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Einleitung

1 Einleitung

Epidemiologische Studien zeigen, dass die Tumorentstehung wesentlich durch ungiinstige Erndh-
rungs- und Bewegungsgewohnheiten beeinflusst wird [Harvard Reports on Cancer Prevention,
1996]. In den westlichen Industrieldndern sind etwa 1/3 aller Todesfélle auf Krebserkrankungen
zuriickzufithren. Dabei stellt der kolorektale Tumor die zweithdufigste Krebserkrankung bei
Frauen und Ménnern dar. Im Besonderen scheinen bei kolorektalen Tumoren erndhrungsbe-
dingte Faktoren neben genetischer Disposition und Umwelteinfliissen von Relevanz zu sein. In
weiten Teilen der Bevolkerung hat in den letzten Jahren das Gesundheitsbewusstsein stark zuge-
nommen, so dass der Privention von Tumorerkrankungen ein immer gréferer Stellenwert zu-
kommt. Demzufolge sind Lebensmittel bzw. Lebensmittelinhaltsstoffe mit chemopriaventivem
Potential von groflem Interesse fiir die Entwicklung neuer Produkte auf dem Markt.
Grundsétzlich werden mit dem Verzehr pflanzlicher Lebensmittel und daraus hergestellter Pro-
dukte - wie z. B. Fruchtsdften — gesundheitlich positive Effekte verbunden. Der deutsche Durch-
schnittsverbraucher trinkt im Jahr ungefahr 40 Liter Fruchtsaft, wovon 12 Liter allein durch Ap-
felsaft konsumiert werden. Im Jahr 2005 wurden ca. 1,33 Mio. Tonnen Apfel geerntet und
405 Mio. Liter Apfelsaft produziert [VDF, 2006]. Somit stellen Apfel und daraus hergestellte
Produkte einen bedeutenden Wirtschaftsfaktor dar. Bereits seit geraumer Zeit riicken Apfelpoly-
phenole hinsichtlich ihres gesundheitsfordernden Potentials in den Fokus der chemopriventiven
Forschung. Hierbei sind die zelluldren Wirkungen bislang aber noch nicht vollstandig aufgeklart.
Wihrend der Tumorbildung kommt es haufig zu Verdnderungen von Schliisselelementen zellu-
larer Signaltransduktionskaskaden. Einen dieser Signalwege stellt die mitogenaktivierte Protein-
kinasekaskade dar, zu dessen Beginn der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) steht, der
iber nachgeschaltete Signalkettenelemente zur Regulation von Zellwachstum und Differenzie-
rung fithrt. Weiterhin kommt es im Rahmen der Kanzerogenese haufig zu Verdnderungen des
DNA-Methylierungsmusters proliferationsassoziierter Gene. Die Hypermethylierung der Promo-
torregion des Tumorsuppressorgens pl6™~* korreliert mit einem Verlust der Genexpression und
der Tumorsuppressorfunktion.

Im Fokus dieser Arbeit stand die Beeinflussung der EGFR-Aktivitit durch Polyphenole unter-
schiedlicher Substanzklassen in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29. Ferner wurde iiber-
priift, inwieweit eine Hemmung der EGFR-Aktivitdt durch Polyphenole auch zu einer nachge-
schalteten Unterdriickung des Zellwachstums fiihrt. In einer weiteren Fragestellung wurde der
Einfluss von Apfelpolyphenolen auf den DNA-Methylierungsstatus und die Gentranskription des

Tumorsuppressorgens pl 6™ ** untersucht.
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2 Stand der Forschung

2.1 Kanzerogenese
Eine fett- und kalorienreiche Erndhrung verbunden mit einer geringen Aufnahme von Gemiise,

Obst und Ballaststoffen wird als sogenannte ,,Westliche Erndhrung® bezeichnet. Assoziiert wer-
den mit dieser Erndhrungsweise zunehmend Fettleibigkeit, Diabetes, Bluthochdruck und kardio-
vaskuldre Erkrankungen. Weiterhin korrelieren diese Lebensgewohnheiten mit einem ansteigen-
den Risiko an einem kolorektalen Tumor zu erkranken. Obwohl der kolorektale Tumor mit einer
hohen Sterblichkeit einhergeht, stellt er einen priaventiv vermeidbaren Tumor dar [Takahashi et
al., 2007].

Die Entstehung maligner Tumore wird als Mehrstufenprozess beschrieben (Abb. 1), wobei zahl-
reiche unabhéngige genetische Verdnderungen zur Ausbildung eines transformierten Phéanotyps
beitragen. Ein Kernmerkmal der Zellen wihrend dieses Prozesses ist die zunehmende genetische
Instabilitdt, gekennzeichnet durch somatische Mutationen der DNA und Briiche bzw. Verluste
von Chromosomen. Weiterhin wird vermutet, dass sich eine erhdhte genetische Instabilitidt und
die maligne Transformation wechselseitig begiinstigen. Das wichtigste Charakteristikum von Tu-
morzellen ist jedoch ihr unkontrolliertes Wachstum und ihr fehlender programmierter Zelltod, die

sogenannte Apoptose.

‘ Mehrstufenmodell der Krebsentstehung und Méglichkeiten der Chemopréavention ‘

Metabolismus Hemmung
g reaktive Molekiile Entgiftung
ﬁ
= DNA Schaden DNA
c
Reparatur
Mutation
g Gendefekt Hemmung
=
©
£ verdnderte
E Zellstruktur
unkontrolliertes

Wachstumshemmung
Zellwachstum

End-Differenzierung

Apoptose

Tumorwachstum
Metastasen

Abb. 1 Mehrstufenmodell der Kanzerogenese [Gerhduser, 2001]



Stand der Forschung

Durch Verdnderungen der DNA, die sich als Mutationen manifestieren (Initiation), durch Selek-
tion und Vermehrung der mutierten Zellen (Promotion) sowie weiteren Mutationsereignissen
(Progression) kommt es letztendlich zur Tumorbildung. Zelluldre Zielgene krebsauslosender Mu-
tationen sind dabei vor allem Onkogene und Tumorsuppressorgene.

Nicht entartete Zellen werden durch die Aktivierung von Onkogenen und die Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen maligne. Das Genmuster der beteiligten Gene variiert dabei deutlich in
den maligne entarteten Karzinomen. Onkogene konnen durch Mutationen wie z. B. in der Ras-
Genfamilie konstitutiv aktiviert werden oder durch eine Genamplifikation (z. B. MYC, ein Trans-
kriptionsfaktor) liberexprimiert vorliegen und fithren zur Stimulation der Zellproliferation. Tu-
morsuppressorgene konnen u. a. durch Genmutation in einem Allel inaktiviert werden, die wih-
rend einer spateren Zellreplikation zum Verlust des intakten Allels fiihrt [Baylin et al., 1998;
Myohanen et al., 1998]. Somit kommt es letztendlich zum Verlust der Expression und zur Auf-
hebung der Tumorsuppressorfunktion [Esteller et al., 2002]. Tumorsuppressorgene sind hiufig an
DNA-Reparaturmechanismen und apoptoseinduzierenden Prozessen beteiligt, so dass durch ihren
Ausfall die Tumorentwicklung begiinstigt wird. Des Weiteren kommt es im Rahmen der Kan-
zerogenese auch zu einer aberranten Signalweiterleitung, die die Kommunikation innerhalb der

Zelle und zwischen den Zellen erheblich beeintrichtigt.

2.2 Der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR)

2.2.1 Struktur des EGFR
Eine grundlegende Voraussetzung fiir alle biologischen Systeme ist die Fihigkeit der Signal-

iibertragung extrazelluldrer Stimuli in den intrazelluliren Bereich. Im Besonderen vermitteln
Oberflachenrezeptoren die Transduktion von extrazelluldren Signalen und regulieren die Aktivi-
tat nachgeschalteter Signalkaskaden. Eine Gruppe von Oberflachenrezeptoren stellen die Rezep-
tortyrosinkinasen (RTK) dar, die als ,,single-pass® Transmembranproteine an diversen Zellpro-
zessen wie Apoptose, Migration, Proliferation, Adhdsion und Differenzierung beteiligt sind [Yar-
den und Sliwkowski, 2001]. Als Transmembranproteine besitzen RTK eine extrazellulére, ligan-
denbindende Doméne, eine Transmembranregion und eine intrazelluldre Tyrosinkinasedoméne,
deren Tyrosinkinaseaktivitit den Transfer einer y-Phosphatgruppe von ATP auf Tyrosinreste in-
nerhalb der intrazelluldren Doméne katalysiert [Jorisson et al., 2003]. Durch Ligandenbindung
kommt es zur Homo- oder Heterodimerisierung von Rezeptoren, zur Autophosphorylierung von
Tyrosinresten und zur Aktivierung von nachgeschalteten Signalelementen [[wamoto und Mekada,

2006]. Zu den ersten entdeckten und meist untersuchten RTK zdhlt der epidermale Wachstums-
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faktorrezeptor (EGFR), dessen Untersuchung grundlegend zum Verstidndnis des Mechanismus
und der Funktion von RTK beitrug [Carpenter et al., 1978].

Der EGFR gehort zur ErbB-Familie der RTK, die sich aus vier biologisch funktionell unter-
schiedlichen, aber strukturell dhnlichen Rezeptoren zusammensetzt: EGFR/ErbB1/HER1, ErbB2/
HER2/neu, ErbB3/HER3 und ErbB4/HER4. Das humane EGFR-Gen ist auf Chromosom 7p11-
13 lokalisiert und umfasst nahezu 200 kb der genomischen DNA [Wells, 1999]. Das Gen besteht
aus 28 Exons und kodiert ein 170 kDa groBBes Glykoprotein, das sich aus einer extrazelluldren
Bindungsdoméne (Exon 1-16) und einer intrazelluldren Tyrosinkinasedomine mit zytoplasma-
tischem Schweif zusammensetzt (Exon 18-28) [Salomon, 2004]. Diese beiden Doménen sind

wiederum durch eine Transmembranregion (Exon 17) voneinander getrennt [Bazely und Gullick,

2005; Jorisson et al., 2003]. Die Struktur des aus insgesamt 1186 Aminosduren (AS) aufgebauten
Rezeptors ist in Abb. 2 schematisch dargestellt [Bazely und Gullick, 2005; Wells, 1999].

NH,

B

extrazelluldre
Domdne

transmembrane
Domdne

} Tyrosinkinasedomdne

intrazelluldre
Domdne

Autophosphorylierungsstellen

COOH

Abb. 2 Schematische Struktur des EGFR [modifiziert nach Bazely und Gullick, 2005; Wells, 1999] JM,
Juxtamembranregion; L1, L2, Ligandenbindungsdoméne; S1, S2, cysteinreiche Doménen

Der glykosylierte, extrazelluldre Anteil des EGFR ist 622 AS grof3 und besteht aus vier Subdo-
méinen, zwei ligandenbindenden (L1 und L2) und zwei weitestgehend homologen, cysteinreichen
(S1 und S2) Subdominen (Abb. 2) [Bazley und Gullick, 2005; Jorrison et al., 2003]. Innerhalb
der S1 Domine kommt es im Rahmen der Hetero- oder Homodimerisierung zum Kontakt der
Rezeptoren [Garrett et al., 2002; Ogiso et al., 2002]. Zwischen der extrazelluldren und der intra-
zelluldren Domine erstreckt sich die 22 AS groB3e a-helikale, transmembrane Region. Die zyto-

plasmatische, intrazelluldre Doméne besteht aus 542 AS und kann wiederum in drei Regionen un-

terteilt werden (Abb. 2):
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e die juxtamembrane Region (JM), die zahlreiche regulatorische Funktionen ausiibt wie Re-
zeptorregulation und ligandenabhéngige Internalisierung [Kil und Carlin, 2000]
e die Tyrosinkinasedoméne (SH1, src homolog 1), die den Transfer von y-Phosphatgruppen
katalysiert [Jorisson et al., 2003]
e die carboxyterminale regulatorische Domine, die sechs spezifische Tyrosin enthaltende
AS-Sequenzen aufweist, die nach Autophosphorylierung Bindungsstellen fiir Adapterpro-
teine bereitstellen [Iwamoto und Mekada, 2006; Wells 1999]
Innerhalb der Familie der ErbB-Rezeptoren ist die Sequenz des EGFR im Vergleich zum ErbB2-
Rezeptor zu 64 % und zum ErbB3-Rezeptor zu 53 % identisch [Jorrison et al, 2003]. Dabei
scheint sich eine besonders starke Homologie in der Tyrosinkinasedoméne (59-81 %) widerzu-
spiegeln, wahrend sich homologe Strukturen in der C-terminalen Doméne nur zu 12-30 % nach-
weisen lassen. Diese Heterogenitit ist auf die Autophosphorylierungsstellen zuriickzufiihren, die

fiir jedes Rezeptormitglied der ErbB-Familie spezifisch sind [Jorrison et al., 2003].

2.2.2 Ligandenbindung und Rezeptordimerisierung
Die Signalweiterleitung durch den EGFR wird sowohl durch die Bindung spezifischer Liganden

als auch durch die Rezeptordimerisierung reguliert [Yarden und Sliwkoski, 2001]. Bislang sind
12 spezifische Liganden, die alle eine dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) dhnliche Se-
quenz von 45 bis 55 AS tragen, identifiziert worden [Nautiyal et al., 2006; Dawson et al., 2005].
Innerhalb dieser Sequenz befinden sich sechs Cysteinreste, die drei intramolekulare Disulfid-
briickenbindungen ausbilden [Yarden und Sliwkowski, 2001]. Abhdngig von der Bindungsspezi-
fitdt durch diese Region konnen die Liganden in drei Gruppen eingeteilt werden:
e EGF, Ampiregulin und TGF-a (transformierender Wachstumsfaktor o), die spezifisch an
den EGFR binden
e Betacellulin, HB-EGF (heparinbindender EGF-dhnlicher Wachstumsfaktor) und Epire-
gulin, die spezifisch fiir den EGFR und den ErbB4-Rezeptor sind
e Neureguline/Hereguline, die entweder an den ErbB3- und den ErbB4-Rezeptor oder nur
an den ErbB4-Rezeptor binden kénnen
Fiir den ErbB2-Rezeptor konnten bisher keine nativen Liganden identifiziert werden, so dass
vermutet wird, dass dieser bevorzugt als Dimerisierungspartner fiir die Bildung von Hetero-
dimeren agiert [Tzahar et al., 1996]. Durch Wechselwirkung zweier Rezeptoren kommt es zur
Dimerisierung, dabei erfolgt der Kontakt {iber die Dimerisierungsschleife der cysteinreichen Do-
méne II (S1) [Dawson et al., 2005]. In Abwesenheit von Liganden liegen die Rezeptoren in ihrer

monomeren, inaktiven Form vor. Die Dimerisierungsschleife befindet sich in diesem autoin-

10



Stand der Forschung

hibierten Zustand in einer intramolekularen Tasche, die durch Interaktion mit der Doméne IV

entsteht (Abb. 3A) [Dawson et al., 2005].

Abb. 3 Konformationsdnderung der extrazelluliren Doméne [Dawson et al., 2005] A) monomerer, autoinhibierter
Zustand des Rezeptors; B) ligandengebundender Rezeptorkomplex; C) Rezeptordimerisierung; I und III, Liganden-
bindungsdoménen; IT und IV, cysteinreiche Doménen.

Kommt es zur Bindung eines spezifischen Ligandens (z. B. EGF) in die aus Doméne I (L1) und
I (L2) gebildete Ligandenbindungstasche fiihrt dies zu einer Konformationsénderung der extra-
zelluldren Doméne des Rezeptors. Die Drehung von Doméne III an die Riickseite von Doméne 11
bewirkt weiterhin eine Stabilisierung des C-Terminus von Doméne II, wodurch die Dimerisie-
rungsschleife freigelegt wird (Abb. 3B) [Dawson et al., 2005; Jorisson et al., 2003]. Zur Rezep-
tordimerisierung mit einem weiteren ligandengebundenen Rezeptorkomplex kommt es durch In-
teraktion der Dimerisierungsschleife auf der Riickseite von Doméne II des einen Rezeptors mit
einer Tasche am Fuf3 der Dimerisierungsschleife des zweiten Rezeptors (Abb. 3C; Abb. 4) [Joris-
son et al., 2003; Ogiso et al., 2002]. Weiterhin tragen van der Waals Krifte und Wasserstoft-
briickenbindungen entscheidend zur Rezeptordimerisierung bei [Bazley und Gullick, 2005].
Durch die Rezeptordimerisierung ist neben einer grofBeren Stabilitdt auch eine bessere Ligan-
denbindungsaffinitit im Vergleich zu Rezeptormonomeren gewéhrleistet [Zhou et al., 1993; Ben-
Levy et al., 1992].

Generell treten Heterodimere bevorzugt auf und erzeugen potentere Signale als Homodimere und
diejenigen Heterodimere, die den ErbB2-Rezeptor als Dimerisierungspartner enthalten, zeigen
eine hohere Ligandenbindungsaffinitdt und eine effizientere Signalweiterleitung im Vergleich zu
Homo- und Heterodimeren ohne den ErbB2-Rezeptor [Yarden und Slikowski, 2001; Karunaga-
ran et al., 1996]. Obwohl fiir den ErbB2-Rezeptor bisher keine nativen Liganden identifiziert
werden konnten [Tzahar et al., 1996], ist der Rezeptor auch ohne Bindung eines Liganden in der
Lage, mit den anderen ErbB-Rezeptoren Heterodimere auszubilden. Dies ist darauf zuriickzufiih-
ren, dass die extrazellulire Doméne eine Konformation besitzt, in der die Dimerisierungsschleife
permanent exponiert zu sein scheint [Olayioye et al., 2000]. Der EGFR dimerisiert bevorzugt mit

11
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dem ErbB2- und dem ErbB3-Rezeptor [Citri und Yarden, 2006]. Wéhrend jedoch das Hetero-
dimer EGFR-ErbB2 durch EGF Bindung generiert wird [Pinkas-Kramarski et al., 1996], bildet
sich das EGFR-ErbB3-Heterodimer in Gegenwart der Neureguline aus [Pinkas-Kramarski et al.,
1998; Burden und Yarden, 1997; Tzahar et al., 1996].
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Abb. 4 Kristallstrukturanalyse eines EGFR Homodimers im Komplex mit zwei EGF-Liganden [Ogiso et al., 2002]. 1
und II, Ligandenbindungsdoméne; Il und IV, cysteinreiche Doménen; N, N-terminales Ende; C, C-terminales Ende

Die Dimerisierung des EGFR bewirkt eine Autophosphorylierung von 3-6 spezifischen Tyrosin-
resten (Tyr992, Tyr1045, Tyr1068, Tyr1086, Tyr1148, Tyrl1173) innerhalb der Aktivierungs-
schleife der zytoplasmatischen C-terminalen Doméne des Dimerisierungspartners [Yarden und
Slikowski, 2001]. Da es sich um eine bidirektionale, reziproke Phosphorylierung handelt, bietet
es sich an statt von einer Autophosphorylierung von einer Transphosphorylierung zu sprechen.
Die Transphosphorylierung der regulatorischen Tyrosinreste bewirkt wiederum eine Konforma-
tionsédnderung der katalytischen Region der Tyrosinkinasedoméne [Jorisson et al., Cadena et al.,
1994], wodurch Substratmolekiile (wie ATP) einen direkten Zugang zum aktiven Zentrum der
PTK erhalten und die intrinsische PTK-Aktivitdt erhoht wird [Burgess et al., 2003; Schlessinger
2002]. Dies vermittelt einen Anstieg des enzymatischen Transfers von y-Phosphatgruppen des
ATP auf Hydroxygruppen der Tyrosinreste und leitet die nachgeschaltete MAPK-Kaskade ein.

Erste Kristallstrukturuntersuchungen der Tyrosinkinasedoméne des EGFR weisen jedoch darauf-
hin, dass die katalytische Aktivitit der PTK im Vergleich zu anderen RTK unabhingig von einer
ligandeninduzierten Rezeptoraktivierung zu sein scheint, da keine Konformationséinderung der
katalytischen Doméne eintritt [Stamos et al., 2002]. Lee et al. (2006) vermuten, dass die Trans-
phosphorylierung der C-terminalen Doméne nur eine Art Modulation der PTK-Aktivitdt darstellt,

wobei der molekulare Mechanismus bisher noch unklar ist [Lee und Koland, 2005].

12
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Die phosphorylierten Tyrosinreste der intrazelluliren Dominen der Rezeptoren stellen wiederum
spezifische Bindungsstellen fiir signaliibertragende Proteine dar, die die Weiterleitung extra-
zelluldrer Signale ins Zytoplasma und in den Zellkern vermitteln [Bazely und Gullick, 2005].
Dazu interagieren sogenannte Adapterproteine iiber phosphotyrosinbindende Doménen mit den
phosphotyrosinhaltigen Motiven der Rezeptoren. Abhéngig von der AS-Sequenz, die sich dem
phosphorylierten Tyrosinrest anschlie8t, werden die Adapterproteine iiber eine SH2- oder eine
PTB (phosphotyrosinbindende)-Domine gebunden [Jorisson et al., 2003].

Die groflere Gruppe der phosphotyrosinbindenden Doménen stellt die SH2-Struktur - Src homo-
loge Doméne 2 - dar. Die zytosolische Tyrosinkinase Src ist das Protein des humanen Homologs
des Rous-Sarcoma-Virusonkogens und phosphoryliert innerhalb der Tyrosinkinasedomine des
EGFR die Tyrosinreste Tyr891, Tyr 920, Tyr845 und Tyr1101 [Jorisson et al., 2003]. Bei SH2-
Domaénen ist die C-terminale Sequenz direkt nach dem Phosphotyrosinrest entscheidend fiir die
Erkennung. Bevorzugte Sequenzen sind pTyr-Glu-X(Glu)-Ile. Zu den Adapterproteinen, die eine
SH2-Doméne enthalten, gehdrt Grb2 (growth factor receptor bound protein, wachstumsfaktorge-
bundenes Protein), das mit dem aktivierten EGFR interagieren kann [Bazely und Gullick, 2005].
PTB-Doménen stellen eine weitere Gruppe phosphotyrosinbindender Doménen dar. PTB-Domaé-
nen kommen hauptsdchlich in Adapterproteinen wie She (,,src homology/collagen*) und IRS-1
(Insulinrezeptorsubstrat 1) vor und binden an Phosphotyrosine innerhalb einer Sequenz von Asn-

Pro-X-pTyr [Bazely und Gullick, 2005].

2.2.3 Nachgeschaltete Signalwege
Nach Phosphorylierung spezifischer Tyrosinreste der intrazelluliren Rezeptordoméne kdnnen

mehrere Signalwege angeschaltet werden, wobei die Signaltransduktion sehr komplex ist und es
zu sogenannten Crosstalks mit Signalwegen anderer Rezeptoren kommen kann. Zu den durch die
ErbB-Rezeptoren aktivierten Signalwegen zdhlen die mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-
Kaskade, die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Kaskade und die Aktivierung der Phospho-
lipase Cy (PLCy) (Abb. 5). Diese nachgeschalteten Signalwege regulieren die Zellproliferation,
die Zellmigration, das Zelliiberleben sowie die Tumorangiogenese. Als nukledre Reaktion auf
diese Signale kommt es zur Expression von spezifischen Zielgenen, die wiederum mit einer
groBen Vielfalt von zelluldren Reaktionen einhergehen [Prenzel et al., 2001]. Innerhalb der ErbB-
Rezeptoren wird das potenteste EGF-induzierte Signal {iber das Homodimer EGFR-EGFR oder
iiber das Heterodimer EGFR-ErbB2-Rezeptor entlang der MAPK-Kaskade vermittelt [Bazely
und Gullick, 2005; Yarden und Slikowski, 2001].
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EGFR-Homodimer EGFR-/ErbB2-Heterodimer

Abb. 5 ErbB-Rezeptor vermittelte Signalwege bzw. Crosstalks der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kas-
kade: Calpain: calciumabhingige Kinase; EGF, Epidermaler Wachstumsfaktor; Elk-1, Transkriptionsfaktor (,,Ets
like* Kinase); ERK1/2, extrazelluldr regulierte Kinasen; IxB, Transkriptionsfaktorinhibitor; MEK1/2, MAPK-
Kinase; PI3K, Phosphoinositol-3-Kinase; PKB, Proteinkinase B; PKC, Proteinkinase C; PLCy, Phospholipase Cy;
PTK, Proteintyrosinkinase; Raf-1, Serin-/Threoninkinase; Ras, GTP bindendes Protein

Die MAPK-Kaskade kann dabei grundsitzlich in zwei Module unterteilt werden. Die durch
Wachstumsfaktoren (mitogen) aktivierte Kaskade und die durch Stress, Zytokine oder Zell-Zell-
Interaktionen aktivierte Kaskade. Da im Rahmen dieser Arbeit eine Aktivierung des EGFR durch
den Wachstumsfaktor EGF erfolgt und ausschlieBlich Signalelemente der Wachstumsfaktorakti-
vierten Proteinkinasekaskade diskutiert werden, wird auf die durch Stress induzierte Kaskade
nicht weiter eingegangen.

Die MAPK-Signaltransduktion besteht aus einer Kaskade von Proteinphosphorylierungen, die
drei entscheidende Kinasen einschlieSt: Raf, MEK1/2, und ERK1/2 (Abb. 6). Die Bindung des
Adapterproteins Grb2 an phosphorylierte Tyrosinreste (EGFR: Tyr 1068/ Tyr1086; ErbB2-Re-
zeptor: Tyr 1139) des aktivierten Rezeptors erfolgt {iber eine SH2 (Src-Homologie)-Doméne
[Olayioe et al., 2000; Bazley und Gullick, 2005]. Grb2 vermittelt dabei die Translation des GDP/
GTP-Austauschfaktors Sos (son of sevenless), der GDP gegen GTP austauscht [Hilger et al.,
2002]. Dabei tiberfiihrt Sos das GTP bindende Protein Ras in seine aktive Form. Das G-Protein
gekoppelte Ras, das in der Plasmamembran verankert ist, bindet anschlieBend mit hoher Affinitit
die Serin-/Threoninkinase Raf und bewirkt ihre Translokation zur Zellmembran, wo Raf {iber
eine Proteinkinase aktiviert wird [Moodie und Wolfmann, 1994]. Bislang sind die drei Isoformen

Raf-1, A-Raf und B-Raf bekannt [Hagemann und Rapp, 1999; Morrison und Cutler, 1997].
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Abb. 6 Mitogenaktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade: EGF, Epidermaler Wachstumsfaktor; Elk1, Transkrip-
tionsfaktor (Ets-like Kinase); ERK1/2, extrazelluldr regulierte Kinasen; Grb2, growth factor receptor bound protein
2; MEK1/2, MAPK-Kinasen; Raf-1, Serin-/Threoninkinase; Ras, GTP bindendes Protein; SOS, son of sevenless;
SRE, Serumresponsives Element

Aktiviertes Raf leitet nachfolgend durch Phosphorylierung die MAPK-Kaskade ein. Dabei phos-
phoryliert und aktiviert Raf die MAPK-Kinasen (MEK1/2) iiber zwei Serinreste [Schaeffer und
Weber, 1999]. Die aktiven MEK1/2 sind wiederum in der Lage, die MAP-Kinasen ERK1 und
ERK2 durch Phosphorylierung iiber ein Thr-Glu-Tyr-Motiv in der Aktivierungsschleife zu stimu-
lieren [Schaeffer und Weber, 1999]. Durch Phosphorylierung von ERK1/2 erfolgt die Transloka-
tion in den Zellkern, wo u. a. der Transkriptionsfaktor Elk1 (ets-like kinase) als nukleédres Sub-
strat von ERK1/2 phosphoryliert wird. Elk1 bindet nach Phosphorylierung an die Promotorregion
seiner Zielgene und leitet die Transkription von Onkogenen wie c-fos und c-myc ein [Davis,

1995].

2.2.4 Endozytose
Die Signalweiterleitung durch RTK wird in nicht-entarteten Zellen durch Endozytose des Rezep-

torligandenkomplexes terminiert [Nautiyal et al., 2006]. Die Bindung von Liganden an den
EGFR und seine nachfolgende Dimerisierung induziert die Rezeptorinternalisierung in die Endo-
somen, d. h. es erfolgt eine Translokation des EGFR von der Zelloberflidche ins Zellinnere. Dieser
Internalisierung folgt ein kinaseunabhingiges Recycling des Rezeptors zuriick an die Zellober-

fliche [Wang et al., 2005; Opresko et al., 1995]. In den Endosomen kénnen autophosphorylierte

15



Stand der Forschung

Rezeptoren aber auch Cbl, eine E3 Ubiquitinligase, in einer kinaseabhéngigen Reaktion binden.
Die Bindung von Cbl an die phosphorylierte Bindungsstelle Tyr1045 fiihrt zu einer Anlagerung
von Adapterproteinen, die ein mit Ubiquitin interagierendes Motiv (UIM) enthalten, was die Ubi-
quitinierung des Rezeptors bewirkt. Dies tragt zur Internalisierung des Rezeptors in die Lysoso-
men bei, in denen es zum Abbau kommt. Deubiquitinierende Enzyme (DUB) kdnnen diesen Pro-
zess aufheben und den EGFR in den Recyclingkreislauf iiberfiihren [Bazley und Gullick, 2005;
Yarden und Sliwokowski, 2001].

2.2.5 Uberexpression des EGFR in Karzinomen
Der epidermale Wachstumstaktorrezeptor (EGFR) war der erste Oberflachenrezeptor, der direkt

mit der Bildung von Tumoren in Verbindung gebracht wurde. So kommt es beispielsweise in
Brust-, Lungen-, Kolorektal- und Hirntumoren zu einer Uberexpression des EGFR und einer kon-
stitutiven Signalweiterleitung [Colin et al., 2007; Mendelsohn und Baselga, 2003; Herbst, 2002;
Nicholson et al., 2001] in der Groenordnung um Faktor 100-1000 [Mamot und Rochlitz, 2005].
Auch scheint eine erhdhte Rezeptordichte mit einer gesteigerten Ligandenbildung einherzugehen,
so dass es zu einer autokrinen Stimulation kommen kann [Yarden und Sliwkowski, 2001; Salo-
mon et al., 1995]. Weiterhin wurde beobachtet werden, dass eine EGFR Uberexpression mit einer
schlechteren Prognose und klinischen Therapierbarkeit korreliert [Mendelsohn, 2002]. Haufig
kommt es in humanen Tumoren auch zu Mutationen des EGFR [Citri und Yarden, 2006; Boerner
et al, 2003]. Dabei stellt der EGFRVIII die hiufigste mutierte Form des EGFR dar, dessen ligan-
denbindende Region innerhalb der extrazelluliren Doméane insoweit defekt ist, dass es zu einer

konstitutiven Aktivierung des Rezeptors kommt [Huang et al., 1997; Ekstrand et al., 1992].

2.2.6 Hemmstoffe des EGFR
Der EGFR, der ein einfach zu erreichendes Oberflichenantigen darstellt und in zahlreichen Tu-

morarten liberexprimiert wird, wurde bereits in den 80er Jahren als Target fiir die Antitumor-
therapie entdeckt [Yarden und Sliwkowski, 2001. Dabei soll die Aktivierung des Rezeptors und
damit auch die nachfolgende Signaltransduktionskaskade unterdriickt werden, was ferner zur
Hemmung der Zellproliferation und zur Induktion von Apoptose fiihrt. Aktuell konnen die Strate-
gien zur Beeinflussung des EGFR in der Tumortherapie in vier Kategorien zusammengefasst
werden [Bublil und Yarden, 2007]:

e monoklonale Antikdrper

¢ Tyrosinkinaseinhibitoren

e Inhibierung des EGFR durch Antisense-Oligonukleotide

e anitkdrperbasierte Immunokonjugate wie z. B. Immunotoxine
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Bisher haben aber lediglich die monoklonalen Antikdrper und Tyrosinkinaseinhibitoren die
klinische Phase III Studien erreicht bzw. sind fiir Indikationen in verschiedenen Lindern zugelas-
sen worden [Mamot und Rochlitz, 2005].

Die monoklonalen Antikoérper sind spezifische, gegen die extrazellulire Doméne des EGFR ge-
richtete Agenzien, die die Bindung von nativen Liganden verhindern. Zu den klinisch zugelas-
senen monoklonalen Antikdrpern zdhlt beispielsweise das Medikament Cetuximab (Erbitux'™)
[Mamot und Rochlitz, 2005; Arteaga, 2003; Mendelsohn und Baselga, 2003]. Als Tyrosinkinase-
inhibitoren (TKI) gegen den EGFR werden Quinazolinderivate eingesetzt, die mit ATP um die
intrazelluldren ATP-Bindungsstellen innerhalb der Tyrosinkinasedomédne des EGFR konkurrieren
und durch ihre kompetitive Bindung eine Aktivierung der nachgeschalteten Signalkaskaden ver-
hindern z. B. Gefitinib (Iressa'™) oder Erlotinib (Tarceva'™) [Nautiyal et al., 2006; Frey, 2003].
Ein potentes Quinazolinderivat stellt Tyrphostin AG1478 ((4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxy-

quinazolin) dar (Abb. 7) [Osherov and Levitsky, 1994; Osherov et al., 1993; Gazit et al., 1991;

Gazit et al., 1989].
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Abb. 7 Struktur des EGFR spezifisichen Hemmstoffs Tyrphostin AG1478

Als spezifischer EGFR-Inhibitor hemmt Tyrphostin AG1478 die Proteinkinaseaktivitit der iso-
lierten EGF-Rezeptorpriaparation mit einem ICsp-Wert von 2,4 + 0,1 uM [Kern et al., 2005; Mei-
ers et al., 2001], wéhrend der Phosphorylierungsstatus des EGFR in intakten HT29-Zellen durch
eine Konzentration von 1 uM zu ca. 80-90 % unterdriickt wird [Fridrich et al., 2007a; Fridrich et
al., 2007b]. Im Sulforhodamin B (SRB)-Test erfolgt eine Hemmung des Wachstums von HT29-
Zellen mit einem ICso-Wert von 0,9 £ 0,2 uM [Kern et al., 2005; Fridrich et al., 2008a]. Der
wachstumshemmende Effekt ist vermutlich auf die Unterdriickung der nachgeschalteten mitogen-

aktivierten Proteinkinasekaskade zuriickzufiihren, zu dessen Beginn der EGFR steht [Osherov et

al., 1993].
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2.3 DNA-Methylierung
Die DNA-Methylierung stellt eine hdufige biochemische Modifikation der DNA dar, die das Erb-

gut epigenetisch (epi: griech. ,auf*, ,jiiber) beeinflusst. Die epigenetische Information befindet
sich dabei auf der durch die DNA Basenabfolge (Adenin, Cytosin, Guanin, Thymidin) kodierten
Erbinformation. Im Wesentlichen beruht die Epigenetik auf der Erkenntnis, dass es im Erbgut
vererbbare Modifikationen gibt, die nicht auf Abweichungen in der DNA-Sequenz zuriickzu-
fiihren sind, sondern auf Verdnderungen in der Genregulation und der Genexpression beruhen
[Bock et al., 2006]. Es gibt verschiedene Formen der DNA-Methylierung, die sich darin unter-
scheiden, welche Base methyliert und an welcher Position der Base der Methylrest gebunden
wird. So kommen Methylierungen des Stickstoffatoms in N4’-Methylcytosin und N6'-Methyl-
adenin und des Kohlenstoffatoms in C5’-Methylcytosin (Abb. 8) vor [Vanyushin et al., 2005; Ka-
poor et al., 2005].
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Abb. 8 Struktur des C5’-Methylcytosins der DNA

Eine der wichtigsten epigenetischen DNA-Modifikationen im Sdugertiergenom ist die Cytosin-
methylierung, die groBBe Auswirkung auf die Gentranskription, die Zelldifferenzierung, die Chro-
matinstruktur, die Inaktivierung des X-Chromosoms, das genomische ,Imprinting” und die
embryonale Entwicklung hat [Jeltsch, 2002; Jones and Laird, 1999; Baylin et al., 1998; Cross and
Bird, 1995]. Generell liegen Zellen und Organen spezifische Methylierungsmuster zu Grunde, die
auch fiir bestimmte Krankheiten typisch sein konnen [Strathdee und Brown, 2002; Robertson und
Wolffe, 2000]. In Tumorzellen ist die Methylierung hiufig dahingehend gestort, dass DNA-Se-
quenzen methyliert werden, die unter nicht-entarteten Bedingungen hitten unmethyliert bleiben
sollen, so dass von einer aberranten Hypermethylierung gesprochen wird. Dadurch kénnen be-
stimmte Gene nicht mehr abgelesen werden, was zu einer fehlerhaften Entwicklung dieser Zellen
fiihrt. Im Besonderen werden aberrante Hypermethylierungen in Promoterregionen von Tumor-
suppressorgenen mit einem Verlust der Genexpression und der Aufhebung der Tumor-

suppressorfunktion in Verbindung gebracht [Bock et al., 2006; Esteller et al., 2002; Costello et
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al., 2000; Baylin et al., 1998]. In der Onkogenese kann es aber auch zu einer Verminderung der
DNA-Methylierung, der sogenannten Hypomethylierung kommen. Hierbei kann sowohl eine ge-
nomweite als auch eine spezifische Hypomethylierung auftreten [Das und Singal, 2004].

Die DNA-Methylierung ist eine kovalente chemische Modifikation der DNA, bei der es zu einer
Ubertragung einer Methylgruppe auf das C5 des Cytosinrings der DNA kommt. Die meisten
Cytosinmethylierungen erfolgen in der Sequenz von CpG-Dinukleotiden (Verkniipfung von
Cytosin ,,C* und Guanidin ,,G* liber eine Phosphodiesterasebindung), die mit einer Haufigkeit
von 5-10 % im humanen Genom auftreten [Ramsahoye et al., 2000; Antequera und Bird, 1993].
Grundsitzlich liegt das humane Genom nicht gleichmiBig methyliert vor, sondern enthilt Re-
gionen von unmethylierten DNA-Sequenzen, die wiederum von methylierten Regionen in Form
von CpG-Dinukleotiden durchzogen sind [Bird, 1986]. Diese kleinen genomischen Regionen
werden auch als CpG-Inseln bezeichnet und entsprechen einer Grofle von 0,5 bis 5 kb. Sie treten
durchschnittlich alle 100 kb auf und sind GC-reich (60-70 %) [Das und Singal, 2004]. Die unge-
fahr 45000 CpG-Inseln des humanen Genoms sind gewdhnlich in der Promoterregion der Gene
lokalisiert und liegen mit Ausnahme des inaktiven X Chromosoms im weiblichen Sdugergenom

unmethyliert vor [Plass et al., 1997; Antequera und Bird, 1993].

2.3.1 DNA-Methyltransferasen (DNMT)
Die DNA-Methylierung erfolgt durch die Gruppe der DNA-Methyltransferasen (DNMT), von

denen bislang mehrere Isoenzymfamilien identifiziert wurden [Robertson, 2002]. Jedoch schei-
nen DNMT1, DNMT3A und DNMT3B den grofiten Einfluss auf die DNA-Methylierung zu neh-
men [Das und Singal, 2004]. Die Methylierung der DNA durch Methyltransferasen kann de novo
erfolgen, wenn beide Stringe der DNA unmethyliert vorliegen oder der Erhaltung des Methylie-
rungsmusters nach der DNA-Replikation dienen (Abb. 9) [Das und Singal, 2004; Robertson,

2000].

CH3 CH3

E’ACGTAT(IZGT? SNMT BJACGTAT(IZGTs,
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CH3 3 TGCATAGCA TGCATAGCA
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CH3 CHa
|

ACGTATCGT ACGTATCGT
'eeeesssmmnY  DNMT  5'aessmm—m
"3,!l!l!ll!l5, _—n ,!I!I!ll!ls,

TGCATAGCA TGCATAGCA

CH3 CH3

Abb. 9 Erhaltung des Methylierungsmusters nach DNA-Replikation durch DNA-Methyltransferasen (DNMT) [Fin-
nogan et al., 1998]
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Grundsatzlich scheinen einzelne Methyltransferasen in der Lage zu sein, sowohl de novo als auch
vervollstindigende Methylierungen durchzufiihren, zeigen aber Préferenzen [Hermann et al.,
2004; Costello und Plass, 2001]. Im Vergleich zu unmethylierten Sequenzen besitzt die DNMT1
eine 10-40x hohere Affinitit gegeniiber hemimethylierten DNA-Sequenzen [Pradhan et al.,
1999], wihrend DNMT3A und DNMT3B besonders potente de novo Methyltransferasen darstel-
len [Okano et al., 1998]. Die C-terminale Region der DNMT enthélt die katalytische Domine, die
sich aus homologen Motiven zusammensetzt (Abb. 10) [Hermann et al., 2004; Robertson, 2000].
Hierbei fungieren Motiv I und X als Bindungsstellen fiir S-Adenosylmethionin, Motiv IV und VI
katalysieren den Transfer der Methylgruppe und Motiv IX dient der DNA-Bindung (Abb. 10)
[Robertson, 2001]. Die regulatorische Domine befindet sich am N-Terminus und enthélt Re-
gionen mit z. T. noch unbekannten Funktionen. Strukturelle Unterschiede in der regulatorischen

Domine fiihren zu unterschiedlichen Enzymaktivititen.

DNMT1 (193,5 kDa)

regulatorische Domdne katalaytische Domdne
Zn
NLS Bind tell (K6)n
N ungssee — —
— TV IX X
PCNA ~ auf den cysteinreiche homologe Motive

Replikationsort
im Kern ausge-
richtete Sequenz

regulatorische Domdne katalytische Domdne

DNMT3A (102 kDa) ! ——

Region der Methyltransferasen

DNMT3B (98 kDa) : — ois

I IV VI IX X
homologe Motive

der Methyltransferasen

cysteinreiche
Region

Abb. 10 Schematischer Aufbau der katalytisch aktiven DNA-Methyltransferasen DNMT1, DNMT3A und DNMT3B
[Robertson, 2001; Robertson, 2000]. (KG)n, Lysin-Glycin-Wiederholungsregion; NLS, kernlokalisierendes Signal;
PCNA, zellproliferierendes Kernantigen

2.3.2 Mechanismus der DNA-Methylierung durch Methyltransferasen
Die DNA-Methylierung ist eine enzyminduzierte chemische Modifikation der DNA-Struktur. Als

Cofaktor aller DNA-Methyltransferasen (DNMT) fungiert S-Adenosylmethionin (SAM), das die
zu libertragende Methylgruppe bereitstellt und anschlieend in S-Adenosylhomocystein (SAH)
tibergeht [Wajed et al., 2001]. Die Methylgruppe des SAM ist an ein Sulfoniumion gebunden,
was thermodynamisch ungiinstig ist und das Molekiil fiir Nukleophile (Sauerstoff-, Stickstoff-
atome, Carbanionen) angreifbar macht [Herman et al., 2004].

Durch Anlagerung der Methyltransferase werden zunéchst die Wasserstoffbriickenbindungen des

C/G-Paares gebrochen, so dass Cytosin aus der DNA-Doppelhelix in die katalytische Tasche des
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Enzyms klappen kann. Dieser Schritt dient der Aktivierung der DNMT. Nachfolgend kommt es
durch einem nukleophilen Angriff der Cysteinthiolgruppe der DNMT (Bindungsstelle IV) am
C6’-Atom des Cytosins zur Bildung einer kovalenten Bindung (Abb. 11).

SAM
Bindungs- Enzym
Stelle VI
5 ~ ﬁ o
S—Enzym
Deoxyrlbos Bmdungs_ Deoxyribose
Cytosin
Stelle IV
SAH
Enzym IIEnzym
. NH, BH
(e} OH CH
)N\/ CH3 —_— N/ g 3
(6] l}l (/S.—Enzym o)\r? S;Enzym
Deoxyribose Deoxyribose

5-Methylcytosin

Abb. 11 Postulierter Mechanismus der DNA-Methylierung durch Methyltransferasen [Herman et al., 2004]. SAM,
S-Adenosylmethionin; SAH, S-Adenosylhomocystein

Gleichzeitig wird die N3-Position des Cytosins durch Glutaminsidure der DNMT (Bindungsstelle
VI) protoniert und trigt zur Stabilisierung des DNA-Proteinkomplexes bei. Dies fiithrt wiederum
zum elektrophilen Angriff der Methylgruppe von SAM an das C5” des Cytosins. Durch Eliminie-
rung des Protons an C5" und Aufldsung des kovalenten Intermediats entsteht das 5-Methylcytosin
(Abb. 11) [Herman et al., 2004]. Der Mechanismus der Methylgruppeniibertragung von SAM auf
das C5'-Atom des Cytosin scheint fiir die bisher bekannten DNMT identisch zu sein. Auch die
Homologie in der katalytischen Domédne der Enzyme spricht fiir einen einheitlichen Mechanis-
mus (Abb. 11) [Herman et al., 2004].

Fiir den Mechanismus der Demethylierung wird sowohl eine passive als auch eine aktive Form
der Methylierungsreduktion postuliert [Herman et al., 2004]. Im Rahmen der passiven Demethy-
lierung kommt es wiahrend der DNA-Replikation zu einer Deaktivierung der Methyltransferase-
aktivitét. Bei der aktiven Demethylierung — unabhingig von der DNA-Replikation — erfolgt ein
Austausch von 5-Methylcytosin gegen Cytosin. Hierbei wird Methylcytosin durch 5-Methylcyto-
sin-DNA-Glykosylase vom Phosphodiesterriickgrat der DNA abgespalten und in der anschlie-
enden DNA-Reparatur durch Cytosin ersetzt. Eine weitere Mdglichkeit besteht in der Abspal-
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tung der Methylgruppe durch Hydrolyse. Beispielsweise ist 5-Methylcytosin-Demethylase in der
Lage, 5-Methylcytosin zu Cytosin und Methanol zu hydrolysieren.

2.3.3 Genregulation
Die Hypermethylierung von Promotorregionen tumorassoziierter Gen wird mit dem Verlust von

Genexpression und Genfunktion in Zusammenhang gebracht. Obwohl der Mechanismus, der zur
Inaktivierung der Gentranskription fiihrt, noch nicht vollstindig aufgeklért ist, wird vermutet,
dass spezifische Proteine an methylierte DNA-Sequenzen binden und so die Anlagerung von
Transkriptionsfaktoren verhindern. Dazu befahigte Proteine, wie MeCP2 (Methyl-CpG bindendes
Protein 2), enthalten eine methyl-CpG-bindende Doméne (MBD), die methylierte CpG-Dinukleo-
tide erkennt und spezifisch an diese bindet [Wakefield et al., 1999] sowie eine Transkriptionsre-
pressordomédne (TRD), die mit regulatorischen Proteinen interagiert (Abb. 12) [Wajed et al.,
2001; Robertson und Wolffe, 2000]. Im Besonderen bildet die TRD mit Korepressionsmole-
kiilen (z. B. mSin3A) und Histondeacetylasen einen Komplex, der an die methylierte DNA bindet
und den DNA-Strang umwickelnde Histone deacetyliert. Dies fiihrt zu einer Verdichtung der
Chromatinstruktur und macht die DNA schwer zugénglich, was sich letztlich in einer Hemmung

der Transkription duflert (Abb. 12) [Das und Signal, 2004; Wajed et al., 2001].

Transkriptionsfaktoren
RNA Polymerase

r © Acetylierung

DNA Methyltransferase —bt -CH,

‘—> Transkription

u/ 3873787 y.f

methyl-CpG-bindende ) Histondeacetylase
Proteine und assoziierte

Korepressormolekiile

'\

\// ,4/ A // // //
i.t‘-f‘ Deacetylierung
~ Transkriptionsfaktoren
.;1 1' p IS ‘,. ,% Hemmung der Transkription
\_/-/ iyl "//J//

Verdichtung der Chromatinstruktur

Abb. 12 Hemmung der Transkription durch Verdichtung der Chromatinstruktur [Robertson und Wolffe, 2000]
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2.3.4 Hypermethylierung
Die Hypermethylierung der Promotorregion von Tumorsuppressorgenen, von Genen der DNA-

Reparatur und der Zellzykluskontrolle triagt zu einem Spektrum an genomischen Abnormalititen
bei, die in humanen Tumorzellen nachzuweisen sind [Costello et al., 2000; Baylin et al., 1998;
Jones et al., 1997]. Beispielsweise

e im Serum von kolorektalen Krebspatienten [Nakayama et al., 2002]

e im Serum von Patienten mit Speiserohrensarkom [Hibi et al., 2001]

e bei akuter lymphatischer Leukdmie [Roman-Gomez et al., 2004]

e im Sputum von Lungenkrebspatienten, wobei das humane Sputum bereits einen sensitiven
Marker fiir Lungenkrebs darstellt, bevor dieser pathologisch diagnostiziert werden kann
[Palmisano et al., 2000]

e in humanen Gallenblasentumoren (auch bei chronischer Cholezystitis ohne Tumorbil-
dung, was moglicherweise auf die Entwicklung eines Gallenblasentumors schlieen lédsst)
[Takahashi et al., 2004]

e in hepatozelluldren Karzinomen (auch bei chronischen Lebererkrankungen ohne Tumor-
bildung, was moglicherweise auf ein erhohtes Risiko fiir ein Leberkarzinom hindeutet)
[Lee et al., 2003]

Somit konnen aberrante Methylierungsmuster auch als molekulare Marker zur Fritherkennung
von Tumoren herangezogen werden. Bisher ist allerdings wenig bekannt iiber die zeitliche Steue-
rung von aberranten Hypermethylierungen wéhrend der Tumorgenese. Es wird angenommen,
dass eine DNA-Modifikation relativ frith in diesem Prozess auftritt [Baylin et al., 1998]. Erste
Untersuchungen von Kolontumoren zeigten, dass einige Hypermethylierungsmuster in Promotor-
regionen die Retention von Vorgingen, die in der gesunden Darmmukosa als Alterserscheinung
auftreten, widerspiegeln [Ahuha et al., 1998; Issa et al., 1994]. Somit finden sowohl altersrele-

vante als auch tumorspezifische Hypermethylierung in den Promoterregionen statt.

2.3.5 Hypomethylierung
Eine genomische Hypomethylierung wird héufig in repetitiven Sequenzen von Retroelementen

(,,springende* Elemente im Genom, die meist an charakterischen Stellen im DNA-Strang kodiert
mit einem intern liegenden, und damit mitwandernden Promotor vorliegen) und endogenen Re-
troviren beobachtet und wird mit der Induktion von chromosomaler Instabilitit assoziiert [Chen
et al., 1998]. In nicht-entarteten Zellen liegen diese Sequenzen methyliert vor, wodurch eine
Transkription unterdriickt wird. Zu retrotransposablen Elementen zdhlt z. B. LINEI1, das u. a. in
Prostatakarzinomen [Santourlidis et al., 1999] und in hepatozelluldren Karzinomen [Takai et al.,

2000] nachgewiesen wurde. Durch eine spezifische Hypomethylierung kénnen beispielsweise
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Proto-Onkogene wie BCL-2 in Leukdmien [Hanada et al., 1993] aktiviert werden. Wéhrend die
Hypermethylierung bestimmter Gene ein frithes Ereignis im Verlauf der Krankheit darstellt, ist

die genomweite Hypomethylierung von repetitiven Sequenzen ein spaterer Prozess im Karzinom.

2.3.6 Inhibitoren der DNA-Methylierung
Epigenetische DNA-Modifikationen sind reversible Prozesse, so dass Hypermethylierungen von

Promotorregionen ein potentiell therapeutisches Target darstellen [Das und Singal, 2004]. Aus
diesem Grund gewinnen demethylierende Agenzien zunehmend an Bedeutung, da sie Einfluss
auf den Methylierungsstatus von Tumorzellen nehmen, ohne dass die Zellen dabei selbst entfernt
werden miissen [Kantarjian et al., 2003]. Allerdings fiihrt solch eine Demethylierung nicht nur zu
epigenetischen Verdnderungen der Tumorzellen, sondern beeinflusst auch das natiirliche DNA-
Methylierungsmuster, das fiir die normale Zellentwicklung entscheidend ist. Aufgrunddessen
fithren bisher entwickelte epigenetische Medikamente zu schweren Nebenwirkungen und sorgen
fiir Schiaden bei Nachkommen [Bock et al., 2006]. Als besonders potente demethylierende Agen-
zien haben sich die nukleosidanalogen DNMT-Inhibitoren 5-Azacytidin und 5-Aza-2"-deoxycyti-

din (Decitabine, 5-Aza-CdR) herausgestellt (Abb. 13).
NH, NH, NH

By A

N~ | N=" "N N~ "N
oy S
Ribose Ribose Deoxyribose
Cytidin 5-Azacytidin 5-Aza-2’-deoxycytidin

Abb. 13 Strukturen von Cytidin und Cytidinanaloga

Priklinische Studien zeigten bereits in den 80er Jahren, dass 5-Azacytidin und 5-Aza-CdR die
DNA-Methylierung in zahlreichen Zelllinien und in den Zellen von humanen Leukédmiepatienten
vermindern [Momparler et al., 1984; Wilson et al., 1983].

Nach Phosphorylierung von 5-Aza-CdR durch ein Nukleosidtriphosphat [Momparler et al., 1979]
erfolgt der Einbau als Cytidinanalogon in die DNA, jedoch nicht in die RNA [Covey et al.,
1986]. Durch den Einbau in die DNA kommt es zur kovalenten Bindung von DNMT ([Santi et al.,
1984], iiber die der Zelltod durch Hemmung der DNA-Synthese induziert wird [Goffin und Ei-
senhauer, 2002]. Weiterhin kommt es durch Eingliederung des 5-Aza-CdR in die DNA zu einer
strukturellen Instabilitdt und damit zu einer DNA-Schidigung [D Incalci et al., 1985]. Durch Bin-
dung an 5-Aza-CdR wird die Aktivitdit der DNMT inhibiert, so dass eine Methylierung der DNA

ausbleibt und es zu einem signifikant demethylierenden Effekt nach Replikationen kommt
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[Santini et al., 2001]. Bender et al. (1998) zeigten bereits, dass das demethylierende Potential des
5-Aza-CdR zur Reaktivierung stillgelegter Tumorsuppressorgene und zur Hemmung des Wachs-
tums humaner Tumorzelllinien fiihrt [Esteller, 2005]. Aufgrund der stark zytotoxischen Effekte
von 5-Aza-CdR riicken nichtnukleoside, demethylierende Substanzen in den Fokus des wissen-
schaftlichen Interesses. So identifizierten Fang et al. (2003) Teecatechine als potente Inhibitoren
der DNMT-vermittelten DNA-Methylierung in humanen Tumorzelllinien. Kokristallisationsun-
tersuchungen zur Aufklarung der DNMT-Hemmung durch (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG)
zeigten, dass EGCG direkt an die katalytische Domédne der humanen DNMT1 bindet und zur
Inaktivierung der Enzymaktivitét fiihrt [Lee et al., 2005; Fang et al., 2003]. Ein weiterer Mecha-
nismus, der zur Hemmung der DNMT fiihrt, erfolgt iiber die Catecholstruktur des EGCG, die ein
Substrat fiir die Catechol-O-Methyltransferase (COMT) darstellt (Abb. 14) [Lu et al., 2003].

Cytosin der DNA Methylcytosin der DNA
NH, NH,
N DNMT N CH,
Py oAy
| © |
DNA DNA
SAM SAH

R \/ .
OH > OMe
ST
H

0 OH
Catecholstruktur methylierte Catecholstruktur

Abb. 14 COMT-vermittelte Hemmung der DNMT iiber SAH [Lee und Zhu, 2006] COMT, Catechol-O-Methyl-
transferase; DNMT, DNA-Methyltransferase; SAH, S-Adenosylhomocystein; SAM, S-Adenosylmethionin

Als Methyldonor dient hierbei SAM, das nach dem Transfer der Methylgruppe, in SAH iibergeht.
SAH fungiert wiederum als Hemmstoff der DNMT, so dass durch EGCG sowohl eine direkte
und als auch eine indirekte Hemmung der Aktivitdt der DNMT erfolgt [Lee und Zhu, 2006; Lee
et al., 2005; Fang et al., 2003]. Auch eine EGCG-vermittelte Reaktivierung der Genexpression
wurde bereits flir zahlreiche Gene gezeigt [Fang et al., 2003].

2.3.7 Das Tumorsuppressorgen p16INK4a
Die Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen, die an der Regulation des Zellzyklus

und damit der Zellproliferation beteiligt sind, wie Cycline, cyclinabhédngige Kinasen (CDK) und
Phosphatasen haben in den letzten Jahren zum Verstindnis des molekularen Mechanismus der
Regulation des Zellzyklus beigetragen [Heichman und Roberts, 1994; Pines, 1993]. Eine weitere

Familie von Proteinfaktoren, die an der Zellzyklusregulation beteiligt sind, stellen die cyclinab-

25



Stand der Forschung

héngigen Kinaseinhibitoren (CKI) dar, die an spezifischen Stellen des Zellzyklus (G1/S-Kontroll-
punkt, G2/M-Kontrollpunkt) die Aktivitit vor allem von CDK negativ regulieren konnen [Hira-
ma und Koeffler, 1995]. Die CKI iibernehmen damit eine Schliisselfunktion innerhalb der Regu-
lation des Zellzyklus und der Proliferation von Zellen. Als potente Inhibitoren der CDK4/6 sind
u. a. vier verschiedene Proteine der INK4 (Inhibitor der CDK4/6)-Familie beschrieben: plSINK4b,
pl6™*4 p18™% ynd p19™ 4. Die Isoformen werden mit den Buchstaben a-d bezeichnet, wih-

rend die Ziffern 15-19 das Molekulargewicht in kDa angeben (Abb. 15) [Hirai et al., 1995].

p INK4a
Isoform
Inhibitor
der CDK4/6
Abb. 15 Nomenklatur des Tumorsuppressorgens p16™<*

Innerhalb dieser Familie spielt pl6™~* die bedeutendste Rolle fiir die Tumorsuppression. Dies
ist vermutlich auf seine besonderen Expressionsmerkmale zurilickzufiihren. Das p16-Gen, das auf

dem humanen Chromosom 9p21 lokalisiert ist und aus 3 Exons besteht, transkribiert nicht nur

INK4 ARF
6 " 4

, sondern auch ein alternativ gespleiites B-Transkript pl (ARF: alternative reading

pl
frame; in der Maus: p19**") [Kamb et al., 1994]. Dieses Transkript verwendet dieselben Exons 2
und 3 wie die p16™*-kodierende mRNA, enthilt aber ein alternatives Exon 1B. Der humane
INK4a/ARF-Lokus kodiert somit die beiden Zellzyklus regulierenden Proteine pl6™** und
p14** die sich zwei Exons teilen, aber verschiedene Leseraster gebrauchen [Quelle et al., 1995].
Die Tatsache, dass p14**" den Zellzyklus in Abwesenheit von pl6™"* zu blockieren vermag,
spricht fiir einen unabhéngigen Wirkmechanismus, der gegenwirtig jedoch noch unklar ist.

p16™%* zihlt zu den tumorassoziierten Genen, die mit einer Hypermethylierung ihrer Promo-
torregion und dem Verlust ihrer Tumorsuppressorfunktion in humanen Neoplasien in Verbindung
gebracht werden [Baylin et al., 1998; Herman et al., 1997; Gonzalez-Zulueta et al., 1995; Merlo
et al., 1995]. Bei dem Gen des CDK4/6-Inhibitors handelt es sich um ein potentielles Tumor-
suppressorgen, das auch unter den Namen CDKN2 (cyclinabhingiger Kinaseinhibitor 2) oder
MTS1 (multipler Tumorsuppressor 1) bekannt ist [Strauss et al., 1995; Serrano et al., 1993]. Das
p16™5*_Gen kodiert ein Protein aus 148 AS mit einem Molekulargewicht von 16 kDa [Serrano
et al., 1993] und setzt sich zum groBten Teil aus vier Wiederholungen von AS-Sequenzen, soge-
nannten Ankyrinwiederholungen, zusammen, die Protein-Protein-Wechselwirkungsdoménen ent-

sprechen [Bogenrieder et al., 1998].
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Fiir die kritische Funktion des CDK-Inhibitors p16™<* im Rahmen der Kanzerogenese ist seine
negativ-regulierende Rolle beim Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus entschei-
dend. Der Zellzyklus wird grundsitzlich in vier Phasen unterteilt:

e die G1-Phase (engl. gap, Liicke), in der die Zelle sich auf die DNA-Synthese vorbereitet

e die S-Phase (Synthese-Phase), in der die DNA repliziert wird

e die G2-Phase, in der Vorbereitungen fiir die Mitose getroffen werden

e Mitose-Phase
Grundsitzlich kann der Zellzyklus an bestimmten Kontrollpunkten innerhalb der G1- und G2-
Phase angehalten werden, so dass von einem sogenannten G1- bzw. G2-Arrest gesprochen wird.
Tritt die Zelle aufgrund mitogener Stimuli in die G1-Phase ein, bindet ein Retinoblastoma-
protein(Rb)-Repressorkomplex an den Transkriptionsfaktor E2F, so dass die nachgeschaltete
Transkription gehemmt und das Zellwachstum unterdriickt wird (Abb. 16). Durch Phosphory-
lierung von Rb durch CyclinD/CDK4/6-Komplexe dissoziiert der Rb-Repressorkomplex [Lukas
et al., 1996] und freies E2F aktiviert die Transkription von S-Phase fordernden Genen (z. B. Cy-
clin A) [Miiller und Helm, 2000]. Da nun hauptsédchlich Proteine exprimiert werden, die an der

DNA-Replikation beteiligt sind, ist die Zelle in der Lage, den Restriktionspunkt zu {iberschreiten

O,
@ aktiver Komplex
> Expression von

ATP
ADP
\ S-Phase Proteinen
@ freier E2F

aktives Rb 0® Transkriptions- ‘
i : © faktor .
blockiert E2F © G1/S-Ubergang

und in die S-Phase einzutreten.

inaktives Rb

Abb. 16 Schematische Darstellung der Funktion des Tumorsuppressorgens pl6™* [Lowe und Sherr, 2003].
CDK4/6: cyclinabhidngige Kinase 4/6; E2F: Transkriptionsfaktor; G1-Phase: Gapl-Phase; Rb: Retinoblastoma-
protein; S-Phase: DNA-Synthesephase

pl6™* hemmt direkt die Aktivitit des CyclinD/CDK4/6-Komplexes und inhibiert damit die
Phosphorylierung des Rb. Aufgrund dieser Hemmung wird der Ubergang der Zelle aus der G1-
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Phase in die S-Phase des Zellzyklus verhindert und die Transkription von proliferierenden Ziel-
genen unterdriickt (Abb. 16) [Lowe und Sherr, 2003; Sherr, 2001]. p16™*** scheint als cyclinab-
héngiger Kinaseinhibitor die Zellproliferation in Abhéngigkeit von Funktionen des Tumorsup-
pressorgens Rb zu reprimieren. Alle bisherigen Daten lassen vermuten, dass aktivierte CyclinD/
CDK4/6-Komplexe Rb phosphorylieren und damit inaktivieren. Durch die Inaktivierung von Rb
wird die Rb-abhiingige Repression der p16™*-Expression weitestgehend aufgehoben. Dies fiihrt
zu einer erhohten Synthese des pl16™~*-Proteins und zu einer Inaktivierung der CDK4/6 zum
richtigen Zeitpunkt im Zellzyklus. Somit wird die Expression von p16™%* durch Rb negativ re-

guliert [Harbour und Dean, 2000; Nevins, 1998].

2.4 Polyphenole

Unter dem Begriff Polyphenole werden Verbindungen zusammengefasst, die in ihrer chemischen
Struktur auf das Phenol zuriickzufiihren und im Pflanzenreich weit verbreitet sind. Da sie weder
im Primérstoffwechsel der Pflanze gebildet, noch verbraucht werden, werden sie auch als sekun-
déare Pflanzenstoffe bezeichnet. Die wichtigsten Polyphenole werden aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften in drei Substanzgruppen unterteilt [Watzl und Rechkemmer, 2001]:

e Flavonoide

e Phenolcarbonsduren und ihre Derivaten (,,Nicht-Flavonoide*)

e Chalkone

2.4.1 Phenolcarbonsiuren und ihre Derivate
Die Phenolcarbonsduren sind tiberwiegend in den Randschichten von Pflanzen zu finden und tra-

gen zur Stabilitit der Zellwidnde in der Schale bei. Sie lassen sich in Hydroxyzimtsduren und Hy-
droxybenzoesduren einteilen und kommen haufig mit organischen Siuren oder Zuckern verestert
vor [Watzl und Rechkemmer, 2001].

Der am hiufigsten in Friichten vorkommende Hydroxyzimtsdureester ist die Chlorogensiure

(Abb. 17), die aus Kaffeesdure und Chinasdure gebildet wird.
OH
: OHO 5-Cumaroylchinasdure: R=H
HO

- _ R Chlorogensédure: R=OH
HooC

(0]

OH

Abb. 17 Hydroxyzimtsduren Chlorogenséure und 5-Cumaroylchinasiure

In Apfeln betriigt der Gehalt an Chlorogensiure in Abhiingigkeit von der Apfelsorte 30-60 mg/kg
und in Apfelsaft bis zu 208 mg/l [Watzl und Rechkemmer, 2001]. Neben Chlorogensidure und
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ithren Isomeren stellen die Hydroxyzimtséuren p-Cumarsédure, Kaffeesdure und 5-Cumaroylchina-
sdure weitere Inhaltsstoffe des Apfels dar (Abb. 17; Abb. 18).
R

HOOC p-Cumarséure: R=H
‘\\—@*OH Kaffeesadure: R=OH
Abb. 18 Hydroxyzimtsduren p-Cumarsdure und Kaffeesdure

Die Gallussdure gehort zu den Hydroxybenzoesduren (Abb. 19) und wird zu 93 % mit Rot- und
WeiBwein aufgenommen [Watzl und Rechkemmer, 2001]. Eine aus zwei Gallussduremolekiilen
bestehende Hydroxybenzoesdure ist die Ellagsdure (Abb. 19), die in Beerenfriichten der Familie
der Rosaceaen (z. B. Himbeeren und Brombeeren) und in bestimmten Niissen (z. B. Walniissen

und Pekanniissen) vorkommt.

(0]
) HO 0 Ellagsédure
Gallussaure

OH
HOOC OH HO Q Q OH

OH o] OH
o

Abb. 19 Hydroxybenzoesiduren Gallusséure und Ellagsdure

Zur Substanzgruppe der hydrolysierbaren Tannine zdhlen neben den Gallotanninen auch die El-
lagtannine, die als Ester der Hexahydroxydiphensdure hdufig glykosidisch gebunden vorliegen
[Clifford und Scalbert, 2000; Quideau et al., 1996].

Das Kernholz verschiedener Eichenarten besteht aus rund 10 %-Gewichtsprozent Ellagtanninen.
Als Bestandteile der amerikanischen Eiche (Quercus alba L.) wurden im Besonderen die Ellag-
tannine Castalagin, Vescalagin, Grandinin und die Roburine A-E identifiziert (Abb. 20) [Glabas-
nia et al., 2006; Cadiah et al., 2001]. Ellagtannine haben zahlreiche gemeinsame Eigenschaften
mit Procyanidinen, einschlieflich ihres wasserloslichen Charakters, ihres hohen Molekularge-
wichts und ihrer Féhigkeit Proteine und Alkaloide zu préazipitieren [Hofmann et al., 2006; Santos-

Buelga et al., 2000].
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Xylose: X=0OH; Y=H
Lyxose: X=H; Y=OH

Ellagtannine R1 R2
Castalagin H OH
Vescalagin OH H
Grandinin Lyxose H
Roburin E Xylose OH

Abb. 20 Ellagtannine und Ellagtanninglykoside [Fridrich et al., 2008a]

In Gegenwart von Sduren oder Basen werden Esterbindungen hydrolysiert (Abb. 21) und die da-
bei entstehende Hexahydroxydiphensédure reagiert spontan zu einem wasserunldslichen Dilacton,
der Ellagsdure, nach dieser die Substanzklasse auch benannt ist [Clifford und Scalbert, 2000;
Quideau et al., 1996].

o
HO OH HO OH HO OH HO OH HO O
Hydrolyse N\
- o v o) o
00 00 0 OH
HO OH o
+

Glukose
Glukose

Ellagtannin Hexahydroxydiphensiure Ellagséure

Abb. 21 Hydrolyse von Ellagtanninen

Ellagtannine wurden als wichtige Geschmackskomponenten in Wein und Bourbon-Whiskey
identifiziert, die den mild-adstringierenden Geschmack und die Mundfiille bestimmen. Durch La-

gerung von hydroalkoholischen Lésungen in Eichenholzfassern gehen die Ellagtannine in die Lo-
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sung iiber und reichern sich dort an [Glabasnia et al., 2007]. Die Konzentration der Ellagtannine
im Eichenholz ist abhidngig von der Holzspezies, vom geographischen Ursprung des Holzes, von
der Jahreszeit und von der Herstellungsweise der Fisser [Cadiah et al., 2001].

Generell ist die Aufnahme von Ellagtanninen aus der Nahrung begrenzt auf einige wenige
Friichte und Niisse wie Himbeeren, Brombeeren, Walniisse und Haselnilisse [Mertens-Talcott et

al., 2006; Clifford und Scalbert, 2000].

2.4.1.1 Bioverfiigbarkeit von Phenolcarbonsiuren und ihren Derivaten
Die Metabolisierung der Hydroxyzimtsédurenester erfolgt zum groBten Teil im Dickdarm iiber

Xylanasen und Esterasen der Mikroflora mit anschlieBender Resorption [Kroon et al., 1996]. Als
Dickdarmbakterien, die beispielsweise den Hydroxyzimtsdurenester Chlorogensiure hydrolysie-
ren, wurden Escherischa coli (E. coli), Bifidobacterium lactis und Lactobacillus gasseri identifi-
ziert [Couteau et al., 2001; Plumb et al., 1999]. Dies bestétigen zahlreiche Studien, die nach Auf-
nahme von Chlorogensdure in Plasma und Urin (von Mensch und Ratte) Kaffeesdure und ihre O-
methylierten Metabolite nachwiesen [Wittemer et al., 2005; Nardini et al., 2002; Rechner et al.,
2001; Azuma et al., 2000]. Als Hauptausscheidungsprodukt nach Chlorogensdureaufnahme ent-
steht Hippursdure [Olthof et al., 2003; Gonthier et al., 2003]. Lafay et al. (2006) detektierten al-
lerdings Spuren von Kaffeesdure im Rattendiinndarm, nachdem den Tieren eine chlorogensiure-
reiche Kost verabreicht worden war, was darauthin deutet, dass bereits im Diinndarm eine Spal-
tung der Hydroxyzimtsdurenester erfolgen muss. Nach Gabe eines chlorogensiurereichen Apfel-
saftes bestimmten Kahle et al. (2007) in der Ileostomafliissigkeit von Patienten hohe Konzentra-
tionen an Chinasdure, ein Abbauprodukt, das vermutlich nach Spaltung der Esterbindung der
Chlorogenséure entsteht. Darauthin postulierten Kahle et al. (2007), dass Esterasen in den Ent-
erozyten die Freisetzung der Chinasdure durch Hydrolyse von Chlorogensdure katalysieren miis-
sen. Diese Vermutung teilen auch Kern et al. (2003) und Zhang et al. (2002), allerdings scheint
die Hydrolyse im Diinndarm eine untergeordnete Rolle zu spielen [Olthof et al., 2001].

Fiir die Resorption von unveresterten Hydroxyzimtsduren wie Kaffeesdure werden zwei Mecha-
nismen diskutiert: Die passive Diffusion im Magen und die aktive Aufnahme im Diinndarm tiber
einen Na -abhingigen Transporter [Olthof et al., 2001; Ader et al., 1996, Wolffram et al., 1995].
Fiir die Ratte wurde dies bereits gezeigt. Resorbierte Hydroxyzimtsduren wurden in der Leber
durch -Oxidation abgebaut bzw. dort methyliert und mit dem Gallensaft ausgeschieden [Ader et
al., 1996, Wolffram et al., 1995].

Uber die Resorption und den Metabolismus von Hydroxybenzoesiuren ist aufgrund des be-
grenzten Vorkommens in Nahrungsmitteln wenig bekannt [Tomas-Barberan und Clifford, 2000].

Die wenigen Studien, die es jedoch gibt, schreiben insbesondere der Gallussdure eine gute Bio-
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verfligbarkeit zu [Manach et al., 2005]. Im Plasma wurde freie und glukuronidierte Gallussdure
gefunden, wobei als Hauptmetabolit 4-O-Methylgallussdure identifiziert wurde [Manach et al.,
2005].

Bislang ist wenig iiber die komplexe Bioverfiigbarkeit der Ellagtannine in der Literatur be-
schrieben [Borges et al., 2007; Cerda et al., 2005; Cerda et al., 2004]. Espin et al. (2007) postu-
lierten als erste Arbeitsgruppe den komplexen Metabolismus der Ellagtannine in vivo. Sie beo-
bachteten, dass mit ellagtanninhaltigen Eicheln geflitterte Iberische Schweine Ellagtannine im Je-
junum zu Ellagsdure abbauen, wihrend diese dann durch die intestinale Darmflora metabolisiert
wird. Dabei entstehen iiberwiegend Dibenzopyran-6-on(Urolithin)-Metabolite. Insgesamt wur-
den in Plasma, Urin, Gallenfliissigkeit, Fizes und Darmgewebe 31 abgeleitete Ellagtanninmeta-
bolite detektiert (25 Urolithin- und 6 Ellagsdurederivate). Insbesondere wurden Glukuronide und
Methylglukuronide der Ellagsdure und Urolithinderivate in der Gallenfliissigkeit bestimmt, was
darauf schlieBen lésst, dass sie einem aktiven enterohepatischen Kreislauf unterliegen. Eine Ak-
kumulation der Metabolite in Organen wie Lunge, Gehirn, Leber und Niere wurde nicht festge-

stellt [Espin et al., 2007].

2.4.1.2 Biologische Wirkung von Phenolcarbonsiuren und ihren Derivaten
Phenolsduren sind bereits widhrend der Zubereitung von Nahrungsmitteln und auch im

Gastrointestinaltrakt in der Lage, die Bildung von Mutagenen bzw. Kanzerogenen zu unter-
driicken. Die antikanzerogene Wirkung von Phenolsduren beruht groftenteils darauf, dass sie di-
rekt mit dem aktivierten Kanzerogen in Wechselwirkung treten und kovalente Bindungen ein-
gehen. Phenolsduren konnen sowohl die Initiation als auch die Promotion der Kanzerogenese
hemmen. Beispielsweise verhindern Chlorogensdure und Gallussdure iiber die Hemmung von
Phase-I-Enzymen die Aktivierung von Prokanzerogenen. Im Besonderen Cytochrom-P450-ab-
héngige Enzyme katalysieren diese Umwandlung. Chlorogensdure und Kaffeesdure stellen in
vitro Antioxidantien dar [Rice-Evans et al., 1996; Castelluccio et al., 1995] und konnen die Bil-
dung von mutagenen und karzinogenen N-Nitrosoverbindungen hemmen [Kono et al., 1995].
Weiterhin verhindert Chlorogensdure in vitro wie auch im Tiermodell die Entstehung oxidativer
DNA-Schiden. Dies ist anhand der verminderten Bildung von 8-Hydroxydesoxyguanosin sowie
von DNA-Strangbriichen beobachtet worden [Kasai et al., 2000; Shibata et al., 1999]. Die Oxida-
tion der Low Density Lipoproteine wird als bedeutender Schritt bei der Entstehung ,,arterieller
Plaques* angesehen. Chlorogensdure und Kaffeeséure konnen zusammen mit kdpereigenen Ab-
wehrmechanismen diese Oxidation verhindern und damit einen Schutz gegen kardiovaskuldre Er-

krankungen bieten [Nardini et al., 1995; Laranjinha et al., 1994].
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Im Tierversuch hemmt Ellagsdure nach oraler Gabe chemisch induzierten Speiserdhren- und
Lungenkrebs [Castonguay et al., 1997]. Untersuchungen zum Wirkmechanismus zeigten, dass
sowohl die Initiation als auch die Promotion der Kanzerogenese gehemmt wird. Ellagsdure unter-
bindet die Kanzerogenese in der Initiationsphase vermutlich dadurch, dass sie die Bindung von
aktivierten Kanzerogenen an die DNA verhindert [Lin et al., 2000]. Ferner kommt es zur Hem-
mung von Phase-I-Enzymen, zur Induktion von Phase-II-Enzymen und zu antioxidativen Effek-
ten. Die Induktion der Aktivitit von Phase-II-Enzymen (z. B. Glutathion-S-Transferase) durch
Ellagsdure sowie deren vermehrte de novo Synthese in der Leber wurde im Tierversuch nachge-
wiesen. Das antioxidative Potential der Ellagsdure wurde bislang nur in vitro gezeigt. Durch den
Einfang reaktiver Sauerstoffspezies werden oxidative DNA-Schidden verhindert [Ross et al.,
2007; Seeram et al., 2006; Mertens-Talcott et al., 2006; Losso et al., 2004].

Ellagtannine werden in der traditionellen Heilkunde in asiatischen Léndern zur Behandlung di-
verser Krankheiten (z. B. Herz-Kreislauferkrankungen, Bluthochdruck, rheumatoide Arthritis,
Wechseljahresbeschwerden) eingesetzt. Fiir Ellagtannine und Ellagsdure wurde bereits gezeigt,
dass sie antiproliferative, proapoptotische und antioxidative Effekte in vitro vermitteln [Ross et
al., 2007; Seeram et al., 2006; Mertens-Talcott et al., 2006; Losso et al., 2004]. Auch antimikro-
bielle, herbizide und antivirale Eigenschaften der Ellagtannine sind bekannt [Cerda et al., 2005;
Clifford und Scalbert, 2000]. Jacob et al. (2007) untersuchten einen ellagtanninreichen Granat-
apfelsaft und schrieben diesem sowohl in vitro als auch in vivo antioxidative, antiinflamma-

torische, antiarteriosklerotische und antikanzerogene Wirkungen zu [Jacob et al., 2007].

2.4.2 Flavonoide
Die Gruppe der Flavonoide (lat.: flavus = gelb) zéhlt in der Natur zu den am haufigsten vorkom-

menden Polyphenolen und besitzt als Grundkorper ein Phenylpropanderivat (Abb. 22) [Harborne,
1994].

Abb. 22 C5-Grundgeriist des Flavans

Grundsatzlich bestehen Flavonoide aus drei Kohlenstoffringen mit zwei aromatischen (A und B)
sowie einem O-heterozyklischen Ring (C) (Abb. 22). In der Natur treten die meisten Flavonoide

nicht frei in Form ihres Aglykons auf, sondern liegen glykosidisch gebunden vor [Stahl et al.,
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2003; Hollman et al., 1997; Harborne, 1994]. Die Glykosylierung trigt dazu bei, dass ihre Los-
lichkeit im Pflanzenzellsaft erhoht wird und stabilisiert die Flavonoide gegeniiber einem UV-be-
dingten enzymatischen Abbau [Aherne und O’Brien, 2002]. Eine Ausnahme bilden lediglich die
Flavan-3-ole, die in der Natur hauptséchlich als Aglyka vorkommen. Der Gehalt an Flavonoiden
schwankt je nach Pflanzensorte und Klima, wobei sich die Flavonoide {iberwiegend in den Rand-
schichten von Pflanzen sowie den dufleren Blittern befinden. Als zellsaftldsliche Pigmente verlei-
hen sie bestimmten Pflanzenteilen (z. B. Bliiten oder Friichten) ihre charakteristische Farbe [Har-
borne und Williamson, 2000]. Weiterhin schiitzen sie die Pflanze vor Fressfeinden und dem Be-
fall durch Pathogene. Die Aglyka der Flavonoide werden nach dem Oxidationsgrad ihres zen-
tralen Pyranrings (C) in folgende Substanzklassen unterteilt [Watzl und Rechkemmer, 2001]:

e Flavonole

e Isoflavone

e Flavanone

e Flavone

e Anthocyanidine

¢ Flavan-3-ole (Catechine, Procyanidine)
Substanzen der einzelnen Flavonoidklassen unterscheiden sich sowohl in Anzahl an Hydroxy-
und Methoxysubstituenten als auch in Art, Anzahl und Anordnung der nicht-acylierten und acy-
lierten Zuckerreste. Durch diese strukturelle Vielfalt sind derzeit iiber 5000 verschiedene Fla-
vonoide beschrieben [Harborne und Williams, 2000].
Die Biosynthese von Flavonoiden erfolgt durch stufenweise Kondensation der aromatischen
Aminosdure Phenylalanin mit drei aktivierten Malonsduren. Hierbei entstehen durch 1,6-Cycli-
sierung zunichst die Chalkone, aus denen durch Folgereaktionen (u. a. Hydroxylierungen) die
nachfolgenden Flavonoide gebildet werden [Salunke et al., 1994].
Aufgrund epidemiologischer Studien wie z. B. der ,,Zutphen-Elderly*“-Studie [Hertog et al., 1993]
oder der ,Finnish Mobile Clinic*“-Studie [Knekt et al., 1996/2002] werden Flavonoiden aus
Friichten und Gemiise mit positiven erndhrungsphysiologischen Eigenschaften in Verbindung ge-
bracht [Erlund, 2004]. So werden ihnen antikanzerogene, antioxidative, antivirale, antimikrobi-
elle, antiatherogene, antiinflammatorische, antiallergene immunstimulierenden und zellprotektive
Wirkungen zugesprochen [Manch et al., 2004; Howell et al., 2002; Da Silva et al., 2000; Scalbert
und Williamson, 2000; Middleton et al., 2000; Rice-Evans et al., 1996; Hertog et al., 1992]. Im
Wesentlichen beruhen die gesundheitsforderlichen Eigenschaften jedoch auf dem Einfang freier
Radikale und zeichnen sich durch folgende Strukturmerkmale aus [Bors et al., 1999; Bors et al.,

1990]:
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e 0-Dihydroxystruktur (Catecholstruktur) im B-Ring fiir den Radikalangriff
e Doppelbindung in Position 2,3 in Kombination mit einer 4-oxo-Gruppe fiir eine effiziente
Elektronendelokalisation zur Stabilisierung des Flavonoidradikals
e (leichzeitige Anwesenheit einer 3’-OH und einer 4 -OH-Gruppe ebenfalls zur Erh6hung
der Stabilitdt des Flavonoidradikals

In Europa stellen Apfel eine signifikante Flavonoidquelle fiir die humane Ernihrung dar [Arts et
al., 2001; Knekt et al., 1997]. Epidemiologische Studien konnten bereits zeigen, dass der regel-
miBige Konsum von Apfeln mit einem reduzierten Risiko fiir Lungenkrebs korreliert [Feskanich
et al., 2000; Knekt et al., 1997]. Bislang wurden in Apfeln zahlreiche Substanzklassen von Poly-
phenolen identifiziert: Hydroxyzimtsduren, Flavan-3-ole, Flavonole, Procyanidine und Dihydro-
chalkone [Alonso-Salces et al., 2004; Lu und Foo, 1997; Miller et al., 1995]. Die im Rahmen
dieser Arbeit eingesetzten, polyphenolreichen Apfelextrakte werden nachfolgend kurz dargestellt.
Die entsprechenden Tabellen befinden sich im Methodenteil dieser Arbeit.
Die Apfelsaftextrakte AE02, AE0O4 und AEOQS5 bestehen zu einem groflen Anteil aus den Hydroxy-
zimtsduren Chlorogensdure und 4-Cumaroylchinasdure. Der AE02 ist im Vergleich zu den an-
deren Apfelextrakten durch einen erhdhten Gehalt an Phloretinxyloglykosid (Dihydrochalkon)
und (-)-Epicatechin (Flavan-3-ol) charakterisiert. Der Tresterextrakt AEO3B unterscheidet sich
von den Apfelsaftextrakten in seiner Polyphenolzusammensetzung durch einen signifikant erh6h-
ten Gehalt an Quercetinglykosiden und Dihydrochalkonen. Grundsétzlich bestehen die vier be-
schriebenen Apfelextrakte aus Dihydrochalkonen, Flavonolen (Quercetinderivate), Flavan-3-
olen, Procyanidindimeren sowie unveresterten (z. B. Kaffeesdure) und veresterten Hydroxyzimt-
sduren [Will et al., 2000]. Der Polyphenolzusammensetzung der aufgefiihrten Apfelextrakte
(AE02, AEO3B, AE04, AEO0S) entspricht auch das Polyphenolmuster der sortenreinen Apfelex-
trakte (Tab.13).

Die meist gelben Flavonole besitzen jeweils als Grundkorper ein Flavan, das an C4-Position eine
Oxo0-Gruppe trdgt und sind in C3-Stellung hydroxyliert. Aufgrund ihrer gelben Farbung sind sie
bedeutende Farbstoffe zahlreicher heimischer Obst- und Gemiisearten [Manach et al., 2004]. Die
hellgelben Flavonolglykoside sind hauptsédchlich in der Schale von Obst und Gemiise anzutref-
fen, da ihre Bildung lichtabhédngig ist. Das wichtigste Aglykon der Flavonolglykoside in Friichten
ist das Quercetin (Abb. 23).
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Flavonole R
Quercetin H
Quercetin-3-glukosid (Isoquercitrin) B-D-glc
Quercetin-3-galaktosid (Hyperosid) B3-D-gal
Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) 3-L-rha
Quercetin-3-rutinosid (Rutin) B-L-rha-B-glc

Abb. 23 Quercetin und ausgewéhlte Quercetinglykoside

Die Catechine (Flavan-3-ole) sind als hydrierte Flavone aufzufassen und gehdren zu einer Gruppe
farbloser Verbindungen. Als (+)-Catechin nehmen sie eine [2R, 3S]-Konformation ein und als
(-)-Epicatechin eine [2S, 3S]-Konformation (Abb. 24). Sie kommen in allen heimischen Friichten
vor und bilden die Grundstruktur einer Reihe natiirlicher Gerbstoffe (z. B. im Griinen Tee) [Scal-

bert und Williamson, 2000].

OH OH
OH OH
HO O . HO o .
- H o H
OH OH
(-)-Epicatechin (+)-Catechin

Abb. 24 (-)-Epicatechin und (+)-Catechin

Catechine, die als Di-, Oligo- oder Polymere des (+)-Catechin und des (-)-Epicatechin auftreten,
werden als Procyanidine bezeichnet (Abb. 25; Abb. 26). Procyanidine unterscheiden sich von den
meisten anderen Polyphenolen durch ihre oligomere bzw. polymere Struktur und ihr hohes Mole-
kulargewicht. Die haufig verwendete Bezeichnung Proanthocyanidin leitet sich von der Eigen-
schaft ab, dass die Procyanidine bei Erhitzung mit Sduren und in Anwesenheit von Sauerstoff in

die entsprechenden Anthocyanidine libergehen [Haslam, 1997].
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OH OH
OH OH

OH OH

PBI:R, =OH,R,=H PB3:R,=OH,R,=H
PB2: R, =H,R,=OH PB4: R, =H,R,=OH

Abb. 25 Procyanidindimere PB1-PB4

Die haufigsten Verkniipfungen monomerer Flavanole zu dimeren (Abb. 25), oligomeren (Abb.
26) und polymeren Procyanidinen werden zwischen C4 und C8 gebildet, wobei zusitzlich zwi-

schen den Stereoisomeren o oder 3 unterschieden wird.

OH OH
OH OH

OH

OH

PC1: EC-4B>8-EC-4B>8-EC

Cinnamtannin PA2:
EC-4B3>8-EC-43>8-EC-43>8-EC

Abb. 26 PC1: Procyanidintrimer; PA2: Procyanidintetramer

Die vielen Kombinationsmoglichkeiten der Procyanidine durch Verkniipfung, Stereochemie und
dem Grad der Oligo- bzw. Polymerisierung unterliegen einer groflen strukturellen Vielfalt [Dixon
et al., 2005]. Infolge der zahlreichen Hydroxygruppen besitzen die Procyanidine gerbende Eigen-
schaften. Procyanidine kommen in Friichten, Rinde, Blittern und Samen vieler Pflanzen vor und

treten dadurch auch in verarbeiteten Nahrungsmitteln wie Fruchtsiften, Wein, Bier, Tee und
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Kaffee auf. Auch das schwach gelbe Dihydrochalkon Phloretin und seine Glykoside, insbeson-
dere das Phloridzin, sind charakteristische Apfelinhaltsstoffe (Abb. 27).

R2
OH
HO l OR' O

OH O
Dihydrochalkone R1 R2
Phloretin H H
Phloretin-2-xyloglukosid Xyloglukosid H
Phloridzin 3-D-Glukosid H
3-Hydroxyphloridzin H OH

Abb. 27 Phloretin und ausgewéhlte Phloretinglykoside

2.4.2.1 Biologische Wirkungen von Apfelpolyphenolen
2.4.2.1.1 Invitro Untersuchungen

“An apple a day, keeps the doctor away.” dieser Slogan ermutigte zahlreiche Wissenschaftler den
Einfluss von Apfelpolyphenolen hinsichtlich ihrer chemoprotektiven Eigenschaften zu untersu-
chen und die ,,magischen* Apfelinhaltsstoffe ndher zu charakterisieren. Generell zeigt die Apfel-
schale ein stdrkeres antioxidatives und antiproliferatives Potential als das Fruchtfleisch des Ap-
fels [Wolfe et al., 2003a Wolfe et al., 2003b; Eberhardt et al., 2000], was darauthin deutet, dass
die Schale des Apfels den grofften Anteil an bioaktiven Verbindungen stellt.

Im Verlauf der Kanzerogenese kommt es infolge eines Ungleichgewichts zwischen Zellprolife-
ration und Apoptose zu einem unkontrollierten Zellwachstum, dem die Ausbildung von Tu-
moren folgt. Als Hemmstoffe proliferationsassoziierter Signalkaskaden konnen Flavonoide die
Signaltransduktion inhibieren und Einfluss auf die Regulation der Zellproliferation nehmen. Im
Folgenden werden exemplarisch Hemmeffekte von Apfelextrakten und Apfelpolyphenolen auf
Zielelemente intrazelluldrer Signalwege aufgelistet, deren Hemmung moglicherweise einen Bei-
trag zur Unterdriickung des Zellwachstums leistet. Der EGFR, der zur Familie der RTK zéhlt und
zu Beginn der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK)-Kaskade steht, spielt eine entschei-
dende Rolle in der Regulation des Zellwachstums und ist in vielen Tumorzellen verstiarkt aktiv

[Lewis et al., 1998; Marais et al., 1996].
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Polyphenolreiche Apfelextrakte (AE02, AE03B) sowie ausgewdhlte Apfelpolyphenole wurden
bereits als potente Inhibitoren des EGFR im zellfreien System identifiziert [Fridrich et al., 2007a;
Kern et al., 2005]. Ebenso wurden der ErbB2-Rezeptor, der IGF1R (insulindhnlicher Wachstums-
faktorrezeptor) und der VEGFR2/3 (vaskuldrer endotheler Wachstumstaktorrezeptor) im zell-
freien System durch einen Apfeltresterextrakt (AEO3B) oder einen sortenreinen Apfelsaftextrakt
(Bohnapfel) potent gechemmt [Nicole Teller, personliche Mitteilung]. Zahlreiche in vitro Befun-
de zeigen, dass Apfelextrakte und charakteristische Apfelinhaltsstoffe das Wachstum von hu-
manen Tumoren hemmen [Miura et al., 2008; Miura et al., 2007; Verriah et al., 2007; He et al.
2007; Kern et al., 2006; Verriah et al., 2006; Balavenkatraman et al., 2006; Kern et al., 2005;
Gossé et al., 2005; Liu et al., 2003a; Wolfe et al., 2003a; Sun et al., 2002, Eberhardt et al., 2000].

EGFR IGFIR

i

Abb. 28 Rezeptortyrosinkinasen (EGFR: epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor; IGF1R; insulindhnlicher Wachs-
tumsfaktorrezeptor; VEGFR: vaskulérer endotheler Wachstumsfaktorrezeptor)

extrazellulare
Domaéne

zytoplasmatische
Doméne

Auch im zelluldren Testsystem an HT29-Zellen (humane Kolonkarzinomzelllinie) fiihrte die In-
kubation mit Apfelsaftextrakt (AE02) zur Hemmung der EGFR-Aktivitit sowie der nachge-
schalteten MAPK-Kaskade und des Zellwachstums [Kern et al., 2005]. Demzufolge wird eine
Unterdriickung des Rezeptors mit einer Hemmung des Tumorzellwachstums iiber den MAPK-
Signalweg in Verbindung gebracht, wobei die aktiven Wirkkomponenten der Apfelextrakte bis-
lang aber noch unbekannt sind. Auch die Inkubation der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431
mit AE02 fiihrte zur Unterdriickung des Zellwachstums und zur Hemmung der EGFR- und
ErbB2-Rezeptoraktivitit [Nicole Teller, Diplomarbeit 2006 bzw. personliche Mitteilung]. Die
Hemmwirkung des Extraktes auf den ErbB2-Rezeptor kann dabei weder auf das im AEO2 enthal-
tene typische Apfelpolyphenol Phloridzin noch auf dessen Aglykon Phloretin zuriickgefiihrt wer-
den. Auch Quercetin, das bislang zwar nur in Form seiner Glykoside im AEOQ2 identifiziert wur-
de, zeigte nur eine marginale Rezeptorhemmung [Fridrich et al., 2008b]. Ebenso unterdriickt der

Bohnapfelsaftextrakt (mit Katalasezusatz) die Aktivitdt der immunoprazipitierten Rezeptortyro-
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sinkinasen VEGFR2/3 aus PAE (Schweineaortenendothelzellen)-Zellen [Nicole Teller, person-
liche Mitteilung]. Da Apfelpolyphenole in der Lage sind, mit noch unbekannten Bestandteilen
des Zellkulturmediums Wasserstoffperoxid (H,O;) zu generieren, wurde in Gegenwart von Ka-
talase inkubiert, um einer H,O,-Bildung im Medium entgegenzuwirken.

Durch sogenannte ,,Crosstalks* konnen Elemente der MAPK-Kaskade auch durch andere Sig-
nalwege moduliert werden. So kann die Serin-/Threoninkinase Raf-1 durch den Phosphatidyl-
inositol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg oder durch die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden
[Clark et al., 2004]. Kern et al. (2007a) zeigten bereits, dass der AE02 die PKC-Aktivitdt im zell-
freien Testsystem unterdriickt. In intakten Zellen wird die Aktivitdt der PKC zwar nicht priméar
gehemmt, scheint jedoch im Rahmen apoptotischer Prozesse beeinflusst zu werden. Caspase-3-
Aktivierung, DNA-Fragmentierung und der Wiederanstieg der PKC-Aktivitit weisen nach Zell-
inkubation mit AE0Q2 daraufhin, dass eine PKC-vermittelte Induktion intermedidr als Teil der
Apoptose verstanden werden kann [Kern et al., 2007a]. Zu den Apoptose blockierenden Signal-
wegen zdhlt u. a. auch die PI3K-Signalkaskade, der sogenannte ,,Survival-Pathway*. Die Protein-
kinase B (PKB) ist das zentrale Effektorprotein der PI3K-Signalkaskade, das durch Phosphory-
lierung aktiviert wird und nachgeschaltet die Glykogensynthasekinase 38 (GSK3B) sowie die
Transkriptionsfaktoren der Forkheadfamilie (FKHR)-Familie phosphoryliert [Cantley, 2002]. So-
wohl die Aktivitdt der GSK38 als auch der FKHR-Transkriptionsfaktoren wird durch PKB-ver-
mittelte Phosphorylierung gehemmt, so dass die Weiterleitung apoptotischer Signale unterdriickt
wird. Fiir die Phosphorylierung der PKB sowie nachgeschaltet fiir die GSK3B-Phosphorylierung
wurde dabei gezeigt, dass sich durch Inkubation von HT29-Zellen mit AE02 pro- und antiapop-
totische Stimuli tiberlagern. Auf Ebene der FKHR-Transkriptionsfaktoren wurde durch den AE02
keine Apoptoseinduktion vermittelt [Ute Bottler, Diplomarbeit 2006].

Auch der Wnt-Signalweg iibernimmt eine wichtige Rolle in der Kolonkanzerogenese, da durch
Interaktion mit Elementen dieses Signalweges proliferationsfordernde und somit unerwiinschte
Effekte ausgeldst werden konnen (Abb. 29). Durch den Apfelsaftextrakt AE02 wurden jedoch in
verbraucherrelevanten Konzentrationen keine wachstumsstimulierenden Effekte in HT29-Zellen
vermittelt. Die Zellinkubation mit AEO2 fiihrte zu einer signifikanten, konzentrationsabhéngigen
Hemmung der zelluldren GSK38-Aktivitit. Damit einher ging die signifikante Abnahme an phos-
phoryliertem B-Catenin. Gleichzeitig nahm aber unerwarteterweise der Gehalt an Gesamt-3-Ca-
tenin ab. Aufgrund der Ergebnisse wurde daher angenommen, dass der AE02 in humanen Kolon-
karzinomzellen keinen Wachstumsstimulus iiber den Wnt-Signalweg induziert und somit wegen

der Reduktion der Expression von B-Catenin eher antiproliferative Effekte des AE02 zu erwarten
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sind [Kern et al., 2006]. Im Einklang mit den Ergebnissen auf die B-Catenin-Homdostase wird
auch die Tcf/Lef-vermittelte Gentranskription durch AE02 nicht beeinflusst [Kern et al., 2006].

ohne Wnt-Signal mit Wnt-Signal
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Abb. 29 Der Wnt-Signalweg [modifiziert nach Oving und Clevers, 2002] A) ohne Wnt-Signal; B) nach Wnt-Sig-
nalbindung; APC, ,,adenomatous polyposis coli* Tumorsuppressorgen; c-fos, c-myc Onkogene; Dkk, Faktor Dick-
kopf; Dvl, ,,dishevelled Protein; GBP, GSK3-bindendes Protein; Grg, Protein der Groucho-Familie; GSK3, Glyko-
gensynthasekinase 3; LRP, Lipoproteinrezeptor-verwandte Protein; Tcf/Lef, ,, T-cell factor/lymphocyte enhancer fac-
tor” Transkriptionsfaktorfamilie; TrCP, F-Box Protein

Veeriah et al. (2006) berichteten, dass die Inkubation der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29
mit AEO2 zur Verdnderung der Expression verschiedener Enzyme des Fremdstoffmetabolismus
fiihrt. Hierbei war im Besonderen eine Erh6hung von Transkripten, die in den Phase II Metabo-
lismus involviert sind, wie Glutathion-S-Transferasen (GST) und UDP-Glukuronosyltransfera-
sen (UGT), zu beobachten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Apfelpolyphenole somit in zellu-
lare Abwehrmechanismen eingreifen und dadurch potentiell die Verweilzeit von Karzinogenen in
der gesunden Kolonmukosa reduziert wird. Auch in der humanen Kolonadenomzelllinie LT97,
die durch prineoplastische Ldsionen charakterisiert ist, wurden in Gegenwart eines Apfelex-
traktes die Enzymaktivitdten von GST und UGT moduliert [Veeriah et al., 2008]. Die durch Ap-
felextrakt verdnderten Expressionsmerkmale der Gene deuten somit auch bereits in Adenomzel-
len auf einen moglichen Schutz der Zellen gegen toxische Einfliisse hin. Somit scheinen Apfel-
polyphenole im Rahmen einer polyphenolreichen Erndhrung einen Beitrag zur Chemoprotektion

zu leisten. Der Mechanismus ist bislang aber noch unklar [Veeriah et al., 2008].
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2.4.2.1.2 Fermentation von Apfelextrakten

Die kurzkettige Fettsdure Butyrat stellt einen wichtigen Néhrstoff der Kolonmukosa dar und fiihrt
in humanen Kolonkarzinomzellen zu Differenzierung und Apoptose. Die Hemmung der Histon-
deacetylase (HDAC) scheint im Rahmen dessen eine wichtige Rolle zu spielen. Polymere Koh-
lenhydrate wie Pektine, die gegeniiber einem Verdau durch die Diinndarmflora resistent sind,
fungieren als Substrate der Butyratbildung der mikrobiellen Flora des Dickdarms. Nach Inkuba-
tion des humanen Fiazeswassers mit Apfelpektinen und/oder Apfelsaftextrakt wurden die Fermen-
tationsiiberstdnde als butyratreich identifiziert und fiihrten zur Hemmung der HDAC [Waldecker
et al., 2008]. Im Gegensatz dazu zeigte die Fermentation mit ausschlieBlich Apfelsaftextrakt
geringere Butyratkonzentrationen, aber eine vergleichbare HDAC-Hemmung. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass Butyrat, das durch Fermentation von Apfelpektinen durch die Dickdarm-
flora gebildet wird, einen potenten Inhibitor der HDAC darstellt, wihrend die Fermentation von
Apfelpektinen in Kombination mit Apfelsaftextrakt zur Bildung von Butyrat und anderen noch
unbekannten HDAC-Hemmstoffen fiihrt [Waldecker et al., 2008].

In Untersuchungen von Veeriah et al. (2007) fiihrte die in vitro Fermentation von Apfelextrakten
zu einem Anstieg an kurzkettigen Fettsduren und zu einem Abbau von Polyphenolen [Veeriah et
al., 2007]. Im Vergleich zur Hemmung des Tumorzellwachstums durch unfermentierte Apfelex-
trakte zeigte sich ein Verlust der chemoprotektiven Eigenschaften der Extrakte. Die fermentier-
ten Apfelextrakte waren ca. um das 3-fache weniger bioaktiv.

Das Cytochrom P450 (CYP) 1A1 metabolisiert u. a. chemische Karzinogene wie polyzyklische,
aromatische Kohlenwasserstoffe zu karzinogenen Metaboliten. Die Regulation der Expression
von CYPIAT1 erfolgt durch den Aryl-Kohlenwasserstoff-Rezeptor (AhR). Untersuchungen von
Pohl et al. (2006) zeigten, dass der Apfelsaftextrakt AEO2 einer TCDD (2,3,7,8-Tetrachlorodi-
benzo-p-dioxin)-vermittelten CYP1A1-Induktion entgegenwirkt. Dabei kommt es zu einer Un-
terdriickung der AhR-abhédngigen Gentranskription und zu einer Hemmung der katalytischen
CYPI1A1-Aktivitét, so dass die metabolische Aktivierung von bestimmten chemischen Karzino-
genen durch Apfelpolyphenole verringert wird [Pohl et al., 2006].

Im Besonderen scheint auch das antioxidative Potential einzelner Apfelpolyphenole einen Beitrag
zu den chemoprotektiven Eigenschaften der Apfelextrakte zu leisten. Schifer et al. (2006a) zei-
gten, dass polyphenolreiche Apfelextrakte zu einer Verminderung von oxidativen DNA-Schiden
in HT29- und Caco2-Zellen (beides humane Kolonkarzinomzellen) beitragen, die durch den Red-
oxzykler Menadion induziert wurden. Innerhalb der Apfelextrakte verringerte im Besonderen der
Apfeltresterextrakt AEO3B die Anzahl an oxidativen Schiden. Auch die Inhaltsstoffe Rutin, (-)-

Epicatechin und Kaffeesdure zeigten eine erhohte biologische Wirksamkeit gegeniiber oxida-
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tiven DNA-Schéden [Schifer et al., 2006a]. In weiteren Untersuchungen konnten kiinstliche Mi-
schungen ausgewihlter Apfelpolyphenole zelluldire DNA-Schéden sogar effizienter reduzieren als
die Orginalextrakte [Schéfer et al., 2006b].

Im Rahmen der Kanzerogenese scheint auch die Hypermethylierung der Promotorregion prolife-
erationsassoziierter Gene von Relevanz zu sein, die zur Stilllegung von Genexpression und Gen-
funktion fiihrt [Langer et al., 2006; Ohgaki und Kleihues, 2005; Ueki et al., 2002]. Untersu-
chungen von Fini et al. (2007) zeigten, dass durch einen Apfelextrakt aus Annurca Apfeln ein de-
methylierender Effekt eintrat, so dass die Hypermethylierung in der Promotorregion von Tumor-

suppressorgenen aufgehoben wurde und es zur Reaktivierung der Genexpression kam.

2.4.2.1.3 Invivo Untersuchungen

Bisherige Untersuchungen an Ratten legen nahe, dass nur naturtriiber Apfelsaft die Bildung
frither Stadien von Dickdarmkrebs unterdriickt, nicht jedoch der entsprechende Klarsaft [Barth et
al., 2005]. Dies ist moglicherweise auf die héheren Polyphenolgehalte in triilben Apfelsiften zu-
rliickzufiihren [Oszmianski et al., 2007]. Barth et al. (2005) zeigten, dass durch 1,2-Dimethylhy-
drazin induzierte, genotoxische Schéden in Mukosazellen des distalen Kolons von Ratten durch
naturtrilbben Apfelsaft gehemmt werden. Ebenso scheint der naturtrilbbe Apfelsaft im Vergleich
zum klaren Apfelsaft die Anzahl an aberranten Kryptfoci im distalen Rattenkolon zu reduzieren
[Barth et al., 2007].

In der Literatur werden Apfelextrakten zahlreiche weitere gesundheitlich protektive Eigenschaf-
ten zugeschrieben. Durch orale Gabe eines Apfeltresterextraktionssaftes wurden in Tierstudien an
Ratten positive erndhrungsphysiologische Effekte beobachtet [Sembries et al., 2006]. Dies du-
Berte sich u. a. darin, dass im Vergleich zur Kontrollgruppe verstérkt primédre Gallensduren und
Cholesterol sowie deren Metabolite ausgeschieden wurden. Auch konnten im Kolon der mit Ex-
traktionssaft geflitterten Ratten erhohte Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren nachge-
wiesen werden, die protektive Eigenschaften gegen Kolontumore zeigen. Ebenfalls wurde durch
Apfelpolyphenole die adipose Gewebebildung in Wistar Ratten gehemmt, wobei jedoch keine ap-
petitziigelnde Reaktion beobachtet wurde [Nakazato et al., 2006]. Ebenso berichten Nakazato et
al. (2007), dass Apfelpolyphenole zur Verbesserung der Muskel-funktion in Wistar Ratten fiihren
konnen. Dabei vermuten sie, dass Apfelpolyphenole einerseits Einfluss auf den oxidativen Meta-
bolismus nehmen und somit die Ermiidungsresistenz erhdhen und andererseits die Muskelfasern
vor oxidativem Stress schiitzen [Nakazato et al., 2007]. Weiterhin zeigten Enomoto et al. (2006)
in einer Humanstudie, dass Apfelpolyphenole einen Beitrag zur Linderung der Symptome bei al-

lergischer Rhinitis leisten.
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2.4.2.1.4 Aktive Wirkkomponenten von Apfelextrakten in vitro und in vivo

ZeBner et al. (2008) untersuchten einen Apfelsaftextrakt und seine Fraktionen in unterschied-
lichen Testsystemen, um Apfelinhaltsstoffe mit potentiellen chemopriaventiven Eigenschaften zu
erfassen. Im Rahmen dieser Testsysteme wurden antioxidative Effekte, Modulationen des Kan-
zerogenesemetabolismus, antinflammatorische und antihormonelle Aktivitdten sowie das antipro-
liferative Potential bestimmt. Aufgrund der Ergebnisse identifizierten ZeBner et al. (2008) Procy-
anidine als potente Substanzklasse innerhalb der Apfelpolyphenole. Beziiglich des chemopri-
ventiven Potentials von Apfelextrakten scheinen Procyanidinfraktionen allein oder in Kombina-
tion mit Verbindungen von geringem Molekulargewicht von Relevanz zu sein. Diese Daten ste-
hen in Einklang mit weiteren Untersuchungen, die Procyanidine als Antioxidantien und Radikal-
fanger beschreiben und ihnen zytotoxische und apoptoseinduzierende Effekte in Tumorzelllinien
zusprechen [Gossé et al., 2006; Medina et al., 2006; Gossé et al., 2005; Tourino et al., 2005]. Im
Einzelnen zeigten Gossé et al. (2005/2006), dass procyanidinreiche Apfelfraktionen das Wachs-
tum der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW620 hemmen und im Rahmen intrazelluldrer Sig-
nalwege die Expression der extrazelluldr regulierten Kinasen 1 und 2, der c-Jun N-terminalen Ki-
nase erhohen und die Aktivitdt der Proteinkinase C unterdriicken. Ferner kommt es zur Hemmung
der G2/M-Phase des Zellzyklus und einer Erhdhung der Caspase-3-Aktivitit. Auch Miura et al.
(2008) und Nomoto et al. (2004) publizierten, dass Procyanidine apoptoseinduzierende Effekte
vermitteln und diese {iber den intrinischen mitochondrialen Signalweg ausgelost werden. Weiter-
hin beobachteten Gossé et al. (2005), dass procyanidinreiche Apfelfraktionen bereits in sehr nie-
drigen Konzentrationen (0,01 % im Trinkwasser) signifikant die Anzahl von hyperproliferie-
renden Krypten und aberranten Kryptfoci im Azoxymethan-induzierten Rattenkanzerogenese-
modell um 50 % reduzierten, wihrend Fraktionen aus monomeren Flavonoiden uneffektiv blie-
ben.

Hiimmer et al. (2008) zeigten, dass signifikante Unterschiede im Gesamtprocyanidingehalt von
Apfelextrakten bestehen. Dabei scheint das Procyanidinprofil abhéngig von der Verarbeitung des
Apfelsaftes sein. Im Vergleich zu einem trilben Apfelsaft sind Procyanidingehalt und Oligomeri-
sierungsgrad in einem Klarsaft signifikant verringert. Dies korreliert mit Daten von Gokmen et al.
(1998), die ebenfalls beobachteten, dass es durch Aufreinigung eines naturtriiben Apfelsaftes zu
einem auffalligen Procyanidinverlust kommt.

Sugiyama et al. (2007) konnten in Mausen und humanen Probanden zeigen, dass oligomere Pro-
cyanidine aus Apfelpolyphenolen die Triglyceridabsorption hemmen, indem sie die Aktivitat der
Pankreaslipase unterdriicken. Dabei konnten sie beobachten, dass der Hemmeffekt mit steigen-

dem Oligomerisierungsgrad zunimmt. Tsao et al. (2005) postulieren, dass Catechine bzw. Procy-
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anidine in in vitro Untersuchungen einen wichtigen Beitrag zum antioxidativen Potential von Ap-
feln leisten. Im Besonderen identifizierten sie (-)-Epicatechin und das dimere Procyanidine B2 als
die potente Antioxidantien in Apfeln.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Apfelpolyphenole aufgrund ihrer vielfiltigen, positiven
Wirkungen, von denen nur einige wenige dargestellt wurden, im Rahmen der Chemoprévention
einen Beitrag zu den protektiven Eigenschaften der Apfelextrakte leisten. Allerdings muss be-
achtet werden, dass in vitro Untersuchungen nicht direkt auf den Menschen tibertragbar sind. Um
die gesundheitlich positiven Eigenschaften der Polyphenole auf den humanen Organismus zu ex-
trapolieren, sind Kenntnisse {iber die Bioverfligbarkeit der Verbindungen zwingend erforderlich.
Zudem sind Daten, die die Bioverfligbarkeit betreffen von grofler Bedeutung, um unphysio-

logisch hohe Konzentrationen an Polyphenolen in in vitro Untersuchungen zu vermeiden.

2.4.2.2 Bioverfiigbarkeit von Apfelpolyphenolen
Viele Polyphenole besitzen eine nur begrenzte systemische Verfiigbarkeit. Allerdings konnen

gerade bei geringer Resorptionsrate im Diinndarm lokale Konzentrationen entstehen, die eine bio-
logische Aktivitdt erwarten lassen. Neben der aufgenommen Menge an Flavonoiden wird die
Bioverfiigbarkeit durch Resorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung beeinflusst. Bei
Untersuchungen zur Bioverfiigbarkeit miissen Alter, Geschlecht, Erndhrungsbedingungen und
genetische Dispositionen sowie Wechselwirkungen mit Lebensmittelinhaltsstoffen bzw. bestim-
mten Arzneimitteln bertlicksichtigt werden [Arts et al., 2002; Erlund, 2001]. Mit Ausnahme des
Flavonols Quercetin ist die Bioverfiigbarkeit der Flavonoide beim Menschen bisher nur ansatz-
weise untersucht [Hollman et al., 1997; Hollman und Katan, 1998].

Nach Verabreichung eines polyphenolreichen Apfelsaftes untersuchten Kahle et al. (2005b) die
Ileostomafliissigkeit von Patienten hinsichtlich des Polyphenolprofils. Dabei stellten sie fest, dass
ein GroBteil der oral verabreichten Apfelpolyphenole im Diinndarm resorbiert oder metabolisiert
wird. Nicht metabolisierte Polyphenole (ca. 33 %) wurden in den Ileostomieausscheidungen nach
2 h bestimmt, die somit das Kolon unter physiologischen Bedingungen erreicht hitten [Kahle et
al., 2005b; Kahle et al., 2006].

Untersuchungen von Hollman et al. (1995) zeigten, dass nach oraler Aufnahme von gediinsteten
Zwiebeln (v. a. Quercetin-3-glukosid) durch gesunde Ileostomapatienten 52 % der applizierten
Dosis resorbiert werden. Nach Applikation des Aglykons Quercetin lag die Resorption nur noch
bei 24 %, wihrend die Gabe von Rutin (Quercetin-3-rutinosid) die Resorption auf 17 % verrin-
gerte. Weitere Untersuchungen fiithrten zu der Schlussfolgerung, dass Quercetin-3-glukosid aus
Zwiebeln effizienter resorbiert wird als die Quercetinglykoside aus Apfeln [Hollman et al., 1997],

die vorrangig Glykoside in Form von Galaktosiden, Rhamnosiden und Arabinosiden enthalten
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[Hollman und Arts, 2000; Robards et al., 1999]. Beziiglich der Bioverfiigbarkeit des Quercetins
scheint somit die Struktur des Zuckers von Relevanz zu sein, was weitere Studien bestitigten
[Shimoi et al., 2003; Khaled et al., 2003, Mullen et al., 2002]. Aktuell zeigten Knaup et al.
(2008), dass die humane intestinale Hydrolyse von Quercetinglykosiden abhidngig vom glyko-
sylierten Zucker und der mikrobiellen Darmflora ist. Kahle et al. (2005) identifzierten nach Gabe
von Apfelsaft Quercetin-3-O-rhamnosid und Spuren von Quercetin-3-O-arabinosid in der Ileos-
tomafliissigkeit von Patienten. Allerdings wurden weder Quercetin-3-O-glukosid noch Quercetin-
3-0-galaktosid noch Quercetin-3-O-xylosid bestimmt. Ebenso wurden keine Quercetingluku-
ronide oder —sulfate nachgewiesen [Kahle et al. 2006; Kahle et al., 2005].

Der erste Schritt des metabolischen Abbaus von Quercetinglykosiden ist die Hydrolyse seiner
Zuckermolekiile im Diinndarm [Williamson et al., 2000]. Fiir die Resorption von Flavonolen und
Flavonolglykosiden aus dem Diinndarm werden verschiedene Mechanismen diskutiert. Erstens
ein aktiver Transport durch den Na'-abhiingigen Glukosetransporter SGLT1 in die Enterozyten
[Wolffram et al., 2002; Walgren et al., 2000], in denen durch eine in der Biirstensaummembran
des Diinndarms lokalisierte zytosolische B-Glukosidase eine hydrolytische Spaltung erfolgt [Day
et al., 2003; Day et al., 1998]. Und zweitens die luminale Hydrolyse von Glykosiden durch die
Laktase-Phloridzin-Hydrolase und Resorption des Aglykons durch passive Diffusion [Day et al.,
2000; Day et al., 1998]. Generell sind im Blutplasma keine intakten Quercetinglykoside oder das
Aglykon nachzuweisen, sondern ausschlieBlich Metabolite des Quercetins [Day et al., 2001; Wit-
tig et al., 2001; Sesink et al., 2001, Graefe et al., 2001; Moon et al., 2000]. Nach Resorption des
Quercetins aus dem Darmlumen erfolgt die Metabolisierung durch Phase II metabolisierende
Enzyme wie UDP-Glukuronyltransferase (UGT), Phenolsulfotransferase und Catechol-O-Me-
thyltransferase (COMT) [Kroon et al., 2004]. Als Hauptmetabolite des Quercetins identifizierten
Day et al. (2001) Quercetin-3-O-glukuronide, 3’-O-Methylquercetin-3-O-glukuronide und Quer-
cetin-3'-O-sulfat im humanen Plasma, wobei ungefdhr 20-40 % des Quercetins in Position 3’
methyliert vorliegen [Day et al., 2001; Graefe et al., 2001; Olthof et al., 2000]. Fiir die im Blut
zirkulierenden Konjugate muss auch die Plasmaproteinbindung des Quercetins und seiner Meta-
bolite beriicksichtigt werden. So wurde fiir das Quercetinaglykon eine fast vollstindige Bindung
(95 %) an Serumalbumin nachgewiesen, so dass gegenwirtig unklar ist, inwieweit dadurch die
Verfiigbarkeit von Quercetin eingeschriankt wird [Boulton et al., 1998; Manach et al., 1995]. Cha-
rakteristisch fiir die Bioverfiigbarkeit des Quercetins ist die relativ langsame Ausscheidung seiner
Metabolite, fiir die eine Halbwertszeit von 11 bis 28 h angegeben wird [Manach et al., 2004].
Neben der Darmmukosa finden weitere Glukuronidierungen und Methylierungen auch in der

Leber statt, wobei hier v. a. der Hauptort fiir die Bildung von Sulfokonjugaten zu sein scheint
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[Piskula und Terao, 1998; Shali et al., 1991]. Ein groBer Teil der Metabolite wird iiber die Galle
ins Darmlumen sezerniert. Dort kdnnen sie partiell riickresorbiert werden und stehen somit dem
enterohepatischen Kreislauf zur Verfligung [Manach et al., 1996; Crespy et al., 1999]. Ein wei-
terer Teil der Metabolite wird mit dem Urin ausgeschieden [Manach et al., 1996]. Allerdings
scheint die Elimination iiber die Niere eine untergeordnete Rolle zu spielen [Hollman et al.,
1995]. Crespy et al. (1999) beobachteten in vitro teilweise auch eine Resekretion von den in der
Darmmukosa gebildeten Quercetinkonjugaten. Ob diese Sekretion iiber den MRP2 (multidrug re-
sistance-associated protein 2) erfolgt und inwieweit dies auch in vivo von Relevanz ist, bedarf
noch weiteren Untersuchungen [Walgren et al., 2000].

Flavonoide, Flavonoidglykoside und Flavonoidmetabolite, die nicht im Diinndarm absorbiert
bzw. tiber die Galle resezerniert werden, gelangen in den Dickdarm und unterliegen dort einer
intensiven mikrobiellen Verstoffwechselung [Hollman et al., 1999].

Die Flavan-3-ole (-)-Epicatechin (EC) und (+)-Catechin werden nach Kuhnle et al. (2000) im
Diinndarm O-methyliert und glukuronidiert. Im isolierten Rattendiinndarm zeigten Breidenassel
et al. (2004), dass (+)-Catechin und EC im Diinndarm in intakter Form resorbiert und zu Sulfat-
und Glukuronidkonjugaten metabolisiert werden.

Natsume et al. (2003) identifizierten als Metabolite des EC im Blutplasma von Mensch und Ratte
EC-3’-0O-glukuronid, 4’-O-Methyl-EC-3"-O-glukuronid, 4'-O-Methyl-EC-5- oder 7-O-glukuro-
nid, das EC-Aglykon und 4’-O-Methyl-EC. Im Gegensatz dazu detektierten Kahle et al. (2006)
nach Gabe von (+)-Catechin und EC durch einen Apfelsaft weder freies (+)-Catechin noch O-me-
thyliertes oder glukuronidiertes (+)-Catechin und/oder konjugiertes EC in der Ileostomafliissig-
keit von Patienten.

Generell werden Flavan-3-ole rasch iiber den Urin eliminiert [Manach et al., 2005]. Untersu-
chungen von van Amelsvoort et al. (2001) zeigten, dass durch einen Galloylrest die Resorption
der Flavan-3-ole reduziert wird. Bislang konnten im Urin keine Flavan-3-ole mit einem Galloyl-
rest detektiert werden, was jedoch nicht auf eine Degalloylierung zuriickzufiihren ist, da diese im
humanen Organismus eine untergeordnete Rolle spielt. Nach van Amelsvoort et al. (2001) wer-
den Galloylderivate bevorzugt iiber die Galle ausgeschieden.

Procyanidine unterscheiden sich von den meisten anderen Polyphenolen durch ihre polymere
Struktur und ihr hohes Molekulargewicht. Deprez et al. (2001) vermuten, dass Procyanidine mit
einem niedrigen Molekulargewicht (Oligomersierungsgrad (OG) < 3) intakt im GIT absorbiert
werden. Kahle et al. (2007) bestétigen diese Vermutung, da 90,3 % der aufgenommenen Apfel-
saftprocyanidine in der Ileostomafliissigkeit mit einem iiberwiegenden OG von 3,4 detektiert

wurden, wihrend im Ausgangssaft ein OG von bis zu 5,7 vorlag. Fiir Procyanidine aus Kakao ist
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nachgewiesen worden, dass sie wihrend der Passage des Gastrointestinaltrakts in thre Monomere
gespalten werden [Zhu et al., 2002; Spencer et al., 2002; Spencer et al., 2000]. Nach Aufnahme
von Procyanidindimeren iiber einen Apfelsaft wurde in der Ileostomafliissigkeit keine dimeren
Procyanidine, jedoch das Monomer (-)-Epicatechin bestimmt, was ebenfalls fiir eine Spaltung
spricht [Kahle et al., 2005]. Im Vergleich dazu berichteten allerdings Donovan et al. (2002) und
Rios et al. (2002), dass ein Grofteil der aufgenommenen Procyanidine den Diinndarm intakt
erreichen. Auch Deprez et al. (2001) konnten die Absorption von intakten Procyanidindimeren
und —trimeren beobachten. Weiterhin detektierten Shoji et al. (2006) im Blutplasma von Ratten
Procyanidindimere und das trimere Procyanidin PC1. Kahle et al. (2007) unterstiitzen die Ver-
mutung, dass oligomere Procyanidine (OG > 2) das Kolon unter physiologischen Bedingungen
intakt erreichen, wéihrend dimere Procyanidine in ihre monomeren Einheiten gespalten werden.
Bislang wird die Datenlage zur Bioverfiigbarkeit der Procyanidine in der Literatur jedoch noch
kontrovers diskutiert. Als Abbauprodukte der Procyanidine durch die mikrobielle Darmflora
postulieren Rios et al. (2002) verschiedene Phenolsduren (u. a. Hydroxyphenylessigsdure, Hy-
droxyphenylvalerianséure, Phenylpropionsdure), die sie im Urin von Testpersonen bestimmten.

Crespy et al. (2001) zeigten, dass die Dihydrochalkone Phloretin und Phloridzin zum gréften Teil
im Diinndarm resorbiert werden, indem sie ein in situ Perfusionsmodell verwendeten. Nach Per-
fusion von Phloridzin wurde im Darmlumen das korrespondierende Aglykon Phloretin sowie
konjugierte Glukuronid- und Sulfatderivate nachgewiesen. Dabei wurde Phloridzin zu 80 % in
Phloretin hydrolysiert. In einer weiteren Studie von Crespy et al. (2002) wurde nach Phlorid-
zingabe im Blutplasma von Ratten in geringen Mengen das Phloretinaglykon bestimmt, ebenfalls
jedoch kein Phloridzin. Dies stimmt mit Daten von Kahle et al. (2005) {iberein, die beobachteten,
dass nach Gabe von phloridzinhaltigem Apfelsaft, kein Phloridzin, sondern nur das Aglykon
Phloretin in der Ileostomafliissigkeit von Probanden zu detektieren war. Das Dihydrochalkon
Phloretin, das nicht im verabreichten Apfelsaft enthalten war, sowie Phloretinglukuronide wurden
in der Ileostomafliissigkeit mit einem Maximum nach 2-4 h detektiert. Dies deutet darauthin, dass

das Glykosid Phloridzin vor seiner Absorption hydrolysiert wird [Kahle et al., 2005].

2.5 Flavonoidabbau durch die mikrobielle Darmflora
In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass ein groBer Anteil der mit der Nahrung

aufgenommenen Flavonoide nicht im Diinndarm resorbiert bzw. iiber die Galle resezerniert wird,
sondern unverdndert den Dickdarm erreicht, wo dann die Umsetzung durch die intestinale Mikro-
flora erfolgt [Rechner et al., 2004; Spencer et al., 2003; Scalbert und Williamson, 2000; Hollman
und Katan, 1997]. Die Bedeutung der Darmflora fiir den Flavonoidabbau wurde erstmals von Na-

kagawa et al. (1965) gezeigt. Nach gleichzeitiger Gabe von Quercetin und dem Antibiotikum
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Neomycin wurde festgestellt, dass keine phenolischen Abbauprodukte im Urin von Ratten nach-
weisbar waren, im Gegensatz zur Kontrollgruppe, die ohne Antibiotikumgabe und somit intakter
Darmflora Quercetin metabolisierte. Diese und weitere Untersuchungen sowie die im Allge-
meinen niedrige Wiederfindungsrate von intakten Flavonoiden im Urin oder in der Féazes lassen
auf eine intensive Biotransformation der Verbindungen schlieBen. Somit sind neben den Aus-
gangsverbindungen auch die Abbauprodukte der Flavonoide von biologischer Relevanz, da sie
moglicherweise einen Beitrag zu den bioaktiven Eigenschaften der Ausgangsverbindungen leis-
ten. Im Vergleich zu den Ausgangsverbindungen sind die bioaktiven Eigenschaften der Abbau-

produkte bislang noch unzureichend untersucht.

OH Taxifolin

OH O
HO O OH OH
oH ©

Alphitonin

2H,0
\ HO OH
CO,, 2 H \Q/ —> —>=—> Butyrat, Acetat
OH

Phloroglucinol

COOH

H OH
OH

3,4-Dihydroxyphenyl-
essigsaure

Abb. 30 Postulierter Abbau des Flavonols Quercetin durch Eubacterium ramulus [Schoefer et al., 2003]

Gegenwirtig sind mehr als 400 verschiedene Bakterienspezies und Subspezies (insgesamt 10'%-
10" Bakterien) in der Darmflora bekannt [Autenrieth, 2003; Blaut et al., 2003], wobei Schiit-
zungen davon ausgehen, dass die tatséchliche Anzahl weit hoher liegt [Suan et al., 1999; Dor¢ et

al., 1998]. Am intensivsten besiedelt ist der Dickdarm, der pro Gramm Darminhalt zwischen 10"
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und 10" Bakterien enthilt [Autenrieth, 2003]. Zu 99 % sind dies obligate Anaerobier wie Bac-
teroides-Arten, Eubacterium, Bifobacterium oder Clostridium-Spezies [ Autenrieth, 2003]. Ferner
finden sich im Dickdarm auch etwa 10 Bakterien pro Gramm Darminhalt, die zu den fakul-
tativen Anaerobiern gehoren, vorwiegend E. coli und andere Enterobacteriaceae [Autenrieth,
2003].

Fiir Quercetin und seine Glykoside wird ein Abbau durch das humane Darmbakterium Eubac-
terium ramulus postuliert [Hein et al., 2008; Blaut et al., 2003; Aura et al., 2002; Braune et al.,
2001]. Dabei kommt es iiber Reduktion des heterozyklischen C-Rings zur Bildung von Taxifolin,
das nachfolgend iiber eine Chalkon- oder Diketonstruktur zu Alphitonin metabolisiert wird. Die
hydrolytische Ring6ffnung fiihrt zur Bildung von Phloroglucinol (A-Ring) und 3,4-Dihydroxy-
phenylessigsaure (B-Ring) (Abb. 30) [Schoefer et al., 2003]. Phloroglucinol wird durch Euba-
cterium ramulus weiter in die kurzkettigen Fettsduren Butyrat und Acetat abgebaut [Schoefer et

al., 2003; Braune et al., 2001].

OH o Diketon
OH
HO OH OH
+
H HO
OH
OH © 0 Gallussaure
Phloroglucinolaldehyd

Abb. 31 Postulierter Zerfall des Anthocyanidins Delphinidin [modifiziert nach Fleschhut et al., 2006]

Ebenso sind intestinale Mikroorganismen in der Lage, Anthocyanidine abzubauen. In Abhingig-
keit vom pH-Wert kommt es iiber eine Chromenol- und eine Diketonstruktur zum Abbau der An-

thocyanidine in eine korrespondierende Benzoesdure (B-Ring) und einen Phloroglucinolaldehyd
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(A-Ring) [Fleschhut et al., 2006; Keppler und Humpf, 2005; Seeram et al, 2001]. Fiir das Antho-
cyanidin Delphinidin wird ein mikrobieller Abbau zu Gallusséure und Phloroglucinolaldehyd be-
schrieben (Abb. 31) [Fleschhut et al., 2006; Keppler und Humpf, 2005].

Jedoch fiihrt nicht nur die intestinale Mikroflora zu einem Abbau der Flavonoide, sondern auch
unter Zellkulturbedingungen kommt es aufgrund der begrenzten chemischen Stabilitit zur Bil-
dung entsprechender Abbauprodukte [Fleschhut et al., 2006; Keppler et al., 2005; Seeram et al,
2001]. Kern et al. (2007b) zeigten dies bereits fiir das Anthocyanidin Delphinidin.

2.6 Bildung von Wasserstoffperoxid unter Zellkulturbedingungen
Die Wasserstoffperoxid (H,0,)-Bildung stellt keine Besonderheit fiir Apfelextrakte dar, sondern

spielt immer dann eine Rolle, wenn Polyphenole, insbesondere mit catecholischer Struktur, in
Zellkulturexperimenten eingesetzt werden. Dabei ist das Ausmal3 der H,O,-Bildung u. a. vom
eingesetzten Zellkulturmedium abhédngig. In DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
werden deutlich hohere H,O,-Konzentrationen erreicht als in RPMI-Medium [Long et al., 2000].
Polyphenole sind in der Lage mit noch unbekannten Bestandteilen des Zellkulturmediums zu re-
agieren und auf diese Weise H,O; zu generieren, welches sich dann im Medium anreichert [Halli-
well et al., 2000; Dashwood et al., 2002; Hou et al., 2005].

Als Mechanismus wird die Autooxidation von Polyphenolen postuliert, wobei die Reaktion von
im Zellkulturmedium vorhandenen Metallionen wie Cu®" katalysiert werden soll [Hou et al.,
2005; Lapidot et al., 2002]. Am Beispiel von Gallussdure konnte gezeigt werden, dass die Sub-
stanz unter Zellkulturbedingungen in Gegenwart von Katalase weniger schnell abgebaut wird
[Kern et al., 2007b]. Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Stabilitdt verschiedener Klassen
von Polyphenolen unter Zellkulturbedingungen abhéngig vom pH-Wert, der Temperatur und der
Sauerstoffkonzentration ist [Van der Sluis et al., 2005; Friedman und Jiirgens, 2000]. Beispiels-
weise begiinstigt ein steigender pH-Wert die Autooxidation der Polyphenole [Yang et al., 2004;
Akagawa et al., 2003; Mochizuki et al., 2001]. Allerdings scheint im Zellkulturmedium akkumu-
liertes H>O, nicht nur zum verstirkten Abbau der Polyphenole beizutragen, sondern auch Ein-
fluss auf das zelluldre System zu nehmen.

In aeroben Organismen entsteht H,O, als Nebenprodukt des zelluldren Stoffwechsels und ist in
der Lage, zelluldre Strukturen zu schidigen und deren Funktionalitdt einzuschrénken [Jung und
Grune, 2008]. DeYulia und Carcamo (2005) zeigten, dass durch Rezeptor-Liganden-Wechsel-
wirkung (EGFR-EGF) extrazelluldr generiertes H,O, die Aktivitdt der Proteintyrosinphospha-
tasen (PTP) in vitro hemmt. PTP hydrolysieren spezifisch phosphorylierte Tyrosinreste der intra-
zelluldren Rezeptordomine und sind somit an einer erhohten RTK-vermittelten Signaltransduk-

tion beteiligt [DeYulia und Céarcamo, 2005]. In vitro wurde bereits auch die Induktion von phos-
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phoryliertem ERK1/2 durch H,O, beschrieben [Nguyen et al., 2004; Huang et al., 2003]. Insbe-
sondere zeigten Lapidot et al. (2002) fiir Apfelpolyphenole, dass diese in einem noch unbekan-
nten Mechanismus H,O, im Medium generieren. Da H,O, in Gegenwart von Katalase in Sauer-
stoff (O,) und Wasser (H,O) disproportioniert, wurde dem Zellkulturmedium Katalase zugesetzt,
um einer H,O,-Akkumulation entgegenzuwirken und um H,0,-bedingte biologische Effekte zu

unterdriicken [Veeriah et al., 2006; Nakagawa et al., 2004; Kanner et al., 1987].
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3 Problemstellung
Bisherige Untersuchungen im Arbeitskreis haben gezeigt, dass ein polyphenolreicher Apfelsaft-

extrakt das Wachstum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 potent unterdriickte. Die Be-
einflussung des Tumorzellwachstums in vitro wird dabei mit der Modulation wachstumsassozi-
ierter Signalkaskaden durch Apfelpolyphenole in Verbindung gebracht. Als herausragende Wirk-
qualitdt wurde die Hemmung der Proteintyrosinkinaseaktivitit des epidermalen Wachstumsfak-
torrezeptors (EGFR) charakterisiert [Kern et al., 2005].

Im Fokus dieser Arbeit stand nun die Frage, inwieweit eine potente Unterdriickung der EGFR-
Aktivitit durch Apfelpolyphenole limitiert ist auf das zellfreie Testsystem oder auch in intakten
Zellen zum Tragen kommt. Da aus der Literatur bekannt ist, dass Apfelpolyphenole unter Zell-
kulturbedingungen Wasserstoffperoxid (H>O,) im Medium generieren und es somit zu H,O-be-
dingten, experimentellen Artefakten kommen kann [Lapidot et al., 2002], wurden die Untersu-
chungen zur Modulation der EGFR-Aktivitdt in HT29-Zellen in Gegenwart von Katalase verifi-
ziert.

Ferner sollte der Frage nachgegangen werden, welche Substanzen fiir die Hemmwirkung der Ap-
felextrakte verantwortlich sind. Im Vergleich der Apfelsaftextrakte fiihrt die Herstellung eines
Apfeltresterextraktes zu substanziellen Unterschieden im Polyphenolmuster. Dabei unterscheidet
sich der Tresterextrakt von den Apfelsaftextrakten durch einen signifikant erhéhten Gehalt an
Quercetinglykosiden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher geklédrt werden, wie sich der querce-
tinglykosidreiche Tresterextrakt gegeniiber den Apfelsaftextrakten verhilt und inwieweit Querce-
tinglykoside einen Beitrag zu den inhibierenden Eigenschaften des Tresterextraktes leisten. Zur
Identifizierung von potenziell bioaktiven Apfelinhaltsstoffen wurden aktivititsgeleitete Fraktio-
nierungen durchgefiihrt. Dabei wurden procyanidinreiche Fraktionen als potente Wirkomponen-
ten im Hinblick auf ein mogliches chemopriventives Potential von Apfeln bzw. Apfelsiften iden-
tifiziert [ZeBner et al., 2008]. Infolgedessen sollte die Hemmwirkung isolierter Procyanidine un-
terschiedlichen Oligomerisierungsgrads auf die Aktivitit des EGFR erfasst werden.

Eine weitere Substanzklasse der Polyphenole stellen die Ellagtannine dar, die u. a. in Niissen,
Beeren und Eichenholz vorkommen. Bisherige Arbeiten im Arbeitskreis haben gezeigt, dass El-
lagtannine aus Eichenholz das Wachstum von HT29-Zellen potent inhibieren [Fridrich et al.,
2008a]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit die Hemmung des Zell-
wachstums auf eine Unterdriickung der EGFR-AKktivitit zuriickzufiihren ist.

Flavonoide unterliegen einem starken Abbau durch die intestinale Mikroflora. Aber auch unter
Zellkulturbedingungen ist ein extensiver Abbau aufgrund der begrenzten chemischen Stabilitit

der Verbindungen beschrieben [Kern et al., 2007b; Fleschhut et al., 2006; Keppler et al., 2005;
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Seeram et al, 2001]. Bislang ist jedoch wenig iiber den Beitrag der potenziellen Abbauprodukte
zu den zelluldren Wirkungen der Ausgangsubstanzen bekannt. Infolgedessen wurden auch die
Abbauprodukte Gallussdure und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure ndher untersucht, um deren An-
teil am wachstumshemmenden Potential der Ausgangsverbindungen Delphinidin bzw. Quercetin
zu bestimmen. Aufgrund der H,O,-generierenden Eigenschaften der Polyphenole wurde die
Modulation des Zellwachstums in Gegenwart von Katalase und Ascorbinséure verifiziert.

Ein weiteres zelluldres Schliisselelement dieser Arbeit stellte das Tumorsuppressorgen pl6™<*
dar, das durch Hypermethylierung seiner Promotorregion inaktiviert wird. Demethylierende Ei-
genschaften polyphenolreicher Apfelextrakte wurden bereits von Fini et al. (2007) beschrieben.

Um den Einfluss eines Apfeltresterextraktes auf das DNA-Methylierungsprofil des p16™*-Gens

zu erfassen, sollte in der vorliegenden Arbeit eine Methode zur Untersuchung des Methylierungs-

status der DNA und zur Erfassung von RNA-Transkripten des p16™**-Gens etabliert werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Ellagtannine

Ellagtannine zéhlen zu den Polyphenolen und werden in zahlreichen Studien als antiproliferativ,
apoptotisch und antioxidativ wirksam beschrieben [Ross et al., 2007; Seeram et al., 2006; Mer-
tens-Talcott et al., 2006; Losso et al., 2004]. Das Vorkommen von Ellagtanninen ist in der Natur
auf einige wenige Friichte und Niisse beschrinkt, wobei Castalagin, Vescalagin, Grandinin und
die Roburine A-E auch in Eichenholz identifiziert werden konnten. In Abb. 32 sind die beiden
stereoisomeren Aglyka Castalagin und Vescalagin sowie die beiden korrespondierenden C-Gly-
koside Roburin E und Grandinin dargestellt, die mit Xylose bzw. Lyxose glykosidisch verkniipft

sind.

Xylose: X=0OH; Y=H
Lyxose: X=H; Y=0OH

Ellagtannine R1 R2
Castalagin H OH
Vescalagin OH H
Grandinin Lyxose H
Roburin E Xylose OH

Abb. 32 Ellagtannine und Ellagtanninglykoside [Fridrich et al., 2008a]

4.1.1 Modulation der EGFR-Autophosphorylierung in HT29-Zellen durch Ellagtannine
Bisher ist wenig iiber den zelluliren Wirkmechanismus der Ellagtannine bekannt. Aus diesem

Grund wurde der Einfluss der stereoisomeren Ellagtanninaglyka Castalagin und Vescalagin sowie
der korrespondierenden C-Glykoside Roburin E und Grandinin auf das Wachstum der humanen

Kolonkarzinomzelllinie HT29 untersucht. Im Vergleich dazu wurde ein Extrakt aus Eichenholz
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(Quercus alba L.) und Ellagsdure, ein Ellagtanninabbauprodukt, das nach Sdurehydrolyse gebil-
det wird, in die Untersuchungen mit einbezogen. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden Cas-
talagin, Vescalagin, Roburin E und Grandinin als potente Inhibitoren des Wachstums von HT29-
Zellen charakterisiert, wihrend der Hemmeffekt des hydrolysierten Abbauproduktes Ellagsdure
wesentlich schwécher ausfiel [Tab. 1; Fridrich et al., 2008a]. Auch der Eichenholzextrakt unter-
driickte das Wachstum von HT29-Zellen [Dissertation Jessica Fritz, 2008]. Das Ergebnis zeigt,
dass Unterschiede der wachstumshemmenden Effekte der einzelnen Ellagtannine vermutlich ab-

hiangig vom Glykosylierungsmuster und von der Stereoisomerie sind.

Tab. 1 Wachstumshemmende Eigenschaften der Ellagtannine und Ellagsdure im Sulforhodamin B (SRB)-Test in
HT29-Zellen und Hemmung der isolierten EGFR-Aktivitit im ELISA [Fridrich et al., 2008a]

Wachstumshemmung EGFR-ELISA
Ellagtannine ICsy-Werte [uM] ICsp-Werte [nM]
Castalagin 11,1 £1,8 499+2,5
Vescalagin 224+£2,6 61,8+9,5
Roburin E 16,7+ 1,4 59,2 +5,4
Grandinin 28,9+2,6 71,2+32
Ellagséure 66,7 £9,6 65,5+5,6

Innerhalb der Aglyka zeigte Castalagin im Vergleich zu Vescalagin eine potentere Hemmwir-
kung auf das Zellwachstum, was moglicherweise auf stereoselektive Wechselwirkungen mit den
zelluldren Zielstrukturen zuriickzufiihren ist. Interessanterweise zeigten auch die Ellagtannin-
glykoside Roburin E und Grandinin wachstumshemmende Eigenschaften, wéhrend in voraus-
gegangenen Untersuchungen das inhibierende Potential von Flavonoidglykosiden vergleichs-
weise schwach einzustufen war [Kern et al., 2005]. Dabei tiberstieg der Hemmeftekt des Glyko-
sids Roburin E sogar signifikant die des Aglykons Vescalagin. Im Vergleich zu anderen Poly-
phenolklassen (z. B. Quercetin) scheint die Glykosylierung von Ellagtanninen somit nicht mit
einem substantiellen Verlust ihres Hemmpotentials einherzugehen.

Einen der zentralen Signalwege, die Zellwachstum und Differenzierung regulieren, stellt die
mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade dar. Am Anfang dieser Kaskade steht der
epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), der u. a. in vielen Kolontumoren iiberexprimiert
wird. Eine effektive Hemmung des EGFR ist verbunden mit der Unterdriickung des Zellwachs-
tums und/oder der Induktion von Apoptose. Die Ellagtannine, Ellagsdure und der Eichenholz-
extrakt stellen potente Hemmstoffe der Aktivitdt der Proteintyrosinkinase (PTK) des EGFR im
zellfreien Testsystems dar [Tab. 1; Fridrich et al., 2008a; Arbeitskreis Prof. Marko, unverdffent-
lichte Daten]. Aufgrund der hochpotenten Hemmwirkung der Ellagtannine auf die isolierte EGF-

Rezeptorpréiparation stellte sich die Frage, ob und inwieweit diese Hemmung auch im zelluldren
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Testsystem von Relevanz ist. Dazu sollte der Phosphorylierungsstatus des EGFR, der ein MaB fiir
die Rezeptoraktivitit darstellt und entscheidend fiir eine Interaktion der PTK-Domine mit
nachgeschalteten Elementen der MAPK-Kaskade ist, in der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 mittels Western Blot Analyse untersucht werden. Neben den Ellagtanninen Castalagin und
Grandinin erfolgte die Inkubation von HT29-Zellen auch mit dem ellagtanninreichen Eichen-
holzextrakt und Ellagsdure. Als Positivkontrolle wurde der EGFR-spezifische Hemmstoft Tyr-
phostin AG1478 (4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazolin) eingesetzt (Abb. 33) [Osherov
und Levitsky, 1994; Osherov et al., 1993; Gazit et al., 1991; Gazit et al., 1989].
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Abb. 33 Struktur des EGFR-spezifischen Hemmstofts Tyrphostin AG1478

Im zellfreien Testsystem wird die PTK-Aktivitidt der isolierten EGF-Rezeptorpriparation mit
einem ICsp-Wert von 2,4 £ 0,1 uM gehemmt [Kern et al., 2005; Meiers et al., 2001], wéahrend der
Phosphorylierungsstatus des EGFR in intakten HT29-Zellen in Gegenwart von 1-5 uM Tyrphos-
tin AG1478 zu ca. 70-90 % unterdriickt wird [Fridrich et al., 2008a]. Die Positivkontrolle wurde

in den nachfolgenden Messungen stets mitgefiihrt, wird jedoch nicht immer abgebildet.

In der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 fiihrte Grandinin zu einer konzentrationsabhén-
gigen Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR mit einem ICso-Wert von 35 + 0,3 uM
(Abb. 34). Der Gesamtproteingehalt des Rezeptors wurde im Rahmen versuchsbedingter Schwan-
kungen und der Fehlertoleranz nicht signifikant durch Grandinin moduliert. Der EGFR-spezi-
fische Hemmstoff Tyrphostin AG1478 unterdriickte den Phosphorylierungsstatus des Rezeptors
zu 90 %.
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Abb. 34 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch Grandinin,
45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); AG 1478 (Tyrphostin), EGFR-
spezifischer Hemmstoff (1 uM); MW + SD von mindestens 3 unabhingigen Experimenten; ***:p<0,001 bezogen
auf 1 pM Grandinin

Das Aglykon Castalagin hemmte bereits in Konzentrationen von 10 uM hoch signifikant die
Autophosphorylierung des EGFR in HT29-Zellen (Abb. 35). Im selben Konzentrationsbereich
wurde der Phosphorylierungsstatus um 60 % unterdriickt (Abb. 35), so dass es im Vergleich zum
glykosylierten Grandinin (10 pM Grandinin, 40 % Hemmung des Phosphorylierungsstatus, Abb.
34) zu einem noch potenteren Hemmeffekt kam. Der Gesamtproteingehalt an EGFR wurde durch
Castalagin nicht beeinflusst. Aufgrund der limitierten Stoffmenge konnte Castalagin nur in drei
Konzentrationen eingesetzt werden, so dass eine exakte Berechnung des ICso-Wertes nicht mog-

lich war.
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Abb. 35 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch Castalagin,
45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); AG 1478 (Tyrphostin), EGFR-
spezifischer Hemmstoff (1 uM); MW + SD von 3 unabhéngigen Experimenten; ***:p<0,001 bezogen auf 1 uM Cas-
talagin

Um zu priifen, ob sich der potente Hemmeffekt der Einzelsubstanzen auch im komplexen Eichen-
holzextrakt widerspiegelt, wurde im Folgenden der Einfluss des Extraktes auf den Phosphorylie-
rungsstatus des EGFR untersucht.

Der Eichenholzextrakt zeigte in Konzentrationen < 100 pg/ml keine Beeinflussung der Autophos-
phorylierung des EGFR in HT29-Zellen (Abb. 36). Die untersuchten Ellagtannine Grandinin und
Castalagin wurden hingegen als hoch potente Inhibitoren (Abb. 34, Abb. 35) der EGFR-Auto-
phosphorylierung identifiziert.

59



Ergebnisse und Diskussion

160 - | EGFR

{|EZZ pEGFR
140
120 - T -
100 +fe--fommm e
T a0l [ | : T
o>, 804
O 4
= 604
40 I
20
AG1478 01 1 10 100
Eichenholzextrakt [ug/ml]
Eichenholzextrakt [ug/ml]
C AG 0,1 1 10 100

1478

pearr 17500~ I 0 MR . -

«-Tubulin 54 kDa =% T — — — — —

Abb. 36 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch Eichenholz-
extrakt, 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); AG 1478 (Tyrphostin),
EGFR-spezifischer Hemmstoff (1 pM); MW = SD von mindestens 4 unabhingigen Experimenten

Sofern Ellagtannine Sduren oder Basen ausgesetzt sind, kommt es zur Hydrolyse der Esterbin-
dungen und es entsteht Hexahydroxydiphenséure, die spontan zu Ellagsdure lactonisiert. Auch fiir
Ellagsdure ist bereits bekannt, dass sie das Zellwachstum und die Tyrosinkinaseaktivitit des
EGFR hemmt [Fridrich et al., 2008a]. Aufgrunddessen wurde auch der Einfluss von Ellagsdure
auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR bestimmt.

In HT29-Zellen zeigte Ellagséure bis zu einer Konzentration von 100 uM keinen Einfluss auf die
Autophosphorylierung des EGFR (Abb. 37). Die starken Schwankungen — trotz Wiederholungen
(n=6) — deuten moglicherweise auf ein Loslichkeitsproblem der Substanz in DMSO hin. Auch
eine Erhohung der DMSO-Endkonzentration von 1 % auf 5 % fiihrte zu keiner verbesserten Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse. Stattdessen konnten zytotoxische Effekte (verursacht durch 5 %
DMSO) beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Grundsitzlich scheint eine effiziente Hem-

mung durch hydrolysierte Ellagtannine auszubleiben.
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Abb. 37 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch Ellagséure,
45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); AG1478 (Tyrphostin), EGFR-spe-
zifischer Hemmstoff (1 uM); MW = SD von mindestens 6 unabhiangigen Experimenten

4.1.2 Diskussion Ellagtannine
Innerhalb der Gruppe der Polyphenole wurden Ellagtannine bereits als vielversprechende,

bioaktive Substanzklasse hinsichtlich ihres chemopriventiven Nutzens identifiziert [Mertens-
Talcott et al., 2006]. Weiterhin konnten die Ellagtannine Castalagin, Vescalagin, Grandinin und
Roburin E schon als potente Hemmstoffe des Wachstums von HT29-Zellen sowie des
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) im isolierten Testsystem charakterisiert werden
[Tab. 1; Fridrich et al., 2008a]. Aufgrund der hochpotenten Hemmwirkung der Ellagtannine auf
die isolierte Rezeptorpréparation im nanomolaren Konzentrationsbereich stellte sich die Frage, ob
und inwieweit diese Hemmung auch im zelluldren Testsystem von Relevanz ist und somit
moglicherweise zur Wachstumshemmung beitrdgt. Dazu wurde der Phosphorylierungsstatus des
EGFR, der ein MaB fiir die Rezeptoraktivitit darstellt, in der humanen Kolonkarzinomzelllinie

HT29 untersucht. Reprisentativ wurden das Aglykon Castalagin, im Vergleich zu seinem C-
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Glykosid Grandinin sowie ein ellagtanninreicher Eichenholzextrakt und die Ellagsdure fiir die
Testung ausgewéhlt. Die Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR wurde schon fiir zahl-
reiche Polyphenolklassen gezeigt [Sah et al., 2004; Lee et al., 2002; Bahtia et al., 2001; Huang et
al., 1999] und ist im Hinblick auf einen chemopriaventiven Nutzen von grofler Bedeutung.

In wachstumshemmenden Konzentrationen wurden Grandinin und Castalagin als potente Inhibi-
toren der EGFR-Autophosphorylierung in HT29-Zellen charakterisiert (Abb. 34+Abb. 35). Mog-
licherweise steht somit der Einfluss von Ellagtanninen auf den EGFR im intakten Zellsystem in
direktem Zusammenhang mit den wachstumshemmenden Eigenschaften der Verbindungen [Frid-
rich et al., 2008a]. Interessanterweise wurde die Unterdriickung der Aktivitdt des EGFR nicht nur
fiir das Aglykon Castalagin, sondern auch fiir das korrespondierende C-Glykosid Grandinin beo-
bchtet. Somit ist die Hemmwirkung von Ellagtanninen auf die EGFR-Aktivitit erstens nicht nur
auf die isolierte Rezeptorpréparation begrenzt, sondern auch fiir das intakte Zellsystem von Rele-
vanz. Zweitens wird der Hemmeffekt sowohl durch das Aglykon als auch durch das Glykosid
vermittelt. Dies ist im Vergleich zu anderen Polyphenolklassen ungewdhnlich, da beispielsweise
die potente Hemmwirkung des Quercetinaglykons in Form seiner Glykoside aufgehoben wird
[Kern et al., 2005]. Das inhibierende Potential von Castalagin spiegelt sich in allen bisher unter-
suchten Testsystemen wider und zeigt, dass wahrscheinlich die Aglykonform mit einer a-orien-
tierten OH-Gruppe entscheidend fiir die biologische Aktivitdt ist. Um jedoch diese Vermutung
bestitigen zu konnen, miissen weitere Untersuchungen mit strukturell unterschiedlichen Ellag-
tanninen durchgefiihrt werden. In weiterfithrenden Experimenten sollte auch beriicksichtigt wer-
den, dass Castalagin und Grandinin im Zellkulturmedium substantielle Mengen an H,O; generie-
ren [Dr. Melanie Esselen, personliche Mitteilung].

Im Vergleich zu den Ellagtanninen zeigten der Eichenholzextrakt und Ellagsdure keinen Einfluss
auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR in substantiell wachstumshemmenden Konzentra-
tionen (Abb. 36 + Abb. 37) [Fridrich et al., 2008a; Dissertation Jessica Fritz, 2008]. Dieses Er-
gebnis spiegelt sich auch in den Untersuchungen zur Zellzyklusverteilung wider, da beide Sub-
stanzen nicht in der Lage waren, die Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus zu arretieren [Disser-
tation Jessica Fritz, 2008]. Sofern es zu einer Hemmung der Aktivitit und/oder Expression von
Elementen proliferationsassoziierter Signalkaskaden kommt, die zur Wachstumshemmung beitra-
gen, zeigt sich dies auch in einem substanzinduzierten Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus. Ein
artifizieller Einfluss durch H,O, kann fiir Ellagsdure ausgeschlossen werden, hingegen wurden
fiir den Eichenholzextrakt substantielle Mengen an H,O, im Zellkulturmedium bestimmt werden
[Dr. Melanie Esselen, unveroffentlichte Daten]. Somit sollte die Modulation des EGFR-Phos-

phorylierungsstatus durch den Eichenholzextrakt in Gegenwart von Katalase wiederholt werden.
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Auch scheint die Hemmung des Zellwachstums durch den Eichenholzextrakt nicht Topoiso-
merase-vermittelt zu sein [Dissertation Jessica Fritz, 2008]. Somit miissen bislang noch nicht
identifizierte zelluldre Zielstrukturen flir die wachs-tumshemmenden Eigenschaften dieser beiden
Verbindungen verantwortlich sein.

Einige Ellagtannine sind bereits als Hemmstoffe der katalytischen Aktivitdt von Topoisomerasen
beschrieben [Quideau et al., 2005; Quideau et al., 2004; Quideau et al., 2003; Bastow et al., 1993;
Kashiwada et al., 1993]. Grundsitzlich spielen DNA-Topoisomerasen eine zentrale Rolle fiir die
Aufrechterhaltung der DNA-Topologie wihrend der Transkription, Replikation, Chromosomen-
kondensation und der DNA-Reparatur. Auch die Ellagtannine Castalagin und Grandinin sowie
der ellagtanninreiche Eichenholzextrakt stellen hochpotente Inhibitoren der humanen Topoiso-
merasen I und II dar und beeinflussen die DNA-Integritit nur marginal [Dissertation Jessica Fritz,
2008]. Bis zu einer Konzentration von 50 uM wurden durch die Ellagtannine keine DNA-Strang-
briiche induziert. Auch eine direkte Interaktion der Substanzen mit der DNA als Interkalator oder
,minor groove binder* kann ausgeschlossen werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wird angenom-
men, dass die Ellagtannine das Topoisomerase-DNA-Intermediat nicht stabilisieren und somit als
rein katalytische Hemmstoffe der Topoisomerasen wirken. Infolgedessen wird ein potentieller
chemopriventiver Nutzen der Ellagtannine durch uner-wiinschte DNA-Schddigung nicht
limitiert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Ellagtannine bioaktive Eigenschaften besitzen, die Ein-
fluss auf proliferationsassoziierte Signalkaskaden nehmen. So unterdriickten die Ellagtannine
Castalagin und Grandinin die Aktivitit des EGFR in humanen Kolonkarzinomzellen in wachs-
tumshemmenden Konzentrationen und lassen somit auf einen direkten Zusammenhang zwischen
EGFR- und Wachstumshemmung schlieBen. Im Hinblick auf eine mdgliche chemopriaventive
Wirkung der Verbindungen ist diese Wirkqualitdt von gro3em Interesse. Allerdings stehen Unter-
suchungen zur Bioverfiligbarkeit dieser Verbindungen aus, um Aussagen iiber in vivo relevante

Stoffkonzentrationen treffen zu konnen.

4.2 Procyanidine
Als Procyanidine werden Di- oder Oligomere von Catechinen (Flavan-3-olen) bezeichnet. Die

hiufigsten Verkniipfungen der monomeren Flavanole zu dimeren oder oligomeren Procyanidinen
werden zwischen C4 und C8 gebildet, wobei zusitzlich zwischen den Stereoisomeren a oder
unterschieden wird. Infolge der zahlreichen Hydroxygruppen (5 pro Monomereneinheit) besitzen
die Procyanidine gerbende Eigenschaften. Oligomeren Procyanidinen werden eine Reihe gesund-
heitlich positiver Eigenschaften zugesprochen, darunter antiinflammatorische, antiatheriosklero-

tische, antidiabetische und antikanzerogene Effekte [Zhang et al., 2006; Saito et al., 2005; Gossé
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et al., 2005; Pinent et al., 2005; Kenny et al., 2004; Pinent et al., 2004]. Auch das Haarwachstum

soll durch oligomere Procyanidine beeinflusst werden [Kamimura et al., 2006].

4.2.1 Einfluss von Procyanidinen auf die Aktivitit des isolierten EGFR
Bisherige Arbeit im Arbeitskreis haben gezeigt, dass ein polyphenolreicher Apfelsaftextrakt

(AE02) sowohl die PTK-Aktivitit des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) (ICsp=
10,8 £5,5 ng/ml) als auch die Autophosphorylierung des Rezeptors in intakten Zellen (ICsp=
90 + 12 pg/ml) effektiv unterdriickt. Mittels aktivitétsgeleiteter Fraktionierung wurden procyani-
dinreiche Fraktionen des Extraktes mit potenter Hemmwirkung auf die EGFR-Aktivitdt identi-
fiziert [Dissertation Melanie Kern, 2006]. Darauf aufbauend sollte im Folgenden die Wirkung
isolierter, oligomerer Procyanidine auf die Aktivitdt des EGFR getestet werden. Dazu wurden die
Procyanidine im Arbeitskreis von Prof. Winterhalter (Universitit Braunschweig) aus einem Trau-

benkernextrakt isoliert (Abb. 38).

PB1:R, = OH,R, = H PB3:R,=OH,R,=H  PC1: EC-4p>8-EC-4B->8-EC Cinnamtannin PA2:
PB2:R, = H, R, = OH PB4: R, = H, R, = OH EC-43->8-EC-43->8-EC-45>8-EC

Abb. 38 Di- und oligomere Procyanidine [Fridrich et al., 2007b]

In die Untersuchungen wurden die bislang in den Apfelextrakten identifizierten Procyanidindi-
mere PB1 und PB2 sowie das Procyanidintrimer PC1 miteinbezogen. Aufgrund wirkmechanis-
tischer Untersuchungen wurden weitere strukturverwandte Procyanidine in die Messungen inte-
griert — die Dimere PB3 und PB4 und das Tetramer PA2. Als Positivkontrolle wurde jeweils der
EGFR-spezifische Hemmstoff Tyrphostin AG1478 mitgefiihrt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 39 Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA durch die Procyanidindimere PB1-PB4, MW + SD von
3 unabhingigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung

Die dimeren Procyanidine (PB1-4) hemmten 50 % der PTK-Aktivitit ab einer Konzentration von

10 uM, wobei keine signifikanten Unterschiede in der Hemmwirkung der vier Stereoisomere

bestehen (Abb. 39).
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Abb. 40 Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA durch das Procyanidintrimer PC1 und das Procyanidin-
tetramer PA2; MW =+ SD von 3 unabhéngigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung

Das Procyanidintrimer PC1 hemmte die PTK-Aktivitdt der isolierten EGF-Rezeptorpriparation
hochpotent mit einem ICso-Wert von 1,3 + 0,4 pg/ml (Abb. 40). Das tetramere Procyanidin PA2

zeigte innerhalb der untersuchten Procyanidine die potenteste Hemmwirkung auf die EGFR-Akti-
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vitdt (ICsp-Wert: 0,22 + 0,06 pg/ml, Abb. 40). Insgesamt ldsst sich sagen, dass die Hemmwir-
kung der Procyanidine auf die isolierte EGF-Rezeptorpréparation mit steigendem Oligomerisie-

rungsgrad zunimmt: PA2 > PC1 >> PB1=PB2=PB3=PB4.

4.2.2 Modulation der EGFR-Autophosphorylierung in HT29-Zellen durch Procyanidine
Ferner wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die im ELISA als hochpotent identifizierten

Procyanidine PC1 und PA2 den Phosphorylierungsstatus des EGFR, als MaB fiir die Rezeptorak-
tivitdt in intakten HT29-Zellen beeinflussen. Dazu wurden HT29-Zellen fiir 45 min mit dem ent-
sprechenden Procyanidin inkubiert und der EGFR-Phosphorylierungsstatus mittels Western Blot

Analyse bestimmt.
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Abb. 41 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in HT29-Zellen durch das Procyanidintrimer PC1;

Western Blot Analyse; MW + SD von mindestens 3 unabhdngigen Experimenten; K: Kontrolle (1 % DMSO),
AG1478 (Tyrphostin): EGFR-spezifischer Hemmstoff (5 pM); *: p<0,05; ***: p<0,005

Das Procyanidintrimer PC1 erwies sich als potenter Hemmstoff der Autophosphorylierung des
EGFR mit einem ICsp-Wert von 35 + 15 uM (Abb. 41). Bereits ab 5 uM PC1 kam es zu einer sig-
nifikanten Hemmung der Rezeptoraktivitit, die sich konzentrationsabhéngig fortsetzte, wahrend

der Gesamtproteingehalt unbeeinflusst blieb (Abb. 41).
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Das Procyanidintetramer PA2 war hingegen bis zu einer Konzentration von 50 uM weitestgehend
unwirksam (Abb. 42). Auch der Gesamtproteingehalt wurde durch das tetramere Procyanidin
nicht moduliert. Durch die Positivkontrolle Tyrphostin AG1478 konnte erwartungsgeméal eine
potente Hemmung der Autophosphorylierung des EGFR hervorgerufen werden.

Im Vergleich der oligomeren Procyanidine deuten die Ergebnisse darauthin, dass die Hemmwir-
kung in der Zelle — im Gegensatz zur isolierten EGF-Rezeptorpraparation — aufgrund des Mole-

kulargewichtes der Verbindungen limitiert zu sein scheint.
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Abb. 42 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in HT29-Zellen durch das Procyanidintetramer PA2;
Western Blot Analyse; MW + SD von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten; C: Kontrolle (1 % DMSO),
AG1478 (Tyrphostin): EGFR-spezifischer Hemmstoff (5 pM); *: p<0,05; ***: p<0,001

4.2.3 Diskussion Procyanidine
Oligomere Procyanidine wurden hinsichtlich ihres chemopréiventiven Potentials als viel ver-

sprechende Substanzklasse bioaktiver Nahrungsbestandteile identifiziert. Procyanidinreiche Ex-
trakte wurden bereits als Hemmstoffe des Wachstums von Tumorzellen in vitro und in vivo be-

schrieben [Faria et al., 2006; Gossé et al., 2005; Tourino et al., 2005]. Allerdings ist der grundle-
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gende Wirkmechanismus bisher noch nicht vollstindig aufgeklért. Aufgrund der begrenzten Ver-
fiigbarkeit von einzelnen Procyanidinoligomeren mit definierten Strukturen konnten bisher auch
nur wenig Aussagen liber Strukturwirkungsbeziehungen getroffen werden. Die vorliegenden Er-
gebnisse zeigten die Effekte von vier stereoisomeren Procyanidindimeren (PB1-PB4), des Tri-
mers PC1 und des Tetramers PA2 auf die Aktivitdt des isolierten EGFR [Fridrich et al., 2007b].
Dazu wurden die Procyanidine im Arbeitskreis von Herrn Prof. Winterhalter aus einem Trauben-
kernextrakt aufgereinigt und charakterisiert [Fridrich et al., 2007b]. Basierend auf einem zell-
freien Testsystem (ELISA) wurden oligomere Procyandine als potente Hemmstoffe der PTK-Ak-
tivitdt des isolierten EGFR charakterisiert. Dabei stieg das inhibierende Potential der Procyani-
dine mit zunehmendem Oligomerisierungsgrad an (Abb. 39 + Abb. 40). Weiterhin zeigten Kern
et al. (2005), dass das monomere Flavan-3-ol, (-)-Epicatechin, die isolierte EGF-Rezeptorpripa-
ration erst in Konzentrationen > 300 uM hemmt [Kern et al., 2005]. Im Vergleich der stereoiso-
meren Procyanidindimere PB1-PB4, deren ICso-Werte im Konzentrationsbereich von 15 uM lie-
gen, wurden keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer Hemmeffekte auf die Aktivitét
des isolierten EGFR beobachtet. Das inhibierende Potential des Procyanidintrimers wurde im
Vergleich zu den Dimeren um eine Zehnerpotenz verstiarkt (Abb. 39 + Abb. 40), wahrend das zu
untersuchende Tetramer PA2 die potentesten EGFR-inhibierenden Eigenschaften im zellfreien
System zeigte (Abb. 40). In Bezug auf die Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR konnen die
Ergebnisse wie folgt zusammengefasst werden: PA2 > PC1 >> PB1=PB2=PB3=PB4 >> (-)-Epi-
catechin [Fridrich et al., 2007b].

Unter Beriicksichtigung des ansteigenden Molekulargewichtes musste die Frage gestellt werden,
inwieweit die oligomeren Procyanidine auch die EGFR-Aktivitit in intakten Zellen beeinflussen.
Dabei spiegelt sich die Rezeptoraktivitdt im intakten Zellsystem im Status der Autophosphory-
lierung wider, die entscheidend fiir die Interaktion mit nachgeschalteten Elementen der MAPK-
Kaskade ist [Boonstra et al., 1995; Fan et al., 1995]. Die Hemmung der Autophosphorylierung
des EGFR konnte bereits fiir zahlreiche Flavonoide, wie das Griinteecatechin (-)-Epigallocate-
chin-3-gallat (EGCQG), das Flavonol Quercetin oder das Flavon Luteolin nachgewiesen werden
[Sah et al., 2004; Lee et al., 2002; Liang et al., 1997]. Im Rahmen dieser Dissertation wurde das
Procyanidintrimer mit potenter Hemmwirkung auf die Rezeptorautophosphorylierung in der hu-
manen Kolonkarzinomzelllinie HT29 identifiziert (Abb. 41). Im Vergleich dazu zeigte das Procy-
anidintetramer PA2 bis zu einer Konzentration von 50 uM keinen signifikanten Effekt auf den
EGFR-Phosphorylierungsstatus (Abb. 41). Diese Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass die
Hemmwirkung oligomerer Procyanidine auf die EGFR-Aktivitdt in intakten Zellen durch das

Molekulargewicht limitiert zu sein scheint. Dariiber hinaus zeigten die Ergebnisse, dass die Hem-
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mung der EGFR-AKktivitdt durch das Procyanidintrimer PC1 nicht nur auf die isolierte Rezeptor-
préiparation begrenzt ist, sondern auch im zelluldiren Testsystem zum Tragen kommt. Zusam-
menfassend lisst sich sagen, dass oligomere Procyanidine abhidngig von ihrem Oligomerisie-
rungsgrad potente Hemmstoffe des EGFR darstellen und als solche moglicherweise zur wachs-
tumshemmenden Wirkung von Apfelsaftextrakt beitragen.

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Daten von Gossé et al. (2005), die zeigten, dass procy-
anidinreiche Fraktionen eines Apfelsaftextraktes das Wachstum von humanen Kolonkarzinom-
zellen hemmen. Weiterhin wird berichtet, dass Procyanidine die Induktion von Apoptose vermit-
teln konnen [Hibasami et al., 2004; Nomoto et al., 2004].

Hinsichtlich ihrer Effekte auf proliferationsassoziierte Signalkaskaden konnen Procyanidinen im
Rahmen der Chemoprévention gesundheitlich positive Eigenschaften zugesprochen werden. Als
potentiell unerwiinschte Effekte beziiglich eines chemopréaventiven Nutzens werden die Interak-
tionen zahlreicher Flavonoide mit den humanen Topoisomerasen I und II beschrieben [Markovits
et al., 1989; Austin et al., 1992; Constantinou et al., 1995; Suzuki et al., 2001; Lopéz-Lazaro et
al., 2002; Habermeyer et al., 2005]. DNA-Topoisomerasen spielen eine zentrale Rolle fiir die
Aufrechterhaltung der DNA-Topologie wiahrend der Transkription, der Replikation, der Chromo-
somenkondensation und der DNA-Reparatur. Die Art der Interaktion von Substanzen mit Topo-
isomerasen ist dabei entscheidend fiir die daraus resultierenden Konsequenzen auf die DNA-Inte-
gritdt. Innerhalb der Klasse der Procyanidine wurde bislang das Dimer PB2 als Hemmstoff der
katalytischen Aktivitdt der Topoisomerase Il identifiziert [Jo et al., 2005]. Weiterhin stellten sich
vicinale Hydroxygruppen am B-Ring von Flavonoiden als wichtiges strukturelles Merkmal der
Hemmung von Topoisomerasen II heraus [Austin et al., 1992; Habermeyer et al., 2005]. Auch die
trimeren und tetrameren Procyanidine PC1 und PA2 hemmen die Aktivitdt der Topoisomerasen I
und II [Fridrich et al., 2007b]. Procyanidine hemmen die Aktivitidt von Topoisomerasen im ver-
gleichbaren Konzentrationsbereich wie die bekannten Topoisomeraseninhibitoren EGCG und
Quercetin [Habermeyer et al., 2005; Lopez-Lazaro et al., 2002; Suzuki et al., 2002; Austin et al.,
1992].

Die bislang untersuchten bioaktiven Eigenschaften der oligomeren Procyanidine fiihrten zu der
Fragestellung, inwiefern in vivo relevante Substanzkonzentrationen tiberhaupt erreicht werden.
Studien zur Bioverfligbarkeit oligomerer Procyanidine sind extrem begrenzt und werden in der
Literatur kontrovers diskutiert. Untersuchungen mit humanen Kolonkarzinomzellen (Caco-2) zei-
gten, dass radiomarkierte Procyandintrimere und —tetramere in selbem Umfang wie (+)-Catechin
absorbiert werden. Weiterhin wird berichtet, dass die Resorption oligomerer Procyanidine vom

Molekulargewicht abhingig ist [Deprez et al., 2002]. Aufgrund ihres relativ hohen Molekular-
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gewichtes werden oligomere Procyanidine relativ schwer im Diinndarm resorbiert. Untersu-
chungen, die Hinweise auf die Resorption von Procyanidinen durch die Darmbarriere geben, sind
bisher aber noch widerspriichlich.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass eine potente Hemmung der EGFR-Aktivitit durch oligo-
mere Procyanidine sowohl auf den isolierten Rezeptor als auch im zelluldren System zu beoba-
chten ist. Im Hinblick auf eine mogliche chemoprédventive Wirkung der Verbindungen ist diese
Wirkqualitdt von groBem Interesse. Allerdings bleibt durch die inhibierenden Effekte von PC1
und PA2 auf die Aktivitdt der Topoisomerasen I und II unklar, in welchem Ausmalle die DNA-
Integritit beeintrachtigt wird und somit einen potentiellen chemopriaventiven Nutzen aufgrund

unerwiinschter DNA-Schidigung limitiert.

4.3 Zellulire Wirkmechanismen von Apfelextrakten in vitro
4.3.1 Bildung von Wasserstoffperoxid durch Apfelextrakte unter Zellkulturbedingungen
Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Polyphenole unter Zellkulturbedingungen Wasser-
stoffperoxid (H,O,) im Medium generieren und zu experimentellen Artefakten fiihren konnen
[Kern et al., 2007b; Hou et al., 2005; Dashwood et al., 2002; Halliwell et al., 2000]. Lapidot et al.
(2002) zeigten bereits, dass durch Reaktion von Apfelpolyphenolen mit Bestandteilen des Medi-
ums H,0O, in einem noch unbekannten Mechanismus entsteht. Somit stellte sich die Frage, inwie-
weit eine H,O,-Bildung durch die im Folgenden eingesetzten Apfelextrakte zu erwarten ist und
inwieweit eine Akkumulation zu zelluldren Effekten fiihrt. Durch den Zusatz von Katalase ist es
mdglich, die Bildung von H,O, im Medium effizient zu unterdriicken, da H,O, zu Sauerstoft (O,)
und Wasser (H,O) disproportioniert wird [Veeriah et al., 2006; Nakagawa et al., 2004; Kanner et
al., 1987].
Die zu untersuchenden Apfelextrakte unterscheiden sich in der Zusammenstellung ihrer Apfel-
sorten und ihrer Gewinnungsprozesse (Kapitel 6.1). Wahrend AE02 und AEO5 Apfelsaftextrakte
darstellen, ist der AEO3B ein Apfeltresterextrakt. Der Apfelsaftextrakt AE02 setzt sich aus ver-
schiedenen Apfelsorten (Bohnapfel, Winterrambur, Bittenfelder und Topaz) der Ernte des Jahres
2002 zusammen (Kapitel 6.1.1) [Kern et al., 2005]. Auch der AEO5 besteht aus verschiedenen
Apfelsorten (Bittenfelder, Bohnapfel, Seestermiiher, Zitronenapfel, Bortlinger Weinapfel und
Topaz) und war als Masterextrakt mit AEO2-vergleichbaren Eigenschaften angedacht (Kapitel
6.1.5). Im Rahmen des NutritionNet Netzwerkes wurde der AE02 als Apfelextrakt mit antioxida-
tivem, antiproliferativem, antiinflammatorischem und antihormonellem Potential sowie als Mo-
dulator des Karzinogenmetabolismus charakterisiert [Veeriah et al., 2006; Schifer et al., 2006a/b;
Kern et al., 2005; unveroffentlichte Netzwerkdaten]. In diesem Sinne wurde der AEOS5 mit einem
dem AEOQ2 vergleichbaren Polyphenolmuster hergestellt (Tab. 9). Mit Ausnahme des Tafelapfels
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Topaz handelt es sich hierbei ausschlieBlich um Mostapfelsorten. Der Apfeltresterextrakt AE03B
unterscheidet sich von den Apfelsaftextrakten vor allem durch seine Herstellung (Kapitel 6.1.2)
[Schifer et al., 2006a/b]. Der bei der Apfelsaftproduktion als Pressriickstand anfallende Apfel-
trester ist besonders polyphenolreich, da er iiberwiegend aus Schalen und Kernen besteht. Der
Trester des AE03B wurde aus Tafeldpfeln (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious und Jona-
gold) der Ernte des Jahres 2003 gewonnen. Da der Apfeltrester anschlieend enzymatisch aufge-
arbeitet und der Extrakt aus dem sogenannten B-Saft gewonnen wurde, wire es zweckmaBiger
gewesen, die Bezeichnung ,,Extrakt eines Maischeerzeugnisses statt ,, Tresterextrakt™ zu verwen-
den. Im Rahmen dieser Arbeit wird jedoch in Anlehnung an das Apfelnetzwerk ,,NutritionNet*
der Begriff Apfeltresterextrakt beibehalten. Charakteristisch fiir den Tresterextrakt AEO3B ist ein
erhohter Gehalt an Quercetinglykosiden. Das Polyphenolmuster der Extrakte wurde mittels
HPLC mit Diodenarraydetektor bestimmt (Tab. 9).

Die Untersuchungen zur Bestimmung der H,O,-generierenden Effekte durch Apfelpolyphenole
im Zellkulturmedium von HT29-Zellen (DMEM 4500 mg/ml Glukose, ohne Natriumpyruvat) er-
folgten mittels des Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kits (Invitrogen). Dabei wurden die
Inkubationsbedingungen so gewéhlt, dass sie der Zellbehandlung der Western Blot Analyse
(45 min, serumfreie Inkubation) bzw. des Sulforhodamin B (SRB)-Tests (72 h, serumhaltige In-
kubation) entsprachen.

In Voruntersuchungen wurde bereits erfasst, inwiefern der Wachstumsfaktor EGF (100 ng/ml),
der zur Stimulation des EGF-Rezeptors im Rahmen der Western Blot Analyse eingesetzt wird,
die H,0O,-Bildung im Zellkulturmedium begiinstigt. Hierbei zeigte sich, dass zwischen einer Sub-
stanzinkubation mit und ohne EGF keine signifikanten Unterschiede bestehen [Diplomarbeit Na-
dine Volz, 2007]. Aufgrunddessen wurde in weiteren Untersuchungen auf einen EGF-Zusatz ver-
zichtet.

Nach serumfreier Zellinkubation von 45 min wurde in Konzentrationen > 100 pg/ml AE02 die
Bildung von substantiellen Mengen an H,O, beobachtet. Mit hoheren Extraktkonzentrationen
(=250 pg/ml) stieg der H,O,-Gehalt auf 1,1 + 0,1 uM an (Abb. 43A) [Fridrich et al., 2007a].
Unter Zellkulturbedingungen wurde bereits gezeigt, dass einige Polyphenole im Medium instabil
sind und innerhalb einer Stunde in ihre Abbauprodukte zerfallen, die wiederum H,O, bilden
[Kern et al., 2007b; Esselen et al., MNF eingereicht]. Da es sich bei den Apfelextrakten um kom-
plexe Zusammensetzungen verschiedenster Polyphenole handelt, die zum Teil auch im Zellkul-
turmedium abgebaut werden [Schéfer et al., 2006a/b], kann es iiber einen ldngeren Zeitraum zu

H,0,-generierende Effekten kommen. So zeigte sich wéhrend einer 24 stiindigen Inkubationszeit
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mit 500 pg/ml AEO2 immer noch eine H,O,-Konzentration von 1,1 +0,3 uM (Daten nicht ge-
zeigt) [Diplomarbeit Nadine Volz, 2007].

1,2 5 A) AEQ2 NN ohne Katalase
0,8 - I it Katalase ‘ § 3

H,O, [uM]
o
co
]

o000~
oNvhrO®O
I I I

Kontrolle 0,1 1 10 100 250 500
Extraktkonzentration [ug/ml]

Abb. 43 H,0,-Akkumulation im Zellkulturmedium (DMEM, 4500 mg/l Glukose ohne Natriumpyruvat) nach 45 min
serumfreier Substanzinkubation mit und ohne Katalase (100 U/ml); Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit
(Invitrogen). A) AE02, B) AE03B und C) AE0S; MW =+ SD von n=2 in einer Doppelbestimmung

Die durch AEO3B generierten H,O,-Konzentrationen fiihrten innerhalb von 45 min in Extrakt-
konzentrationen > 100 ug/ml im Zellkulturmedium zur Bildung von 1,5+ 0,1 uM H,O, (Abb.
43B). Im Vergleich zum AEOQ2 erreichte der AEO3B in Konzentrationen von 250 und 500 pg/ml
signifikant hohere H,0O,-Konzentrationen und iiberstieg somit die H,O;-generierenden Eigen-
schaften des AE02 [Fridrich et al., 2007a]. Auch durch Inkubation von HT29-Zellen mit AEO5
fiir 45 Minuten wurde ab einer Konzentration von 100 pg/ml ein Anstieg der H,O,-Mengen im
Medium bestimmt. Fiir 250 ng/ml AEO5 wurden Konzentrationen bis zu 0,9 + 0,02 pM H,0,
nachgewiesen (Abb. 43C) [Diplomarbeit Nadine Volz, 2007].

In Gegenwart von 100 U/ml Katalase wurde die Akkumulation von H,0O, fiir die Apfelextrakte
bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle effizient unterdriickt (Abb. 43A-C).

Nach einer 72 h, serumhaltigen Zellinkubation wurden keine substantiellen Mengen an H,O, im
Zellkulturmedium detektiert, unabhingig vom eingesetzten Extrakt oder der Gegenwart von Ka-

talase (ohne Abb.) [Fridrich et al., 2007a; Diplomarbeit Nadine Volz, 2007].

4.3.2 Hemmung des Zellwachstums (SRB-Test) durch Apfelextrakte
Kern et al. (2005) zeigten bereits, dass der polyphenolreiche Apfelsaftextrakt AE02 das Wachs-

tum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 im Sulforhodamin B (SRB)-Test nach 72 h In-

kubation hemmt. Um zu priifen, inwieweit die beobachtete Hemmwirkung auf den Extrakt zu-
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riickzufiihren ist oder ein experimentelles Artefakt infolge der H,O,-Bildung darstellt, wurde die

Untersuchung in Gegenwart von 100 U/ml Katalase durchgefiihrt.
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Abb. 44 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch AE02 mit und ohne Katalase (100 U/ml); 72 h serumhaltige
Inkubation; SRB-Test; MW + SD in mindestens 4 unabhingigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung; *:
p<0,05; **: p<0,005;***:p<0,001

Auch in Gegenwart von 100 U/ml Katalase zeigte der Apfelextrakt AE02 nach 72 h Sub-
stanzinkubation wachstumshemmende Eigenschaften an HT29-Zellen (Abb. 44). Allerdings ist
die Hemmwirkung des AE02, im Vergleich zum SRB-Test ohne Katalasezusatz, in Konzentra-
tionen > 150 pg/ml signifikant verringert. Der resultierende 1Cso-Wert von 188 + 35 pg/ml liegt
jedoch im vergleichbaren Konzentrationsbereich, wie der des AE(02 ohne Katalase
(134 £ 18 pg/ml; Tab. 2). Somit wird deutlich, dass HyO, zwar in hoheren Extraktkonzentra-
tionen (> 150 pg/ml) einen Beitrag zur Wachstumshemmung leistet, der Apfelsaftextrakt aber
auch in Gegenwart von Katalase substantielle Wachstumseffekte vermittelt und folglich die ge-
zeigten wachstumshemmenden Eigenschaften nicht allein auf die H,O,-Bildung zuriickzufiihren
sind und somit auch kein experimentelles Artefakt darstellen. Des Weiteren wurden die wachs-
tumshemmenden Eigenschaften des Apfeltresterextraktes AEO3B bestimmt.

Ohne Zusatz von Katalase kam es bereits ab einer Konzentration von 200 pg/ml AE03B zu einer
signifikanten Hemmung des Zellwachstums mit einem 1Csp-Wert von 301 + 28 pg/ml (Abb. 45;
Tab. 2). In Gegenwart von 100 U/ml Katalase verminderten sich die wachstumshemmenden Ei-
genschaften (ICso= 365 £ 17 pg/ml) - signifikant verringerte sich die Hemmwirkung jedoch erst
mit einer Konzentration von 500 pg/ml AE03B (Abb. 45).
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Abb. 45 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch AE03B mit und ohne Katalase (100 U/ml); 72 h serumhaltige
Inkubation; SRB-Test; MW =+ SD in mindestens 4 unabhéngigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung; **:
p<0,005; ***:p<0,001

Ein Vergleich der ICs)-Werte weist jedoch auf einen vergleichbaren Konzentrationsbereich hin
(Tab. 2). Somit ist die Hemmung des Zellwachstums auf den Tresterextrakt selbst zuriickzufiih-

ren und stellt kein experimentelles Artefakt infolge einer H,O,-Bildung dar.

Tab.2 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Apfelextrakte mit und ohne Katalase (100 U/ml); 72 h, se-
rumhaltige Inkubation; SRB-Test; # nicht bestimmt; *Kern et al., 2005; SFridrich et al., 2007a

Apfelextrakte Wachstumshemmung: ICsi-Werte [ug/ml]
ohne Katalase mit Katalase (100 U/ml)
AE02 134 +18° 188 +35°
AE03B 301 +28° 365+17°
AE04 236+ 56 -
AE05 - > 500
Bohnapfel, klar, SP70 - 460 + 24
Bohnapfel, klar, XAD 5 > 500
Haux, triib, XAD - 488 + 58
Seestermiiher, triib, XAD A > 500
Gehrsrambur, klar, XAD - > 500

Ferner wurde der AEOS sowie die sortenreinen Apfelextrakte Bohnapfel, Seestermiiher, Gehrs-
rambur und Haux in die Untersuchungen miteinbezogen. Die sortenreinen Apfelextrakte stellen
u.a. Apfelsorten der Extrakte AEO2 und AEOS dar und leisten moglicherweise einen Beitrag zum

wachstumshemmenden Potential des AE02 (Kapitel 6.1.6). Hierbei werden zwischen Klar- und
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Triibsaft sowie dem Sdulenmaterial zur Aufreinigung (SP70-, XAD-S&ule) unterschieden (Tab.
9). Der Apfelsaftextrakt AEOS und die sortenreinen Apfelextrakte wiesen in Konzentrationen bis
zu 500 pg/ml nur marginal wachstumshemmende Effekte auf.

Durch die Apfelextrakte Bohnapfel (klar, SP70-Sédule) und Haux (triib, XAD-Saule) wurde das
Wachstum der Kolonkarzinomzelllinie HT29 mit einem ICso-Wert von ca. 500 pg/ml gehemmt
(Abb. 46; Tab. 2). Die Apfelextrakte AE0QS5, Bohnapfel (klar, XAD-S&dule), Seestermiiher (triib,
XAD-Séaule) und Gehrsrambur (klar, XAD-Saule) unterdriickten das Zellwachstum zwar signifi-
kant, jedoch nicht bis auf den 50%-Wert der Losungsmittelkontrolle (Abb. 46).
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Kontrolle 100 200 300 400 500 Kontrolle 100 200 300 400 500 Kontrolle 100 200 300 400 500
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Abb. 46 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch sortenreine Apfelextrakte in Gegenwart von Katalase
(100 U/ml); 72 h, serumhaltige Inkubation; SRB-Test; MW £ SD in mindestens 4 unabhingigen Experimenten in
einer Vierfachbestimmung (Seestermither: MW + SD in 2 unabhingigen Experimenten in einer Vierfachbestim-
mung) *: p<0,05; p**: p<0,005; ***:p<0,001

Zusammenfassend vermitteln ausschliefflich AE02 und AE03B wachstumshemmende Effekte,
wobei die Hemmwirkung des AE02 die des AEO3B deutlich tibersteigt (Tab. 2). Da fiir den Ap-
felsaft ASO2 ein Polyphenolgehalt von 500 mg/ml bestimmt wurde, liegen die wachstumshem-
menden Eigenschaften des Apfelsaftextraktes AE02 im verbraucherrelevanten Konzentrations-
bereich. Der AE02 hemmte das Zellwachstum mit einem ICso-Wert von 134 ug/ml (ohne Kata-
lase) bzw. 188 pg/ml (mit Katalase) und befindet sich somit — unabhédngig von einem Katalase-
zusatz — innerhalb des verbraucherrelevanten Konzentrationsbereichs.

Der AEO5 sowie die sortenreinen Apfelextrakte zeigten nur eine marginale Wachstumshemmung
der HT29-Zellen. Inwieweit jedoch additive oder synergistische Effekte eine Rolle spielen, bleibt

noch zu klaren.
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4.3.3 Einfluss von Apfelpolyphenolen auf die Aktivitit des isolierten EGFR
Die polyphenolreichen Apfelextrakte AE02 und AEO3B wurden bereits als potente Inhibitoren

der Aktivitdt der Proteintyrosinkinase (PTK) der isolierten EGF-Rezeptorpréparation charakteri-
siert (Tab. 3) [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2005]. Im Folgenden wird die Hemmwirkung des
Apfelsaftextraktes AEOS auf den isolierten EGFR dargestellt.

Tyrosinkinaseaktivitat [%]

0,1 0,25 0,5 0,75 1 5 10

Konzentration [ug/ml]

Abb. 47 Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA durch den Apfelsaftextrakt AEO5. MW= SD von 3 un-
abhéngigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung. *: p<0,01; p**: p<0,005;***:p<0,001; bezogen auf
0,1 pg/ml AEOS

Im Vergleich zu den bisher untersuchten Apfelextrakten ist der Einfluss des AEO5 auf die PTK-
Aktivitdt des EGFR mit einem ICsp-Wert von 0,9 £+ 0,1 pg/ml als hochst potent einzustufen (Abb.
47; Tab. 3). Der Apfelextrakt AE02 zeigte einen um Faktor 10 verringerten Hemmeffekt auf die
Aktivitdt des isolierten EGFR, so dass die EGFR-inhibierenden Eigenschaften der Extrakte

untereinander stark divergieren.

Tab. 3 Hemmung der isolierten EGF-Rezeptorpriparation durch Apfelextrakte, *Kern et al., 2005; *Fridrich et al.,
2007a; #Dissertation Melanie Kern, 2006

Apfelextrakte ICs-Werte [ng/ml]

AE(1 16,8 +3,5
AE02 108 +5,5°%
AE03B 1,6+02°
AE04 0,30 + 0,04
AE05 0,9+0,1
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Der Einfluss der charakteristischen Apfelpolyphenole Phloretin und Phloridzin (Phloretin-2-gly-
kosid) (Abb. 48) ist bereits von Kern et al. (2005) auf die PTK-Aktivitat der isolierten EGF-Re-
zeptorpraparation getestet worden. Die Dihydrochalkone Phloretin und Phloridzin hemmten als
Einzelsubstanzen die EGFR-Aktivitdt im ELISA mit einem ICso-Wert von 43,4 + 5,2 uM bzw.
von 267 =50 uM [Kern et al., 2005]. Wihrend das Aglykon Phloretin nicht in den Apfelex-
trakten zu detektieren war, sondern ausschlieBlich Strukturanaloge, zihlt das Dihydrochalkongly-

kosid Phloridzin zu den charakteristischen Apfelinhaltsstoffen der untersuchten Apfelextrakte.
R2

OH
HO ! OR' O

OH O
Dihydrochalkone R1 R2
Phloretin H H
Phloretin-2-xyloglukosid Xyloglukosid H
Phloridzin B-D-glukosid H
3-Hydroxyphloridzin H OH

Abb. 48 Phloretin und ausgewihlte Phloretinglykoside

Um differenzierte Aussagen iiber Strukturwirkungsbeziehungen treffen zu konnen, wurden die
Strukturanaloga 3-Hydroxyphloridzin und Phloretin-2-xyloglukosid in die Untersuchungen mit
einbezogen (Abb. 48).

Die Glykoside 3-Hydroxyphloridzin und Phloretin-2-xyloglukosid wurden als potente Inhibitoren
des isolierten EGFR identifiziert (Abb. 49). Phloretin-2-xyloglukosid hemmte die PTK-Aktivitit
des EGFR mit einem ICso-Wert von 0,5 + 0,1 pM. Zur Charakterisierung des inhibierenden Po-
tenzials des 3-Hydroxyphloridzins stehen weitere Untersuchungen aus, um eine korrekte Berech-
nung des ICsp-Wertes zu ermdglichen. Vorab wurde ein vorlaufiger ICso-Wert von 4,9 £ 1,5 uM
bestimmt.

Im Vergleich zum Dihydrochalkonglykosid Phloridzin und zum korrespondierenden Aglykon
Phloretin wird der EGFR durch 3-Hydroxyphloridzin und Phloretin-2-xyloglukosid potent ge-
hemmt (Tab. 4).
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Abb. 49 Hemmung der PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA durch Dihydrochalkone. MW= SD von mindestens 3
unabhingigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung.

Im Vergleich zum Aglykon Phloretin zeigte das Phloretin-2-xyloglukosid einen um Faktor 80
starkeren Hemmeffekt auf die PTK-Aktivitit des EGFR (Abb. 49). Das Hemmpotential des 3-
Hydroxyphloridzins ist im Gegensatz zum Phloretin um Faktor 9 erhoht (Abb. 49). Phloridzin
(Phloretin-2-glukosid) zeigte mit Abstand den schwichsten Hemmeffekt auf die EGFR-Aktivitét
(Tab. 4) [Kern et al., 2005].

Tab. 4 Hemmung der isolierten EGF-Rezeptorpriparation durch Dihydrochalkone, “Kern et al., 2005

Dihydrochalkone IC5-Werte [uM]
Phloretin 434+51°%
Phloretin-2-xyloglukosid 0,5+0,1
Phloridzin 267+50°
3-Hydroxyphloridzin 49+1,5

Im Vergleich zum Phloridzin (Phloretin-2-glukosid) scheint demnach eine zusitzliche Hydroxy-
gruppe am B-Ring (3-Hydroxyphloridzin) oder eine Verkniipfung mit Xyloglukosid statt mit
Glukose (Phloretin-2-xyloglukosid) zu einer Verbesserung der Hemmwirkung zu fithren (Abb.
48). In Abhéngigkeit von der Glykosylierung werden somit die EGFR-inhibierenden Eigenschaf-
ten des Aglykons Phloretin moduliert.

4.3.4 Modulation der EGFR-Autophosphorylierung in HT29-Zellen durch Apfelextrakte
Die polyphenolreichen Apfelextrakte AE02 und AE03B wurden bereits als potente Inhibitoren

der PTK-Aktivitét der isolierten EGF-Rezeptorpréparation charakterisiert (Tab. 3, Fridrich et al.,
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2007a; Kern et al., 2005). Weiterhin zeigte Kern (2006), dass auch die EGFR-Autophosphory-
lierung, die ein MaB fiir die Rezeptoraktivitit in HT29-Zellen darstellt, in Konzentrationen bis zu
100 pg/ml AE02 (Western Blot Analyse, ICso= 4,9 + 2,4 pg/ml) potent gehemmt wird (Disserta-
tion Melanie Kern, 2006). Somit setzte der AE02 nicht nur die PTK-Aktivitdt der isolierten Re-
zeptorpréparation herab, sondern unterdriickt auch die Autophosphorylierung des EGFR. Da der
AEO02 jedoch in Konzentrationen > 100 pg/ml Wasserstoffperoxid im Zellkulturmedium bildet
(Kapitel 4.2.1; Fridrich et al., 2007a), sollte die Modulation des Rezeptors in Konzentrationen
von 250 pg/ml und 500 pg/ml AEO2 untersucht werden. Dazu wurden EGF-stimulierte HT29-
Zellen fiir 45 min mit AE02 serumfrei inkubiert und der Phosphorylierungsstatus mittels Western
Blot Analyse bestimmt. Der EGFR-spezifische Hemmstoff Tyrphostin AG1478 wurde als Posi-
tivkontrolle mitgefiihrt und zeigte in den durchgefiihrten Untersuchungen einen potenten Hemm-

effekt auf die Autophosphorylierung des EGFR.

160 [ EGFR
ohne Katalase
1 PEGFR
140
120
100 i
X, 80
O ]
= 60-
40-
204
0 t
AG1478 0,1
AEO02 [ug/ml]
AE02 [ug/ml]
o] T 0,1 1 10 100 250 500
PEGFR 175kDa = ; R N
corm sion + < ——— -
a-Tubulin 54 kDa = ——

Abb. 50 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch AE02 ohne
Katalase, 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478,
EGFR-spezifischer Hemmstoff MW + SD von mindestens 4 unabhéngigen Experimenten; *: p<0,01; p**: p<0,005;
*#%:p<0,001; bezogen auf 0,1 ng/ml AE02

In Konzentrationen > 250 ug/ml AE02 kam es zu einem Wiederanstieg des Phosphorylie-

rungsstatus bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle (DMSO-Endkonzentration: 1 %) (Abb.
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50; Fridrich et al., 2007a). Somit stellte sich die Frage, inwieweit eine H,O,-Entwicklung im
Zellkulturmedium zu den bereits beobachteten zelluldren Effekten beitrdgt. In einem weiteren Ex-
periment wurde die Modulation des EGFR-Phosphorylierungsstatus in Gegenwart von 100 U/ml
Katalase untersucht.

In Gegenwart von 100 U/ml Katalase wurde eine signifikante Abnahme des Phosphorylierungs-
status des EGFR bis zu einer Konzentration von 500 pg/ml in HT29-Zellen beobachtet (Abb. 51,
ICso = 90 £ 12 pg/ml). Im Vergleich zur Zellinkubation ohne Katalase blieb ein Wiederanstieg
des Gehaltes an phosphoryliertem EGFR aus (Abb. 50 + Abb. 51) [Fridrich et al., 2007a]. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass die Akkumulation von H,O, im Zellkulturmedium dem

EGFR-hemmenden Potential von Apfelpolyphenolen entgegenwirkt.

1804 .
| mit Katalase B EGFR

160 4 pEGFR
140 4

120—-_]'_

100

80

T/C [%]

60—- §

sodl [ |

20—- %

0 AG1478: 0,01 0,1 ‘ 1 10 100 250 500
AEQ2 [ug/ml]

AE02 [ug/ml]
c T 001 01 110 100 250 500

pEGFR 175 kDa => ~--_?-— — —

EGFR 175 kDa =*

Abb. 51 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch AE02 mit
100 U/ml Katalase; 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin
AG1478, EGFR-spezifischer Hemmstoff; MW + SD von 4 unabhéngigen Experimenten; *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,005, bezogen auf 0,1 pg/ml AE02

Der Gesamtproteingehalt des Rezeptors blieb durch einen Zusatz von Katalase unbeeinflusst

(Abb. 51). Durch Katalasezusatz wurde gezeigt, dass die Apfelpolyphenole selbst potente Hemm-

80



Ergebnisse und Diskussion

stoffe des EGFR darstellen, H,O, allerdings die zelluldre Antwort modifiziert und so zur Arte-
faktbildung fiihren kann.

Auch der Apfeltresterextrakt AEO3B ist als potenter Inhibitor der PTK-Aktivitit des EGFR im
ELISA beschrieben und fiihrt in Konzentrationen > 100 ug/ml zur Bildung von H,O, im Zellkul-
turmedium (Tab. 3, Fridrich et al., 2007a). Um den mdglichen Einfluss des generierten H,O, auf
die Autophosphorylierung des Rezeptors im zelluldren System zu bestimmen, wurde die Zellin-

kubation mit und ohne Katalasezusatz durchgefiihrt.
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Abb. 52 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch AE03B ohne
Katalase; 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin AG1478,
EGFR-spezifischer Hemmstoff; MW + SD von mindestens 4 unabhingigen Experimenten; *: p<0,01; bezogen auf
0,1 pg/ml AEO3B

Die Inkubation von HT29-Zellen mit AE03B bewirkte ohne Zusatz von Katalase bis zu einer
Konzentration von 100 pg/ml nur eine marginale Hemmung des EGFR-Phosphorylierungsstatus.
Ab einer Konzentration > 250 pg/ml wurde ein Wiederanstieg an phosphoryliertem EGFR beob-
achtet, der bei 500 pug/ml AEO3B den Wert der Losungsmittelkontrolle erreichte (Abb. 52). Der
Gesamtproteingehalt blieb bis zu 500 pg/ml AE03B unbeeinflusst.
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In Gegenwart von 100 U/ml Katalase wurde eine konzentrationsabhingige Hemmung der
Autophosphorylierung des EGFR bis zu einer Konzentration von 500 pg/ml AE03B bestimmt
(Abb. 53; ICsp-Wert von 48 + 4 ug/ml). Ein signifikanter Wiederanstieg in Extraktkonzen-
trationen > 250 pg/ml wurde im Vergleich zum Experiment ohne Katalase vollstindig unter-
driickt. Somit fiihrte ein Zusatz von Katalase zu einer substantiellen Verbesserung der EGFR-in-
hibierenden Eigenschaften des AEO3B. Des Weiteren blieb ein Einfluss von Katalase auf den Ge-

samtproteingehalt des EGFR aus.
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Abb. 53 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch AE0O3B mit
100 U/ml Katalase; 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); T: Tyrphostin
AG1478, EGFR-spezifischer Hemmstoff; MW + SD von mindestens 4 unabhingigen Experimenten; ***:p<0,001;
bezogen auf 0,1 pg/ml AEO3B

Aufgrund des potenten Hemmeffekts des AEOS auf die PTK-Aktivitdt des EGFR wurde sein Ein-
fluss auch in Gegenwart von Katalase (100 U/ml) auf die Autophosphorylierung des Rezeptors
im zelluldren Testsystem untersucht. Da der AEOS als Masterextrakt mit AE02-vergleichbaren

Eigenschaften angedacht war, sollte sich durch die Bestimmung des Phosphorylierungsstatus
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herausstellen, ob der AEOS auch in intakten HT29-Zellen die EGFR-Aktivitat potent unterdriickt
und moglicherweise einen AE02-vergleichbaren Hemmeffekt aufzeigt.

Die Bestimmung des EGFR-Phosphorylierungsstatus stellte eine erste orientierende Messung
(n=2-3) im zelluldren Testsystem dar. Der Apfelsaftextrakt AEO5 hemmte in Konzentrationen
> 250 pg/ml signifikant die Autophosphorylierung des EGFR (Abb. 54). Der Gesamtproteinge-
halt unterliegt starken Schwankungen, wird jedoch vermutlich im Rahmen der Fehlertoleranz und

mit Blick auf die geringe Anzahl an Wiederholungen (n=2-3) nicht moduliert.
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Abb. 54 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch AE05 in
Gegenwart von 100 U/ml Katalase; 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 %
DMSO); AG1478 (Tyrphostin): EGFR-spezifischer Hemmstoff; MW = SD von 3 (pEGFR) bzw. 2 (EGFR) unabhin-
gigen Experimenten; *:p<0,05; **:p<0,005; bezogen auf 0,1 ng/ml AE05

Somit ist die Hemmwirkung des AEOS nicht nur auf die isolierte Rezeptorpriparation begrenzt,
sondern auch im zelluldren Testsystem zu beobachten. Jedoch erwies sich der ,,geplante Master-
extrakt“ AEOQS, der in seinen Eigenschaften dem AEO02 entsprechen sollte, als deutlich geringer
wirksam.

Im Anschluss an die Untersuchungen zur Modulation der Rezeptorautophosphorylierung durch
Apfelextrakte mit und ohne Katalase wurde der Einfluss von zugesetztem H,O, auf den Phospho-

rylierungsstatus des EGFR bestimmt.
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In Konzentrationen von 1, 10 und 100 pM H,O; lieB sich kein Einfluss auf den Gehalt an phos-
phoryliertem EGFR feststellen (Abb. 55). Wihrend durch Apfelpolyphenole generierte H,O,-
Konzentrationen von ca. 1 uM bereits zelluldre Effekte zeigten (Vergleich Abb. 50 bis Abb. 53),
bestitigte sich dies fiir die direkte Zellinkubation mit H,O, nicht. Das bedeutet, dass durch exo-
gen zugesetztes H,O, vollkommen andere Effekte zu erwarten sind, als durch Konzentrationen,

die durch Apfelpolyphenole im Zellkulturmedium gebildet werden.
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Abb. 55 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch H,0O,; 45 min,
serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 % DMSO); MW + SD von 2 unabhéngigen Experi-

menten

Unter Umstéinden ist dies aber auch auf die Instabilitdt der licht- und warmeempfindlichen H,O,-
Losung zuriickzufiihren, die eine vergleichende Untersuchung mit den im Zellkulturmedium ent-
stehenden H,O,-Konzentrationen nicht mdglich macht. Da es im Konzentrationsbereich von 1 bis
100 uM H,0, zu einem Anstieg des Gesamtproteingehaltes des EGFR kommt, bleibt fraglich,
inwieweit H,O; Einfluss auf den endogenen EGFR-Phosphorylierungsstatus austibt.
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4.3.5 Einfluss von Quercetinglykosiden auf die EGFR-AKktivitit im zellfreien und zellu-
liren Testsystem

Der Apfeltresterextrakt AEO3B enthdlt im Vergleich zum Apfelsaftextrakt AE02 einen erhdhten
Anteil an Quercetinglykosiden (116,2 mg/g bzw. 8,9 mg/g), so dass sich die Frage stellte, inwie-
fern diese Inhaltsstoffe zum inhibierenden Potential des AEO3B beitragen. Daher wurde eine
AEO03B-dquimolare Mischung erhiltlicher Quercetinglykoside (Abb. 56) in die Untersuchungen

miteinbezogen.

Flavonole R
Quercetin H
Quercetin-3-glukosid (Isoquercitrin) B-D-glc
Quercetin-3-galaktosid (Hyperosid) B-D-gal
Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) B3-L-rha
Quercetin-3-rutinosid (Rutin) B-L-rha-B-glc

Abb. 56 Quercetin und ausgewahlte Quercetinglykoside

Die Mischung entsprach in ihrer hochsten Konzentration (90 uM) einer AEO3B-Konzentration
von 500 pg/ml und setzte sich aus den folgenden Quercetinglykosiden zusammen: Quercetin-3-
glukosid (13 pM), Quercetin-3-galaktosid (9 pM), Quercetin-3-rhamnosid (28 pM) und Querce-
tin-3-rutinosid (40 uM).

Die dquimolare Mischung an Quercetinglykosiden fiihrte weder in Kurzzeit- (45 min; Abb. 57A)
noch in Langzeitexperimenten (72 h; ohne Abb.) zur Bildung relevanter H,O,-Konzentrationen
im Zellkulturmedium im Vergleich zur Kontrolle [Fridrich et al., 2007a]. In Gegenwart von
100 U/ml Katalase wurde ebenfalls kein Unterschied zur Kontrolle beobachtet.

In wachstumshemmenden AEO3B-Konzentrationen zeigte die Quercetinglykosidmischung keinen
signifikanten Einfluss auf das Wachstum von HT29-Zellen (Abb. 57C) [Fridrich et al., 2007a].
Das Ergebnis steht im Einklang mit Daten vorausgegangener Untersuchungen, in denen gezeigt
wurde, dass Einzelverbindungen von Quercetinglykosiden (Quercetin-3-glukosid, Quercetin-3-
galaktosid, Quercetin-3-rhamnosid, Quercetin-3-rutinosid) marginale bis keine wachstumshem-

mende(n) Effekte vermitteln [Kern et al., 2005].
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Bis zu einer AEO3B-Konzentration von 500 pg/ml zeigte die Mischung an Quercetinglykosiden
ebenfalls keinen Hemmeffekt auf die PTK-Aktivitit des EGFR im isolierten Testsystem (Abb.
57B), wihrend einzelne Quercetinglykosidverbindungen (Quercetin-3-glukosid und Quercetin-3-
galaktosid) als potente Inhibitoren charakterisiert wurden [Kern et al., 2005]. Somit scheinen sich
die inhibierenden Eigenschaften einzelner Quercetinglykosidverbindungen in der eingesetzten

Mischung zu kompensieren, so dass ein Hemmeffekt ausbleibt.
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Abb. 57 Effekte der AE03B-dquimolaren Quercetinglykosidmischung A) H,0,-Akkumulation im Zellkulturmedium
(DMEM, 4500 mg/l Glukose) nach 45 min serumfreier Substanzinkubation mit und ohne Katalase (100 U/ml);
Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit (Invitrogen); MW + SD von n=2 in einer Doppelbestimmung. B) Hem-
mung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA; MW= SD von 3 unabhéngigen Experimenten in einer Dreifach-
bestimmung. C) Wachstumshemmung von HT29-Zellen mit und ohne Katalase (100 U/ml); 72 h serumhaltige Inku-
bation; SRB-Test; MW + SD von 5 unabhingigen Untersuchungen in einer Vierfachbestimmung.

Auch in Zellkulturexperimenten wurde die Quercetinglykosidmischung weder in Gegenwart noch
in Abwesenheit von Katalase als Inhibitor der EGFR-Autophosphorylierung in HT29-Zellen
identifiziert (Abb. 58 A+B) [Fridrich et al., 2007a], wie die Daten des SRB-Tests bereits vermuten
lieBen. Anhand dieser Untersuchungen ist auszuschlieBen, dass die AEO3B-dquimolare Querce-

tinglykosidmischung einen Beitrag zu den inhibierenden Effekten des Apfeltresterextraktes leis-
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tet. Somit muss das wachstums- und EGFR-hemmende Potential des AE03B auf andere Inhalts-

stoffe zurickzufithren sein.
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Abb. 58 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch eine AE03B-
dquimolaren Quercetinglykosidmischung; 45 min serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse; C: Kontrolle (1 %
DMSO), AG1478 (Tyrphostin): EGFR-spezifischer Hemmstoff; MW + SD von 2 unabhingigen Experimenten; A)
ohne Katalase und B) mit Katalase (100 U/ml)

4.3.6 Diskussion Apfelextrakte
Vorausgegangene Untersuchungen zeigten, dass die Apfelextrakte AE02 und AE03B das Wachs-

tum der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 in vitro potent hemmen. Dies steht in Einklang
mit bereits publizierten Daten, die Apfelpolyphenolen wachstumshemmende Eigenschaften zu-
schreiben [Verriah et al., 2006; Kern et al., 2005; Gossé et al., 2005; Liu et al., 2003; Wolfe et al.,
2003; Sun et al., 2002; Eberhardt et al., 2000].

Im Vergleich zum Saftextrakt AE02 fiihrte die Herstellung des Tresterextraktes AE03B zu sub-

stantiellen Unterschieden im Polyphenolmuster (Tab. 2). Insbesondere wurde eine Abnahme an
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Cumaroylchinasdure und Chlorogenséure beobachtet, wihrend sich Quercetinglykoside deutlich
im AEO3B anreicherten (Tab. 2). Quercetin-3-galaktosid und das Quercetin-3-glukosid wurden
bereits als Inhibitoren der PTK-Aktivitdt des EGFR im zellfreien Testsystem beschrieben [Kern
et al. 2005]. Dies fiihrte zu der Frage, inwiefern Quercetinglykoside zu den zelluldren Effekten
des AE03B beitragen. Aufgrunddessen wurde eine AE03B-dquimolare Mischung aus erhéltlichen
Quercetinglykosiden (Quercetin-3-glukosid, Quercetin-3-galaktosid, Quercetin-3-rhamnosid und
Quercetin-3-rutinosid) hergestellt und in die Untersuchungen miteinbezogen.

Aktuelle Studien zeigten, dass Apfelpolyphenole in Zellkulturexperimenten zur Akkumulation
von H,O, im Medium fiithren, was vermutlich die Bildung experimenteller Artefakte zur Folge
hat [Verriah et al., 2006; Liu et al., 2003; Long et al., 2002; Lapidot et al., 2002]. H,O, ist ein Ne-
benprodukt des zelluldren Stoffwechsels aerober Organismen und in der Lage, zelluldre Struk-
turen oxidativ zu schddigen und deren Funktionalitidt einzuschrinken [Jung und Grune, 2008]. In
Gegenwart von Katalase disproportioniert H,O, in Sauerstoff (O,) und Wasser (H,O). Somit stel-
Ite sich die Frage, inwieweit bereits beobachtete zelluldre Effekte in Gegenwart von Katalase
(100 U/ml) moduliert werden und moglicherweise auf eine H,O,-Bildung zuriickzufiihren sind.
Nach 45 min serumfreier Substanzinkubation von HT29-Zellen mit AE02, AE03B oder AEO0S5
wurde die Bildung von H,0, in Extraktkonzentrationen > 100 pg/ml im Zellkulturmedium beob-
achtet (Abb. 43A-C). Dabei lagen die H,O,-generierenden Eigenschaften des AE03B signifikant
iiber denen des AE02 und des AEOS. In Gegenwart von 100 U/ml Katalase wurde die Bildung
von H,0, effizient bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle unterdriickt. Nach 72 h Inkuba-
tion mit AE02, AE0O3B oder AEQ5 wurden keine substantiellen Konzentrationen an H,O, detek-
tiert, unabhéngig davon, ob Katalase zugesetzt wurde oder nicht. Die Ergebnisse der Untersu-
chung der AEO3B-dquimolaren Quercetinglykosidmischung zeigten, dass diese Inhaltsstoffe
nicht zu den H,O,-generierenden Eigenschaften des AE03B beitragen (Abb. 57A). Im Gegensatz
dazu ist nach 45 min Inkubation mit dem Aglykon Quercetin (70 uM) ein Anstieg der H,O,-Kon-
zentration auf 2,6 + 0,4 uM H,0O; im Zellkulturmedium zu beobachten [AK Prof. Marko, unver-
offentlichte Daten].

Der AEQ02 fiihrte sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Katalase (100 U/ml) zu
wachstumshemmenden Effekten (Abb. 44; Tab. 2). Die wachstumshemmenden Eigenschaften
des AE03B sind jedoch in Gegenwart von Katalase deutlich geringer ausgeprédgt (Abb. 45). Im
Vergleich der Extrakte zeichnete sich der AE02 durch ein signifikant hoheres wachstumshem-
mendes Potential als der AE03B aus (Tab. 2). Die AE03B-dquimolare Quercetinglykosidmi-
schung beeinflusste das Wachstum von HT29-Zellen nicht. Somit ldsst das Ergebnis vermuten,

dass diese Inhaltsstoffe keinen entscheidenden Einfluss auf die wachstumshemmenden Eigen-
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schaften des AEO3B haben (Abb. 56C). Auch Kern et al. (2005) publizierten bereits, dass ein-
zelne Quercetinglykoside (Quercetin-3-glukosid, Quercetin-3-galaktosid, Quercetin-3-rhamnosid,
Quercetin-3-rutinosid; Abb. 57) keine substantiellen wachstumshemmenden Effekte vermitteln.
Der Apfelsaftextrakt AEOS konnte das Zellwachstum zwar signifikant, jedoch nicht bis auf den
50 %-Wert der Losungsmittelkontrolle unterdriicken (Abb. 46). Weiterhin wurden sortenreine
Apfelextrakte in die Untersuchungen miteinbezogen, deren Apfelsorten Bestandteile des AE02
und/oder des AEOS5 sind. Auch diese sortenreinen Apfelextrakte konnten in Konzentrationen bis
zu 500 pg/ml nur marginal wachstumshemmende Effekte vermitteln (Abb. 46). Im Vergleich ver-
schiedener Extrakte zeigte der AEO2 mit Abstand das stirkste wachstumshemmende Potenzial,
wihrend der AEO5 und die sortenreinen Apfelextrakte bis zu einer Konzentration von 500 pg/ml
das Zellwachstum nur marginal bzw. kaum unter den 50 %-Wert der Losungsmittelkontrolle un-
terdriickten (Tab. 2). Somit ist ein Beitrag der untersuchten sortenreinen Apfelextrakte zu den po-
tenten wachstumshemmenden Eigenschaften des AE02 auszuschlief3en.

Zur Untersuchung der zelluldren Mechanismen wurde zunichst der Einfluss der Extrakte auf die
PTK-Aktivitdt des EGFR im zellfreien System bestimmt. Im Vergleich zu den Ergebnissen des
SRB-Tests hemmte der AEO3B die Aktivitdt des isolierten EGFR wesentlich potenter als der
AEQ2 (Tab. 3) [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2005]. Die eingesetzte Quercetinglykosidmi-
schung zeigte hingegen in AEO3B-hemmenden Konzentrationen keinen signifikanten Effekt auf
die isolierte EGF-Rezeptorpraparation (Abb. 56C) [Fridrich et al., 2007a], wahrend Quercetin-3-
glukosid und Quercetin-3-galaktosid als Einzelsubstanzen die EGFR-Aktivitit potent hemmten
[Kern et al., 2005]. Somit scheinen sich die hemmenden Effekte der Einzelsubstanzen innerhalb
der Quercetinglykosidmischung aufzuheben. Im Vergleich zu den bisher untersuchten Apfelex-
trakten ist die Hemmwirkung des AEO5 auf die PTK-Aktivitit des EGFR mit einem 1Cso-Wert
von 0,88 £ 0,06 ug/ml als hoch potent einzustufen (Tab. 3). Der Apfelextrakt AE02 zeigte hin-
gegen einen um Faktor 10 verringerten Hemmeffekt auf die Aktivitdt des isolierten EGFR.

Die charakteristischen Apfelpolyphenole 3-Hydroxyphloridzin und Phloretin-2-xyloglykosid
wurden als potente Inhibitoren der EGF-Rezeptorpréiparation identifiziert. Im Vergleich zum Ag-
lykon Phloretin wurde die Hemmwirkung des Phloretin-2-xyloglukosids auf die PTK-Aktivitit
des EGFR um den Faktor 80 und die des 3-Hydroxyphloridzins um den Faktor 9 erhoht (Abb.
49). Phloridzin (Phloretin-2-glukosid) zeigte mit Abstand den schwichsten Hemmeffekt auf den
isolierten Rezeptor (Tab. 4) [Kern et al., 2005]. Demnach scheint im Vergleich zum Phloridzin
eine zusitzliche Hydroxygruppe am B-Ring oder eine Glykosylierung mit Xyloglukosid statt mit
Glukose zu einer verbesserten Hemmwirkung zu fiihren. Aufgrund der potenten Hemmung des

isolierten EGFR durch 3-Hydroxyphloridzin und Phloretin-2-xyloglukosid sollte in weiterfiihren-
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den Untersuchungen der Fragestellung nachgegangen werden, ob diese beiden Verbindungen
auch im zelluldren System aktiv sind, was aufgrund der begrenzten Stoffmenge nicht moglich
war.

Im zelluldren Testsystem spiegelt der Phosphorylierungsstatus die Rezeptoraktivitidt wider, die
entscheidend ist fiir die Interaktion der PTK-Doméne mit nachgeschalteten Elementen der
MAPK-Kaskade ist [Boonstra et al., 2005; Fan et al., 2005; Liang et al., 1997]. Die Hemmung
der EGFR-Autophosphorylierung wurde bereits fiir zahlreiche Flavonoide wie beispielsweise das
Griinteechatechin (-)-Epigallocatechin-3-gallat, das Flavonol Quercetin und das Flavon Luteolin
publiziert [Fan et al., 2005; Boonstra et al., 2005; Lee et al., 2002].

Nach Inkubation der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 mit dem polyphenolreichen Apfel-
saftextrakt AE02 wurde die EGFR-Autophosphorylierung bis zu einer Konzentration von
100 pg/ml potent gehemmt (Abb. 51). Dieses Ergebnis stimmte mit den PTK-hemmenden Kon-
zentrationen des Apfelsaftextraktes im EGFR-ELISA iiberein (Tab. 3). Allerdings fiihrten Kon-
zentrationen > 100 pg/ml AE02 zur Bildung substantieller Mengen an H,O,, was wiederum einen
Wiederanstieg des Phosphorylierungsstatus in Konzentrationen > 250 pg/ml AE02 bewirkte. Um
die H,O,-Akkumulation im Zellkulturmedium zu unterdriicken, wurde in weiteren Untersu-
chungen Katalase (100 U/ml) zugesetzt. In Gegenwart von Katalase wurde zwar in Konzentra-
tionen bis 500 pg/ml eine schwichere Hemmung der EGFR-Autophosphorylierung beobachtet,
jedoch blieb ein Wiederanstieg aus (Abb. 52). Im Vergleich zum AEOQ2 zeigte der AE03B ohne
den Zusatz von Katalase nur marginale Hemmeffekte auf den Phosphorylierungsstatus des
EGFR, wobei auch hier ein Wiederanstieg des phosphorylierten Rezeptors in Konzentrationen
> 250 pg/ml beobachtet wurde (Abb. 53). In Gegenwart von Katalase kam es jedoch zu einer po-
tenten Hemmwirkung (Abb. 53). Somit gilt fiir beide Extrakte, dass ein Zusatz von Katalase
einen Wiederanstieg des phosphorylierten EGFR in Konzentrationen > 250 ug/ml verhindert.
Durch Zusatz von Katalase wurde gezeigt, dass die Apfelpolyphenole selbst potente Hemmstoffe
des EGFR darstellen, H>O, allerdings die zelluldren Endpunkte modifizieren und so zur Arte-
faktbildung fiihren kann. Die Quercetinglykosidmischung blieb unabhingig vom Katalasezusatz
ohne Einfluss auf die Rezeptorautophosphorylierung (Abb. 58). Fiir den Apfelsaftextrakt AEOS
wurde in Gegenwart von Katalase zwar eine Hemmwirkung des Phosphorylierungsstatus bestim-
mt, jedoch ist diese Hemmung deutlich marginaler als die des AE02 oder des AEO3B (Abb. 54).
Zusammenfassend zeigte sich im Vergleich der Extrakte, dass der AE02 mit Abstand das stirkste
wachstumshemmende Potenzial besitzt. Auch die isolierte EGF-Rezeptorpriparation wurde durch
die Apfelextrakte potent gechemmt: AEOS > AE03B >> AE02. In Gegenwart von Katalase spie-
gelte sich die potentere Hemmwirkung des AE03B, im Vergleich zum AE(02 auch auf die Auto-
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phosphorylierung des EGFR wider. Der ,,geplante Masterextrakt“ AEOS, der in seinen Eigen-

schaften dem AEO02 entsprechen sollte, wies im zelluliren System marginalere Hemmeffekte auf.

4.4 Aktivitatsgeleitete Fraktionierung des AE04

Um die potentiell und priaventiv wirksamen Inhaltsstoffe zu identifizieren, wurde eine aktivitats-
geleitete Fraktionierung des Apfelsaftextraktes AE04 durchgefiihrt. Der AEO4, der als Haupt-
komponenten 5-Kaffeeoylchinasdure (Chlorogensiure), 4-Cumaroylchinasdure, Phloretinxyloglu-
kosid und Phloridzin enthilt (Tab. 2), wurde bereits als hochpotenter Hemmstoftf der isolierten
EGF-Rezeptorpriparation charakterisiert (ICso= 0,30 + 0,04 pg/ml) [Dissertation Melanie Kern,
2006]. Im Arbeitskreis von Professor Schreier (Universitit Wiirzburg) wurde der AE04 mittels
Chromatographie an Sephadex LH-20 (Sdulendimension 2000 x 25 mm) aufgereinigt und
vorfraktioniert. Anhand einer diinnschichtchromatographischen Analyse wurde eine Einteilung in
acht Grundfraktionen S.1 bis S.8 vorgenommen. Nach abgeschlossener Trennung erfolgte die Re-
generierung des Sdulenmaterials, wobei stark unpolare Substanzen eluiert wurden (Fraktion S.9).
Nach Entfernen des Losungsmittels wurden die neun Grundfraktionen in Wasser aufgenommen.
Dabei kristallisierte in Fraktion S.6, S.7 und S.8 ein Niederschlag aus, der nach Abtrennung und

Waschung zusétzlich gewonnen wurde.

S.9
S.8ML
S.8ND
S.7ML
S.7ND

S.6ML

S.6ND

I 0,1 pg/ml
S5 1 pg/ml
S4
s3
S2

SA1

0 20 40 60 80
Tyrosinkinaseaktivitat [%]

Abb. 59 Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA nach Inkubation mit den AE04-Grundfraktionen S.1 bis
S.9; 1 Experiment in einer Dreifachbestimmung (ND: Niederschlag; ML: Mutterlauge)
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Fraktion S.9 war vollstindig wasserunloslich (Analytik Tab. 10). Die Fraktionen wurden hin-
sichtlich ihres Hemmeffektes auf die isolierte EGF-Rezeptorpraparation im ELISA Testsystem
untersucht.

Die zu untersuchenden Fraktionen wurden in einem ersten orientierenden Experiment in den
Konzentrationen 0,1 pg/ml und 1 pg/ml getestet. Als besonders potente Fraktionen traten dabei
die Fraktion S.1, S.5 und S.6ND hervor (Abb. 59). In Konzentrationen von 0,1 pg/ml wurde die
PTK-Aktivitdt des EGFR durch die Fraktionen zu 60-70 % gehemmt, wéhrend bei 1 pg/ml die
Hemmung bereits > 80 % war. Auffillig ist, dass die Fraktionen S.1, S.5 und S.6ND mit einem
ICso-Wert von <0,1 pg/ml einen stirkeren Hemmeffekt auf die Tyrosinkinaseaktivitét als der
Gesamtextrakt zeigten (AE04: ICso= 0.30 + 0.04 pg/ml). Charakteristisch fiir diese drei Frak-
tionen ist ein hoher Gehalt an polymeren Procyanidinen 650 — 940 mg/g (Tab. 10). Da Fraktion
S.5 zusitzlich eine starke Inhibierung der Cyclooxygenase 1 aufwies [BMBF-Zwischenbericht,
Dr. Gerhduser, DKFZ Heidelberg], wurde diese Fraktion mittels Flash-Chromatographie an einer
Octadecylphase (C18) weiter aufgetrennt. Dabei wurden zehn Subfraktionen (S.5.1 - S.5.10;
Analytik Tab. 11) erhalten, deren Hemmeftekte auf die PTK-Aktivitit der isolierten EGF-Re-

zeptorpraparation ebenfalls getestet wurden.

Konzentration [ug/ml]

L + LI
0 20 40 60 80 100
Tyrosinkinaseaktivitat [%]

Abb. 60 Hemmung der PTK-Aktivitdt des EGFR im ELISA nach Inkubation mit den AE04-Subfraktionen S.5.1 bis
S.5.10; MW = SD von 2 unabhéngigen Experimenten in einer Dreifachbestimmung
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Die Subfraktionen S.5.1 bis S.5.10 unterdriickten in Konzentrationen von 10 nug/ml die Tyrosin-
kinaseaktivitit des EGFR um 50 % (Abb. 60). Im Vergleich zur Grundfraktion S.5 deren ICs,-
Wert < 0,1 pg/ml lag, zeigten die Subfraktionen S.5.1 — S.5.10 einen um Faktor 100 schwécheren
Hemmeffekt auf den isolierten Rezeptor. Mdoglicherweise ist die abgeschwéichte Hemmwirkung
in den Subfraktionen darauf zuriickzufiihren, dass es sich weitestgehend um Einzelsubstanzen
handelte, deren inhibierendes Potential nicht ausreicht, um eine potente Hemmung der EGFR-
Aktivitit hervorzurufen. Anscheinend vermag erst eine komplexe Mischung aus Polyphenolen
die Tyrosinkinaseaktivitit des EGFR potent zu unterdriicken. So besteht die Grundfraktion S.5
aus einer Mischung aus (-)-Epicatechin, Phloretin, Phloretinglykosiden, Quercetin, Quercetin-
glykosiden sowie dimeren und polymeren Procyanidinen (Tab. 11) und dhnelt damit dem Apfel-
saftextrakt AEO4. Vermutlich kommt es in einem komplexen Polyphenolgemisch zu additiven
und/oder synergistischen Hemmeffekten.

Aus Subfraktion S.5.7 gelang die Isolierung von drei Reinsubstanzen. Dabei handelte es sich um
3-Hydroxyphloridzin, Quercetin-3-O-f-D-galaktosid und Quercetin-3-O-f-D-glukosid [BMBF-
Zwischenbericht, Prof. Schreier, Universitit Wiirzburg]. Fiir diese drei Reinsubstanzen wurden
ICso-Werte im Konzentrationsbereich von 5-7 uM bestimmt [Quercetinglykoside: Kern et al.,
2005]. Da fiir die Subfraktion S.5.7 jedoch keine Quantifizierung vorliegt, kann keine Aussage
iiber den Beitrag der einzelnen Substanzen zum Hemmeffekt der Subfraktion (ICsp—Wert:
~ 5 nug/ml) gemacht werden.

Ferner wurden die Grundfraktionen S.1 — S.9 des AE04 als besonders potente Inhibitoren der iso-
lierten EGF-Rezeptorpréiparation identifiziert (Abb. 59) und mit auffallend hohen Konzentra-
tionen an oligomeren Procyanidinen bestimmt (Tab. 10). Im Folgenden sollte daher geklért wer-
den, inwieweit die Procyanidine des AE04 und deren Polymerisationsgrad einen Einfluss auf die
Aktivitdt des EGFR haben. Des Weiteren ist bereits bekannt, dass oligomere Procyanidine abhin-
gig von ihrem Oligomerisierungsgrad potente Hemmstoffe des EGFR sowohl im isolierten Test-
system als auch in HT29-Zellen darstellen [Fridrich et al., 2007b]. Zur Trennung der Procyani-
dine nach ihrem Oligomerisierungsgrad wurde der Apfelsaftextrakt AEO4 an Kieselgel aufge-
reinigt, wobei sich der Gradient an einer Methode von Sudjaroen et al. (2005) orientierte. Leider
sind die glykosylierten Polyphenole sehr spit eluiert, so dass es Uberlagerungen mit den Procy-
anidinen gab [personliche Mitteilung, Wolfgang Hiimmer]. Insgesamt wurden fiinf Fraktionen
gewonnen, deren Oligomerisierungsgrad von Fraktion F1 (procyanidinfrei) zu Fraktion F5 (Okta-

mer) anstieg (Tab. 5) [personliche Mitteilung, Wolfgang Hiimmer].
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Abb. 61 Hemmung der PTK-Aktivitit des EGFR im ELISA nach Inkubation mit den AEO4 Fraktionen F1 bis F5;
MW = SD von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten

Abb. 61 zeigt, dass die Hemmwirkung der Fraktionen auf die PTK-Aktivitidt des EGFR mit stei-

gendem Oligomerisierungsgrad der Procyanidine zunimmt: F5 > F4 > F3 >> F1 >> F2 (Tab. 5).

Tab. 5 Hemmung der EGFR-Aktivitit durch die AE04-Fraktionen F1-F5 im ELISA

AE04-Fraktionen ICs5p-Werte [pg/ml]

F1 39,5+ 18,0
F2 > 100
F3 40+1,2
F4 0,15+0,03
F5 0,04 £ 0,01

Fiir Fraktion F1, die procyanidinfrei ist und in der ausschlieSlich Chlorogenséure, p-Cumarsdure
und 4-Cumaroylchinasdure zu finden sind (Tab. 12), wurde ein ICso-Wert von ca. 40 ug/ml be-
stimmt. Jedoch ist bereits bekannt, dass von Chlorogenséure und 4-Cumaroylchinaséure nur eine
marginale Hemmung auf die isolierte Rezeptorpriparation ausgeht, da die ICso-Werte > 300 uM
liegen [Kern et al., 2005]. Unter Beriicksichtigung der Molaritét liegen in Fraktion F1 1,3 uM
Chlorogenséure, 1,6 uM p-Cumarsdure und 0,2 uM 4-Cumaroylchinasidure vor. Somit wire da-
von auszugehen gewesen, dass keine Hemmwirkung durch die Fraktion erfolgt. Da jedoch ein
Hemmeffekt vorliegt, muss dieser vermutlich auf noch unbekannte Inhaltsstoffe zuriickzufiihren
sein. Moglicherweise kommt es aber auch zu synergistischen Effekten. Fraktion F2 enthielt im

Vergleich zu F3-F5 nur einen sehr geringen Anteil an Procyanidinen (F2: 70 mg/g; F3-F5: 300-
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1000 mg/g), der sich auch in der Hemmung der Tyrosinkinaseaktivitdt des EGFR widerspiegelte.
Fraktion 5, die ausschlielich aus polymeren Procyanidinen besteht, zeigte das stdrkste inhibie-
rende Potential auf die isolierte Rezeptorpriparation. Dies stimmt auch mit bereits publizierten
Daten iiberein, in denen gezeigt werden konnte, dass der Hemmeffekt von Procyanidinen auf die
isolierte EGF Rezeptorpriparation vom Monomer zum Tetramer ansteigt [Fridrich et al., 2007b].
Ferner wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die im ELISA als hochpotent identifizierten
Fraktionen den Status der Phosphorylierung des EGFR, als MaB fiir dessen Rezeptoraktivitit, in
intakten Zellen modulieren kénnen. Zur Unterdriickung der Bildung von H,O, wurde die humane
Kolonkarzinomzelllinie HT29 in Gegenwart von Katalase (100 U/ml) mit den einzelnen Frakti-
onen inkubiert.

In einer ersten orientierenden Messung zeigte die procyanidinfreie Fraktion F1 mit Abstand die
potenteste Hemmwirkung auf die Autophosphorylierung des EGFR in der humanen Kolonkarzi-
nomzelllinie HT29 (Abb. 62A+B). Wihrend Fraktion F2 noch einen marginalen Hemmeffekt
vermittelte, waren die Fraktionen F3 bis F5 in Konzentrationen von 100 pg/ml weitestgehend
unwirksam (Abb. 62B+C). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass die Hemmwirkung in der Zel-
le, im Gegensatz zur isolierten Rezeptorpraparation, aufgrund des Molekulargewichtes der Pro-
cyanidine limitiert zu sein scheint. Dies korreliert mit bereits publizierten Daten {iber isolierte
Procyanidine, in denen gezeigt wurde, dass das Procyanidintrimer im intakten Zellsystem einen
effizienteren Hemmstoff der EGFR-Autophosphorylierung als das Procyanidintetramer darstellt
[Fridrich et al., 2007b]. Fiir Fraktion F1 und F2 wurde exemplarisch der Effekt auf den Gesamt-
proteingehalt bestimmt, der jedoch im Rahmen der Fehlertoleranz unbeeinflusst blieb.

Um die Ergebnisse zu vervollstindigen und abzusichern, wurde uns freundlicherweise von Herrn
Prof. Schreier ein weiterer Teil der Fraktionen F2-F5 zur Verfligung gestellt. Aufgrund von Pro-
blemen hinsichtlich des Phospho-EGFR-Antikorpers, der nicht mehr ausreichend sensitiv war,
die Phosphorylierungsstelle Tyr1173 in der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 zu detektie-
ren, wurde versuchsweise die humane Vulvakarzinomzelllie A431 eingesetzt, die charakteristisch

fiir die Uberexpression des EGFR ist.
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Abb. 62 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten HT29-Zellen durch die AE04-
Fraktionen F1-F5 in Gegenwart von Katalase (100 U/ml); 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse;
MW = SD von 2 unabhingigen Experimenten, A) Fraktionen F1-F5, B) Fraktion F1, C) Fraktion F2; n.t. nicht ge-

testet; C, Kontrolle (1 % DMSO)

In A431-Zellen wurde in Gegenwart von Katalase (100 U/ml) eine potente Hemmung der EGFR-
Autophosphorylierung durch Fraktion F5 hervorgerufen (Abb. 63). Auch durch Fraktion F4 wur-

96



Ergebnisse und Diskussion

de der Phosphorylierungsstatus zu 50 % unterdriickt. Fraktion F2 und F3 blieben weitestgehend
unwirksam und zeigten damit vergleichende Effekte in A431- und HT29-Zellen. Inwieweit die
unterschiedlichen Hemmeffekte auf die Zelllinie oder mdglicherweise auf eine Veranderung im
Polyphenolmuster der Fraktionen durch Lagerung und unhomogene Verteilung zuriickzufiihren

sind, muss in weiterfiihrenden Untersuchungen noch geklirt werden.

| I pEGFR, A431-Zellen |
80
60

F2 ' F3 '

20
F4 F5

T/C [%]

Konzentration 100 pg/ml

100 [ug/ml]
F5
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Abb. 63 Modulation des Phosphorylierungsstatus des EGFR in EGF-stimulierten A431-Zellen durch die AE04-
Fraktionen F2-F5 in Gegenwart von Katalase (100 U/ml); 45 min, serumfreie Inkubation; Western Blot Analyse;
MW £ SD von 2 unabhingigen Experimenten; C: Kontrolle (1 % DMSO)

Abhéngig vom Oligomerisierungsgrad der Procyanidine beobachteten auch Miura et al. (2008) in
in vitro und in vivo Experimenten, dass eine hoch potente Wachstumshemmung von Méusetu-
morzellen durch Procyanidinpentamere und hoher oligomere Procyanidine auftritt.

Die getesteten procyanidinreichen Fraktionen lassen vermuten, dass oligomere Procyanidine zu
den EGFR-inhibierenden Eigenschaften des Apfelsaftextraktes AE04 beitragen. Auch wenn im
Rah9men der analytischen Untersuchungen noch keine konkreten Aussagen tiber den Oligomeri-
sierungsgrad der einzelnen Fraktionen gemacht werden konnen, so scheinen sich jedoch im Be-
sonderen hdher oligomere Procyanidine als hoch potente Inhibitoren der isolierten EGF-Rezep-
torpréparation herauszustellen. Allerdings scheint die Hemmwirkung hinsichtlich des Molekular-
gewichtes der Verbindungen im zelluldren System begrenzt zu sein und bedarf weiterer Untersu-

chungen.
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4.5 Modulation der DNA-Methylierung durch Apfeltresterextrakt

Zahlreiche Studien zeigen, dass gerade bei der Kolonkanzerogenese epigenetische Prozesse wie
die DNA-Methylierung eine nicht unerhebliche Rolle spielen [Cappell, 2007; Lesche und Eck-
hardt, 2007; Karoui et al., 2007]. Vielfach sind in Tumoren proliferationsassoziierte Gene zwar
noch intakt, aber durch eine sogenannte Promotormethylierung stillgelegt. Im Besonderen schei-
nen dabei Polyphenole in der Lage zu sein, diese Hypermethylierungen aufzuheben und stillgele-
gte Gene zu reaktivieren [Fang et al., 2007; Fini et al., 2007; Lee und Zhu, 2006]. Fini et al.
(2007) konnten das demethylierende Potential bereits fiir einen polyphenolreichen Apfelextrakt in

in vitro Untersuchungen nachweisen.

4.5.1 Methylierungsspezifische PCR und Transkriptionsanalyse des p16lNK4a-Gens
Im Rahmen dieser Dissertation sollte der Einfluss des Apfeltresterextraktes AE03B auf die Pro-
motormethylierung des Tumorsuppressorgens pl6™"* in der humanen Kolonkarzinomzelllinie

HT29 untersucht werden. p16™<*

ist ein Hemmstoff der cyclinabhingigen Kinasen 4 (CDK4)
und 6 (CDK6) und stellt eine Art ,,molekulare Bremse* im Zellzyklus dar, durch dessen Verlust
es zu einer erhohten Zellproliferation kommt. Im Rahmen der Untersuchung wurde eine methy-
lierungsspezifische PCR (MSP-PCR) in Form einer ,,nested” Zweistufen-PCR nach Lee & Zhu
(2005) etabliert. Als Positivkontrolle diente der DNA-Methyltransferaseinhibitor 5-Aza-2’-de-
oxycytidin (5-Aza-CdR; Abb. 64) in einer Konzentration von 15 pM.

NH,

g
o
Deoxyribose

Abb. 64 Struktur des DNA-Methyltransferaseinhibitors 5-Aza-2"-deoxycytidin

Mit einer Zunahme von nichtmethylierten DNA-Fragmenten im pl6™<*-Genpromotor ist ein

Anstieg von p16™<*

-Transkripten zu erwarten, die zusitzlich mittels quantitativer PCR aus pa-
rallel isolierter RNA iiberpriift werden sollten. Die genomische DNA und die Gesamt-RNA wur-
den mittels des AllPrep DNA/RNA Mini Kits (Qiagen) aus einem gemeinsamen Inkubationsan-
satz von HT29-Zellen isoliert. AnschlieBend wurde die aufgereinigte DNA einer Bisulfitbehand-
lung (DNA Methylation Gold Kit, Zymo Research) unterzogen, um methylierte Cytosine in Ura-
cil zu konvertieren. Durch die folgende MSP-PCR wurde im ersten Schritt ein DNA-Fragment
der GroBe von 208 bp erhalten, das dann als Matritze zur Amplifikation der methylierten (M) und
nichtmethylierten (N) DNA-Fragmente (81 bp) eingesetzt wurde (Abb. 65). Die Methode wurde

unter Berticksichtigung eines internen Kontrollfragments (IC) von 155 bp durchgefiihrt.
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Aufgrund der zwei PCR-Schritte wurde die Produktspezifitit der Reaktion deutlich gesteigert.

« 208 bp .
Stage-1 PCR Pri—
| | [ | pl6INKda
/,/ > \.\'
/ N,
/ \
./ \.
e ’ < 81 bp > \‘\.
Stage-II PCR * b
< <=
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mmmmmp Primer Stage-I [ Stage-I Amplikon
s Primer Stage-II (methyliert/unmethyliert) 2] Stage-1I Amplikon

=———>> Primer Stage-II (interne Kontrolle)

Abb. 65 Methylierungsspezifische PCR (MSP-PCR) in Form einer ,nested Zweistufen-PCR nach Lee & Zhu
(2005)

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend gelelektrophoretisch in einem 2 %igen Agarosegel auf-
getrennt, mit Ethidiumbromid angefarbt und mittels der LAS 3000 (Raytest) qualitativ ausge-
wertet. Zur Uberpriifung der MSP-PCR wurde mit Beginn der Bisulfitbehandlung zu jeder Unter-
suchungsreihe eine H,Opgpc-Kontrolle mitgefiihrt. In dieser Probe sollte kein Amplifikat vorhan-
den sein, sofern keine Verunreinigung mit DNA vorliegt. Ein zu detektierendes DNA-Fragment
in der HyOpgpc-Kontrolle deutet auf eine Kontamination innerhalb des Experimentes hin und

fiihrt zu einem nicht (bzw. begrenzt auswertbaren) Ergebnis.

Zur Quantifizierung der Transkripte des pl16™ *-Gens wurde die Gesamt-RNA mit Oligo-dt-
Primern und einer Reversen Transkriptase in die komplementire cDNA umgeschrieben (Omni-
script RT Kit, Qiagen). Die erhaltene cDNA diente anschliefend als Matritze in der Real-Time-
PCR, wo Amplifizierung und Quantifizierung parallel stattfinden. Die Quantifizierung erfolgte
mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden. Dabei stieg mit der Menge der PCR-Produkte
die gemessene Fluoreszenz proportional an. Bei der hier durchgefiihrten Quantifizierung handelte
es sich um eine relative Quantifizierung bezogen auf das endogene ,,housekeeping®™ Gen B-Aktin.
Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Polyphenole unter Zellkulturbedingungen H,O, im Me-
dium generieren und so zu experimentellen Artefakten fiihren konnen [Kern et al., 2007b; Frid-

rich et al., 2007; Hou et al., 2005; Dashwood et al., 2002; Lapidot et al., 2002; Halliwell et al.,
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2000]. Auch der zu untersuchende Apfeltresterextrakt AEO3B bildete im Zellkulturmedium sub-
stantielle Mengen an H,O, (Abb. 43B). Somit stellte sich weiterhin die Frage, ob und inwieweit
eine H,O,-Bildung auch Einfluss auf die DNA-Methylierung hat. Durch einen Zusatz von Kata-
lase ist es moglich, die Bildung im Medium effizient zu unterdriicken, da H,O, zu Sauerstoft (O;)
und Wasser (H,O) disproportioniert wird [Veeriah et al., 2006; Nakagawa et al., 2004; Kanner et
al., 1987]. Infolgedessen wurden die Untersuchungen mit und ohne Zusatz von Katalase
(100 U/ml Katalase) durchgefiihrt.

Zur Untersuchung des Einfluss des Apfeltresterextraktes AEO3B auf die Promotormethylierung

des Tumorsuppressorgens p16lNK4a

und auf die entsprechende RNA-Transkripte wurde die
humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 fiir 24 h substanzinkubiert.

Der Apfeltresterextrakt AE03B bewirkte unabhidngig von einem Katalasezusatz in Konzentra-
tionen < 150 pg/ml keine Erhdhung der unmethylierten DNA-Fragmente in der Promotorregion
des tumorspezifischen p16™**-Gens in HT29-Zellen (Abb. 66A+B). Ohne einen Zusatz von Ka-
talase war iiber den getesteten Konzentrationsbereich keine Zunahme der unmethylierten DNA-
Banden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu detektieren (Abb. 66A). Eine Abnahme der unme-
thylierten Bande durch 50 pg/ml und 150 ug/ml AEO3B (Abb. 66A; Gel 2) im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle ist mdglicherweise auf intrazellulire Schwankungen des Methylierungsstatus
zurlickzufiihren. Die Positivkontrolle 5-Aza-CdR erhohte im Vergleich zu ihrer Losungsmittel-
kontrolle (PBS) deutlich die Intensitét der unmethylierten DNA-Bande (Abb. 66A). Der Methy-
lierungsstatus der methylierten Banden wird weder durch 5-Aza-CdR noch durch AE03B modu-
liert.

In Gegenwart von Katalase wurde hingegen durch AEO3B eine Abnahme der unmethylierten
DNA-Banden im Vergleich zur DMSO-Kontrolle beobachtet. Die Abnahme ist besonders deut-
lich in Gel 2 in den Konzentrationen 50 und 100 pg/ml AEO3B zu erkennen (Abb. 66B). Mogli-
cherweise ist dies auch durch intrazelluldre Schwankungen bedingt, da die DNA-Methylierung

im zelluldren System einen dynamischen Prozess darstellt.
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Abb. 66 Modulation des Methylierungsstatus von p16™<* in HT29-Zellen durch AE03B nach 24 h Inkubation A)
ohne Katalase und B) mit Katalase (100 U/ml); methylierungsspezifische PCR; 5-Aza-CdR (15 uM), Inhibitor der
DNA-Methyltransferase; 3 unabhéngige Experimente (abgebildet sind 2 reprisentative Gele); IC, interne Kontrolle;
M, methyliert; U, unmethyliert [ Volker Blust, Diplomarbeit 2008]

Die Positivkontrolle 5-Aza-CdR zeigte in einer Konzentration von 15 pM nur eine marginale Zu-
nahme der unmethylierten Bande im Vergleich zu ihrer PBS-Kontrolle (Abb. 66B). Der Methy-
lierungsstatus der methylierten Banden erfahrt weder durch 5-Aza-CdR noch durch AE03B eine
Veranderung. Auffillig ist, dass eine Erh6hung der unmethylierten Bande in den PBS behan-
delten Zellen ohne Katalasezusatz intensiver ausfiel, als in Gegenwart von Katalase. Das interne
Kontrollfragment sollte in den Proben der einzelnen Experimente stets gleich stark exprimiert
werden. In Abb. 66B (Gel 1) ist dies nicht der Fall, so dass das Gel nur begrenzt auswertbar ist.
Da kein Einfluss auf die nichtmethylierten DNA-Fragmente im p16™"*-Genpromotor zu beob-

6INK4a

achten war, ist auch kein Anstieg von pl -Transkripten zu erwarten, die im Folgenden mit-

tels quantitativer PCR aus parallel isolierter RNA {iiberpriift werden.
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144{A mit Katalase 141B ohne Katalase

rel. Transkription

Abb. 67 Modulation der Transkription von p16™** in HT29-Zellen durch AE03B nach 24 h Inkubation A) mit Ka-
talase (100 U/ml) und B) ohne Katalase; quantitative PCR; 5-Aza-CdR (15 uM), Inhibitor der DNA-Methyltrans-
ferase; MW + SD von 2 unabhéngigen Experimenten; IC, interne Kontrolle; M, methyliert; U, unmethyliert

Analog zur MSP-PCR wurde auch in der quantitativen PCR iiber den getesteten Konzentra-
tionsbereich kein Einfluss auf die Transkription von pl16™~* nachgewiesen (Abb. 67). Sowohl
mit als auch ohne Katalasezusatz manifestierte sich diese Beobachtung in der humanen Kolon-
karzinomzelllinie HT29 (Abb. 67A+B). Auch die Positivkontrolle 5-Aza-CdR zeigte keine Ver-
anderung der p16™ *-Transkripte im Vergleich zur PBS-Kontrolle.

452 Diskussion p16™**-Gen
Das Tumorsuppressorgen pl6™"* zihlt zu den proliferationsassoziierten Genen, die mit Hyper-

methylierungen und dem Verlust ihrer Genexpression in humanen Neoplasien assoziiert werden
[Herman et al., 2004; Baylin et al., 1998; Gonzalez-Zulutea et al., 1995]. In der methylierungs-
spezifischen PCR (MSP-PCR) wurde der Einfluss des Apfeltresterextraktes AEO3B auf den Me-
thylierungsstatus der Promotorregion des pl6™<*-Gens in der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 untersucht. Da fiir den AE03B bereits H,O,-generierende Eigenschaften im Zellkulturme-
dium von HT29-Zellen beschrieben sind, wurden die nachfolgenden Untersuchungen in Gegen-
wart von Katalase (100 U/ml) durchgefiihrt, um experimentelle Artefakte infolge einer H,O,-Bil-
dung auszuschlieBen.

Nach einer Substanzinkubation von 24 h zeigte der AE03B keinen Einfluss auf die DNA-Methy-
lierung in der Promotorregion des p16™<*-Gens. Sowohl mit als auch ohne Zusatz von Katalase
blieben demethylierende Effekte aus (Abb. 66A+B). Erwartungsgemil3 wurde auch in der quanti-
tativen PCR keine Modulation von Gentranskripten der parallel isolierten RNA durch AE03B be-
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stimmt (Abb. 67A+B). Da die genomische DNA und die Gesamt-RNA aus einem Inkubations-
ansatz aufgereinigt wurden, ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewdhrleistet. Widererwar-
tend wurde aber auch fiir die Positivkontrolle 5-Aza-CdR kein Anstieg der Gentranskripte nach-
gewiesen (Abb. 67A+B). Das Ergebnis ist auffallend, da 5-Aza-CdR in der MSP-PCR deutlich
demethylierende Effekte zeigte, die sich auch auf Ebene der Gentranskription hitten wider-
spiegeln miissen (Abb. 66 A+B). In der Literatur beschriebene Studien zur Modulation des DNA-
Methylierungsstatus tumorassoziierter Gene fiihrten durch Inkubation mit 5-Aza-CdR auch auf
RNA-Ebene zu verdnderten Gentranskripten [Fini et al., 2007; Goffin und Eisenhauer, 2002; Zhu
etal., 2001].

Im Rahmen weiterer Untersuchungen zeigte u. a. der charakteristische Apfelinhaltsstoff Chloro-
gensdure in Gegenwart von Katalase eine deutliche Zunahme an unmethylierten DNA-Fragmen-
ten im Bezug auf die Kontrolle [Diplomarbeit Volker Blust, 2008]. Als Inhaltsstoff des AE03B
ist die Chlorogensdure jedoch im Vergleich zu sonstigen Apfelextrakten nur in geringen Konzen-
trationen vertreten (Abb. 17, Tab. 9). Moglicherweise ist der Gehalt an Chlorogensdure im
AEO03B zu gering, um demethylierende Effekte auszulosen oder die demethylierende Wirkung
der Chlo-rogensdure wird innerhalb des Extraktes kompensiert. Mit der Zunahme von
nichtmethylierten DNA-Fragmenten in der Promoterregion des pl16™<*-Gens ist ein Anstieg von
p16™**_Trans-kripten in der parallel isolierten RNA zu erwarten. Widererwartend blieb jedoch
hier ein Anstieg von Gentranskripten aus [Diplomarbeit Volker Blust, 2008].

Fini et al. (2007) zeigten bereits, dass durch einen Apfelextrakt (APE) aus Annurca Apfeln die
Hypermethylierung in der Promotorregion der Gene pl16™ ", p14**" und hMLHIaufgehoben
wurde und es zur Reaktivierung der Genexpression kam. Vergleichbare Effekte wurden fiir 5-
Aza-CdR in einer Konzentration von 5 uM nachgewiesen (96 h, tigliche Nachinkubation). Im
Unterschied zu unseren Untersuchungen verwendeten Fini et al. (2007) die humanen Kolonkar-
zinomzelllinien RKO, SW48 und SW480 und inkubierten diese mit 2 uM APE fiir 96 h (4 Tage,
Nachinbuation jeden 2. Tag). Dabei setzten sich 2 uM APE aus 0,43 uM Chlorogenséure, 0,1 uM
Kaffeesdure, 0,7 uM Catechin, 0,63 uM Epicatechin und 0,07 uM Phloridzin zusammen.
Generell fallen die langen Inkubationszeiten von 96 h und die relativ niedrigen Konzentrationen
an APE auf. Im Vergleich zu unseren Untersuchungen handelte es sich um eine um den Faktor
10° niedrigere Substanzkonzentration und um eine 3x so lange Inkubationszeit. Auch Lee und
Zhu (2006) detektierten erst nach einer Inkubation von 8 Tagen (inwieweit eine Nachinkubation
erfolgte, bleibt unklar) eine Reaktivierung des p16™**-Gens in der humanen Brustkarzinomzell-

linie MCF7 durch Chlorogensdure (1, 5, 20 und 50 uM).
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Aufgrund der Studien von Fini et al. (2007) und Lee und Zhu (2006) lésst sich vermuten, dass die
von uns gewéhlte Inkubationsdauer von 24 h nicht ausreichte, um demethylierende Effekte detek-
tieren zu konnen. Prinzipiell kann es nur dann zu einer demethylierenden Wirkung kommen,
wenn sich die Zelle hinreichend oft teilt, was durch eine lingere Inkubationszeit positiv beein-
flusst wird. Grundsitzlich besitzt der parentale DNA-Strang nach der Zellteilung noch das ur-
spriingliche Methylierungsmuster, wahrend der neu-synthetisierte Strang noch frei von DNA-Me-
thylierungen ist. Sofern nach der DNA-Replikation der Gehalt an DNA-Methyltransferasen
(DNMT) sehr gering oder die Enzymaktivitit herunterreguliert ist, wird das Methylierungsmuster
nicht oder nur unvollstindig ergdnzt. D. h. je mehr Zellteilungen erfolgen, desto hoher ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass das Methylierungsmuster stillgelegter Gene infolge demethylierender
Agenzien aufgehoben werden kann und es zur Reaktivierung der Genexpression kommt.
Moglicherweise spielen aber auch die eingesetzten Extraktkonzentrationen eine entscheidende
Rolle, da Fini et al. (2007) bereits in sehr geringen Konzentrationen (2 uM APE) demethylie-
rende Effekte zeigen konnten, wihrend in unseren Untersuchungen die um Faktor 10° erhohten
Konzentrationen keine bzw. nur marginale Effekte in der Promotorregion des pl6™~*-Gens aus-
16sten. Unter Umstdnden tliberlagern sich in einer komplexen Polyphenolmischung auch die Ef-
fekte in hohen Konzentrationen und heben sich gegenseitig auf.

Die demethylierende Eigenschaft der Polyphenole wird grundsétzlich auf den negativen Riick-
kopplungsmechanismus der Catechol-O-Methyltransferase (COMT) zuriickgefiihrt [Fini et al.,
2007; Lee und Zhu, 2006]. Dabei setzt die COMT spezifisch Verbindungen mit Catecholstruktur
um, indem sie eine der benachbarten Hydroxygruppen methyliert. Als Methyldonor dient S-
Adenosylmethionin (SAM), das nach Abgabe der Methylgruppe in S-Adenosylhomocystein
(SAH) tibergeht. SAM wird jedoch auch von den DNMT als Methylquelle genutzt. Im Gegensatz
zur COMT wirkt SAH aber bei den DNMT als spezifischer Inhibitor. Lee und Zhu (2006) zeigten
bereits, dass SAH in der Lage ist, die DNMT mit einem ICsp-Wert von < 0,1 uM zu inhibieren.
Obgleich durch die demethylierende Wirkung der Positivkontrolle 5-Aza-CdR auch ein Anstieg
der RNA-Transkripte des pl6™~*-Gens zu erwarten gewesen wire, blieb die Gentranskription
unbeeinflusst. Vermutlich ist die Ursache hierfiir auch in der Inkubationszeit von 24 h zu suchen,
die nicht ausreichte, um einen demethylierenden Effekt auch auf Ebene der Gentranskription in-
folge einer Genreaktivierung detektieren zu konnen. In der Literatur wurden vergleichbare Stu-
dien mit Inkubationszeiten von bis zu 9 Tagen mit Polyphenolen durchgefiihrt, die zur Abnahme
der Hypermethylierung und zur Zunahme von RNA-Transkripten fiihrten [Fini et al., 2007; Chu-
ang et al., 2005; Bender et al., 1998].
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Generell stehen weitere Untersuchungen aus, in denen die Ergebnisse abgesichert und reprodu-
ziert werden miissen. Ein moglicher Ansatz zur besseren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wére
eine Synchronisation der Zellen oder wesentlich ldngere Inkubationszeiten. Da die DNA-Methy-
lierung durch DNMT nach Replikation der DNA erfolgt, die Zellen sich jedoch in unterschied-
lichen Zellzyklusphasen befinden konnen, werden vermutlich abhéngig von der Anzahl der Zell-
teilungen Unterschiede an demethylierenden Effekten innerhalb einer Substanzkonzentration be-
obachtet. Durch eine Synchronisation der Zellen wiirde die Substanzinkubation unter annéhernd
gleichen Bedingungen erfolgen. Alternativ wiirde eine verldngerte Inkubationszeit von 8 bis 10
Tagen die Unterschiede in der Anzahl von Zellteilungen minimieren, so dass eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Ergebnisse gewéhrleistet wire, im Gegensatz zu kiirzeren Inkubationszeiten

INK4 .
6 " eine

(24 h), bei denen die Zahl der Zellteilungen wesentlich stirker ins Gewicht féllt. Da p1
entscheidende Rolle fiir den Ubergang der Zellen von der G1- in die S-Phase spielt, bietet sich er-
ginzend zu den vorliegenden Ergebnissen eine Untersuchung des Zellzyklus an, um zu detektie-
ren, ob im Falle eines demethylierenden Effektes eine Arretierung der Zellen in der G1-Phase er-

folgt.

4.6 Flavonoidabbauprodukte durch die mikrobielle Darmflora

4.6.1 Hemmung des Zellwachstums (SRB-Test)

Die zelluldiren Effekte von Flavonoiden stehen im Fokus zahlreicher Studien, wihrend die
biologische Relevanz gebildeter Abbauprodukte und deren Beitrag zu bereits beobachteten
zelluldren Effekten wenig beriicksichtigt wird. Flavonoide unterschiedlicher Substanzklassen sind
bereits als potente Inhibitoren des Wachstums humaner Tumorkarzinomzelllinien in vitro be-
schrieben. Allerdings finden sich kaum Studien zur chemischen Stabilitdt der Flavonoiden unter
Zellkulturbedingungen und zur Bildung entsprechender Abbauprodukte, obwohl die begrenzte
Stabilitidt von Anthocyanidinen bereits postuliert wird [Kern et al., 2007b; Fleschhut et al., 2006;
Keppler et al., 2005; Seeram et al, 2001]. Unter Zellkulturbedingungen detektierten Kern et al.
(2007b) bereits nach einer 30 miniitigen Substanzinkubation einen Abbau von Anthocyanidinen
zu korrespondierenden Phenolsduren. Jedoch kommt es nicht nur in vitro zu einem Abbau der
Verbindungen, sondern auch unter in vivo Bedingungen stellen Anthocyanidine Substrate fiir den
mikrobiellen Abbau durch die humane intestinale Mikroflora dar. Infolgedessen kommt es zur
Bildung einer korrespondierenden Benzoesdure (B-Ring) und eines Phloroglucinolaldehyds (A-
Ring) [Fleschhut et al., 2006; Keppler et al., 2005; Seeram et al, 2001]. Fiir das Anthocyanidin
Delphinidin wird ein mikrobieller Abbau zu Gallussidure und Phloroglucinolaldehyd beschrieben
(Abb. 68) [Fleschhut et al., 2006; Keppler et al., 2005].
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Abb. 68 Schematische Darstellung der Abbauwege von Quercetin [Braune et al., 2001] und Delphinidin [Fleschhut
et al., 2005]

Ebenso sind intestinale Mikroorganismen in der Lage, Flavonole abzubauen. Durch Inkubation
von Quercetin mit humanen Mikroorganismen z. B. Eubacterium ramulus entsteht aus dem B-
Ring 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure und aus dem A-Ring Phloroglucinol (Abb. 68) [Hein et al.,
2008; Blaut et al., 2003; Aura et al., 2002].

Die wachstumshemmenden Eigenschaften des Anthocyanidins Delphinidin und das Flavonols
Quercetin auf die humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 sind bereits von Marko et al. (2004)
bzw. Kern et al. (2005) beschrieben worden. Auch die Abbauprodukte Gallussédure und 3,4-Dihy-
droxyphenylessigsdure wurden als Inhibitoren des Wachstums von HT29-Zellen identifiziert
[Dissertation Melanie Kern, 2006]. Weiterhin ist bereits bekannt, dass Delphinidin und Quercetin
sowie ihre Abbauprodukte substantielle Mengen an H,O, unter Zellkulturbedingungen generieren
[Kern et al., 2007b; Esselen et al., MNF eingereicht]. Somit stellte sich die Frage, inwiefern die
Bildung von H,0O, Einfluss auf die wachstumshemmenden Eigenschaften der Ausgangsverbin-
dungen und deren Abbauprodukte nimmt. Zur Unterdriickung der H,O,-Bildung im Zellkultur-
medium wurde Katalase (100 U/ml) bzw. Ascorbinsdure (250 uM) zugesetzt. Mittels des Sulfo-
rhodamin B (SRB)-Tests wurde der Einfluss der Verbindungen auf das Wachstum von HT29-

Zellen nach 72 h Substanzinkubation bestimmt.
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Abb. 69 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch (A) Delphinidin (DEL) mit oder ohne Katalase (KAT,
100 U/ml) bzw. Ascorbinsdure (ASC, 250 pM) und (B) DEL in Gegenwart von Katalase in einer detaillierten Unter-
suchung; 72 h, serumhaltige Inkubation; Sulforhodamin B (SRB)-Test; MW + SD von mindestens 3 unabhingigen
Experimenten in einer Vierfachbestimmung; *: p<0,05; **: p<0,005;***:p<0,001

Marko et al. (2004) zeigten bereits, dass das Wachstum der humanen Kolonkarzinomzelllinie
HT29 mit einem ICso-Wert von 35 + 15 pM Delphinidin gehemmt wird (Tab. 6). In Gegenwart
von Ascorbinsdure (250 uM) wurde bis zu einer Konzentration von 35 pM Delphinidin kein sig-
nifikanter Einfluss auf die Hemmung des Zellwachstums — im Vergleich zur Delphinidinprobe
ohne Zusatz — detektiert (Abb. 69A). Allerdings zeigte sich in hoheren Delphinidinkonzentra-
tionen (40 uM) durch Zugabe von Ascorbinsdure eine signifikante Verringerung der wachstums-
hemmenden Eigenschaften um 15 % (Abb. 69A; Tab. 6). Im Gegensatz dazu verbessert sich in
Gegenwart von Katalase die Wachstumshemmung von 25 uM Delphinidin signifikant (Abb.
69A). Unerwarteterweise kam es aber in hoheren Delphinidinkonzentrationen zu einem Wieder-
anstieg der Zellproliferation (Abb. 69). Als Konsequenz der wachstumsmodulierenden Effekte
von Delphinidin in Gegenwart von Katalase wurde der Konzentrationsbereich erweitert. Durch
einen Zusatz von Katalase wurde eine substantielle Wachstumshemmung von 40 % bereits in
Konzentrationen von 1 uM Delphinidin beobachtet (Abb. 69). Diese Hemmwirkung besitzt je-
doch ein Optimum bei 10 uM Delphinidin. Inkubationen in Delphinidinkonzentrationen > 20 uM
fiihrten zu einem Wiederanstieg des Lebendproteins im SRB-Test (Abb. 69B). Durch eine Del-
phinidinkonzentration von 60 uM wurden die wachstumshemmenden Effekte im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle vollstandig aufgehoben wurden (Vergleich Abb. 69A+B).
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Tab. 6 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Delphinidin oder Gallussdure mit und ohne Katalase
(100 U/ml) bzw. Ascorbinsdure (250 pM); 72 h, serumhaltige Inkubation; Sulforhodamin B (SRB)-Test; ‘Marko et
al., 2004; "Kern et al., 2007b; “nicht kalkulierter U-Kurvenverlauf

Wachstumshemmung: 1Cs,-Werte [uM]
Substanz
ohne Zusatz mit Katalase (100 U/ml) mit Ascorbinsiure (250 pM)
Delphinidin 35+£5°% B 36+ 11
Gallussiure 42+8" 49+1 48+7

Im Hinblick auf die substantiellen Effekte von Katalase oder Ascorbinsdure auf die wachstums-
hemmenden Eigenschaften von Delphinidin, wurde auch der Einfluss des Abbauproduktes Gal-

lussdure auf das Zellwachstum in Gegenwart der beiden Verbindungen untersucht.

120 -
[ GA
100 GA + KAT [100 U/ml]|
Z S5 GA + ASC [250 uM]
— 28 10
X, 807 % é:
o SN B
a1 1 B
S 211 B
: BRI
< LR
W 0 280 0 8
N é é é é
60 75

0 25

40 50
Konzentration [uM]

Abb. 70 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Gallussdure (GA) mit und ohne Katalase (KAT, 100 U/ml)
bzw. Ascorbinsdure (ASC, 250 uM); 72 h serumhaltige Inkubation; Sulforhodamin B Test; MW + SD von mindes-
tens 3 unabhdngigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung; *: p<0,05; **: p<0,01;***:p<0,001

Als Abbauprodukt des Delphinidins vermittelte Gallussdure substantielle wachstumshemmende
Effekte (Kern et al., 2007b; Tab. 6). Bis zu einer Konzentration von 40 uM hatte weder ein Zu-
satz von Katalase noch von Ascorbinsdure Einfluss auf die wachstumshemmenden Eigenschaften
von Gallussdure (Abb. 70). Erst ab einer Konzentration von 50 uM Gallusséure kam es in Gegen-
wart von Katalase zu einer leichten aber signifikanten Abnahme der Wachstumshemmung, wih-
rend sich die ICso-Werte jedoch im vergleichbaren Konzentrationsbereich bewegten (Tab. 6). Erst
ein Zusatz von Katalase oder Ascorbinsdure zu > 60 uM Gallussdure fiihrte zu einem signifi-

kanten Verlust der Hemmwirkung auf das Zellwachstum (Abb. 70).
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Auch fiir das Flavonol Quercetin und sein mikrobiell beschriebenes Abbauprodukt 3,4-Dihy-
droxyphenylessigsdure wurde in den folgenden Untersuchungen die wachstumshemmenden Ef-

fekte in Gegenwart von Katalase und Ascorbinsdure bestimmt.
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Abb. 71 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Quercetin (QUE) mit und ohne Katalase (KAT, 100 U/ml)
bzw. Ascorbinsdure (ASC, 250 uM); 72 h serumhaltige Inkubation; Sulforhodamin B (SRB)-Test; MW + SD von
mindestens 3 unabhingigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung

Das Flavonol Quercetin zeigte potente inhibierende Effekte auf das Wachstum von HT29-Zellen
mit einem [Csp-Wert von 52 = 11 uM [Kern et al., 2005]. Durch Zusatz von Katalase (100 U/ml)
wurden keine signifikanten Verdnderungen der wachstumshemmenden Eigenschaften von Quer-
cetin beobachtet (Abb. 71; Tab. 7). Auch in Gegenwart von Ascorbinsdure (250 uM) blieb die
durch Quercetin vermittelte Wachstumshemmung (Abb. 71; Tab. 7) unverandert. Die Hemmung
des Zellwachstums durch Zusatz von Ascorbinsdure zu 40 uM Quercetin fiihrte jedoch zu keiner

substantiellen Verbesserung der wachstumshemmenden Eigenschaften.

Tab. 7 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch Quercetin oder HPA (3,4-Dihydroxyphenylessigsdure) mit und
ohne Katalase (100 U/ml) bzw. Ascorbinsdure (250 uM); 72 h, serumbhaltige Inkubation; Sulforhodamin B Test;
YDissertation Melanie Kern, 2006; *Kern et al., 2005

Wachstumshemmung: ICsp-Werte [uM]
Substanz
ohne Zusatz mit Katalase (100 U/ml) mit Ascorbinsiure (250 pM)
Quercetin 52117 49+ 1 48 +7
HPA 58+8° 68 +27 81+ 10
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Abb. 72 Wachstumshemmung von HT29-Zellen durch 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure (HPA) mit oder ohne Kata-
lase (KAT, 100 U/ml) bzw. Ascorbinsdure (ASC, 250 uM); 72 h, serumhaltige Inkubation; Sulforhodamin B (SRB)-
Test; MW + SD von mindestens 3 unabhéngigen Experimenten in einer Vierfachbestimmung; *: p<0,05; **: p<0,01

Die aus dem B-Ring von Quercetin resultierende 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure wurde ebenfalls
als potenter Inhibitor des Wachstums von HT29-Zellen identifiziert (Dissertation Melanie Kern,
2006; Abb. 72). In Gegenwart von Katalase (100 U/ml) oder Ascorbinsdure (250 pM) wurden die
wachstumshemmenden Effekte von 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure bereits ab einer Konzentra-
tion von 50 uM signifikant verringert (Abb. 72). Mit steigender Konzentration an Quercetin
nahm auch der Einfluss von Katalase bzw. Ascorbinsdure auf die Wachstumshemmung zu und

fiihrte zu einer signifikanten Verminderung (Tab. 7).

4.6.2 Diskussion
Delphinidin und Quercetin sowie deren Abbauprodukte Gallussdure und 3,4-Dihydroxy-

phenylessigsdure wurden bereits in vitro als potente Inhibitoren des Wachstums der humanen
Kolonkarzinomzelllinie HT29 identifiziert [Kern et al., 2007b; Marko et al., 2004; Dissertation
Melanie Kern, 2006]. Dabei erwiesen sich die wachstumshemmenden Effekte der postulierten
Abbauprodukte als vergleichbar mit denen der Ausgangssubstanzen (Tab. 6, Tab. 7). Somit kann
nicht ausgeschlossen werden, dass die Abbauprodukte zu den wachstumshemmenden Eigenschaf-
ten der Ausgangssubstanzen beitragen.

Aus der Literatur ist bekannt, dass Polyphenole unter Zellkulturbedingungen Wasserstoffperoxid
(H202) im Medium generieren und zu experimentellen Artefakten fiihren konnen [Wee et al.,
2003; Hou et al., 2005; Dashwood et al., 2002; Roques et al., 2002; Lona et al., 2000, Halliwell et
al., 2000]. Kern et al. (2007b) wiesen nach Kurzzeitinkubation von HT29-Zellen mit Delphinidin
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bzw. Gallussdure die Bildung substantieller Mengen an H,O; im Zellkulturmedium nach. Auch
fiir das Flavonol Quercetin wurde bereits die Bildung von H,O, im Zellkulturmedium nachge-
wiesen [Esselen et al., MNF eingereicht]. Nach 72 h Zellinkubation akkumulierte kein H,O, mehr
im Zellkulturmedium, unabhingig von der eingesetzten Verbindung oder der Gegenwart von Ka-
talase bzw. Ascorbinsédure [Kern et al., 2007b; Dr. Melanie Esselen, unveroffentlichte Daten]. So-
mit stellte sich die Frage, inwieweit eine Modulation der zelluldren Effekte in Gegenwart von
Katalase oder Ascorbinsdure zu erwarten ist [Verriah et al., 2006; Wee et al., 2003; Roques et al.,
2002]. Durch einen Zusatz von Katalase (100 U/ml) oder Ascorbinsdure (250 uM) ist es moglich,
die Bildung von H,0O, im Zellkulturmedium bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle zu
unterdriicken [Kern et al., 2007b; Verriah et al., 2006].

Im Sulforhodamin B (SRB)-Test fiihrte die Gegenwart von Katalase oder Ascorbinséure zu einer
Modulationen der wachstumshemmenden Eigenschaften von Delphinidin und Gallussidure (Abb.
69, Abb. 70). Fiir das Abbauprodukt Gallussdure verringerte ein Zusatz an Katalase oder Ascor-
binsdure die wachstumshemmenden Effekte der Verbindung in Konzentrationen > 50 uM (Abb.
70). Allerdings lagen die ICsp-Werte im vergleichbaren Konzentrationsbereich (Tab. 6). In
Gegenwart von 40 uM Delphinidin fiihrte ein Zusatz von Ascorbinsdure zu einer signifikanten
Verianderung der Hemmung des Delphinidins auf das Wachstum von HT29-Zellen (Abb. 69, Tab.
6). Unerwarteterweise zeigte die Inkubation von HT29-Zellen mit Delphinidin in Gegenwart von
Katalase einen U-formigen Kurvenverlauf hinsichtlich der wachstumshemmenden Eigenschaften
(Abb. 69). Wihrend in Konzentrationen < 10 uM Delphinidin eine potente Wachstumshemmung
vermittelt wurde, kam es in Konzentrationen > 20 uM Delphinidin zu einem Wiederanstieg der
Zellproliferation. Vermutlich handelt es sich hierbei um eine Uberlagerung des anfinglich wachs-
tumshemmenden Effektes durch einen weiteren bisher noch unbekannten wachstumsstimulie-
renden Mechanismus.

Obwohl H,O, einen Beitrag zur Wachstumshemmung leistet, vermittelten Delphinidin und Gal-
lussdure auch in Gegenwart von Katalase oder Ascorbinsdure substantielle Hemmeffekte, so dass
die Wirkung auf das Zellwachstum infolge einer H,O,-Bildung kein experimentelles Artefakt
darstellt. Die Hemmung des Zellwachstums von humanen Tumorzellen durch Delphinidin und
Gallusséure ist in der Literatur bereits beschrieben [Hsu et al., 2007; Agarwal et al., 2006; Marko
et al., 2004; Meiers et al., 2001].

Da postuliert wird, dass der Abbau der Anthocyanidine stets zu einer korrespondierenden Ben-
zoesdure und einem Phloroglucinolaldehyd fiihrt (Abb. 68) [Keppler und Humpf, 2005; Seeram
et al., 2001], kann auch ein Beitrag des Aldehyds zu den wachstumshemmenden Eigenschaften

der Ausgangsverbindung nicht ausgeschlossen werden. Sollte der Phloroglucinolaldehyd fiir die
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Hemmung des Zellwachstums mitverantwortlich sein, miissten die wachstumshemmenden Ef-
fekte des Delphinidins die des Abbauproduktes Gallussédure iibersteigen. Da jedoch Delphinidin
und Gallussdure eine Hemmwirkung im vergleichbaren Konzentrationsbereich zeigten, scheint
dies nicht zu zutreffen. Nach Fleschhut et al. (2006) wird unabhingig vom Substitutionsmuster
des B-Rings der Anthocyanidine immer derselbe Aldehyd gebildet. Sofern von einem Effekt des
Aldehyds ausgegangen wird, miisste eine vergleichbare Hemmwirkung der Ausgangsverbin-
dungen vorliegen, was zwar nicht der Fall ist, aber aufgrund der unterschiedlichen Konzentra-
tionen und Zeiten der gebildeten Abbauprodukte nur unzureichend beurteilt werden kann [Kern et
al., 2007b].

Da iiber einen Beitrag des Phloroglucinolaldehyds zu den wachstumshemmenden Eigenschaften
des Delphinidins nur spekuliert werden kann, sollte in weiterfiihrenden Untersuchungen die bio-
logische Wirkung des Aldehyds bestimmt werden.

Im Hinblick auf die Abbaugeschwindigkeit des Delphinidins im DMEM-Zellkulturmedium
zeigten Kern et al. (2007b), dass bereits 30 min nach Inkubation kein Delphinidin mehr zu detek-
tieren war. Das Abbauprodukt Gallusséure erreichte nach 1 h sein Maximum, wobei jedoch nur
20 % der eingesetzten Delphinidinkonzentration zu Gallussdure abgebaut wurden und auch Gal-
lussdure nach 24 h nicht mehr im Zellkulturmedium bestimmbar war [Kern et al., 2007b]. Auf-
grund der begrenzten Stabilitdt und der geringen Konzentration des gebildeten Abbauproduktes
scheint ein additiver Beitrag zu den wachstumshemmenden Effekten des Delphinidins marginal
zu sein, kann jedoch nicht ginzlich ausgeschlossen werden. Die Wirkmechanismen von Delphini-
din und Gallusséure zur Hemmung des Zellwachstums scheinen jedoch unterschiedlich zu sein,
da es sich im Falle von Delphinidin vermutlich um eine EGFR-vermittelte Hemmung des Zell-
wachstums handelt [Meiers et al., 2001; Fridrich et al., 2008b], wihrend Gallussaure die Aktivitat
des isolierten Rezeptors nur marginal beeinflusste [Kern et al., 2007b]. Agarwal et al. (2006) ver-
muten, dass es durch Gallussdure zu einer inaktivierenden Phosphorylierung von cdc25A/
cdc25C-cdc2 iiber die Aktivierung von ATM-Chk2 (ataxia telangiectasia mutated - checkpoint
kinase 2) kommt, was zum Zellzyklusarrest und zur Induktion von Apoptose fiihrt. Hsu et al.
(2007) postulieren hingegen, dass Gallussdure Apoptose iiber einen Fas- und mitochondrialver-
mittelten Signalweg induziert.

Die wachstumshemmenden Eigenschaften des Flavonols Quercetin blieben in Gegenwart von
Katalase oder Ascorbinsdure weitestgehend unverdndert (Abb. 71, Tab. 7). Die durch das Abbau-
produkt 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure vermittelte Wachstumshemmung wurde hingegen durch
einen Zusatz von Katalase oder Ascorbinsdure in Konzentrationen > 50 uM signifikant verringert

(Abb. 72) und fiihrte zu hoheren 1Cso-Werten im Vergleich zum Quercetin ohne Zusatz (Tab. 7).
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Die Bildung von H,O, scheint einen Beitrag zur Wachstumshemmung der 3,4-Dihydroxyphen-
ylessigsdure zu leisten, dennoch vermittelt diese auch in Gegenwart von Katalase oder Ascor-
binsdure substantielle Hemmeffekte, so dass die Hemmung des Zellwachstums kein experimen-
telles Artefakt darstellt. Auch die durch Quercetin bzw. 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure vermit-
telte Wachstumshemmung von humanen Tumorzellen ist bereits beschrieben [Gao et al., 2006;
Kern et al., 2005; Raspaglio et al., 2003; Nagao et al., 2001]. Das aus dem A-Ring des Quercetins
resultierende Phloroglucinol (Abb. 68) wurde nur als marginaler Inhibitor des Wachstums von
HT29-Zellen identifiziert [Dissertation Melanie Kern, 2007] und ist in Gegenwart von Katalase
oder Ascorbinsdure aufgrund des geringfiigigen Hemmeffektes nicht weiter untersucht worden.
Wihrend der Wirkmechanismus von Quercetin u. a. EGFR-vermittelt zu sein scheint [Kern et al.,
2005; Fridrich et al., 2008b], ist die Hemmwirkung auf die isolierte EGF-Rezeptorpriparation
durch 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure nur marginal [Dissertation Melanie Kern, 2006].
Allerdings beobachteten Esselen et al. (MNF eingereicht), dass die unter mikrobiellen Bedin-
gungen postulierten Quercetinabbauprodukte unter Zellkulturbedingungen nicht gebildet werden
und somit nur in vivo eine Rolle zu spielen scheinen. Ferner wurde festgestellt, dass Quercetin in
Gegenwart von Katalase im Zellkulturmedium stabilisiert wird (nach 3 h noch 70 % Quercetin),
wiahrend Quercetin ohne einen Zusatz bereits nach 24 h nicht mehr nachweisbar war. Als Meta-
bolit des Quercetins wurde unter Zellkulturbestimmungen ein Quercetinglukuronid identifiziert,
dessen Beitrag zu den wachstumshemmenden Eigenschaften des Quercetins in vitro jedoch noch
nicht verifiziert wurde [Esselen et al., MNF eingereicht].

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass es unwahrscheinlich ist, dass ausschlieflich die Abbau-
produkte Gallussdure und 3,4-Dihydroxyphenylessigsiure fiir die wachstumshemmenden Eigen-
schaften der Ausgangsverbindungen Delphinidin und Quercetin unter Zellkulturbedingungen ver-
antwortlich sind. Im Besonderen da flir Gallussdure bereits eine geringe chemische Stabilitdt im
Zellkulturmedium nachgewiesen wurde. Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die

Abbauprodukte einen Beitrag zur Wachstumshemmung der Ausgangsverbindungen leisten.

4.7 Zusammenfassende Diskussion der Ergebnisse
Nach Inkubation der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 fiir 45 min wurden fiir die Apfel-

extrakte AE02, AEO3B und AEO5 in Konzentrationen > 100 ug/ml die Bildung substantieller
Mengen an Wasserstoffperoxid (H,O;) nachgewiesen. Im Vergleich zum AE02 und AEO5 er-
reichte der Apfeltresterextrakt AEO3B signifikant héhere H,O,-Konzentrationen und iiberstieg
somit die H,O,-generierenden Eigenschaften der beiden Apfelsaftextrakte. In Gegenwart von
100 U/ml Katalase wurde die Akkumulation von H,O, durch die Apfelextrakte im Zellkultur-

medium bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle effizient unterdriickt. Auch Lapidot et al.
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(2002) berichteten, dass durch Reaktion von Apfelpolyphenolen mit noch nicht identifizierten
Mediumbestandteilen H>O, in einem noch unbekannten Mechanismus entsteht. Weiteren Studien
ist zu entnehmen, dass Polyphenole verschiedener Substanzklassen unter Zellkulturbedingungen
H,0; im Medium generieren und zu experimentellen Artefakten fithren [Kern et al., 2007b; Hou
et al., 2005; Dashwood et al., 2002; Halliwell et al., 2000].

Weiterhin wurden die Apfelextrakte AEO2 und AEO3B als potente Inhibitoren des Wachstums
der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 identifiziert [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2005]
und zeigten auch in Gegenwart von 100 U/ml Katalase wachstumshemmende Effekte. Hierbei
iberstieg die Hemmwirkung des AE02 deutlich die des AEO3B. Obwohl H,0, einen Beitrag zur
Wachstumshemmung leistet, vermitteln die Apfelextrakte aber auch in Gegenwart von Katalase
substantielle wachstumshemmende Effekte, so dass die Hemmung des Zellwachstums infolge

einer H,O,-Bildung kein experimentelles Artefakt darstellt.

Tab. 8 Wachstumshemmende Eigenschaften von Apfelextrakten und einer Quercetinglykosidmischung (QG) im
Sulforhodamin B (SRB)-Test (HT29-Zellen, 72 h serumhaltige Inkubation) mit und ohne Katalase (100 U/ml) und
Hemmung der EGFR-Aktivitit im ELISA im Vergleich zu den Effekten auf den Phosphorylierungsstatus des EGFR
in HT29-Zellen. *Kern et al., 2005; *Fridrich et al., 2007a; “nicht kalkulierter U-Kurvenverlauf; -°: keine signifikante
Hemmung bis zu 500 pg/ml; -*: kein Effekt bis zu eine AE03B-dquimolaren Quercetinglykosidmischung von
500 pg/ml; n.b. nicht bestimmt

IC5p-Werte [pg/ml]
SRB-Test EGFR-Autophosphorylierung
EGFR-ELISA
- Katalase + Katalase - Katalase + Katalase

AE02 134+18° 188 + 35 10+5° i 90+12°%
AE03B 301 £28° 365+ 17 1,6+02° 48 + 4
AE05 n. b. >500 0,9+0,1 n. b. ~250
QG T T 5 T T

Auch in der Literatur finden sich zahlreiche Daten, die Apfelextrakten und im Besonderen den
enthaltenen Flavonoiden wachstumshemmende Eigenschaften zuschreiben [Miura et al., 2008;
Miura et al., 2007; Verriah et al., 2007; Kern et al., 2006; Verriah et al., 2006; Balavenkatraman
et al., 2006; Kern et al., 2005; Gossé et al., 2005; Liu et al., 2003; Wolfe et al., 2003; Sun et al.,
2002, Eberhardt et al., 2000].

Fiir den Apfelsaftextrakt AEOS5 und die sortenreinen Apfelextrakte wurden in Gegenwart von Ka-
talase keine bzw. nur marginal wachstumshemmende Effekte in HT29-Zellen bestimmt. Somit
lasst sich u. a. ein Beitrag des sortenreinen Apfelextraktes ,,Bohnapfel* zum inhibierenden Poten-
tial des AEO2 auf das Zellwachstum ausschlieBen. Da fiir den Apfelsaft AS02 ein Polyphenolge-
halt von 500 mg/ml berechnet wurde, liegen die wachstumshemmenden Eigenschaften des AE02

im verbraucherrelevanten Konzentrationsbereich. Die ICso-Werte von 134 pg/ml (ohne Katalase)
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und 188 pg/ml (mit Katalase) befinden sich somit innerhalb des verbraucherrelevanten Konzen-
trationsbereichs.

Die mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade stellt einen der zentralen Signalwege dar,
der das Zellwachstum und/oder die Induktion von Apoptose reguliert. Am Anfang dieser Kaska-
de steht der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR), der u. a. in vielen Kolontumoren
tiberexprimiert wird. Die effektive Hemmung der EGFR-Aktivitét ist verbunden mit der Unter-

driickung der nachfolgenden MAPK-Kaskade (Abb. 73) [Lewis et al., 1998; Marais et al., 1996].

EGFR-Homodimer EGFR-/ErbB2-Heterodimer

Elk-1

}

Abb. 73 ,,Crosstalks™ der mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) Kaskade: Calpain: calciumabhingige Protease;
EGF, Epidermaler Wachstumsfaktor; Elk-1, Transkriptionsfaktor (,,Ets like* Kinase); ERK1/2, extrazelluldr regu-
lierte Kinasen; IxB, Transkriptionsfaktorinhibitor; MEK1/2, MAPK Kinase; PI3K, Phosphoinositol-3-Kinase; PKB,
Proteinkinase B; PKC, Proteinkinase C; PLCy, Phospholipase Cy; PTK, Proteintyrosinkinase; Raf-1, Serin-/
Threoninkinase; Ras, GTP bindendes Protein

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Apfelextrakte AE02 und AE03B die Aktivitat
der Proteintyrosinkinase (PTK) des isolierten epidermalen Wachstumstaktorrezeptors potent un-
terdriicken [Fridrich et al., 2007a; Kern et al., 2005]. Im Vergleich der Apfelextrakte zeigte der
AEOQS5 das stérkste inhibierende Potential auf die isolierte EGF-Rezeptorpriparation (Tab. 8). Im
zelluldren Testsystem stellt der Phosphorylierungsstatus ein MaB fiir die Aktivitidt des EGFR dar
und ist entscheidend fiir die Interaktion der PTK-Domine mit nachgeschalteten Elementen der
MAPK-Kaskade [Boonstra et al., 2005; Fan et al., 2005; Liang et al., 1997]. Das EGFR-inhibie-
rende Potential des AEO2 und des AEO3B ist nicht nur im isolierten Testsystem von Relevanz,
sondern spiegelte sich auch in der Unterdriickung der Autophosphorylierung des EGFR in HT29-
Zellen wider (Tab. 8). Allerdings nur in Gegenwart von Katalase, da es ansonsten in Extraktkon-

zentrationen > 250 ng/ml zu einem Wiederanstieg des Phosphorylierungsstatus bis zum Wert der
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Losungsmittelkontrolle kam. Dies korreliert mit den Ergebnissen der H,O,-generierenden Eigen-
schaften der Extrakte. Dabei wurde sowohl fiir den AE02 als auch fiir den AE03B gezeigt, dass
H,0, in Extraktkonzentrationen > 100 pg/ml im Zellkulturmedium entsteht, was zur Modulation
des Phosphorylierungsstatus des EGFR fiihrt. Im Vergleich der Apfelextrakte erwies sich der
AEOQ5 in seinen EGFR-hemmenden Eigenschaften im zelluldren Testsystem als deutlich geringer
wirksam als der AEO2 und der AEO3B, was sich in der bereits gezeigten Hemmung des Zell-
wachstums widerspiegelte (Tab. 8).

Auch dem EGFR nachgeschaltete Signalelemente der MAPK-Kaskade werden in ihrer Aktivitdt
durch den Apfelsaftextrakt AEO2 beeinflusst. So wurde in HT29-Zellen der Phosphorylierungs-
status der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2, der ein MaB fiir die Aktivitdt der EGFR-nachge-
schalteten Signalkaskade darstellt (Abb. 73), nach fiinfstiindiger Substanzinkubation reduziert
[Kern et al., 2005]. Auffillig ist hierbei, dass eine Hemmung des Phosphorylierungsstatus in viel
niedrigeren AE02-Konzentrationen (Minimum bei 0,1 pg/ml) erreicht wurde, als dies fiir eine
Hemmung des Tumorzellwachstums erfolgte (Tab. 8). In Konzentrationen von 10 pg/ml wurde
die Hemmwirkung auf den Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 sogar aufgehoben und ab
> 100 pg/ml kam es zu einem signifikanten Wiederanstieg an phosphoryliertem ERK1/2 {iber den
Wert der Losungsmittelkontrolle [Kern et al., 2005].

Auch auf Ebene des Substrates von ERK1/2, dem Transkriptionsfaktor Elk-1 (Abb. 73) fiihrte die
Inkubation (5 h) von A431-Zellen mit AEO2 zu einem U-féormigen Kurvenverlauf mit einem
Minimum bei 1 pg/ml AE02. Ab einer Konzentration von > 100 pg/ml war die Hemmwirkung
vollstindig aufgehoben [Kern et al., 2005]. Hierbei wurde die ERK1/2-abhéngige Phosphorylie-
rung von Elk-1 iiber die Modulation der Luziferaseexpression im Reportergenassay bestimmt.
Obwohl es durch eine AE02-Konzentration von 100 pg/ml zur Induktion der ERK1/2-Phosphory-
lierung in HT29-Zellen kam, wurde der Gehalt an phosphoryliertem Elk-1 in A431-Zellen um ca.
50 % reduziert [Kern et al., 2005]. Die Unterschiede sind moglicherweise in den verschiedenen
Zellsystemen zu suchen, obgleich die humane Kolonkarzinomzelllinie HT29 und die humane
Vulvakarzinomzelllinie A431 dafiir bekannt sind, dass sie den EGFR {iiberexprimieren und ihr
Wachstum durch EGFR-spezifische Inhibitoren, wie z. B. Tyrphostin AG1478, im selben Kon-
zentrationsbereich gehemmt werden kann [Kern et al., 2005; Marko et al., 2004; Meiers et al.,
2001; Giard et al., 1973]. Allerdings muss beriicksichtigt werden, dass der Einfluss des AE02 auf
die MAP-Kinasen ERK1/2 und den Transkriptionsfaktor Elk-1 nicht in Gegenwart von Katalase
bestimmt worden ist und somit die zelluldiren Endpunkte infolge einer H,O,-Bildung moduliert
sein konnten. Im Rahmen von Kurzzeitinkubationen ist in der Literatur bereits die Induktion der

ERK1/2-Phosphorylieurng durch H,O, beschrieben [Nguyen et al., 2004; Huang et al., 2003].
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Ferner korreliert ein Anstieg des ERK1/2-Phosphorylierungsstatus nicht mit einer gesteigerten
Zellproliferation [Kern et al., 2005], so dass angenommen wird, dass wahrscheinlich weitere das
Zellwachstum regulierende Signalelemente durch den AE02 beeinflusst und somit mogliche pro-
liferationsfordernde Effekte durch hohere Extraktkonzentrationen kompensiert werden. Zusam-
menfassend ldsst sich sagen, dass der AE02 im zelluldren Testsystem den EGFR und auch nach-
geschaltete Signalelemente der MAPK-Kaskade sowie die davon abhingige Gentranskription be-
einflusst.

Die Inkubation der humanen Vulvakarzinomzelllinie A431 mit AEO2 fiihrte sowohl in Gegen-
wart als auch in Abwesenheit von Katalase zur Unterdriickung des Zellwachstums und zur Hem-
mung der Autophosphorylierung des EGFR sowie des ErbB2-Rezeptors (Abb. 73) [Diplomar-
beit Nicole Teller, 2006]. Somit ist die Hemmwirkung des Extraktes auf ein weiteres Zellsystem
iibertragbar, wobei aber keine Selektivitit fiir die Rezeptortyrosinkinasen zu beobachten war.
Vermutlich kann die Unterdriickung des ErbB2-Rezeptors auf die Hemmung des EGFR im gebil-
deten EGFR/ErbB2-Rezeptor Heterodimer zuriickgefiihrt werden [Diplomarbeit Nicole Teller,
2006].

Durch sogenannte ,,Crosstalks* konnen Elemente der MAPK-Kaskade auch durch andere Signal-
wege moduliert werden. So kann die Serin-/Threoninkinase Raf-1 durch den Phosphatidylinosi-
tol-3-Kinase (PI3K)-Signalweg oder durch die Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden (Abb. 73)
[Clark et al., 2004]. Kern et al. (2007a) zeigten, dass der AE02 die PKC-Aktivitdt im zellfreien
Testsystem unterdriickt. In intakten Zellen wird die Aktivitit der PKC zwar nicht primir ge-
hemmt, scheint jedoch im Rahmen apoptotischer Prozesse beeinflusst zu werden. Caspase-3-Ak-
tivierung, DNA-Fragmentierung und die PKC-Aktivitdt weisen nach Zellinkubation mit AE02
daraufhin, dass die PKC-Aktivierung einen intermedidren Bestandteil apoptotischer Prozesse dar-
stellt [Kern et al., 2007a]. Zu den Apoptose blockierenden Signalwegen zéhlt u. a. auch die PI3K-
Signalkaskade, der sogenannte ,,Survival-Pathway*. Die Proteinkinase B (PKB) ist das zentrale
Effektorprotein des PI3K-Signalweges, das durch Phosphorylierung aktiviert wird und nachge-
schaltet die Glykogensynthasekinase 38 (GSK383) sowie die Transkriptionsfaktoren der Fork-
headfamilie (FKHR) phosphoryliert [Cantley, 2002]. Sowohl die Aktivitdt der GSK38 als auch
der FKHR-Transkriptionsfaktoren wird durch PKB-vermittelte Phosphorylierung gehemmt, so
dass die Weiterleitung apoptotischer Signale unterdriickt wird. Fiir die Phosphorylierung der
PKB sowie nachgeschaltet fiir die GSK3B-Phosphorylierung wurde dabei gezeigt, dass sich durch
Inkubation von HT29-Zellen mit AE02 pro- und antiapoptotische Stimuli iiberlagern. Auf Ebene
der FKHR-Transkriptionsfaktoren wurde durch den AE02 keine Apoptoseinduktion vermittelt
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[Diplomarbeit Ute Bottler, 2006]. Aufgrund der vorliegenden Untersuchungen scheint durch den
AEOQ02 keine Aktivierung von Raf-1 {iber die PI3K oder die PKC zu erfolgen.

Auch der Wnt-Signalweg tibernimmt eine wichtige Rolle in der Kolonkanzerogenese, da durch
Interaktion mit Elementen dieses Signalweges proliferationsférdernde und somit unerwiinschte
Effekte ausgelost werden konnen (Abb. 29). Durch den Apfelsaftextrakt AE02 wurden in ver-
braucherrelevanten Konzentrationen keine wachstumsstimulierenden Effekte in HT29-Zellen ver-
mittelt. Die Zellinkubation mit AEQ2 fiihrte zu einer signifikanten, konzentrationsabhingigen
Hemmung der zelluldren GSK3B-Aktivitidt. Damit einher ging die signifikante Abnahme an phos-
phoryliertem B-Catenin. Gleichzeitig nahm aber unerwarteterweise der Gehalt an Gesamt-3-Ca-
tenin ab. Aufgrund der Ergebnisse wurde angenommen, dass der AE0O2 in humanen Kolonkarzi-
nomzellen keinen Wachstumsstimulus iiber den Wnt-Signalweg induziert und somit wegen der
Reduktion der Expression von B-Catenin eher antiproliferative Effekte des AE02 zu erwarten sind
[Kern et al., 2006]. Im Einklang mit den Ergebnissen auf die f-Catenin-Homdoostase wird auch
die Tcf/Lef-vermittelte Gentranskription durch AE02 nicht beeinflusst [Kern et al., 2006].

Die Vermutung, dass die Hemmung der Aktivitidt und/oder Expression von Elementen prolifera-
tionsassoziierter Signalkaskaden, einen Beitrag zur Wachstumshemmung von humanen Tumor-
zellen in vitro leistet, wird auch durch den AEO2-induzierten Arrest in der G1-Phase unterstiitzt.
Jedoch lassen die stiarkeren Effekte auf die G2/M-Phase vermuten, dass weitere zelluldre Ziel-
strukturen involviert sein miissen [Dissertation Melanie Kern, 2006].

Auch in vivo zeigten Barth et al. (2005) bereits, dass durch 1,2-Dimethylhydrazin induzierte
genotoxische Schiden in Mukosazellen des distalen Kolons von Ratten durch naturtriiben Apfel-
saft gehemmt werden. Ebenso scheint der naturtriibe Apfelsaft im Vergleich zum klaren Apfelsaft
die Anzahl an aberranten Kryptfoci im distalen Rattenkolon zu reduzieren [Barth et al., 2007].

Im Vergleich zum AEO2 fiihrte die Herstellung des Tresterextraktes AEO3B zu substantiellen Un-
terschieden im Polyphenolmuster. Im Besonderen wird eine Abnahme an Cumaroylchinasdure
und Chlorogensdure beobachtet, wahrend sich Quercetinglykoside deutlich im AEO03B anrei-
chern. Um zu erfassen, inwieweit die Quercetinglykoside (AE03B: 116,2 mg/g bzw. AE02:
8,9 mg/g) zum inhibierenden Potential des AEO3B beitragen, wurde eine AE03B-dquimolare
Quercetinglykosidmischung untersucht. Diese fiihrte weder zur Bildung relevanter HO,-Konzen-
trationen im Zellkulturmedium, noch zeigte sie einen Einfluss auf das Zellwachstum von HT29-
Zellen. Analog zu diesen Untersuchungen beobachteten Kern et al. (2005), dass einzelne Quer-
cetinglykoside (Quercetin-3-glukosid, Quercetin-3-galaktosid, Quercetin-3-rhamnosid, Querce-

tin-3-rutinosid) keine substantiell wachstumshemmenden Effekte in HT29-Zellen vermitteln.
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Auch auf die isolierte EGF-Rezeptorpriparation zeigte die eingesetzte Quercetinglykosidmi-
schung keinen Einfluss, wihrend Quercetin-3-glukosid und Quercetin-3-galaktosid als Einzelsub-
stanzen die EGFR-Aktivitdt potent unterdriickten [Kern et al., 2005]. Somit scheinen sich die
hemmenden Effekte der Einzelsubstanzen innerhalb der Quercetinglykosidmischung aufzuhe-
ben. Auch der Phosphorylierungsstatus des EGFR blieb durch die Quercetinglykosidmischung in
HT29-Zellen unbeeinflusst. Anhand dieser Untersuchungen ist auszuschlieBen, dass die AEO3B-
dquimolare Quercetinglykosidmischung einen Beitrag zu den wachstums- und EGFR-hem-
menden Effekten des Apfeltresterextraktes leistet. Somit muss das inhibierende Potential des
AEO3B auf andere Inhaltsstoffe zuriickzufiihren sein, die mittels aktivititsgeleiteter Fraktionie-
rungen bestimmten werden sollten.

Die aktivititsgeleitete Fraktionierung des AE0O4 wies darauthin, dass im Besonderen oligomere
Procyanidine zum EGFR-hemmenden Potential der Apfelextrakte beitragen. Auch ZeBner et al.
(2008) identifizierten Procyanidine als potente Wirkklasse innerhalb der Apfelpolyphenole und
schrieben den Verbindungen antiproliferative, antioxidative, antiinflammatorische u. a. Eigen-
schaften zu. Somit stellte sich die Frage, ob die Aktivitdt des EGFR durch oligomere Procyani-
dine gehemmt wird und inwieweit eine Hemmwirkung auf die isolierte Rezeptorpraparation bzw.
auf das intakte zelluldre System begrenzt ist. Im Rahmen der Untersuchungen zeigte sich, dass
der Oligomerisierungsgrad der Procyanidine bedeutend ist fiir eine potente Hemmung der isolier-
ten EGFR-Aktivitét. Dabei stellten hoher oligomere Procyanidine potentere Hemmstoffe als z. B.
dimere Procyanidine dar. In intakten Zellen wurde durch Inkubation mit einem Procyanidin-
trimer die Rezeptorautophosphorylierung effektiv unterdriickt, wihrend sich das Procyanidinte-
tramer als weitestgehend unwirksam erwies. Somit scheint die Hemmwirkung in der Zelle hin-
sichtlich des Molekulargewichtes der Verbindungen limitiert zu sein. Bislang wurden fiir die Pro-
cyanidine jedoch noch keine Untersuchungen zur H,O,-Entwicklung unter Zellkulturbedin-
gungen durchgefiihrt, so dass abzuwarten wire, inwieweit hoher oligomere Procyanidine in Ge-
genwart von Katalase den zelluldiren Endpunkt modulieren. Da mit steigendem Oligomerisie-
rungsgrad auch die Anzahl an OH-Gruppen der Procyanidine zunimmt, kdnnte dies mit einer zu-
nehmenden H,0,-Bildung unter Zellkulturbedingungen korrelieren. H,O, akkumuliert insbeson-
dere verstirkt im Zellkulturmedium nach Inkubation mit OH-Gruppen-reichen Verbindungen wie
Delphinidin und EGCG [Diplomarbeit Julia Richter, 2007].

Letztendlich scheinen aber Procyanidine abhingig von ihrem Oligomerisierungsgrad potente
Hemmstoffe des EGFR darzustellen und als solche moglicherweise zur wachstumshemmenden
Wirkung des Apfelsaftextrakt AE02 beizutragen. Diese Daten stehen in Einklang mit weiteren

Untersuchungen, die Procyanidine als Antioxidantien und Radikalfdnger beschreiben und ihnen
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zytotoxische und apoptoseinduzierende Effekte in Tumorzelllinien zusprechen [Gossé et al.,
2006; Medina et al., 2006; Gossé et al., 2005; Tourino et al., 2005]. Im Einzelnen zeigten Gossé
et al. (2005/2006), dass procyanidinreiche Apfelfraktionen das Wachstum der humanen Kolon-
karzinomzelllinie SW620 hemmen und im Rahmen intrazelluldrer Signalwege die Expression der
extrazelluldr regulierten Kinasen 1 und 2, der c-Jun N-terminalen Kinase erhdhen und die Aktivi-
tdt der Proteinkinase C unterdriicken. Ferner kommt es zur Hemmung der G2/M-Phase des Zell-
zyklus und zu einer Erhohung der Caspase-3-Aktivitit. Auch Miura et al. (2008) und Nomoto et
al. (2004) publizierten, dass Procyanidine apoptoseinduzierende Effekte vermitteln und diese
iber den intrinischen mitochondrialen Signalweg ausgeldst werden. Somit modulieren procyani-
dinreiche Apfelsaftextrakte Signalkettenelemente wachstumsassoziierter Signalkaskaden und fiih-
ren nachfolgend zur Hemmung des Zellwachstums in humanen Tumorzellen.

Auch in vivo beobachteten Gossé et al. (2005), dass procyanidinreiche Apfelfraktionen in sehr
niedrigen Konzentrationen (0,01 % im Trinkwasser) signifikant die Anzahl von hyperproliferie-
renden Krypten und aberranten Kryptfoci im Azoxymethan-induzierten Rattenkanzerogenese-
modell um 50 % reduzierten, wihrend Fraktionen aus monomeren Flavonoiden uneffektiv blie-
ben. Im Hinblick auf eine mogliche chemopréaventive Wirkung der Verbindungen ist diese Wirk-
qualitdt von grofem Interesse.

Hiimmer et al. (2008) zeigten, dass signifikante Unterschiede im Gesamtprocyanidingehalt von
Apfelextrakten bestehen. Dabei scheint das Procyanidinprofil abhéngig von der Verarbeitung des
Apfelsaftes sein. Im Vergleich zu einem triiben Apfelsaft sind Procyanidingehalt und Oligomeri-
sierungsgrad in einem Klarsaft signifikant verringert. Dies korreliert mit Daten von Gokmen et al.
(1998), die ebenfalls beobachteten, dass es durch Aufreinigung eines naturtriilben Apfelsaftes zu
einem auffilligen Procyanidinverlust kam. Mdglicherweise lassen sich iiber die Procyanidinkon-
zentration auch die unterschiedlichen Hemmeffekte naturtriiber und klarer Apfelsifte in in vivo
Untersuchungen erkldren. Barth et al. (2007) zeigten, dass ein naturtriiber Apfelsaft die Anzahl an
aberranten Kryptfoci im distalen Rattenkolon reduzierte, wihrend ein klarer Apfelsaft uneffektiv
blieb. Dies ist eventuell auf einen Verlust an Procyanidinen wahrend der Saftherstellung zuriick-
zufiihren.

Im zelluldren Testsystem spiegelt der Phosphorylierungsstatus die Aktivitit des EGFR wider und
ist somit entscheidend fiir die Interaktion der PTK-Domine mit nachgeschalteten Elementen der
MAPK-Kaskade [Boonstra et al., 2005; Fan et al., 2005; Liang et al., 1997]. Die Hemmung der
EGFR-Autophosphorylierung wurde bereits fiir zahlreiche Flavonoide wie beispielsweise das
Griinteecatechin (-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), das Flavonol Quercetin und das Flavon
Luteolin publiziert [Fan et al., 2005; Boonstra et al., 2005; Lee et al., 2002]. Im Verlauf der vor-
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liegenden Dissertation wurde gezeigt, dass der Phosphorylierungsstatus des EGFR durch die Ap-
felextrakte AE02 und AEO3B sowie durch oligomere Procyanidine bzw. Procyanidinfraktionen
potent gehemmt werden kann. Auch die Substanzklasse der Ellagtannine fiihrte zu einer potenten
Unterdriickung der EGFR-Autophosphorylierung. Castalagin und Grandinin unterdriickten die
Aktivitit des EGFR in humanen Kolonkarzinomzellen in wachstumshemmenden Konzentra-
tionen und lassen somit auf einen direkten Zusammenhang zwischen EGFR- und Wachstums-
hemmung schlieBen. Da fiir die Ellagtannine bereits die Bildung von H,0, im Zellkulturmedium
nachgewiesen werden konnte [Dr. Melanie Esselen, personliche Mitteilung], sollten die Untersu-
chung jedoch auch in Gegenwart von Katalase wiederholt werden, um auszuschlieen, dass es
sich hierbei um artifizielle Effekte durch eine HO,-Akkumulation handelt.

In Rahmen der Kanzerogenese scheint nicht nur die Uberexpression des EGFR eine entschei-
dende Rolle zu spielen, sondern auch die Hypermethylierung proliferationsassoziierter Gene von
Relevanz zu sein [Langer et al., 2006; Ohgaki und Kleihues, 2005; Ueki et al., 2002]. So fiihrt die

6™ 4 zur Stilllegung des

Hypermethylierung der Promotorregionen des Tumorsuppressorgens pl
Gens. Das p161“k4a-Protein stellt eine Art ,,molekulare Bremse* im Zellzyklus dar, durch dessen
Verlust es zu einer erhdhten Zellproliferation kommt [Zhu et al., 2001; Wajed et al., 2001]. Im
Besonderen werden Polyphenolen demethylierende Eigenschaften zugesprochen, die zur Reakti-
vierung des stillgelegten Gens fithren kdnnen [Fang et al., 2007; Fini et al., 2007; Lee und Zhu,
2006]. Nach einer Substanzinkubation von 24 h zeigte der AE03B keinen Einfluss auf die DNA-
Methylierung in der Promotorregion des pl6™*-Gens in HT29-Zellen. Sowohl mit als auch
ohne Zusatz von Katalase blieben demethylierende Effekte aus. Erwartungsgemill wurde darauf-
hin auch in der quantitativen PCR keine Modulation der Genexpression durch AE03B bestimmt.
Allerdings fiihrte der DNA-Methyltransferaseinhibitor 5-Aza-CdR, der als Positivkontrolle ein-
gesetzt wurde und dessen demethylierendes Potential auf die Promotorregion des Gens nachge-

INK4a -
6 * in unseren Untersu-

wiesen ist, nicht zu einer Reaktivierung der Genexpression von pl
chungen.
Untersuchungen von Fini et al. (2007) zeigten bereits, dass durch einen Apfelextrakt aus Annurca

Apfeln u. a. die Hypermethylierung in der Promotorregion von pl6™<*

aufgehoben wurde und
es zur Reaktivierung der Genexpression kam. Aufgrund dieser und weiterer Studien lésst sich
vermuten, dass eine Inkubationszeit von 24 h nicht ausreichend war, um demethylierende Effekte
detektieren zu konnen [Fini et al., 2007; Lee und Zhu, 2006; Chuang et al., 2005; Bender et al.,
1998]. Prinzipiell kann es nur dann zu einer demethylierenden Wirkung kommen, wenn sich die

Zelle hinreichend oft teilt, was durch eine lingere Inkubationszeit positiv beeinflusst wird. In der

Literatur wird die Verdopplungszeit fiir HT29-Zellen nach 40-60 h angegeben [DSMZ], wobei
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fiir den in dieser Arbeit verwendeten HT29-Klon die Verdopplungszeit eigens bestimmt werden
sollte. Grundsitzlich besitzt der parentale DNA-Strang nach der Zellteilung noch das urspriing-
liche Methylierungsmuster, wahrend der neu-synthetisierte Strang noch frei von DNA-Methylie-
rungen ist. Sofern nach DNA-Replikation der Gehalt an DNA-Methyltransferasen sehr gering
oder die Enzymaktivitdt herunterreguliert ist, wird das Methylierungsmuster nicht oder nur un-
vollstindig erginzt [Hermann et al., 2004]. Das bedeutet, je mehr Zellteilungen erfolgen, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Methylierungsmuster stillgelegter Gene infolge deme-
thylierender Agenzien moduliert wird. Obgleich das pl6™**-Gen in HT29-Zellen hyperme-
thyliert vorliegt, zeigte der polyphenolreiche Apfeltresterextrakt AEO3B keine demethylierenden
Eigenschaften, so dass unter Beriicksichtigung verldngerter Inkubationszeiten weitere Apfelex-
trakte bzw. Apfelpolyphenole zu testen wéren.

Der Abbau von Anthocyanidinen durch die Mikroorganismen des Gastrointestinaltrakts spielt
nicht nur in vivo eine entscheidende Rolle, sondern ist auch unter Zellkulturbedingungen von Re-
levanz [Kern et al., 2007b], so dass auch die Frage nach der biologischen Wirkung von Abbau-
produkten von Bedeutung ist. Esselen et al. (MNF eingereicht) beobachteten, dass die unter mi-
krobiellen Bedingungen postulierten Abbauprodukte des Flavonols Quercetin (Phloroglucinol
und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure) unter Zellkulturbedingungen nicht gebildet werden und so-
mit nur in vivo eine Rolle zu spielen scheinen. Delphinidin und Quercetin sowie deren Abbau-
produkte Gallussdure und 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure unterdriickten als Einzelverbindungen
sowohl in Gegenwart von Katalase als auch von Ascorbinsidure das Wachstum der humanen Ko-
lonkarzinomzelllinie HT29. Obwohl H,0, einen Beitrag zur Wachstumshemmung leistet, vermit-
teln die Verbindungen jedoch auch selbst wachstumshemmende Effekte, so dass die Hemmung
des Zellwachstums infolge einer H,O,-Bildung kein experimentelles Artefakt darstellt. Die Wirk-
mechanismen, die zur Hemmung des Zellwachstums fiihren, scheinen jedoch unterschiedlich zu
sein. Wihrend es sich fiir die Ausgangsverbindungen Delphinidin und Quercetin vermutlich um
eine EGFR-vermittelte Wachstumshemmung handelt [Fridrich et al., 2008b; Kern et al., 2005,
Meiers et al., 2001], beeinflussen die Abbauprodukte Gallussdure und 3,4-Di-hydroxyphenyles-
sigsdure die Aktivitdt des isolierten Rezeptors nur marginal [Kern et al., 2007b; Dissertation Me-
lanie Kern, 2006], so dass die wachstumshemmenden Effekte {iber bislang noch unbekannte zel-
luldre Signalelemente vermittelt werden miissen. Im Hinblick auf die polyphenolreichen Apfelex-
trakte lasst sich daraus schlielen, dass ein Beitrag einzelner Abbauprodukte zur Wachstumshem-
mung eher gering ist und die Hemmwirkung weitestgehend auf die Ausgangsverbindungen zu-

rickzufuhren ist.
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S Zusammenfassung
Im Fokus dieser Arbeit stand die Beeinflussung der Aktivitit des epidermalen Wachstumsfaktor-

rezeptors (EGFR) durch Polyphenole unterschiedlicher Substanzklassen in Zellkulturexperimen-
ten. Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass ein polyphenolreicher Apfelsaftextrakt das
Wachstum humaner Kolonkarzinomzellen in vitro potent unterdriickte und sowohl die Aktivitat
des isolierten EGFR als auch der Rezeptorautophosphorylierung effektiv herabsetzte [Fridrich et
al., 2007a; Kern et al., 2005]. Aus der Literatur ist weiterhin bekannt, dass Apfelpolyphenole
unter Zellkulturbedingungen Wasserstoffperoxid (H,O,) im Medium generieren, welches dann zu
experimentellen Artefakten fithren kann [Lapidot et al., 2002]. Die zu untersuchenden Apfelex-
trakte AE02, AEO3B und AEOQS5 fiihrten unter Zellkulturbedingungen zur Bildung substantieller
Konzentrationen an H,O,. In Gegenwart von 100 U/ml Katalase wurde die H,O,-Akkumulation
im Zellkulturmedium jedoch bis auf den Wert der Losungsmittelkontrolle unterdriickt. Die bereits
fiir den Apfelsaftextrakt AE02 und den Apfeltresterextrakt AEO3B beobachteten wachstumshem-
menden Effekte wurden auch in Gegenwart von Katalase detektiert, so dass, obwohl H,O, einen
Beitrag zur Wachstumshemmung leistet, die Unterdriickung des Zellwachstums kein experimen-
telles Artefakt darstellt. Fiir den Apfelsaftextrakt AEOS (<500 pg/ml) und die sortenreinen Ap-
felextrakte (<500 pg/ml) wurde in Gegenwart von Katalase nur eine marginale Hemmung des
Wachstums von HT29-Zellen bestimmt. Somit ldsst sich u. a. ein Beitrag des sortenreinen Apfel-
extraktes ,,Bohnapfel zum inhibierenden Potential des AE02 auf das Zellwachstum ausschlie-
Ben.

Die mitogenaktivierte Proteinkinasekaskade ist einer der zentralen Signalwege, die Zellwachstum
und Differenzierung regulieren und/oder Apoptose induzieren. Am Anfang dieser Kaskade steht
der EGFR, dessen effektive Hemmung mit der Unterdriickung dieses Signalweges verbunden ist.
In Gegenwart von Katalase wurde durch die Apfelextrakte AE02 und AE03B eine signifikante
Abnahme des Phosphorylierungsstatus des EGFR bis zu einer Konzentration von 500 pg/ml in
HT29-Zellen beobachtet. Im Vergleich zur Zellinkubation ohne Katalase blieb ein Wiederanstieg
des Gehaltes an phosphoryliertem EGFR (> 250 pg/ml) aus. Somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass die Akkumulation von H,O, im Zellkulturmedium dem EGFR-hemmenden Potential
von Apfelpolyphenolen entgegenwirkt. Durch Zusatz von Katalase wurde jedoch gezeigt, dass
die Apfelextrakte selbst potente Hemmstoffe der EGFR-Aktivitét darstellen, H>O, allerdings die
zelluldre Antwort modifizieren und so zur Artefaktbildung fiihren kann. Weiterhin wurde deut-
lich, dass die Hemmwirkung der Apfelextrakte nicht nur im zellfreien Testsystem von Relevanz
ist, sondern sich auch in der Unterdriickung der EGFR-Aktivitit in HT29-Zellen widerspiegelt.
Der Apfelsaftextrakt AE0O5 erwies sich im zelluldren Testsystem im Vergleich zum AE02 und
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zum AEO3B als deutlich geringer wirksam. Die Wirkqualitdt der Apfelextrakte im Hinblick auf
die EGFR-Hemmung kann somit wie folgt zusammengefasst werden: Apfeltresterextrakt AEO3B
> Apfelsaftextrakt AE02 > sortenreiner Bohnapfelextrakt ~ Apfelsaftextrakt AEOS.

Im Vergleich zum Apfelsaftextrakt AEO2 fiihrt die Herstellung des Tresterextraktes AE03B zu
substantiellen Unterschieden im Polyphenolmuster. Im Besonderen kommt es durch die Trester-
extraktion zu einer Anreicherung von Quercetinglykosiden im AEO3B. Die Untersuchung einer
AEO03B-dquimolaren Quercetinglykosidmischung ergab, dass diese weder zur Bildung relevanter
H,0,-Konzentrationen im Zellkulturmedium noch zur Hemmung des Zellwachstums oder zur
Unterdriickung der EGFR-Aktivitdt fiihrt. Somit muss die Beeinflussung zelluldrer Zielstruk-
turen durch den AE03B auf andere bislang noch nicht identifizierte Inhaltsstoffe zuriickzufiihren
sein.

Aktivititsgeleitete Fraktionierungen weisen darauthin, dass im Besonderen oligomere Procyani-
dine zum EGFR-hemmenden Potential der Apfelextrakte beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde gezeigt, dass isolierte Procyanidine abhédngig von ihrem Oligomerisierungsgrad potente
Hemmstoffe des EGFR darstellen und als solche moglicherweise zur wachstumshemmenden
Wirkung der Apfelextrakte beitragen. Hinsichtlich des chemopridventiven Potentials der Apfelex-
trakte und der Procyanidine sind die EGFR-inhibierende Wirkqualitit und die Unterdriickung des
Tumorzellwachstums hervorzuheben. Auch Ellagtannine wurden als potente Inhibitoren der
Autophosphorylierung des EGFR in HT29-Zellen identifiziert.

Ferner werden polyphenolreichen Apfelextrakten demethylierende Eigenschaften zugeschrieben,
die zur Reaktivierung stillgelegter Gene fithren kdnnen [Fini et al., 2007]. Die Hypermethylie-
rung des Tumorsuppressorgens p16™<* wird mit dem Verlust seiner Funktion und seiner Expres-
sion in Verbindung gebracht. Der zu untersuchende Apfeltresterextrakt AEO3B zeigte jedoch
keinen Einfluss auf den DNA-Methylierungsstatus der Promotorregion des pl6™~*-Gens in
HT29-Zellen. Sowohl mit als auch ohne Zusatz von Katalase blieben demethylierende Effekte
aus. Demzufolge wurde auch in der quantitativen PCR keine Modulation der Gentranskription
durch den AE03B bestimmt.

Zu einem Abbau von Flavonoiden kommt es nicht nur durch die intestinale Mikroflora, sondern
auch unter Zellkulturbedingungen. Dabei fiihrt die begrenzte chemische Stabilitdt der Verbin-
dungen zur Bildung entsprechender Abbauprodukte im Zellkulturmedium. Die Abbauprodukte
von Delphinidin und Quercetin, Gallussdure bzw. 3,4-Dihydroxyphenylessigsdure, stellen, wie
die Ausgangssubstanzen selbst, potente Hemmstoffe des Wachstums von HT29-Zellen dar [Kern
et al., 2007b; Kern et al., 2005; Marko et al., 2004; Esselen et al., MNF eingereicht]. Auch in Ge-

genwart von Katalase und Ascorbinsdure kam es zu einer signifikanten Unterdriickung des Zell-
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wachstums durch die Ausgangsverbindungen und die Abbauprodukte. Somit wird deutlich, dass,
obwohl H,0, einen Beitrag zur Wachstumshemmung leistet, die einzelnen Verbindungen selbst
wachstumshemmende Effekte vermitteln. Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt,
dass durch den Flavonoidabbau Substanzen gebildet werden, die wiederum selbst wachstums-
hemmende Effekte vermitteln und somit zu den zelluliren Wirkungen der Ausgangssubstanzen
beitragen. Jedoch kann im Rahmen des Abbaus von Delphinidin ausgeschlossen werden, dass
ausschlieBlich die Gallussédure fiir dessen wachstumshemmende Eigenschaft in vitro verantwort-
lich ist, da auch die Gallussdure einem extensiven Abbau im Zellkulturmedium unterliegt.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Apfelextrakte
auch in Gegenwart von Katalase potente Hemmstoffe der EGFR-Aktivitit und des Wachstums
von humanen Tumorzellen in vitro darstellen und somit die gezeigten zelluldren Effekte nicht
ausschlieBlich auf eine H,0O,-Bildung zuriickzufiihren sind. Im Besonderen scheinen oligomere
Procyanidine zum EGFR-inhibierenden und hoéchstwahrscheinlich auch zum wachstumshem-
menden Potential der Apfelpolyphenole beizutragen. Da die zelluldren Effekte im verbraucher-
relevanten Konzentrationsbereich von Apfelséften liegen, konnten procyanidinreiche Apfelsifte

somit auch im Rahmen der Chemoprivention von Bedeutung zu sein.
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6 Methoden

6.1 Apfelextrakte

6.1.1 Apfelsaftextrakt AE02

Der klare Apfelsaft AS02 wurde aus 45 % Tapfeldpfeln (davon 25 % Topaz) und einem
Gemisch aus Mostapfelsorten (17,5 % Bohnapfel; 22,5 %Winterrambur; 15 % Bittenfelder)
der Ernte des Jahres 2002 hergestellt. Durch Enzymierung (50 ml/t Fructozym P, Erbsloh,
Geisenheim), kombinierte Schonung (8 g/hl Gelatine; 40 ml/hl Kieselsol; 50 g/hl Bentonit,
Erbsloh, Geisenheim) sowie anschlieender Separation und Schichtenfiltration (Ceco KD,
Firma Begerow, Langenlohnsheim, Deutschland) des naturtriiben Saftes wurde der Klarsaft
gewonnen. Die Aufreinigung von 100 1 Klarsaft erfolgte iiber eine mit 5 | Adsorberharz (XAD
16 HP, Rohm & Haas, Frankfurt, Deutschland) gefiillte Pharmacia Glassidule (BPG 100,
100x10 cm). Wasserldsliche Bestandteile wie Zucker, organische Sdauren und Mineralien wur-
den mit destilliertem Wasser entfernt, wéhrend die Polyphenole in 96 %-igem Ethanol eluiert
wurden. AnschlieBend wurde das ethanolische Eluat eingeengt und die Polyphenole gefrierge-
trocknet. Der resultierende polyphenolreiche Extrakt wurde zur Lagerung kiihl und dunkel
aufbewahrt. Die analytische Bestimmung der Polyphenole des AE02 wurde mittels eines
HPLC/Diodenarraydetektor durchgefiihrt (Einwaage 1 g/l in 20 % Methanol; Sdule Pheno-
menex Aqua, Aschaffenburg, Deutschland; Acetonitril/Phosphorsduregradient; Detektions-
wellenldnge: 1(Flavonoide)=280 nm; I(Phenolcarbonséuren)=360 nm; I(Quercetinderivate)=
360 nm) (Tab. 9) [Schieber et al., 2001; Will et al., 2000].

Jedoch ist das Polyphenolprofil der Extrakte noch lange nicht vollstindig identifiziert (ca.
50 %) und es ist anzunehmen, dass noch unbekannte Polyphenole ebenfalls zur hochpotenten
Hemmwirkung auf die PTK-Aktivitdt des EGFR beitragen. In einer Studie von Kern et al.
[2005] wurden neben dem AE02 auch zwei Mischungen mit ausschlielich bekannten Inhalts-
stoffen des Apfelsaftextraktes hinsichtlich ihrer Hemmwirkung auf die EGFR-Aktivitét unter-
sucht. Die Mischungen zeigten keine bzw. nur eine marginale Hemmung der isolierten EGF-
Rezeptorpriparation, wobei sich die Mischung mit den Procyanidindimeren PB1 und PB2 als
deutlich potenter erwies [Kern et al. 2005]. Damit wird deutlich, dass noch nicht identifizierte
Polyphenole zur Hemmung des EGFR beitragen miissen. Ferner spielen vermutlich auch syn-
ergistische, additive und liberadditive Effekte eine Rolle.

Die Charakterisierung der Apfelpolyphenole wurde 2004 zu Gunsten kiirzerer Analysezeiten,
eines geringeren Losungsmittelverbrauchs und einer LC-MS-Kompatibilitat modifiziert (Tab.

9). Dabei wurden die Polyphenole mit einem Thermo-Finnigan HPLC/DAD System (Drei-
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eich, Deutschland; Trennsdule, 3 uM RP-Reprosil-Pur C18-AQ, Firma Maisch, Ammer-
bruch, Deutschland; Acetonitril/Wasser/Essigsauregradient) aufgetrennt (Einwaage 1 g/l in
10 % Methanol).

Tab. 9 Polyphenolzusammensetzung der Apfelextrakte AE02, AE03B, AE04, AEOS [Schéfer et al., 2006; Kern
et al., 2005]. Die in Klammern stehenden Zahlen weisen auf eine verdnderte Analytik zur Charakterisierung des
Polyphenolprofils hin; n. n.: nicht nachweisbar.

Polyphenole AE(02 [mg/g] AE03B [mg/g] AE04 [mg/g] AEO0S [mg/g]
Procyanidin B1 7 (n.n.) 6,2 (0,9 n.n. 3.1 1,8
Procyanidin B2 15,1 (15,1) 18,4 (16,4) 12,1 (5,1 1,1
Procyanidin C1 n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) 2,5
(-)-Epicatechin 19,2 (25,3) 17,7 (15,2) 12,5 (15,7) 2,5
(+)-Catechin n.n. (4,8) 2,7 2,9) n.n. (1,8) 3,8
Phloretinxyloglukosid 66,2 | (155,8) 31,7 (68,8) 4,2 (136,3) 23,1
Phloretinglykosid 1 24,7 (n.n.) n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) n.n.
Phloretinglykosid 2 9 (n.n.) n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) n.n.
Phloridzin 27,9 (35) 78,9 (64,0) 48,0 (52,8) 23,6
Chlorogensiure 181,5 | (240.,8) 19,2 (20,6) 183,2 (245,9) 164,0
Kryptochlorogensiure n.n. 9,2) n.n. (n.n.) 33 (13,9) 20,9
Cumaroylglukose n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) n.n. (n.n.) 2,9
3-Cumaroylchinasiure 9,5 (9,2) 3,0 (n.n.) 9.4 (8,8) 2,0
4-Cumaroylchinasiure 77,3 (61,0) 5,0 (3,9 66 (63,8) 71,6
5-Cumaroylchinasiure 10,4 (n.n.) 3,8 (n.n.) 39,8 (n.n.) n.n.
Kaffeesiiure 9,5 (11,9) 4,0 3,9 7,5 3, 3,1
p-Cumarsiure n.n. 2,9) 4,2 4,3) 2,6 3.,3) 1,8
Quercetin-3-xylosid n.n. (n.n.) 18,1 (12,3) n.n, 2,1) n.n.
Quercetin-3-arabinosid n.n. (n.n.) 3,5 (12,2) n.n. (n.n.) n.n.
Quercetin-3-rhamnosid 4,1 (n.n.) 25,1 (19,1) 4,3 (4,9) 1,2
Quercetin-3-galaktosid 0,8 (1,7 8,1 (26,8) 1,8 (3,8) 1,5
Quercetin-3-glukosid 1,4 (n.n.) 12,3 (8,9 1,5 (2,7) 0,7
Quercetin-3-rutinosid 2,6 (3,6) 49,1 (4,7) 4,5 (n.n.) n.n.
Gesamtgehalt 466,2 | (576,4) 310,9 (284,0) 478,3 (567,0) 328,1
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6.1.2 Apfeltresterextrakt AE0O3B
Im Laufe der Herstellung von Apfelsaft fallt als Pressriickstand Apfeltrester an, der nass als

Tierfutter (Wildfiitterung) oder in getrocknetem Zustand zur Pektingewinnung eingesetzt
wird. Die Nebenprodukte der Verarbeitung pflanzlicher Lebensmittel stellen allgemein sehr
reichhaltige Quellen phenolischer Verbindungen dar, da diese zum Teil {iberwiegend in
Schalen und Kernen anzutreffen sind, die bei der Verarbeitung allgemein entfernt oder bei der
Saftherstellung nur unzureichend extrahiert werden [Schieber et al., 2001]. So stellen auch die
Trester aus der Apfelsaftproduktion besonders polyphenolreiche Quellen dar.

Der Trester des AS03B wurde aus den Tafeldpfeln (Melrose, Granny Smith, Golden Delicious
und Jonagold) der Ernte des Jahres 2003 gewonnen. Zur Herstellung des Extraktes wurde der
Apfeltrester im Verhiltnis 1:1 (v/v) mit heiBem entmineralisiertem Wasser (90 °C) sowie mit
jeweils 300 ppm des Pektinasepriparates Rohapect MA-1 und der Zellulasepréparate Roh-
apect AF2 und Rohament CL (AB Enzymes, Darmstadt, Deutschland) versetzt. Die enzyma-
tische Aufarbeitung dient dem Aufschluss der Zellmembran und erfolgt fiir 2 h bei 50 °C im
Maischetank unter kontinuierlichem Riihren. Somit wire es zweckmiBiger gewesen den Be-
griff eines Maischeerzeugnis einzufiihren statt von einem Apfeltrester zu sprechen. Vom so-
genannten B-Saft wurden 550 | auf eine mit 551 Adsorberharz (P-495, Bucher-Alimentech,
Neuseeland) gefiillte Edelstahlsdule gegeben. Die wasserloslichen Komponenten (Zucker, or-
ganische Sduren, Mineralien) wurden ausgewaschen und die Polyphenole in Ethanol eluiert.
Nach Entfernen des Ethanols wurde der Tresterextrakt AEO3B gefriergetrocknet. Die Ana-
lytik der Apfelpolyphenole (Einwaage 1 g/l in 10 % Methanol) erfolgte entsprechend der fiir
den AEOQ2 beschriebenen Methodik (Tab. 9) [Schifer et al., 2006a; Schieber et al., 2001].

6.1.3 Apfelsaftextrakt AE04
Der Apfelsaftextrakt AE04 wurde aus 250 1 des Klarsaftes AE02, aus 50 | Tresterextraktions-

saft AEO3B und aus je 200 I verschiedener Mostapfelséifte (Schafsnase, Bohnapfel, Winter-
rambour) hergestellt. Zur Herstellung des Extraktes und der Charakterisierung der Apfelpoly-
phenole wurde die fiir den AEO2 beschriebene Analytik herangezogen (Tab. 9).

6.1.4 Fraktionierung des AE(04
Zur Fraktionierung des AE04 wurden 100 g des Apfelsaftextraktes im Arbeitskreis von Prof.

Schreier (Universitdt Wiirzburg) chromatographisch aufgetrennt [modifiziert nach ZefBner,
2005]. Hierzu wurden je 10 g des Extraktes in 25 ml Methanol geldst und iiber GroBenaus-
schlusschromatographie an einer Sephadex LH-20 Sdule (2000 x 25 mm) aufgereinigt. Der

Verlauf der Trennung wurde diinnschichtchromatographisch an Kieselgel dokumentiert. An-
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hand der Ergebnisse der diinnschichtchromatographischen Charakterisierung wurde eine Ein-
teilung in acht Grundfraktionen S.1 bis S.8 vorgenommen. Nach abgeschlossener Trennung
erfolgte die Regenerierung des Sdulenmaterials mit einer Aceton/Methanol Mischung, wobei
stark unpolare Substanzen eluiert wurden (Fraktion S.9). Anschlieend wurde das Lésungs-
mittel bei 35 °C schonend entfernt und die Fraktionen in Wasser aufgenommen. In Fraktion
S.6, S.7 und S.8 kristallisierten Niederschldge aus, die mit Hilfe einer Glasfritte (Porengrofie
P4) abgetrennt und mit eiskaltem Wasser gewaschen wurden, so dass diese Fraktionen letzt-
endlich als Mutterlauge und Niederschlag vorlagen. Fraktion S.9 war vollstindig wasserun-
16slich. AnschlieBend wurden die Fraktionen gefriergetrocknet, homogenisiert und bei 4 °C
ge-lagert. Da durch die chromatographische Auftrennung an Sephadex LH-20 erwartungs-
gemal nur eine grobe Vortrennung der Substanzen erreicht werden konnte (Tab. 10), schlos-
sen sich verschiedene Trennschritte mit dem Ziel an, Reinsubstanzen zur in vitro Testung zu

gewinnen.

Tab. 10 Analytische Bestimmung (HPLC-DAD, HPLC-MS/MS) der polyphenolischen Substanzen der Frak-
tionen des AS04 [Prof. Schreier, Universitit Wiirzburg, BMBF Jahresbericht 2005] n.d., nicht detektiert; n.b.,
nicht bestimmt

Polyphenole S.1 S.2 S.3 S.4 S.5 S.6 S.7 S.8 S.9
(-)-Epicatechin n.d. n.d. n.d. 0,0 65,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
(+)-Catechin n.d. n.d. n.d. 0,0 104 n.d. n.d. n.d. n.d.
4-Cumaroylchinasiure n.d. 1,7 107.,4 16,2 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Neochlorogensiure n.d. 1,4 0,0 0,0 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorogensiure n.d. n.d. 337,0 213,8 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Kryptochlorogensiiure n.d. n.d. 0,0 0,0 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Kaffeesiure n.d. n.d. 0,0 0,0 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
p-Coumarsiure n.d. n.d. 11,6 0,0 0,0 n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretinxylglukosid n.d. n.d. 144.5 107,7 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloridzin n.d. n.d. 442 191,6 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretin n.d. n.d. 0,6 n.d. 5,3 n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloridzin n.d. n.d. n.d. 14,4 2,1 n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloretin- n.d. n.d. n.d. 26,6 62,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
xyloglukosid

Procyanidin B1 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,5 15,7 n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B2 n.d. n.d. n.d. n.d. 51,4 18,6 n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B3 n.d. n.d. n.d. n.d. 6,2 n.d. n.d. n.d. n.d.
Procyanidin B4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinarabinosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinglukosid n.d. n.d. n.d. 0,7 6,7 3,1 n.d. n.d. n.d.
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Quercetingalaktosid n.d. n.d. n.d. 0,8 16,5 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinrhamnosid n.d. n.d. n.d. 4.0 18,6 n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinrutinosid n.d. n.d. n.d. 5,2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinxylosid n.d. n.d. n.d. n.d. 16,5 3.4 n.d. n.d. n.d.
Quercetin n.d. n.d. n.d. n.d. 0,3 0,6 1,5 4,5 n.d.
polymere Procyanidine 650,8 | 357,6 | 339,8 | 4479 | 767,5 | 938,7 | 846,5 | 868,0 | 996,3
(photometrisch)

polymere 113 107 n.b. n.b. n.b. n.b n.b. n.b. n.b.
Kohlenhydratbausteine

Gesamt [mg/g] 763,8 | 467,7 | 9852 | 988,0 | 906,99 | 9458 | 848,0 | 872,5 | 996,3

Fraktion S.5 wurde als potenter Inhibitor der PTK-Aktivitdt des isolierten EGFR identifiziert

und aus diesem Grund einer weiteren Auftrennung unterzogen. Die Auftrennung der Fraktion

erfolgt mittels Flash-Chromatographie an einer Octadecylphase (C18, 5 uM) mit isokra-
tischem FlieBmittel. Dabei wurden die 10 Subfraktionen S.5.1 bis S.5.10 erhalten (Tab. 11).

Tab. 11 Analytische Bestimmung (NMR-, HPLC-MS/MS) der Subfraktionen des S.5 des AE04 [Prof. Schreier,
Universitidt Wiirzburg, BMBF Jahresbericht 2005] n.i., nicht identifiziert; n.b., nicht bestimmt; *Halbquantitativ

iiber die LC Flidchen)
Subfraktionen Komponente m/z Menge*
S.5.1 stark polare Substanzen n.b. n.b.
Procyanidintrimer n.b. Minorkomponente
S.5.2 stark polare Substanzen n.b. n.b.
stark polare Substanzen n.b. n.b.
stark polare Substanzen 721 n.b.
stark polare Substanzen 705 n.b.
Procyanidindimer B1 n.b. n.b.
S.5.3 stark polare Substanzen 705 6%
n. i 673 25%
Catechin n.b. 45%
Procyanidindimer B1 n.b. n.b.
Procyanidin 641 10%
Hydroxyphloridzin 451 4%
S.54 Catechin 289 20%
Neochlorogensiure 353 13%
Procyanidin 461 23%
Procyanidindimer B2 577 14%
n. i. 465 6%
Kaffeesiure 179 22%
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S.5.5 Procyanidin n.b. n.b.
Procyanidin 577 n.b.
Procyanidin n.b. n.b.
Catechin 289 80%
Procyanidin 961 n.b.

Cumaroylchinasiure 335 Wenig
S.5.6a Procyanidin n.b. n.b.
Cumaroylchinasiure n.b. n.b.
n. i. 385 n.b.
S.5.6b Procyanidin 385 n.b.
Procyanidin B2 577 n.b.
Procyanidin n.b. n.b.
Epicatechin n.b. n.b.
Procyanidin n.b. n.b.
Phloretinglykosid n.b. n.b.
S.5.7 n. i. 335 n.b.
Hydroxyphloretin- 451 nb.

glykosid
Quercetinglukosid 463 n.b.
Quercetingalaktosid 463 n.b.
Hydroxyphloridzin 451 Hauptkomponente

Procyanidine n.b. n.b.
Quercetin 301 n.b.

S.5.8 Hydroxyphloridzin 451 Spuren

Phloretinxylglukosid 567 Spuren

Quercetinarabinosid 433 Spuren

Quercetinxylosid 433 Spuren
Quercetin 301 25%
Procyanidine n.b. n.b.
Quercetinrhamnosid 447 42%
Phloridzin 273 30%

S.5.9 Procyanidine n.b. Hauptkomponente

Procyanidin n.b. n.b.
Quercetin 301 n.b.
Phloretin 273 n.b.
S.5.10 Procyanidine n.b. n.b.
Phloretin 301 n.b.
Quercetin 273 n.b.
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Da die Grundfraktionen S.1 — S.9 des AE04 als besonders potente Inhibitoren der isolierten
EGF-Rezeptorpriparation identifiziert und mit auffallend hohen Gehalten an oligomeren
Procyanidinen bestimmt wurden, sollte geklart werden, inwieweit die Procyanidine des AE04
und deren Polymerisationsgrad Einfluss auf die Aktivitidt des EGFR nehmen. Des Weiteren ist
bekannt, dass oligomere Procyanidine abhingig von ihrem Oligomerisierungsgrad potente
Hemmstoffe des EGFR sowohl im isolierten Testsystem als auch in HT29-Zellen darstellen
[Fridrich et al., 2007b]. Zur Trennung der Procyanidine nach ihrem Oligomerisierungsgrad
wurde der Apfelsaftextrakt AEO4 an Kieselgel aufgereinigt, wobei sich der Gradient an einer
Methode von Sudjaroen et al. (2005) orientierte. Leider sind die glykosylierten Polyphenole
sehr spit eluiert, so dass es Uberlagerungen mit den Procyanidinen gab [personliche Mittei-
lung, Wolfgang Hiimmer]. Insgesamt wurden fiinf Fraktionen gewonnen, deren Oligomerisie-
rungsgrad von Fraktion F1 (procyanidinfrei) zu Fraktion F5 (Oktamer) anstieg (Tab. 12)
[Wolfgang Hiimmer, Universitdt Wiirzburg, personliche Mitteilung].

Tab. 12 Fraktionen des AE04 nach Trennung der Procyanidine. n.d., nicht detektiert; n.b., noch unbekannt

Polyphenole F.1 F.2 F.3 F.4 F.5
(-)-Epicatechin n.d. 4,5 n.d. n.d. n.d.
(+)-Catechin n.d. 1,5 n.d. n.d. n.d.
4-Cumaroylchinasiure 1,5 73,7 n.d. n.d. n.d.
Neochlorogensiure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Chlorogensiure 11,3 6979 37,4 3,4 n.d.
Kryptochlorogensiure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Kaffeesiure n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
p-Coumarsiure 6,4 n.d. n.d. n.d. n.d.
Phloretinxyloglukosid n.d. 13,0 484,0 42,7 n.d.
Phloridzin n.d. 129,6 39,9 3,3 n.d.
Phloretin n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
3-Hydroxyphloridzin n.d. n.d. 6,2 1,8 n.d.
3-Hydroxyphloretin- n.d. n.d. 22,5 11,7 n.d.
xyloglukosid

Procyanidindimer B1 n.d. n.d. 12,4 n.d. n.d.
Procyanidindimer B2 n.d. n.d. 28,4 n.d. n.d.
Procyanidindimer B3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Procyanidindimer B4 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinarabinosid n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Quercetinglukosid n.d. 1,5 1,0 n.d. n.d.
Quercetingalaktosid n.d. 44 0,0 n.d. n.d.
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Quercetinrhamnosid n.d. 5,2 1,6 n.d. n.d.
Quercetinrutinosid n.d. 0,0 11,7 n.d. n.d.
Quercetinxylosid n.d. 4.5 4.5 n.d. n.d.
Quercetin n.d. 0,7 0,0 n.d. n.d.
polymere Procyanidine 0,0 70,2 268,2 739,2 1030,7
(photometrisch)

polymere n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Kohlenhydratbausteine

Gesamt [mg/g] 19,3 1006,9 877,0 802,0 1030,7

6.1.5 Apfelsaftextrakt AE0S
Der Apfelsaftextrakt AEOS setzt sich aus den Siften verschiedener Apfelsorten (Topaz 24 %,

Bittenfelder 10 %, Bohnapfel 23 %, Seestermiiher Zitronenapfel 25 % und Bortlinger Wein-
apfel 18 %) der Ernte des Jahres 2005 zusammen. Mit Ausnahme des Tapfelapfels Topaz han-
delt es sich hierbei ausschlieSlich um Mostapfelsorten.

Der hergestellte Klarsaft wurde iiber eine mit Adsorberharz (XAD 16 HP, Rohm & Haas,
Frankfurt, Deutschland) gefiillte Pharmacia Glassdule (BPG 100, 100x10 cm) aufgereinigt
und die Apfelpolyphenole in Ethanol eluiert. Nach Behandlung im Rotationsverdampfer und
Gefriertrocknung wurde das Polyphenolprofil mittels HPLC-DAD System bestimmt (Tab. 9)
[Dr. Will, Forschungsanstalt Geisenheim, personliche Mitteilung].

Der AEOS war als Masterextrakt mit AE02-vergleichbaren Eigenschaften angedacht. Im Rah-
men des NutritionNet Netzwerkes wurde der AE02 als Apfelextrakt mit antioxidativem, anti-
proliferativem, antiinflammatorischem und antihormonellem Potential sowie als Modulator
des Karzinogenmetabolismus charakterisiert. Um einen weiteren potenten Apfelextrakt zu er-

halten, wurde der AEOS nach Vorlage des AEO2-Polyphenolmusters hergestellt.

6.1.6 Sortenreine Apfelsaftextrakte
Weiterhin wurden sortenreine Apfelsaftextrakte in unsere Untersuchungen mit einbezogen.

Bohnapfel, Seestermiiher Zitronenapfel, Hauxapfel und Gehrers Rambur zdhlen zu den alten
Sorten des Kulturapfels Malus domestica. Wahrend Bohnapfel, Hauxapfel und Gehrers Ram-
bur typische Mostapfelsorten darstellen, wird der Seestermiiher Zitronenapfel (Apfel des
Jahres 2007 in Norddeutschland) auch als aromatischer Winterapfel verzehrt. Der Kulturapfel
zihlt zur Gattung der Apfel in der Familie der Rosengewichse (Rosaceaen) [Votteler, 2005;
Hartmann, 2003].

Zur Herstellung der sortenreinen Apfelsaftextrakte wurde neben dem Klarsaft auch der triibe

Saft verwendet. Ferner wurde die Aufreinigung des Klarsaftes und des Triibsaftes jeweils an
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einem XAD16-Adsorberharz und an einem weiteren Harz (Sepabeads SP70, Resindion, Mi-
lano) durchgefiihrt. Tendenziell scheint das SP70-Harz eine bessere Adorptionswirkung hin-
sichtlich der Polyphenole zu besitzen [personliche Mitteilung, Dr. Will, Forschungsanstalt
Geisenheim].

Je 200 ml der Harze wurden in 30x5 cm Pharmacia XK-Saulen gepackt und mit ca. 500 ml
destilliertem Wasser gespiilt. Nach Zentrifugation wurden pro Apfelsaft 2 Liter auf die Sdule
gegeben. Die wasserldslichen Bestandteile (Zucker, organische Séuren, Mineralien) wurden
durch Spiilung mit ca. 0,5 Liter destilliertem Wasser entfernt. Die polyphenolischen Inhalts-
stoffe wurden in 96%igem Ethanol eluiert, im Rotationsverdampfer eingeengt und gefrierge-
trocknet. Die Bestimmung der Polyphenolzusammensetzung (Tab. 13) erfolgte wie bereits fiir
den AEO2 beschrieben.

Die sortenreinen Apfelsaftextrakte sind mengenméfig durch einen hohen Gehalt an Chloro-
gensdure bestimmt. Gehrers Rambur und die Bohnapfelsaftextrakte zeichnen sich im Ver-
gleich zum Hauxapfel und zum Seestermiiher Zitronenapfel durch erhdhte Konzentrationen
an (-)-Epicatechin aus. Wahrend der Hauxapfel durch seinen hohen Gehalt an Phloretinxylo-
glukosid auftillt, ist dies beim Seestermiiher Zitronenapfel die 4-Cumaroylchinasdure (Tab.
13).

Tab. 13 Polyphenolzusammensetzung der sortenreinen Apfelsaftextrakte Hauxapfel, Seestermiiher Zitronen-
apfel, Gehrers Rambur und Bohnapfel. XAD, SP70: verwendete Harze zur Aufreinigung

Seestermiiher Gehrers

Palyphenole riby XAD | Zironensptd, | Rambur | nXAD | . P70
Procyanidindimer B1 1,91 1,82 2,37 2,83 7,4
(+)-Catechin 3,84 4,94 5,65 2,72 6,3
Procyanidindimer B2 6,82 3,94 5,95 1,41 0,0
(-)-Epicatechin 11,96 3,95 35,73 26,67 31,0
Procyanidintrimer C1 3,16 4,60 10,17 8,79 10,2
Phloretin-2'xyloglukosid 140,70 13,78 73,07 92,79 119,0
Phloretin-2'xylogalaktosid 17,04 0,00 8,88 10,37 14,0
Phlorizin 52,84 29,17 13,06 12,70 17,6
Cumaroylglukose 0,28 2,54 0,80 0,00 0,0
Chlorogensiure 148,08 197,94 218,43 124,87 158,0
Kryptochlorogensiure 3,81 26,37 10,69 2,93 4.7
Kaffeesiure 0,00 1,26 3,05 12,62 16,0
3-Cumaroylchinasiure 0,00 3,07 2,96 0,00 1,4
4-Cumaroylchinasiure 13,50 99,00 38,17 9,37 13,4
Cumarsiure 1,66 2,20 293 0,00 0,8
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Quercetin-3-galaktosid 0,93 1,58 0,60 0,55 1,1
Quercetin-3-glykosid 0,88 0,73 0,97 0,42 0,7
Quercetin-3-xylosid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
Quercetin-3-rhamnosid 1,23 1,10 2,36 1,75 2.8
Gesamt [mg/g] 408,62 397,98 435,84 310,79 404,4

6.2 Zellkultur

6.2.1 Zelllinien

6.2.1.1 HT29-Zellen

Bei HT29-Zellen handelt es sich um ein humanes Kolonkarzinom, das 1964 aus dem Primér-
tumor einer 44 Jahre alten Frau kaukasischen Typs entnommen wurde. Der als heterotrans-
plantabel beschriebene Tumor bildet gut differenzierte Tumore 1. Grades aus. Die adhérente,
epithelartige Zelllinie wichst als Monolayer in groen Kolonien und besitzt eine Verdopp-
lungszeit von 40 bis 60 h. Es liegt ein hypertriploider Karyotyp mit 17,5 % Polyploidie vor
[von Kleist et al., 1975, DSMZ].

6.2.1.2 A431-Zellen
Die Zelllinie A431 bezeichnet ein humanes Epidermoidkarzinom der Vulva und wurde aus

dem Tumor einer 85-jéhrigen alten Frau etabliert. Die adhérenten, epithelartigen Zellen wach-
sen als Monolayer mit einer Verdopplungszeit von 80 bis 100 h. Charakteristisch fiir diese
Zelllinie ist die Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors. Der Karyotyp ist

hypotriploid mit einer Polyploidie von 24 % [Giard et al., 1973, DSMZ].

6.2.2 Kaultivierung von Monolayern
HT29-Zellen werden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM mit 4,5 g/l Glukose,

ohne Natriumpyruvat, Invitrogen) mit 10 % fetalem Kélberserum (FKS) und 1 % Penicil-
lin/Streptomycin (PS; Penicillin-G-Natrium: 10.000 U/ml; Streptomycinsulfat: 10.000 ug/ml)
kultiviert. Zur Kultivierung von A431-Zellen wird Minimum Essential Medi-um (MEM,
Sigma) mit 10 % FKS, 4,5 g/l L-Glutamin und 1 % PS verwendet.

Die Kultivierung beider Zelllinien erfolgt im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % rela-
tiver Luftfeuchtigkeit. Vor Zusatz des FKS zum Kulturmedium muss dieses 30 min bei 56 °C
im Wasserbad hitzeinaktiviert werden, um allgemein stérende Einfliisse zu vermindern oder
zu beseitigen (z. B. Komplementzerstorung, Fibrinféillung, etc.). Nach Hitzeinaktivierung und
Aliquotierung kann das FKS bei -20 °C gelagert und bei Bedarf dem Medium zugesetzt wer-

den.
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6.2.2.1 Mediumwechsel von Monolayern
Zelllinien, die als Monolayerkulturen wachsen, benétigen zu ihrem Wachstum und zur Vitali-

tatserhaltung einen regelméfigen Wechsel des Mediums, da bestimmte Bestandteile des Me-
diums einschlieBlich aller Zusétze entweder von den Zellen metabolisiert werden oder bei
37 °C im Laufe der Zeit zerfallen. Dadurch kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes
(>pH 7,4) und eines Farbumschlags des Indikators Phenolrot von rot nach gelb/orange
[Lindl, 2002]. Sofern sich die Zellen in einer subkonfluenten Wachstumsphase befinden, wird
das verbrauchte Medium unter sterilen Bedingungen abgesaugt und durch frisches, erwérmtes
(37 °C) Zellkulturmedium ersetzt. Je nach GroBe der Zellkulturflasche betragt die Menge des
Mediums 40 ml (175 cm?) bzw. 20 ml (80 cm?).

6.2.2.2 Passagieren von Monolayern
Nach Erreichen eines konfluenten Wachstums werden die Zellen passagiert, d. h. die Zellen

werden unter Verdiinnung vom alten Kulturgefall in ein neues Kulturgefa3 {iberfiihrt und mit
frischem Medium sowie Nihrstoffen und Wachstumsfaktoren versorgt [Lindl, 2002]. Da die
verwendeten Zelllinien als Monolayer wachsen, miissen sie zum Passagieren zundchst vom
Boden der Kulturflasche gelost werden.

Nach Entfernen des Mediums einer Zellkulturflasche (Flaschengréfe: 175 cm®) werden die
Zellen mit 5 ml PBS (1x) gewaschen und mit 2,5 ml einer Trypsinldsung iiberschichtet, die je
nach Zelllinie unterschiedlich lange einwirken muss, bevor sich der Zellrasen vom Flaschen-
boden 16sen lasst (HT29-Zellen: 2 min; A431-Zellen: 10 min; bei 37°C, 5 ). Durch Zugabe
von 10 ml serumhaltigem Medium (10 % FKS) wird die Trypsinldsung inaktiviert und die
Zellen konnen durch mehrfaches Spiilen in Suspension gebracht werden. Ein Teil der erhal-
tenen Zellsuspension wird weiterkultiviert (ca. 1 ml), wihrend der Rest entweder in Ver-

suchen eingesetzt oder verworfen werden kann.

10x PBS

171 mM NaCl, pH 7,4
10 mM Na,HPO4
3,4 mM KCl

1,8 mM KH,PO4
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Trypsinldsung

0,05¢ Trypsin (3,6 U/mg, Serva)

0,86 mM EDTA

mit PBS (1x) auf 100 ml auffiillen, iiber Nacht auf Eis riihren, steril filtrieren, zu je 5 ml ali-

quotieren und bei -20 °C lagern

6.2.2.3 Zellzahlbestimmung
Die Bestimmung der Zellzahl beruht auf der Beriicksichtigung viabler Zellen und wird mit

Hilfe eines Hamozytometers (Neubauer Zdhlkammer) durchgefiihrt. Vor Gebrauch werden
Kammer und Deckglas mit 70 %-igem Ethanol gereinigt und durch Befeuchten fest aufein-
ander gedriickt, so dass die sogenannten Newtonringe erscheinen, die einen reproduzierbaren
Abstand zwischen Kammerboden und Deckglas gewéhrleisten. Zur Zdhlung werden die Zel-
len abtrypsiniert und in geeigneter Weise mit Trypanblau verdiinnt. Nach sorgfaltigem Resus-
pendieren wird die Neubauer Zdhlkammer durch Ansetzen der Pipette an den Rand des Deck-

glases mit Zellsupension befiillt.

Abb. 74 Neubauer Zahlkammer [Lindl, 2002]

Die Neubauer Zdhlkammer besteht aus neun gro3en Quadraten, von denen jedoch nur die vier
Eckquadrate ausgezihlt werden (Abb. 74). Jedes Eckquadrat hat eine Fliche von 1 mm? was
bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1 pl ergibt (Faktor 10%). Um zu verhindern,
dass Zellen, die auf den Linien liegen, zweimal gezdhlt werden, beriicksichtigt man nur solche
Zellen, die oben und links vom Betrachter auf der Linie liegen. Durch Multiplikation des Mit-
telwertes der vier Eckquadrate mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Volumenfaktor (10 er-
hélt man die Zellzahl/ml. Tote Zellen sind infolge ihrer Membranpermeabilitit durch Trypan-
blau gefarbt und werden nicht mitgezahlt [Lindl, 2002].
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6.2.2.4 Einfrieren von Zellen
Adhirente Zellen werden abtrypsiniert und nach Vorlage von 500 pl eines DMSO-FKS-Ge-

misches (1:2,3) in Kryordhrchen pipettiert (Zellsupension 1 ml). DMSO diffundiert dabei in
die Zellen und verhindert als Kryoschutzmittel sowohl die Kristallbildung innerhalb und au-
Berhalb der Zelle als auch die partielle Dehydration des Zytoplasmas, indem es das Zellwasser
ersetzt und bindet [Lindl, 2002]. Zu beachten ist, dass die eingesetzte DMSO-Konzentration
(10 %) toxisch ist und somit ziigig bis zum Einfrieren der Zellen gearbeitet werden muss. Die
Kryorohrchen werden zunéchst bei -20 °C eingefroren, um eine kontinuierliche Einfrierrate
zu gewahrleisten. Nach 24 h koénnen die Zellen bei -80 °C gelagert werden. Eine Lagerung in
fliissigem Stickstoffe bei -196 °C bewahrt die Zellen vor Variabilitit durch Subkultivierung
und unterbindet zahlreiche biochemische Reaktionen [Lindl, 2002].

6.2.2.5 Auftauen von Zellen
Eingefrorene Zellen werden der Kryolagerung entnommen, ziigig bei 37 °C im Wasserbad

aufgetaut und mit serumhaltigem Medium (20 % FKS) versetzt, so dass der toxische Gehalt
an DMSO von 10 % auf 1 % herabgesetzt wird. Zur vollstindigen DMSO-Entfernung wird
die Zellsuspension bei 200xg abzentrifugiert und der Uberstand abdekantiert. Das Zellpellet
wird in serumhaltigem Medium (zunéchst 20 % FKS) aufgenommen und zur Kultivierung in

eine Zellkulturflasche {iberfiihrt [Lindl, 2002].

6.2.2.6 Mykoplasmentest
Bei Mykoplasmen handelt es sich um die kleinsten, sich selbst vermehrenden Prokaryonten,

die in Form und GroBe (zwischen 0,22 um und 2 pm) variabel sind und die die Sterilefilter
der Zellkulturflaschen ungehindert passieren konnen. Da ihre Wirkung auf den Stoffwechsel
der befallenen Zellen vielfaltig ist, miissen kontaminierte Zellen sofort aus der Kultur genom-
men werden [Lindl, 2002].

Mit Hilfe eines Mykoplasmentest werden die Zellkulturen daher regelméBig auf eine Konta-
mination hin untersucht. Der Test wird auf einem sterilen ,,super-frost™ Objekttriger durchge-
fithrt, der in einer mit Medium (10 ml) gefiillten Petrischale (d=9,2 cm) liegt. Zur Kultivie-
rung der Zellen werden drei bis vier Tropfen Zellsuspension auf dem Objekttrager verteilt und
fiir 48 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen auf dem Objekttriger fix-
iert, indem dieser mit -20 °C kaltem Methanol gespiilt und fiir mindestens 15 min im Methan-
olbad bei -20 °C belassen wird.

Nach Trocknung des Objekttragers werden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI/
SR101 (DAPI bindet selektiv an DNA, wéhrend Sulforhodamin (SR101) Proteine rot farbt)
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betropft und vorsichtig mit einem Deckglas abgedeckt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Anregung: 380 nm, Emission: 488 nm) erscheinen aufgrund der Farbstoffkombination Zyto-
plasmaproteine rot und Zellkerne/DNA blau. Da Mykoplasmen zum gréfiten Teil aus DNA
bestehen, sind sie unter dem Mikroskop als gleichméBig geformte, kleine, hell leuchtende
Punkte in Inter- und Intrazellularraum zu erkennen. Im Falle einer Kontamination werden die
Zellen entsorgt und neue Zellen in Kultur genommen. Die im Rahmen dieser Arbeit verwen-

deten Zellen waren mykoplasmenftrei.

DAPI/SR101-Ldsung

0,2M Tris/HCL, pH 7,6
02M NaCl

8 uM DAPI

50 uM SR101

6.3 Proteinbestimmung nach Bradford
Die Proteinbestimmung nach Bradford beruht darauf, dass der Triphenylmethanfarbstoff Coo-

massie Brillant Blau G-250 in saurer Losung mit kationischen als auch mit nichtpolaren, hy-
drophoben Seitenketten der Proteine reagiert. Durch Ausbildung des Protein-Farbstoff-Kom-
plexes verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes von 465 nm auf 595 nm. Die
Bildung des Komplexes ist nach ca. 2 min abgeschlossen und bleibt iiber eine Stunde konstant

[Bradford MM, 1976].

Abb. 75 Coomassie Brillant Blau G-250

Durchfiihrung
e je 10 pl einer BSA-Standardreihe (Konzentrationenbereich 0,2-1,2 pg/ml), der Kon-
trollen (Lysepuffer, HyOpigest.) SOWie der verdiinnten Proben in Eppendorfreaktionsge-
faBen vorlegen
e in jedes GefdB 1 ml Bradford-Reagenz geben und vortexen
e je Ansatz 4x 200 ul in eine 96 Lochplatte pipettieren und bei 595 nm im Multiplatten-

lesegerit vermessen
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e Nach Abzug der Kontrollen kann durch lineare Regression die Proteinkonzentration
anhand der Standardreihe unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors ermittelt

werden [Bradford MM, 1976].

Bradford-Reagenz

0,12 mM Coomassie Brilliant Blau G250
5% (v/v) Ethanol p.A.

10 % (v/v)  H3PO4 (85 %)

mit HyOpigest. auf 1 1 auffiillen

Die Losung muss mindestens vier Wochen im Dunkeln gelagert werden, bevor sie filtriert und

verwendet werden kann.

6.4 Bestimmung der Proteintyrosinkinase(PTK)-Aktivitit des EGFR

6.4.1 Kaultivierung der Zellen

Zur Isolierung des EGFR werden 40 Petrischalen & 4x10° A431-Zellen in serumhaltigem Me-
dium (10 % FKS) ausgestreut und im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchte kultiviert. Nach Erreichen einer Zellkonfluenz von 80-90 % (ca. nach 3-4 Tagen)

erfolgt die Aufarbeitung der Rezeptorisolierung auf Eis.

6.4.2 Isolierung des EGFR
Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen 2x mit je 3 ml PBS gewaschen, anschlieSend

mit 3 ml Trypsin/EDTA-Losung versetzt und fiir 12 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Durch Zugabe von 3 ml serumhaltigem Medium (10 %) wird das Verdauungsenzym Trypsin
inaktiviert und die Zellen konnen mit Hilfe eines Zellschabers in Suspension gebracht werden.
Die Zellsuspension wird in 50 ml PP-Réhrchen gesammelt und bei 2000xg fiir 8 min bei 4 °C
zentrifugiert. Die Uberstinde werden verworfen und die erhaltenen Zellpellets in 4 ml PBS
resuspendiert. Nach Vereinen der Zellsuspensionen wird erneut bei 2000xg fiir 8 min bei 4 °C
zentrifugiert und das Zellpellet gewogenen, wobei das Gewicht aus 40 Petrischalen ungefahr
2 g betragen sollte. Der Uberstand kann verworfen werden, wihrend das Zellpellet in 10 ml
KMP-Puffer aufgenommen wird. Durch eine Ultraschallbehandlung mit anschlieBender Ultra-
zentrifugation werden die Zellmembranen aufgebrochen und die EGFR-haltige Membran von
anderen Zellbestandteilen abgetrennt. Dazu wird die Zellsuspension 3x 10 min mit dem Ultra-
schallstab behandelt (je 20 s Pause) und bei 15.000xg fiir 18 min bei 2 °C ultrazentrifugiert.
AnschlieBend werden die Uberstinde auf Eis gesammelt und das Zellpellet wieder in 10 ml

KMP-Puffer resuspendiert. Nach dreimaliger Wiederholung von Ultraschallbehandlung und
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Ultrazentrifugation kann das Pellet verworfen und die gesammelten Uberstinde auf eine
10 mM CaCl,-Losung eingestellt werden. Durch Inkubation bei RT tritt nach 15 min eine
deutliche Triibung (aufgrund des Aggregierens intrazelluldrer Membranbestandteile) auf. Die
aggregierten Membranbestandteile werden bei 7000xg fiir 30 min bei 2 °C abzentrifugiert und
verworfen. Der Uberstand wird halbiert und nochmals zentrifugiert (100.000xg, 60 min,
2 °C). Die Membranpellets sind fiir ca. 1 Jahr bei -80 °C lagerbar.

Trypsin/EDTA-L3sung

0,25¢g Trypsin
0,35¢g EDTA mit PBS (1x) auf 500 ml auffiillen

KMP-Puffer Stammldsung

20 mM PIPES

1 mM MgCl, x 6 H,O

5SmM KCl

KMP-Puffer

10 ml KMP-Puffer-Stammldsung
0,2 mM PMSF

CaCl, x 2 H,O-Losung
1M CaClz X2 Hzo

6.4.3 Aufreinigung des EGFR
Die Aufreinigung des Rezeptors erfolgt mittels einer Weizenkeimlektinagarose-

Affinitatschromatographie und wird moglichst in einer Umgebung von 4 °C durchgefiihrt.
Dazu wird eine Sédule mit in Natriumazid (NaN3) gelagerter Weizenkeimlektinagarose befiillt
und mit ca. 400 ml NaCl dquilibriert (Durchflussrate: 0,3 ml/min), um das NaNj, das der Aga-
rose als Fungizid zugesetzt wurde, zu entfernen.

Zur Aufreinigung des EGFR wird eines der Membranpellets fiir 1 h unter Riithren auf Eis in
10 ml KMPT-Puffer gelost. Durch Zentrifugation werden ungeloste Bestandteile bei
100.000xg fiir 1 h bei 2 °C abgetrennt, withrend der EGFR im Uberstand verbleibt.
Gleichzeitig wird die Sdule mit ca. 100 ml Saulenpuffer &quilibriert (Durchflussrate:
0,5 ml/min), so dass anschlieend der Zentrifugationsiiberstand auf die Sdule gegeben werden
kann. Das Eluat wird im PP-Rohrchen gesammelt und die Sdule erneut beladen. Um die Pro-
teine ausreichend an das Sdulenmaterial zu binden, wird dieser Schritt noch zwei weitere
Male wiederholt. Unspezifisch gebundene Zellbestandteile werden durch Spiilen mit 100 ml
Saulenpuffer ausgewaschen (Durchflussrate: 1 ml/min). Der EGFR wird schlieBlich in 0,3 M
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N-Acetyl-D-Glukosamin-haltigem Sédulenpuffer eluiert und in 5 Fraktionen zu je 4,5 ml abge-
fangen (Durchflussrate: 1 ml/min). Pro Fraktion werden 500 pul DTT-L&sung (10 mM) zuge-
setzt und Aliquots a 500 pl erstellt, die bei -80 °C fiir ca. 6 Monate gelagert werden kdnnen.

Die Sdule wird tiber Nacht mit 1 M NaCl-Losung und 0,02 % (w/v) NaNj; gespiilt, um die

Weizenkeimlektinagarose vor mikrobiellem Befall zu schiitzen.

DTT-Losung
10 mM Dithiothreitol

PMSF-Stamml&sung
100 mM PMSF in Isopropanol

KMPT-Puffer

10 ml KMP-Puffer-Stammldsung
100 pl Triton®X-100

0,2 mM PMSF

Saulenpuffer (pH 7,2)

40 mM HEPES

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

N-Acetylglukosamin-haltiger Sdulenpuffer
995¢ N-Acetyl-D-Glukosamin

150 ml Saulenpuffer

NaCl-Losung
1M NaCl

NaNj-haltige NaCl-Losung
0,02 % (w/v) NaNj3 in NaCl-Lésung

6.4.4 Beschichtung von Mikrotiterplatten mit Substrat
Die Vertiefungen einer 96-Lochimmunoplatte (Greiner) mit hoher Proteinbindungskapazitit

werden liber Nacht mit je 100 ul des Proteintyrosinkinasesubstrates Poly-Glutaminsiure/
Tyrosin (Poly-Glu/Tyr 4:1) bei 35 °C im Trockenschrank inkubiert. AnschlieBend werden die
trockenen Platten dreimal mit je 200 ul Waschpuffer pro Vertiefung fiir 5 min gewaschen,
ausgeschlagen und erneut im Trockenschrank getrocknet. Die Lagerung der beschichteten

Platten erfolgt trocken und im Dunkeln.
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Poly (Glu, Tyr) 4:1 Losung
0,1 mg Poly (Glu, Tyr) 4:1 in 1 ml PBS (1x)

Waschpuffer
PBS (1x) + 0,1 % Tween™20

Lagerung bei 4 °C

6.4.5 Bestimmung der PTK-Aktivitit der EGFR-Fraktionen
Die PTK-Aktivitdt wird in den ersten vier aufgereinigten EGFR-Fraktionen bestimmt. Dazu

wird je ein Aliquot dieser Fraktionen mit PBS(1x)/0,1 % BSA im Verhiltnis 1:2, 1:4, 1:8,
1:10 und 1:12 verdiinnt. Die Durchfiihrung erfolgt analog zu Kapitel 6.2.4.6 in einer Dreifach-
bestimmung. AnschlieBend werden die verdiinnten Fraktionen bei 405 nm vermessen und
ausschlieBlich die Verdiinnungen fiir eine EGFR-ELISA Aktivitdtsuntersuchung herangezo-
gen, deren Absorption im Bereich von 0,8 - 1,2 liegt.

6.4.6 Aktivititsuntersuchungen der EGFR-assoziierten PTK-Aktivitit (EGFR-ELISA)
Die Untersuchung der PTK-Aktivitdt des EGFR durch Testsubstanzen erfolgt mittels einer en-

zymvermittelten Immunoreaktion (ELISA: enzyme linked immunosorbent assay) (Abb. 76).
Beschichtung von 96-Lochplatten mit  e—) E
Poly-GlutaminsaureTyrosin (4:1) Peptid
Start der Kinasereaktion mit EGFR- —
haltiger Membranfraktion und ATP
Kopplung eines peroxidasekonjugierten = @
Phosphotyrosinantikérpers

Photometrische Messung (405 nm) —

Abb. 76 Testprinzip des EGFR-ELISA

EGFR
ATE

ABTS®
{Peroxidase-
subistrat)

Durchfiihrung:

e Die dulleren Vertiefungen einer 96 Lochimmunoplatte werden mit 100 pl HyOp;gest. be-

fiillt, um eine gleichmiBigere Wiarmeverteilung zu gewihrleisten.

143



Material und Methoden

je 10 pul 10 %-ige DMSO-Losung fiir den Blindwert und die Losungsmittelkontrolle
(DMSO) vorlegen. Als Hemmkontrolle werden 10 pl des EGFR-Inhibitors Tyrphostin
AG1478 (100 uM in 10 %-iger DMSO-Losung) mitgefiihrt. Die zu untersuchenden
Substanzen werden in 10 %-iger DMSO-L6sung auf die Platte pipettiert. (Abb. 77)
Die EGFR-haltige Fraktion wird auf Eis aufgetaut und entsprechend in 1xPBS ver-
diinnt. Je Ansatz werden 40 ul EGF-Rezeptorldsung hinzugegeben und 10 min bei RT
inkubiert.

Der Blindwert wird mit 50 pl HyOpigest. versetzt, wihrend die Kinasereaktion durch Zu-
gabe von 50 ul vortemperiertem Assaypuffer (37 °C) gestartet wird. Die Platte wird
fiir 30 min bei 37 °C im Trockenschrank inkubiert.

Durch Entfernen des Assaypuffers und 3x Waschen mit je 200 pl Waschpuffer fiir
5 min wird die Reaktion abgestoppt. Die Platte muss zum Trocknen ausgeklopft wer-
den.

Pro Ansatz werden 75 pl Anti-Phosphotyrosinperoxidase-Losung in PBS(1x)/1 %
BSA (1/2000) hinzupipettiert.

Nach 1 h wird die Antikdrperlosung entfernt und die Platte erneut wie oben beschrie-
ben gewaschen.

Die Peroxidasereaktion wird durch Zugabe von 100 pl ABTS-Lésung im Dunkeln ge-
startet und ist durch eine peroxidasevermittelte Farbreaktion (Griinfarbung) charakteri-
siert. Nach max. 1 h werden die Proben bei 405 nm absorptionsphotometrisch im Mi-
krotiterplattenleser vermessen. Eine Hemmung der PTK-Aktivitdt zeigt sich durch
eine schwichere Griinfarbung der Losung im Vergleich zur Kontrolle.

Die Auswertung der Daten erfolgt als Test over Control [T/C]-Wert in Bezug auf den
Mittelwert der Losungsmittelkontrolle, der 100 % gesetzt wird. Der ICsp-Wert be-
zeichnet die Konzentration der zu untersuchenden Substanz, bei der die Wachstums-
rate 50 % gegeniiber der Kontrolle betrigt. Die zur Bestimmung bendtigten Formeln

sind im Formelverzeichnis dargestellt.
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AG1478
AG1478
T

Abb. 77 Pipettierschema des EGFR-ELISA. AG1478 (Tyrphostin), EGFR-spezifischer Hemmstoff; BL, Blind-
wert; N, Normalwert

Tyrphostin AG1478 Lsung
100 uM Tyrphostin AG1478 in 10 %-iger DMSO-L6sung

Assaypuffer (pH 7,2)

50 mM HEPES
10 mM MgCl, x 6 H,O
2 mM MI’IC]Z x 4 Hzo

200 uM ATP

Puffer in 5 ml R6hrchen aliquotieren und bei -20 °C lagern.

Waschpuffer
PBS (1x) + 0,1 % Tween™20

Lagerung bei 4 °C

Antikorperlosung
1 % (w/v) BSA
1:2000 Anti-Phosphotyrosin (PY99, Santa Cruz) in PBS (1x) 16sen

ABTS®-Lsung

1x ABTS®-Tablette
5ml ABTS®-Puffer (10x)
45 ml H,Ouidest.
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6.5 Bestimmung der Wasserstoffperoxidkonzentration im Zellkultur-
medium
Zur Bestimmung der Wasserstoffperoxid (H,O,)-Konzentration im Zellkulturmedium durch

Reaktion von Polyphenolen mit noch unbekannten Mediumbestandteilen wurde das ,,Amplex
Red Hydrogen Peroxide Assay Kit*“ (Molecular Probes, Invitrogen) verwendet. Dabei reagiert
H,0, mit Amplex Red (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) unter Peroxidasezugabe zu dem
rotfluoreszierenden Oxidationsprodukt (Resorufin) (Abb. 78).

Mit dem Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit lassen sich H,O,-Konzentrationen unter
10 pmol detektieren. Allerdings sollte darauf geachtet werden, dass die H,O,-Konzentration
in der zu untersuchenden Losung nicht konzentrierter als 100 uM ist, da durch iiberschiissiges
H,0; das Reaktionsprodukt zu nicht fluoreszierendem Resazurin oxidiert wird. Die Fluores-

zenz nimmt mit diesem Oxidationsprodukt ab.

HO (0] OH Peroxidase (@) (@] OH
H202
N\
N N

/g Resorufin

H,C~ 0

Amplex Red

Abb. 78 Reaktion des Amplex Red Reagenz (10-Acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazin) mit H,O, in Gegenwart von
Peroxidase zu dem rotfluoreszierenden Oxidationsprodukt Resorufin.

6.5.1 Kaultivierung der Zellen
80.000 HT29-Zellen werden pro Vertiefung einer 24-Lochplatten in 1 ml serumhaltigem Me-

dium (10 % FKS) ausgestreut und fiir 48 h im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % rela-
tiver Luftfeuchte kultiviert.

6.5.2 Durchfithrung
e Die eingesetzten Losungen sind dem ,,Amplex Red Hydrogen Peroxide Assay Kit* zu

entnehmen.

e Die Zellen werden mit der jeweiligen Testsubstanz fiir 45 min in serumfreiem Medi-
um inkubiert (entsprechend den Inkubationsbedingungen der Western Blot Analyse).
Gleichzeitig werden Zellen mit Testsubstanz und Katalase (100 U/ml) behandelt, um
zu beobachten, inwiefern eine H,O,-Akkumulation im Zellkulturmedium durch Kata-
lasezusatz unterdriickt werden kann. Um die Inkubationsbedingungen des SRB-Tests
nachzustellen, werden die Zellen fiir 72 h mit Testsubstanz in serumhaltigem Medium

(10 % FKS) inkubiert.
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Zum jeweiligen Endpunkt (45 min bzw. 72 h) werden jeweils 50 ul der H,O, Stan-
dardreihe (Konzentrationsbereich 0,25-3 uM), der Probe (ggf. verdiinnt) und des Puf-
fers in eine 96-Lochplatte pipettiert

Der Reaktionsstart erfolgt durch Zugabe von 50 ul ,,Working Solution* (100 uM Am-
plex Red Reagenz; 0,2 Units/ml Peroxidaselosung; 1x Reaktionspuffer). Die 96-Loch-
platte wird fiir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert und anschlieBend bei 585 nm flu-
oreszenzphotometrisch im Multiplattenlesegerit vermessen.

Nach Abzug der Kontrolle (Puffer) kann durch lineare Regression die H,O,-Konzen-
tration anhand der Standardreihe (ggf. unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfak-

tors) ermittelt werden.

6.6 Untersuchung der Wachstumshemmung (SRB-Test)

Der Sulforhodamin B (SRB)-Test ermdglicht die Bestimmung der zellwachstumshemmenden

Wirkung von Testsubstanzen. Dazu werden mit Testsubstanz inkubierte Zellen mit SRB ange-

farbt, das unter mild sauren Bedingungen an basische Aminoséduren der Zellproteine bindet.

Der Farbstoff kann unter basischen Bedingungen (pH 10) wieder herausgelost und absorp-

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

6.6.1

Kultivierung der Zellen

6000 HT29-Zellen werden pro Vertiefung einer 24-Lochplatte ausgestreut und fiir 48 h in
1 ml serumhaltigem Medium (10 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchte

im Brutschrank anwachsen gelassen.

6.6.2

Durchfiihrung
Die Zellen werden mit in DMSO geloster Testsubstanz (DMSO-Endkonzentration:

1 %) in serumhaltigem Medium (10 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % relativer
Luftfeuchte im Brutschrank inkubiert.

Die Substanzreaktion wird pro Vertiefung mit 100 ul 50 %-iger Trichloressigsdure
(TCA) abgestoppt und die Zellen werden 1 h bei 4 °C gelagert, wodurch noch lebende
Zellen am Plattenboden fixiert werden.

Durch vorsichtiges Waschen (4x) mit HyOpigest. Werden Zellreste und iiberschiissiges
Medium entfernt. Die Trocknung der 24-Lochplatte erfolgt bei RT {iber Nacht oder fiir
2 h bei 37 °C im Trockenschrank.

Die Zellen werden mit 250 pl 0,4 %-iger SRB-Losung fiir mindestens 30 min im Dun-
keln angefarbt und anschlieBend 2x mit HyOpigest. SOWie 2x mit 1 %-iger Essigsiure ge-

waschen, um ungebundenen Farbstoff zu entfernen.
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e Nach dem Trocknen der 24-Lochplatte wird der Farbstoff SRB mit Tris-Base (pH 10)
herausgeldst und absorptionsphotometrisch im Multiplattenleser bei 570 nm vermes-
sen.

e Die Auswertung der Daten erfolgt als Test over Control [T/C]-Wert in Bezug auf den
Mittelwert der Losungsmittelkontrolle, der 100 % gesetzt wird. Der 1Cso-Wert be-
zeichnet die Konzentration der zu untersuchenden Substanz, bei der die Wachstums-
rate 50 % gegeniiber der Kontrolle betrdgt. Die zur Bestimmung bendétigten Formeln

sind im Formelverzeichnis dargestellt.

Trichloressigsidure (TCA)
50 %-ig in HyOpidest.

Essigsiurelosung

1 %-1g in HyOpiqest.

Sulforhodamin B Lisung

0,4 %-ig in Essigsiurelosung (1 %)

Tris Base (pH 10)
10 mM Tris in HyOpigest.

6.7 Untersuchung des EGFR-Phosphorylierungsstatus /-Gesamtproteinge-
haltes

6.7.1 Kaultivierung und Inkubation der Zellen

1,2 x 10° HT29-Zellen werden pro Petrischale (d = 9,2 cm) ausgestreut und fiir 48 h in 10 ml
serumhaltigem Medium (10 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchte im
Brutschrank anwachsen gelassen. Nach 48 h erfolgt eine Serumreduktion des Medium von
10 % auf 1 % FKS fiir weitere 24 h, wobei die Petrischalen zuvor mit PBS gewaschen wer-
den. Anschlieend sollten die Zellen eine Konfluenz von 70 bis 80 % aufweisen. Zur Sub-
stanzinkubation werden die Zellen 45 min mit den in DMSO geldsten Proben (DMSO-End-
konzentration: 1 %) in serumfreiem Medium inkubiert. In den letzten 15 min der Substanzin-

kubation erfolgt Stimulierung mit dem Wachstumsfaktor EGF (100 ng/ml).

6.7.2 Gewinnung der Zellproteine

e Die Petrischalen werden zu den entsprechenden Zeitpunkten dem Brutschrank ent-
nommen, auf Eis gestellt und das Medium entfernt. AnschlieBend werden die Petri-
schalen 2x mit je 3 ml eiskaltem PBS gespiilt und PBS Riickstande sorgfiltig abpipet-

tiert.
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e Pro Petrischale werden 200 ul RIPA Puffer aufgegeben, die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers abgelost und das Zelllysat zu je 40 Hiiben im vorgekiihlten (4 °C) Hand-
homogenisator mit dem ,,tight““-Pistill homogenisiert. Das Zellhomogenat wird in Ep-
pendorfreaktionsgefdfe tiberfiihrt und auf Eis gelagert.

e 10 min bei 20.000xg und 4 °C zentrifugieren

e Die Proben werden 1:10 mit H,Opigest. Verdiinnt und zur Proteinbestimmung nach
Bradford eingesetzt. Der Proteingehalt der Proben wird auf 2 mg/ml mit H,Opjgest, €in-
gestellt.

e Die Proben werden mit SDS-Probenpuffer (6x) gemischt und fiir 5 min bei 900 rpm

und 95 °C im ,,Thermocycler” denaturiert.

RIPA Puffer

50 mM Tris/HCL, pH 7,4
250 mM NaCl

1 mM EDTA

1 ml Igepal

auf 100 ml mit H,Op,¢es. auffiillen. Lagerung bei 4 °C

erst vor Gebrauch zugeben:

1 mM Na-Orthovanadat

80 ul Protease Inhibitor Mix (Roche, 2 ml H,Opigest. /Tablette)
1 mM PMSF

10 pl Phosphatase Inhibitor Mix (Sigma)

6x SDS-Probenpuffer (100 ml), Lagerung bei 4 °C

50 ml 0,5 M Tris, pH 6,8
40 ml Glycerin

1,24 ¢ SDS

0,16 g Bromphenolblau

erst vor Gebrauch zugeben:

5% (v/v) B-Mercaptoethanol

6.7.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot Analyse
Auftrennung von Proteinen mittels diskontinuierlicher Naturiumdodecylsulfat Polyacrylamid-

gelelektorphorese (disk. SDS-PAGE)
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Abstandshalter Gelkamm

A Ng
d

[I Glasplatte

Abb. 79 Elektrophoresekammer

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mittels der disk. SDS-PAGE in einem vertikalen Dop-
pelgelelektrophoresesystem der Firma Peqlab. Hierzu werden die Glasplatten und die Ab-
standshalter mit 70 %-igem Ethanol entfettet, entsprechend der Anleitung zusammengesetzt
und in den Gief3stand eingebaut (Abb. 79).

Zur Proteintrennung werden entsprechend des Molekulargewichtes Trenngele mit unter-
schiedlichem Polyacrylamidanteil verwendet (Tab. 14). Die in Tab. 14 aufgefiihrten Trenn-
gele reichen fiir je ein Trenngel mit den Maf3en 8,5 cm x 5,8 cm x 0,8 mm (BxHxT).

Das Trenngel wird zwischen die beiden Glasplatten pipettiert und mit n-Butanol iiberschich-
tet, um eine einheitliche Gelgrenze zu erreichen und Luftsauerstoff, der die Polymerisation
behindert, auszuschlieBen. Das Trenngel bendtigt bei RT 45 min zum Auspolymerisieren oder

kann liber Nacht bei 4 °C gelagert werden.

Tab. 14 Pipettierschema der Trenngele. Die Rotiphoreseldsung enthdlt Acrylamid (AA) und N, N Methylen-
bisacrylamid in einem Verhéltnis 37,5:1. The AA-Konzentration bestimmt die Lénge der Polyacrylamidketten,
wihrend die Konzentration an Bisacrylamid iiber den Grad an Quervernetzungen entscheidet. TEMED (N, N,
N’, N* Tetramethylendiamin) katalysiert die Reaktion und APS (Ammoniumpersulphat) dient als Radikalstarter
der Polymerisation.

Komponenten 7 %-iges AA-Trenngel | 12 %-iges AA-Trenngel
H,Opigest. 2,54 ml 1,72 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,23 ml 1,23 ml
Rotiphoreselosung 1,15 ml 1,97 ml
SDS (10 %) 49,2 ul 49,2 ul
APS (10 %) 24,6 pl 24,6 ul
TEMED 2,46 pul 2,46 ul

Nach Auspolymerisieren des Trenngels wird das n-Butanol mit Hilfe einer Wasserstrahl-

pumpe abgesaugt und nicht polymerisierte Gelreste mit HyOpiqest, beseitigt. Wasserreste wer-
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den vorsichtig mit einem Papierstreifen entfernt, bevor der entfettete Kamm zur Ausbildung
der Probentaschen fiir das Sammelgel eingesetzt wird. Das Sammelgel wird entsprechend
Tab. 15 zusammenpipettiert und iiber das Trenngel gegeben.

Nach Auspolymerisierung des Sammelgels (ca. 30 min) wird der Kamm vorsichtig herausge-
zogen, die Geltaschen mit HyOpigest. gesplilt und Wasserreste mittels der Wasserstrahlpumpe
entfernt. AnschlieBend konnen die vorbereiteten und abgekiihlten Probe aufgetragen werden

(Gesamtproteingehalt pro Geltasche: 40 pg).

Tab. 15 Pipettierschema des Sammelgels. Die Rotiphoreselosung enthélt Acrylamid (AA) und N, N” Methylen-
bisacrylamid in einem Verhéltnis 37,5:1. The AA-Konzentration bestimmt die Lénge der Polyacrylamidketten,
wihrend die Konzentration an Bisacrylamid iiber den Grad an Quervernetzungen entscheidet. TEMED (N, N,
N’, N’ Tetramethylendiamin) katalysiert die Reaktion und APS (Ammoniumpersulphat) dient als Radikalstarter
der Polymerisation.

Komponente Sammelgel (4 %)
H;Opidest. 1,2 ml

0,5 M Tris (pH 6,8) 0,5 ml
Rotiphoreselosung 0,25 ml
SDS (10 %) 20 pl

APS (10 %) 20 pl
TEMED 2 ul

Zur Charakterisierung des Molekulargewichtes der zu untersuchenden Proteine und zur Beob-
achtung der elektrophoretischen Trennung wird ein Molekulargewichtsstandard (SeeBlue Plus

2, Invitrogen) (Tab. 16).

Tab. 16 Molekulargewichtsstandard SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen) in einem Trisglycin ge-
puffertem System

Standard Molekulargewicht [kDa]
. 2
Myosin 30
14
Phosphorylase 8
BSA o8
. 64
Glutamic Dehydrogenase
50
Alcohol Dehydrogenase
. 36
Carbonic Anhydrase
. 22
Myoglobin Red
16
Lysosome
.. 6
Aprotinin
4

Insulin, B Chain

Die Geltaschen werden vorsichtig mit 1x SDS Laufpuffer iiberschichtet, bevor die Elektro-
phoresekammer bis zur Markierung mit 1x SDS Laufpuffer befiillt wird.
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10x SDS Laufpuffer

2M Glycin

250 mM Tris/HCI, pH 8,3
1% SDS

Durch Anlegen einer Spannung von 100 V wird die Gelelektrophorese gestartet. Nach dem
Ubergang der Proteine vom Trenn- ins Sammelgel kann die Spannung auf 140-160 V erhéht

werden, um eine optimale Auftrennung der Proteine zu erzielen.

6.7.4 Proteintransfer und Antikorperdetektion
Der Transfer der Proteine erfolgt mittels ,,semi-dry Blots* auf eine Nitrozellulosemembran.

Dazu werden eine Nitrozellulosemembran und 6 Whatman-Papiere (entsprechend der Gel-

grofle) zugeschnitten und in 1x Blotting-Puffer bei 4 °C dquilibriert.

2x Blottingpuffer

78 mM Glycin
96 mM Tris
0,074 % SDS

40 % (v/v)  Methanol

Anschlieend werden die Whatman-Papiere, die Nitrozellulosemembran und das Gel in fol-
gender Reihenfolge auf dem Elektroblotter aufgeschichtet: Anodendeckel, 3 Whatman-Pa-
piere, Nitrozellulosemembran, Gel, 3 Whatman Papiere, Kathodendeckel (Abb. 80).

Kathode

Gl iF———> -

=

Nitrozellulosemembran | - = 2
3 Whatman-Papiere -
|
Anode

Abb. 80 Schematischer Aufbau des semidry Western Blots.

Sobald die Proteine ausreichend elektrophoretisch aufgetrennt sind, kann die Gelelektropho-

rese gestoppt und das Gel vorsichtig von den Glasplatten gelost werden. Das Gel wird kurz in
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1x Blotting Puffer dquilibiert und entsprechend der Vorbereitung auf die Nitrozellulosemem-
bran gelegt. Der aufeinander geschichtete Stapel wird dann mit Hilfe einer Walze von Luft-
blasen befreit, die den Proteintransfer beeintrachtigen wiirden. Der Proteintransfer wird tiber
75 min bei konstanter Stromstérke von 75 mA pro Gel (8,5 cm x 5,8 cm) durchgefiihrt. An-
schliefend wird die Membran fiir 1 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C in Milchpulverlosung
(Blockierungsreagenz) gewaschen, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken. Die Erst-
antikdrper wird 1:1000 in 1x TBS (0,1 % Tween®20) mit 5 % (w/v) Milchpulver angesetzt
und zur Inkubation der Membran iiber Nacht bei 4 °C verwendet. Im Anschluss wird die
Membran 3x zu je 5 min in Waschpuffer (0,3 % Tween®20) geschwenkt und die Zweitanti-
korperldsung vorbereitet. Der HRP-konjugierte Zweitantikorper wird 1:2000 in 1xTBS (0,1 %
Tween®20) mit 5 % (w/v) Milchpulver verdiinnt und fiir ca. 2 h bei RT zur Inkubation einge-
setzt. Erneut folgt ein Waschen der Membran fiir 3x 5 min in Waschpuffer, bevor die Mem-
bran fiir 1 min in LumiGlo®—L6sung inkubiert werden kann (Abb. 81).

— — *

0] (0] 0]
HRP - o
ITIH + H,0, > 07 - -t hv
NH 0] 0]
NH, O NH, O NH, O
Luminol 3-Aminophthalat 3-Aminophthalat

Abb. 81 Reaktion des Luminols (HRP: ,horseradish* Peroxidase; hv: Lumineszenzsignal)

Die Detektion und Auswertung erfolgen mittels der LAS3000 und der Aida Image Analyzer
Software Version 3.52 (Raytest, Straubenhardt). Die Datenauswertung erfolgt als Test over
Control [T/C]-Wert in Bezug auf den Wert der Losungsmittelkontrolle, der 100 % gesetzt
wird. Der 1Cso-Wert bezeichnet die Konzentration der zu untersuchenden Substanz, bei der
die Wachstumsrate 50 % gegeniiber der Kontrolle betrégt. Die zur Bestimmung bendétigten
Formeln sind im Formelverzeichnis dargestellt. Als Beladungskontrolle wird o-Tublin mitge-

fiihrt.

Milchpulver

Ix TBS
5% Milchpulver
0,1 % Tween®20
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20x TBS

2,6 M NaCl

0,4 M Tris/HCI (pH 7,6)
Waschlésung

Ix TBS

0,3 % Tween"20

Erstantikorper
Phospho EGFR (Tyr1173) Antikorper (polyklonal, Kaninchen) 1:1000 Verdiinnung, 175 kDa

EGFR Antikdrper (polyklonal, Kaninchen) 1:1000 Verdiinnung, 175 kDa
p16INK4a-Antik6rper (polyklonal, Kaninchen) 1:1000 Verdiinnung, 16 kDa
o-Tublin Antikérper (monoklonal, Maus) 1:5000 Verdiinnung, 52 kDa

ZweitantikOrper

Anti-Kaninchen IgG, HRP konjugierter Antikorper, 1:2000 Verdiinnung
Anti-Maus IgG, HRP konjugierter Antikorper, 1:2000 Verdiinnung

6.8 Untersuchung des Tumorsuppressorgens p16™

6.8.1 Kaultivierung und Inkubation der Zellen

1,4x10° HT29-Zellen werden pro Petrischale (d = 9,2 cm) ausgestreut und fiir 48 h in 10 ml
serumhaltigem Medium (10 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer Luftfeuchte im
Brutschrank anwachsen gelassen. Der Apfeltresterextrakt AE03B wird in DMSO gel6st, wéh-
rend die Losung des DNMT Inhibitors 5-Aza-CdR in PBS erfolgt (Losungsmittelendkonzen-
tration: jeweils 1 %). Die Zellen sollten zu etwas 70 % konfluent sein. Die Isolierung der ge-

nomischen DNA und der zelluldren Gesamt-RNA erfolgt aus einem Inkubationsansatz.

6.8.2 Isolierung der genomischen DNA und der zelluliren Gesamt-RNA
Die Isolierung der genomischen DNA und der zelluliren Gesamt-RNA aus einem Inkuba-

tionsansatz erfolgt mittels des AllPrep DNA/RNA-Mini Kits von Qiagen.

Die Proben werden zuerst in einem denaturierenden Guanidin-Isothiocyanat-Puffer lysiert und
homogenisiert, wobei RNasen und DNasen inaktiviert werden, um die Isolierung intakter
RNA und DNA zu gewiéhrleisten. Das Zelllysat wird auf eine AllPrep DNA-Saule pipettiert,
die unter gepufferten Bedingungen die DNA binden kann. Somit werden DNA und RNA von-
einander getrennt (Abb. 82). Durch anschlieBende Waschschritte wird die DNA aufgereinigt
und letztlich in einem spezifischen Puffer eluiert. Das RNA-haltige Eluat der DNA Spinséule
wird auf eine RNA-Séule pipettiert, auf deren Membran die Gesamt-RNA bindet, wihrend
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Fremdstoffe effizient ausgewaschen werden. Die RNA wird im Anschluss in RNasefreiem
Wasser eluiert. Mit dieser Methode werden alle RNA Molekiile, die ldnger als 200 Nukleotide
sind, und DNA-Fragmente von 30 bis 50 kb isoliert. Das Verhiltnis der Absorptionswerte
A260/A280 ist ein MaB fiir die Reinheit der isolierten RNA und DNA. Fiir die aufgereinigte
RNA sollte der Wert in der Gréf8enordnung von 1,9 bis 2,1 liegen und fiir die aufgereinigte
DNA zwischen 1,7 und 1,9.

Zellen
»
l Zelllyse und Homogenisierung

‘5%3 Bindung der genomischen DNA
Gesamt-RNA —-‘—?@\genomische DNA

7/ N

[j Ethanolzugabe [g Waschschritt
<=5 Bindung der <= .

fy‘—_j’\ Gesamt-RNA - ‘E?j Eluation

'~ Gesamt-RNA "~ eluierte DNA

Waschschritt

Eluation

0

st <) eat 3

%= eluierte RNA

Abb. 82 Isolierung der zelluldren Gesamt-RNA und der genomischen DNA mittels des AllPrep DNA/RNA Mini
Kits von Qiagen [AllPrep DNA/RNA Mini Handbuch 2005, Qiagen]

Durchfiihrung: ausschlieBlich mit sterilen Pipetten incl. Filtereinsatz arbeiten

e Bis auf 3-Mercaptoethanol und 70 %-igen Ethanol werden alle Losungen dem AllPrep
DNA/RNA Mini Kit entnommen.

e Das Medium der Petrischalen verwerfen, die Zellen 2x mit je 3 ml PBS spiilen und
PBS-Riickstande sorgfiltig entfernen

e Pro Petrischale 600 pul RLT Puffer (incl. 1 % B-Mercaptoethanol) hinzugegeben und
die Zellen mit einem sterilen Zellschaber ablosen

e Das Zelllysat in ein steriles Eppendorfgefd3 iiberfiihren, resuspendieren und mittels

einer 20G Nadel (5x) homogenisieren
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6.8.3

Das Zelllysat auf eine AllPrep DNA-Séule pipettieren, 30 s bei 10.000xg und RT zen-
trifugieren und die Séule in ein neues Auffanggefal3 liberfiihren (Die DNA ist auf der
Membran gebunden, wihrend sich die RNA im Zentrifugat befindet. Nachfolgend mit
der Isolierung der RNA beginnen.)
Das RNA-haltige Zentrifugat mit 600 pl 70 %-igem (v/v) Ethanol versetzen, sorgfiltig
resuspendieren und 700 pl der Zelllosung auf eine RNeasy-Séule pipettieren
30 s bei 10.000xg und RT zentrifugieren; das Zentrifugat verwerfen
Die restliche Zelllosung auf die RNeasy-Sdule pipettieren, erneut zentrifugieren;
Zentrifugat verwerfen
RNeasy-Séule mit 700 ul RW1 Puffer waschen und 30 s, bei 10.000xg und RT zentri-
fugieren; Zentrifugat verwerfen
RNeasy-Saule mit 500 ul RPE Puffer waschen und 30 s, bei 10.000xg und RT zentri-
fugieren; Zentrifugat verwerfen
500 pl RPE Puffer auf die RNeasy-Saule pipettieren, 2 min, bei 10.000xg und RT zen-
trifugieren; Zentrifugat verwerfen
RNeasy-Saule in ein steriles Eppendorfgefal {iberfiihren
RNA in 50 pl RNasefreiem Wasser eluieren und 1 min, bei 16.000xg und RT zentrifu-
gieren

= isolierte RNA auf Eis lagern
DNA-Séule mit 500 ul AW1 Puffer und 30 s, bei 10.000xg und RT zentrifugieren;
Zentrifugat verwerfen
DNA-Séule mit 500 pl AW2 Puffer und 2 min, bei 16.000xg und RT zentrifugieren;
Zentrifugat verwerfen
DNA-Séule in ein steriles Eppendorfgefal tiberfiihren
DNA in 100 ul EB-Puffer eluieren und 1 min bei RT inkubieren
1 min bei 10.000xg und RT zentrifugieren

= isolierte DNA auf Eis lagern
Die Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen erfolgt mittels eines Spektral-
photometers. AnschlieBend werden die DNA- und RNA-Préparationen aliquotiert und
bei -80 °C gelagert (ca. /2 Jahr stabil).

Untersuchung des DNA-Methylierungsstatus

Zur Untersuchung des DNA-Methylierungsstatus wird die aufgereinigte DNA der Bisulfitbe-

handlung (DNA Methylation Gold Kit, Zymo Research) unterzogen. Die Bisulfittechnik stellt

156



Material und Methoden

eine einfache und weitverbreitete Methode zur Detektion von DNA-Modifikationen dar.
Durch die katalytische Wirkung von Bisulfit (HSO3") werden Einzelstrangcytosine der zuvor
denaturierten DNA hydrolytisch zu Uracilen desaminiert (Abb. 83). Dabei wird das C6-Atom
des Cytosins bei hoher NaHSO;-Konzentrationen (3 M) und leicht sauren Bedingungen
(pH 5) sulfoniert. Die Aminogruppe am C4 wird dann spontan hydrolysiert und das Bisulfit-
molekiile wird unter basischen pH-Wert-Bedingungen regeneriert, so dass Uracil bestehen
bleibt. Die Methode macht sich zu Nutze, dass Bisulfit die Konversion von Cytosin zu Uracil

katalysiert, nicht jedoch methylierte Cytosine.

O,- NH,* S0,-

2 H
I
R
Cytosin Cytosinsulfphonat Uracilsulphonat Uracil

Abb. 83 Konversion von Cytosin in Uracil [Lottspeich und Zorbas]

Das verwendete DNA Methylation-Gold Kit™ von Zymo Research ermdglicht die Durchfiih-

rung von DNA-Denaturierung und Bisulfitkonversion in einem Schritt.

6.8.3.1 Bisulfitbehandlung
e 1 ugder zuvor isolierten DNA in 20 ul H,Opgpc. in einem 200 pl PCR-Gefdl3 vorlegen

e 130 pl CT Conversion Reagenz hinzupipettieren und vortexen

e Thermocycler:
98 °C fiir 10 min
64 °Cfiir2,5h
Endtemperatur: 4 °C (Lagerung mdoglich)

e 600 ul M-Binding Puffer auf eine Zymo-Spin-IC-Saule pipettieren und Probe hinzu-
geben

e 30s, bei 18.000xg und RT zentrifugieren; Zentrifugat verwerfen (Achtung: Sonder-
abfall)

e 200 pl M-Desulphonation Puffer auf die Sdule geben und 20 min bei RT inkubieren

e 30s, bei 18.000xg und RT zentrifugieren; Zentrifugat verwerfen

e 200 ul Waschpuffer auf die Séaule pipettieren und 30 s bei 18.000xg und RT zentrifu-
gieren; Zentrifugat verwerfen

e Sdule in ein steriles Eppendorfgefal} tiberfithren
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e 10 pl Eluation Puffer direkt auf die Sdulenmatrix geben und 1 min bei 18.000xg und
RT zentrifugieren
e die bisulfitbehandelte DNA ist bei -20 °C stabil

Die bisulfitbehandelte DNA wird anschlieBend mittels methylierungsspezifischer PCR (MSP-
PCR) amplifiziert. Da die beiden DNA-Stringe nach der Bisulfitkonversion nicht mehr kom-
plementdr zueinander sind, muss jeder Strang getrennt analysiert werden. Der Amplifika-
tionsprozess fiithrt zu einer Transformation von U (vorher C) zu T, und von "C zu C (Abb.
84). Auf dem komplementiren DNA-Strang des PCR-Produktes wird G (gegeniiber C) zu A

transformiert [Lottspeich und Zorbas].

5’ cC—C—"C—C—g%
Denaturierung
5 cC—C—"C—C—3

Behandlung mit Bisulfit

5 Uu—uJy—m"C—U—z3
PCR
5 u—uJ—"C—U—z3
— A—
T
3y —A—A—C—A—v%
5 T—T—C—T 3

Abb. 84 Prinzip der Methylierungsanalyse durch die Bisulfitmethode (A: Adenin; C: Cytosin; "C: methyliertes
Cytosin; G: Guanin; U: Uracil; T: Thymin) [modifiziert nach Lottspeich und Zorbas]

6.8.3.2 Methylierungsspezifische PCR
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird verwendet, um ausgewdhlte DNA-Abschnitte in

kurzer Zeit zu amplifizieren. Dazu werden zwei Primer (Oligonukleotide) bendtigt, die je-
weils mit einem der beiden Stringe des zu amplifzierenden DNA-Abschnitts hybridisieren.

Zu Beginn der PCR muss die Probe 15 min erhitzt werden, um die HotStarTaq-Polymerase zu
aktivieren. Den ersten der drei PCR Schritte stellt die Denaturierung dar. Dabei wird die Pro-
be auf 95 °C erhitzt und die DNA in ihre Einzelstrange zerlegt. Wéhrend der Ansatz auf die
Schmelztemperatur der Primer heruntergekiihlt wird, erfolgt deren Anlagerung. Nach der Pri-
merhybridisierung wird die Temperatur entsprechend erhoht, dass die verwendete Poly-

merase ihr Temperaturoptimum erreicht. AnschlieBend erfolgt die Verlangerung der Primer.
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Diese drei Schritte werden in mehreren Zyklen wiederholt. Die Endtemperatur der PCR sollte
auf 4 °C eingestellt werden, somit kann die PCR auch iiber Nacht laufen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine methylierungsspezifische PCR (MSP-PCR)
in Form einer ,,nested” Zweistufen-PCR nach Lee & Zhu (2005) etabliert. Dazu wurde zu-
néichst ein DNA-Fragment der Grof3e von 208 bp amplifiziert (Abb. 85), das dann als Matritze
zur Amplifikation der methylierten und nichtmethylierten DNA-Fragmente (81 bp) eingesetzt
wurde (Abb. 85).

208 bp
Stage-I PCR Poi—
[ I I ] plGINKda
= N
e \
7 \
Vil 81 bp N
Stage-IIl PCR * %
L 1]  —
[ ] ] pleMka
) = >
155 bp
sl Primer Stage-1 [ Stage-I Amplikon
wmmmmP Primer Stage-II (methyliert/unmethyliert) EESEEE  Stage-11 Amplikon

=———> Primer Stage-II (interne Kontrolle)

Abb. 85 Methylierungsspezifische PCR (MSP-PCR) in Form einer ,,nested” Zweistufen-PCR nach Lee & Zhu
(2005)

Die Methode wurde unter Berticksichtigung eines internen Kontrollfragments von 155 bp eta-
bliert. Aufgrund der zwei PCR-Schritte wird die Produktspezifitit der Reaktion deutlich ge-
steigert. Im Rahmen der Stage I wird noch keine Unterscheidung zwischen methylierten und
unmethylierten DNA-Fragmenten vorgenommen, so dass zwei Primer zur Amplifikation aus-
reichen (N forward/N reverse; Tab. 17). Fiir die Stage II werden spezifische Primer filir me-

thylierte, unmethylierte DNA-Fragmente und das interne Kontrollfragment bendtigt (Tab. 17).

Tab. 17 Primer der Stage I und Stage II PCR (IC: interne Kontrolle; M: methyliert; N: ,,normal* Stage I; U: un-
methyliert) [Lee & Zhu, 2005]

Primer

p16™** N forward GGA GAG GGG GAG AGT AGG T

p16™** N/IC reverse CTA CAA ACC CTC TAC CCA CCT

p16™%4 IC forward GGG GAG TAG TAT GGA GTT T

p16™%4 M forward CGG GGA GTA GTA TGG AGT CGG CGG C
p16™54 M reverse GAC CCC GAA CCG CGA CCG TAA
p16™** U forward TGG GGA GTA GTA TGG AGT TGG TGG T
p16™** U reverse CAA CCC CAA ACC ACA ACC ATA A
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Die Losungen der Stage I PCR werden dem HotStarTaq® Plus PCR Kit von Qiagen entnom-
men, auf Eis aufgetaut, entsprechend Tab. 18 zusammenpipettiert, gevortext und in PCR-Re-
aktionsgefile tiberfiihrt. Die entsprechenden Primer sind Tab. 17 zu entnehmen. Das Tempe-
raturprogramm der PCR ist nach Tab. 19 im Thermocycler durchzufiihren. Als Positivkon-
trolle wird eine Wasserprobe mitgefiihrt, um Verunreinigungen wéhrend der PCR auszu-
schlieen. Im Anschluss an die PCR wird ein Teil der Probe 1:100 fiir die Stage II verdiinnt,

wihrend der restliche Teil bis zur Agarosegelelektorphorese bei -20 °C gelagert werden kann.

Tab. 18 Pipettierschema Stage I PCR

Reagenz Ansatz [pl]
HyOpepc 15,375
10x PCR Puffer 2,5
dNTP Mix 5 mM 0,5
Primer forward 5 pM 2,5
Primer reverse 5 pM 2,5
HotStarTaq Polymerase 0,125
bisulfitbehandelte DNA 1,5

Z 25,0

H,Opgpc (Diethylpyrocarbonat: starker, aber kein absoluter Inhibitor von RNasen)
0,1 % (v/v) DEPC  in HyOpjgest.

12 h bei 37 °C inkubieren und anschlieBend autoklavieren, um DEPC vollstindig zu entfernen

Tab. 19 Temperaturprogramm der Stage [ PCR

Zeit Temperatur [°C]
Aktivierung der Polymerase 15 min 95
Denaturierung 30s 95
Primerhybridisierung 30s 53
Elongation 30s 72
40 Zyklen
abschliefende Elongation 10 min 72

Das amplifizierte DNA-Fragment der Stage I wird nach Verdiinnung (1:100 in HyOpgpc) in
der Stage II unter Verwendung von methylierten und unmethylierten Primern eingesetzt (Tab.
17). Die entsprechenden Losungen werden auf Eis aufgetaut, nach Tab. 20 zusammenpipet-

tiert und die PCR gemill dem Temperaturprogramm (Tab. 21) im Thermocycler durchgefiihrt.
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Die amplifizierten DNA-Fragmente konnen bis zur Gelelektrophorese bei —20 °C gelagert

werden.

Tab. 20 Pipettierschema der Stage II PCR

Reagenz Ansatz [pl]
H,Opepc 14,375
CoralLoad PCR Puffer 2,5
dNTP Mix 5 mM 0,5
Primer forward 5 pM 2,5
Primer reverse 5 uM 2,5
HotStarTaq Polymerase 0,125
DNA aus Stage I (1:100 verdiinnt) 2,5

Z 25,0

Tab. 21 Temperaturprogramm der Stage II PCR fiir methylierte* und unmethylierte* DNA-Fragmente sowie fiir
das interne Kontrollfragment”

Zeit Temperatur [°C]
Aktivierung der Polymerase 15 min 95
Denaturierung 30s 95
Primerhybridisierung 30s 62* bzw. 53"
Elongation 30s 72
26 Zyklen
abschliefende Elongation 10 min 72

6.8.3.3 Detektion der amplifizierten DNA-Fragmente
Die PCR-Produkte konnen durch Agarosegelelektrophorese anhand ihrer Grof3e identifiziert

werden. Wihrend der Elektrophorese wandert die negativ geladene DNA zur Anode, wobei
die DNA nach ihrer Grofle aufgetrennt wird, da sich kleinere Molekiile schneller durch die
Gelmatrix bewegen. Die Linge der PCR-Produkte kann durch einen Vergleich mit einer
DNA-Leiter, die DNA-Fragmente bekannter Grof3e enthélt und parallel zu den Proben im Gel
mitlduft, bestimmt werden. Entscheidend ist, dass das Agarosegel einen Nukleinsdurefarbstoff

enthilt, der an die DNA bindet und im UV Licht fluoresziert (z. B. Ethidiumbromid).

Agarosegel
2 % Agarose (fiir DNA) in TAE Puffer (1x) unter Aufkochen 16sen

auf ca. 60 °C abkiihlen, 4,5 pul Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) zufiigen und das Gel in

einer horizontalen Gelelektrophoresekammer (Peqlab) auspolymerisieren lassen
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TAE-Puffer (50x)

242 ¢ Tris, pH 8.5
57,11 Eisessig
100 ml EDTA

auf 1 1 mit HyOy;qes. auffiillen

Nach dem Aushérten des Agarosegels wird das Gel mit TAE-Puffer (1x) {iberschichtetund die
zu detektierenden Proben konnen aufgetragen werden. Da den amplifizierten DNA-Fragmen-
ten der Stage I ein Farbmarker fehlt, der zur Beobachtung des Gellaufs dient, werden jeweils
15 pl der Proben mit 3 pl Ladepuffer (6x) versetzt. Als DNA-Marker wird eine DNA-Leiter
von 100 bp verwendet. Dazu werden 1,5 pl der DNA-Leiter mit 8,5 ul H,Opgpc und 2 pl
Ladepuffer (6x) vermischt. Die zu detektierenden DNA-Fragmente der Stage II konnen direkt
im 2 %-igen Agarosegel aufgetragen werden, da die Proben bereits in der PCR mit einem
Farbmarker (CoralLoad PCR Puffer) versehen worden sind. Bei der Auftragung sollte darauf
geachtet werden, dass von allen Proben das gleiche Volumen aufgetragen wird. Die Elektro-
phorese erfolgt bei 80 V Gleichspannung fiir 2 bis 2,5 h. Anschlieend kann das Agarosegel
im UV-Licht betrachtet werden, da sich Ethidiumbromid (aus dem Agarosegel) in die DNA
eingelagert hat und fluoresziert. Detektion und Auswertung erfolgen qualitativ mittels der

LAS3000 mit der AIDA Image Analyser-Software Version 3.52 von Raytest.

6.8.4 Transkriptionsanalyse des Tumorsuppressorgens p16lNK4a

Die Transkriptionsanalyse des Tumorsuppressorgens pl6™ -+

erfolgt mittels quantitativer
PCR der zuvor isolierten Gesamt-RNA. Die quantitative PCR (auch als ,,Real Time* PCR be-
zeichnet) ist eine Vervielfdltigungsmethode, die auf dem Prinzip der PCR beruht und die zu-
sitzlich die Quantifizierung von RNA-Transkripten ermdglicht. Dabei finden Amplifizierung
und Quantifizierung parallel statt. Die Quantifizierung wird mittels einer Fluoreszenzmessung
durchgefiihrt, die einmal pro PCR-Zyklus die Anzahl der amplifizierten PCR-Produkte er-
fasst. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte quantitative PCR erfolgt mittels einer fluo-
reszenzmarkierten QuantiProbe von Qiagen (Abb. 86). Mit der Menge der PCR-Produkte
steigt die gemessene Fluoreszenz proportional an. Die Intensitit der Fluoreszenz wird iiber
den gesamten Reaktionsverlauf in jedem Zyklus vermessen und aufgezeichnet, woraus sich
eine Fluoreszenzkurve ergibt. Bei der hier durchgefiihrten Quantifizierung handelt es sich um

eine relative Quantifizierung bezogen auf das nicht-regulierte Kontrollgen (,,housekeeping*

Gen) B-Aktin.
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Abb. 86 Schematische Darstellung des Prinzip der QuantiProbe von Qiagen (F: Fluorophor; Q: Quencher; M:
»minor-groove-binder) [QuantiTect Probe PCR, Qiagen Handbuch, 2004]

Sofern die QuantiProbe nicht an eine Zielsequenz gebunden ist, verhindert die Néhe des Flu-
orophors zum Quencher ein detektierbares Fluoreszenzsignal (Abb. 86A). Wéhrend der Pri-
merhybridisierung erfolgt die Anlagerung der QuantiProbe an die Zielsequenz der DNA {iber
die kleine Bindungsfurche. Dieser Schritt trennt den fluoreszierenden Farbstoff und den
Quencher, so dass es zu einem Fluoreszenzsignal kommt (Abb. 86B). Die Anzahl der Signale
ist direkt proportional zur Menge an Zielsequenzen und kann in der ,,Real Time* PCR quan-
titativ bestimmt werden. Im Rahmen der Elongation kommt es zur Ablésung der QuantiProbe
von der Zielsequenz. Gleichzeitig ndhern sich Fluorophor und Quencher wieder an, so dass
die Fluoreszenz gequencht wird (Abb. 86B).

Fiir die quantitative PCR muss die zellulire Gesamt RNA, anhand derer die Gentranskription
nachgewiesen werden soll, in komplementidre cDNA umgeschrieben werden, da wéhrend der
PCR spezifische DNA-Polymerasen zum Einsatz kommen, die nicht in der Lage sind, die
RNA zu amplifizieren. Aus diesem Grund wird eine Reverse Transkriptase (RT) — eine RNA-
abhingige DNA-Polymerase — verwendet mittels derer die RNA in cDNA umgeschrieben
werden kann. Wie auch andere DNA-Polymerasen bendtigt die Reverse Transkriptase ein
kurzes DNA-Stiick, einen sogenannten Primer, zur Initiation der DNA-Synthese. Dazu wird
ein Oligo-d(T)-Primer verwendet, der komplementir zum Poly(A)-Schwanz am 3'-Ende der

mRNA ist.
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6.8.4.1 Reverse Transkription
Die Umschreibung der zelluldren Gesamt-RNA in komplementdre cDNA erfolgt mittels des

Omniscript RT Kits von Qiagen. Dazu werden die erforderlichen Losungen dem Kit entnom-
men und auf Eis aufgetaut. Fiir die Reverse Transkription werden 2 pug RNA in 12,3 pl
H,Opgpc eingesetzt und mit 7,7 ul Master Mix versehen (Tab. 22). Das Gesamtvolumen von
20 pl enthélt 100 ng/pul RNA und wird fiir 60 min bei 37 °C im Thermocycler (Chromo4, Bio-
Rad) inkubiert. Die erhaltene cDNA kann bei -20 °C gelagert werden.

Tab. 22 Pipettierschema des Master Mix der Reversen Transkription

Reagenz Ansatz [pl]
10x RT-Puffer 2
dNTP-Mix 5 mM 2
Oligo-dT-Primer 10 pM 0,5
RNase-Inhibitor 15 U/ml 0,7
Omniscript RT 4 U/ml 1
H,0pgpc 1,5

Z 7,7

6.8.4.2 Quantitative PCR
Zur quantitativen PCR wird jeweils ein Master Mix fiir p16™~* und fiir das endogene Kon-

trollgen B-Aktin zusammenpipettiert (Tab. 23). Die durch Reaktion der RT erhaltene cDNA
wird in einer Konzentration von 10 ng/ml eingesetzt, sofern davon ausgegangen wird, dass die
gesamte RNA wihrend der Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben worden ist. Das

Temperaturprogramm der quantitativen PCR ist Tab. 24 zu entnehmen.

Tab. 23 Pipettierschema des Master Mix fiir p16™%* bzw. B-Aktin zur quantitativen PCR

Reagenz Ansatz [pl]
2x QuantiTect Probe Master Mix 12,5
20x Primer Mix (p16 bzw. 3-Aktin) 1,25
20x QuantiProbe Solution (p16 bzw. -Aktin) 1,25
H;Opgpc 7,5
cDNA 2,5

Z 25

164



Material und Methoden

Tab. 24 Temperaturprogramm der quantitativen PCR

Zeit Temperatur [°C]
Aktivierung der Polymerase 15 min 95
Denaturierung 15s 94
Anlagerung 30s 56
Verlangerung 30s 76
40 Zyklen
Die Quantifizierung der Transkription von pl16™~* erfolgt relativ durch Bezug auf das nicht

regulierte Kontrollgen B-Aktin. Als Berechnungsmodell wird die sogenannte ,,AACT*“-Metho-
de verwendet [Laviak und Schmittgen, 2001]. Um immer zu Beginn der exponentiellen Phase
der Fluoreszenzkurve messen zu konnen, wird der Ct-Wert (Threshold Cycle — Schwellen-
wertzyklus) verwendet, der den Zyklus beschreibt, in dem die Fluoreszenz erstmalig signifi-
kant iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Uber den Ct-Wert wird ein konstant definiertes

Fluoreszenzniveau festgelegt [Pfaffl, 2004].

ACt = Ct-Zielgen — Ct-Kontrollgen
AACt = ACt-Testsubstanz — ACt-Losungsmittelkontrolle

rel. Transkriptionsinderung = 274"
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6.9 Reagenzien und Chemikalien
ABTS®-Tablette

ABTS®-Puffer
N-Acetylglukosamin

Agarose Wheat Germ Lectin in 1 M NaCl
Adenosintriphosphat (ATP)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bovine Serum Albumin Fraktion V
Bovine Serum Albumin Standard
Bromphenolblau

n-Butanol

CaCl,

Coomassie Brilliant Blue G250
DAPI/SR101-Losung
Dimethylsulfoxid (DMSO)

1,4 Dithiothreitol (DTT)
3,4-Dihydroxyphenylessigsdure
EDTA Dinatriumsalz-Dihydrat
Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Essigsdure

Glyzerol

Glycin

HEPES

Kaliumchlorid

Katalase

LumiGLO
Magnesiumchlorid-6-Hydrat
B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

MnCl,

Natriumascorbat

Natriumazid

Natriumchlorid
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Roche

Roche

Sigma Aldrich
Amersham Biosciences
Alexis Biochemicals
Roth

Roth

Pierce

Sigma Aldrich

Roth

Roth

Roth

Partec

Roth

Roth

Sigma Aldrich

Roth

Calbiochem

Roth

Merck

Roth

Roth

Merck

Sigma Aldrich

New England Biolabs
Riedel-de Haén
Roth

Fluka

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich

Roth
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Natriumhydroxid

Natriumhydrogenphosphat

Natriumpyrophosphat
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphataseinhibitor Cocktail

PIPES (Piperazine,N,N"-bis-[2-ethansulfonséure])
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)

Poly (Glu, Tyr) 4:1 Losung

Phosphorséure

Proteaseinhibitor Complete

Rotiphorese 30 (37,5:1), Arcylamid 30 % wéissrige
Losung mit 0,8 % N, N’'-Methylenbisacrylamid

Salzsdure

SDS (Natriumlaurylsulfat)

See Blue Plus 2 Marker

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsdure

Tris

Triton®X-100

Trypanblau-Lésung

Trypsin (Rinderpankreas 3,6 U/mg)

Tween®20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

Wasserstoffperoxid (30 %-ig)

Roth
Riedl-deHéen
Sigma Aldrich
Alexis Biochemicals
Sigma Aldrich
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth

Roche

Roth

Roth

Roth
Invitrogen
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Serva

Roth

Sigma Aldrich

Alle hier nicht aufgefiihrten Chemikalien waren vorritig und konnen {iber die Firmen Roth,

Merk oder Sigma Aldrich bestellt werden.

Steriler Zellkulturbedarf wurde iiber die Firmen Invitrogen/Gibco, Sigma Aldrich, Greiner,

Nunc und Sarstedt bezogen.

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Verbrauchsmaterialen waren iiber die Firmen

VWR, Sarstedt, Nunc, Greiner und Roth erhiltlich.
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6.10 Eingesetzte Substanzen und Inhibitoren

Apfelsaftextrakte AE02, AE04, AEOS Prof. H. Dietrich”
Apfelsaftextrakte, sortenrein Prof. H. Dietrich’
(Bohnapfel, Gehrsrambur, Haux, Seestermiiher)

Apfeltresterextrakt AEO3B Prof. H. Dietrich’
5-Aza-2’-desoxycytidin Sigma Aldrich
Castalagin Prof. T. Hofmann”
Delphinidin Extrasynthése
3,4-Dihydroxyphenylessigsdure Sigma Aldrich
Eichenholzextrakt Prof. T. Hofmann"
Ellagséure Sigma Aldrich
Fraktionen aller Art Prof. P. Schreier®
Gallussaure Sigma Aldrich
Grandinin Prof T. Hofmann"
3-Hydroxyphloridzin Prof. P. Schreier®
Phloretin Roth

Phloridzin (Phloretin-2-glykosid) Roth
Phloretin-2-xyloglukosid Prof. P. Schreier®
Procyanidindimer PB1-PB4 Prof. P. Winterhalter®
Procyanidintrimer PC1 Prof. P. Winterhalter®
Procyanidintetramer PA2 Prof. P. Winterhalter®
Quercetin Sigma Aldrich
Quercetin-3-glukosid (Isoquercitrin) Extrasynthése
Quercetin-3-galaktosid (Hyperosid) Extrasynthese
Quercetin-3-rhamnosid (Quercitrin) Extrasynthése
Quercetin-3-rutinosid (Rutin) Extrasynthese
Tyrphostin AG1478 Sigma Aldrich

("Forschungsanstalt Geisenheim; “TU Miinchen, SUniversitit Wiirzburg, ‘Universitit Braunschweig)

6.11 PCR-Bedarf

All Prep DNA/RNA Mini Kit 80204 Qiagen

Amplex® Red Hydrogen Peroxide/ A 22188 Molecular Probes™/Invitrogen
Peroxidase-Assay Kit

DNA Ladder Plus, Gene Ruler 100 bp Fermentas

EZ DNA Methylation Gold Kit™ D 5005 Zymo Research
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Filterspitzen

Hot Star Tag® Plus DNA Polymerase

Loading Dye Solution (6x)
Omniscript” RT Kit
QuantiTect” Probe

RNase Inhibitor

203605

205113
204343
129919

Samtliche PCR Master Mix Losungen

Primer

6.12 Antikorper
Anti EGFR (polyklonal)

Anti phospo EGFR (polyklonal)

Anti-a-Tubulin (monoklonal)

Anti-mouse IgG HRP-konjugiert
Anti-rabbit [lgG HRP-konjugiert

6.13 Gerite

Gerit

Autoklav

Biofreezer

Brutschrank
Brutschrank

Continous Fluorescence
Detector
Electrophoresis Power
Supply

Elektroblotter

Elektrophoresekammer

Fluoreszenzmikroskop
Geldokumentationsgerat

Hand-/Glashomogenisator

Name

Systec 5075 EL

Heracell
CB210
Chromo 4

Consort E&35,

Consort EV231

Perfect Blue ,,Semidry*
Perfect Blue, vertikale
Doppelgelsysteme
(Twin S+ M)/
horizontale Gelsysteme
(Mini S+M + L)
Axioskop

LAS 3000 Fuji
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Sarstedt
Qiagen
Fermentas
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

MWG Biotech

New England Biolabs
New England Biolabs
Santa Cruz

Santa Cruz

New England Biolabs

Firma

Systec

New Brunswick Scientific
Heraeus

Binder

MJ Research/BioRad

Peqlab Biotechnologie GmbH

Peqlab Biotechnologie GmbH
Peqlab Biotechnologie GmbH

Zeiss
Raytest Fuji
Wheaton



Material und Methoden

Heizplatte
Kiihl-/Gefrierschrinke
Magnetriihrer/Heizplatte
Magnetriihrer
Mikroplattenleser
Mikroplattenleser
Mikroskop

MSI Minishaker
Neubauer Zahlkammer
Pipettus

Power Station
Uberkopfschiittler
Vortex

Peltier Thermal Cycler
pH Meter
Spektralphotometer
Sterilwerkbank
Sterilwerkbank
Thermocycler
Trockenschrank
Ultrazentrifuge
Ultraschallstab
Vakuumsaugpumpe

Wasserbad

Waage (Analysenwaage)

Waage (Grobwaage)
Zentrifuge
Zentrifuge
Zentrifuge

CH100
Premium/Comfort
IKA RH basic 2
HI 300N

Genios

Victor °V
Axiovert 40 C

Pipettus Akkus
Consort E835
Roto-Shake
Vortex-Genie 2
PTC-200
pH211/Microprocessor
Nanodrop
Herasafe
KR-130 BW
Thriller

Heraeus
Centrikon t-1080
Sonifier 450
Laborport

CP 124 S

1574 MP8-2
Centrifuge 5417R
Centrifuge 5415D
Megafuge 1.0R
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Peqlab Biotechnologie GmbH
Liebherr

IKA-Werke GmbH & CoKG
Hanna Instruments

Tecan

Perkin Elmer

Zeiss

IKA-Werke GmbH & CoKG
Marienfeld

Hirschmann Laborgerite
Consort

Peqlab Biotechnologie GmbH
Peqlab Biotechnologie GmbH
MJ Research

Hanna Instruments

Peqlab Biotechnologie GmbH
Heraeus Instruments

Kojair, Axon

Peqlab Biotechnologie GmbH
Memmert

Kontron Instruments

Branson

KNF Neuberger

Memmert

Sartorius

Sartorius

Eppendorf

Eppendorf

Heraeus
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Anhang

Ausreiflertest nach Nalimov

* —
. X =X
ro=—— X

1
n )2
pn—l n_l

X
P
n
n (Anzahl der Messungen) r* (Vergleichswert)
3 1,409
4 1,645
5 1,757
6 1,814
7 1,848
8 1,870

vermutlicher Ausreiller

arithmetischer Mittelwert
Standardabweichung

Anzahl der Messungen

Anhand der Tabelle wird verglichen, ob r des Messwertes > r* der Tabelle ist. Trifft dies zu,
so gilt der Messwert als Ausreiler und muss aus der Messreihe entfernt werden.
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