstatus des EGFR in HT29-Zellen (Fridrich et al. 2008,
angenommen). Diese Ergebnisse wiirden fiir einen Arrest in der G;-Phase nach Inkubation
mit Ellagtanninen und auch ellagtanninreichen Eichenholzextrakt sprechen, was aber nicht
bestitigt werden konnte. Die geringe Wirkqualitit der Ellagsdure auf Elemente der MAPK-
Kaskade (Fridrich et al. 2008, angenommen) steht im Einklang mit den Ergebnissen der
Zellzyklusuntersuchung. Wird davon ausgegangen, dass der Eichenholzextrakt aus 100 %
Castalagin besteht entsprachen 100 pg/ml Eichenholzextrakte ca. 16 uM Castalagin. In dieser
Konzentration ist die Aktivitit des EGFR in HT29-Zellen um iiber 50 % reduziert, was dafiir
spricht, dass der Eichenholzextrakt Substanzen erhilt, die die Wirkung auf Elemente

Proliferations-assoziierte Signalkaskaden authebt bzw. mindert.
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Nach Synchronisation der Zellen in der G,/M-Phase verteilen sich die Zellen {iber die Phasen
wie folgt: 13 % in der G,-Phase, 17 % S-Phase und 70 % G,/M-Phase. Durch 36-stiindige
Inkubation mit DMSO wird die Normalverteilung wieder anndhernd erreicht. Die Ellagséure
kann konzentrationsabhingig die Zellen leicht in der Go/M-Phase arretieren. Der Effekt ist
jedoch nicht signifikant. Ein noch schwiécherer Effekt kann durch den Eichenholzextrakt
beobachtet werden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die Topoisomerase-hemmende

Wirkung der Ellagsdure und der Ellagtannine auf zelluldrer Ebene eine marginale Rolle spielt.

Induktion von DNA-Strangbrtchen

Die Ellagtannine und ihr Hydrolyseprodukt Ellagsdure zeigen nur einen marginalen Einfluss
auf die Zellzyklusverteilung. Deshalb wird in einem weiteren Testsystem, dem Cometassay
getestet, ob die Substanzen in der Lage sind DNA-Strangbriiche zu induzieren und so
moglicherweise die gezeigte hoch potente Wirkung der Ellagtannine auf die Aktivitdt

isolierter Topoisomerasen auch in der intakten Zelle zum Tragen kommt (Abb. 87).

A B
6
1 1 DMSO 6
5 I Castalagin [—1DMSO
I VVescalagin 5 [ Ellagsaure
<) I Roburin E
=g I Grandinin <
g | =4
= =
c 3 )
@
s £ 31
= c
g 2 = 2
D 24

Z =
O =
D 14 @ 4 [

- | — |

DMSO 10 50 DMSO 10 50
Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Abb. 87: Cometassay: Induktion von DNA-Strangbriichen und oxidativen DNA-Schdden durch (A) die
Ellagtannine und (B) die Ellagsdure. Inkubation von HT29-Zellen unterschiedlichen Substanz-
konzentrationen (1 % DMSO, 1 h, serumfrei). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw.

Die Zellen wurden fiir eine Stunde serumfrei mit den Substanzen inkubiert und ein alkalischer
Cometassay durchgefiihrt. Bis zu einer Konzentration von 50 uM konnen Castalagin, Roburin

E und Grandinin keine DNA-Strangbriiche in HT29-Zellen induzieren (Abb. 87A). Einen
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marginalen Anstieg an Schweifintensitidt im Vergleich zur Kontrolle kann nach Inkubation
mit 50 uM Vescalagin beobachtet werden. Mit einer Schweifintensitit von 2,7 % ist jedoch
nur eine geringe Menge an DNA geschéddigt. Auch das Hydrolyseprodukt der Ellagtannine,
die Ellagsdure kann bis zu einer Konzentration von 50 uM keine DNA-Strangbriiche im

DNA-Riickgrat der HT29-Zellen induzieren (Abb. 87B).
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Abb. 88: Cometassay: Induktion von DNA-Strangbriichen und oxidativen DNA-Schiden durch den
Eichenholzextrakt. Inkubation von HT29-Zellen unterschiedlichen Extraktkonzentrationen (1 %

DMSO, 1 h, serumfrei). Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw.

Auch die Induktion von DNA-Strangbriichen durch das komplexe Gemisch an Ellagtanninen,
der Eichenholzextrakt wurde getestet (Abb. 88). Bis zu einer Konzentration von 50 pg/ml
kann keine signifikante Erhohung der Strangbruchrate beobachtet werden und die

Schweifintensitét von 2,56 %, die nach Inkubation mit 100 pg/ml gemessen werden ist nur

gering.
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Protektion der DNA vor Topoisomerasegift-vermittelten Strangbrtchen durch

Ellagtannine

Die Tannine und die Ellagsidure konnen weder als Einzelsubstanzen, noch als komplexes
Gemisch in Form eines Eichenholzextrakts DNA-Schidden in HT29-Zellen verursachen. Im
Zusammenhang mit den Ergebnissen an isolierten Topoisomerasen scheinen die Ellagtannine
in HT29-Zellen nicht als Topoisomerasegifte zu wirken. In weiterfilhrenden Versuchen soll
nun getestet werden, ob Ellagtannine, exemplarisch gezeigt an Castalagin, die DNA-
strangbrechende Wirkung von Camptothecin modulieren und somit wie die Anthocyanidine

als rein katalytischer Topoisomerasehemmstoffe wirken.
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Abb. 89: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Castalagin, gemessen mittels
Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden Konzentrationen an Castalagin und
anschliefend 1 h Koinkubation mit 100 uM Camptothecin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt
wurde die Schweifintensitdt, Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n = 3 — 4, *Signifikanter
Unterschied zur jeweiligen Kontrolle (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), * Signifikanter
Unterschied zu Camptothecin mit (*=p < 0,05; ™ = p <0,01; ** =p < 0,001)

Dazu werden die HT29-Zellen 30 min serumfrei mit Castalagin vorinkubiert und
anschlieBend mit dem Topoisomerase-I-gift Camptothecin (100 pM) koinkubiert. Die
Schweifintensitdt nach Koinkubation mit dem Ldsungsmittel DMSO (0,2 %) und
Camptothecin liegt bei 6,9 % und kann durch Koinkubation mit 10 uM Castalagin und

Camptothecin auf 3,7 % reduziert werden. Ab einer Konzentration von 50 uM Castalagin
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kann die Schutzwirkung von Castalagin gegeniiber dem Topoisomerase-I-Gift nicht mehr
beobachtet werden. Dementsprechend scheint Castalagin in den Kolonkarzinomzellen als
Hemmstoff der katalytischen Aktivitdit von Topoisomerase I zu wirken. Aufgrund der
limitierten Menge an Ellagtanninen, die zur Verfligung stand konnten keine weiteren
Untersuchungen zum Einfluss weiterer Ellagtannine auf die Camptothecin-vermittelten DNA-
Schiden durchgefiihrt werden. Auch die Ermittlung der Modulation der DNA-schadigenden
Wirkung von Topoisomerase-II-Giften konnte im Rahmen dieser Dissertation nicht ermittelt

werden.

[ 1DMSO
12 4| [ 100 uM Camptothecin
588 Castalagin + 100 uM Camptothecin
0 Delphinidin + 100 yuM Camptothecin
S
T
2
g °
= 25
O 44 ot
E SRR
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DMSO  Cpt 1 10 50
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Abb. 90: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Castalagin, verglichen mit
Delphinidin, gemessen mittels Cometassay. 30 min Vorinkubation mit den entsprechenden
Konzentrationen an Castalagin bzw. Delphinidin und anschlieBend 1 h Koinkubation mit 10 pM
Doxorubicin (serumfrei, 0,2 % DMSO). Bestimmt wurde die Schweifintensitdt (Intensitét des

Schweifes/Gesamtintensitét des ,,Kometen*), Abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw., n=3 -5,

Verglichen mit den Ergebnissen, die fiir die Schutzwirkung von Delphinidin vor
camptothecin-induzierten DNA-Strangbriichen ermittelt wurde, liegt der Effekt von
Castalagin in den gleichen Konzentrationen in einer dhnlichen Groflenordnung, ist jedoch
etwas weniger potent (Abb. 90). Auch der Anstieg der DNA-Schiadigung bei Koinkubation

von Camptothecin und Konzentrationen > 50 pM konnte auch bei Castalagin, wie bei
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Delphinidin beobachtet werden. Mdoglicherweise sind diese Ergebnisse durch einen DNA-
schiadigenden Effekt von im Zellkulturmedium gebildetem Wasserstoffperoxid im
Inkubationsmedium zuriickzufiihren. Castalagin (100 uM) bildet bei Inkubation von HT29-
Zellen (45 min, 10 % FKS, 1 % DMSO) bis zu 29,5 uM H,0O; (Abb. 91).

35
| | I Castalagin
30 Castalagin + Katalase [100 U/ml]

25

20

H,0, [UM]

15

10 +

Medium DMSO 1 10 50 100
Castalagin [uM]

Abb. 91: Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,0,-Gehalts im Zellkulturmedium nach Inkubation von
HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Castalagin nach 45 min in Abwesenheit
(ausgefiillte Balken) und Anwesenheit (gestreifte Balken) von 100 U/ml Katalase, n = 2 in einer

Doppelbestimmung, abgebildet sind die Mittelwerte + Stabw.

Es konnte fiir Delphinidin gezeigt werden, dass das gebildete Wasserstoffperoxid einen
Einfluss auf die biologischen Wirkungen des Anthocyanidins hat. Die Induktion von DNA-
Strangbriichen durch Delphinidin ist in Anwesenheit von 100 U/ml Katalase deutlich
verringert im Vergleich zur Inkubation ohne das Enzym. Verglichen mit Delphinidin
(75 uM), welches bis zu 11,5 uM H,0O, im Kulturmedium unter den gleichen
Inkubationsbedingungen akkumuliert (Kern et al. 2007), entstehen bei der Inkubation mit
Castalagin deutlich hohere Konzentrationen an dieser reaktiven Sauerstoffspezies (Abb. 91).
Daher sollten unbedingt die Ergebnisse dieser Arbeit, die an zelluldren Testsystemen
durchgefiihrt wurden mit Zusatz von Katalase zum Inkubationsmedium verifiziert werden.
Zudem sollten weiterfiihrende Untersuchungen zum Wirkmechanismus der Ellagtannine auch
in Anwesenheit von Katalase durchgefiihrt werden. Moglicherweise konnte dadurch auch eine
Modulation der DNA-strangbrechenden Wirkungen der Topoisomerasegifte in Castalagin-

konzentrationen > 50 uM detektiert werden. Dies konnte fiir Delphinidin bereits exemplarisch
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fiir die Modulation der DNA-strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin gezeigt werden

(Abb. 60).

Zusammenfassung und Diskussion - Ellagtannine

In Tabelle 11 sind die biologischen Wirkungen der Ellagtannine, der Ellagsdure und des

Eichenholzextrakts zusammengefasst.

Tab. 11:

Zusammenfassung der Ergebnisse der Untersuchungen der biologischen Wirkungen der Ellagtannine,

der Ellagsdure und des Eichenholzextrakts. n.g., nicht getestet; 1, Castalagin; 2, Vescalagin; 3,

Roburin E; 4, Grandinin; Cpt, Camptothecin; Topo, Topoisomerase; k.E., kein Effekt

Ellagtannine Ellagsaure Eichenholzextrakt
Einfluss auf das 1: ICso-Wert: 10,1 £2,4 uM 1Cso-Wert: 1Cso-Wert:
Wachstumvon HT29- | 5 1 Wert: 168+ 14uM | 39,8457 uM 60,5+ 2,3 ug/ml
Zellen

3: ICso-Wert: 27,1 £3,9 uM

4:1Csp-Wert: 22,7+ 1,9 pM
Wirkung auf humane Vollstdndige Hemmung der n.g. Vollstindige Hemmung
Topoisomerasen Topoisomeraseaktivitét ab: der Aktivitdt von:

Topo I: 500 nM (1-4) Topo I: ab 1 pg/ml

Topo lla: 50 nM (1-4) Topo Ilo/B: 500 ng/ml

Topo 11B: 500 nM (1 + 3)

1 uM (2 +4)

Beeinflussung der DNA- | Interkalation: n.g. Interkalation:

Integritat

kein Effekt bis 50 uM

Bindung an die kleine Furche:

kein Effekt bis 50 uM

Marginaler Effekt,
Plateau ab 25 pg/ml

Bindung an die kleine
Furche: Marginaler
Effekt, Plateau ab

10 pg/ml

Untersuchungen zur

Zellzyklusverteilung

n.g.

G;-Phase: kein
Arrest bis 100 uM

G,/M-Phase: kein

G;-Phase: kein Arrest
bis 100 pg/ml

G,/M-Phase: kein Arrest
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Arrest bis 100 uM | bis 100 pg/ml
Induktion von DNA- k.E. bis 50 uM (1-4) k.E. bis 50 uM k.E. bis 100 pg/ml
Strangbriichen
Protektion vor 1: Modulation der strang- n.g. n.g.
Topoisomerasegift- brechenden Wirkung von Cpt
induzierten (100 uM), Maximum: 10 uM

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ellagtannine als Einzelsubstanzen oder in Form
des Eichenholzextrakts die Integritit der DNA nur marginal beeinflussen. Sie wirken als
hochpotente Topoisomerasechemmstoffe (ECjo9o = 500 nM Ellagtannin, ECio9p = 1 pg/ml
Extrakt) aber induzieren bis zu einer Konzentration von 50 puM keine DNA-Strangbriiche.
Auch eine direkte Interaktion der Substanzen mit der DNA, als Interkalatoren oder ,,minor
groove binder“ kann ausgeschlossen werden. Aufgrund dieser Ergebnisse ldsst sich
mutmallen, dass die Substanzen das Topoisomerase-DNA-Intermediat nicht stabilisieren
konnen und so als rein katalytische Hemmstoffe der Topoisomerasen wirken. Allerdings
besteht auch die Moglichkeit, dass die Substanzen aufgrund ihrer hohen molaren Masse gar
nicht in die Zelle aufgenommen werden und damit in intakten Zellen keinen Einfluss auf die
Topoisomerasen besitzen. Dem entgegen steht jedoch, dass fiir Castalagin gezeigt werden
konnte, dass diese Substanz die strangbrechende Wirkung des Topoisomerase-I-Gifts
Camptothecin vermindern kann. Dies spricht dafiir, dass Castalagin als katalytischer
Hemmstoff der Topoisomerase I, das Enzym hemmt bevor dieses an die DNA binden kann
und so die Induktion von DNA-Strangbriichen und die Stabilisierung des Strangbruchs durch
ein Topoisomerasegift verhindert. Die potente Hemmung des Wachstums der HT29-Zellen ist
demnach nicht Topoisomerase-vermittelt.

Auch Ellagsédure besitzt keine DNA-schidigende Wirkung bis zu einer maximal eingesetzten
Konzentration von 50 pM. Die Substanz bewirkt auch keinen signifikanten Arrest in der G,/
M-Phase des Zellzykluses nach 36-stiindiger Inkubation von HT29-Zellen. Die fiir Ellagsdure
beschriebene Wirkung als Interkalanz (Teel 1986, Thulstrup et al. 1999) hat somit keinen
Einfluss auf die DNA-Integritdt von HT29-Zellen. Am isolierten EGF-Rezeptor konnte eine
potente Hemmung der Phosphotyrosinkinaseaktivitdt durch nanomolaren Konzentrationen an
Ellagsdure bestimmt werden. Im zelluldren Testsystem (HT29-Zellen) konnte jedoch kein
Einfluss auf Autophosphorylierung des Rezeptors, welche ein Mal} fiir die Rezeptortyrosin-
kinaseaktivitdt darstellt, bestimmt werden (Fridrich et al., im Druck). Dieses Ergebnis spiegelt
sich ebenfalls bei den Untersuchungen der Zellzyklusverteilung wieder, da die Substanz nicht

in der Lage ist die Zellen in der G;-Phase des Zellzyklus zu arretieren. Der hemmende Effekt
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der Ellagsdure auf das Wachstum der HT29-Zellen kann demnach nicht durch eine
Beeinflussung Proliferation-assoziierter Signalkaskaden erklirt werden. Auch ein artifizieller
Einfluss von H,O, kann ausgeschlossen werden, da in Anwesenheit von Ellagsdure
(2100 uM) im Zellkulturmedium keine Bildung der reaktiven Sauerstoffspezies gemessen
wurde (Esselen, unverdffentlichte Daten). Somit sind andere, als die in dieser Arbeit
untersuchten, Wirkmechanismen fiir das wachstumshemmende Potential der Ellagsdure
verantwortlich, wie beispielsweise die Induktion von Apoptose. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass Ellagsdure an Osteosarkomazellen Apoptose induziert (Han et al. 2006).

Der Eichenholzextrakt, das komplexe Gemisch aus Ellagtanninen und anderen Polyphenolen,
wirkt ebenfalls hemmend auf das Wachstum der humanen Kolonkarzinomzellen (HT29). Der
Extrakt wirkt dabei weniger potent als die bislang identifizierten Einzelsubstanzen, so dass er
neben den getesteten Ellagtanninen weitere weniger potente Substanzen enthalten muss.
Allerdings sollte beachtet werden, dass bisherige Untersuchungen zur Beeinflussung des
Zellwachstums durch den Eichenholzextrakt nur in Abwesenheit von Katalase durchgefiihrt
wurden. Das Ergebnis sollte daher unbedingt in Anwesenheit einer ausreichenden
Konzentration an Katalase wiederholt werden, um einen artifiziellen Effekt durch H,O,
auszuschliefen.

Durch Konzentrationen > 1 upg/ml Eichenholzextrakt lassen sich die Aktivititen der
Topoisomerasen I und II vollstindig hemmen, was dafiir spricht, dass die Ellagtannine auch
als komplexes Gemisch potente Topoisomerasechemmstoffe darstellen. Allerdings kann nicht
ausgeschlossen werden, dass andere bisher nicht identifizierte Extraktinhaltsstoffe an der
Hemmwirkung des Eichenholzextrakts beteiligt sind. Ein Beitrag von Interkalatoren oder
»minor groove binder” an der Topoisomerasechemmung durch den Eichenholzextrakt kann
ausgeschlossen werden, da die Extraktinhaltsstoffe in den verwendeten Testsystemen nur
einen marginalen Effekt aufwiesen.

Die Hemmung der Topoisomerasen durch den Eichenholzextrakt hat keinen Einfluss auf die
DNA-Integritidt in humanen Kolonkarzinomzellen, da weder DNA-Strangbriiche noch ein
Arrest des Zellzykluses in der G,/M-Phase nach Inkubation mit Eichenholzextrakt
(£ 100 pg/ml) gemessen werden konnte. Die potente Hemmung des Wachstums von HT29-
Zellen durch die getesteten Ellagtannine oder auch den Eichenholzextrakt kann nicht durch
die ermittelten Ergebnisse zum Einfluss der Substanzen auf die DNA-Integritit erklért
werden. Allerdings konnte die potente Wachstumshemmung durch die Testsubstanzen und

den Eichenholzextrakt durch im Zellkulturmedium akkumuliertes Wasserstoffperoxid
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verursacht worden sein. Daher ist es von grofler Bedeutung die bisher ermittelten Ergebnisse
durch den Einsatz von Katalase und Dismutation des Wasserstoffperoxids zu verifizieren.

Eine Aussage liber die erndhrungsphysiologische Relevanz der ermittelten Ergebnisse zur
Untersuchung der Topoisomerasechemmung und DNA-Schéidigung durch Ellagtannine ist
schwer zu treffen. Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Gruppe an
Polyphenolen keinen toxischen Einfluss auf die DNA-Integritit besitzt. Allerdings wurde
bisher nur eine geringe Anzahl an Ellagtanninen getestet, so dass eine Wirkung als
Topoisomerasegifte und auch die Induktion von DNA-Strangbriichen durch einige bisher
nicht getestete Ellagtannine nicht ausgeschlossen werden kann. Auch die Ergebnisse, dass der
Eichenholzextrakt keinen Einfluss auf die DNA-Integritét besitzt, lassen nicht den Schluss zu,
dass Polyphenole aus Eichenholz allgemein keinen Einfluss auf die DNA-Integritét besitzen.
Bisher wurde nur ein Eichenholzextrakt (Quercus alba) untersucht, doch unterschiedliche
Eichenarten enthalten unterschiedliche Ellagtanninmuster (Cadahia et al. 2001). Daher sollten
auch andere Eichenholzextrakte und weitere Ellagtannine auf ihr Potential zur Hemmung
humaner Topoisomerasen, Wirkung als Topoisomerasegift in humanen Kolonkarzinomzellen

und die Beeinflussung der DNA-Integritét untersucht werden.
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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es zur Aufklirung der Beeinflussung von humanen
Topoisomerasen und der DNA-Integritit durch polyphenolische Substanzen und
polyphenolreiche Extrakte beizutragen.

Der Einfluss des akkumulierten H,O, auf die wachstumshemmende Wirkung des
Anthocyanidins Delphinidin ist bereits beschrieben (Kern et al. 2007). Die vorliegende
Dissertation zeigt auf, dass auch die beschriecbene DNA-schidigende Wirkung von
Delphinidin (Habermeyer et al. 2005), sowie das Ausbleiben einer antioxidativen Wirkung
des Anthocyanidins unter Zellkulturbedinungen (Pool-Zobel et al. 1999, Lazz¢é et al. 2003)
teilweise auf das gebildete H,O, zuriickzufiihren ist. Die Inkubation mit polyphenol-/
anthocyanreichen Extrakten fiihrt ebenfalls zur Bildung von H,0O,. Der Einfluss des
gebildeten H,0O, auf die biologischen Wirkungen der anthocyan-/polyphenolreichen Extrakte
wurde im Hinblick auf ihre wachstumshemmenden Eigenschaften an HT29-Zellen gezeigt.
Des Weiteren wurde auch fiir die FEllagtannine Castalagin und Grandinin sowie den
ellagtanninreichen  Eichenholzextrakt eine starke Akkumulation von H,O, im
Zellkulturmedium in vitro nachgewiesen (Esselen, personliche Mitteilung). Insgesamt zeigen
diese Daten, dass alle in dieser Arbeit untersuchten Polyphenole oder polyphenolreichen
Extrakte mit Ausnahme der Ellagsdure Wasserstoffperoxid im Zellkulturmedium generieren.

Die H,0,-bildende Wirkung kann wie folgt zusammengefasst werden:

Castalagin = Grandinin > Delphinidin >> Malvidin = Ellagsiure

Durch Zusatz von 100 U/ml Katalase zum Inkubationsmedium wird das akkumulierte H,O,
nahezu vollstdndig dismutiert. Daher sollten in vitro-Untersuchungen mit polyphenolischen
Substanzen oder Substanzgemischen zumindest auch im Vergleich mit Katalase durchgefiihrt
werden, um auszuschlieBen, dass die beobachteten biologischen Wirkungen nicht durch
gebildetes H,O, hervorgerufen werden.

Diese Arbeit zeigt, dass die in Abwesenheit von Katalase bestimmten Delphinidin-
vermittelten DNA-Strangbriiche (Habermeyer et al. 2005) zum groBten Teil durch
akkumuliertes Wasserstoffperoxid verursacht wurden. Delphinidin selbst (< 100 pM) weist
nur eine marginale DNA-strangbrechende Wirkung auf. Diese Strangbriiche konnen indirekt
durch die Hemmung der katalytischen Aktivitit der Topoisomerasen und damit verbundenem

topologischen Stress begriindet werden (Deming et al 2001, Larsen et al. 2003).
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Auch die Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung bestétigen, dass Delphinidin nur einen
marginalen FEinfluss auf die DNA-Integritit von HT29-Zellen besitzt, da Delphinidin
(£ 100 uM) keinen Zellzyklusarrest in der Go/M-Phase bewirkt. Unerwarteterweise erhoht
Malvidin die Anzahl an HT29-Zellen in der G,/M-Phase des Zellzyklus bereits in einer sehr
niedrigen Konzentration von 1 uM signifikant. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte
bisher nicht aufgekliart werden. Malvidin hemmt weder die Aktivitit humaner Topoiso-
merasen (Habermeyer et al. 2005), noch die Tubulinpolymerisation (Roth 2006). Auch die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Beeinflussung der Gentranskription einer
Vielzahl von Zellzyklus-assoziierten Genen mittels eines Oligoarrays lieferten keine
Erkenntnisse, die zur Aufkldrung des Wirkmechanismus von Malvidin beitragen.

Delphinidin hemmt potent die Aktivitdt von humanen Topoisomerasen (Habermeyer et al.
2005). Im Gegensatz zu anderen Flavonoiden stabilisiert Delphinidin auch in humanen
Kolonkarzinomzellen nicht das Topoisomerase-DNA-Intermediat. Es wirkt somit als rein
katalytischer Hemmstoff und nicht als Topoisomerasegift. Des Weiteren moduliert
Delphinidin die DNA-strangbrechende Wirkung der, in der Chemotherapie eingesetzten
Topoisomerasegifte Camptothecin, Etoposid und Doxorubicin in HT29-Zellen. Jedoch zeigte
sich hierbei ein Wirkoptimum bei einer Konzentration von 10 uM Delphinidin. Zusétzlich ist
Delphinidin in der Lage die Stabilisierung des Topoisomerase-II-DNA-Intermediats durch
Doxorubicin zu vermindern. Basierend auf diesen Ergebnissen ldsst sich fiir Delphinidin
folgender Wirkmechanismus postulieren: Delphinidin wirkt als katalytischer Hemmstoff der
Topoisomeraseaktivitét, der die Enzyme inaktiviert bevor diese an die DNA binden und einen
Strangbruch induzieren.

Bisherige Untersuchungen beschriankten sich auf die Aufkldrung des Wirkmechanismus der
Aglyka, die jedoch in Nahrungsmitteln als Glykoside (Anthocyane) vorliegen. Den
Anthocyanen wurden bislang weniger potente zelluldre Effekte als den Aglyka zugesprochen
(Meiers et al. 2001, Cooke et al. 2005). Daher stellte sich die Frage, ob auch anthocyanreiche
Extrakte die Topoisomeraseaktivitdt im Hinblick auf die DNA-Integritdt beeinflussen.

Die in dieser Arbeit untersuchten anthocyanreichen Extrakte hemmen potent die Aktivitét
humaner Topoisomerasen. Des Weiteren stabilisieren sie bis zu einer Konzentration von
100 pg/ml nicht das kovalente Enzym-DNA-Intermediat in HT29-Zellen, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Extraktinhaltsstoffe, vergleichbar mit Delphinidin, als
rein katalytische Topoisomerasehemmstoffe agieren. Eine Bindung an die DNA-Furchen wie
sie fiir Delphinidin gezeigt wurde (Habermeyer et al. 2005), wiesen die Extraktinhaltsstoffe
nicht auf. Zudem induzieren die Extrakte keine DNA-Strangbriiche (< 50 pg/ml) und
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bewirken keinen Zellzyklusarrest in der Go/M-Phase (< 250 pg/ml), so dass der Einfluss der
polyphenolischen Extraktinhaltsstoffe auf die DNA-Integritit als gering einzustufen ist.
Vergleichbar mit Delphinidin modulieren auch die Extrakte die DNA-strangbrechende
Wirkung von Topoisomerasegiften. Basierend auf diesen Ergebnissen ldsst sich sagen, dass
neben den Aglyka auch anthocyanreiche Extrakte in erndhrungsphysiologisch relevanten
Konzentrationen die Aktivitdit von humanen Topoisomerasen beeinflussen und die
strangbrechende Wirkung von Topoisomerasegiften modulieren. Es ist daher erforderlich
diese Ergebnisse in vivo zu verifizieren, um so eine mdogliche Schutzwirkung von
Anthocyanen und anderen Polyphenolen vor Topoisomerasegiften lokal im
Gastrointestinaltrakt aufzuzeigen.

Weiterhin konnte im Rahmen diese Dissertation bestimmt werden, dass die getesteten
Ellagtannine sowie die Ellagsédure die Aktivitdit humaner Topoisomerasen im zellfreien
System hemmen. Dabei wirken nicht nur die FEinzelsubstanzen als potente
Topoisomerasehemmstoffe, sondern auch ein komplexes Gemisch an Tanninen in Form eines
Eichenholzextraktes. Weiterfilhrende Untersuchungen zur Wirkung der Ellagtannine als
Topoisomerasegifte sollten an kultivierten Zellen durchgefiihrt werden, um die Relevanz
einer potenten Topoisomerasechemmung fiir intakte Zellen zu erfassen.

Vergleichbar mit den anthocyanreichen Extrakten weisen die Ellagtannine und der
Eichenholzextrakt keine Wirkung auf die DNA-Integritit in zellfreien und zelluldren
Testsystemen auf. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Ellagtannine keine Stabilisierung des
Topoisomerase-DNA-Intermediats bewirken. Des Weiteren konnte filir Castalagin,
vergleichbar mit der Wirkung von Delphinidin eine Modulation der strangbrechenden
Wirkung von Camptothecin (100 uM) bestimmt werden. Dieses Ergebnis legt nahe, dass
Castalagin in die Zelle gelangt und als katalytischer Hemmstoft die Topoisomerase hemmt
bevor das Enzym an die DNA binden und einen Strangbruch im Zucker-Phosphat-Riickgrat
induzieren kann.

Die bisherigen Ergebnisse der in vitro-Studien deuten darauf hin, dass Polyphenole aus
Beerenfriichten, roten Weintrauben und Eichenholz die Aktivitdt humaner Topoisomerasen
hemmen und die strangbrechende Wirkung von Topoisomerasegiften modulieren. Jedoch
kann nicht ausgeschlossen werden, dass in vivo durch Metabolisierung Produkte entstehen,
die andere Wirkungen aufweisen als die Ausgangsverbindungen. Deshalb sind im Rahmen
einer Risikobewertung von anthocyan-/polyphenolreichen Nahrungsergénzungsmitteln in

vivo-Untersuchungen unabdingbar.
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Material

Gebrauchs- und Bedarfsgegenstande

Zellkultur

Pipetten

Zellaufarbeitung
Plastikgefalie

GlasgefalRe/-gerate

Boxen

Elektrophorese

Petrischale & S5cm, 10cm
Kulturflaschen

24 — Lochplatte, steril
Eppendorfpipetten, research (2,5; 10; 20;
100; 200; 1000; 5000 pl)
Pipettenspitzen (blau, gelb, klar)
Pipettenspitzen (5 ml)

Multipette

Multipettenaufsétze (1, 5, 10 ml)
Glaspipetten

Pasteurpipetten

Zellschaber

Eppendorfreaktionsgefafie (1,5 ml; 2ml)
5 ml Réhrchen

13 ml Réhrchen

15 ml Réhrchen

50 ml Réhrchen

96-Lochplatte

Polyallomerréhrchen (13 ml)
Inkubationsgefal fiir Objekttrager
Superfrost Objekttrager

Deckglaser

Neubauer-Zahlkammer

Objekttrager einseitig angerauht
Papierbox fiir Eppendorfreaktionsgefilie
OT — Box, Plastik

1,5 mm Papiere

Hybond-C Nitrozellulosemembran
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Nunc, Sarstedt
Nunc, Sarstedt
Greiner

Eppendorf

Sarstedt
Roth/VWR
Eppendorf
Eppendorf
VWR

Roth

Nunc

Roth

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt
Greiner
Beckmann Coulter
VWR
Menzel-Gléser
Menzel-Gléser
Roth
Menzel-Gléser
Sarstedt

VWR
Whatman und

Schleicher & Schuell
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Chemikalien

Agarose:

- peqGOLD Universal Agarose

- Low melting agarose

- Normal melting agarose

ATP

BSA
Bromphenolblau
Céasiumchlorid
CHAPS
DAPI/SR 101

Dimethylsulfoxid f. Molekularbiologie

Dimethylsulfoxid p.a.
Dithiothreitol (DTT)
DMEM

EDTA

EGTA

Essigsdure

Ethanol
Ethidiumbromid
Fotales Kélberserum (FKS)
Glycerol

Glycin

Harnstoff
Hefe-Extrakt
HEPES

Hoechst H33258
Isopropanol
Kalbsthymus-DNA
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kaliumhydroxid
kDNA
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Peqlab
Biorad
Biorad
Sigma
Roth
Serva
Roth
Roth
Partec
Roth
Roth
Roth
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Roth
Roth
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Gibco
Roth
Fluka
Roth
Fluka
Roth
Merck
J.T. Baker
Topogen
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M-0
P-R
5-7

Kupfersulfat

Lumiglo®
Magnesiumchlorid
Methanol

Menadion

Milchpulver

Mineral6l

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Na-Lauroylsarcosine sodium salt
[N-Morpholino]propansulfonsiure
(MOPS)

Nocodazol
Penicillin/Streptomycin
PMSF

Puromycin

RPMI 1640

Salzsdure

Spermin

Spermidin

Sulforhodamin B

Tris

Tris Base
Trichloressigsdure (TCA)
Triton X-100

Trypanblau

Trypsin

Trypton

Tween-20
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Merck

Cell Signaling Technology
Merck

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma

Roth

Sigma
Invitrogen
Alexis
Sigma
Invitrogen
Roth
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Roche
Roth

Roth
Sigma
Serva
Sigma

Sigma
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Kits

Wasserstoffperoxiddetektion Amplex®-Red-Assay-Kit Sigma-Aldrich, Invitrogen
RNA-Isolierung RNeasy Kit Quiagen
Plasmidpréparation DNA-Maxi-Préiparation Quiagen

Mikrogelelektrophorese Agilent 6000 RNA Pico Kit  Agilent

Array AMP-true-labeling Superarray
Array OHS-802 Superarray
Antikorper
Anti-Topo | Topo I (H-300), sc-10783 Santa Cruz
Anti-Topo Il Topo II a (H-231), sc-13058 Santa Cruz
Topo II B (H-286), sc-13059 Santa Cruz
Zweitantikorper Goat anti-rabbit [gG-HRPconjugated Santa Cruz
Enzyme
Restriktionsverdau  Eco RI MBI Fermentas
Pvu Il MBI Fermentas
Rsal MBI Fermentas
Proteinase K Proteinase K Sigma
Topoisomerasen Topoisomerase I (2 mg/ml) Prof. Boege, Diisseldorf
Topoisomerase II a (4 mg/ml) Prof. Boege, Diisseldorf
Topoisomerase II B (2 mg/ml) Prof. Boege, Diisseldorf

- 159 -



Material und Methoden

Feinchemikalien und Testsubstanzen

Anthocyanidine

Anthocyanreiche Extrakte

Ellagsaure

Ellagtannine

Topoisomeraseinhibitor

Topoisomerasegifte

Verwendete Gerate

Autoklav

Bakterienschuttler

Bioanalyzer

Delphinidin
Malvidin
Mirtoselect
Oenocyanine
Ellagsédure
Castalagin
Grandinin
Roburin E
Vescalagin
ICRF-187
Camptothecin
Etoposid

Doxorubicin

Systec D-150

Unitron

Agilent 2100 Bioanalyzer

G2939A

Blotting

MINIFOLD™II Slot Blot System,

Item # 104H7800

Brutschrank

Detektionsgerat

BINDER, CB210 #05-82825

LAS3000 FUJIFILM intelligent

dark box, B 00001851

Software: Image Reader LAS
3000 V2.1; AIDA V3.52.046

- 160 -

Extrasynthese, Denay, FRA
Extrasynthese, Denay, FRA
Prof. Gescher, Leicester, GB
Prof. Gescher, Leicester, GB
Extrasynthese, Denay, FRA
Prof. T. Hofmann, Miinchen
Prof. T. Hofmann, Miinchen
Prof. T. Hofmann, Miinchen
Prof. T. Hofmann, Miinchen
Prof. Boege, Diisseldorf
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Systec GmbH, Weitenberg

INFORS AG, Bottmingen,
CH

Agilent

Whatman® Schleicher &
Schuell, Sanford, UK

BINDER, Tuttlingen

Raytest Isotopenmefgerite

GmbH
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Durchflusszytometer

Elektrophoresekammer

Gasprofi

Heizblock

Hybridisierungsofen

Kihl-/ Gefrierschranke

Magnetrihrer

Mikroskope

IDA Image Documentation &
Analysis, B 00001852

Partec PAII

Partec Flow Max V 2.4b
Modell 41-2025 (Comet Assay)
Modell 40-1214 (Topo Assays)
15Cs

Gasprofi

91D1200

HB-1000 Hybridizer

Kiihlschranke
Kiihl-/Gefrierkombination
Gefrierschrianke
Ultra low temperature freezer
Modell: U725-86 EU
IKA® RH basic 2
Magnetic Stirrer HI 300N
Axiovert 40C
Objektive:

- A-Plan, 5x/0,12 PhO

- CP-A Chromat 10x/0,25
Phl

Okular: P110x/18

Axioskop

Objektiv: Plan-Neoflux 100x/1,3
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Raytest Isotopenmef3gerite

GmbH

Partec GmbH, Miinster

Peqlab Biotechnologie
GbmH, Erlangen

WCD-TEC GmbH, Géttingen

Peqlab Biotechnologie
GbmH, Erlangen

UVP Labotatory Products,
Peqlab

Liebherr

New Brunswick Scientific

IKA® - Werke, Staufen

HANNA instruments

Zeiss

Zeiss
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Nanodrop®

pH-Meter

Pipettus

Plattenlesegerat

Schittler

oil 440480

Okular: P1 10x/20

Kamera: Pulnix PE2020P

Filter: 365 FT 395, LP 420

UV: BP 450-490, FT 510, LP 520

Software: Comet Assay III V3.0  Perceptive Instruments
ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc.,
Software: ND-1000 V 3.2.1 Wilmington, DE, USA

pH 211 Microprocessor pH Meter HANNA instruments
Elektrode: HI 1131

Hirschmann Laborgerite
Victor'V 1420 Multilable Counter ~Perkin-Elmer
Modell: 1420-040
Filter:
F 570/8 (1420-520)
F 355
F 595/10 (1420-5690)
F531/25 (1420-5680)
F 390/20 (1420-501)
F 595/60 (1420-5690)
F 460
F 520/10 (1420-549)

Thriller, 1,5 ml Peqlab Biotechnologie

GbmH, Erlangen
Uberkopfschiittler Roto-Shake- Scientific Industries
Genie

Mini Rocker MR-1 Peqlab Biotechnologie
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Schweil3gerat

Sterilbanke

Stromgeber

Thermocycler
Trockenschranke

Vakuumpumpe

Vortex

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen

Severin Folio
Kojair KR-170 BW
Heraeus HS12

electrophoresis power supply,

EV231

Consort E835 power supply
MJ Research PTC-200
Heraeus, Memmert

Vakuum-Sicherheits-

Absaugsystem, AZ102/AZ104
Vortex-Genie 2

MS 1 Minishaker
Analysenwaage CP1245

Grobwaage KERN 434

SW-2004
Regler Modell 1112A

Zytofuge: Megafuge 1.0R

Eppendorf Centrifuge 5417R
Eppendorf Centrifuge 5415D
Ultrazentrifuge Centrikon T-1080

Mit Rotor TST 41.14 —41000rpm
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Kojair Tech Oy, Finland
Heraeus instruments, Hanau

Peqlab Biotechnologie
GbmH, Erlangen

Peltier Thermal Cycler
Heraeus

HLC, Bovenden

Scientific Industries
IKA®
Sartorius AG, Gottingen

Gottl. Kern & Sohn GmbH,
Albstadt

VWR

Heraeus, Thieme

Labortechnik GmbH
Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg

Kontron Instruments
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Zellkultur

verwendete Zelllinien

MCF-7-Zellen

Die MCF-7-Zellen wurden 1970 aus einem pleuralen Erguss einer 69-jdhrigen Frau
kaukasischen Typs mit einem metastasierenden Mammakarzinoms etabliert. Die Zellen
besitzen die Fihigkeit Polylayer zu formen.

Diese Zellen konnen in 70 % RPMI 1640, 20 % fotalem Kéilberserum (FKS) und 10 %
DMSO bei mindestens -80 °C gelagert werden. MCF-7-Zellen werden bei 37 °C, 95 %
Luftfeuchte und 5 % CO; in RPMI mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)
kultiviert. Die Verdopplungszeit dieser Zelllinie betrdgt etwa 50 Stunden (Range: 30 bis 72

Stunden) unter den angegebenen Bedingungen.

HT29-Zellen

Die Kolonkarzinomzelllinie HT29 wurde aus einem primdren Adenokarzinom einer 44 Jahre
alten Frau kaukasischen Typs etabliert. Die Zelllinie zeichnet sich durch ein adhérentes
Wachstum sowohl in groBen Kolonien mit epithelialen Zellen als auch in Monolayern aus.

Diese Zellen konnen in 70 % DMEM, 20 % FKS und 10 % DMSO bei mindestens -80 °C
gelagert werden. HT29-Zellen werden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchte und 5 % CO, in DMEM
mit 10 % FKS und 1 % P/S kultiviert. Die Verdopplungszeit dieser Zelllinie betrigt etwa 40

bis 60 Stunden unter den angegebenen Bedingungen.

Mediumwechsel

Um gleichméBiges Wachstum zu gewdhrleisten sollte das Medium bei Bedarf gewechselt
werden. Zur Erkennung ist dem Medium der Farbstoff Phenolrot zugesetzt, welcher im sauren
Milieu von rot nach gelb umschlédgt. Die Zellen verbrauchen die Néhrstoffe aus dem Serum
und dem Medium und setzen Abfallprodukte frei, was zur Absenkung des pH-Wertes fiihrt.
Das verbrauchte Medium wird abgesaugt und durch auf 37 °C vorgewarmtes Kulturmedium

ersetzt.

- 164 -



Material und Methoden

Passagieren

Bendtigte Materialien und Puffer

PBS 10 x PBS: 50 ml
1710 mM NaCl
100 mM Na,HPO,
34 mM KCI
18 mM KH,POg4
pH 7.4, mit H,Opjigest auffiillen
1 x PBS autoklavieren
Trypsin 500 mg Trypsin (Rinderpankreas, 3,6 U/mg) 5—-10ml
250 mg EDTA
100 ml 10 x PBS
mit H;Opigest auffiillen, i{iber Nacht auf Eis
riihren, pH-Wert tiberpriifen (7,0 bis 7,4), steril
filtrieren  (PorengréfBe: 0,22 pum) und
aliquotieren (5 ml), Lagerung bei -20 °C

Wird ein konfluentes Wachstum erreicht ist es notig die Zellen zu passagieren, das bedeutet
sie in niedriger Zelldichte wieder neu zu kultivieren. Wenn die Zellen in Polylayern zu
wachsen beginnen sinkt die Proliferationsrate, Zellen konnen absterben und auch eine
komplette Ablosung des Zellrasens ist moglich.

Zum Passagieren wird das alte Medium abgesaugt und die Zellen werden mit vorgewédrmtem
sterilen 1 x PBS gewaschen um Mediumreste und tote Zellen zu entfernen. Um die
verwendeten Zellen (HT29, MCF-7) vom Kulturflaschenboden zu 16sen werden diese mit
Trypsinlosung bei 37 °C fiir ca. 2,5 min angedaut. Damit die Zellen nicht zu stark durch das
proteinverdauende Trypsin geschidigt werden wird die Wirkung des Trypsins durch die
Zugabe von proteinreichem FKS-haltigem Medium gestoppt. Es werden 10 ml Kulturmedium
auf die Zellen gegeben und diese gut resuspendiert. Etwa 0,5 ml Zellsuspension werden zur

Weiterkultivierung eingesetzt.
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Zellzahlbestimmug

Um gleiche Bedingungen bei den Versuchswiederholungen zu gewihrleisten sollte immer die
gleiche Anzahl an Zellen eingesetzt werden. Dazu muss die Zellzahl der Zellsuspension nach
Trypanblaufirbung lichtmikroskopisch mit der Neubauerzihlkammer bestimmt werden.
Lebende Zellen zeichnen sich durch die Féahigkeit aus den Farbstoff aus der Zelle wieder
herauszutransportieren.

Es werden 4 x 4 Felder der Kammer (s. Abb) ausgezéhlt. Aus den ermittelten Werten wird der
Mittelwert bestimmt, der mit dem entsprechenden Verdiinnungsfaktor und mit 10.000 (Faktor

der Zéhlkammer) multipliziert um die Anzahl der Zellen pro Milliliter zur bestimmen.

1 mm 02mm  005mm 0,25mm
— o~ . — —— o ——

Tele Neubauer
0.100mm Improved

|
il =

INN-1H9 8

L 0,0026mm?

J

A

Abb. : Die Neubauerziahlkammer

Mykoplasmentest

Mykoplasmen sind die kleinsten sich selbst vermehrenden Prokaryonten. Sie konnen den
Sterilfilter ungehindert passieren und so die Zellkultur verunreinigen. Daher ist es wichtig,
dass regelmiBig auf Mykoplasmenverunreinigung iiberpriift wird. Dazu werden Zellen auf
einem Superfrostobjekttriger ausgestreut und mit Methanol fixiert. Durch DAPI-Fiarbung
konnen nun die Mykoplasmen detektiert werden, welche als kleine blaugefdrbte runde

Korperchen unter dem Fluoreszenzmikroskop erscheinen.
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Benotigte Materialien und Puffer

Materialien Superfrost-Objekttriager (OT, steril)

DAPI/SR 101-L6sung 200 mM Tris
200 mM NacCl
8 uM DAPI (4°,6’-Diamidino-2-phenylindol-
dihydrochlorid)

50 uM SR 101 (Sulforhodamin 101)
In H;Opigest 16sen und pH 7,6 einstellen

Methanol p.A., -20 °C

Durchfihrung

e Der OT wird in eine Petrischale (& 10 cm) mit 10 ml Kulturmedium gegeben und
wenige Tropfen Zellsuspension werden darauf pipettiert
e Ablegen der Zellen auf dem OT, bei 37 °C, 5 % CO,, und 95 % rel. Luffeuchte fiir ca.
48 h
e Das Medium wird abgesaugt und der OT wird mit Methanol (-20 °C) abgespiilt
e Die Zellen werden auf dem OT fixiert: mind. 30 min bei -20 °C in Methanol
e Es werden zwei bis drei Tropfen DAPI/SR 101-Lésung auf den OT pipettiert und mit
einem Deckglas bedeckt
e Die Detektion erfolgt am Fluoreszenzmikroskop:
0 Zellkern und DNA: blau (DAPI)
0 Proteine: rot (SR 101)
0 Mycoplasmen: blau (DAPI), klein, gleichmiBig rund, leuchtend

Einfrieren von Zellen

Die Zellsuspension wird in Aliquote & 1 ml aufgeteilt und diesen werden je 100 ul DMSO
p.A. zugegeben. Diese Mischung wird nun bei -20 °C gefroren und kann nach 24 h fiir mehrer
Wochen bei -80 °C gelagert werden. Fiir ldngere Lagerzeiten sollten die Zellen in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt oder alternativ mit Styropor und Kunststofffolie gut isoliert bei -80 °C

direkt eingefroren werden.
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Auftauen von Zellen

Die gefrorenen Zellen werden vorsichtig und ziigig im Wasserbad (37 °C) aufgetaut und
sofort in 9 ml Medium (20 % FKS) gegeben um die toxische DMSO-Konzentration von 10 %
auf 1 % zu senken. Die Zellsuspension wird bei maximal 300 g fiir 5 min bei RT zentrifugiert
und der Uberstand abdekantiert. Die Zellen werden in Medium (20 % FKS) resuspendiert und
in einer kleinen Kulturflasche (25 cm?) kultiviert. Wenn die Zellen ihre regulire
Verdopplungszeit erreicht haben kann der FKS-Gehalt im Medium auf 10 % heruntergesetzt

und die Zellen in groflen Kulturflaschen kultiviert werden.

H,0, — Akkumulation im Zellkulturmedium (Amplex® Red Kit)

Polyphenole bilden im Zellkulturmedium unter bestimmten Vorraussetzungen Wasserstoft-
peroxid. Das akkumulierte H,O, beeintrachtigt moglicherweise die Wirkung der Substanz und
um die Substanzwirkung zu untersuchen sollte das gebildete Wasserstoffperoxid durch
Katalase dismutiert werden.

Es werden 40.000 HT29-Zellen pro Loch in einer 24-Lochplatte ausgestreut und fiir 48 h
anwachsen gelassen. Die Inkubation erfolgt in serumhaltigen (10 % FKS) Medium mit einem
Losungsmittelanteil von 1 %. Die H,0,-Bildung im Medium wird mittels Amplex®-Red-
Assay-Kit nach 15 min, 45 min und 72 h bestimmt. Dazu werden je 2 x 50 pl Medium pro
Inkubationsansatz aus dem Inkubationsloch entnommen.

Der Test beruht darauf, dass das Amplexrotreagenz in Gegenwart von Peroxidase mit H,O; in

einem Verhéltnis von 1 : 1 zu Resorufin, einem fluoeszierenden Oxidationsprodukt reagiert

(s. Abb.).

| H,0,, Meerrettich-

/@ND\ peroxidase ﬁND\
HO 0] OH 0] 0] OH

10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin Resorufin

v
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Abb. : Peroxidase-katalysierte Reaktion von Amplexrot (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxzin) und

Wasserstoffperoxid zu fluoreszierendem Resorufin

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 24-Lochplatte, 96-Lochplatte

Amplex®-Red-Assay Kit:

10 mM Amplexrotlésung 1 Roéhrchen Amplexrot (A) und DMSO (B)
langsam auf RT bringen und das Amplexrot
direkt vor Gebrauch in 60 ul DMSO 16sen

1 x Reaktionspuffer 4 ml 5 x Reaktionspuffer (C) in 16 ml H,Opjgest

10 U/ml Peroxidase Komponente D in 1 ml 1 x Reaktionspufter

20 mM H,0,-Arbeitslosung 3 %ige H,0,-Losung (E) in entsprechendem

Volumen an 1 x Reaktionspuffer

Eichreihe

e Herstellung einer 20 uM H,O,-Arbeitslosung (20 mM, 1 : 10 und dann 1 : 100)
e Herstellen der Eichreihe

Endkonzentration [uM] H,0,-Ldsung [20 uM] 1 x Reaktionspuffer
0 60
1 6 54
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2 12 48
3 18 42
4 24 36
5 30 30

Im Assay wird noch einmal 1 : 1 verdiinnt!
50 pl jeder Eichkonzentration in ein Loch einer 96-Lochplatte geben.
Herstellen der Reaktionslosung
0 50 ul 10 mM Amplexrot-Losung
0 100 pl HRP-Stammlésung (10 U/ml)
0 4,85 ml I x Reaktionspufter
50 pl Reaktionslésung in jedes Loch zu den Eichlosungen geben (Reaktionsstart)
Inkubation fiir 30 min bei RT im Dunkeln

Messung der Absorption bei 570 nm
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Durchftihrung

e Plattenbefiillung:
0 Positivkontrolle: 50 pl einer 10 uM H,0O,-Ldsung
0 Negativkontrolle: 50 pl 1 x Reaktionspuffer
0 Probe: 50 ul Probe (evtl. verdiinnen, da Eichreihe nur bis 5 uM)
e Herstellen der Reaktionslosung
0 50 ul 10 mM Amplexrot-Losung
0 100 pl HRP-Stammlésung (10 U/ml)
0 4,85 ml 1 x Reaktionspuffer
e 50 pl Reaktionslosung in jedes Loch zu den Proben geben (Reaktionsstart)
e Inkubation fiir 30 min bei RT im Dunkeln

e Messung der Absorption bei 570 nm

Wachstumshemmung (Sulforhodamin B (SRB) — Test)

Zur Detektion der Wachstumshemmung wird der sogenannte SRB-Test mit HT29-
Zellen durchgefuhrt. Hierbei werden in 24-Lochplatten 4.500 HT29-Zellen/pro Loch
ausgestreut und fur 48 Stunden anwachsen gelassen. Die Inkubation der Zellen fur
72 Stunden erfolgt in einem Milliliter serumhaltigem Medium mit der entsprechenden
Substanzkonzentration mit einer Losungsmittelkonzentration von 1 %. Es wird je eine
Spalte der Platte mit der gleichen Konzentration (vierfach Bestimmung) an Substanz
inkubiert.

Abb. : Sulforhodamin B (SRB)

Benotigte Materialien und Puffer

-171 -



Material und Methoden

Materialien Multipette mit Aufsédtzen

(5 ml und 10 ml)

Fixierreagenz 50 %ige (w/v) Trichloressigsdure (TCA)

Farbereagenz 0,1 %ige (w/v) Sulforhodamin-B-Losung in

1 %iger (v/v) Essigsédure

Waschldsung | HOvidest. 0der HaOgest.
Waschlosung 11 1 %ige (v/v) Essigsdure
Detektionslosung 10 M Tris Base, pH 10
Durchftihrung

250 ml
11

21
21

Durch Zugabe von je 100 pl Fixierreagenz pro Loch fiir 1 h bei 4 °C werden die noch

lebenden Zellen am Plattenboden fixiert.

Viermal vorsichtig mit Waschlosung I waschen und im Dunkeln trocknen lassen

Mit 250 pl Fiarbereagenz fiir mindestens 30 min. im Dunklen anférben

Zweimal mit Waschlosung II vorsichtig waschen

Zweimal mit Waschlosung I vorsichtig waschen und im Dunkeln trocknen

Herauslosen des Farbstoffs aus den Zellen mit der entsprechenden Menge an

Detektionslosung, Absorptionswert fiir DMSO-Kontrolle bei 0,8 - 1,5 (mind. 300 ul)

Detektion durch Absorptionsmessung bei 570 nm mit dem Plattenlesegerit Viktor V°

Auswertung

Die vier Absorptionswerte der Probe bzw. der DMSO-Kontrolle werden gemittelt. Die

Eigenfluoreszenz der Detektionslosung wird von allen Werte abgezogen und die Probenwerte

werden in Bezug zur Kontrolle (100 % Wachstum) gesetzt.
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Zellzyklusuntersuchung mittels Durchflusszytometrie

Beim Durchlaufen des Zellzyklus gibt es verschiedene Kontrollpunkte, an denen die Zelle

kontrolliert, ob sie in die nichste Phase eintreten kann. Ein Kontrollpunkt befindet sich am

Ende der G;-Phase, wo tiberpriift wird ob die Zelle in die S-Phase eintreten kann. Substanzen,

die beispielsweise Signalwege wie die MAPK-Kaskade hemmen bewirken einen Gj-Arrest.

Eine weitere Kontrolle erfolgt am Ubergang von der G,-Phase in die Mitosephase und dort

wird tiberpriift, ob die DNA vollstindig und ganz vorliegt und ob die Zelle sich teilen kann.

Substanzen, die mit der DNA interagieren oder Enzyme der DNA-Replikation, z.B.

Topoisomerasen, hemmen bewirken einen G,/M-Arrest.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 3,5 ml + 15 ml R6hrchen, Zellschaber
Nocodazol 10 mg/ml Stammldsung in H,O
Endkonzentration im Medium: 20 pg/ml
Medium, serumfrei DMEM mit 1 % Penicillin/Streptomycin
PBS 10 x PBS
1710 mM NaCl
100 mM Na,HPO,
34 mM KCI
18 mM KH,PO4
pH 7.4, mit H,Opigest auffiillen
1 x PBS autoklavieren
Trypsin 500 mg Trypsin (Rinderpankreas, 3,6 U/mg)
250 mg EDTA
100 ml 10 x PBS
mit H)Opigest auffiillen, iiber Nacht auf Eis
rihren, pH-Wert iiberpriifen (7,0 bis 7,4), steril
filtrieren  (Porengréfe: 0,22 pum) und
aliquotieren (5 ml), Lagerung bei -20 °C
Kulturmedium DMEM mit 10 % FKS und 1 % Pen./Strep.
Ethanol 70 % (v/v) in HyOpjigest., 4 °C
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Es werden 500.000 HT29-Zellen in 5 ml Kulturmedium ausgestreut und fiir 72 h anwachsen

gelassen.

Synchronisation der Zellen in der G;-Phase

e Das Kulturmedium wird abgesaugt.
e Die Zellen werden vorsichtig mit sterilem 1 x PBS gewaschen.

e Es wird mit 5 ml serumfreien Medium fiir 48 h inkubiert.

Synchronisation der Zellen in der G,/M-Phase

e Das Kulturmedium wird abgesaugt.

e Die Zellen werden vorsichtig mit sterilem PBS gewaschen.

e Es wird mit 5 ml serumhaltigem (10 % FKS) Medium mit 0,5 pg/ml Nocodazol fiir
16 h inkubiert.

Inkubation und Aufarbeitung

e Die Inkubation erfolgt fiir 36 h in serumhaltigem (10 %) Medium mit der
entsprechenden Substanzkonzentration (1 % Losungsmittel im Medium).

e Am Ende der Inkubationszeit wird das Inkubationsmedium in ein 15 ml Réhrchen
gegeben.

e Es wird zweimal mit 1 ml 1 x PBS gewaschen und die Waschlésung wird ebenfalls in
das Rohrchen gegeben.

e Die Zellen werden vom Plattenboden geldst indem sie mit 0,5 ml Trypsinldsung fiir
2 min im Brutschank inkubiert werden.

e Die Trypsinaktivitét wird durch Zugabe eines Milliliters Kulturmediums gestoppt.

e Die Zellsuspension wird ebenfalls in das Rohrchen gegeben.

e Es wird noch zweimal mit je einem Milliliter Kulturmedium gewaschen.

e Die Zellsuspension wird bei 20 °C und 800 rpm (200 g) fiir 10 min zentrifugiert.

e Der Uberstand wird verworfen und das Pellet trocknen gelassen.

e Die Zellen werden in einem Milliliter kaltem 70 %igem Ethanol gut resuspendiert und

fiir mindestens eine Stunde bei 4 °C gelagert.
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Messung der Zellzyklusverteilung

e Eswerden 100 pl bis 300 pl alkoholische Zellsuspension entnommen.
e Der Alkohol wird bei 4 °C und 800 rpm (200 g) fir 10 min abzentrifugiert und
abdekantiert.
e Das Pellet wird trocknen gelassen und die Zellen werden in 1 ml Cystain-Losung
aufgenommen und iiber Nacht bei 4 °C inkubiert.
¢ Am Durchflusszytometer (Partec II) kdnnen die Proben nun vermessen werden.
e Geriteparameter:
0 Einstellungen: FL3 — 350, FL4 — 300 bis 500, Anzahl der Zellen — 50.000,
Flow -3
e Probenmessung:
0 Mit HyOpigest 0der Spiilldsung spiilen
Gefil} abziehen, CLEAN, CLEAR
Nachdem die Pumpe fertig ist kann die Probe angehéngt werden.
Speichern und Zellzyklus analysieren
GefaB abziehen und CLEAN
Mit HyOpjigest spiilen und CLEAR

O O O O O

Flassigkeits- |  Zellsuspension
strom | | O S e = e
1

= o ey
P % Hl
~ > L

- 2 '-' 1
— -~ a P il
ki_; =Y~ Fluoreszenz- : 1

= i T LR Detektor
A
3 e

Sammellinse vorwarts streuendes Licht

Ablenkelektroden

o -
FACS-
— ﬁ o m + Rechner

Abb. : Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Auswertung

Die Auswertung erfolgt mit der Software Flowmax und die erhaltenen Werte werden nach

mind. 3 Wiederholungen gemittelt.
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Interaktion mit doppelstrangiger DNA

Interkalation in doppelstrangige DNA (Verdrangung von Ethidiumbromid)

Ethidiumbromid interkaliert in doppelstringige DNA, fluoresziert dabei und dient als
Referenz fiir dieses Testsystem, bei dem die Fihigkeit einer Substanz untersucht wird

zwischen die Basenpaare der DNA zu interkalieren.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 15 ml und 13 ml-Rdhrchen, 96-Lochplatten
Pufferlosung 9,3 mM NaCl 21
2 mM Na-Acetat
0,1 mM EDTA
in HyOpigest 16sen und auf pH 7 einstellen,
mit HyOp;gest auffullen
EtBr-Puffer 1 uM EtBr mit Pufferlosung ansetzen nach Bedarf
Kalbsthymus-DNA 2 mg/ml Kalbsthymus-DNA in Pufferlosung 1 ml

Durchftihrung

Pufferlosungen frisch ansetzen:
0 1x EtBr-Puffer (1 ul/ml), ohne DNA
0 2x EtBr-Puffer (2 ul/ml), ohne DNA
0 2x EtBr-Puffer (2 pul/ml), mit 2x DNA (4,8 ul/ml)
e Die Substanzen und DMSO werden 1%ig in Puffer angesetzt
e FEine 96-Lochplatte wird leer vermessen (531 nm Extinktion und 595 nm Emmision)
und befiillt:
0 EtBr-Puffer (1 pg/ml) ohne DNA: je 200 pul in A-H/1
0 EtBr-Puffer 2x ohne DNA: je 100 pl in F-H/2-10
0 Substanzen in Puffer: je 100 pl in A-H/2-10 (1 Spalte pro Konzentration)
0 EtBr-Puffer 2x mit 2x DNA: je 100 pl in A-E/2-10

e Platte vermessen.
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e Die Leerwerte (leere Platte), Kontrollwerte (DMSO) und Eigenabsorption (Messwerte
ohne DNA) werden zur Korrektur von den Messwerten abgezogen
e Die Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Substanzkonzentration ergibt

eine Kurve, aus welcher sich der ECso-Wert ermitteln 14sst.

Bindung an die kleine Furche der DNA (Verdrangung von Hoechst
H33258)

Mit diesem Test kann die Fahigkeit einer Substanz bestimmt werden an die kleine Furche
doppelstrangiger DNA zu binden. Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst H33258 bindet an die
kleine Furche der DNA mit einer speziellen Affinitdit zu A/T-reichen Regionen und

fluoresziert dabei und dient somit als Referenz.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 15 ml und 13 ml-R&hrchen, 96-Lochplatten

Pufferlosung 9,3 mM NaCl 21
2 mM Na-Acetat
0,1 mM EDTA

in HyOpidest 10sen und auf pH 7 einstellen,

mit HyOp;gest auffiillen

H33258-Puffer 1 uM Hoechst H33258-Farbstoff mit Puffer-  nach Bedarf
16sung ansetzen

Kalbsthymus-DNA 2 mg/ml Kalbsthymus-DNA in Pufferlosung 1 ml

Durchftihrung

e Pufferlosungen frisch ansetzen:
0 1x H33258-Puffer (1 ul/ml), ohne DNA
0 2x H33258-Puffer (2 ul/ml), ohne DNA
0 2x H33258-Puffer (2 pul/ml), mit 2x DNA (4,8 pl/ml)

e Die Substanzen und DMSO werden 1%ig in Puffer angesetzt
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e FEine 96-Lochplatte wird leer vermessen (355 nm Extinktion und 460 nm Emmision)
und befiillt
0 H33258-Puffer (1x) ohne DNA: je 200 ul in A-H/1
0 H33258-Puffer (2x) ohne DNA: je 100 pl in F-H/2-10
0 Substanzen in Puffer: je 100 pl in A-H/2-10 (1 Spalte pro Konzentration)
0 H33258-Puffer (2x) mit 2x DNA: je 100 pl in A-E/2-10
e Platte vermessen.
e Die Leerwerte (leere Platte), Kontrollwerte (DMSO) und Eigenabsorption (Messwerte
ohne DNA) werden zur Korrektur von den Messwerten abgezogen
e Die Auftragung der gemessenen Fluoreszenz gegen die Substanzkonzentration ergibt

eine Kurve, aus welcher sich der ECso-Wert ermitteln 14sst.

Hemmung humaner Topoisomerasen

Plasmidpraparation

Die Isolierung der Plasmide aus transformierten E.coli DH5a. erfolgt mittels einem
QIAGEN Plasmid Maxi Kit. Die Plasmide werden durch alkalische Lyse und
Aufreinigung unter Verwendung von Anionentauscher-Harz (QIAGEN-Saule) bis zu
500 ug/Saule gewonnen.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 15 ml Réhrchen, 96-Lochplatten
LB-Medium 10 g Trypton 11
(Luria-Bertani-Medium) 5 g Hefe-Extrakt

10 g NaCl

in HyOpidest 10sen und auf pH 7 einstellen,
mit HyOpigest auffiillen, autoklavieren
Resuspensionspuffer P1 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNase A
Lysepuffer P2 200 mM NaOH
1 % SDS (w/v)
Neutralisationspuffer P3 3 M Kaliumacetat, pH 5,5
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Equilibrierungspuffer
QBT

Waschpuffer QC

Elutionspuffer QF

Cut-Puffer

TAE-Puffer 50x

Agarosegel-Ladepuffer

Marker

Durchftihrung

750 mM NacCl

30 mM 3-[N-Morpholino]propansulfonsédure
(MOPS), pH 7,0

15 % (v/v) Isopropanol

0,15 % Triton X-100

1,0 M NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % (v/v) Isopropanol

1,25 M NaCl

50 mM Tris/HCI, pH 8,5

15 % (v/v) Isopropanol

Eco RI+ Puffer (MBI Fermentas)

G+ Puffer (Pvu II) (MBI Fermentas)
Y+/Tango-Puffer (Rsa I) (MBI Fermentas)
242 g Tris 11
57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

pH 8,5 einstellen, mit HyOp;gest auffiillen

vor Gebrauch 1:50 mit HyOp;gest Verdiinnen
0,25 % (w/v) Bromphenolblau 10 ml
30 % (v/v) Glyzerol

1 kb DNA-Leiter (New England Biolabs)
100 bp DNA-Leiter (New England Biolabs)

e In ein steriles Rohrchen werden 5 ml LB-Medium und 5 pl Ampillicin (50 mg/ml)

gegeben und mit einigen Mikroliter eines Glyzerolstockes von E.coli DH5a-pUC18-

beimpft.

e Die Losung wird fiir etwa 8 h bei 37°C und ca. 160 U/min im Schiittelinkubator

inkubiert.

e 200 ml LB-Medium werden mit 200 ul Ampillicin (50 mg/ml) und 1 — 2,5 ml der
Bakteriensuspension aus der Vorkultur versetzt und liber Nacht (14-16 h) bei 37°C
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und 160 U/min im Schiittelinkubator inkubiert. Die Kultur sollte dabei eine Zelldichte
von 3-4*10° Zellen pro ml erreichen (= Pelletgewicht von 3 g/l Medium)

Die Bakterien werden zentrifugiert (15 Minuten, 6000 U/min, 4°C) und in einem
sterilen Zentrifugengefdl3 geerntet.

Der Uberstand wird abgeschiittet und das Pellet wird in 10 ml Puffer Pl aufge-
nommen.

10 ml Puffer P2 werden zugegeben, vorsichtig gemischt und 5 min bei RT inkubiert

10 ml Puffer P3 zugeben und inkubiert 15 - 20 min auf Eis.

Zentrifugation bei 20.000 g fiir 30 min bei 4°C

QIAGEN-Séule wird mit 10 ml Puffer QBT &quilibriert.

Der Uberstand wird auf die Siule gegeben und 2 mal mit 30 ml Puffer QC gewaschen
und anschliefend die gebundene DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert.

Die DNA wird mit 10,5 ml Isopropanol prézipitiert

Mischen und zentrifugieren bei 15.000 g fiir 30 min bei 4°C

Das Pellet wird mit 5 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und bei 15.000 g fiir 10 min
zentrifugiert.

Es wird 5 - 10 min getrocknet und anschlieend in 500 pl H;Opigest resuspensiert.

Die DNA wird bei 4°C gelagert.

Bestimmung der DNA-Konzentration

Durch Messung der Absorption der Proben bei 260 und 280 nm mittels eines Nanodrop®-

Spektrophotometers wird die DNA-Konzentration bestimmt. Dabei wird zunéchst das

Grundrauschen bei 340 nm bestimmt.

Durchftihrung

Es wird 1 pl HyOpigest auf das Geridt gegeben und als Blank gemessen (Software: ND-
1000 V 3.2.1)

Es wird 1 pl Probe auf das Gerit gegeben und gemessen
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Auswertung

Die Menge der in der Probe enthaltenen DNA wird mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes bestimmt, fiir das gilt:

c=A*e/b

c: Konzentration

A: Absorption in AU

e: wellenldngenabhéngiger Extinktionskoeffizient in ng*cm/ml

b: Streckeldnge, die das Licht zuriicklegt in cm
Gegeben sind:

A: gemessene Absorbtion

e bei 260 nm fiir doppelstringige DNA: 50 ng*cm/ml

b fiir das Nanodrop®-Spektrometer: 1,0 mm (Werte normalisiert auf 1,0 cm)

Daraus ergibt sich folgende Gleichung zu Bestimmung des DNA-Gehalts:
Ao * 50 ng/ml = DNA-Gehalt in ng/ml

Der Quotient Ajgo /Azgo gibt Auskunft iiber die Reinheit. Ist er 1,7 oder gréBer ist die Probe

rein.

Uberpriifung des amplifizierten Plasmids durch Restriktionsverdau und Auftrennung

Restriktionsverdau

Mittels Restriktionsverdau wird iiberpriift, ob das amplifizierte Plasmid tatsdchlich isoliert
werden konnte. Dazu werden drei verschiedene Restriktionsenzyme eingesetzt, die das

Plasmid an unterschiedlichen Stellen schneiden.
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Menge [in pl] |  Unverdaut Pvu Il Eco RI Rsal
Wasser 9,7 11,5 12,2 11,5
Cut-Puffer - 1,5 1,5 1,5
Plasmid 0,3 1 0,3 1
Enzym - 1 1 1
6 x Ladep. 2 3 3 3

e Der Restriktionsverdau erfolgt 60 min bei 37°C im Wasserbad.
e 6 ul Gelladepuffer hinzufiigen, gut mischen und anschlieBend 15 pl je Geltasche

auftragen.

Das Gel

e 1,3 g Agarose werden in 100 ml TAE (1x) erhitzt

e Abkiihlen auf ca. 60 °C

e 1,5 pg/ml Ethidiumbromidlosung (10 mg/ml) hinzugeben
e Das Gel wird in die Kammer gegossen.

e Nach Auftrennung erfolgt die Detektion im UV-Licht (560 nm, 1/100 sec).

RNA Detektion mit Agilent 6000 Pico Kit

Alternativ zur Trennung der RNA mittels Agarosegelelektrophorese kann auch eine Mikro-

gelelektrophorese mit dem Agilent 6000 durchgefiihrt werden.
Durchftihrung

e Alle Reagenzien 30 min bei RT &quilibrieren
e (Gel ansetzen
0 550 pl (rot) Gel auf den Filter geben
O Zentrifugation: 1.500 xg, 10 min, RT
0 65 pl in ein Reaktionsrohrchen geben
0]

Pico dye Konzentrat (blau) 10 sec vortexen und runterzentrifugieren
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0]

(0]

o

1 ul zu den 65 pul Gel geben
Gut vortexen

Zentrifugation: 13.000 xg, 10 min, RT

e Chip in Ladestation spannen und beladen (s.a. Abb. ):

o

O O O O O

o

9 ul Gelmix in (G), schlieBen, herunterdriicken, 30 sec warten, 16sen

9 ul Gelmix in [G]

Rest verwerfen

9 ul Angleichlosung (weif) in CS

5 pl Marker ( ) in alle 11 Probenldcher und in das Loch fiir die Leiter
Proben und Leiter 2 min bei 70 °C denaturieren und anschliefend auf Eis
abkiihlen

1 pl Leiter in das Loch fiir die Leiter

Je 1 ul Probe in die Probenlcher. Falls weniger als 11 Proben vorhanden sind

1 ul Marker in die entsprechenden Locher geben

e Chip I min bei 2.400 rpm auf dem Vortex mit Aufsatz fiir die Mikrotiterplatte

vortexen.

e Chip in das Gerit legen und messen

e Die Auswertung erfolgt durch die Gerétesoftware
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Abb.: Chipbefiillung des Agilent 6000 RNA Pico Kits
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Herstellung eines Kernextraktes aus MCF-7 Zellen

Im Zellkern ist der groffte Anteil an Topoisomerasen in der Zelle lokalisiert. Durch die
Gewinnung von Zellkernextrakt kann kostengiinstig ein topoisomerasereicher Extrakt
gewonnen werden, welcher zur Bestimmung der Modulation der Topoisomerase [-Aktivitit

eingesetzt werden kann.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien 15 ml Rohrchen (fiir Zentrifugation)
PBS 10 x PBS 10 ml
1710 mM NaCl
100 mM Na,HPOg4
34 mM KCI
18 mM KH,PO,
pH 7,4, mit H,Opigesr auffiillen
1 x PBS autoklavieren
Lysepuffer 0,3 M Saccharose 100 ml
0,5 mM EGTA pH 8 (5 M - Stammldsung)
60 mM KCI (1 M KCI - Stammldsung)
15 mM NaCl (5 M - Stammldsung)
15 mM HEPES pH 7,5 (60 mM - Losung)
150 uM Spermin (15 mM - Stammldsung)
50 uM Spermidin (10 mM - Stammldsung)
mit HyOp;gest auf 100 ml auffillen

Lysepuffer mit Triton  Lysepuffer : Triton X-100 ca.15ml
13,5:1
Extraktionslésung 5 mM Kaliumphosphat pH 7,5 (50 mM) 20 ml

10 mM NaCl (5 M - Stammldsung)
1 ul/ml B-Mercaptoethanol

10 pl/ml 100mM PMSF in DMSO
mit HyOp;dest @uf 100 ml auffiillen
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Durchftihrung

e Zwischen 10° und maximal 3 x 10° MCF-7-Zellen werden aus der Zellkultur
entnommen und die genaue Zellzahl wird mittels Trypanblaufiarbung bestimmt.

e Die Zellsuspension wird bei 150 — 200 g fiir 5 min bei 20 °C zentrifugiert

e Das Pellet wird mit unsterilem 1 x PBS gewaschen und unter den oben genannten
Bedingungen werden die Zellen wieder abzentrifugiert.

e Das Pellet wird in 7,5 ml eiskaltem Lysepuffer resuspendiert

e Eswerden 500 ul Lysepuffer mit Triton X-100 zugegeben.

e Es folgt die Lyse: 15 min bei 4 °C.

e Zentrifugation bei 300 g fiir 5 min bei 4 °C

e Das Pellet wird in 500 pl Lysepuffer resuspendiert.

e Mittels Trypanblaufarbung wird die Anzahl der Zellkerne bestimmt.

e Die Kerne werden 5 min bei 3.000 rpm bei 4 °C abzentrifugiert

e Das Pellet wird in Extraktionspuffer resuspendiert und auf eine Kernzahl von 3 x 10’
Kerne/ml eingestellt.

e Zur Lyse der Kerne wird langsam 10 % (v) 5 M NaCl zugegeben und 15 — 20 min bei
4 °C préazipitieren gelassen.

e Der Rohextrakt wird 10 min bei 14.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues Gefal iiberfiihrt.

e Lagerung des Extraktes bei -20 °C im 1,5 fachen Volumen an Glyzerol (86 %)

e Aliquotieren (20 ul je Aliquot)

- 186 -



Material und Methoden

Hemmung der

(Relaxationsassay)

katalytischen  Aktivitat

Topoisomerase |

Mit dem Relaxationsassay kann die Féahigkeit einer Substanz oder eines Substanzgemischs

getestet werden die Topoisomerase I zu hemmen. Das Enzym hat die Fahigkeit durch

Einfilhrung  eines

Einzelstrangbruchs

im  Zuckerphosphat-Riickgrat

der DNA

superspiralisierte Plasmid-DNA zu entspannen. Mittels Agarosegelelektrophorese konnen die

beiden DNA-Formen von einander getrennt werden.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien
pUC 18
Kernextrakt

Salzmix |

Trispuffer
Kaliumchloridlésung
Proteinase K

SDS - Losung

TAE - Puffer (50x)

Agarosegel

Ladepuffer

EtBr-Bad

Gelkammer, Kimme

15 ul Aliquot + 45 pl HyOpidest.

20 pl Aliquot + 180 ul HyOpidest.

100 mM MgCl

5 mM DTT (1,4 Dithiotreitol)
5 mM EDTA

0,3 mg/ml BSA

100 mM Tris/HCI, pH 7,9

1 M KCI in HyOpigest.

10 mg PK pro 1 ml HyOpjigest.
5% SDS (w/v) in HyOp;est.
242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

pH 8,5 einstellen, mit HyOpigest auffiillen
vor Gebrauch 1:50 mit H>Op;gest verdunnen

1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE — Puffer

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerol
1 ng/ml EtBr HyOpigest
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Pipettierschema

Kontrolle Substanz
H,O 17 pl 13 ul
Salzmix* 3ul 3ul
KCI* 3ul 3 ul
Trispuffer* 3ul 3ul
puC 3ul 3ul
DMSO/Substanzlgsung 1 ul 1 ul
Kernextrakt - 4 ul

* Es wird ein 1:1:1 Gemisch hergestellt und dann 9 ul davon in die Probe pipettiert

Inkubation und Detektion

e Die Proben werden bei 37 °C fiir 30 min inkubiert.

e Durch Zugabe von je 3 pl SDS-Lésung und Proteinase K — Losung sowie wiederholter
Inkubation fiir 30 min bei 37 °C wird das Enzym denaturiert.

e Die Proben werden mit 6 ul Ladepuffer versetzt.

e 17 pul jeder Probe werden auf das Gel aufgetragen.

¢ Die Elektrophorese erfolgt bei 60 V fiir 3 h.

e Das Gel wird im Ethidiumbromidbad 20 min geférbt.

e Dann wird 5 min. im Wasserbad gewaschen.

e Die Detektion erfolgt mit der LAS 3000 durch Fluoreszenzmessung bei 560 nm (1/60

sec).

e I o [ S—

<«+——Relaxierte DNA

L =mm | «—Superspiralisierte
DNA

Abb.: Relaxationsassay. P, Plasmid-DNA; T, Topoisomerase I; H, Hemmstoff der Topoisomerase I
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Hemmung der

(Decatenierungsassay)

katalytischen

Aktivitat der

Topoisomerase 1

Die verwendete Kinetoplasten DNA zeichnet sich dadurch aus, dass sich die Minizirkel

ausschlieBlich durch Topoisomerase II in Anwesenheit von ATP trennen lassen.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien
kDNA
Topoisomerase 11
Topoisomerase-

Verdinnungslésung

Salzmix 11

Trispuffer
Kaliumchloridlésung
Proteinase K

TAE — Puffer (50x)

Agarosegel

Ladepuffer

EtBr-Bad

Gelkammer, Kdimme

s. Chemikalienliste

1 : 50 in Verdiinnungslésung

50 mM Tris/HCI, pH 7,5

400 mM NaCl

1 mM DTT

50 % (v/v) Glycerol

50 mM MgCl

5 mM DTT (1,4 Dithiotreitol)

5 mM EDTA

10 mM ATP

0,3 mg/ml BSA

500 mM Tris/HCI, pH 7,9

1 M KCI in HyOpigest.

1 mg PK pro 1 ml 10 % (w/v) SDS-Ldsung
242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

pH 8,5 einstellen, mit HyOy;gest auffiillen
vor Gebrauch 1:50 mit HyOp;gest Verdiinnen
1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE — Puffer
0,25 % (w/v) Bromphenolblau

30 % (v/v) Glycerol

1 pg/ml EtBr in HyOpidest
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Pipettierschema

Losungen [ul] kDNA KDNA + Topo Il +
Hemmstoff

H2Obidest 19,4 15,4
Saltmix 11* 3 3
Tris HCI* 3 3

KCI (1M) 3,6 3,6
kDNA (191 ng/ul) 1 1
Hemmstoff/DMSO - 1
Topo Il a oder B - 1
PK (10% SDS) 3 3
Ladepuffer 5 5

*es wird ein 1:1 Gemisch hergestellt und davon 6 ul in die Probe gegeben.

Inkubation und Detektion

e Die Proben werden bei 37 °C fiir 60 min inkubiert.

e Durch Zugabe von 3 pl Proteinase K — Losung und wiederholter Inkubation fiir 30
min bei 37 °C wird das Enzym denaturiert.

e Die Proben werden mit 5 pl Ladepuffer versetzt und 19 pl jeder Probe werden auf das
Gel aufgetragen.

¢ Die Elektrophorese erfolgt bei 60 V fiir 3 h.

e Das Gel wird im Ethidiumbromidbad 20 min gefarbt.

e Dann wird 5 min im Wasserbad gewaschen.

e Die Detektion erfolgt mit der LAS 3000 durch Fluoreszenzmessung bei 560 nm.

- 190 -




Material und Methoden

Unterscheidung zwischen Topoisomerase-11-gift und katalytischem Inhibitor der

Topoisomerase Il (Cleavage Assay)

Mit dem Cleavage Assay konnen die linearisierte Form der DNA und die

genickte Form, sowie superspiralisierte und verdrillte Form von einander

getrennt werden.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien
10 nM pUC 18 (7 ng/ul)

Topoisomerase Il
Kaliumchloridlésung

5 x Assaypuffer

ATP

Na,-EDTA

SDS

Proteinase K

TAE — Puffer (50x)

Agarosegel

Gelkammer, Kimme

15 pl Aliquot + 60 pl 1 x Assaypuffer
- 3,6 ul=10nM

1 : 5 Verdiinnung

1 M KCl in HyOpjgest.

50 mM Tris/HCL, pH 7,9
250 mM NacCl

0,5 mM EDTA

250 mM MgCl,

12,5 % (v/v) Glycerol
Lagerung bei 4 °C

Vor Gebrauch 1 : 5 verdunnen

20 mM ATP-Stammlosung, vor Gebrauch 1 : 5

mit 1 x Assaypuffer verdiinnen

375 mM Na,-EDTA (pH 8,0)

10 % (w/v) SDS-Ldsung

1 mg/ml PK in 10 % SDS

242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

pH 8,5 einstellen, mit HyOpigest auffiillen
vor Gebrauch 1:50 mit H>Op;gest verdiinnen
1 % (w/v) Agarose in 1 x TAE — Puffer
Mit 0,5 pg/ml EtBr
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Ladepuffer 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerol

Pipettierschema

10 ml

Kontrolle Substanz
1 x Assaypuffer 8 ul 7 ul
1 x Assaypuffer mit ATP 4 ul 4 ul
1 M KCI 1 ul 1ul
pUC 18 (ca. 200 ng) 3,6 ul 3,6 ul
DMSO/Substanzlésung - 1 ul
Topoisomerase Il 3,4l 3,4 ul

Inkubation und Detektion

e Die Proben werden bei 37 °C fuir 6 min inkubiert.

e Durch Zugabe von 1 pl EDTA-Losung und 4 pl Proteinase K — Losung und

Inkubation fiir 30 min bei 45 °C wird das Enzym denaturiert.

e Die Proben werden mit 2 ul Ladepuffer versetzt und 20 pl jeder Probe werden auf das

Gel aufgetragen.
¢ Die Elektrophorese erfolgt bei 60 V fiir 3 h.

¢ Die Detektion erfolgt mit der LAS 3000 durch Fluoreszenzmessung bei 560 nm.

Pl.  PL
Pl. PI. +T +T
-T +T 4 +G

=  <«— picked

<+— linearisiert

— —— | «——superspiralisiert

Abb.: Relaxationsassay. Pl, Plasmid-DNA; T, Topoisomerase II; I, katalytischer Inhibitor der Topoisomerase II;

G, Topoisomerase-II-gift
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Immunodetektion von Komplexen zwischen DNA und Enzymen (ICE -

Bioassay)

Mit dem ICE-Bioassay konnen sowohl in vitro als auch in vivo Komplexe zwischen DNA und
Topoisomerasen detektiert werden. Mit diesem Testsystem kann so festgestellt werden, ob
eine Substanz in HT29-Zellen als Topoisomerasegift oder katalytischer Topoisomerase-
hemmstoff ist. AuBerdem kann gezeigt werden, ob eine Substanz, die als katalytischer
Hemmstoff die Stabilisierung von DNA-Topoisomerase-Intermediaten verhindern oder
vermindern kann indem ein Koinkubationsexperiment durchgefiihrt wird. Daflir werden die
behandelten Zellen lysiert und {iber einen Cédsiumchloridgradienten wird die DNA von den
leichteren Zellbestandteilen (z.B. freie Proteine) getrennt. Die Gradienten werden fraktioniert
und auf eine Nitrozellulosemembran gegeben (slot blot). AnschlieBend konnen die

Topoisomerasen immunochemisch gemessen werden.

Es werden zweimal 1,2 Mio. HT29 — Zellen/pro Konzentration in 10 ml Kulturmedium
ausgestreut und filir 72 Stunden anwachsen gelassen. Die Inkubation geschieht in serumfreien
Medium fiir 1 h (1 % Losungsmittel) , bzw. 1,5 h (0,1 % Losungsmittel) bei Kombinations-

versuchen.

Benotigte Materialien und Puffer

Materialien Polyallomerréhrchen, Insulinspritzen, Kaniilen,

Whatmanpapiere, Membran

Lysepuffer 1 % Sarcosylat in TE-Puffer 100 ml

1-basischer 1 M Stammldsung: einbasisches Na,PO4 100 ml

Posphatpuffer

2-basischer 1 M Stammldsung: zweibasisches Na,PO4 100 ml

Phosphatpuffer

1 M Phosphatpuffer 1 : 1 — Mischung von 1- und 2-basischem Phosphat- 100 ml
puffer; 400 ml

25 mM Phosphatpuffer 1 : 40 verdiinnen

TE - Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 8,0 21
1 mM EDTA
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Mit HyOp;gest auffiillen
Casiumchloridlésung 120 g CsCl + 70 ml TE — Puffer 70 ml
Fiir einen Gradienten :
A: 1850 pl CsCl+ 150 pl TE-Puffer
B: 1600 ul CsCl+ 400 ul TE-Puffer
C: 1100 pl CsCl+ 900 pl TE-Puffer
D: 900 ul CsCI + 1100 pl TE-Puffer
10 x TBST - Puffer 200 mM Tris/HCI, pH 7,5 21
1,37 M NaCl
1 % (v/v) Tween-20
Lagerung bei 4 °C
Blockierreagenz 5 % (w/v) Milchpulver in 1 x TBST 250 ml
Erstantikdrper 1 : 500 in Blockierreagenz 5 ml/Memb.
Anti-Topoisomerase 11
Zweitantikorper 1 : 2000 in Blockierreagenz 5 ml/Memb.
Anti-Rabbit-HRP-1gG

Zelllyse und Ultrazentrifugation

e Das Inkubationsmedium wird verworfen und die Zellen mit 2 ml 1 x PBS gewaschen.

e 3 ml Lysepuffer werden auf jede Platte pipettiert, die Zellsuspension in ein 15 ml —
Rohrchen iiberflihrt und die zusammengehdrenden Zellsuspensionen (2 Petrischalen)
vereinigt.

e Die hochviskose Zellsuspension wird durch eine Kaniile (& 13nm) gezogen bis sie
nicht mehr viskos ist.

e 4 ml Zellsuspension werden auf den vorbereiteten Céasiumchloridgradienten (2 ml
jeder Losung, A-D) pipettiert.

e Die Rohrchen werden mit Mineraldl {iberschichtet und ausgewogen.

e Die Ultrazentrifugation mit dem Schwingrotor TST 41.14 erfolgt fiir 22 bis 24
Stunden bei 23.000 rpm (100.000 g) und 20 °C.
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Fraktionierung, Blotten und Blockieren

e Die Whatmanpapiere und die Membran werden in 25 mM Phosphatpuffer bei 4 °C
dquilibriert.

e Die Polyallomerrohrchen werden in eine Halterung geklemmt und an der Unterseite
mit einer Kaniile angestochen.

e Es werden mit Insulinspritzen 20 Fraktionen 4 ca. 300 ul entnommen.

e Von jeder Fraktion werden 100 pul mit 100 pl 25 mM Phosphatpuffer gemischt.

e Diese 200 ul werden mit Hilfe einer Slot-Blot-Apparatur auf eine Nitrozellulose-

membran transferiert und mit Vakuum werden die Zellbestandteile auf die Membran

geblottet.
[“““":"“‘W”WW“: --- Platte zur Probenauftragung
* T o L BB [ Transfermembran
Ecr;l;ir;r:]ungs- S K LA Srrrorer— b rrrrr—rrrrr—rerr—t 2 Lagen Blottingpapiere
Silikonring

= Seitlicher Verschluss

‘ Vakuumfiltereinheit
; Silikondichtung

] Grundeinheit

Abb. : Aufbau der Slot-Blot-Apparatur:

e Die Membran wird zunéchst in 1 x TBST — Puffer 10 min. bei RT &quilibriert.

e Anschlieend wird sie fiir 3 h in Blockierreagenz bei RT geschwenkt.
Antikorperinkubation und Chemolumineszenzdetektion

e Die Membran wird in Folie unter Zugabe von 5 ml Erstantikorperldsung
eingeschweilit und bei 4 °C {iber Nacht inkubiert.

e Die Membran wird dreimal 5 min mit 1 x TBST — Puffer gewaschen.

e AnschlieBend erfolgt die Zweitantikorperinkubation bei RT fiir 2 Stunden.

e Es wird wieder dreimal 5 min mit 1 x TBST — Puffer gewaschen.
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e Durch Zugabe von H,O, und Luminol wird die Chemolumineszenzreaktion gestartet

und die Chemolumineszenz wird mit der LAS 3000 detektiert.

NH, O NH,
_H COO-
E + H)0, L + N, + hv
“H COO-
O
Luminol Wasserstoffperoxid Aminonaphthalat

Abb. : Chemolumineszenzreaktion. Luminol reagiert mit Wasserstoffperoxid zu Aminonaphthalat, Stickstoff

und Licht

Bestimmung des DNA-Gehalts der DNA-reichen Fraktionen

Die DNA ist ein sehr groBes und schweres Molekiil und sollte daher in den ersten Fraktionen
(1-10) enthalten sein. Um die Messwerte fiir die Topoisomerase auf den DNA-Gehalt der
Probe normalisieren zu kdnnen muss der DNA-Gehalt bestimmt werden. Dies geschieht am

Nanodrop®-Spektrophotometer. Die Durchfiihrung ist in Kapitel xy beschrieben.

Auswertung

e Die erhaltenen Chemolumineszenzwerte fiir das Topoisomerasegift in den DNA-
reichen Fraktionen werden auf den DNA-Gehalt bezogen und gemittelt. Dies ergibt
den Kontrollwert (100 % Giftung)

e Die Chemolumineszenzwerte der Co-inkubierten Proben in den DNA-reichen
Fraktionen werden ebenfalls auf den DNA-Gehalt bezogen, gemittelt und in Bezug zur

Kontrolle gesetzt.
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Einzelzellgelelektrophorese (Cometassay)

Mittels Einzelzellgelektrophorese konnen DNA-Schiden gemessen werden. Die Methode
ermoglicht die Messung von DNA-Strangbriichen durch Einbetten der Zellen in Agarose auf
Objekttragern, Gelelektrophorese und Anfirben der DNA mit Ethidiumbromid. Die DNA-
Fragmente wandern im elektrischen Feld, wéhrend die intakte DNA zu grof ist und nicht
wandern kann. So entsteht das Bild eines Kometen unter dem Fluoreszenzmikroskop und mit
entsprechender Software kann die Schweifintensitit ermittelt werden, welche direkt
proportional zu Strangbruchrate ist. Durch Behandlung der Zellen mit dem Enzym
Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (FPG) kann auch ein Teil der oxidativ entstanden
DNA-Schiden gemessen werden, die sogenannten ,,FPG-sensitiven Stellen®, wie 8-OH-dG
und Formamidopyrimidine.

Es werden 300.000 HT29-Zellen in 5 ml DMEM-Kulturmedium ausgestreut und fiir 48
Stunden anwachsen gelassen. Die Inkubation erfolgt serumfrei fiir eine bzw. bei

Kombinationsversuchen fiir 1,5 Stunden.

Benotigte Materialien und Puffer

Material Objekttrager  (einseitig  ganz  mattiert),
Deckgléser (24x24), Zellschaber, OT-Inkuba-
tionskammer, OT-Box, Elektrophoresekammer

PBS fur Agarose 137 mM NacCl 11
2,7 mM KCI
1,5 mM KH,PO4
8,1 mM Na,HPO,

Normal melting agarose (NMA) 0,5 % (w/v) in PBS fiir Agarose 50 ml

Low melting agarose (LMA) 0,8 % (w/v) in PBS fiir Agarose 50 ml

PBS 10 x PBS 50 ml
1710 mM NaCl
100 mM Na,HPO,

34 mM KCI
18 mM KH,PO4
pH 7,4, mit HyOp,ges auffiillen

1 x PBS autoklavieren
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Trypsin

DMEM

Trypanblaulésung

Lysepuffer-Stammldsung

Lysepuffer

FPG-Puffer

FPG-Ldsung
Elektrophoresepuffer

Neutralisationspuffer

EtBr-Ldsung

500 mg Trypsin (Rinderpankreas, 3,6 U/mg)
250 mg EDTA
100 ml 10 x PBS
mit HoOpigest auffiillen, tiber Nacht auf Eis
rithren, pH-Wert tiberpriifen (7,0 bis 7,4), steril
filtrieren  (Porengréfe: 0,22 pm) und
aliquotieren (5 ml), Lagerung bei -20 °C
10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin
0,4 % Trypanblau
0,81 % NaCl
0,06 % KH,PO4
2,5 M NaCl
0,1 M EDTA
10 mM Tris
pH 10 mit NaOH einstellen und auffiillen
89 % (v/v) Lysepuffer-Stammlosung
1 % (v/v) Triton-X 100
10 % (v/v) DMSO (p.a.)
10 x Puffer:
400 mM HEPES
1 M KCl
5 M EDTA
2 mg/ml BSA
pH 8,0 einstellen mit KOH und 50 ml-Aliquots
bei -20 °C lagern
vor Gebrauch 1:10 mit H>Op;gest verdunnen
Enzym 1:3000 mit FPG-Puffer verdiinnen
60 ml 10 M NaOH
10 ml 200 mM EDTA
Mit HyOuigest. auffiillen
0,4 M Tris
pH 7,5 mit HCI einstellen
10 mg/ml Stammldsung

Gebrauchslosung: 20 pg/ml
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Vorbereiten der Objekttrager und des Lysepuffers

e 40 pl NMA-Losung auf einem OT mit einem zweiten OT glatt ausstreichen und
aushérten (auf Heizplatte).

e Zweimal 65 pl NMA-Losung auf den OT pipettieren und je ein Deckglas
luftblasenfrei drauflegen.

e Bei 4 °C aushirten lassen und bis zum Gebrauch in die OT-Box stellen.

e 100 ml Lysepuffergebrauchslosung nach Rezept herstellen und in OT-Inkubations-

kammer fiillen, Lagerung bei 4 °C bis zum Gebrauch

Zellaufarbeitung

e Das Medium wird verworfen und die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen.

e Mit 0,5 ml Trypsin werden die Zellen fiir 1,5 min bei 37 °C im Brutschrank vom
Plattenboden abgeldst.

e Durch Zugabe von 0,5 ml serumhaltigem Medium wird der Trypsinverdau gestoppt.

e Die Zellen werden mit einem Zellschaber vom Plattenboden abgelost und die
Zellsuspension wird in ein 2 ml Eppendorfreaktionsgefal3 iiberfiihrt (auf Eis!).

e Die Petrischale wird nochmals mit 0,5 ml serumhaltigen Medium abgespiilt.

e Die Zellzahl und Viabilitdt jeder Probe wird mittels Trypanblautest bestimmt.
Viabilitit = Anzahl der lebenden Zellen/Gesamtzahl der Zellen [%] ( muss immer
> 80 % sein)

e Zweimal 75.000 Zellen jeder Zellsuspension werden bei 4 °C fiir 10 min bei
2.000 rpm abzentrifugiert. (Bei FPG-Behandlung doppelter Ansatz, d.h. viermal
75.000 Zellen abzentrifugieren fiir je zwei OT pro Probe)

e Die OT werden kodiert (Blindversuch) und die Deckgléser vorsichtig entfernt.

e Die Zellen werden in 65 pl LMA (2-3 Hiibe) resuspendiert und auf die NMA gegeben.

e Die Schicht wird mit einem Deckglas luftblasenfrei abgedeckt und bei 4 °C aushérten

gelassen.
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Zelllyse

e Die Deckgldser werden von den OT entfernt.
e Die OT werden in die vorbereitete Inkubationskammer mit Lysepuffer gestellt und die

Zellen werden fiir mind. 1 h bei 4 °C lysiert.

Enzymbehandlung

e FEin 50 ml Aliquot des 10 x Enzympuffers wird aufgetaut und verdiinnt.

e 3 ml des Puffers werden zur Fpg-inkubation entnommen.

e Mit dem restlichen Puffer werden die OT dreimal 5 min bei 4 °C &dquilibriert.

¢ Die benotigte Menge an Enzym wird aufgetaut und mit Enzympuffer 30fach verdiinnt.

e Die eine Hilfte der Proben wird mit 50 pl FPG-Losung (pro Agaroseauflage), die
andere Halfte mit 50 ul Enzympuffer im Brutschrank fiir 30 min. inkubiert.

Alkalisierung, Elektrophorese, Neutralisation und Farbung

e Die OT werden in die Elektrophoresekammer gelegt und es wird 20 min mit
Elektrophoresepuffer auf Eis alkalisiert.

e Anschliefend wird die Elektrophorese bei 25 V (konstant) und 300 mA (Einstellen der
Stromstirke durch Zugabe oder Abnahme des Puffers) fiir 20 min auf Eis
durchgefiihrt.

e Die OT werden dreimal 5min mit Neutralisationspuffer in der Inkubationskammer
neutralisiert.

e Die Proben werden mit je 40 pul EtBr-Losung/Agaroseauflage angefarbt und mit einem
Deckglas abgedeckt.

e Die Proben konnen in einer OT-Box bei 4 °C zwei bis drei Tage gelagert werden bis

sie am Fluoreszenzmikroskop mit der Software COMET III ausgewertet werden.
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Wirkung einer Substanz auf die Genexpression (Mikroarray)

Mit Hilfe eines Mikroarrays kann der Einfluss einer Substanz auf die Genexpression vieler

Proteine gleichzeitig bestimmt werden.

Benotigte Materialien und Puffer

Material Objekttrager  (einseitig  ganz  matiert),
Deckgléser (24x24), Zellschaber, OT-Inkuba-
tionskammer, OT-Box, Elektrophoresekammer

RLT-Arbeitslésung 600 pl RLT-Puffer pro Ansatz 3 ml
10 ul B-Mercaptoethanol pro ml Ethanol

70 % Ethanol 70 ul EtOH + 30 ul RNase freies Wasser 3,5ml

Array-Kit Oligo-GeArray-OHS-802, 440 Gene
Pufferkomponenten:

RLT-Puffer
RWI1-Puffer
RPE-Puffer

RNA-Praparation

e Zellen behandeln und inkubieren analog zur Untersuchung der Zellzyklusverteilung.
e Medium absaugen.

e 600 pl RLT-Arbeitslosung auf die Zellen geben.

e Lysat sammeln und in ein steriles Gefdf} (Kit) geben und mischen.
e 600 ul 70 % EtOH dazugeben und mischen.

e 700 pl auf die Séule in einem 2 ml-Gefal (Kit) geben.

e 15 sec bei 8.000 g und RT zentrifugieren.

e 700 pl RW1-Puffer auf die Sdule geben.

e 15 sec bei 8000 g und RT zentrifugieren.

e Sdule auf ein neues 2 ml-Gefd3 geben.

e 500 pl RPE-Puffer auf die Saule geben.

e 15 sec bei 8.000 g und RT zentrifugieren.
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e 500 pl RPE-Puffer auf die Sdule geben.

e 2 min bei 8.000 g und RT zentrifugieren.

e Sdule auf ein neues 2 ml-Gefal3 geben.

¢ 1 min bei Hochstgeschwindigkeit und RT zentrifugieren.

e Sdule auf ein 1,5 ml-Gefdl3 geben.

e 30-50 ul RNAse-freies Wasser direkt auf die Membran geben.
e 1 min bei 8.000 g und RT zentrifugieren.

e Die letzten beiden Schritte einmal wiederholen.

e Probe auf Eis geben.

e RNA-Gehalt der Probe am Nanodrop®-Spektrophotometer bestimmen.

Bestimmung des RNA-Gehalts

Durch Messung der Absorption der Proben bei 260 und 280 nm mittels eines Nanodrop®-
Spektrophotometers wird die RNA-Konzentration bestimmt. Dabei wird zunidchst das

Grundrauschen bei 340 nm bestimmt.

Durchfihrung

e Es wird 1 ul HyOpigest auf das Gerét gegeben und als Blank gemessen (Software: ND-
1000 V 3.2.1)

e Eswird 1 ul Probe auf das Gerit gegeben und gemessen

Auswertung

Die Menge der in der Probe enthaltenen RNA wird mit Hilfe des Lambert-Beer’schen
Gesetzes bestimmt, fiir das gilt:

c=A%*e/b

c: Konzentration

A: Absorption in AU

e: wellenldngenabhingiger Extinktionskoeffizient in ng*cm/ml

b: Streckeldnge, die das Licht zuriicklegt in cm
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Gegeben sind:
A: gemessene Absorbtion
e bei 260 nm fiir RNA: 40 ng*cm/ml

b fiir das Nanodrop®-Spektrometer: 1,0 mm (Werte normalisiert auf 1,0 cm)

Daraus ergibt sich folgende Gleichung zu Bestimmung des RNA-Gehalts:
Az * 40 ng/ml = RNA-Gehalt in ng/ml

Der Quotient Ayeo /Azgo gibt Auskunft liber die Reinheit. Ist er 2,0 oder groBer ist die Probe

rein.

cDNA-Synthese

Annealing Mix | DMSO Probe

RNA 3ug 3ug

Gl 1 ul 1 ul

H,OrNAsefrei Auf 10 pl auffiillen | Auf 10 pl auffiillen

e Gut mischen.

e Inkubation bei 70 °C fiir 10 min.

e Schnell und vorsichtig (2 sec) zentrifugieren.
e Auf Eis stellen.

e Mastermix herstellen (fiir einen Ansatz):

RNAse freies Wasser 4 ul
5x cDNA Synthese Puffer (G3) 4 ul
RNAse Inhibitor (R1) 1 ul
cDNA Synthese Enzym Mix (G2) 1l

e Mischen und auf Eis lagern.
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e 10 pl cDNA Master Mix + 10 pl Annealing Mix.
e Mit Pipette mischen.
e Inkubation:

0 42 °C fiir 50 min

0 75 °C fiir 5 min

O Abkiihlen auf 37 °C

Amplifikation

Amplifikation Master Mix 1 Ansatz

2,5x RNA Polymerase P (G24) | 16 pl

Biotinyliertes UTP, 10 mM 2 ul

RNA Polymerase (G 25) 2 ul

e 20 pl Amplifikation Master Mix + 20 ul cDNA Synthesereaktion.
e Mischen.

e 4 h Inkubation.

Vorhybridisierung

e Membranrohrchen mit 5 ml HyOpigest befiillen, gut verschlieBen und 5 min auf den
Deckel stellen.

e Wasser abkippen.

e 2 ml vorgewdrmte (60 °C) Hybridisierungsldsung auf die Membran geben und 1-2 h
bei 60 °C hybridisieren.

cRNA-Aufreinigung

e 60 ul RNAse freies Wasser zu jedem Reaktionsansatz geben.
e Das gesamte Volumen in ein steriles 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal iiberfiihren.
e 350 pul Lyse- und Bindepuftfer (G6) zugeben, mischen (2 bis 3 mal).
e 350 ul ACS-grade 100 % EtOH zugeben, mischen (5 bis 6 mal).
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e Jede Probe auf die Mitte einer Sdule (Kit) auftragen.
e Zentrifugation: ca. 30 sec bei 8.000 g.

e Eluat verwerfen.

e 600 ul Waschpuffer (G17 mit EtOH) auf die Sdule geben.
e Zentrifugation: 30 sec bei 8.000 g.

e FEluat verwerfen.

e Zentrifugation: 3 min bei 11.000 g.

e Siule auf ein neues Gefdl3 setzen.

e 50 pl Elutionspuffer (G26) auf die Sdule geben.

e Inkubation fiir 2 min bei RT.

e Zentrifugation: 1 min bei 8.000 g.

e Auf Eis lagern und RNA-Gehalt am Nanodrop®-Spektrophotometer messen.

Startmaterial: TruelLabeling Primer &
0,1 -3 ug Total RNA  Enzymmix

A P

in vitro 7.+ Biotin-16-UTP &
Transkription 77 IVT Enzymmix

RAERARA, O ARARAR
RARAEA, O AAARAA
@ LA WYY ARARAA

EAEAARA BT ARARAA

1 Y2 h Saulenauf- Purification
reinigung

@ Biotinylierte und amplifizierte cRNA

®
;L
|

Abb. : Umschreiben der DNA in biotinylierte cDNA

- 205 -



Material und Methoden

Hybridisierung

3 ug cRNA werden zur Hybridisierung eingesetzt.
cRNA-Losung + 750 ul Hybridisierungslosung bei 60 °C erwéirmen.
Die Vorhybridisierungsldsung abdekantieren.

Hybridisierungslosung auf die Membran geben und fiir mind. 15 h hybridisieren.

Waschen

Waschlosungen I und II bei 60 °C erwédrmen.

Die Hybridisierungslosung in ein Eppendorfreaktionsgefal {iberfithren und bei -20 °C
aufbewahren.

5 ml Waschlosung I auf die Membran geben, bei Hochstgeschwindigkeit und 60 °C
fiir 15 min im Hybridisierungsofen waschen.

Mit 5 ml Waschlésung 11, bei Hochstgeschwindigkeit und 60 °C fiir exakt 15 min im
Hybridisierungsofen waschen.

Waschlosung abkippen, Gefall verschlieBen und im Hybridisierungsofen auf RT

abkihlen lassen.

Detektion

2 ml Blockingldsung Q auf die Membran geben, vorsichtig schiitteln und 40 min bei
hochster Umdrehung inkubieren.

Puffer 1xF: 10 ml 5xF + 40 ml HOpigest.

Puffer AP-SA: 2 ul AP-SA in 16 ml IxF .

Blockinglosung abdekantieren und mit 2 ml AP-SA-Puffer fiir exakt 10 min bei
niedriger Umdrehung im Hybridisierungsofen inkubieren.

Die Membran 4 mal mit 4 ml 1xF-Puffer fiir 5 min bei niedriger Umdrehung waschen.
Waschlosung entfernen.

Rinsing: 3 ml Puffer G auf die Membran geben, dreimal umdrehen und wiederholen
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e | ml CDP-Star-Reagenz fiir 2 — 5 min bei RT im Hybridisierungsofen inkubieren.
e Die Membran mit einer Pinzette aus dem Gefa3 holen und mit der LAS 3000

detektieren.
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Verwendete Formeln

Lineare Regression: y = A + B*x nach Origin 6.0 mit Messpunkten (x/y):
y-Achseabschnitt (A):

(53 {5 z0)

N

A=

Steigung (B):

R b2

B=—
N

Nenner (N):

(3]

Fehler der Steigung (mg):
nS
mg = /
(n—-2)N

Fehler des y-Achsenabschnittes (ma):
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Fehlerquadratsumme (S):

§=3 (3, - Bx, - A’

1Cso-Wert:
50— A
0=

Fehler des 1Cso-Wertes (mycso):

Mycso :\/(_%jz -(m,)? "‘(%}2 '(mB)2

Arithmetischer Mittelwert (X ):

>

X=——

n
Standardabweichung (o, ,):
n-1 i=1

Ausreifl3ertest nach Nalimov (r):

X*—Y‘ n
r=—t. |—
o n-1




Anhang

Daten zu Abb. 40

Abb. 40: Cometassay: Einfluss von gebildeten Wasserstoffperoxid auf die DNA-
schadigende Wirkung von Delphinidin in HT29-Zellen (1 h, serumfrei).

1. ohne Zusatz von Katalase, ohne Fpg-Behandlung

Substanz DMSO Delphinidin Delphinidin Delphinidin Menadion
10 pM 50 uM 100 uM 20 uM
TI [%] 1,11 0,45 2,85 2,22 1,20
TI [%] 0,37 0,24 4,15 - 1,54
TI [%] 0,72 0,30 1,67 2,41 3,36
TI [%] 0,54 0,62 4,15 3,92 1,67
TI [%] 0,30 0,52 1,34 1,34 0,60
TI [%] 0,74 0,69 1,78 - 4,48
TI [%] 0,60 - - - 0,64
TI[%] 0,36 - - - 2,42
Mittelwert 0,59 0,55 2,66 2,47 1,85
Standardabweichung 0,27 0,20 1,26 1,07 1,34
2. ohne Zusatz von Katalase, Fpg-Behandlung
Substanz DMSO Delphinidin Delphinidin Delphinidin
10 uM 50 uM 100 uM
TI [%] 3,88 0,89 3,82 6,02
TI [%] - 0,71 4,37 2,91
TI [%] 1,47 0,50 5,78 3,07
TI [%] 2,92 0,68 - 2,91
TI [%] 1,24 1,03 1,29 1,12
TI [%] 2,62 1,43 1,22 0,85
TI [%] 2,96 - - -
TI [%] 1,96 - - -
Mittelwert 2,44 0,87 3,30 2,81
Standardabweichung 0,93 0,33 2,00 1,85
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3. mit Zusatz von 100 U/ml Katalase, ohne Fpg-Behandlung

Substanz DMSO Delphinidin Delphinidin Delphinidin Menadion

10 pM 50 uM 100 uM 20 uM
TI [%] 0,46 0,99 2,85 1,59 8,56
TI [%] 0,57 0,45 4,15 2,22 9,14
TI [%] 0,50 0,24 4,15 - 10,18
TI [%] 0,49 0,80 - 241 9,56
TI [%] 0,50 0,62 - 3,92 7,71
TI [%] 0,45 - - - 10,66
TI [%] 2,01 - - - 6,88
TI [%] 0,60 - - - 16,34
Mittelwert 0,66 0,62 3,72 2,54 10,08
Standardabweichung 0,48 0,29 0,75 0,99 2,74
4. mit Zusatz von 100 U/ml Katalase, mit Fpg-Behandlung
Substanz DMSO Delphinidin Delphinidin Delphinidin

10 uM 50 uM 100 uM
TI [%] 1,25 1,07 3,82 2,91
TI [%] 1,16 0,89 4,37 3,07
TI [%] 0,81 0,71 5,78 2,00
TI [%] 1,02 0,50 - -
TI [%] 1,72 0,68 - -
TI [%] 1,20 - - -
TI [%] 2,55 - - -
TI [%] - - - -
Mittelwert 1,58 0,77 4,66 2,66
Standardabweichung 0,65 0,22 1,01 0,58
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Daten zu Abb. 42

Abb. 42:

Cometassay: Einfluss von gebildeten Wasserstoffperoxid auf die antioxidative
Wirkung von Delphinidin in HT29-Zellen (1 h, serumfrei). Positivkontrolle 20 uM
Menadion, Zugabe von Katalase um das gebildete H,O, zu dismutieren (gestreifte

Balken), Fpg-Behandlung zur Detektion oxidativer DNA-Schaden.

1. ohne Fpg-Behandlung

Substanz DMSO | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Menadion
1M 10 uM 50 UM 100 pM 20 UM
+ Men + Men + Men + Men
TI [%] 1,11 2,16 0,76 2,27 3,02 3,62
TI [%] 0,37 1,23 1,38 1,31 - 2,78
TI [%] 0,72 2,09 0,93 - 1,82 2,69
TI [%] 0,54 3,58 - - - 1,47
TI [%] 0,30 2,01 0,97 2,51 3,10 2,36
TI [%] 0,74 1,52 0,69 2,22 - 1,45
TI [%] 0,60 2,72 1,21 - - 3,26
TI [%] 0,36 - 2,13 - - 2,04
Mittelwert 0,59 2,19 1,15 2,08 2,65 2,46
Standardabweichung 0,27 0,78 0,49 0,53 0,72 0,78
2. Fpg-Behandlung wahrend der Vorinkubation
Substanz DMSO | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Menadion
1uM 10 uM 50 uM 100 uM 20 uM
+ Men + Men + Men + Men
TI [%] 1,20 - 4,70 1,37 2,99 7,66
TI [%] - - 3,63 1,70 6,16 9,73
TI [%] 0,76 6,43 2,89 5,47 5,15 9,92
TI [%] 0,70 5,55 2,77 5,57 - 10,27
TI [%] 1,43 5,81 1,28 2,21 - 9,78
TI [%] 1,33 5,87 1,98 3,37 - 9,12
TI [%] 1,21 - 4,20 - 5,70 12,02
TI[%] - 7,69 2,53 - - -
Mittelwert 1,11 6,27 3,00 3,28 5,00 9,79
Standardabweichung 0,30 0,86 1,13 1,86 1,40 1,30




Daten zu Abb. 43

Anhang

Abb. 43:  Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen nach Synchronisation in der G,/M-Phase

und anschliefender serumhaltiger Inkubation mit Delphinidin bzw. Malvidin fir
36 Stunden.

1. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Delphinidin,

Zellen in der G1-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 uM
Phase [%0] 34,28 10,47 2603 | 2009 | 27,40 | 1977 | 3L37
51,43 7,40 20,72 30,64 21,17 15,07 23,71
44,65 8,00 - 18,51 25,29 22,57 28,57
46,16 9,38 - 28,24 25,06 - -
47,03 - - - 24,30 - -
44,55 - - - 23,08 - -
44,08 - - - - - -
42,02 - - - - - -
33,29 - - - - - -
36,75 - - - - - -
Mittelwert 42,42 8,81 23,80 26,85 24,38 19,14 27,88
Standardabweichung 5,87 1,38 3,75 5,65 2,12 3,79 3,88




Anhang

2. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Go/M-Phase, Inkubation mit Delphinidin,

Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 uM
[%0] 37.83 14,84 2634 | 2821 | 1664 | 2412 | 2602
28,84 16,61 331 2568 | 13,74 | 1460 | 3037
40,35 22,30 : 2309 | 27,91 | 3540 | 1517
33,61 21,89 : 2002 | 22,09 : :
33,90 - : : 30,67 : :
32,25 - : : 18,19 : :
31,00 - i : i : i
38.13 - i : i i i
37,60 - : : : : :
36,74 - i : : i i
Mittelwert 35,04 18,91 2072 | 2673 | 2154 | 2471 | 2385
Standardabweichung | 3,66 3,75 4,78 2,98 6,64 10,41 7,30

3. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Delphinidin,
Zellen in der Go/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 pM
Phase [%] 27,89 74,69 4763 | 4180 | 5502 | 5610 | 4261
19,73 7500 | 46,18 | 4368 | 6486 | 5330 | 4593
15,00 69,76 i 5840 | 4680 | 7032 | 56,50
20,23 68,73 i 4183 | 5286 | 4264 i
19,07 - i : 45,03 § :
23,20 - i : 58,08 i i
24,84 - : : : : :
19,86 - : : : : :
29,02 - i i i i i
26,51 - : : : : :
Mittelwert 22,54 7229 | 4691 | 4643 | 5393 | 5559 | 4838
Standardabweichung 4,49 3,58 1,03 8,03 7,37 11,40 7,30
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4. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Malvidin,

Zellen in der G1-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 uM
Phase [%6] 34,28 10,47 26,03 1499 | 1462 | 1823 | 14,79
51,43 7.40 20,72 188 | 1437 | 1077 | 1844
44,65 8,00 i i 1340 | 2474 | 22,719
46,16 9,38 i i 3342 | 2042 i
47,03 - i i 20,08 i i
44,55 - : : : : .
44,08 - § ; : : :
42,02 - ; i § 5 -
33,29 - i i i i i
36,75 - : i i i i
Mittelwert .42 8,81 23,80 1600 | 1918 | 1854 | 1861
Standardabweichung | 5,87 1,38 3,75 2,70 8,38 5,84 4,00

5. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Malvidin,

Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 pMm
[%2] 37,83 14,84 26,34 25,43 8,75 15,34 14,76
28,84 16,61 331 14,47 15,67 12,35 14,97
40,35 22,30 - - 13,74 13,26 16,21
33,61 21,89 - - 14,08 22,65 -
33,90 - - - 23,36 - -
32,25 - - - - - -
31,09 - - - - - -
38,13 - - - - - -
37,69 - - - - - -
36,74 - - - - - -
Mittelwert 35,04 18,91 29,72 19,95 15,12 15,90 15,30
Standardabweichung 3,66 3,75 4,78 7,75 5,28 4,67 0,78
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6. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Malvidin,
Zellen in der G/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 uM
Phase [%6] 27.89 74,69 4763 | 5957 | 7663 | 67,02 | 7087
19,73 75,99 4618 | 6L04 | 7058 | 7725 | 6689
15,00 69,76 : 6742 | 7343 | 6183 | 6L6l
20,23 68,73 : : 5307 | 5692 i
19,07 - : : 56,56 : :
23,20 - : : : : :
24,84 - : i i i i
19,86 - : i i i i
29,02 - : : : : :
26,51 - : i i i i
Mittelwert 2254 72,29 4691 | 6268 | 6605 | 6576 | 6646
Standardabweichung | 4,49 3,58 1,03 417 10,55 8,70 4,65
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Daten zu Abb. 49

Abb. 49: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Delphinidin,

gemessen mittels Comet-Assay.

1. Delphinidin bzw. Camptothecin alleine

Substanz DMSO | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin Cpt
1M 10 pM 50 uM 100 uM 100 uM
TI [%] 0,89 2,46 1,43 1,67 7,55 7,34
TI [%] 0,66 2,90 0,92 1,19 6,17 10,30
TI [%] 0,33 0,70 1,18 3,57 5,35 3,73
TI [%] 0,61 0,66 4,44 3,36 7,93 5,24
TI [%] 0,89 0,58 1,13 1,99 7,10 4,52
TI [%] 0,36 0,70 1,23 1,53 5,79 5,26
TI [%] 0,29 0,58 0,57 3,81 4,99 -
TI [%] 0,36 0,28 0,79 2,87 6,01 -
TI [%] 0,34 0,82 1,16 3,10 6,65 -
TI [%] 0,63 0,31 1,70 2,78 5,92 -
TI [%] 0,37 0,65 1,18 2,48 10,23 -
TI [%] 0,39 0,52 0,84 3,91 9,29 -
TI [%] 0,49 0,90 0,75 1,00 7,58 -
TI [%] 0,41 1,24 0,54 2,71 7,28 -
TI [%] 0,64 1,18 0,51 1,25 6,06 -
TI [%] 0,56 0,48 0,91 2,02 6,45 -
TI [%] 0,40 1,85 0,79 1,55 5,04 -
TI [%] 0,41 2,15 0,65 1,67 7,66 -
TI [%] 0,52 1,14 0,60 2,26 6,06 -
TI [%] 0,49 1,33 0,94 4,14 - -
TI [%] 0,60 0,32 1,07 4,06 - -
TI [%] 0,24 0,40 1,52 - - -
TI[%] 0,47 0,41 1,15 - ; 3
TI [%] 0,53 0,31 0,50 - - -
TI [%] 0,54 1,22 1,37 - - -
TI[%] - 0,71 0,75 - - -
TI[%] - 0,54 0,90 - - -
Mittelwert 0,50 0,91 1,09 2,52 6,80 6,06
Standardabweichung 0,17 0,66 0,74 1,02 1,37 2,40
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2. Vor- und Koinkubation: Cpt mit Delphinidin

Substanz Delphinidin Delphinidin Delphinidin Delphinidin
1uM 10 uM 50 uM 100 pM
+ Cpt 100 pM + Cpt 100 pM + Cpt 100 pM + Cpt 100 pM
TI [%] 1,64 2,34 4,13 10,20
TI [%] 1,59 1,39 3,12 11,03
TI [%] - - 6,53 13,46
TI [%] 8,84 6,72 512 10,97
TI [%] 4,05 2,58 6,11 10,29
TI [%] 3,63 2,34 4,90 11,42
Mittelwert 3,95 3,08 4,99 11,23
Standardabweichung 2,96 2,09 1,26 1,19

Daten zu Abb. 51

Abb.51: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Malvidin,

gemessen mittels Cometassay.

1. Malvidin bzw. Camptothecin alleine

Substanz DMSO Malvidin Malvidin Malvidin Malvidin Cpt
1M 10 pM 50 UM 100 pM 100 pM
TI [%] 0,20 - 1,18 - 8,59 -
TI [%] 0,40 - 2,97 - 5,70 10,72
TI [%] 0,61 0,64 0,20 0,55 - 3,62
TI [%] 0,89 0,59 0,16 0,77 - 5,25
TI [%] 1,48 0,17 0,31 0,65 4,70 4,92
TI [%] 0,33 0,33 0,39 0,63 6,30 5,54
Mittelwert 0,65 0,43 0,87 0,65 6,32 6,01
Standardabweichung 0,47 0,22 1,10 0,09 1,65 2,73
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2. Vor- und Koinkubation: Cpt mit Malvidin

Anhang

Substanz Malvidin Malvidin Malvidin Malvidin
1uM 10 pM 50 pM 100 pM
+ Cpt 100 pM + Cpt 100 uM + Cpt 100 uM + Cpt 100 uM
TI [%] 9,45 13,59 - 10,85
TI [%] 5,38 9,18 - -
TI [%] 6,12 5,39 2,35 9,71
TI [%] 6,00 4,36 4,14 7,31
TI [%] - 10,87 - 10,87
TI [%] 7,03 - 5,36 14,10
Mittelwert 6,80 8,68 4,12 10,57
Standardabweichung 1,60 3,83 1,76 2,45

Daten zu Abb. 54

Abb. 54: Einfluss von Etoposid auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB-Test).

Etoposid [M] 0 10 25 50 75 100
T/IC [%] 100 68,01 67,95 61,57 63,61 56,75
T/IC [%] 100 109,37 117,50 106,39 78,52 68,22
T/IC [%] 100 107,82 106,77 110,27 98,93 46,24
TIC [%] 100 107,95 107,86 97,73 100,96 90,08
Mittelwert 100,00 98,29 100,02 93,99 85,50 65,32
Standardabweichung 7,00 17,50 19,00 19,30 15,40 16,3
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Daten zu Abb. 55

Abb. 55: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Etoposid durch Delphinidin,

gemessen mittels Comet-Assay,

1. Delphinidin bzw. Etoposid alleine

Substanz DMSO | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Etoposid
1M 10 pM 50 uM 100 uM 10 pM

TI [%] 0,36 0,65 1,16 3,81 - 9,75
TI [%] 0,34 0,52 1,70 2,87 - 8,82
TI [%] 1,47 0,90 1,18 1,15 - 17,76
TI [%] 0,63 1,24 0,84 - 6,01 -
TI [%] 0,37 1,18 0,75 3,10 6,65 12,96
TI [%] 0,39 0,48 0,54 2,78 5,92 8,93
TI [%] 0,49 1,85 0,51 2,48 10,23 14,64
TI [%] 0,41 - 0,91 3,91 9,29 10,34
TI [%] 0,64 1,14 0,34 1,00 7,58 11,99
TI [%] 0,88 1,33 0,79 2,71 7,28 9,84
Mittelwert 0,60 1,03 0,87 2,65 7,57 11,67
Standardabweichung 0,35 0,44 0,40 1,01 1,64 3,00
2. Vor- und Koinkubation: Etoposid mit Delphinidin
Substanz Delphinidin Delphinidin Delphinidin Delphinidin

1M 10 pM 50 pM 100 pM

+ Eto 100 uM + Eto 100 uM + Eto 100 uM + Eto 100 uM

TI [%] 7,76 3,81 13,55 19,82
TI [%] 8,67 5,06 12,33 21,87
TI [%] 17,19 - 20,97 -
TI [%] - - 20,00 -
TI [%] 14,60 5,76 9,57 23,06
TI [%] 15,19 5,30 10,05 20,44
TI [%] 17,89 - 18,68 -
TI [%] 10,03 - 10,85 26,78
TI [%] - 2,71 9,01 20,55
TI [%] - 3,91 10,76 14,30
Mittelwert 13,05 4,43 13,58 20,97
Standardabweichung 4,16 1,14 4,57 3,77
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Daten zu Abb. 57

Abb. 57: Einfluss von Doxorubicin auf das Wachstum von HT29-Zellen (SRB).

Doxorubicin [uM] 0 1 5 10 25 50

T/C [%0] 100 - - 40,66 39,28 32,62
T/C [%] 100 65,25 61,62 58,54 - 34,07
T/C [%] 100 93,74 76,34 - 54,23 -

T/C [%] 100 85,93 - 40,56 38,39 31.73
T/C [%] 100 75,87 55,00 40,94 - 31,43
Mittelwert 100,00 80,20 64,32 45,18 43,97 32,46
Standardabweichung 7,45 10,70 8,90 7,70 7,30 1,00

Daten zu Abb. 58

Abb. 58: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Delphinidin,
gemessen mittels Cometassay.

1. Delphinidin bzw. Doxorubicin alleine

Substanz DMSO | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin | Delphinidin Dox
1M 10 pM 50 uM 100 uM 10 pM
TI [%] 0,56 0,32 0,65 1,25 3,53 -
TI [%] 0,40 0,40 0,60 0,59 - 4,29
TI [%] 0,41 0,41 0,94 2,02 3,32 4,86
TI [%] 0,52 0,31 1,07 1,55 3,43 -
TI [%] 0,49 1,22 1,52 1,67 - 10,38
TI [%] 0,60 0,71 1,15 2,26 6,06 14,11
TI [%] 0,24 0,54 0,50 1,08 6,45 -
TI [%] 0,47 0,57 1,37 0,89 5,04 9,34
TI [%] 0,53 0,55 0,75 4,14 7,66 6,40
TI [%] 0,54 0,72 0,90 4,06 6,06 7,12
Mittelwert 0,48 0,58 0,95 1,95 5,19 8,07
Standardabweichung 0,10 0,27 0,34 1,24 1,63 3,46
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2. Vor- und Koinkubation: Doxorubicin mit Delphinidin

Substanz Delphinidin Delphinidin Delphinidin Delphinidin
1uM 10 pM 50 pM 100 pM
+ Eto 100 pM + Eto 100 uM + Eto 100 uM + Eto 100 pM
TI [%] 3,42 1,56 6,35 -
TI [%] - 0,88 5,32 -
TI [%] - 1,14 4,96 -
TI [%] 0,76 4,48 6,97
TI [%] 8,72 1,57 - 18,16
TI [%] 9,39 1,52 - 22,06
TI [%] 5,53 1,06 4,70 13,32
TI [%] 5,98 - 4,67
TI [%] 4,56 3,92 7,53 13,22
TI [%] 3,96 3,13 8,56 11,86
Mittelwert 5,94 1,73 5,82 14,26
Standardabweichung 2,31 1,08 1,52 4,78
2. Vor- und Koinkubation: Doxorubicin mit Delphinidin, mit Fpg-Behandlung
Substanz DMSO Menadion | Menadion | Dox + Del Dox + Del Dox + Del Dox
20 uM 20 uM 1uM 10 uM 50 uM 10 uM
ohne Fpg mit Fpg
TI [%] 3,88 1,75 15,76 8,75 9,39 9,00 10,05
TI [%] - 2,07 12,30 8,55 6,41 9,14 -
TI [%] - 3,02 6,58 17,02 6,55 - -
TI [%] - 3,18 - 18,26 - - -
TI [%] 1,47 - - 10,38 - 15,17 11,52
TI [%] 2,92 6,14 - 18,02 - 9,09 -
TI [%] 1,24 2,69 9,76 19,47 15,42 12,34 16,06
TI [%] 2,62 2,90 5,82 13,46 13,74 11,01 13,93
TI [%] 2,96 - 13,22 - 11,19 6,70 8,74
TI [%] 1,96 - 11,66 9,31 9,35 - 7,99
Mittelwert 2,44 3,11 10,73 13,69 10,29 10,35 11,38
Standard- 0,93 1,43 3,58 4,54 3,41 2,76 3,12
abweichung
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Daten zu Abb. 59

Abb. 59:  Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,O,-Gehalts im Zellkulturmedium nach
Inkubation von HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Doxorubicin
nach 1 h und nach 24 h (serumhaltig).

1. Doxorubicin, 1 h

Medium | DMSO | 50pM 25 UM 10 uM 5 uM 1M
1. Messung 0,18 0,16 0,23 0,27 0,21 0,21 0,17
2. Messung -0,01 -0,01 0,04 0,07 0,02 -0,01 -0,01
Mittelwert 0,09 0,08 0,14 0,17 0,12 0,10 0,08
Standardabweichung 0,13 0,12 0,13 0,14 0,13 0,16 0,13

2. Doxorubicin, 1 h, 100 U/ml Katalase

Medium | DMSO | 50puM 25 UM 10 pM 5uM 1M
1. Messung -0,10 -0,11 0,07 0,01 -0,09 -0,08 -0,10
2. Messung -0,14 -0,15 -0,14 -0,03 -0,11 -0,12 -0,15
Mittelwert -0,12 -0,13 -0,04 -0,01 -0,10 -0,10 -0,13
Standardabweichung 0,03 0,03 0,15 0,03 0,01 0,03 0,04

3. Doxorubicin, 24 h

Medium DMSO 50 uM 25 uM 10 uM 5uM 1uM
1. Messung 0,53 0,49 0,35 0,35 0,31 0,32 0,34
2. Messung 0,25 0,20 0,23 0,18 0,13 0,10 014
Mittelwert 0,39 0,35 0,29 0,27 0,22 0,21 0,24
Standardabweichung 0,20 0,21 0,08 0,12 0,13 0,16 0,14

4. Doxorubicin, 24 h, 100 U/ml Katalase

Medium | DMSO | 50pM 25 UM 10 uM 5 uM 1M
1. Messung 0,45 0,36 0,30 0,28 0,23 0,38 0,25
2. Messung 0,21 0,14 0,15 0,08 0,01 0,07 0,02
Mittelwert 0,33 0,25 0,23 0,18 0,12 0,23 0,14
Standardabweichung 0,17 0,16 0,11 0,14 0,16 0,22 0,16
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Daten zu Abb. 60

Abb. 60: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin durch Delphinidin in

Anwesenheit von Katalase (100 U/ml), gemessen mittels Cometassay.

1. ohne Fpg-Behandlung

Dox 10 pM | Dox + Del 1 Dox + Dox + Dox +
Del 10 Del 50 Del 100
TI [%] 5,35 4,28 2,10 5,28 4,39
TI [%] 5,02 5,81 1,39 3,35 2,91
TI [%] 7,97 1,66 1,11 3,63 2,06
TI [%] 4,30 1,39 1,29 4,38 -
TI [%] 5,52 1,48 - 3,84 -
TI [%] 4,88 2,08 - 2,45 -
TI [%)] 9,13 2,58 3,67 3,02 3,86
TI [%] 6,48 - 2,35 - 3,91
TI [%] 5,35 - - - -
Mittelwert 6,00 2,75 1,99 371 3,43
Standardabweichung 1,58 1,67 0,96 0,92 0,93
2. mit Fpg-Behandlung
Dox 10 uM | Dox + Del 1 Dox + Dox + Dox +
Del 10 Del 50 Del 100
TI [%] 9,72 10,22 10,23 8,68 9,79
TI [%)] 10,36 - 10,71 11,16 9,42
TI [%] 10,66 - - 11,52 -
TI [%)] 6,88 9,02 6,27 13,64 5,54
TI [%)] - 7,69 6,16 7,64 5,43
TI [%] - - 7,36 6,10 -
TI [%] 11,45 12,54 6,31 6,29 4,50
TI [%] 16,34 14,61 - 8,99 9,68
T1 [%] - - - 11,42 9,77
Mittelwert 10,50 10,82 7,84 9,49 7,73
Standardabweichung 1,89 2,77 2,09 2,60 2,44
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Daten zu Abb. 62

Abb. 62:

Anhang

ICE-Bioassay: Bestimmung der DNA-gebundenen Topoisomerase llow nach
Vorinkubation (30 min, serumfrei, 100 U/ml Katalase) mit DMSO, 10 uM und

30 uM  Delphinidin

Doxorubicin.

und Koinkubation

mit

dem

1. Kombination: Doxorubicin 1 uM mit Delphinidin 10 und 30 uM

Topoisomerase-11-gift

Dox 1 uM Del 10 pM + Dox 1 uM Del 30 pM + Dox 1 uM
TIC [%] 100 89.48 49,57
TIC [%] 100 69,41 73,72
T/C [%] 100 85,55 -
T/C [%] 100 76,09 77,33
Mittelwert 100 81,48 61,64
Standardabweichung 0 9,09 15,09

2. Kombination: Doxorubicin 10 pM mit Delphinidin 10 und 30 uM

Dox 1 uM Del 10 uM + Dox 10 uM Del 30 uM + Dox 10 uM
TIC [%] 100 94,89 70,53
TIC [%] 100 84,68 57,13
TIC [%] 100 80,15 69,14
TIC [%] 100 85,40 -
Mittelwert 100 86,28 65,60
Standardabweichung 0 6,19 7,37
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Daten zu Abb. 63

Abb. 63:  Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,0,-Gehalts im Zellkulturmedium nach
Inkubation von HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Mirtoselect
(lila) und Oenocyanine (marineblau).

1. Mirtoselect, 15 min

DMSO | 10 ug/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [uM] 0,31 0,72 1,34 3,62 9,03 11,85
H,0, [uM] 0,21 0,63 1,34 3,48 8,19 17,44
Mittelwert 0,26 0,68 1,34 3,55 8,61 14,65
Standardabweichung 0,07 0,06 0 0,10 0,59 3,95

2. Mirtoselect, 15 min, 100 U/ml Katalase

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml
H,0, [uM] -0,30 -0,25 -0,03 0,12 0,14 0,12
H,0, [uM] -0,32 -0,22 -0,04 0,15 0,13 0,19
Mittelwert -0,31 -0,24 -0,04 0,14 0,14 0,16
Standardabweichung 0,01 0,02 0,01 0,02 0,01 0,05

3. Oenocyanine, 15 min

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/mi 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [UM] -0,18 0,22 1,01 2,18 4,43 10,61
H,0, [UM] -014 0,38 0,73 3,36 7,56 15,12
Mittelwert -0,16 0,30 0,87 2,77 6,00 12,87
Standardabweichung 0,03 0,11 0,20 0,83 2,21 3,19

4. Oenocyanine, 15 min, 100 U/ml Katalase

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [uM] -0,27 -0,17 0,19 0,50 0,82 0,81
H,0, [uM] -0,31 -0,24 -0,08 0,43 0,83 0,80
Mittelwert -0,29 -0,21 0,06 0,47 0,83 0,81
Standardabweichung 0,03 0,05 0,19 0,05 0,01 0,01

-20 -



Anhang

5. Mirtoselect, 45 min

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/mi 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml
H,0, [UM] 0,23 0,69 1,23 3,98 8,61 16,19
H,0, [UM] 0,48 1,03 1,89 5,84 11,51 16,49
Mittelwert 0,36 0,86 1,56 451 10,06 16,34
Standardabweichung 0,18 0,24 0,47 0,75 2,05 0,21

6. Mirtoselect, 45 min, 100 U/ml Katalase

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [uM] -0,31 -0,21 -0,02 0,02 0,11 0,03
H,0, [uM] -0,32 -0,23 -0,08 0,03 0,07 0,08
Mittelwert -0,32 -0,22 -0,05 0,03 0,09 0,06
Standardabweichung 0,01 0,01 0,04 0,01 0,03 0,04

7. Oenocyanine, 45 min

DMSO | 10 pg/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [uM] -0,20 0,17 0,81 1,41 2,65 5,83
H,0, [uM] -0,09 0,02 0,58 1,89 2,85 5,35
Mittelwert -0,15 0,10 0,70 1,65 2,75 5,59
Standardabweichung 0,08 0,11 0,16 0,34 0,14 0,34

8. Oenocyanine, 45 min, 100 U/ml Katalase

DMSO [ 10 pg/ml | 30 pg/ml 100 250 500
pg/ml pg/ml pg/ml

H,0, [uM] -0,25 -0,15 0,06 0,41 0,72 1,09
H,0, [uM] -0,24 -0,17 0,05 0,46 0,64 0,81
Mittelwert -0,25 -0,16 0,06 0,44 0,68 0,95
Standardabweichung 0,01 0,01 0,01 0,04 0,06 0,20
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Daten zu Abb. 64

Anhang

Abb. 64: Einfluss von Mirtoselect (lila) und Oenocyanine (marineblau) auf das Wachstum

von HT29-Zellen in Abwesenheit (durchgezogene Linie) und Anwesenheit
(gestrichelte Linie) von 100 U/ml Katalase (SRB).

1. Oenocyanine

Oenocyanine [ug/ml] 0 10 50 100 250 500
T/C [%] 100 109,82 106,46 91,33 36,77 8,35
T/C [%] 100 98,57 73,11 53,26 35,49 7,61
T/C [%] 100 108,19 95,11 94,36 28,57 12,15
T/C [%] 100 53,56 65,53 35,04 - 12,70
Mittelwert 100,00 92,54 85,05 68,50 33,61 10,20
Standard- 1,33 22,9 16,5 25,2 3,6 2,2
abweichung

2. Mirtoselect
Mirtoselect [ug/mi] 0 10 50 100 250 500
T/C [%] 100 114,36 85,16 84,66 5,95 6,39
T/C [%] 100 116,34 83,45 79,80 7,26 12,76
T/C [%] 100 - 88,08 81,97 14,06 19,63
T/C [%] 100 99,48 - - 9,71 13,51
Mittelwert 100,00 110,06 85,56 82,15 9,25 13,07
Standardabweichung 2,78 7,5 19 2,0 3,1 4,7

3. Oenocyanine, 100 U/ml Katalase
Oeno [pg/ml] 0 10 50 100 125 150 [ 175 200 | 225
T/C [%] 100 64,71 | 51,01 55,18 64,71 | 51,01 | 55,18 | 44,62 | 40,95
T/C [%] 100 52,71 | 89,95 | 111,71 | 75,87 | 55,00 | 40,94 | 29,21 | 31,43
T/C [%] 100 - - - 64,71 | 51,01 | 55,18 | 44,62 | 40,95
Mittelwert 100,00 58,71 | 70,48 83,44 68,43 | 52,34 | 50,43 | 39,49 | 37,77
Standard- 7,45 6,0 19,5 28,3 53 19 6,7 7,3 4,5
abweichung
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4. Mirtoselect, 100 U/ml Katalase

Anhang

Oenocyanine [ug/ml] 0 10 25 50
T/C [%] 100 117,37 110,87 94,72 88,27 65,82
T/C [%0] 100 84,97 52,66 54,18 40,00 32,07
T/C [%0] 100

T/C [%0] 100

T/C [%0] 100

Mittelwert 100,00 101,17 81,76 74,45 64,14 48,95
Standardabweichung 7,45 16,2 29,1 20,3 24,1 16,9

Daten zu Abb. 70

Abb. 70:  Fluoreszenzverdranungstest

1. Oenocyanine

mit

Kalbsthymus-DNA

Konkurrenz der Extraktinhaltsstoffe mit dem Interkalator Ethidiumbromid.

Zur

Bestimmung der

DMSO 1pg/ml | 10 pug/ml | 25 pg/ml | 50 pg/ml | 75 pg/ml 100
pg/ml
T/C [%] 100 89,61 - - 62,39 58,54 54,47
T/C [%] 100 - 88,99 79,65 64,30 73,28 66,56
T/C [%] 100 101,57 100,12 89,90 89,42 72,35 62,20
T/C [%] 100 99,43 98,27 94,15 91,05 - -
T/C [%] 100 - - - 59,98 58,50 53,87
Mittelwert 100 95,79 95,79 87,90 73,43 65,67 59,27
Standardabweichung 8,5 4,9 5,0 6,1 13,8 7,2 5,3
2. Mirtoselect
DMSO 1 5 25 50 75 100
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
T/C [%] 100 105,21 | 98,54 90,62 73,52 64,44 53,28 43,74
T/C [%] 100 92,05 87,48 79,22 73,64 62,33 - 44,86
T/C [%] 100 96,59 93,04 86,77 75,98 65,79 58,56 -
Mittelwert 100 97,95 93,02 85,54 74,38 64,19 55,92 44,30
Standardabweichung 18 55 4,5 4,7 1,1 14 2,6 0,6
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Daten zu Abb. 72

Abb. 72:  Fluoreszenzverdranungstest

Anhang

mit Kalbsthymus-DNA  zur

Bestimmung der

Konkurrenz der Extraktinhaltsstoffe mit dem ,,minor grove binder* H33258.

1. Oenocyanine

DMSO 1 10 25 50 75 100
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
T/C [%] 100 102,72 | 102,42 95,67 - 77,63 42,27
TIC [%] 100 100,15 | 100,36 98,44 82,14 84,83 57,43
TIC [%] 100 - - 99,39 90,45 74,62 -
Mittelwert 100 101,44 | 101,39 97,83 86,30 79,02 49,85
Standardabweichung 2,1 1,3 1,0 1,6 4,2 4,3 7,6
2. Mirtoselect
DMSO 1 10 25 50 75 100
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
T/C [%] 100 104,72 | 105,70 73,64 52,40 45,65 30,00
T/C [%] 100 101,88 | 107,30 78,49 65,90 28,08 27,72
T/C [%] 100 - 98,19 69,19 47,83 37,55 31,28
Mittelwert 100 103,30 | 94,92 73,76 55,38 37,09 29,67
Standardabweichung 1,9 1,4 2,8 3,8 7,7 7,2 1,5
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Daten zu Abb. 73

Abb. 73:

Zellzyklusverteilung von HT29-Zellen (A) nach Synchronisation in der G;-Phase
des Zellzyklus und anschlieRender Inkubation mit Oenocyanine (36 h, serumfrei,
100 U/ml in der G,/M-Phase und
anschlielender Inkubation mit Oenocyanine (36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase),

Katalase) (B) nach Synchronisation

(C) nach Synchronisation in der G;-Phase des Zellzyklus und anschliellender
Inkubation mit Mirtoselect (36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase) (D) nach
Synchronisation in der G,/M-Phase und anschlieRender Inkubation mit Mirtoselect
(36 h, serumfrei, 100 U/ml Katalase).

1. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Oenocyanine,

Zellen in der G;-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250
Phase [%0] pg/ml pg/ml
53,50 66,47 43,76 54,76 56,41 64,58 60,07
50,59 65,08 48,81 53,06 50,01 64,45 -
43,56 62,67 52,55 62,36 73,19 56,98 61,32
50,76 70,10 59,63 67,10 71,87 70,93 58,04
55,7 - - - - - -
58,48 - - - - - -
Mittelwert 52,10 66,08 51,19 59,32 62,87 64,24 59,81
Standardabweichung 5,15 3,11 6,68 6,58 11,47 5,70 1,66
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2. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation

Zellen in der S-Phase

Anhang

mit Oenocyanine,

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1pg/ml | 10 pg/mi 100 250
[%0] pg/ml pg/mi
26,51 11,44 19,03 10,11 15,53 6,27 11,15
20,51 13,92 17,61 14,93 22,51 20,00 -
32,93 10,30 19,72 17,33 6,64 11,64 18,03
26,02 2,68 15,98 11,58 13,63 9,85 20,31
13,72 - - - - - _
17,83 - - - - - -
Mittelwert 22,92 9,59 18,09 13,49 14,58 11,94 16,50
Standardabweichung 6,91 4,85 1,66 3,26 6,53 5,28 4,77

3. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Oenocyanine,
Zellen in der G/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1pg/ml | 10 pg/mi 100 250
Phase [%0] pg/ml pg/ml
19,99 22,09 37,22 35,13 28,06 29,15 28,78
29,31 21,00 33,58 32,02 27,48 15,05 -
23,51 27,02 27,72 20,31 20,17 31,28 20,58
23,22 27,39 24,39 21,32 14,50 19,22 21,65
30,58 - - - - - -
23,68 - - - - - -
Mittelwert 25,05 24,38 30,73 27,20 22,55 23,68 23,67
Standardabweichung 4,05 3,30 5,76 7,49 6,46 7,79 4,46
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4. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Gy/M-Phase, Inkubation mit
Oenocyanine, Zellen in der G;-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250

Phase [%0] ug/ml ug/ml
53,50 13,82 43,93 46,49 45,85 41,86 44,71
50,59 11,22 46,75 48,67 45,86 39,76 43,38
43,56 14,32 39,88 47,05 47,70 49,38 48,19
50,76 20,51 55,95 53,84 53,84 41,74 46,96
55,7 - - - - - -
58,48 - - - - - -

Mittelwert 52,10 14,97 46,63 49,01 46,63 43,19 45,81

Standardabweichung 5,15 3,94 6,82 3,35 0,97 4,24 2,17

5. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Gy/M-Phase, Inkubation mit
Oenocyanine, Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml 10 100 250

[%0] pg/ml pg/ml pg/ml
26,51 12,90 15,45 20,82 18,76 25,46 30,71
20,51 14,58 4,09 19,03 22,77 14,60 20,35
32,93 11,49 14,71 21,55 26,57 17,81 23,76
26,02 17,92 8,96 19,12 20,11 22,50 17,28
13,72 - - - - - -
17,83 - - - - - -

Mittelwert 22,92 14,22 10,80 20,13 22,05 20,09 23,03

Standardabweichung 6,91 2,77 5,33 1,25 3,44 4,83 5,77
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6. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit
Oenocyanine, Zellen in der G,/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250

Phase [%0] pg/ml pg/ml
19,99 73,28 40,61 32,69 35,38 32,68 24,58
29,31 74,14 48,87 32,29 31,37 45,64 36,26
23,51 72,94 42,44 31,40 25,72 28,46 28,04
23,22 61,57 35,10 27,04 32,58 35,76 35,76
30,58 - - - - - -
23,68 - - - - - -

Mittelwert 25,05 70,48 41,76 30,86 31,26 35,64 31,16

Standardabweichung 4,05 5,96 5,68 2,60 4,06 7,31 5,78

7. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Gi-Phase, Inkubation mit Mirtoselect,

Zellen in der G1-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250
Phase [%0] ug/ml ug/ml
53,50 66,47 43,76 58,85 - 54,53 72,27
50,59 65,08 48,81 - - 66,68 63,86
43,56 62,67 52,55 53,38 60,68 69,54 73,07
50,76 70,10 59,63 65,13 66,82 74,65 68,06
55,7 - - - - - -
58,48 - - - - i _
Mittelwert 52,10 66,08 51,19 59,12 63,75 66,35 69,32
Standardabweichung 5,15 3,11 6,68 5,88 4,34 8,54 4,25
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8. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Mirtoselect,

Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/mi 100 250
[%0] pg/mi pg/mi
26,51 11,44 19,03 25,68 - 19,01 5,90
20,51 13,92 17,61 - 10,27 10,18 13,96
32,93 10,30 19,72 12,01 18,10 11,83 7,43
26,02 2,68 15,98 7,93 0,05 6,09 4,02
13,72 - - - - - -
17,83 - - - - - -
Mittelwert 22,92 9,59 18,09 15,21 9,47 11,78 7,83
Standardabweichung 6,91 4,85 1,66 9,30 9,05 5,39 4,23

9. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Gi-Phase, Inkubation mit Mirtoselect,
Zellen in der Go/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1pg/ml | 10 pg/mi 100 250
Phase [%0] pg/ml pg/ml
19,99 22,09 37,22 15,47 - 36,46 21,83
29,31 21,00 33,58 - 43,29 23,19 22,18
23,51 27,02 27,72 34,60 21,22 28,62 19,49
23,22 27,39 24,39 26,94 33,13 19,29 27,73
30,58 - - - - - -
23,68 - - - - - -
Mittelwert 25,05 24,38 30,73 25,67 32,51 24,39 22,81
Standardabweichung 4,05 3,30 5,76 9,63 11,00 8,30 3,49
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10. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit
Mirtoselect, Zellen in der G;-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250

Phase [%0] ug/ml ug/ml
53,50 13,82 43,93 44,56 45,03 34,66 51,56
50,59 11,22 46,75 48,78 45,19 47.24 37,66
43,56 14,32 39,88 48,77 47,22 49,13 55,97
50,76 20,51 55,95 42,82 45,97 44,97 46,65
55,7 - - - - - -
58,48 - - - - - -

Mittelwert 52,10 14,97 46,63 46,23 45,85 4,00 47,96

Standardabweichung 5,15 3,94 6,82 3,02 1,00 6,45 7,85

11. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit
Mirtoselect, Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250

[%%6] pg/ml pg/ml
26,51 12,90 15,45 7,48 19,64 - 16,58
20,51 14,58 4,09 20,92 24,71 19,82 18,61
32,93 11,49 14,71 24,35 21,90 - 13,04
26,02 17,92 8,96 26,39 26,23 25,55 19,48
13,72 - - - - - -
17,83 - - - - - -

Mittelwert 22,92 14,22 10,80 19,79 23,12 22,69 16,93

Standardabweichung 6,91 2,77 5,33 8,51 2,93 4,05 2,86
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12. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit

Oenocyanine, Zellen in der G,/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle Arrest DMSO 1 pg/ml | 10 pg/ml 100 250
Phase [%0] pg/ml pg/ml
19,99 73,28 40,61 47,96 35,34 22,84 31,87
29,31 74,14 48,87 30,31 30,10 32,92 43,72
23,51 72,94 42,44 26,88 27,91 - 30,99
23,22 61,57 35,10 30,79 27,80 29,56 33,87
30,58 - - - - - -
23,68 - - - - - -
Mittelwert 25,05 70,48 41,76 33,99 30,29 28,44 35,11
Standardabweichung 4,05 5,96 5,68 9,48 3,53 5,13 5,86

Daten zu Abb. 74

Abb. 74:  Cometassay: Induktion von DNA-Strangbriichen und oxidativen DNA-Schaden
durch die anthocyanreichen Extrakte Oenocyanine (marineblau) und Mirtoselect

(lila).

1. ohne Fpg-Behandlung

Oenocyanine DMSO Oeno Oeno Oeno Oeno Menadion
1 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/mi 100 pg/mi 20 uM
TI [%] 0,72 0,52 1,06 0,94 1,30 0,72
TI [%] 0,79 1,18 1,85 1,28 1,94 0,64
TI [%] 0,42 0,75 1,11 0,90 1,00 1,01
TI [%] 1,27 0,65 - 0,98 0,94 0,78
TI [%] 0,72 0,52 1,06 0,94 1,30 0,72
TI [%] 0,79 1,18 1,85 1,28 1,94 0,64
TI [%] 0,79 0,65 1,30 0,88 1,14 6,58
TI [%] 0,62 0,72 1,55 1,18 1,76 -
Mittelwert 0,77 0,77 1,40 1,05 1,42 1,71
Standardabweichung 0,24 0,27 0,35 0,17 0,41 2,19
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2. ohne Fpg-Behandlung
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Mirtoselect DMSO Mirto Mirto Mirto Mirto Menadion
1 pg/ml 10 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/mi 20 pM
TI [%] 0,72 0,68 0,60 311 0,70 0,72
TI [%] 0,79 1,43 1,10 4,99 0,96 0,64
TI [%] 0,42 1,07 2,58 2,38 1,34 1,91
TI [%] 1,27 1,94 1,91 1,06 1,00 0,78
TI [%] 0,72 0,68 0,60 3,11 0,70 0,72
TI [%] 0,79 1,43 1,10 4,99 0,96 0,64
TI [%] 0,79 0,79 0,76 1,02 2,39 6,58
TI [%] 0,62 1,27 1,17 1,60 1,55 -
Mittelwert 0,77 1,16 1,23 2,78 1,20 1,71
Standardabweichung 0,24 0,44 0,69 1,59 0,56 2,19
3. mit Fpg-Behandlung
Oenocyanine DMSO Oeno Oeno Oeno Oeno Menadion
1uM 10 uM 50 uM 100 uM 20 uM
TI [%] 1,06 1,48 2,31 1,68 2,03 8,87
TI [%] 1,91 1,86 1,85 1,88 2,07 -
TI [%] 1,51 1,28 1,25 5,65 2,16 9,42
TI [%] 1,39 1,64 1,12 4,16 3,45 9,67
TI [%] 1,06 1,48 2,31 1,68 2,03 8,87
TI [%] 1,91 1,86 1,85 1,88 2,07 -
TI [%] 1,88 1,99 1,54 7,87 2,21 -
TI [%] 1,99 3,58 1,81 2,77 3,29 -
Mittelwert 1,58 1,90 1,76 3,45 2,41 9,21
Standardabweichung 0,38 0,72 0,44 2,28 0,60 0,40
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4. mit Fpg-Behandlung
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Mirtoselect DMSO Mirto Mirto Mirto Mirto Menadion
1 pg/ml 10 pg/mi 50 pg/ml 100 pg/ml 20 uM
TI [%] 1,06 1,54 1,59 1,38 3,68 8,87
TI [%] 1,91 1,06 1,28 2,07 3,55 -
TI [%] 1,51 - 1,82 1,98 4,12 9,42
TI [%] 1,39 - 2,20 3,92 3,92 9,67
TI [%] 1,06 1,54 1,59 1,38 3,68 8,87
TI [%] 1,91 1,06 1,28 2,07 3,55 -
TI [%] 1,8R 1,71 1,83 1,56 1,70 -
TI [%] 1,99 1,41 1,99 2,02 1,68 -
Mittelwert 1,58 1,39 1,70 2,05 3,24 9,21
Standardabweichung 0,38 0,27 0,33 0,81 0,97 0,40

Daten zu Abb. 75

Abb. 75:  Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin (100 puM) durch

Mirtoselect (lila) und Oenocyanine (marineblau), gemessen mittels Cometassay an

HT29-Zellen.
DMSO Cpt + Cpt+ Cpt+ | Cpt+ | Cpt+ Cpt+ Cpt +
o1 010 050 M1 M10 M100 DMSO
SI [%0] 0,53 2,39 2,57 3,67 3,29 3,56 531 3,80
Sl [%] 0,30 4,17 4,59 3,91 3,43 1,89 2,93 3,37
Sl [%] 0,71 3,67 2,82 1,49 3,13 - 1,20 8,57
Sl [%] 0,42 3,55 3,43 3,96 - - 1,74 7,42
Sl [%] 0,42 - 1,12 1,83 1,16 2,05 - 9,58
Sl [%] 0,62 - 1,07 - 1,69 1,67 - 10,56
SI [%] 0,47 1,50 2,71 0,87 0,99 2,18 6,04 7,80
SI [%] 0,40 1,20 2,07 - 0,78 - - -
Mittelwert 0,48 2,75 2,55 2,62 2,07 2,27 3,44 7,30
Standardabweichung 0,13 1,23 1,16 1,38 1,17 0,75 2,15 2,75
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Daten zu Abb. 76

Abb. 76: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Doxorubicin (10 pM) durch
Oenocyanine (marineblau) und Mirtoselect (lila), gemessen mittels Cometassay an
HT29-Zellen. Menadion siehe Abbildung 40.

1. ohne Fpg-Behandlung

DMSO Dox + Dox + Dox + | Dox+ | Dox + Dox + Dox +

0o1 010 050 | M1 M10 M100 DMSO
SI [%0] 0,56 3,21 3,40 4,75 2,00 2,95 3,37 9,48
SI [%] 0,57 2,28 2,55 - 2,49 - 2,97 8,47
SI [%)] 0,78 3,09 3,87 3,09 2,47 3,09 - 8,88
SI [%] 0,86 4,53 3,02 - 2,12 3,60 3,23 8,06
SI [%] 0,50 2,58 1,17 2,51 1,82 1,20 0,97 6,11
SI [%] 0,47 1,98 1,91 2,36 1,75 2,50 0,97 6,23
SI [%] 0,79 - 1,06 1,93 2,83 2,61 2,38 9,96
SI [%] - - 3,23 3,95 2,79 1,88 2,08 9,13
Mittelwert 0,65 2,95 2,53 3,10 2,28 2,55 2,28 8,29
Standardabweichung 0,16 0,91 1,05 1,07 0,42 0,80 1,00 1,43

2. mit Fpg-Behandlung

DMSO Dox + Dox + Dox + | Dox+ | Dox + Dox + Dox +
0o1 010 050 | M1 M10 M100 DMSO
SI [%] 1,93 3,72 4,26 4,43 13,02 4,43 10,54 8,02
SI [%] 2,12 4,52 3,22 3,91 10,51 391 13,31 14,76
SI [%] 1,43 2,58 2,42 8,19 2,85 7,35 4,79 12,04
SI [%] 1,42 - 4,21 6,76 4,19 7,30 5,63 14,09
SI [%] 1,15 4,35 - 2,52 3,40 5,26 3,72 9,61
SI [%] 1,34 4,07 - 1,87 2,83 8,16 5,10 -
Mittelwert 1,57 3,85 3,53 4,61 6,13 6,07 7,18 11,70
Standardabweichung 0,38 0,77 0,88 2,44 4,46 1,76 3,83 2,88
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Daten zu Abb. 77

Abb. 77:  Einfluss der Ellagtannine und der Ellagsdure auf das Wachstum von HT29-Zellen

(SRB-Test).
Castalagin [uM] 0 1 5 10 15 20 30
T/C [%] 100 107,95 - - - - -
T/C [%] 100 - - 43,06 23,92 12,02 6,23
T/C [%] 100 - 88,77 42,98 37,73 39,01 17,31
T/C [%] 100 51,63 47,02 45,99 44,49 30,87 -
Mittelwert 100,00 79,79 67,89 44,01 35,38 27,30 11,77
Standardabweichung 6,2 28,2 20,9 1,4 8,6 11,3 55
Roburin E [pM] 0 5 10 15 20 30
TIC [%] 100 - 54,34 - - -
T/C [%] 100 96,50 73,48 70,20 21,85 2,86
T/C [%] 100 77,63 67,67 33,77 36,36 6,56
T/C [%] 100 100,75 81,09 64,36 49,74 17,96
Mittelwert 100,00 91,62 69,14 56,11 35,98 9,13
Standardabweichung 3,7 10,0 9,8 16,0 11,4 6,4
Grandinin [pM] 0 5 10 15 20 30
T/C [%0] 100 - 90,25 - - -
T/C [%0] 100 105,36 95,47 93,84 83,95 32,95
T/C [%0] 100 99,13 98,90 79,84 65,17 45,29
Mittelwert 100,00 102,24 94,87 86,84 74,56 39,12
Standardabweichung 4,9 3,11 3,56 7,00 9,39 6,17
Vescalagin [UM] 0 10 15 20 25 30
T/C [%0] 100 90,91 - - - -
T/C [%0] 100 100,90 84,02 49,05 - 9,52
T/C [%0] 100 85,64 76,01 63,07 41,20 22,83
T/C [%0] 100 101,83 89,23 84,28 38,32 12,20
Mittelwert 100,00 94,82 83,09 65,47 39,76 14,85
Standardabweichung 4,3 6,8 5,4 14,5 1,4 5,8
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Ellagsaure [puM] 0 10 20 25 30 40 50 100
T/C [%0] 100 99,22 100,57 | 76,50 89,28 | 53,63 | 5491 | 39,25
TIC [%] 100 96,90 93,94 - 63,24 | 48,63 | 47,89 | 40,11
T/C [%] 100 95,45 85,09 78,09 76,43 80,13 - 18,69
T/C [%] 100 93,75 78,65 78,65 68,84 | 72,23 | 61,34 27,37
Mittelwert 100,00 96,33 89,56 77,75 74,45 63,66 | 54,71 31,35
Standardabweichung 3,7 2,0 8,4 0,9 9,76 13,0 55 8,9

Daten zu Abb. 78

Abb. 78:  Einfluss des Eichenholzextrakts auf das Wachstum von (HT29-Zellen).

Eichenholzextrakt 0 10 20 25 30 40 50 75 100
[ng/mi]

T/C [%] 100 87,28 | 101,15 - 77,58 - 77,58 | 42,47 10,96
T/C [%] 100 - 89,65 73,27 - - 58,40 | 26,63 9,34
T/C [%] 100 - 73,70 63,20 | 64,76 | 59,59 | 47,00 - -
T/C [%] 100 - 86,22 - 85,38 | 64,49 - - -
Mittelwert 100,00 | 87,28 | 87,66 | 69,99 | 74,18 | 62,04 | 60,99 | 34,55 | 10,15
Standardabweichung 8,5 - 9,8 3,3 11,2 2,5 12,6 7,9 0,8

Daten zu Abb. 84

Abb. 84: EtBr-Verdrangungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der Konkurrenz
des Eichenholzextrakts mit dem Interkalator Ethidiumbromid.

Eichenholzextrakt 0 5 10 15 20 25 30 40 50
[ng/ml]

T/C [%] 100 77,68 67,38 64,32 61,05 | 58,30 | 59,17 | 56,18 55,46
T/C [%] 100 79,61 64,83 62,20 | 60,37 | 59,98 | 58,50 | 53,87 52,58
Mittelwert 100,00 78,65 66,22 63,26 60,71 | 59,14 | 58,84 | 55,02 54,02
Standardabweichung 1,1 1,0 1,3 1,1 0,3 0,8 0,3 1,2 1,4
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Daten zu Abb. 85

Abb. 85: H33258-Verdrangungstest mit Kalbsthymus-DNA zur Bestimmung der

Konkurrenz des Eichenholzextrakts mit dem ,,minor groove binder* H33258.

Eichenholzextrakt 0 5 10 15 20 25 30 40 50
[ug/ml]

T/C [%] 100 82,80 | 71,62 | 71,14 | 68,64 | 66,64 | 6595 | 6595 | 64,18
T/C [%] 100 100,87 | 78,62 | 81,17 | 79,20 | 75,73 | 76,77 | 80,68 | 78,83
Mittelwert 100,00 | 91,84 | 7512 | 76,16 | 7392 | 71,19 | 71,36 | 73,31 | 72,50
Standardabweichung 2,5 9,0 3,5 5,0 53 4,5 54 7,4 7,3

Daten zu Abb. 86

Abb. 86: Zellzyklusverteilung von 50.000 HT29-Zellen nach Synchronisation in der G;-
Phase des Zellzyklus und anschlieBender Inkubation mit (A) Ellagséure (36 h,
10 % FKS) und (C) Eichenholzextrakt bzw. nach Synchronisation in der G,/M-
Phase und anschlieender Inkubation (36 h, 10 % FKS) mit (B) Ellagsaure und (D)

Eichenholzextrakt.

1. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Ellagséaure,

Zellen in der G1-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle | Arrest | DMSO 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] UM UM puM UM UM UM

65,25 72,37 49,37 53,01 | 58,77 | 57,82 | 60,48 | 52,61 | 57,10

58,75 62,90 - - - - - - -

58,09 75,77 65,04 66,84 | 71,17 | 70,03 | 68,62 | 66,96 | 6551

59,34 79,05 69,51 - - - - - -

Mittelwert 60,36 72,52 61,31 59,93 | 64,97 | 63,93 | 64,55 | 59,79 | 61,31

Standardabweichung 3,30 6,96 10,58 9,78 8,77 | 863 | 576 | 10,15 | 5,95
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2. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Ellagsdure,

Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
[%0] MM | pM | pM | pM M uM

17,84 13,12 2355 | 20,77 | 18,67 | 20,41 | 16,17 | 19,26 | 19,21

20,27 18,60 - - - - - - -

18,14 8,95 16,96 16,84 | 15,35 | 15,13 | 14,84 | 14,02 | 12,75

18,15 9,96 14,24 - - - - - -
Mittelwert 18,60 12,66 18,25 | 18,81 | 17,01 | 17,77 | 15,51 | 16,64 | 15,98
Standardabweichung 1,12 4,34 4,79 2,78 | 2,35 | 3,73 0,94 3,17 4,57

3. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit Ellagsdure,
Zellen in der Go/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] UM pM UM UM UM UM

16,91 14,52 27,08 | 26,23 | 22,56 | 21,77 | 23,36 | 28,14 | 23,69

20,98 18,50 - - - - - - -

23,77 15,28 18,00 | 16,32 | 13,48 | 14,84 | 16,54 | 19,01 | 21,74

22,52 10,99 16,26 | 17,42 | 17,66 | 18,81 | 19,68 | 24,24 | 27,82

Mittelwert 21,05 14,82 20,45 | 19,99 | 17,90 | 18,47 | 19,86 | 23,80 | 24,42

Standardabweichung 2,98 3,08 5,18 543 | 454 | 3,48 3,41 4,58 3,10

4. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Ellagsaure,

Zellen in der G1-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100

Phase [%0] UM UM UM UM UM UM
65,25 16,16 - - - - - - _
58,75 12,43 - - - - - - -

58,09 12,19 58,80 | 62,35 | 61,98 | 59,75 | 56,91 | 57,44 | 56,70

59,34 11,96 67,40 | 65,40 | 63,02 | 60,28 | 59,22 | 56,80 | 51,13

Mittelwert 60,36 13,19 63,10 | 63,88 | 62,50 | 60,02 | 58,07 | 57,12 | 53,92

Standardabweichung 3,30 1,99 6,08 2,16 | 0,74 | 0,37 1,63 0,49 3,94
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5. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit

Ellagsaure, Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100

[%0] MM | pM | pM | pM | M HM
17,84 15,41 - - - - - N _
20,27 11,99 - - - - - - B

18,14 21,11 13,50 | 12,12 | 12,04 | 11,81 | 11,91 | 12,83 | 11,69

18,15 18,38 12,00 | 11,81 | 12,48 | 12,23 | 11,88 | 12,90 | 11,45

Mittelwert 18,60 16,72 12,75 | 11,97 | 12,26 | 12,02 | 11,90 | 12,87 | 11,57

Standardabweichung 1,12 3,92 1,06 0,22 | 0,31 | 0,30 0,02 0,05 0,17

6. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit Ellagsaure,
Zellen in der Go/M-Phase

Zellen in der G,/M- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100

Phase [%0] UM UM UM UM Y UM
16,91 68,43 - - - - - - -
20,98 75,59 - - - - - - -

23,77 66,70 27,69 | 2552 | 2598 | 28,44 | 31,18 | 29,73 | 31,61

22,52 69,59 20,60 | 22,79 | 24,50 | 27,49 | 28,90 | 30,30 | 37,42

Mittelwert 21,05 70,08 24,15 | 24,16 | 25,24 | 27,97 | 30,04 | 30,02 | 34,52

Standardabweichung 2,98 3,86 5,01 193 | 1,05 | 0,67 1,61 0,40 4,11

7. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der Gj-Phase, Inkubation mit

Eichenholzextrakt, Zellen in der G;-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

65,25 72,37 49,37 | 47,08 | 57,68 | 60,18 | 58,23 | 55,81 | 52,78

58,75 62,90 - - - - - - -

58,09 75,77 65,04 | 67,46 | 70,08 | 64,96 | 61,46 | 68,34 | 68,73

59,34 79,05 69,51 66,81 | 68,28 | 68,32 | 69,20 | 66,81 | 56,74

Mittelwert 60,36 72,52 61,31 | 60,45 | 6535 | 64,49 | 62,96 | 64,29 | 58,77

Standardabweichung 3,30 6,96 10,58 1158 | 6,70 | 4,09 | 564 7,35 7,23
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8. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit

Eichenholzextrakt, Zellen in der S-Phase

Zellen in der S-Phase | Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
[%6] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

17,84 13,12 2355 | 23,31 | 16,01 | 14,66 | 18,05 | 16,15 | 19,03

20,27 18,60 - - - - - - -

18,14 8,95 16,96 | 16,44 | 13,12 | 16,79 | 15,90 | 19,03 | 12,21

18,15 9,96 1424 | 13,51 | 13,34 | 13,68 | 13,83 | 10,71 | 16,70

Mittelwert 18,60 12,66 | 18,25 | 17,75 | 14,16 | 15,04 | 1593 | 13,96 | 1598
Standardabweichung 1,12 4,34 4,76 5,03 1,61 1,59 2,11 2,87 3,47
9. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G;-Phase, Inkubation mit

Eichenholzextrakt, Zellen in der G,/M-Phase
Zellen in der G,/M- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi

16,91 14,52 27,08 | 29,61 | 26,31 | 25,16 | 23,72 | 28,05 | 28,19

20,98 18,50 - - - - - - -

23,77 15,28 18,00 | 16,09 | 16,81 | 18,26 | 22,64 | 16,63 | 20,98

22,52 10,99 16,26 | 19,67 | 18,37 | 18,00 | 16,97 | 20,57 | 26,56

Mittelwert 21,05 14,82 20,45 | 21,79 | 20,50 | 20,47 | 21,11 | 21,75 | 25,24

Standardabweichung 2,98 3,08 5,18 7,00 | 5,09 4,06 3,62 5,80 3,78

10. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in der G,/M-Phase, Inkubation mit

Eichenholzextrakt, Zellen in der G;-Phase

Zellen in der G;- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

65,25 16,16 10,49 25,08 | 29,21 | 33,01 | 28,15 | 36,13 | 32,08

58,75 12,43 25,45 - - - - - -

58,09 12,19 58,80 | 63,15 | 61,55 | 59,84 | 56,42 | 55,16 | 54,98

59,34 11,96 67,40 63,37 | 64,49 | 63,65 | 60,31 | 60,63 | 58,42

Mittelwert 60,36 13,19 40,54 | 50,53 | 51,75 | 52,17 | 48,29 | 50,64 | 48,49

Standardabweichung 3,30 1,99 26,99 22,04 | 19,58 | 16,70 | 17,55 | 12,86 | 14,32
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11. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in

Eichenholzextrakt, Zellen in der S-Phase

der G,/M-Phase,

Inkubation mit

Zellen in der S-Phase | Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
[%0] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
17,84 15,41 10,26 | 11,73 | 12,04 | 12,17 | 12,48 | 12,88 | 10,77
20,27 11,99 12,81 - - - - - -
18,14 21,11 1350 | 12,36 | 12,27 | 12,24 | 12,46 | 12,21 | 12,35
18,15 18,38 12,00 | 12,77 | 12,11 | 12,03 | 11,68 | 11,89 | 12,21
Mittelwert 18,60 16,72 12,14 1229 | 12,14 | 12,15 | 12,21 | 12,33 | 11,78
Standardabweichung 1,12 3,92 1,40 0,52 0,12 0,11 0,46 0,51 0,87

12. Zellzyklusverteilung nach Synchronisation in
Eichenholzextrakt, Zellen in der G,/M-Phase

der G,/M-Phase,

Inkubation mit

Zellen in der G,/M- Kontrolle | Arrest | DMSO | 0,01 0,1 1 10 50 100
Phase [%0] pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi
16,91 14,52 27,08 | 29,61 | 26,31 | 25,16 | 23,72 | 28,05 | 28,19
20,98 18,50 - - - - - - -
23,77 15,28 18,00 | 16,09 | 16,81 | 18,26 | 22,64 | 16,63 | 20,98
22,52 10,99 16,26 | 19,67 | 18,37 | 18,00 | 16,97 | 20,57 | 26,56
Mittelwert 21,05 14,82 20,45 | 21,79 | 20,50 | 20,47 | 21,11 | 21,75 | 25,24
Standardabweichung 2,98 3,08 5,18 7,00 | 509 | 406 | 362 | 580 | 3,78
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Daten zu Abb. 87

Abb. 87: Cometassay: Induktion von DNA-Strangbriichen durch (A) die Ellagtannine und
(B) die Ellagséure.

DMSO CAS CAS VES | VES | ROB | ROB | GRA | GRA
10 uM 50 uM 10 50 10 50 10 50 uM
UM | pM uM UM uM

TI [%0] 1,23 0,79 2,31 103|192 | 0,77 | 1,00 | 1,19 1,01
TI [%0] 1,01 - 1,26 - 2,38 - 0,31 - 1,00
TI [%0] 0,25 0,53 0,67 1,11 | 2,74 | 0,59 | 0,56 | 0,61 0,31
TI [%0] 0,24 0,53 0,71 056 | 3,85 | 0,69 | 0,49 | 0,18 0,49
Mittelwert 0,80 0,66 1,20 0,94 | 2,73 | 0,71 | 0,60 | 0,80 0,71
Standardabweichung 0,63 0,26 1,01 0,29 | 1,15 | 0,13 | 0,23 | 0,79 0,61

DMSO ES 10 pg/ml | ES 50 pg/ml
TI [%] 0,16 0,06 0,38
TI [%] 0,20 0,30 0,23
TI [%] - 0,30 0,23
TI [%] - 0,40 2,82
Mittelwert 0,18 0,27 0,92
Standardabweichung 0,02 0,12 0,86
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Anhang

Abb. 88: Cometassay: Induktion von  DNA-Strangbriichen  und
Eichenholzextrakt.

DMSO EE 10 pg/ml | EE 50 pg/ml EE

100 pg/ml
T1 [%] 1,54 1,11 0,68 3,13
T1 [%] 1,02 0,85 4,16 1,88
TI [%] 1,23 1,24 2,31 2,10
TI [%] 0,96 0,85 1,69 3,11
Mittelwert 1,19 1,02 2,21 2,56
Standardabweichung 0,26 0,19 1,46 0,66

Daten zu Abb. 89

durch

den

Abb. 89: Modulation der strangbrechenden Wirkung von Camptothecin durch Castalagin,
gemessen mittels Cometassay.

DMSO Cpt100uM | Cpt+Casl Cpt + Cpt+

Cas 10 Cas 50

TI [%] 2,32 9,59 8,38 2,99 10,21
TI [%] 2,77 6,59 5,94 3,13 10,60
TI [%] 2,34 4,56 4,06 4,95 7,85
TI [%] 1,50 2,95 5,28 2,02 8,18
Mittelwert 2,23 5,92 5,29 3,27 9,21
Standardabweichung 0,53 2,86 1,82 1,22 1,40
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Daten zu Abb. 91

Abb. 91:  Amplexrot®-Test zu Bestimmung des H,0,-Gehalts im Zellkulturmedium nach
Inkubation von HT29-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen an Castalagin
nach 45 min in Abwesenheit (ausgeflllte Balken) und Anwesenheit (gestreifte
Balken) von 100 U/ml Katalase.

1. Castalagin, 45 min

Medium DMSO 1uM 10 uM 50 uM 100 uM
H,0, [uM] 0,04 0,03 2,11 11,68 16,28 31,10
H,0, [uM] -0,11 -0,06 1,50 12,49 15,54 27,88
Mittelwert -0,04 -0,02 1,81 12,09 15,91 29,49
Standardabweichung 0,11 0,06 0,43 0,57 0,52 2,28

2. Castalagin, 45 min, 100 U/ml Katalase

Medium | DMSO 1M 10 pM 50 UM | 100 pM
H,0, [uM] -0,33 -0,32 -0,30 0,21 0,73 1,57
H,0, [uM] -0,29 -0,25 -0,29 0,36 1,58 2,41
Mittelwert -0,36 -0,29 -0,30 0,29 1,16 1,99
Standardabweichung 0,04 0,05 0,01 0,11 0,60 0,59

3. Oenocyanine, 15 min

DMSO | 10pM 30uM [ 100pM | 250 pM | 500 pM
H,0, [uM] -0,18 0,22 1,01 2,18 4,43 10,61
H,0, [uM] -014 0,38 0,73 3,36 7,56 15,12
Mittelwert -0,16 0,30 0,87 2,77 6,00 12,87
Standardabweichung 0,03 0,11 0,20 0,83 2,21 3,19

4. Oenocyanine, 15 min, 100 U/ml Katalase

DMSO 10 uM 30 uM 100 uM | 250 uM | 500 uM
H,0, [uM] -0,27 -0,17 0,19 0,50 0,82 0,81
H,0, [uM] -0,31 -0,24 -0,08 0,43 0,83 0,80
Mittelwert -0,29 -0,21 0,06 0,47 0,83 0,81
Standardabweichung 0,03 0,05 0,19 0,05 0,01 0,01
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